EGBERTO MUNHOZ

Administracao subcrénica de nicotina modifica
as respotas neuroendodcrina e neuroquimica
induzidas pelo teste de natacao forcada

Tese apresentada ao Programa
Interinstitucional de Pés-graduacao em
Ciéncias Fisiologicas — PIPGCF
UFSCar/UNESP, como parte dos
requisitos para obtencao do titulo de
Doutor em Ciéncias Fisiolégicas

Area de concentragao:
neuropsicofarmacologia

Orientadora: Profa. Dra. Cleopatra da
Silva Planeta

Araraquara
2010



Autorizo a reproducao e divulgacao total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio
convencional ou eletrénico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a

fonte.

Ficha Catalografica
Elaborada Pelo Servigco Técnico de Biblioteca e Documentacao
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
UNESP — Campus de Araraquara



MUNHOZ, E. Administracao subcrdnica de nicotina modifica as respostas
neuroenddcrina e neuroquimica induzidas pelo teste de natacao forcada. Tese
apresentada ao Programa Interinstitucional de Pds-graduacdo em Ciéncias
Fisiolégicas — Associacao Ampla UFSCar/UNESP para obtencao do titulo de Doutor

em Ciéncias Fisiologicas.

Aprovado em: 13 de dezembro de 2010

Banca Examinadora



Dedicatoria

Aos meus pais, a quem dedico todo este trabalho.

“O valor das coisas nao esta no tempo em que elas duram,
mas na intensidade com que acontecem.
Por isso existem momentos inesqueciveis,

coisas inexplicaveis e pessoas incomparaveis”.

Fernando Pessoa



Agradecimentos

A Deus, pela vida, pela grandeza de suas criacoes, fontes inesgotaveis de
nossas pesquisas que revelam a licdo de harmonia com que nos rege e nos

relaciona, e por seus ensinamentos, alimentos da alma.

Aos meu pais, Rubens e Cida, que sempre muito presentes em minha vida,
constituem meu suporte fundamental e incondicional a conquista das minhas
realizacdes. Sou grato aos preceitos que me incutiram, na labuta diaria da educacgéao
firme misturada ao carinho paternal. Meu eterno agradecimento pela sorte de té-los

como meus pais !

Aos meus irmaos, Valery, Everton e Mauricio, assim como 0s mais novos
trazidos com os casamentos, Fernando, Carina e Clari. Sou grato pelas palavras de
apoio e otimismo que me impulsionaram ao longo destes anos de trabalho. Que a
distancia que nossas profissées obrigam nunca nos separe ou quebre os elos que
mantém nossa familia exemplarmente unida... Aos meus sobrinhos, Isadora,
Eduardo, Vitéria, Beatriz, Marina e Julia, que a vida trouxe em pequeninos
pacotes de alegrias e béncaos.

A Lilian Ferreira de Lima, que personifica o significado de amigo

incondicional e onipresente.

De maneira muito carinhosa, agrade¢o minha orientadora Cleopatra da Silva
Planeta. Profissional de competéncia exemplar, nestes anos de convivéncia nao
pude deixar de notar sua intensa dedicacdo e rigor ao papel de orientadora e
pesquisadora, sem deixar de lado a educacéo, o fino trato e o coleguismo, que a faz

singular. Agradeco sua paciéncia e, principalmente, a compreensao para permitir



que me eu me afastasse do laboratério para assumir a vaga do concurso de
Londrina. Agradego também esta oportunidade de doutoramento e por ter creditado
em mim a responsabilidade deste trabalho. Saiba que levarei comigo as melhores
recordacées e a terei como um grande exemplo de sucesso para as minhas
tentativas de professor e pesquisador !

Aos amigos de laboratério, Fabio, Marcelo, Rodrigo, Paulo, Roberta, Ana
Paula, Karina, Tarciso, Alianda, Paulo José, Leonardo, Lyane, Ana Claudia,
Bruna, Thiago, Renata, Crusca e varias outras pessoas que fizeram destes quatros
anos momentos mais agradaveis e “suportaveis”. Em especial, gostaria de
agradecer trés amigas que guardarei no coragao de forma bastante carinhosa: Yara,
pela companhia agradavel, pelos risos e pelo coracdo enorme; Joyce, pela
idoneidade moral e principios e, € claro, por repartir comigo a paixao pelo tango;
Vanessa, pela presenca constante nas alegrias e pelas sabias palavras de apoio e
incentivo que me orientaram a melhor enfrentar as angustias da pés-graduacao e da
vida de professor.

Aos professores do laboratério Ricardo L. Nunes de Souza, Francisco
Fracasso, Maria do Carmo Longo pela amizade e pelo incentivo.

As técnicas do laboratério de farmacologia Bete e Rosana. Além da ajuda
fundamental na realizacdo dos experimentos deste trabalho, agradeco a amizade, a
generosidade e o carinho que me deram nestes anos de convivéncia. Também
agradeco a eficiente Tirene. Sempre prestativa e muito dedicada, ndo me

esquecerei da sua forma despojada de levar a vida !

Agradeco os professores do Laboratorio de Toxicologia e do Laboratério de
Biologia Molecular por disponibilizarem seus laboratérios a realizacdo dos
experimentos. Também agradeco a equipe técnica do Biotério da UNESP/Campus
Araraquara.



A FAPESP, pelo apoio financeiro.

E a todos que comigo conviveram e colaboraram para a conclusdo de mais

esta etapa.

Meus sinceros agradecimentos,

Egberto



RESUMO

MUNHOZ, E. Administracdao subcrdnica de nicotina modifica as respostas
neuroenddcrina e neuroquimica induzidas pelo teste de natacao forcada. 2010.
92 f. Tese (Doutorado) — Programa Interinstitucional de Pés-graduacao em Ciéncias
Fisiolégicas UFSCar/UNESP, Araraquara, 2010.

O estresse, atualmente, é considerado um fator importante na fisiopatologia
de muitos disturbios psiquiatricos. Embora os efeitos do estresse agudo possam ser
contrabalanceados por respostas adaptativas, o estresse intenso, repetido ou
prolongado pode eliciar alteragcdes neuronais duradouras que constituirdo as bases
de doencas psiquiatricas, como a depressado. Levantamentos epidemiol6gicos
também mostram elevada prevaléncia de tabagistas entre pacientes com depressao
maior. Estas altas taxas de comorbidade sugerem uma provavel relacdo causal:
pacientes com depressdao proeminente procurariam a nicotina para alivio dos
sintomas. Assim, este trabalho investigou as alteracbes neuroquimicas e
neuroendocrinas mediadas pela nicotina na resposta de adaptagdo ao estresse,
utilizando-se, para tanto, o teste modificado da natacédo forcada (TNF). Para tanto,
ratos Wistar machos foram submetidos ao TNF (30 cm de agua, 24 + 1°C) por 15
min e tratados (1, 19 e 23h) com nicotina (NIC: 0,5 mg/kg, sc), imipramina (IMI: 15
mg/kg, ip) ou salina (SAL). Uma hora apds a ultima injecdo, os animais foram
reexpostos (5 min) a mesma cuba. Imediatamente apds o teste, os animais foram
sacrificados; o hipocampo dorsal (HD) e ventral (HV), hipotdlamo (HT) e os nucleos
dorsal (DR) e mediano (MR) da rafe foram coletados por punch para quantificacao
de 5-HT, 5-HIAA e NA por HPLC e o sangue, para quantificagdo da corticosterona
plasmatica por radioimunoensaio. O hipocampo total também foi utilizado para
avaliar a expressao do receptor serotoninérgico 5-HTa € do glicorreceptor (GR) por
western blot. Ainda, avaliou-se o efeito da prazosina nas alteragdes neuroquimicas
induzidas pelo TNF. O tratamento subcrénico com NIC e IMI reduziu em 39% e 50%,
respectivamente, o parametro de imobilidade e aumentou em 52% e 66%,
respectivamente, as contagens de escalada, em relacao ao grupo SAL. No HV, HD e



HT, a NIC e a IMI ndo alteraram o aumento do conteudo tecidual de 5-HT e 5-HIAA
induzido pelo TNF. No DR, a NIC reduziu em 38% e 30% o conteudo de 5-HT e NA,
respectivamente, nos animais expostos ao TNF. O tratamento com NIC também
reduziu em 51,4% o aumento de 336% da corticosterona basal apds exposicdo ao
TNF. A IMI, por outro lado, ndo alterou significativamente a hipercorticosterolemia
induzida pelo TNF. Ambos os tratamento ndo alteraram a expressao do receptor 5-
HTia nos animais expostos ao TNF. No entanto, nos animais tratados com NIC e
sem exposicao ao TNF, a expressao do GR foi reduzida em aproximadamente 78%.
A administracédo prévia de prazosina promoveu queda de 38% e 63% no conteudo
de NA no MR e DR, respectivamente. Foi possivel verificar também pequena
diminuicao no contetudo de 5-HT no DR e HD. Estes dados sugerem que a nicotina é
capaz de contrabalancear as alteragcdes neuroenddcrinas induzidas pelo estresse de
natacdo forcada via modulacdo da liberacao de 5-HT e NA em regides como
hipocampo, hipotdlamo e rafe. Ainda, os dados sugerem que a nicotina e a
imipramina afetam de formas distintas as alteracbes neuroquimicas induzidas pelo
TNF.

Palavras-chaves: Natagéo forgada. Nicotina.



ABSTRACT

MUNHOZ, E. Subcronic nicotine administration modifies the forced swimming
test induced-neuroendocrine and neurochemical responses. 2010. 92 f. Tese
(Doutorado) — Programa Interinstitucional de Pés-graduacdo em Ciéncias
Fisiolégicas UFSCar/UNESP, Araraquara, 2010.

Stress is considered a key component in the pathophysiology of several
psychiatric diseases. Although the effects of acute stress can be counterbalanced by
adaptative responses, intense, repeated or prolonged stress can elicit long lasting
neuronal alterations that are related to the occurrence of psychiatric disorders, such
as depression. Epidemiological studies have also identified a high prevalence of
smokers among depressive patients. These observations suggest a causal
relationship: smoking is a self-medication effort to alleviate some symptoms of
depression by nicotine. Then, this study investigated nicotine mediated-
neurochemical and neuroendocrine alterations in the adaptation response to stress.
The modified forced swmming test (FST), a protocol originally employed for
screnning new antidepressant drugs, was employed. Male Wistar rats were placed
individually into a container (30-cm of water, 24+1°C, 15 min - pretest). Then animals
received nicotine (0.5 mg/kg, s.c.), imipramine (15 mg/kg, i.p.) or saline injections at
1, 19 and 23h after the pretest. One hour after the injections, animals were placed in
the same container for 5 min. Immediately after, the animals were sacrificed; dorsal
(DH) and ventral (VH) hippocampus, hypothalamus (HT) and dorsal (DR) and median
(MR) raphe nuclei were collected by punch for measurement of 5-HT, 5-HIAA and NA
by HPLC (expressed in ng/mg tissue). Blood samples were collected for
determination of plasma corticosterone levels by radioimmunoassay. The whole
hippocampus was also used to evaluate the expression of the 5-HT 14 serotoninergic
receptor and glucocorticoid receptor by western blot. The effects of prazosin in TNF
induced-neurochemical alterations was also evaluated. Nicotine and imipramine
decreased in 39% and 50%, respectively, the immobility behavior and increased in
52% and 66%, respectively, the climbing scores, in relation to saline group. In the



DH, VH and HT, neither nicotine nor imipramine modified the FST induced-increase
in 5-HT and 5-HIAA tissue content. In the DR, nicotine decreased in 38% and 30%,
respectively, the 5-HT and NA content in the animals exposed to FST. Nicotine also
reduced in 51,4% the increase (336%) in the basal corticosterone after exposition to
FST. On the other hand, imipramine did not change the FST induced-high levels of
corticosterone. Both treatments did not alter the 5-HTa expression in the animals
exposed to FST. However, in the nicotine-treated animals, which were not exposed
to stress, glicocorticoid receptor expression was decreased by 78%. Previous
administration of prazosin decreased in 38% and 63% the NA content in the MR and
DR, respectively. It was also detected a decrease in the 5-HT content in the DR and
DH. The data suggest that the neuroendocrine effects of nicotine are related to the
NA modulation of 5-HT release in DR, hippocampus and hypothalamus. The data
also suggest that nicotine and imipramine display distinct effects on FST-induced

neurochemical changes.

Keywords: Forced swimming. Nicotine.
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tualmente, o estresse é considerado
por estudiosos e clinicos o grande mal do século, principalmente em uma sociedade
em mutacdo como a nossa, na qual as mudancgas surgem de forma frenética e,
muitas vezes, demasiadamente rapido para permitirem aos individuos a
incorporagao do seu ritmo e do seu significado.

Toda mudanca que exija adaptacao por parte do organismo causa um certo
nivel de estresse. Além das causas externas de estresse, muitas vezes facilmente
reconhecidas, existem causas internas, nem sempre tdo perceptiveis por serem
consideradas atributos da prépria personalidade. Expectativas, desejos, auto-
cobranca, ansiedade sdo estados emocionais que podem assumir a funcdo de
geradores de estados tensionais. Ainda, a determinagdo do nivel de estresse que
sera experimentado também € mediada por dois outros fatores importantes: o
repertério de estratégias de coping e a vulnerabilidade individual ao estresse (LIPP,
2001).
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Em certas circunstancias, abalos da resisténcia fisica e mental do individuo
podem ocorrer, dando origem a inumeras doencas psicofisioldégicas que podem ser
interpretadas como tendo em sua génese o estresse excessivo. Desta forma, o
papel do estresse no estabelecimento de comorbidades, a exemplo da dependéncia
a substancias psicoativas, tem sido largamente reconhecido na rotina das clinicas

psiquiatricas e tem se tornado alvo de muitas pesquisas.

1.1 Mecanismos hormonais e neuroquimicos de adaptacao ao estresse

Estresse, segundo Hans Selye (1936), pode ser definido como uma sindrome
de adaptacao generalizada que surge em resposta a situagdes adversas potenciais
ou reais. Neste contexto, inclui-se a liberacao de substancias, moléculas mediadoras
da resposta ao estresse, que podem atuar em populagcdes neuronais especificas
desencadeando uma complexa cascata de efeitos organicos e comportamentais que
permitem a adaptacao e sobrevivéncia as condi¢cdes adversas desencadeantes e a
restauracdo da homeostasia.

As respostas adaptativas aos estressores sdo determinadas levando-se em
conta tanto as caracteristicas do estressor (tipo, duracdo, intensidade, etc) quanto as
caracteristicas do individuo (idade, sexo, genética, contexto social, etc). Essa gama
de parametros que perfazem o evento estressor determina a participacdo de
diferentes mediadores que, ao ativar circuitos neuronais distintos, geram respostas
diferentes (JOELS; BARAM, 2009). Entre os mediadores da resposta ao estresse,
destacam-se 0s neurotransmissores, peptideos como o horménio liberador da
corticotropina (CRH) e os horménios esterdides cortisol e corticosterona.

A primeira etapa da resposta neuroenddcrina ao estresse compreende a
liberacdo de adrenalina pela medula adrenal e glicocorticéides, via ativacdo do eixo
hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA). A atividade do eixo HPA é governada pela
secrecao de CRH e vasopressina no ndcleo paraventricular do hipotdlamo (PVN)
apds estimulo pelo evento estressante. A vasopressina, via ativagcdo de receptors
Vib, exerce fraca estimulacdo das células corticotréficas, porém potencia
marcadamente os efeitos do CRH (ARMARIO, 2010). Assim, por sua vez, o CRH
ativa a secrecao de proopiomelanocortina (POMC) pelas células corticotroficas da
hipoéfise anterior. A POMC, por acdo de endopeptidases, € clivada, dando origem ao
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hormonio adrenocorticotréfico (ACTH), que entdo, na circulagédo periférica, estimula
a secrecao de glicocorticoides pelo cértex da glandula adrenal. Embora os
glicocorticéides regulem a funcdo de quase todos os tecidos do corpo, o efeito
fisioldgico mais conhecido desses horménios é a auto-regulacéo negativa do préprio
eixo HPA (figura 1). Assim, a principio, a resposta adaptativa ao estresse e o
restabelecimento da homeostasia compreendem uma ativacdo aguda ou de duragéo
limitada do eixo HPA (JURUENA; CLEARE; PARIANTE, 2004; LANFUMEY et al.,
2008).

Figura 1 - Eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal, evidenciando o mecanismo de retroalimentagéo negativa
(setas tracejadas) dos glicocorticides sobre sua propria liberagao.
(Fonte: http://www.psiquiatriageral.com.br/cerebro/texto13.htm, data de acesso: 25/05/2010)
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Os corticosterdides sdo altamente lipossoluveis e se difundem rapidamente
pelas membranas celulares, promovendo o restabelecimento da homeostasia via
ativacdo de dois tipos de receptores intracelulares: os mineralorreceptores e 0s
glicorreceptores (GR) (LANFUMEY et al., 2008; SPIGA; LIGHTMAN et al., 2009).

No sistema nervoso central, os mineralorreceptores sao encontrados
principalmente na formagdo hipocampal, septo lateral, amidala, nucleo
paraventricular do hipotalamo (PVN) e locus coeruleus e possuem alta afinidade por
corticosteréides, estando predominantemente ocupados (90%) mesmo frente a
concentracdo hormonais basais. Por outro lado, os GRs apresentam afinidade dez
vezes menor (Kd ~ 5nM), sendo ocupados somente em situagdes em que 0s
corticosterdides circulantes encontram-se bastante elevados, tal como no pico diurno
do ciclo circadiano ou apds exposicao a eventos estressantes. Os GRs apresentam
distribuicdo mais ampla no encéfalo, com altas densidades no hipocampo, PVN,
locus coeruleus e o nucleo dorsal da rafe. No hipocampo, os GRs sdo encontrados
principalmente nas regides CA1 e CA2 (LANFUMEY et al., 2008; JOELS; BARAM,
2009) e a alta densidade desse receptor faz dessa estrutura um ponto critico da
regulacao da propria liberacéo dos glicocorticéides, via eixo HPA.

Na auséncia do ligante endogeno, a forma inativa do GR reside
essencialmente no citoplasma em associacdo com um complexo multimérico de
proteinas chaperonas moleculares, incluindo diversas proteinas de choque térmico
(HSPs) e imunofilina. Apés ser acoplado ao esterdide, o GR sofre uma alteragao de
conformacao, dissocia-se do complexo das proteinas chaperonas, dimeriza-se e é
translocado do citoplasma para o ndcleo. No nucleo, o GR medeia a regulacéo
transcricional através da ligacdo a sequéncias especificas de DNA denominadas
elementos de resposta a glicocorticoide (GRE), processo denominado trans-ativacao
(figura 2). O efeito transcricional pode ser tanto o aumento quanto a repressao da
expressao génica se o GR se liga a GREs positivos ou negativos, respectivamente.
GRs também atuam indiretamente através da modulagdo da expressao génica de
fatores transcricionais, como por exemplo o NF-xB, AP-1 e CREB (HEITZER et al.,
2007, LANFUMEY et al., 2008). Desta forma, a ativacdo de GRs no hipocampo
causa alteracdes na expressao de diversos genes responsaveis pelo metabolismo

celular, estrutura e transmissao sinaptica.
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Figura 2 - Mecanismos intracelulares da agéao dos glicorreceptores (GR).
(Fonte: http://elegans.uky.edu/blog/?p=168, data de acesso: 25/05/2010)

Regides limbicas, como o hipocampo, também sdo abundantemente
inervadas por projecdes serotoninérgicas e sao, como mencionado acima,
particularmente sensiveis as acbes dos corticosterdides. Esta interacao entre o
sistema serotoninérgico e o eixo HPA tem sido alvo de muitos estudos.

Diferentes condicdes estressantes, como choque elétrico nas patas, frio e
sessdes de imobilizacdo, promovem aumento significativo da sintese e liberacdo de
serotonina (CLEMENT et al., 1993; INOUE; TSUCHIYA; KOYAMA et al., 1994) via
ativacao das projecoes serotoninérgicas do nucleo dorsal da rafe, como indicada
pelo aumento da expressao de cFos nestes neurénios (GREENWOOD et al., 2003).
Singh et al. (1990) demonstraram a regulacao destes efeitos serotoninérgicos pela
corticosterona, ao evidenciar o papel estimulatério do horménio adrenal na atividade
da triptofano hidroxilase, principal enzima da sintese da serotonina (5-HT).

Reciprocamente, muitas evidéncias tém mostrado que a 5-HT também
influencia a secrecdo de corticosterdides. Estudos imuno-histoquimicos

demonstraram a presenca do receptor serotoninérgico 5-HT{a nos neurdnios do
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nucleo paraventricular do hipotalamo e também que microinjecdes de 8-OH-DPAT
neste nucleo hipotaldmico acarretam liberacao de ACTH e cortisol (OSEI-OWUSU et
al., 2005). Sémont et al. (2000) demonstraram também que a expressao de GRs
hipocampais e hipotalamicos é regulada negativamente pela 5-HT através de um
mecanismo independente dos corticosterdides (provavelmente, via ativacdo de
receptores 5-HT»).

O receptor serotoninérgico 5-HTia hipocampal também ¢é essencial na
resposta adaptativa ao estresse. Apesar do mecanismo ainda ser desconhecido,
uma possibilidade para esta importdncia pode ser a atenuacdo do impacto
emocional ao estimulo aversivo e consequentemente a inibicdo da consolidacado da
memoria ao estresse (GUIMARAES et al., 1993). Outra possibilidade é que o
receptor 5-HT1a possa atenuar a hiperatividade hipocampal decorrente do estresse
(SHUMAKE; EDWARDS; GONZALEZ-LIMA et al., 2002) e, ainda, mediar alguns
efeitos tréficos atribuidos a 5-HT, como o aumento da neurogénese € a liberacéo de
fatores troficos, protegendo a circuitaria hipocampal dos efeitos deletérios da
exposicao repetida ao estresse e aos glicocorticdéides (JOCA; FERREIRA;
GUIMARAES et al., 2007).

Porém, diferentes tipos de estressores severos ou exposicao repetida ao
estresse podem induzir downregulation dos receptores 5-HTia hipocampais,
predispondo ao desenvolvimento de déficits comportamentais. Estudos mostram que
a modulacado do receptor serotoninérgico é dependente dos corticosterdides visto
que a transcricdo do gene do receptor serotoninérgico 5-HTia € negativamente
regulada pelo glicocorticéide circulante, especialmente no hipocampo (CHARLMERS
et al., 1993). A regido promotora do gene do receptor 5-HT1a ndo contém nenhum
GRE, porém apresenta sequéncias reconhecidas por outros fatores de transcricao
como o NF-xB (subunidade p65) e SP1. Os corticosterdides, via ativacao de GR, sao
capazes de reprimir a atividade destas regidées promotoras ao inibir os efeitos do
NF-xB (MEIJER et al., 1997).

Outro importante modulador da ativacao do eixo HPA é o neurotransmissor
noradrenalina. Os neurbnios CRFérgicos do nucleo paraventricular do hipotalamo,
envolvidos com a ativacdo do eixo HPA, recebem projecdes noradrenérgicas
oriundas do locus coeruleus, nucleo do trato solitdrio e medula ventrolateral
(MORILAK et al., 2005; ARMARIO, 2010) e a exposicdo ao estresse € capaz de
aumentar tanto a expresséao de c-Fos (PIRNIK et al., 2004) quanto a transcricao da



25

tirosina hidroxilase (CHANG et al., 2000), enzima limitante da sintese de
noradrenalina, naquele nucleo.

O substrato neuronal para a ativacao do locus coeruleus pelo estresse ainda
nao esta totalmente esclarecido, porém mostrou-se que o locus coeruleus recebe
projecoes CRFeérgicas e que microinfusdes intra-locus coeruleus de CRF aumentam
de forma dose-dependente a taxa de disparo no locus coeruleus e 0s niveis de
noradrenalina no cortex frontal (CURTIS et al., 1997). Ainda, Ziegler, Cass e Herman
(1999) demonstraram que a lesao do locus coeruleus com 6-OHDA diminuiu a
liberacdo de ACTH e corticosterona induzida pelo estresse de contencéao, sugerindo
que o locus coeruleus regularia positivamente a ativacao do eixo HPA.

Ainda, Kabba et al. (1995) demonstraram que a noradrenalina exerce
controles distintos nos GRs. Segundo estes autores, os receptores noradrenérgicos
a e B possuem efeitos opostos na expressdao dos GRs hipocampais. Enquanto o
tratamento com salbutamol (agonista do receptor B2) aumenta o nimero de GRs no
hipocampo, a fenilefrina (agonista do receptor noradrenérgico a;) os diminuem.
Ainda, estes efeitos distintos provavelmente sao decorrentes da ativacdo diferencial
dos processos de fosforilacao/defosforilagdo pelos dois tipos de receptores
noradrenérgicos, pois estes processos fosforilativos estdo envolvidos na modulagéo
da funcéo do receptor esteroide.

Assim, estes dados sugerem a interagdo entre os sistemas monoaminérgicos
e os GRs e ainda evidenciam o papel dos GRs em eventos como desregulagcao
neuroenddcrina, psicopatologias relacionadas ao estresse (p.ex., depressado) e
sensibilizacdo a substancia psicoativas (JURUENA; CLEARE; PARIANTE, 2004;
LANFUMEY et al., 2008).

1.2 Consequéncias da ma adaptacao ao estresse

Atualmente, é bem conhecido o papel do estresse como precipitante de
episdédios de transtornos psiquiatricos em individuos predispostos. Como comentado
anteriormente, na resposta adaptativa ao estresse, o eixo HPA tem sido o mais
amplamente estudado. Este eixo exerce um papel fundamental na resposta aos
estimulos externos e internos, incluindo o0s estressores psicoldgicos, e

anormalidades na sua funcao tém sido descritas em um espectro de transtornos
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psiquiatricos, incluindo anorexia nervosa, transtorno obsessivo-compulsivo, panico,
dependéncia a substancias psicoativas de abuso e depressdo maior (JURUENA;
CLEARE; PARIANTE, 2004).

Segundo dados da Associacao Brasileira de Psiquiatria, a prevaléncia anual
da depressao na populacdo em geral oscila entre 3% e 11%, podendo este valor
variar de acordo com a populagéo estudada e com a conduta no diagnéstico. Porém,
em pacientes internados por qualquer doenca fisica, a prevaléncia de depressao
eleva-se entre 22% a 33%.

Para a compreensdo da intricada associacdo entre estresse e depressao
maior faz-se necessario uma breve revisdo das teorias que foram elaboradas na
tentativa de explicar os mecanismos fisiopatolégicos da depressao.

A origem neuroquimica da depressao foi estabelecida por volta de 1950, a
partir do estudo do mecanismo de acdo dos primeiros farmacos antidepressivos.
Desta época datam, por exemplo, a iproniazida, que, inicialmente desenvolvida para
tratamento de tuberculose, deu origem a classe dos inibidores da monoaminoxidase
(MAO). Também vale ressaltar a descoberta “acidental” dos efeitos antidepressivos
da imipramina, a partir do protétipo antipsicético clorpromazina, que determinou
entdo o surgimento da importante classe dos antidepressivos triciclicos, utilizados
clinicamente até hoje (BERTON; NESTLER, 2006).

Em geral, estes farmacos antidepressivos aumentam prontamente a
concentracdo dos neurotransmissores na fenda sinaptica, por bloqueio do
metabolismo intraneuronal das monoaminas pela MAO ou inibicdo da recaptagcao
das monoaminas cerebrais. Entretanto, alguns antidepressivos, denominados
antidepressivos atipicos, apresentam mecanismos diferenciados, como o caso da
mirtazapina, cujo efeito antidepressivo € decorrente do bloqueio direto de
autorreceptores adrenérgicos inibitorios pré-sindpticos do subtipo a.. Essas
primeiras evidéncias constituiram a base da primeira teoria da depressao, a teoria
das monoaminas (formulada paulatinamente por Schildraut, Bunney e Davis, em
1965; Van Praag e Korf, em 1971 e Paul Wilnner, em 1990), que relacionava a
fisiopatogenia da depressdo a deficiéncia de monoaminas cerebrais (serotonina,
noradrenalina e dopamina) (ELHWUEGI, 2004).

Entretanto, essa teoria foi bastante contestada em virtude de ndo esclarecer
varias duvidas. A exemplo, substancias que sabidamente aumentavam a atividade

monoaminérgica (p.ex., cocaina, anfetamina) ndo eram clinicamente eficazes como
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antidepressivos. Pacientes ndo respondiam igualmente ao mesmo tratamento
antidepressivo. E, o mais importante, as alteragdes nos niveis de monoaminas na
fenda sinaptica ocorrem em poucas horas apds a administracao de antidepressivos,
enquanto a resposta terapéutica € somente observada apds o uso continuo do
farmaco por varias semanas.

Essas observacdes influenciaram a reformulacdo e complementacao da teoria
das monoaminas. Segundo a nova hipé6tese, o rapido aumento das monoaminas na
sinapse seria somente a etapa inicial da complexa cascata de eventos que
culminariam na atividade antidepressiva. Estes eventos incluiriam a subsensibilidade
de auto- e heterorreceptores inibitérios em certas regides encefélicas, um processo
de neuroplasticidade a longo prazo que coincidiria com o aparecimento dos efeitos
terapéuticos. Como exemplo de neuroplasticidade, vale ressaltar a down-regulation
do receptor B-adrenérgico pos-sinaptico no cértex de ratos e a subsensibilidade dos
receptores 5-HT1a no nucleo dorsal da rafe e hipotalamo (ver ELHWUEGI, 2004 para
revisdo completa).

Devido a natureza incompleta da teoria das monoaminas, pesquisas
envolvendo outros sistemas de neurotransmissao tém sido objeto de muito estudo.
Um dos achados mais consistentes em pacientes deprimidos é a hiperatividade do
eixo HPA, demonstrado pelo aumento do cortisol plasmatico e do CRH no liquor,
hipertrofia da hipéfise e glandula adrenal e reduzida habilidade de supressao do eixo
HPA com dexametasona. Esses dados revelam falhas na alca de retroalimentacéao
negativa do eixo HPA, sugerindo provaveis alteracbes da funcdo dos GRs nos
pacientes com depressao (SLATTERY; HUDSON; NUTT, 2004). Assim, estes
achados permitiram a formulacdo de uma outra teoria da depressdo envolvendo
também o eixo HPA e os GRs.

Embora a ativacdo do eixo HPA e o0s processos mediados pelos
glicocorticdides sejam adaptativos por natureza, a exposicdo repetida a altas
concentracdes de glicocorticbéides pode ser deletéria a estrutura e funcdo do
hipocampo, pois se observou redugdo significativa do volume hipocampal nos
pacientes com depressado. Além disso, a normalizacdo do eixo HPA pode ser uma
etapa necesséria a remissdo dos sintomas da depressdo (MAYER et al., 2006;
JOCA; FERREIRA; GUIMARAES et al., 2007).

O hipocampo e o cértex frontal foram até o momento as regides mais

estudadas, particularmente em modelos animais de depressao. Estas regides estao
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particularmente associadas com as anormalidades cognitivas observadas em muitos
pacientes com depressdao. Porém, a amidala, em seu papel de estabelecer
associagdes entre estimulos aversivos e recompensatérios, também esta implicada.
A denominada via de recompensa — que compreende 0s neurénios dopaminérgicos
da area tegmental ventral e o nucleus accumbens — também esta envolvida com a
manifestacdo da anedonia, principal sintoma clinico da depressao. E ainda,
anormalidades do apetite, sono e ritmo circadiano também sugerem a participacao
do hipotalamo na fisiopatologia da depressao (BERTON; NESTLER, 2006).

Em modelos animais, foi demonstrado que a hipercortisolemia pode acarretar
excitotoxicidade aos neurbnios piramidais hipocampais (vista pela atrofia dos
dendritos, perda das conexdes sinapticas e inibicado ou morte de novos neur6nios no
giro dentado), pois o bloqueio das acées do hormbnio esteroidal previne estes danos
a neurogénese (MAYER et al., 2006). Desta forma, o excesso de glicocorticoides
pode ser o fator causal da reducdo do tamanho do hipocampo observada em
pacientes com depressdo ou estresse poés-traumatico. Vale ressaltar que o dano
hipocampal pode acarretar, por conseqiéncia, prejuizo adicional ao controle do eixo
HPA e, portanto, mais liberacdo de glicocorticbides (BERTON; NESTLER, 2006).

Assim, o estudo da relagcéo existente entre estresse e depressao possibilitou a
formulacdo da hip6tese mais atual da depressdo, a hipotese neurotréfica.
Demonstrou-se que o estresse diminui a expressdao de BDNF (brain derived
neurotrophic factor), uma pequena proteina de 14 kDa envolvida com a neurogénese
e plasticidade das conexbées neuronais (manutencdo da morfologia sinaptica e
excitabilidade da membrana neuronal) (DUMAN; MONTEGGIA, 2006). Um provavel
mecanismo pelo qual o BDNF promove estes efeitos seria a inducdo da expressao
da proteina anti-apoptética Bcl-2, ap6s ativacdo dos seus receptores TrkB - MAP
kinase. A Bcl-2 impede a morte celular por varios mecanismos, incluindo a
diminuicdo da liberacdo de calcio e citocromo c, bloqueio de enzimas caspases e
aumento da recaptacdo mitocondrial de calcio (MANJI; DREVETS; CHARNEY,
2001).

Neste contexto, Duman, Malberg e Nakagawa (2000) demonstraram que no
hipocampo e cortex a cascata cAMP-CREB encontra-se ativada pelo tratamento
antidepressivo. CREB é um componente final da cascata do cAMP envolvido com a
expressao do gene do BDNF. Desta forma, € possivel associar os niveis de CREB e
BDNF ao efeito terapéutico dos antidepressivos. Ainda, demonstrou-se que muitos
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antidepressivos sao capazes de restaurar o0 mecanismo de retroalimentagéao
negativa do eixo HPA através do aumento da expressdo de GRs no hipocampo, por
exemplo, minimizando a hipersecrecdo de glicocorticéides (BARDEN, 2004; DE
KLOET; JOELS; HOLSHOER, 2005).

Porém, existem outros pontos que também ndo sdo esclarecidos pela
hip6tese neurotrofica da depressédo. Por exemplo, o estresse aumenta a expressao
de BDNF na area tegmental ventral e nucleus accumbens e, nestas regides, o BDNF
apresenta efeito pré-depressao, o que sugere que os efeitos neuroplasticos do
BDNF s&o regido-especificos (EISCH et al., 2003; KRISHNAN et al., 2007;
KRISHNAN; NESTLER, 2008). O mecanismo pelo qual a neurogénese induzida pelo
BDNF promove melhora do humor é completamente desconhecida. Outros fatores
neurotréficos tém merecido consideracdo como potenciais alvos para o
desenvolvimento de novos antidepressivos, a exemplo do FGF (fibroblast growth
factor), um importante regulador endégeno da neurogénese no hipocampo de ratos
adultos (BERTON; NESTLER, 2006). E ainda, pouca atencdo tem sido dada a
heterogeneidade da resposta ao estresse, isto €, o estudo de como muitos
individuos conseguem se adaptar bem (i.e., sdo resilientes) as adversidades.

Outro ponto que tem sido atualmente alvo de crescentes estudos é o papel da
neurotransmissao colinérgica na depressao. O aumento do ténus colinérgico central
tem sido associado a sintomas depressivos em humanos (hipétese colinérgica da
depressado). Esta hipétese advém, por exemplo, de observacdes clinicas de que a
fisostigmina, um potente inibidor da acetilcolinesterase, exacerba disturbios do
humor. Evidéncias clinicas também tem sugerido que antagonistas de nAChRs
possuem efeitos antidepressivos e muitos farmacos antidepressivos (a exemplo da
bupropiona, utilizada no manejo da abstinéncia ao cigarro) atuam como antagonistas
nao-seletivos de nAChRs (PICCIOTTO et al., 2008; ANDREASEN et al., 2009) .

Assim, a todo instante novas perspectivas da fisiopatologia da depressédo séo
levantadas. Por fim, é bastante dificil tentar definir a complexidade da depressdo em
uma Unica teoria e mesmo a mais recente delas, a hipétese neurotrofica, nao
consegue esclarecer todas as duvidas. Porém, com os avangos da neurobiologia e
dos estudos moleculares, novos horizontes vém se abrindo tanto na elucidacao da
fisiopatologia da depressdo quanto aos novos substratos para desenvolvimento de

farmacos.
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1.3 Estresse, depressao e a relacao com a dependéncia a nicotina

Atualmente, o tabagismo é considerado pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) a principal causa de morte evitavel em todo o mundo. A OMS estima que um
terco da populacdo mundial adulta, isto é, 1 bilhdo e 200 milhdes de pessoas, sejam
fumantes. Pesquisas comprovam que aproximadamente 47% de toda a populacéao
masculina e 12% da populagao feminina no mundo fumam. O total de mortes devido
ao uso do tabaco atingiu a cifra de 4,9 milhées de mortes anuais, o que corresponde
a mais de 10 mil mortes por dia.

No Brasil, estima-se que aproximadamente um terco da populacdo adulta
fuma, sendo aproximadamente 11 milhdes de mulheres e 16 milhdes de homens. O
maior numero de fumantes esta concentrado na faixa etéria dos 20 aos 49 anos
(INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2005). A severidade da dependéncia ao
tabaco é evidenciada por estimativas que revelam que, apesar de 80% dos fumantes
regulares manifestarem o desejo de parar de fumar, menos de 5% sdo bem
sucedidos e abandonam o tabaco sem ajuda especializada (O'BRIEN, 2001).

A fumaca do cigarro contém mais de 4000 substéncias quimicas, contudo, a
maioria dos estudos pré-clinicos e clinicos demonstram que a nicotina, um alcaldide
extraido das folhas de Nicotiana tabacum, é o principal agente responsavel pelo
desenvolvimento da dependéncia ao tabaco (STOLERMAN; JARVIS, 1995). Apds
fumar um cigarro, a concentragdo da nicotina na corrente sanguinea atinge picos
entre 0,5 uM e 1,0 uM. Entretanto, a sua distribuicdo entre os compartimentos
corporais é bastante irregular. No SNC, por exemplo, estima-se que a concentracao
da nicotina seja a0 menos cinco vezes maior do que aquela alcancada no soro
(SHAMA; VIJAYARAGHAVAN, 2008).

A nicotina, em virtude de seu pequeno tamanho e de suas caracteristicas
lipofilicas, & capaz de atravessar a barreira hematoencefalica e promover seus
efeitos ao interagir com receptores colinérgicos nicotinicos neuronais (NAChR),
mimetizando os efeitos da acetilcolina endégena (NEWMAN et al., 2001).

No SNC, os nAChRs neuronais pertecem a familia dos canais iénicos ligante-
dependentes e a ligagdo da nicotina a estes receptores, que sao proteinas integrais
de membrana, pentaméricas, promove alteracées conformacionais que permitem o

fluxo de cations (Na*, K*, Ca®) pelo canal idnico delimitado pelas diferentes
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combinacdes das cadeias polipeptidicas, denominadas a e B, que compdéem o
receptor (ALBUQUERQUE, 2000; PICCIOTTO et al., 2000).

Os subtipos de nAChRs mais freqientes no sistema nervoso central (SNC)
sdo 0 a4P2 e o a7 (figura 3). O 04P2 tem distribuicao ampla e o subtipo a7 é
concentrado nas &reas corticais, hipotalamo, hipocampo, ponte e neurbnios
ganglionares, incluindo as células cromafins da medula supra-renal (HILL et al.,
1993; MCGEHEE, 1999). O nAChR do tipo a3p4, apesar de ser predominante no
sistema nervoso periférico, também é encontrado em certas regides do sistema
nervoso central como habenula medial e dorsal, no ndcleo interpeduncular € no
locus coeruleus (ZAREI et al., 1999; JENSEN et al., 2005).

Pela sua localizagcao predominantemente pré-sinaptica nos corpos celulares e
terminais dos axénios, tem sido proposto que o papel do nAChR seja o de modular
direta ou indiretamente a liberacdo de varios neurotransmissores, como a
acetilcolina, a dopamina, a serotonina (5-HT) e o glutamato (PICCIOTTO et al.,
2000; SCHAPIRA; ABAGYAN; TOTROV, 2002; ZANARDI et al., 2002). Seth et al.
(2000) ressaltam a complexa interacdo entre o0s sistemas colinérgico e
serotoninérgico, sendo que em varias regides encefalicas, o efeito final da nicotina

seria resultado da somatoéria dos efeitos nos dois sistemas.
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Figura 3 - Representacao esquematica dos dois subtipos mais comuns de nAChRs no SNC

(fonte: http://www.niaaa.nih.gov/Resources/GraphicsGallery/Neuroscience)
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Um ponto interessante observado nas estatisticas da dependéncia a nicotina
€ a clara relacado existente entre as oscilagbes do humor e a iniciacdo e/ou
continuagao do uso do tabaco.

Neste contexto, levantamentos epidemiol6gicos mostram elevada prevaléncia
de tabagistas entre pacientes com depressao maior e também maior probabilidade
de pacientes com depressao se tornarem tabagistas em relacdo a populagdo em
geral. Ainda, outro dado interessante é a manifestacdo de depressao na sindrome
de abstinéncia a nicotina, revertida tanto pela reintroducéo do uso do tabaco como
pelo tratamento antidepressivo (PATERSON; MARKOU, 2007).

Destes dados é possivel concluir que pacientes com depressdo proeminente
procurariam a nicotina para alivio dos sintomas (teoria da auto-medicagao), o que
conduziria a um quadro de dependéncia mantido tanto pelo refor¢co positivo da
substancia psicoativa de abuso quanto pelos efeitos reforcadores negativos da
sindrome de abstinéncia (BALFOUR; RIDLEY, 2000; PATERSON; MARKOU, 2007).

Embora a base neurobiol6gica desta associacdo nao esteja esclarecida, um
provavel constructo teérico desta hipétese se basearia no papel modulador dos
nAChRs, como comentado anteriormente. Assim, a principio, pela acdo nos
NAChRs, a nicotina estimularia a liberacdo de varios neurotransmissores em
diferentes regibes cerebrais e as adaptagdes neuroquimicas decorrentes da
exposicdo a nicotina estariam associadas ao possivel efeito “antidepressivo”
detectado, inclusive, em varios modelos animais de depressdo (SALIN-PASCUAL;
DRUCKER-COLIN, 1998; TIZABI et al., 1999; FERGUSON et al., 2000; VAZQUEZ-
PALACIOS; BONILLA-JAIME; VELAZQUES-MOCTEZUMA, 2004; MANNUCCI et al.,
2006). Utilizando-se de ratos da linhagem FSL (flinders sensitive line), um modelo
animal geneticamente modificado que expressa comportamentos que mimetizam
aspectos da depressdo humana (NISHI; KANEMARU; DIKSIC et al., 2009), Tizabi et al.
(2000) demonstraram que o efeito antidepressivo da nicotina é completamente
bloqgueado pela mecamilamina, um antagonista nicotinico, confirmando o
envolvimento de nAChRs nos efeitos da nicotina.

Obviamente, estes dados ndo pretendem fazer apologia ao uso do cigarro
(sabidamente maléfico a saude), mas levantam uma nova questao a partir dos
estudos clinicos: o papel do nAChR na fisiopatologia e tratamento da depressao.

Porém associar este possivel efeito “antidepressivo” a simples oscilagées nos niveis
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dos neurotransmissores seria incorrer nos mesmos problemas das primeiras teorias
da depressao.

Ainda, como comentado no capitulo anterior, muitos casos de depressao tém
sua génese na mal-adaptacado ao estresse. Contudo, o estresse em si € capaz de
induzir um estado emocional negativo que induz o individuo a buscar o alivio desses
sintomas nas substancias psicoativas de abuso. Isto €, o estresse € um importante
motivador tanto para o desenvolvimento da dependéncia a nicotina quanto para a
recaida. Estudos clinicos tem comprovado esta relagéao.

Balk, Lynskey e Agrawal (2009) ao analisarem uma amostra de 18.013
americanos, mostraram que a prevaléncia da dependéncia a nicotina aumentava em
quase 40% entre aqueles que passavam por trés 0s mais eventos estressantes ao
ano. Childs e Wit (2010) demonstraram que em fumantes regulares, o estresse
psicossocial foi capaz de aumentar o desejo de fumar. Dagher et al. (2009) também
observaram, por meio de ressonancia magnética funcional, que a associacao de
estresse psicossocial e exposicao a videos de fumantes foi capaz de induzir a
ativacdo de areas envolvidas com a atencdo e motivacdo (como o nucleus
accumbens e caudado, cortex pré-frontal, amidala, hipocampo e talamo
dorsomedial) em fumantes regulares. O estresse, entdo, é capaz de promover o
aumento da saliéncia motivacional das pistas ambientais.

Os efeitos comportamentais da nicotina também parecem se relacionar a
habilidade dessa substancia em ativar a resposta ao estresse mediada pelo eixo
HPA. A administracdo aguda de nicotina a animais de laborat6rio promove aumento
dos niveis séricos do horménio adrenocorticotrofico e corticosterona (BALFOUR,
1989; MATTA et al., 1998). O aumento do cortisol plasmatico também foi observado
em fumantes e, embora o papel do cortisol na dependéncia a nicotina nao esteja
claro, o descréscimo do cortisol apds cessacao do ato de fumar é um preditor de
risco de recaida (MENDELSON et al., 2005). Ainda, agudamente, a nicotina é capaz
de aumentar as concentracoes plasmaticas de p-endorfina, um peptideo derivado da
POMC, o que pode estar relacionado aos efeitos prazerosos do cigarro relatados por
muitos fumantes (KOZLOWSKI et al., 1989).

Koob e Le Moal (1997) propuseram que o estresse promoveria alteragées no
circuito de recompensa cerebral que o tornaria mais susceptivel as propriedades
reforcadoras das substancias psicoativas, particularmente naqueles individuos mais

vulneraveis (sensibilizacdo comportamental). Isto €, o estresse é capaz de modular a
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atividade neuronal de regibes como amidala, hipocampo, cortex pré-frontal e
estriado assim como modificar, via sistema mesocorticolimbico, a relacdo entre
motivacao e abuso de drogas (DAGHER et al., 2009).

Por fim, o entendimento da dependéncia a substancias psicoativas é um
fenbmeno bastante complexo e os estudos mais atuais mostram que as bases
neurobioldgicas deste processo vao além do conceito inicial de ativacao das vias de
recompensa cerebral. Desta forma, a avaliacdo das adaptagdes neuronais
subjacentes aos efeitos da nicotina ainda ndo estdo completamente elucidadas e o
estudo dos substratos neurobiol6gicos da interagdo nicotina-estresse continuam

sendo objeto de muitas pesquisas.
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2 Objetivos



36

O presente trabalho teve por objetivos investigar:

— as alteragdes neuroquimicas, neuroenddcrinas € moleculares induzidas pela

exposicao ao estresse de natacao forcada;

— 0 papel da nicotina nas alteracbes induzidas pela exposicdo ao estresse de

natacao forgada.
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3 Material e Métodos
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3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, adultos (200-250g), provenientes do
biotério central da Universidade Estadual Paulista - UNESP. Os animais foram
transferidos para o biotério do Laboratério de Farmacologia do Departamento de
Principios Ativos Naturais e Toxicologia da UNESP/Araraquara e mantidos em
condicbes controladas de temperatura (23 £+ 1°C), umidade (55 + 5%) e luz (ciclo
12/12 h, luzes acesas as 07:00h), tendo livre acesso a alimento e agua, até o inicio
dos experimentos. Os experimentos foram realizados entre 10:00 e 15:00 para
evitar influéncia do ritmo circadiano. Os protocolos experimentais foram,
previamente, aprovados pelo Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas — UNESP/Araraquara (CEP n® 41/2006).

3.2 Farmacos

e (-)-nicotina (Sigma®)
e cloridrato de imipramina (Sigma®)

e cloridrato de prazosina (Sigma®)

3.3 Teste da Natacao Forcada (TNF)

O protocolo de natacdo forcada seguiu 0 modelo proposto por Porsolt, Le
Pichon e Jalfre (1977) e modificado por Cryan, Markou e Lucki (2002). Para tanto, foi
utilizada uma cuba (20 x 20 x 50 cm) contendo 30 cm de agua a 24 * 1°C. Apés
habituacado de 1h na sala de experimento (ambiente claro e climatizado), os animais
foram colocados na cuba por 15 min (pré-teste). A agua foi trocada ap6s cada
animal. Apds esta primeira sessdo, os animais foram secados e devolvidos ao
biotério. Vinte e quatro horas apo6s, os animais foram trazidos a sala de
experimentos e recolocados na cuba por 5 min apenas (teste). Os seguintes
comportamentos (figura 4) foram analisados posteriormente na filmagem da sesséo
de 5 minutos do TNF:
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- imobilidade: rato flutua passivamente fazendo movimentos minimos para manter a
cabeca fora d"agua;

- natacdo: rato executa movimentos de nado ativo, além dos necessarios para
manter a cabeca fora d’agua (p.ex., se mover ao redor da cuba);

- escalada: rato executa movimentos ativos com as patas, dentro e fora d"agua,

geralmente direcionadas contra as paredes da cuba.

Estes pardmetros foram analisados pelo registro dos comportamentos

exibidos a cada 5 segundos, no periodo total dos 5 minutos.

imobilidade natacao escalada

Figura 4 - Comportamentos exibidos pelos ratos quando submetidos ao teste modificado da natagédo

forcada: imobilidade, natacdo e escalada (figura extraida de Cryan, Markou e Lucki, 2002).

3.4 Determinacao de serotonina (5-HT), acido 5-hidroxiindoleacético (5-HIAA) e

noradrenalina por cromatografia liquida de alta performance (HPLC)

As amostras teciduais foram obtidas por “minipunches”. Para tanto, os
encéfalos congelados foram fatiados a -20°C segundo as descricoes de Paxinos e
Watson (2007). Amostras das estruturas encefalicas foram obtidas por punches de
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15 gauges e, a seguir, foram pesadas e homogeneizadas por ultra-som em 100 ul de
acido perclérico 0,1M gelado. Os homogenatos foram centrifugados a 13000 rpm por
10 min a 4°C. Trinta microlitos do sobrenadante foram injetados automaticamente no
sistema HPLC. O sistema HPLC consistia de uma coluna de separacdo de fase
reversa (SYMMETRY® C18, 5 um, 150 mm X 4,6 mm) e um cromatografo
(WATERS® Alliance 2465) acoplado ao detector eletroquimico, com eletrodo de
carbono. O potencial foi ajustado a 800 mV. A fase mével contendo acido citrico
50 mM, KCI 2 mM, &cido heptasulfénico 1,2 mM, metanol 9,86% e acetonitrila
2,11%, pH 3,2, foi filtrada a vacuo e degaseificada por ultra-som e bombeada no
sistema a um fluxo de 0,8 mL/min. O conteddo dos neurotransmissores e de seus
metabdlitos foi quantificado comparando-se as areas dos picos com curvas-padrao
de cada substancia. Os resultados foram expressos em ng/mg de tecido. Os limites
de deteccao para 5-HT, 5-HIAA e NA foram, respectivamente, 1,0, 1,3 e 0,76 ng/ml.
Os limites de quantificacao para 5-HT, 5-HIAA e NA foram, respectivamente, 3,5, 4,3
e 2,54 ng/ml.

3.5 Determinacao da corticosterona

O teste de quantificacdo de corticosterona (radioimunoensaio) foi realizado
em duplicata, usando anticorpos da Sigma e (°H)-corticosterona da New England
Nuclear (BOSTON, MA). O método foi adaptado de Sarnyai et al. (1992). Em
resumo, 20 pl de plasma foram diluidos 50 vezes em tampao fostato 0,01M e
deixados em banho (75°C) por 1h. Cem microlitros da solucdo de anticorpo e
(*H)-corticosterona (10.000 a 20.000 cpm/ml) foram adicionados a cada amostra,
que foi incubada overnight a 4 °C. Particulas de carvao ativado foram usadas para
adsorcao do esterdide livre ap6s incubacdo. Os tubos foram centrifugados a
2000xg, por 15 min, a 4°C. Ao sobrenadante de cada tubo foi adicionado o liquido
de cintilacdo e a radioatividade foi quantificada por espectrometria de cintilagéo
liquida. Curvas-padrdo foram realizadas usando 10, 25, 50, 100, 250, 500, 750,
1000 e 2000 pg/100 pl de corticosterona (SIGMA®). As variagdes inter- e intra-teste
foram, respectivamente, de 4,0% e 7,2%.
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3.6 Adrenalectomia

Apo6s anestesia com ketamina e xilazina, a glandula adrenal foi retirada
através de uma pequena incisdo no dorso dos animais. Apds sutura, os animais
receberam pentabiético 17 mg/ml (i.m.) e paracetamol (v.0.). Ap6s a cirurgia e
durante todo o periodo experimental, a alimentacdo dos animais foi ad libitum.
Entretanto, aos animais adrenalectomizados foram fornecidos dois bebedouros
contendo, separadamente, agua e salina (0,9%); aos animais sham-operados, duas
mamadeiras contendo agua somente. ApoOs sete dias de recuperacdo, 0s animais

foram submetidos ao protocolo do TNF.

3.7 Ensaio de Western Blotting para o receptor 5-HTa

O conteudo de proteinas nas amostras foi determinado por método
colorimétrico semelhante ao de Lowry. O ajuste da quantidade de proteinas aplicada
foi determinado em ensaios preliminares utilizando-se quantidades situadas dentro
da faixa de linearidade de deteccéo.

As amostras homogeneizadas foram misturadas com tampdo de amostra
(62,5mM Tris, 2% SDS, 10% glicerol, 0,1M DTT e 0,01% azul de bromofenol, pH 6,8)
e fervidas por 5 minutos. Aliquotas de 15ul foram submetidas a eletroforese por 80
minutos a 130V em gel de SDS-poliacrilamida (7,5% acrilamida, 0,20%
metilbisacrilamida, 10% SDS). No mesmo gel sempre foi adicionado um padréao de
peso molecular conhecido.

Ao final da separagdo, as proteinas foram transferidas eletroforeticamente
(100V por 2:30h) do gel para uma membrana de PVDF (AMERSHAM
BIOSCIENCES). Apés a transferéncia, as membranas foram incubadas (1 h) sob
agitacao constante em solucao bloqueadora (TTBS: 100mM Tris/HCI, 0,9% NacCl,
0,1% de Tween-20, pH 7,5 e 5% de leite em p6 desnatado) e lavadas (5 X) por 5
minutos em TTBS.

Apés essa etapa, as membranas foram, primeiramente, incubadas por 4h com
o anticorpo primario anti-5-HTa (1:2000, SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY) diluido
em TTBS e, ap6s cinco lavagens com TTBS, incubadas com o anticorpo secundario
conjugado com “horseradish” peroxidase (1:2000, AMERSHAM BIOSCIENCES) por
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1h. A revelagdo destas membranas foi realizada por meio do kit de
quimioluminescéncia ECL-Amersham®. A luminescéncia foi detectada indiretamente
por meio do filme Kodak Biomax Light®. Por fim, os filmes foram escaneados em
modo transparéncia e a intensidade das bandas foi quantificada utilizando-se o
programa Image-Master® (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH) com subtracdo da
marcacao de fundo (figura 5). A seguir, apds ressondagem e lavagem da membrana,
a mesma foi incubada por 4 horas com o anticorpo primario anti-B-actina (1:200,
SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY) diluido em TTBS. As membranas foram entdo
novamente lavadas e incubadas com o anticorpo secundario conjugado com
“horseradish” peroxidase (1:200, AMERSHAM BIOSCIENCES) por 1 hora e,
submetidas, entao, a revelacado como mencionada anteriormente.

Apés as revelacgdes, as membranas foram coradas com solugdo de Azul de
Coomassie (1% de Azul de Coomassie; 10% &cido acético; 50% metanol) por 1
minuto e lavadas em solucado descorante (5% ac. acético; 40% metanol) por 2
minutos sob agitacdo. Esse procedimento de coloragdo da membrana € Util para a
visualizagdo de amostras ndo separadas adequadamente pelo gel ou que

apresentaram falhas na transferéncia.

80 60 40 30 20 10

ug de proteina

Figura 5 - Banda referente a detecgdo do receptor serotoninérgico 5-HT, (seta vermelha) em

hipocampo total de ratos.
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3.8 Ensaio de Western Blotting para a fracao nuclear glicorreceptor (GR)

O protocolo abaixo se baseou, com algumas modificagdes, nas técnicas
descrita por Spencer et al. (2000) e Racca et al. (2005). Para tanto, o hipocampo
total foi retirado sobre placa de gelo e mantido a -80°C. Posteriormente, o tecido foi
pesado e homogeneizado (em gelo) na propor¢cdo 0,5 ml tampéao/100 mg tecido,
utilizando-se homogeneizador tipo Potter (20 strokes, pistilo A, 4°C). O tampéo de
homogeneizacao era composto de 1250 ul de tampao Tris/HCI pH 8,0 1,0M, 500 pl
de EDTA 100 mM, 50 pl de PMSF 100 mM,100 ul de leupeptina 50x, 100 ul de
pepstatina A 50x e 3 mL agua destilada.

Em seguida, o homogenato foi centrifugado (4400 rpm, 4°C, 5 min), o pellet
obtido foi lavado duas vezes (dois ciclos de ressuspensdo em tampao e
centrifugacao) e, por fim, ressuspenso em 100 pl de tampao enriquecido com 0,5M
de NaCl (extrato salino). Ap6s 1 hora no gelo (com agitacdes frequentes), o
homogenato foi novamente centrifugado (8800 rpm, 10 min, 4°C) e o sobrenadante
final separado (fragao nuclear).

O contedudo de proteinas no sobrenadante foi determinado por método
colorimétrico. O ajuste da quantidade de proteina aplicada (15 pg) e a concentracao
dos anticorpos foram determinados em ensaios preliminares utilizando-se
quantidades situadas dentro da faixa de linearidade de deteccéo.

As amostras, entdo, foram misturadas com tampéao de amostra (62,5mM Tris,
2% SDS, 10% glicerol, 0,1M DTT e 0,01% azul de bromofenol, pH 6,8) e fervidas por
5 minutos. Aliquotas de 20 ul foram submetidas a eletroforese por aproximadamente
50 minutos a 160V em gel de SDS-poliacrilamida (7,5% acrilamida, 0,20%
metilbisacrilamida, 10% SDS). No mesmo gel sempre foi adicionado um padréao de
peso molecular conhecido.

Ao final da separacdo, as proteinas foram transferidas eletroforeticamente
(100V por 2:30h) do gel para uma membrana de PVDF (AMERSHAM
BIOSCIENCES). Apés a transferéncia, as membranas foram incubadas (1 h) sob
agitacao constante em solucao bloqueadora (TTBS: 100mM Tris/HCI, 0,9% NacCl,
0,1% de Tween-20, pH 7,5 e 5% de leite em pd desnatado) e lavadas (5 vezes) por
5 minutos em TTBS.

Apés essa etapa, as membranas foram, primeiramente, incubadas overnight
com o anticorpo primario anti-GR M-20 SC 1004 (1:200, SANTA CRUZ
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BIOTECHNOLOGY) diluido em TTBS e, apéds cinco lavagens com TTBS, incubadas
com o conjugado fluorescente (Cy5 anti-rabbit 1:2000, AMERSHAM BIOSCIENCES)
por 1 hora, sempre na auséncia de luz, agitacao constante e a baixas temperaturas.

As membranas foram escaneadas utilizando-se o aparelho Typhoon® (figura
6) e a intensidade da fluorescéncia das bandas foi quantificada através do programa
ImageQuant TL, com subtracdo da marcacao de fundo.

A seguir, apbés ressondagem, lavagem da membrana e novo bloqueio, a
mesma foi incubada overnight com o anticorpo primario anti--actina (1:500, SANTA
CRUZ BIOTECHNOLOGY) diluido em TTBS. As membranas foram entao
novamente lavadas e incubadas com o anticorpo secundario (Cy5 1:2000,
AMERSAHM BIOSCIENCES) por 1 hora (sempre com agitacdo constante e a baixas
temperaturas) e submetidas, entdo, a leitura como mencionada anteriormente.

Apés as incubagdes e leituras, as membranas foram coradas com solucao de
Azul de Coomassie (1% de Azul de Coomassie; 10% acido acético; 50% metanol)
por 1 minuto e lavadas em solucao descorante (5% &ac. acético; 40% metanol) por 2
minutos sob agitacdo. Esse procedimento de coloragdo da membrana € Util para a
visualizacdo de amostras n&o separadas adequadamente pelo gel ou que

apresentaram falhas na transferéncia.

GR: 80-90 kDa B-actina: 35-45 kDa

—> i — — . W, s g

Figura 6 - Exemplos da fluorescéncia detectada para o GR (fragcdo nuclear) e B-actina
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4 Delineamento Experimental
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4.1 Efeito do tratamento subcrénico com nicotina ou imipramina nos

parametros comportamentais do TNF

Duas sessOes de natacao forcada foram realizadas: uma exposig¢ao inicial
(pré-teste) de 15 minutos, 24 horas antes do teste de 5 minutos. Uma, 19 e 23 horas
apds o pré-teste, os animais foram tratados com nicotina (NIC) (0,5 mg/kg; s.c.),
imipramina (IMI) (um antidepressivo triciclico de referéncia) (15 mg/kg; i.p.) ou salina
(SAL) (1 mL/kg; s.c.). Uma hora apds a ultima inje¢cdo, os animais foram colocados
individualmente na cuba e os comportamentos de imobilidade, natacdo ou escalada
foram analisados na filmagem do teste de 5 minutos, conforme explicado no item
3.3.

4.2 Avaliacao das alteracoes neuroquimicas apos tratamento subcronico com
nicotina ou imipramina e exposicao ao TNF

Conforme explicado no item 3.3, duas sessbes de natacao forcada foram
realizadas: uma exposicao inicial (pré-teste) de 15 minutos, 24h antes do teste de 5
minutos. Uma, 19 e 23 horas apds o pré-teste, os animais foram tratados com
nicotina (NIC) (0,5 mg/kg; s.c.) ou imipramina (IMI) (um antidepressivo triciclico de
referéncia) (15 mg/kg; i.p.) ou salina (SAL) (1 mL/kg, s.c.). Uma hora apés a ultima
injecéo, os animais foram colocados individualmente na cuba (teste).

Imediatamente (grupos SAL + TNF, NIC + TNF, IMI + TNF) e 30 minutos apés
o teste (grupos SAL p6s-TNF, NIC pds-TNF, IMI pés-TNF), os animais foram
decapitados e o encéfalo foi rapidamente retirado sobre placa de gelo e congelado
em solucéo de isopentano em caixa térmica contendo gelo seco e mantido a -80°C.
Posteriormente, o encéfalo foi fatiado (fatias de 50 um) em criostato (temperatura de
trabalho: -20°C) segundo as coordenadas registradas por Paxinos e Watson (2007).
As estruturas obtidas por punch de 15 gauges (circulos vermelhos), com suas
respectivas coordenadas, sdo mostradas na figura 7. Apds coleta, os punches foram
homogeneizados e o0s neurotransmissores (5-HT, 5-HIAA e noradrenalina)
quantificados por HPLC, como descrito no item 3.4.
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4.3 Avaliacao das alterac6es da concentracao plasmatica de corticosterona

apos tratamento subcronico com nicotina ou imipramina e exposicao ao TNF

Conforme explicado no item 2.3, duas sessdes de natacao forcada foram
realizadas: uma exposicao inicial (pré-teste) de 15 minutos, 24h antes do teste de 5
minutos. Uma, 19 e 23 horas ap6s o pré-teste, os animais foram tratados com
nicotina (NIC) (0,5 mg/kg; s.c.), imipramina (IMIl) (um antidepressivo ftriciclico de
referéncia) (15 mg/kg; i.p.) ou salina (SAL) (1 mL/kg; s.c.). Uma hora apés a ultima
injecdo, os animais foram colocados individualmente na cuba (teste). Em paralelo,
outro grupo de animais foi submetido ao mesmo esquema de tratamento subcrénico
mas nao foi exposto ao TNF.

Imediatamente apds o teste ou uma hora ap6s a ultima injecao de nicotina ou
imipramina, os animais foram decapitados e o sangue foi coletado em eppendorfs
heparinizados. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 13.200 rpm por
10 min a 4°C. O plasma foi separado e congelado a -80°C até a quantificacdo da
corticosterona, conforme descrito no item 3.5. As coletas de sangue foram
realizadas entre 11:00 e 14:00 para evitar variacbes circadianas da

corticosterolemia.

4.4 Avaliacao das alteracoes na transmissao serotoninérgica, apos exposicao

ao TNF e tratamento subcrénico com nicotina ou imipramina e adrenalectomia

Para este protocolo foram utilizados dois grupos de ratos: animais
adrenalectomizados (grupos: SAL + ADX, NIC + ADX, IMI + ADX) e animais nao
adrenalectomizados, mas submetidos ao mesmo estresse cirurgico (grupos SHAM:
SAL, NIC, IMI). Ap6s a recuperagao da cirurgia (descrita no item 3.6), todos os
animais foram submetidos ao TNF. Uma, 19 e 23 horas ap0s o pré-teste, os animais
foram tratados com nicotina (NIC) (0,5 mg/kg; s.c.), imipramina (IMI) (um
antidepressivo triciclico de referéncia) (15 mg/kg; i.p.) ou salina (SAL) (1 mL/kg; s.c.).
Imediatamente ap6s o teste, realizado 1 hora apds a ultima injegdo, os animais
foram decapitados e o encéfalo coletado sobre placa de gelo. O hipocampo total foi
dissecado e congelado a -80°C para posterior determinacao das concentracdes de
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serotonina (5-HT) e seu metabdlito (5-HIAA) por cromatografia liquida de alta

eficiéncia (HPLC), conforme descrito no item 3.4.

4.5 Avaliacao das alteracoes do receptor serotoninérgico 5-HTi, induzidas
pelo TNF e pelo tratamento subcrénico com nicotina ou imipramina

Uma, 19 e 23 horas apds o pré-teste de 15 minutos, os animais foram
tratados com nicotina (NIC) (0,5 mg/kg; s.c.), imipramina (IMI) (um antidepressivo
triciclico de referéncia) (15 mg/kg; i.p.) ou salina (SAL) (1 mL/kg; s.c.).
Imediatamente apds o teste de 5 minutos, realizado 1h apés a ultima injecéo, os
animais foram decapitados e o encéfalo retirado sobre placa de gelo. O hipocampo
total foi dissecado e congelado (-80°C) para posterior determinacao do receptor
5-HT+a pela técnica de western blotting, conforme descrito no item 3.7.

4.6 Avaliacao das alteracoes da ativacao do GR induzidas pelo TNF e pelo

tratamento subcrénico com nicotina ou imipramina

Segundo o protocolo do TNF, descrito no item 3.3, 1, 19 e 23 horas apos o
pré-teste, os animais foram tratados com nicotina (NIC) (0,5 mg/kg; s.c.), imipramina
(IMI) (um antidepressivo triciclico de referéncia (15 mg/kg; i.p.) ou salina (SAL)
(1 mL/kg; s.c.). Imediatamente apds o teste de 5 minutos, realizado 1 hora apés a
ultima injecao, os animais foram decapitados. Em paralelo, outro grupo de animais
foi tratado com nicotina, imipramina ou salina, mas nao foi exposto a natacao
forcada. Estes animais foram sacrificados 1 hora apés a ultima injecdo. O encéfalo,
entao, foi retirado sobre placa de gelo e o hipocampo total foi dissecado e congelado
(-80°C) para posterior determinagdo do GR pela técnica de western blotting,

conforme descrito no item 3.8.
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4.7 Avaliacao do efeito do prazosina nas alteracdes neuroquimicas induzidas
pelo TNF

Conforme explicado no item 2.3, duas sessdes de natacao forcada foram
realizadas: uma exposicao inicial (pré-teste) de 15 minutos, 24h antes do teste de 5
minutos. Uma hora antes do teste de 5 minutos, um grupo recebeu salina enquanto
outro recebeu prazosina 1 mg/kg (i.p.).

Os animais foram colocados individualmente na cuba e imediatamente apés o
teste de 5 minutos foram decapitados e o encéfalo foi rapidamente retirado sobre
placa de gelo e congelado em solucédo de isopentano em caixa térmica contendo
gelo seco e mantido a -80°C. Posteriormente, os encéfalos foram fatiados (fatias de
50 um) em criostato (temperatura de trabalho: -20°C) segundo as coordenadas
registradas por Paxinos e Watson (2007). As estruturas obtidas por minipunches
(hipotalamo, hipocampo dorsal e ventral e nucleo dorsal e mediano da rafe), com
suas respectivas coordenadas, sdo mostradas na figura 4. Apds coleta, os
minipunches foram homogeneizados e o0s neurotransmissores (5-HT, 5-HIAA e

noradrenalina) quantificados por HPLC, como descrito no item 3.4.

4.8 Analise estatistica

Os efeitos do tratamento subcrénico com nicotina, imipramina ou prazosina
nos parametros comportamentais do TNF assim como as alteragdes do receptor
5-HT4a induzidas pelo TNF e pelo tratamento subcrdénico com nicotina ou imipramina
foram analisados por ANOVA unifatorial. Quando as diferencas encontradas foram
consideradas significativas (p < 0,05), o teste de Duncan foi utilizado.

As alteracdes neuroquimicas, da corticosterolemia e da quantificacdo de GR
induzidas pelo tratamento subcrénico com nicotina ou impramina e exposi¢do ao
TNF foram analisadas por ANOVA bifatorial (fator 1-tratamento, fator 2-TNF). Os
efeitos da adrenalectomia no tratamento subcrénico com nicotina ou imipramina
também foram analisados por ANOVA bifatorial (fator 1-tratamento, fator
2-adrenalectomia). Quando as diferengas encontradas foram consideradas

significativas (p < 0,05), o teste-F de comparacgdes planejadas foi aplicado.
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Os dados foram expressos como média + erro padrao da media (e.p.m.). Para
a confeccao dos gréficos, utilizou-se o programa Excel e a analise estatistica foi

realizada pelo programa Statistica AX, versao 5.5.
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5 Resultados
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5.1 Efeito do tratamento subcréonico com nicotina ou imipramina nos

parametros comportamentais do TNF

A figura 8 mostra os efeitos do tratamento subcrénico com nicotina e com
imipramina nos parametros comportamentais do TNF. ANOVA mostrou diferencas
significativas (F2,23=5,453, p=0,011) no pardmetro imobilidade entre os grupos
(n=8-9/grupo) tratados e salina. A nicotina e a imipramina reduziram em 39%
(p=0,025) e 50% (p=0,014), respectivamente, as contagens de imobilidade em
relacdo ao grupo salina (22,4 = 2,6 contagens/5 min). Por outro lado, ANOVA
mostrou ndo haver diferencas (Fi223=2,812, p=0,081) entre os grupos quanto as
contagens de natagao (SAL: 13,40 + 1,90; NIC: 7,9 £ 1,90; IMI: 7,00 + 2,40). Em
relagdo as contagens de escalada, ANOVA mostrou haver diferengcas estatisticas
entre os grupos tratados e o grupo salina (Fp23=6,509, p=0,006), sendo que o
tratamento subcrénico com nicotina e imipramina aumentou em 52% (38,5 + 4,4;
p=0,014) e 66% (41,90 + 3,30; p=0,007), respectivamente, as contagens de
escalada em relagédo ao grupo salina (25,30 = 2,70).
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Figura 8 - Comportamentos de imobilidade, natacdo e escalada a cada 5 segundos no teste de 5
minutos do TNF, apds o tratamento subcrbnico com nicotina (0,5 mg/kg, s.c.) ou imipramina (15
mg/kg, i.p.). As barras representam média £ e.p.m. (n=9-14 animais/grupo). *p<0,05 em relagao ao

grupo salina, **p<0,01 em relagéo ao grupo salina.
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5.2 Avaliacao das alterac6es neuroquimicas apés tratamento subcronico com

nicotina ou imipramina e exposicao ao TNF

A figura 9 mostra os efeitos do tratamento subcrénico com nicotina e com
imipramina nas concentragdes teciduais de 5-HT (9A), 5-HIAA (9B) e no turnover da
5-HT (9C) apéds exposicao ao TNF.

O estresse de natacao forcada per se aumentou em 91,2% (452,13 + 63,73
ng/mg tecido; F@s3s = 3,68, p<0,05), 100,3% (206,56 * 42,64 ng/mg tecido;
F(,36=3,77, p>0,05) e 153,3% (382,82 + 39,55 ng/mg tecido; F336=4,48, p<0,01) o
conteudo de 5-HT no hipocampo ventral (HV), hipocampo dorsal (HD) e hipotalamo
(HT), respectivamente, em relacdo ao grupo SAL sem TNF (HV: 452,13 + 63,73
ng/mg tecido; HD: 103,08 + 16,5 ng/mg tecido; HT: 150,8 + 41,66 ng/mg tecido).

Quanto ao conteudo do metabdlito da 5-HT, o 5-HIAA, o estresse de natacéo
também promoveu aumento de 109,7% (1138,10 + 133,16 ng/mg tecido; F(3 46)=5,59,
p<0,01), 113,9% (807,80 = 107,25 ng/mg tecido; F(z3s=4,44, p<0,01) e 116,8%
(982,3 £ 111,07 ng/mg tecido; F336=3,67, p<0,05) no HV, HD e HT,
respectivamente, em relagdo ao grupo SAL sem TNF (HV: 542,73 + 27,34 ng/mg
tecido, HD: 377,61 + 34,64 ng/mg tecido, HT: 453,0 + 67,45 ng/mg tecido ).

ANOVA mostrou nao haver diferencas significativas no turnover da 5-HT entre
os grupos SAL sem TNF e o grupo SAL+TNF nas trés estruturas avaliadas (HV:
F(3,15=0,0015, p>0,05; HD: F(321=0,413, p>0,05; HT: F(3,19=2,476, p>0,05).

Em relacdo ao grupo SAL+TNF, o tratamento subcrbénico com nicotina nao
reverteu significativamente as alteragdes no conteudo tecidual de 5-HT (HV:
F(3.26=1,025, p>0,05; HD: F(317=0,543, p>0,05; HT: F321=0,204, p>0,05) ou 5-HIAA
(HV: F326=0,002, p>0,05; HD: F17=0,118, p>0,05, HT: F321)=0,504, p>0,05)
induzidas pelo estresse de natagdao forcada. A imipramina também nao reverteu
significativamente as alteracdes no conteudo tecidual de 5-HT (HV: F25=0,622,
p>0,05; HD: F(320=0,097, p>0,05; HT: F(324=0,174, p>0,05) ou 5-HIAA (HV:
F(3,25=0,025, p>0,05; HD: F(320=0,352, p>0,05, HT: F(324=0,388, p>0,05) induzidas

pelo estresse de natagao forcada.
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Figura 9 - Efeitos do tratamento subcrénico com nicotina ou imipramina nas concentragdes teciduais
de 5-HT (A), 5-HIAA (B) e no turnover (C) ap6s a exposicdo ao estresse de natacdo forcada no
hipocampo dorsal (HD), ventral (HV) e hipotalamo (HT). As barras lisas e hachuradas correspondem
aos animais sacrificados imediatamente e 30 min apés o TNF, respectivamente (n=9-14
animais/grupo). * p<0,05 em relagao ao grupo sal, ** p<0,01 em relagao ao grupo SAL, ***p<0,001 em
relagdo ao grupo SAL, %p<0,05 em relacdo ao respectivo grupo + TNF, °%p<0,01 em relagdo ao

respectivo grupo + TNF, °°9p<0,001 em relagdo ao respectivo grupo + TNF

Em relacdo ao grupo SAL, no nucleo dorsal da rafe (DR), o estresse de
natacao forcada per se ndo promoveu alteracoes estatisticamente significativas no
conteudo de 5-HT (F(326=0,91, p>0,05) ou no turnover da 5-HT (F328=3,22,
p>0,05), mas alterou significativamente o conteudo tecidual de 5-HIAA (F32¢=5,81,
p<0,05). No nucleo mediano da rafe (MR), o estresse de natagao forcada per se nao
promoveu alteracdes estatisticamente significativas no conteido de 5-HT
(F3.28=0,54, p>0,05), mas alterou significativamente o contetdo tecidual de 5-HIAA
(F(3,28=5,12, p<0,05) e o turnover da 5-HT (F3,28=4,59, p>0,05).
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O tratamento subcrénico com nicotina reduziu em 38% o conteudo de 5-HT
no DR (650,90 + 102,31 ng/mg tecido; F28) = 3,46, p<0,05), em relagéo ao grupo de
animais submetidos ao TNF (1043,93 + 110,3 ng/mg tecido). Nao foi observada
alteracao significativa no contetdo de 5-HIAA e no turnover da 5-HT. O tratamento
subcrdnico com imipramina aumentou o conteudo de 5-HIAA tanto na DR (3173,99 +
283,20 ng/mg tecido; F 28 = 3,52, p<0,05) quanto no MR (3166,42 + 421,32 ng/mg
tecido; F3,30) = 4,37, p<0,05) em relagédo ao grupo SAL, sem alteragdo concomitante
no conteudo de 5-HT (figura 10A, 10B e 10C).
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Figura 10 - Efeitos do tratamento subcrdnico com nicotina ou imipramina nas concentragdes teciduais
de 5-HT (A), 5-HIAA (B) e no turnover (C) ap0s exposicdo ao estresse de natacdo forgcada no nucleo
dorsal (DR) e mediano (MR) da rafe. As barras lisas e hachuradas correspondem aos animais
sacrificados imediatamente e 30 min apds o TNF, respectivamente (n=9-14 animais/grupo). *p<0,05
em relagdo ao grupo sal, **p<0,01 em relacdo ao grupo sal, ***p<0,001 em relagdo ao grupo sal,
P<0,05 em relagcdo ao respectivo grupo + TNF, °p<0,01 em relacdo ao respectivo grupo + TNF,

#p<0,05 em relacdo ao grupo sal + TNF
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Em relacdo as alteracbes no conteudo de noradrenalina (NA), estas foram
mais evidentes no HT e DR. O estresse de natagcdo per se aumentou em 62,5%
(1351,32 £ 166,79 ng/mg tecido; F32¢) = 3,25, p<0,05) o conteudo de NA no DR, em
relacdo ao grupo de animais ndo submetidos ao TNF (831,71 + 72,48 ng/mg tecido).
O tratamento subcrénico com nicotina ou imipramina reverteu em 29,63% (915,22 +
113,45 ng/mg tecido; F(326=3,34, p<0,05) e 21,2% (1065,0 = 141,14 ng/mg tecido;
nao significativo), respectivamente, o aumento da NA induzido pelo TNF
(comparacdo com o grupo SAL+TNF). Quanto ao hipotalamo, foi observado um
padrao similar de efeitos, mas que nao foram estatisticamente signficativos (figura
11A, 11B).

NA A
1000 T
900
800 B
o 700 Bsal + TNF
% 600 B nic+ TNF
£ 500 Himi+ TNF
£ 400 Esal p6s-TNF
g 300 Bnicp6s-TNF
200 Himipos-TNF
100
0




61

NA
B

1600 1 *
o 1200 7 # ®sal + TNF
% 1000 Enic+ TNF
2800 1 Bimi+ TNF
E 600 - B sal p6s-TNF
)
S 400 A B nicpds-TNF

Bimipos-
200 A l %Il imi p6s-TNF
0 -
DR MR

Figura 11 - Efeitos do tratamento subcrdnico com nicotina ou imipramina nas concentragdes teciduais
de NA no hipocampo dorsal (HD), ventral (HV) e hipotédlamo (HT) (A) e nucleo dorsal (DR) e mediano
(MR) da rafe (B) apds exposicdo ao estresse de natacdo forcada. As barras lisas e hachuradas
correspondem aos animais sacrificados imediatamente e 30 min apés o TNF, respectivamente (n=9-
14 animais por grupo). * p<0,05 em relagdo ao grupo sal, #p<0,05 em relagdo ao grupo sal+TNF,

°°P<0,001 em relacdo ao respectivo grupo +TNF

Em relacdo aos valores obtidos ap6s 30 minutos do TNF, no HV e no HD,
ANOVA mostrou haver diferencgas significativas no conteudo tecidual de 5-HT (HV:
F5.68=6,99, p<0,05; HD: F(56=5,52, p<0,05 ) e no turnover da 5-HT (HV:
F(5,68=8,69, p<0,05, HD: F56=8,11, p<0,05) no HV. No HT, houve diferencas
significativas no conteudo tecidual de 5-HT (F(565=3,56, p<0,05), 5-HIAA
(F5,65=3,85, p<0,05) e no turnover da 5-HT (F565=4,18, p<0,05). No DR, ANOVA
nao mostrou diferengas significativas no contetudo de 5-HT, 5-HIAA ou no turnover
da 5-HT. No MR, houve diferencas significativas somente no conteudo tecidual do 5-
HIAA (F551y=4,14, p<0,05) e no turnover da 5-HT (F51)=3,28, p<0,05). Quanto a
quantificagao tecidual de NA, ANOVA mostrou haver alteragdes significativas
somente no HT (F565=9,91, p<0,001).
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5.3 Avaliacao das alteracdes da concentracao plasmatica de corticosterona

apos tratamento subcronico com nicotina ou imipramina e exposicao ao TNF

A figura 12 mostra os efeitos do tratamento subcrénico com nicotina ou
imipramina no aumento da corticosterolemia induzida pelo TNF. O nivel basal de
corticosterona (grupo SAL sem TNF) foi de 7,95 + 2,08 ug/100 mL. ANOVA bifatorial
mostrou efeito significativo da nata¢do forcada (F(157=18,380, p=0,000071) e do
tratamento (Fp57=6,217, p=0,0036). Ainda, houve interagéo significativa entre os
dois fatores (F57)=3,652, p=0,0322).

O teste F de comparacdes planejadas mostrou que o tratamento com nicotina
nao promoveu alteragdes significativas da corticosterolemia basal (p=0,7845). Por
outro lado, o aumento de 336% da corticosterona basal apds exposicao ao TNF
(34,71 = 3,53 png/100 mL; p=0,000013) foi reduzido em 51,4% apds tratamento com
nicotina (17,85 £ 2,5 ug/100 mL; p=0,00484). O tratamento per se com imipramina,
por outro lado, promoveu aumento de 206% da corticosterona basal (24,38 + 6,44
ug/100 mL; p=0,00594), ndo reduzindo significativamente a hipercortisolemia
induzida pelo TNF (31,94 £ 6,19 ug/100 mL; p=0,6321).
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Figura 12 - Concentragdes plasmaticas de corticosterona apds o tratamento subcrénico com nicotina
(NIC 0,5 mg/kg, s.c.), imipramina (IMI 15 mg/kg, i.p.) ou salina (SAL), com (barras escuras) ou sem
(barras claras) exposicdo ao TNF (n=6-7 animais/grupo). As barras representam média + e.p.m..
*p<0,05 em relacdo aos grupos SAL sem TNF e NIC sem TNF, ***p<0,001 em relagao ao grupo SAL
sem TNF, #p<0,05 em relagéo ao grupo SAL com TNF.
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5.4 Avaliacao das alteracGes na transmissao serotoninérgica apés exposicao

ao TNF e tratamento subcrénico com nicotina ou imipramina e adrenalectomia

ANOVA bifatorial do turnover da serotonina (razdo 5-HIAA/5-HT), usada como
indice de atividade serotoninérgica, mostrou efeito significativo do tratamento
subcrdnico (Fp49=21,29, p<0,001) e da adrenalectomia (F149=8,96, p<0,01), mas
ndo houve interacdo significativa entre os dois fatores (F249=0,4112, p>0,05). A
adrenalectomia per se ndo alterou o turnover da 5-HT induzido pela natacao forcada
nem a resposta neuroquimica ao tratamento com imipramina. Por outro lado,
aumentou discretamente o turnover da 5-HT no grupo tratado com nicotina (figura
13).
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Figura 13 - Efeitos da adrenalectomia (ADX) na resposta neuroquimica ao tratamento subcrénico com
nicotina e imipramina e exposi¢ao a natacao forgada (n=8-10 animais/grupo). * p<0,05 em relagéo ao
grupo sal/sham, # p< 0,05 em relagdo ao grupo nic/sham, ** p<0,01 em relagdo ao grupo sal/adx, $

p<0,001 em relagéo ao grupo imi/adx
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5.5 Avaliacao das alteracoes do receptor serotoninérgico 5-HT,s induzidas

pelo TNF e pelo tratamento subcrénico com nicotina ou imipramina

Nao houve alteragdes estatisticamente significantes na densidade do receptor
serotoninérgico 5-HTa apds o tratamento subcrénico com nicotina ou imipramina e

exposicao a natacao forcada (figura 14).
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Figura 14 - Efeitos do tratamento subcronico com nicotina ou imipramina e exposi¢cdo a-natagao

forcada na densidade do receptor 5-HT4 no hipocampo total (n=9-10 animais/grupo).

5.6 Avaliacao das alteracoes da ativacao do GR induzidas pelo TNF e pelo

tratamento subcrénico com nicotina ou imipramina

ANOVA bifatorial mostrou efeito significativo do tratamento subcrénico
(Fo,18=7,64, p<0,05) e da exposicdo a natagéo forgada (F2,18=11,01, p<0,05), mas
n&o houve interacdo significativa entre os dois fatores (F2,15=2,22, p>0,05).

Em relacdo ao grupo SAL, a exposicao dos animais por 5 minutos a natacao
forcada ndao promoveu alteracoes significativas na expressdo do GR (p=0,845). Em
relagdo ao grupo SAL+TNF, o tratamento subcrénico com nicotina (1,5 mg/kg/24
horas) ou imipramina (45 mg/kg/24 horas) também nao alterou a expressdao do GR
induzida pelo estresse de natacao forcada (nic+TNF: p=0,181 e imi+TNF: p=0,615).
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Por outro lado, nos animais tratados com nicotina e sem exposicdo a natacao
forcada (grupo nic), a expressdao do GR foi reduzida em aproximadamente 78%
(F(1,22)=8,42, p<0,01) (figura 15)
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Figura 15 - Alteragbes da ativacdo do GR induzidas pelo tratamento subcrbnico com nicotina ou
imipramina e/ou pelo TNF. Os animais (n=5 animais/grupo) foram tratados com nicotina ou
imipramina e submetidos (barras escuras) ou ndo (barras claras) ao TNF por 5 minutos. * p<0,05 em

relacdo ao grupo nic, ** p<0,01 em relagao ao grupo sal, “p<0,05 em relagdo ao grupo imi

5.7 Avaliacao do efeito da prazosina nas alteracdes neuroquimicas induzidas
pelo TNF

ANOVA mostrou que o tratamento prévio com prazosina (1 mg/kg) promoveu
diminuicao de 38% no conteudo tecidual de NA no MR (114,26 + 18,6 ng/mg tecido,
F1,10=26,81, p<0,001), em relagdo ao grupo salina (309,6 = 32,8 ng/mg tecido).
Apesar de nao ser estatisticamente significativa, foi possivel verificar ainda pequena
diminuicdo no conteudo de 5-HT no DR e HD e de NA nas demais estruturas

analisadas, sendo a reducao de 63% no contetdo de NA no DR (584,3 + 96,1 ng/mg



66

tecido, p=0,116), em relacado ao grupo salina (941,7 =+ 194,8 ng/mg tecido), uma das

mais proeminentes (figura 16).
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Figura 16 - Efeitos da prazosina nas concentragbes teciduais de 5-HT (16A), 5-HIAA (16B) e

noradrenalina (16C) induzidas pelo TNF, no hipocampo dorsal (HD), hipocampo ventral (HV),

hipotdlamo (HT) e nucleo dorsal (DR) e mediano (MR) da rafe. Os animais foram tratados com

prazosina 1 mg/kg (barras claras) ou salina (barras escuras) 1h antes do teste de 5 min do protocolo

do TNF (n=5-6 animais/grupo). ***p<0,001 em relagdo ao grupo salina
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6 Discussao
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O estresse, atualmente, é considerado um fator importante na fisiopatologia
de muitos disturbios psiquiatricos. Embora os efeitos do estresse agudo possam ser
contrabalanceados por respostas adaptativas, o estresse intenso, repetido e
prolongado pode eliciar alteracées neuronais duradouras que constituirdo as bases
de doencas psiquiatricas, como a depressao.

Outra observacéao relevante refere-se aos levantamentos epidemiol6gicos que
mostram elevada prevaléncia de tabagistas entre pacientes com depressao maior.
Estas altas taxas de comorbidade sugerem uma provavel relacao causal: pacientes
com depressao proeminente procurariam a nicotina para alivio dos sintomas
(BALFOUR; RIDLEY, 2000).

Neste contexto, este trabalho teve por objetivo investigar as alteracdes
neuroendocrinas e moleculares mediadas pela nicotina na resposta de adaptagéao ao
estresse de natacao forcada.

6.1 Natacao forcada como modelo de estresse

Um modelo experimental de estresse é a natagdo forcada em roedores, base
do modelo classico de screening de antidepressivos, validado inicialmente por
Porsolt, Le Pichon e Jalfre (1977). O Teste de Natagao Forcada (TNF) consiste em
colocar o animal numa cuba com agua, de modo que ele seja forcado a nadar numa
situacdo em que nao ha escape. Apds varias tentativas de escapar, o animal
finalmente cessa a movimentacdo, realizando somente movimentos minimos
necessarios para manter-se com a cabeca fora da agua, o que foi denominado de
imobilidade. Nesse modelo, uma pré-exposicdo de 15 minutos a natacao forcada
reduz a laténcia para a imobilidade e aumenta o tempo de permanéncia nesta
postura durante a maior parte do tempo, no teste subsequente de 5 minutos. A
imobilidade é interpretada, segundo seus autores, com um estado de desamparo
comportamental, refletindo a desisténcia do animal em assumir formas ativas de lidar
com o estimulo estressor. Neste modelo, a maioria dos antidepressivos reduz o
tempo de imobilidade, estimulando comportamentos ativos (PORSOLT; LE PICHON;
JALFRE, 1977).

Visando a melhora na deteccao da classe dos antidepressivos inibidores
seletivos da recaptacao de serotonina, Lucki (1997) e Cryan, Markou e Lucki (2002)
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propuseram alteracdes (adotadas neste trabalho) ao modelo padronizado por
Porsolt, Le Pichon e Jalfre (1977): aumento da coluna de agua de 15-18 cm para 30
cm e uma nova técnica de analise do comportamento (agora desmembrada em
natacao, escalada e imobilidade) em intervalos de 5 segundos, nos 5 minutos da
segunda exposicdo a natacdo. Neste TNF modificado, o tratamento com
antidepressivos inibidores seletivos da recaptacdo de noradrenalina diminuiria a
imobilidade com concomitante aumento da escalada e o tratamento com
antidepressivos inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina diminuiria a
imobilidade com concomitante aumento da natacao.

No presente estudo foi possivel observar uma diminuicdo do tempo de
imobilidade no teste da natacdo forcada apds a administracdo subcrénica de
imipramina (45 mg/kg/24 horas, i.p.), um antidepressivo triciclico de referéncia, e
nicotina (1,5 mg/kg/24 horas, s.c.), sugerindo, entdo, que a nicotina possuiria um
potencial “efeito antidepressivo”. E sabido que agudamente a nicotina induz aumento
da atividade locomotora (CRUZ; DELUCIA; PLANETA, 2005, 2008). Entretanto, vale
ressaltar que o efeito comportamental da nicotina foi observado 1 hora apés a ultima
injecdo. ApGs este intervalo de tempo, proprio do modelo de natacdo forcada
adotado, a nicotina ndo mais produz altera¢des da atividade locomotora do animais.

Embora a relacdo entre estresse e depressdao ainda ndo esteja totalmente
compreendida, a maioria dos modelos animais para estudo da depressdo e/ou dos
antidepressivos envolve a exposicdo de animais saudaveis a combinacdes de
condicbes ambientais aversivas (imobilizacdo, choque nas patas, natacao,
separagao materna, isolamento social, estresse imprevisivel crénico). Dentre estes
modelos destaca-se o Teste de Natacdo Forcada, dada a facilidade de seu uso e a
validade preditiva consistente, discriminando inclusive os farmacos antidepressivos
dos neurolépticos e ansioliticos (CRYAN; MARKOU; LUCKI, 2002).

Contudo, a grande ressalva ao TNF reside no fato de que este ndo seria um
modelo experimental para o estudo da depressdo, mas sim um modelo animal de
estresse que responderia agudamente a farmacos com potencial acao
antidepressiva. Segundo Bruner & Vargas (1994), nesta visao do TNF como um
modelo de estresse por natacdo, a movimentacao do animal na agua parece estar
negativamente correlacionada com suas chances de sobrevivéncia. Assim sendo, a
adocédo da imobilidade seria interpretada como uma resposta adaptativa ao agente
estressor e ndo como desamparo aprendido.
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Calil et al. (2002) observaram que a alteracdo da coluna de agua de 15-18 cm
para 30 cm (como proposto por Cryan, Markou e Lucki, 2002) promoveu um
decréscimo de 74% no tempo de imobilidade, com aumento concomitante da
mobilizagdo do glicogénio hepéatico e muscular, compativel com o aumento da
atividade fisica. Estes autores observaram, entdo, que o aumento da altura da
coluna de agua é um fator determinante sobre o tempo de imobilidade dos animais.
Esta modificacdo do modelo proposto por Porsolt, Le Pichon e Jalfre (1977) seria
uma situacdo muito mais aversiva e a imobilidade nesta situacdo poderia
representar mais claramente uma resposta adaptativa. Dessa forma, € possivel
concluir que protocolos experimentais diferentes induzem respostas fisiologicas

diferentes, influenciando, portanto, a interpretacdo do tempo de imobilidade.

6.2 Alteracées neuroquimicas e neuroendocrinas induzidas pela natacao
forcada

O sistema serotoninérgico parece ter um papel relevante no mecanismo
neuroadaptativo ao estresse e ao tratamento antidepressivo. Esta hipdtese é
sustentada por evidéncias como: a) inibidores seletivos da recaptagéo de serotonina
(5-HT) sao tado eficazes no tratamento da depressdo unipolar quanto o0s
antidepressivos nao-seletivos; b) a atividade terapéutica de alguns antidepressivos é
reduzida pelo tratamento com para-clorofenilalanina (PCPA), um inibidor da sintese
de 5-HT, mas nado com alfa-metilparatirosina, um inibidor da sintese de
catecolaminas; c) dietas livres de triptofano, o precursor da 5-HT, promove
rebaixamento do humor; e d) os nudcleos da rafe, sitio de origem da
neurotransmissao serotoninérgica, sdo dramaticamente afetados pelo estresse de
natagao forcada (BORSINI, 1995; ADELL; CASANOVAS; ARTIGAS, 1997; KIRBY et
al.,1997; ROCHE et al., 2003).

Entretanto, vale ressaltar que, apesar dos estudos exaustivos sobre os efeitos
do estresse na neurotransmissdo monoaminérgica, ainda ndo existe consenso, pois
diferentes estressores produzem mudangas neuroquimicas distintas e sitio-
especificas (ADELL; CASANOVAS; ARTIGAS, 1997; KIRKY et al., 1997). Essa

heterogeneidade nas respostas dos sistemas neurotransmissores aos estressores
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especificos pode ser fruto do envolvimento de neuromoduladores ou mesmo da
interacao entre os sistemas neurotransmissores (PRICE et al., 2002).

Assim, para a compreensdo das alteragdes neuroquimicas e enddcrinas
subjacentes a resposta adaptativa ao estresse de natacao e aos efeitos da nicotina e
imipramina, os ratos foram decapitados apbés o teste da natacdo forcada e o
conteudo de serotonina, noradrenalina e metabdlitos quantificado no hipocampo
dorsal e ventral, hipotalamo, nucleo dorsal e mediano da rafe e a corticosterona, no
plasma. Adell, Casanovas e Artigas (1997) e Kirby et al. (1997), salvo algumas
diferencas nos protocolos empregados, observaram, pela técnica de microdialise,
uma resposta maxima da concentracdo da 5-HT em 40 minutos apds o inicio da
sessdo de natacao forcada. Desta forma, empregando-se a técnica de quantificacao
tecidual de neurotransmissores, avaliamos as alteragbes neuroquimicas (5-HT,
5-HIAA e NA) imediatamente e 30 minutos apds o segundo teste de 5 minutos da
natacao forcada.

Entretanto, vale ressaltar que o perfil das alteracbes neuroquimicas
observado nos experimentos 30 minutos apds o estresse de natacdo ou se
aproximaram bastante dos valores basais (comparacdo ao grupo salina sem
exposicao ao TNF) ou mimetizavam o perfil de alteragdes neuroquimicas dos grupos
imediatamente apds o TNF. Ou seja, para efeito de interpretagdo dos fené6menos
envolvidos, estes dados ndo trouxeram maiores esclarecimentos. Desta forma, a
discussao que se segue concentrou-se nos dados coletados imediatamente apés a
segunda sessdo do TNF.

A quantificagdo do conteudo de neurotransmissores em tecidos coletados
post-mortem, diferentemente da técnica de microdialise, além de pontual, ndo é
capaz de diferenciar o pool intraneuronal de neurotransmissor do pool extracelular,
menor, porém funcionalmente mais relevante (KIRBY et al., 1997). Na tentativa de
superar este problema técnico das quantificacdes teciduais, além da concentracao
do neurotransmissor e seu metabdlito, utilizamos em algumas analises a razao entre
o metabdlito (5-HIAA) e seu neurotransmissor (5-HT), denominada turnover, para
estimar indiretamente a utilizacao do neurotransmissor e a atividade serotoninérgica
(SUMMERS et al., 2003; PIERUCCI et al., 2009). Vale ressaltar também que devido
as concentracoes teciduais dos metabdlitos da NA estarem muito préximas ao limite
de deteccdo do método cromatografico, problema técnico também descrito na
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literatura cientifica (ANTKIEWICZ-MICHALUK et al., 2006; YALCIN et al., 2008), ndo
foi possivel quantifica-los.

Em linhas gerais, as concentragdes extracelulares de 5-HT s&o influenciadas
predominantemente pela liberagdo neuronal. Entretanto, outros fatores também
podem contribuir para mudangas na 5-HT extracelular, tais como a taxa de sintese
de 5-HT e a disponibilidade de triptofano, o0 aminoacido precursor da 5-HT. Também
se destaca a regulacédo da liberacdo da 5-HT via autorreceptores localizados nos
corpos celulares ou terminais serotoninérgicos, mecanismos de recaptacao ou entao
pela taxa de metabolismo intraneuronal pela monoamino oxidase (MAQO) (KIRBY et
al., 1997). Ainda, mudancas na 5-HT extracelular podem ser produzidas por outros
neurotransmissores que modulam a atividade serotoninérgica ou a liberagcdao de
5-HT, a exemplo da interagdo 5-HT e adrenoceptores -2 no hipocampo (O'LEARY
et al., 2007) e 5-HT-GABA-CRF no nucleo da rafe (ROCHE et al., 2003).

Nos animais submetidos as duas sessdes de natagao forgcada, em relagdo ao
grupo controle salina, houve aumento significativo do turnover da 5-HT e do
conteudo de NA principalmente no nucleo dorsal da rafe (DR). Em paralelo, pode-se
observar um aumento do conteudo de 5-HT e da 5-HIAA no hipocampo ventral (HV),
hipocampo dorsal (HD) e hipotalamo (HT). Sendo os nucleos da rafe a principal
origem da inervacado serotoninérgica a estruturas limbicas como hipocampo e
hipotalamo (CHAOULOFF, 2000), os dados sugerem que o estresse de natagao
forcada foi capaz de ativar os ndcleos da rafe, induzindo a liberagdo de 5-HT nas
estruturas por eles inervados.

A ativacdo dos nucleos da rafe induzida pelo estresse de natacdo poderia
resultar da interagdo com outras vias de neurotransmissao. Roche et al. (2003)
demonstraram que o estresse de natagédo forcada aumenta a expressao de c-fos nos
neurdénios do locus coeruleus. Ambos 0s nucleos da rafe recebem projecoes
noradrenérgicas originadas desta regidao, sendo que 0s neurdnios serotoninérgicos
do DR estdo sobre controle excitatério por adrenoceptores a-1 (O'LEARY et al.,
2007). Desta forma, com base na via descrita pelos autores, poderia se supor que o
aumento da NA no DR, via estimulacdo de adrenoceptores o-1 localizados nos
corpos celulares dos neurbnios do DR, poderia ocasionar a ativacdo da via
serotoninérgica e, conseqglientemente, a liberacao de 5-HT nas estruturas limbicas.
A diminuicdo do contetdo de NA no DR e de 5-HT no HD, HV e DR apés tratamento
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prévio dos animais com prazosina (um antagonista ay-adrenérgico) parece confirmar
a participacao deste receptor na resposta ao estresse de natacao forcada.

Em relacdo ao papel fisiologico da 5-HT no hipocampo e hipotalamo em
situacdes de estresse, Lanfumey et al. (2008), em sua extensa revisdao sobre o
assunto, mostraram haver uma interacao reciproca entre o sistema serotoninérgico e
o0 eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA).

A ativacdo apropriada do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) é a
principal resposta adaptativa aguda ao estresse. A atividade deste eixo é governada
pela secrecdo do fator de liberacao da corticotropina (CRF) pelo hipotadlamo, o qual,
por sua vez, ativa a secre¢cdo do hormodnio adrenocorticotropico (ACTH) pela
hipofise, que finalmente estimula a secrecao de glicocorticoides (corticosterona) pelo
cortex adrenal. Os glicocorticoides, por outro lado, podem interagir com seus
receptores em multiplos tecidos-alvo, incluindo o proprio eixo HPA, onde séo
responsaveis pela retroalimentacdo negativa da secrecdo de ACTH pela hipéfise e
do CRF a partir do hipotalamo (JURUENA; CLEARE; PARIANTE, 2004).

Assim, por um lado, o estresse exerceria influéncia estimulatoria na atividade
da triptofano hidroxilase e, portanto, no turnover de 5-HT. Dependendo da
intensidade do estimulo estressor, este aumento pode ser mediado diretamente pela
corticosterona ou pode também envolver outros fatores ja mencionados acima, como
o CRH e NA, pois o0 aumento do ténus noradrenérgico na DR em situacdo de
estresse ocorre mesmo em ratos adrenalectomizados (CHAMAS et al., 2004). Nos
resultados apresentados, a adrenalectomia nao alterou o turnover da 5-HT no
hipocampo total, 0 que sugere que a liberacdo de 5-HT induzida pelo estresse de
natacdo ndo seria dependente da atuacao direta da corticosterona mas do aumento
do tébnus noradrenérgico ja comentado.

Por outro lado, existem muitas evidéncias de que a 5-HT exerce forte
influéncia na secrecdo de corticosterona. Investigacées imuno-histoquimicas
demonstraram a presenca de receptores 5-HTio nos neurbnios do nlcleo
paraventricular do hipotalamo, regido envolvida na integracéo da resposta hormonal
(ativacdo do eixo HPA) e comportamental ao estresse. Outra evidéncia € a
observacdo de que microinjecdes de 8-OH-DPAT neste nudcleo hipotaldmico
desencadeia a secrecao de ACTH através da ativacdo do receptor 5-HTa local
(OSEI-OWUSU et al., 2005).
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Netto e Guimaraes (1996), Graeff et al. (1996) e Joca, Ferreira e Guimaraes
(2007) ressaltam também a participacao dos receptores 5-HTa hipocampais na
atenuacdo do impacto emocional do estimulo aversivo e na consolidacdo da
mem©éria ao evento estressante. Essa tolerdncia comportamental e fisioldégica ao
estimulo estressor poderia ocorrer através da facilitacdo da expressao de receptores
para corticosterona no hipocampo (BALFOUR; RIDLEY, 2000). Estes ultimos, ao
regularem a préopria ativagdo do eixo HPA, facilitariam a atenuacdo da
hipercortisolemia induzida pelo estresse, parte da resposta de habituacdo ao
estressor (JURUENA; CLEARE; PARIANTE, 2004). Além do 5-HT1a, alguns estudos
mostram também que os receptores 5-HT,c parecem ser importantes na mediagcao
dos efeitos da regulacao serotoninérgica do eixo HPA (LANFUMEY et al., 2008).

O ndcleo paraventricular do hipotdlamo também recebe densa inervacao
catecolaminérgica. Segundo a literatura, a NA regularia a liberagéo de corticosterona
tanto pela estimulacdo direta dos neurbnios CRFérgicos deste nucleo, via o-
adrenoceptores, quanto indiretamente, induzindo a liberacdo de glutamato ou
inibindo a liberacdo de GABA, via acoes pré-sinapticas (HERMAN et al., 2002;
MORILAK et al., 2005).

Assim, com base no exposto, 0 aumento de 336% da corticosterona basal
detectado nos animais apds exposicdo a natacado forcada poderia também estar
correlacionado ao aumento de 5-HT e NA observado no hipotalamo dos ratos
expostos. Em relacao a expressao de GR avaliado por western blot, a exposicao de
5 minutos a natacdo forcada (segunda parte do TNF) ndo produziu alteragdes
significativas no conteudo de GR na fragdo nuclear. Assim, apesar da marcante
alteragédo hormonal (hipercorticosterolemia), nos experimentos realizados, o tempo
de 5 minutos de exposicdo a natacdo forcada foi insuficiente para promover
alteracoes moleculares, isto é, na expressao e ativacao do GR.

Segundo Droste et al. (2008), a administracao subcutanea de corticosterona
resulta em niveis plasmaticos maximos apds 25 minutos, enquanto 0s niveis
maximos no sistema nervoso central (SNC) sdo alcancados somente apds 40
minutos. Estes mesmos autores, utilizando-se da técnica de microdialise,
observaram que 15 minutos de natacdo forcada promoveram aos 50 minutos um
aumento significativo na concentracdo de corticosterona livre no hipocampo,
retornando aos valores basais somente 110 minutos apds o inicio do estimulo

estressor. Ainda, em virtude das alteragcées moleculares serem um fenémeno tardio,
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estes dados da literatura fazem acreditar que se a andlise da expressao/ativacéo de
GR por western blot tivesse sido realizada 30 minutos ou 1 hora apés o teste de 5
minutos do protocolo de natacao forcada teria sido possivel verificar alteracoes tanto
hormonais quanto na expressao do GR.

6.3 Efeitos da nicotina nas alteracoes neuroquimicas e neuroendodcrinas
induzidas pela natacao forcada

Em relacédo aos animais tratados com nicotina, quando comparados ao grupo
salina, ANOVA mostrou também haver diferencas quanto ao parametro escalada no
TNF, o que sugere que o efeito da nicotina possua um componente
catecolaminérgico. Os dados neuroquimicos mostraram que 0s animais submetidos
ao tratamento subcrdénico com nicotina e ao estresse de natacao forgada
apresentaram diminuicdo do conteddo de NA no DR, além de alteragcbes no
conteudo tecidual de 5-HT em regiées como o DR, o HV e o HT.

Como comentando na introdugao, a nicotina exerce seus efeitos biolégicos no
SNC ao ligar-se aos receptores nicotinicos neuronais (nAChRs). Estes receptores
sdo canais iGnicos pentaméricos amplamente distribuidos pelo SNC e que pela
localizagdo predominantemente pré-sindptica exercem importante papel na
modulacao da liberacdo de outros neurotransmissores (PICCIOTTO et al., 2000). A
exemplo, o NnAChR do subtipo asf. esta envolvido com a modulagéo da liberacédo de
NA no nucleo paraventricular do hipotalamo. E, segundo Okada et al. (2008), os
neurénios do nudcleo tegmental laterodorsal poderiam prover a via aferente
colinérgica aos neurdnios noradrenérgicos do locus coeruleus.

Li et al. (1998), utilizando técnicas de registro do tipo "whole-cell patch" em
fatias de encéfalo, também demonstraram que o efeito despolarizante do agonista
nicotinico DMPP no nucleo dorsal da rafe foi mimetizado pela fenilefrina (agonista
a4), prolongado com nisoxetina (inibidor da recaptacdo de NA) e bloqueado com
tetradotoxina (TTX). Estes dados, em conjunto, sugerem que o efeito despolarizante
do agonista nicotinico € decorrente da liberagcdo de NA (e da ativacao de receptores
aq pds-sinapticos) mediada pela ativacao do receptor nicotinico pré-sinaptico. Ainda,
segundo Mihailescu et al. (1998), o efeito despolarizante de agonistas nicotinicos

também foi bloqueado com metilicaconitina e DHBE, sugerindo a presenca de
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NAChRs do subtipo a7 e asf> nos neurdnios noradrenérgicos do locus coeruleus e
serotoninérgicos do nucleo da rafe.

E sabido que os nAChRs passam por processos regulatorios
(dessensibilizacdo) quando sdao submetidos a altas concentracdes ou exposi¢ao
prolongada a agonistas nicotinicos (VENTURA et al.,, 2010). A dessensibilizagdo
destes nAChRs no locus ceruleus, em resposta as injecoes sequenciais de nicotina
(MATTA et al., 1998), poderia ser, desta forma, o fendbmeno responsavel pela
diminuicao do ténus noradrenérgico no DR. E a diminuicdo do contetdo de 5-HT em
regides terminais, como detectado no HV e no HT, poderia ser uma decorréncia da
menor ativacdo do DR pela NA ou da prépria dessensibilizacao de nAChRs também
presentes no DR.

Ainda, segundo Matta et al. (1995), apesar das injecées sequenciais de
nicotina acarretarem dessensibilizacdo quase completa dos nAChRs envolvidos na
secrecdo do ACTH, a liberacdo de NA durante a natacdo forcada foi reduzida
somente a 32% do valor original no DR. Estas diferencas de resposta sao
compativeis com a heterogeneidade dos subtipos de nAChRs expressos no SNC e
envolvidos com a modulagcao da NA. Entdo, apesar da dessensibilizacao de nAChRs
no locus ceruleus pela nicotina, a liberagdo residual de NA durante a exposicédo a
natacdo forcada ainda poderia ser suficiente para estimular o DR, gerando o
pequeno aumento do furnover da 5-HT detectado nos ratos adrenalectomizados.

Também foi demonstrando que os nAChRs expressos nos neurbnios no
nacleo paraventricular do hipotdlamo estdo envolvidos com os efeitos agudos da
nicotina na secrecao de corticosterona (NEWMAN et al., 2001). Assim, por ser um
fenbmeno de neuroadaptacao a curto prazo, ndo se poderia descartar a hipétese de
que a dessensibilizacao destes NAChRs também esteja diretamente envolvida com a
diminuicdo da secrecdo de corticosterona apds tratamento subcrénico com nicotina
e exposicao a natacao forcada.

Desta forma, os resultados sugerem que a administracdo subcrbnica de
nicotina direta (via dessensibilizacdo dos nAChRs do préprio eixo HPA) ou
indiretamente (via modulagdo da NA-5HT) acarretou a diminuicdo da liberacdo de
corticosterona. Como consequéncia, a expressao do GR hipocampal (fracao
nuclear) foi reduzida em 78% e 24% nos grupos NIC e NIC+TNF, respectivamente.

Por fim, segundo Picciotto et al. (2008), fumar seria uma forma de manter a
dessensibilizacdo dos nAChRs e, consequentemente, prevenir os efeitos da
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abstinéncia a nicotina. Esta “inativagdo funcional” inerente aos nAChRs seria
responsavel pelos efeitos antidepressivos da nicotina, limitando a sinalizacdo da
acetilcolina endogena através de nAChRs (hipétese colinérgica da depressao).
Estudos clinicos dao suporte a esta idéia de que o bloqueio (e ndo a ativacao de
NAChRs) resultaria em efeitos antidepressivos (MIHAILESCU; DRUCKER-COLIN,
2000; RABENSTEIN; CALDARONE; PICCIOTTO, 2006). O surgimento dos sintomas
de depressao na abstinéncia a nicotina poderia, entdo, ser entendida pela evidéncia
de que o clearance da nicotina apds a cessacao do ato de fumar resultaria em uma

maior habilidade da acetilcolina endégena em ativar os nAChRs.

6.4 Efeitos da imipramina nas alteracoes neuroquimicas e neuroenddcrinas

induzidas pela natacao forcada

A imipramina é um antidepressivo triciclico ndo-seletivo, ou seja, capaz de
alterar tanto a recaptacdo da serotonina quanto da noradrenalina. No TNF, quando
comparado ao grupo salina, ANOVA mostrou haver diferengas quanto ao paradmetro
escalada, o que sugere que o efeito da imipramina possua um componente
catecolaminérgico. Segundo Paul et al. (1990), apesar das evidéncias de que a
imipramina inibe tanto a captacdo de serotonina e quanto da noradrenalina, esta
ultima seria a principal responsavel pela resposta comportamental observada no
teste da natacdo forgcada. Ainda, os dados neuroquimicos dos experimentos
realizados mostraram que o tratamento subcrénico com imipramina reduziu
parcialmente o aumento do turnover da 5-HT induzido pelo estresse de natagao
forcada no DR. Ainda, observou-se diminuicao importante do conteido de NA no HT
e no DR.

E sabido que o efeito clinico antidepressivo sé é alcancado ap6s tratamentos
cronicos. Entretanto, adaptacées neuronais induzidas pelos antidepressivos
comecam a ocorrer desde o inicio do tratamento. Desta forma, os efeitos
neuroquimicos observados no protocolo de natagdo forcada poderiam estar
relacionados as ac¢oes farmacolégicas agudas da imipramina.

Assim, a reducdo do turnover da 5-HT nos ratos estressados poderia estar
relacionada a inibicdo da recaptacao da 5-HT e a ativacdo dos autorreceptores
5-HT4a no corpo celular e dendritos dos neurbnios da rafe. Isto é, a inibicdo da
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recaptacdo de 5-HT pela imipramina promoveria, agudamente, um aumento da
disponibilidade do neurotransmissor na fenda sinaptica e, consequentemente, maior
estimulacao dos autorreceptores 5-HT14 no corpo celular e dendritos dos neur6nios
da rafe (CONNOR et al., 2000; LANFUMEY et al., 2008). Neste caso, em fungédo da
hiperestimulacdo dos autorreceptores pela 5-HT, seria esperada a diminuicdo na
densidade dos receptores 5-HT1a (mecanismo de down-regulation). Entretanto, pela
técnica de western blot, nao foi possivel detectar esta variacdo na densidade do
receptor serotoninérgico 5-HT1a no hipocampo total apds tratamento subcrénico com
imipramina e exposicao a natacao forcada.

A diminuicdo do conteudo de NA no HT e DR também poderia estar
relacionada a inibicdo da recaptacdo da NA e ativacdo dos autorreceptores
adrenérgicos inibitérios ap. Segundo Connor et al. (2000), a inibicdo da recaptacao
de noradrenalina seria o principal evento subjacente as agbes comportamentais da
imipramina no teste da natacao forcada.

Ainda, o mecanismo subjacente ao efeito antidepressivo da imipramina
detectado no protocolo de natagédo forcada parece nao envolver a regulagéo do eixo
HPA, visto que este farmaco nao foi capaz de reverter a elevagao da corticosterona
plasmatica em resposta a natacdo forcada nem alterou significativamente a
expressao e ativagdo do GR hipocampal.

Entretanto, na literatura cientifica, os dados acerca deste antidepressivo
triciclico sdo muito contraditérios. A exemplo, Mukherjee, Knisely e Jacobson (2004)
sugeriram que a imipramina possuiria atividade agonista glicocorticoide, dada sua
habilidade em induzir localizacdo nuclear dos GRs. E ainda, apesar de alguns
pesquisadores terem mostrado efeito da imipramina na hipercorticosterolemia
induzida pelo estresse de natacdo forcada, Paul et al. (1990) também néao
observaram nenhuma alteracdo da corticosterona plasmatica na natagao forcada
apds tratamento subcrénico com imipramina. Estas disparidades podem ser
justificadas pelas diferencas metodoldgicas de protocolos, como o aumento da
freqiéncia de exposicdo a natacdo forcada, o que ocasionaria maiores respostas
adaptativas da corticosterona. Calil e Marcondes (2006) também mostraram que o
aumento na profundidade e temperatura da agua (de 20cm/25°C para 38cm/30°C)
ocasiona um aumento de 156% na corticosterona plasmatica, além de aumentar o
tempo de imobilidade, em virtude de tornar a situacdo muito mais estressante para o

animal.
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7 Conclusoes
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Assim, dos resultados obtidos neste trabalho, podemos concluir que:

— a nicotina é capaz de contrabalancear as alteracbes neuroquimicas e
neuroendocrinas induzidas pelo estresse de natacao forcada tanto via modulacéao do
conteudo de 5-HT e NA em regides como hipocampo, hipotdlamo e rafe, quanto

através da modulacéao direta do eixo HPA;

— a nicotina e a imipramina induzem respostas adaptativas distintas as alteracées

neuroquimicas e neuroenddcrinas induzidas pelo TNF;

— 0s dados podem explicar o uso da nicotina (principalmente na forma de cigarros)
para alivio dos sintomas de doencas associadas ao estresse, a exemplo da

depressao.
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