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RESUMO

A depressdo € um dos transtornos de humor mais comuns mundialmente. As drogas
hoje empregadas no tratamento dessa patologia ainda possuem varios tipos de efeitos
colaterais, além de um inicio lento da melhora clinica. Existe ainda o fato de que uma
importante parcela dos pacientes nao responde bem a terapia com essas drogas. Por
essas e outras razles, que a busca por drogas antidepressivas inovadoras é
necessaria. Sistemas neuropeptidérgicos sdo um importante alvo para o
desenvolvimento de tais drogas. Dentre esses sistemas, nociceptina/orfanina FQ
(N/OFQ) e seu receptor (o receptor de peptideo N/OFQ, NOP) constituem um sistema
peptideo-receptor expresso em areas cerebrais envolvidas no processamento
emocional. Estudos anteriores ja demonstraram que a administracdo de antagonistas
desses receptores geram efeitos do tipo antidepressivo nos animais submetidos a
testes de “desespero comportamental”’, como o Teste de Natacdo Forcada. Mas os
mecanismos de acdo desses antagonistas ainda ndo estdo claros, alguns autores
apontam como fator principal a participagdo monoaminérgica induzida pelo sistema
N/OFQ-NOP. O objetivo do presente trabalho foi investigar a participacdo das
catecolaminas nos mecanismos de acdo de BAN ORL 24 (BAN), um antagonista NOP.
Realizou-se o Teste de Natagdo Forcada Modificado (NFM), onde os ratos foram preé-
tratados com BAN (doses de 1, 10 e 100 nmol/0,2ul), intra-hipocampo, e a-metil-p-
tirosina (AMPT), inibidor seletivo da producéo de noradrenalina e dopamina, (doses de
100 e 200mg/kg), intraperitoneal (i.p.). Esse teste procurou mensurar as respostas de
imobilidade, natacdo e escalada dos animais (onde a diminuicdo no tempo de
imobilidade demonstra um efeito do tipo antidepressivo; as drogas noradrenérgicas e
dopaminérgicas diminuem o tempo de imobilidade aumentando a resposta de
escalada, enquanto as drogas serotoninérgicas diminuem a imobilidade aumentando a
resposta de natacdo). Os resultados mostraram que a AMPT reverteu
significativamente os efeitos do tipo antidepressivos do BAN, ao aumentar o tempo de
imobilidade, e também bloqueou a resposta de escalada induzida pelo antagonista
NOP. Dessa maneira, os resultados sugerem que o BAN apresenta efeito do tipo
antidepressivo e que os receptores NOP no hipocampo dorsal estdo envolvidos nesse
efeito, ainda pode ser observado que as catecolaminas parecem ter um importante
papel nos mecanismos de a¢cdo subjacentes as respostas produzidas pelo antagonista

de receptor NOP.



ABSTRACT

Major depression is one of the most common psychiatric disorders worldwide, the
drugs currently used in this pathology treatments still have several side effects, in
addition, most therapies require several weeks of treatment before improvement of
signs and symptoms is observed, and, a significant proportion of individuals do not
respond well to any marketed antidepressants or treatments. Therefore, the search for
new drugs to treat depression is needed. Neuropeptdergic systems are an important
target for the development of novel antidepressant drugs. Among these,
nociceptin/orphanin FQ (N/OFQ) and its receptor (NOP) are a peptide-receptor system
expressed in brain areas involved with emotional processing. Previous investigations
have shown that the administration of antagonists of these receptors leads to
antidepressant-like effects in animals submitted to “behavioral despair” tests, such as
Forced Swim Test. However, the mechanisms of these antagonists are not clear; some
researchers suggest that the main role is played by the monoaminergic participation
elicited by the N/JOFQ-NOP system. The main aim of this study was to investigate the
part of catecholamines in the mechanism of BAN ORL 24, a NOP receptor antagonist.
The Modified Swim Test was conducted, where rats were pretreated with BAN (1, 10
and 100 nmol/0,2ul), intra-hippocampal, and a-methyl-p-tirosine (100 and 200mg/kg), a
selective inhibitor of dopamine and noradrenaline production, intraperitoneal. This test
tried to measure immobility, climbing and swimming responses; where a decrease in
the time of immobility demonstrates a antidepressant-like effect; noradrenergic and
dopaminergic drugs decrease the time of immobility by an increase in climbing
response, while serotoninergic drugs decrease it by an increase in swimming
response. Results showed AMPT reversed significatively BAN antidepressant-like
effect, by a decrease in the immobility response, and blocked the climbing response
induced by the NOP receptor antagonist. Thus, results suggest that BAN exhibits an
antidepressant-like effect and the NOP receptors from the dorsal hippocampus are
involved is this effect, it still can be observed that catecholamines seem to play an

important role in the mechanisms of the NOP receptor antagonist.



1. INTRODUCAO

A depressdo € um dos transtornos psiquiatricos mais comuns e mais
dispendiosos, levando a distlrbios cognitivos e afetivos, causando um impacto
negativo na qualidade de vida. E uma desordem heterogénea, normalmente
manifestando sintomas nos niveis psicolégico, comportamental e fisiolégico; que
compreendem humor deprimido, perda da capacidade de sentir prazer (anedonia),
alteragbes no sono (insdnia ou hipersonia), alteragcbes no apetite, sentimentos de
inutilidade e culpa, e pensamentos suicidas (American Psychiatric Association, 1994)
(GAVIOLI et al., 2013).

As atuais evidéncias indicam que a patologia da depressédo envolve disfungéo
nos circuitos neurotransmissores de monoaminas (serotonina, dopamina e
noradrenalina) no sistema nervoso central (SNC) (GAVIOLI et al., 2013). O paradigma
da deplecdo de monoaminas tem sido usado para investigar os mecanismos de acao
de antidepressivos em estudos pré-clinicos e clinicos (KASTER et al., 2007;
MACHADO et al., 2008). Investigacbes anteriores mostraram que a deplecdo de
monoaminas com reserpina leva a efeitos depressogénicos em individuos ja
vulneraveis a transtornos afetivos (GOODWIN e BUNNEY, 1971). A maior parte das
pesquisas em depressao tém focado principalmente nos sistemas noradrenérgicos e
serotoninérgicos. Atualmente, os tratamentos mais eficazes para a depressao maior
envolvem um aumento da neurotransmissao de 5-HT e/ou NA (GAVIOLI et al., 2013;
MACHADO et al., 2008).

Tem sido demonstrado que o neurotransmissor noradrenalina tem relagédo tanto
com a patogénese da depressdo maior como com 0S mecanismos de agdo de
medicamentos antidepressivos. Isto ocorre em funcdo da maior parte da primeira
geracao de antidepressivos, os triciclicos, aumentarem as concentracdes sinpticas de
noradrenalina (MACHADO et al., 2008).

As drogas antidepressivas classicas possuem trés mecanismos de acao:
bloqueio de proteinas pré-sinapticas transportadoras de monoaminas, que removem
transmissores liberados no espaco extracelular; inibicdo da enzima monoamina
oxidase, que degrada as monoaminas heurotransmissoras; ou interacdo com
receptores pré ou pés-sinapticos que regulam a liberacdo das monoaminas e/ou a taxa
de disparo neuronal (NEMEROFF e OWENS, 2002).



Sabe-se que muitos pacientes depressivos tratados com um (nico tipo de
antidepressivo acabam por ter remisséo total ou parcial dos sintomas, outros ainda
sao intolerantes ao tratamento, o que demonstra a necessidade de identificar novas
classes de antidepressivos (BERTON e NESTLER, 2006; BOGDANOVA et al., 2013;
GIRISH et al., 2012). De acordo com um relatério da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS, 2001), os transtornos de humor sdo a maior causa de anos vividos com
incapacitagdo em todo o mundo, em todas as idades. Cada droga usada para tratar
esse tipo de desordem tem uma taxa de sucesso de 60%. Além disso, a maior parte
das terapias requerem varias semanas de tratamento antes de se observar melhoras
nos sinais e sintomas, e sdo muitos os efeitos colaterais dos antidepressivos. Assim, a
alta prevaléncia da depressédo e o fato de que uma grande proporcao dos individuos
nao responde bem a nenhum antidepressivo ou tratamento vendidos atualmente
também suportam a necessidade de novas terapias para o tratamento da depressdo
(GIRISH et al., 2012; LIU et al., 2012; MACHADO et al., 2008; ZHEN et al., 2012).

Sistemas neuropeptidérgicos representam um importante alvo para o
desenvolvimento de antidepressivos inovadores. Dentre esses sistemas,
nociceptina/orfanina FQ (N/OFQ) e seu receptor (o receptor de peptideo N/OFQ, NOP)
constituem um sistema peptideo-receptor expresso em areas cerebrais envolvidas no
processamento emocional. Além disso, um grande corpo de evidéncias sugere um
papel crucial do sistema N/OFQ na modulacdo de efeitos do estresse em estruturas
limbicas, principalmente o hipocampo e o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA)
(GAVIOLI et al., 2013).

O peptideo N/JOFQ é o ligante endégeno do receptor NOP, e foi isolado do
cérebro de animais pela primeira vez em 1995 (MEUNIER et al., 1995; REINSCHEID
et al., 1995). N/OFQ é estruturalmente relacionado com peptideos opidides, entretanto
nao se liga a receptores opidides classicos, e ligantes opibdides enddégenos nao
possuem afinidade pelo receptor NOP. Em um nivel celular, o receptor NOP é
acoplado a proteina G. Assim, a ativacdo da sinalizagcdo de N/OFQ através do receptor
NOP leva a uma reducdo da formagdo de cAMP, bloqueio de canais de Ca2+, e
estimula a conducdo de K+ para fora da célula. Portanto, a ativacdo dos receptores
NOP evoca efeitos inibitérios causando uma redugdo na liberagdo de
neurotransmissores, e/ou inibicdo do disparo neuronal, dependendo do sitio (pré ou

pés-sinaptico) de expressao do receptor NOP (GAVIOLI et al., 2013).

O receptor NOP é amplamente expresso no sistema nervoso bem como em

orgdos periféricos e no sistema imune. Em relagdo a sua expressao encefélica, é



importante mencionar que o receptor NOP é encontrado no prosencéfalo, incluindo
areas corticais, regides olfativas, tdlamo e uma variedade de estruturas limbicas, tais
como o hipocampo, o septo, a banda diagonal de Broca e o complexo amigdaloide. Ao
longo do tronco cerebral, o receptor NOP também €& expresso em areas tais como a
substancia cinzenta periaqueductal e varios nucleos sensoriais e motores. Além disso,
o receptor NOP é densamente localizado em nlcleos serotoninérgicos,
noradrenérgicos e dopaminérgicos, como o complexo da rafe, o locus coeruleus, o
ndcleo do trato solithrio, a area tegmental ventral e a substancia negra,
respectivamente (MOGIL e PASTERNAK, 2001; MOLLEREAU e MOULEDOUS, 2000;
NEAL et al., 1999).

A ampla distribuicdo de N/OFQ e seu receptor NOP sugere um variado espectro
de acdes biologicas deste sistema peptidérgico. Estudos in vivo demonstraram que o
complexo N/OFQ-NOP modula uma variedade de funcdes biolégicas, tais como
nocicepgao, ingestdo de alimentos, aprendizagem e memoria, atividade locomotora
espontanea, hipotenséo e bradicardia, diurese, alteracdo da motilidade gastrointestinal
e alguns reflexos, como tosse e o reflexo da micgdo (LAMBERT, 2008).

Além dessas ac¢Oes descritas do receptor NOP, alguns grupos de pesquisa vém
intensificando seus estudos a respeito das interessantes descobertas em relacdo a
respostas ao estresse, ansiedade e depresséo (JENCK et al., 1997; GAVIOLI et al.,
2003, 2004; UCHIYAMA et al., 2008; GOELDNER et al., 2010).

A exposicdo continua a eventos estressantes tem um papel crucial no
desenvolvimento de transtornos depressivos. Os mecanismos envolvidos nesta
relacdo, no entanto, ainda sdo pouco conhecidos, mas algumas evidéncias sugerem a
participacdo da formacao hipocampal (GUIMARAES et al., 1993; GRAEFF et al., 1996;
LATHE, 2001; JOCA et al.,, 2003), embora essa estrutura seja mais comumente
relacionado a processos cognitivos, como aprendizado e memoéria (RIEDEL e
MICHEAU, 2001). O hipocampo também parece ter um papel importante na mediacao
dos efeitos terapéuticos dos tratamentos antidepressivos (JOCA et al., 2003). Outros
estudos sugerem que 0 hipocampo dorsal € um sitio de agdo importante onde 0s
antagonistas do receptor NOP induzem efeitos do tipo antidepressivo (GOELDNER et
al., 2010).

A variada série de sintomas que caracterizam a depressdo demonstra a
dificuldade de reproduzir essa desordem em animais. No entanto, varias tentativas
vém sendo realizadas para se estabelecerem modelos animais Uteis para investigar 0s

efeitos antidepressivos de drogas. Entre os testes mais utilizados para rastrear a



atividade de antidepressivos estdo o teste da natacdo forcada (TNF) e o teste de
suspensédo pela cauda (TSC), conhecidos como testes de desespero comportamental
(CRYAN e MOMBEREAU, 2004; MACHADO et al., 2008). Nestes testes, que sao
baseados nas consequéncias comportamentais ao estresse, o roedor é colocado em
uma situagéo estressante e desenvolve movimentos iniciais de tentativa de fuga da
situagdo aversiva, seguido de uma postura de imobilidade, devido & impossibilidade de
escapar ao evento estressante. Assim, o efeito das drogas do tipo antidepressivo é
mensurado nesses ensaios como uma redugdo no tempo de imobilidade (MACHADO
et al., 2008).

Um avanco no teste da natacéo forcada foi proposto por Detke e colaboradores
(1995) através do modelo de Natacdo Forcada Modificado (NFM). Nesse teste é
possivel verificar se drogas que diminuem o tempo de imobilidade possuem uma
atividade noradrenérgica, dopaminérgica ou serotoninérgica. O teste baseia-se em
colocar o animal num cilindro com agua, do qual ndo se consegue fugir. Inicialmente, o
animal apresenta movimentos para tentar escapar do cilindro, como por exemplo:
escalar e nadar de um lado para o outro, mas, apés certo tempo, o animal desenvolve
uma postura imével. As drogas noradrenérgicas e dopaminérgicas diminuem o tempo
de imobilidade, aumentando o comportamento de escalada, enquanto as drogas
serotoninérgicas diminuem a imobilidade, aumentando o comportamento de natagcao
(DETKE et al., 1995; CRYAN et al., 2002; CONSONI et al., 2006; CODAGNONE et al.,
2007).

Evidéncias da participacdo do sistema N/OFQ-NOP na modulacdo de
comportamentos relacionados a transtornos de humor vem de estudos realizados com
roedores submetidos a testes de “desespero comportamental’. Redrobe e
colaboradores (2002) verificaram, em um estudo pioneiro, que dois antagonistas do
receptor NOP, o peptideo [Nphel] N/JOFQ(1-13) NH2 e o néo-peptideo J-113397,
reduziram o tempo de imobilidade de camundongos submetidos ao teste de natacao
forcada. Posteriormente, esses achados foram confirmados e estendidos com a
utilizacdo do UFP-101, um antagonista sintético do receptor NOP, que demonstrou
produzir efeitos do tipo antidepressivo tanto em ratos como em camundongos e em
diferentes ensaios comportamentais (teste do nado forcado e testes da suspensao
pela cauda) (GAVIOLI et al., 2003, 2004).

Em relacdo aos mecanismos de agdo que geram os efeitos do tipo
antidepressivo dos antagonistas de NOP, sdo poucos os trabalhos na literatura.

Alguns autores tém descrito que os efeitos do tipo antidepressivo provém da



participacdo monoaminérgica induzida pelo sistema N/OFQ-NOP. Vérios estudos
descreveram a participacdo do sistema N/OFQ-NOP na liberacdo de
neurotransmissores. Utilizando preparacbes com sinaptossomas ou slices, foi
demonstrado que a N/OFQ inibe a liberacdo de noradrenalina e serotonina e, por outro
lado, esse efeito inibitério da N/OFQ foi completamente revertido pelos antagonistas
NOP (UFP-101 e J-113397) (MARTI et al., 2003; MELA et al. 2004). Em adicéo,
estudos eletrofisiologicos demonstraram que a N/OFQ provoca marcantes efeitos
inibitérios na excitabilidade neuronal (ativacdo da condutancia de K+ e inibicdo de
canais de Ca2+) em uma grande variedade de preparacbes do sistema nervoso
central (HEINRICHER et al., 2003; MORAN et al., 2000).

Investigagbes preliminares j& demonstraram a acdo antidepressiva do
antagonista do receptor NOP, BAN ORL 24 (BAN), mas ndo evidenciaram seus
mecanismos de acao. Evidéncias recentes sugerem a participacdo da 5-HT nos efeitos
antidepressivos induzidos por antagonistas NOP. Foi visto que o pré-tratamento com
p-Clorofenilalanina (pCPA), inibidor da sintese de 5-HT, impediu os efeitos do tipo
antidepressivos do antagonista UFP-101 no teste de nado forcado (GAVIOLI et al.,

2004). Entretanto, ainda nao foi possivel chegar a conclusfes definitivas.

Para investigar o possivel envolvimento do sistema catecolaminérgico no efeito
tipo antidepressivo de BAN ORL 24, a-metil-p-tirosina, um inibidor seletivo da enzima
tirosina hidroxilase, foi usado. Essa é a enzima mais importante na limitacdo da
sintese de noradrenalina e dopamina (KASTER et al, 2007; MACHADO et al., 2008;
WIDERLOV e LEWANDER, 1978). A a-metil-p-tirosina reduz os niveis de dopamina e
noradrenalina (57% e 53%, respectivamente) em camundongos, sem afetar os niveis
de serotonina (MAYORGA et al., 2001). Em um estudo passado do grupo do Professor
Dr. Roberto Andreatini, o pré-tratamento com a-metil-p-tirosina (nas doses de 100 e
250 mg/kg) foi capaz de prevenir o efeito tipo antidepressivo da lamotrigina, uma droga
anticonvulsivante mas que também é efetiva no tratamento de transtornos de humor,
no teste de nado forcado (KASTER et al.,, 2007). Em outro estudo, essa enzima
também reverteu o efeito do tipo antidepressivo da rutina, um flavonoide isolado do
extrato etandlico da planta Schinus molle, na dose de 100 mg/kg, i.p. (MACHADO,
2008).

Os antagonistas do receptor NOP podem, de maneira semelhante aos dos
antidepressivos classicos, atingirem o0 mesmo objetivo, ou seja, 0 aumento das
concentracdes sinapticas corticais de monoaminas, mas atuando em diferentes niveis

e com diferentes mecanismos primarios. Assim, o presente estudo apresenta novas



evidéncias em relacdo aos mecanismos de acdo do antagonista de receptores NOP,
BAN ORL 24, através da verificacdo da participacdo do sistema catecolaminérgico nos
efeitos do tipo antidepressivo de BAN.



2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivo verificar a participacdo do sistema
catecolaminérgico nos mecanismos de acao dos efeitos do tipo antidepressivo de um
antagonista de receptores NOP (BAN ORL 24).

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Verificar o efeito antidepressivo do BAN ORL 24 administrado perifericamente
no teste de suspensao pela cauda.

e Verificar a participacdo do sistema catecolaminérgico, sobre as respostas do
tipo antidepressiva do BAN, utilizando-se o AMPT.

e Verificar a participagdo do hipocampo dorsal nos efeitos do tipo antidepressivo
do BAN ORL 24 no teste da Natacdo Forcada Modificado.

e \Verificar a participagdo do sistema catecolaminérgico nas respostas do tipo
antidepressivas do BAN ORL 24, microinjetado no hipocampo dorsal (HIPd), no
teste da Natacdo Forcada Modificado.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos albinos (Rattus norvegicus, Rodentia, Muridae), da
linhagem Wistar, pesando entre 260-290g, e camundongos (Mus musculus), da
linhagem Swiss (pensando entre 25-35g). Esses animais ficaram em caixas de
polipropileno e acondicionados sob ciclo claro/escuro de 12/12h (luzes ligadas as 7h),

e com temperatura entre 21-23°C, sendo-lhes permitido livre acesso a comida e agua.

3.2. DROGAS

Nos ratos Wistar foi microinjetada no hipocampo dorsal (HIPd) a seguinte droga:
BAN ORL 24 (1, 10 e 100 nmol/0,2ul) e salina (0,9%) 10min antes do teste; e foi
injetada intraperitonialmente a droga a-metil-p-tirosina (100 e 200mg/kg), 4h antes do
teste. Nos camundongos Swiss foram injetadas intraperitonialmente as drogas: a-
metil-p-tirosina (200 mg/kg), 4h antes do teste; BAN ORL 24 (5 mg/kg), venlafaxina
(8mg/kg), e salina (0,9%), todas 30min antes do teste. As dosagens foram baseadas

em estudos anteriores.

3.3. CIRURGIA

Os animais foram anestesiados com cetamina na dose de 20mg/kg (Ketamina®)
e xilasina na dose de 16mg/kg (Dopaser®) e levados a um aparelho estereotaxico
(David Kopf, EUA), onde suas cabecas foram fixadas pelo rochedo temporal e
incisivos superiores. Canulas-guia, confeccionadas a partir de agulhas de injecéo
hipodérmica (didmetro externo = 0,6mm; diametro interno = 0,4mm), foram
implantadas e dirigidas ao hipocampo dorsal (AP= -4,0mm, ML= +2,8mm, e DV= -
2,1mm), tomando-se o bregma como ponto de referéncia para as coordenadas, sendo
que as canulas-guia permaneceram 2mm acima do sitio de microinjecao.

Coordenadas estipuladas de acordo com o atlas de Paxinos e Watson (2005).

3.4. TESTE DE NATACAO FORCADA MODIFICADO (NFM)

Os ratos machos Wistar foram colocados em cilindro de PVC (21x 46cm)
preenchido de agua (22-25°C) a uma profundidade de 30cm. Os ratos foram
colocados no cilindro para uma sessao de teste durante 15 minutos. Apos 24 horas da
primeira exposicdo, os animais (pré-tratados com as drogas citadas acima) foram
novamente colocados no tanque com agua por 5 minutos e tiveram seus
comportamentos monitorados por uma camera localizada em cima do cilindro. Os

comportamentos predominantes (escalada, natacdo ou imobilidade) do animal foram



verificados durante os 5 minutos de teste (DETKE et al.,1995; CRYAN et al.,2002;
CONSONI et al.,2006; CODAGNONE et al., 2007).

O comportamento de escalada consiste em movimentos verticais, com 0s quais
o animal tenta, com as patas dianteiras fora da agua, escalar as paredes do cilindro. O
comportamento de natacdo € definido como movimentos horizontais, quando entdo o
animal realiza movimentos circulares e cruzamentos de um quadrante para o outro. A
imobilidade € verificada quando ndo existe nenhum movimento adicional além

daqueles necessarios para manter a cabeca do animal fora da 4gua.

3.5. TESTE DE SUSPENSAO PELA CAUDA (TSC)

O teste de suspensdo pela cauda foi conduzido conforme previamente descrito
por Steru e colaboradores (1985). No teste, os camundongos foram fixados pela cauda
com uma fita adesiva (em uma posicdo constante a 3/4 da distancia da base da
cauda) e suspensos em uma barra horizontal a 30cm do piso da caixa de observacao.
Os animais receberam as injecdes intraperitoneais 30 minutos antes do teste (BAN,
salina e venlafaxina) e quando houve administragdo do AMPT, essa foi administrada
4h antes do teste. As observacdes foram conduzidas por um periodo de 6 minutos e
registrados por uma camera, para posterior analise. Os camundongos demonstraram
varias tentativas de escape alternadas com periodos de imobilidade passiva, sendo
gue o tempo total de imobilidade durante os 6 minutos do teste foram registrados.

3.6. ANALISE ESTATISTICA

Os dados estdo apresentados como média + EPM. Os dados de tempo de
imobilidade e de escalada foram analisados pelo teste ANOVA de uma via. No caso de
significancia nos testes ANOVA, foi realizado o teste post-hoc de Tukey. O nivel de

significancia considerado foi de 5%.



4. RESULTADOS

4.1 PARTICIPACAO CATECOLAMINERGICA NO EFEITO DO TIPO
ANTIDEPRESSIVO DO BAN ORL 24 INJETADOS PERIFERICAMENTE NO TSC

Pode ser observado na figura 1 o tempo de imobilidade dos camundongos
tratados intraperitonealmente com salina, BAN (5mg/kg), AMPT (200mg/kg),
venlafaxina (8mg/kg), BAN + AMPT, ou venlafaxina + AMPT. O teste ANOVA de uma
via mostrou diferenca significativa entre os grupos [F(5,37)= 12,0, p<0,001]. Os
camundongos que receberam BAN i.p (B5), e venlafaxina (V8), um antidepressivo
inibidor dos transportadores de serotonina e noradrenalina, reduziram de maneira
significativa a resposta de imobilidade em relagcdo aos que receberam salina (Sal),
p<0,01 e p<0,001 respectivamente. O tratamento conjunto de BAN + AMPT200 e
venlafaxina + AMPT200 reverteu esse efeito anti-imobilidade das duas drogas

significativamente, p<0,001 para ambas associagdes.

Imobilidade
180~ i

Figura 1. Efeitos da coadministracdo de a-metil-p-tirosina (AMPT200, 200mg/kg) e
BAN ORL 24 (B5, 5 mg/kg), ou venlafaxina (V8, 8mg/kg), i.p., ho Teste de Suspensao
pela Cauda. Os valores acima representam a média +EPM dos parametros registrados
(n = 7/grupo). **p<0,01; e **p<0,001 em relacdo ao grupo Salina; ###, p<0,001 em
relagéo aos grupos B5 ou V8, respectivamente. Segundo ANOVA de uma via seguida

pelo teste post hoc de Tukey.



4.2 EFEITOS DA ADMINISTRACAO DE BAN ORL 24 NO TESTE DA NATACAO
FORCADA MODIFICADO

A figura 2 apresenta o tempo de imobilidade, laténcia para a primeira resposta
de imobilidade, tempo de natacdo e de escalada, no teste do NFM, de ratos tratados
por via intra-HIPd com BAN ou salina e animais naive. E possivel observar nos quatro
parametros registrados, que 0s animais naive (que ndo passaram pela cirurgia
estereotaxica) ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo aos animais
operados que receberam salina por via intra-hipocampal. Com relacdo aos
tratamentos com o0 antagonista de receptores NOP, foi observado uma reducéo
significativa, em relagéo ao grupo salina, no tempo de imobilidade (fig. 1a) dos animais
tratados [F(4,44)= 12,77, p<0,001 para as doses de 1 e 10nmol/0,2ul e p<0,01 para a
dose de 100nmol/0,2ul], aumento significativo da laténcia (fig. 1b) para imobilidade
[F(4,44)= 7,14, p<0,01 para a dose de 1 e 10nmol/0,2ul e p<0,05 para a dose de
100nmol/0,2ul] e aumento significativo do tempo de escalada (fig. 1c) para as doses
de 1 e 10nmol/0,2ul [F(4,44)= 4,3, p<0,05]. Com relacdo ao tempo de natacgao (fig. 1d),
o teste ANOVA nao mostrou diferenga entre os grupos [F(4,44)= 1,24].
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Figura 2. Efeitos do BAN ORL 24 (1, 10 e 100 nmol/0,2pl) microinjetado no hipocampo
dorsal nas respostas de imobilidade (a), laténcia para imobilidade (b), escalada (c) e
natacdo (d) no modelo de Natac&do Forcada Modificado. Sal = salina intra-hipocampal,

Naive = ratos ndo submetidos a cirurgia estereotaxica. Os valores acima representam



a média EPM dos parametros registrados (n = 9 a 12/grupo, exceto grupo naive com
n=6). *, p<0,05, **, p<0,01, e *** p<0,001, em relacdo ao grupo salina, segundo a
ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Tukey.

4.3 PARTICIPACAO CATECOLAMINERGICA NO EFEITO DO TIPO
ANTIDEPRESSIVO DO BAN ORL 24 MICROINJETADOS NO HIPd NO TESTE DO
NFM

A figura 3 mostra os tempos das respostas de imobilidade, escalada e natagéo,
no teste NFM, dos ratos que foram tratados i.p. com AMPT ou salina, e intra- HIPd
com BAN ou salina. O teste ANOVA de uma via mostrou diferenga significativa entre
os grupos [F(5,36)= 15,76, p<0,001] na resposta de imobilidade, onde foi observado
gue o0s animais que receberam microinjecbes de BAN apresentaram reducgdo
significativa em relagdo ao grupo salina (p<0,001). Os ratos tratados previamente com
AMPT 100 e 200mg/Kkg i.p, bloquearam a reducéo da imobilidade do tratamento intra-
HIPd com BAN de maneira significativa, p<0,05 e p<0,001, respectivamente. Com
relac@o a resposta de escalada foi observado que o teste ANOVA mostrou diferenca
significativa entre os grupos [F(5,36)= 7,67, p<0,001], os animais que receberam
salina i.p e BAN intra-HIPd aumentaram significativamente essa resposta quando
comparados ao seu grupo controle (Sal + Sal) (p<0,01). Enquanto que os animais pré-
tratados i.p com AMPT 200mg/kg e posteriormente com BAN intra-HIPd apresentaram
blogueio estatisticamente significativo do aumento da escalada induzida pelo BAN
(p<0,01). Finalmente, com relacdo a resposta de natacdo [F(5,36)= 3,97, p<0,01] o
teste de post hoc ndo mostrou diferenca entre os tratamentos e seus respectivos

grupos controles.



a) Imobilidade

2501 -
it

N

o

o
1

Tempo (s)
= =
o 8 8 3
4.‘/20 |-|>(-
2 H
%

x 7K T o P
S SIS R %
&K &S ®
@ 2 & LV
S
® 9
b Escalada c Natacao
2_00_ Sk )40 ¢
1T T
3 75 301
g K
g 50 # 820
: g
2 i ﬁ 10 ﬁ
0 N 0= N
> N
3 G G N > KN xo_,’b x@’b x@’z" J D D
SN X ¥ ¥ o N X ¥ X
2 Q x x x > Q Q x x x
N4 <V ) N v
$ $ R & & o o o
N & K S 2 NG N
W N @2 <

Figura 3. Efeitos da coadministragdo de BAN ORL 24 (10 nmol/0,2ul), microinjetado
intra-HIPd, e a-metil-p-tirosina (100 e 200mg/kg), i.p., nas respostas de imobilidade (a),
escalada (b) e natacdo (c) no modelo de Natacdo For¢cada Modificado. Os valores
acima representam a média +tEPM dos parametros registrados (n = 7/grupo). *p<0,05;
e **p<0,01 em relacdo ao grupo Sal + Sal; #p<0,05, ##p<0,01 e ###p<0,001 em
relacdo ao grupo Sal + Ban10. Segundo a ANOVA de uma via seguida pelo teste post
hoc de Tukey.



4.3 SITIOS DAS MICROINJECOES DAS DROGAS

ARi=330mm _ AP:- 3.60mm

Figura 4. Representacdo esquematica em anagramas do Atlas de Paxinos e Watson
(2005) de cortes coronais do cérebro de ratos Wistar, passando pelo hipocampo
dorsal, demonstrando os sitios de microinjecbes das drogas (e). As medidas AP
(antero-posterior) indicam a distancia em mm em relagdo ao bregma. Os pontos
indicados na figura séo menores do que o numero de animais usados devido as varias
sobreposi¢cdes de pontos.



5. DISCUSSAO

No Teste de Suspensdo pela Cauda (TSC), os presentes resultados
demonstraram a acdo do tipo antidepressiva do BAN, administrado
intraperitonealmente, ao evidenciar um efeito anti-imobilidade estatisticamente
significativo nos camundongos tratados. Ainda, foi observado que o AMPT reverteu
significativamente os efeitos do tipo antidepressivos causados nos camundongos pelo
tratamento i.p. com BAN e venlafaxina, o que sugere uma participacdo

catecolaminérgica importante.

A a-metil-p-tirosina (AMPT) é um inibidor seletivo da enzima tirosina hidroxilase,
enzima essa que € de suma importancia na sintese das catecolaminas (KASTER et al,
2007; MACHADO et al., 2008; WIDERLOV e LEWANDER, 1978). A AMPT reduz os
niveis de dopamina e noradrenalina (57% e 53%, respectivamente) em camundongos,
sem afetar os niveis de serotonina (MAYORGA et al., 2001). Miller et al. (1996a,b)
examinaram a capacidade da AMPT, através da rapida deplecéo de catecolaminas, de
causar a reincidéncia da depressdo em pacientes deprimidos ja tratados com um
inibidor da recaptacdo de noradrenalina. Observou-se que a AMPT tem pouco efeito
no humor de individuos normais, mas quando dada a pacientes depressivos em

remisséo, produz um retorno dos sintomas da depressdo (MACHADO et al., 2008).

A venlafaxina foi utilizada como controle positivo para a AMPT, por se tratar de
uma droga antidepressiva que possui mecanismo de ag¢do que envolve a inibicdo da
recaptacédo de serotonina e noradrenalina, ao inibir os transportadores de ambos os
neurotransmissores (BERROCOSO et al, 2009; YILMAZ et al, 2011).

Em estudos preliminares de nosso laboratério foi administrado agonista de
receptores NOP, SCH 221510 (SCH), juntamente com o BAN, na tentativa de bloquear
a acao antidepressiva do antagonista. Os resultados mostraram que o SCH, quando
coadministrado com BAN, reverteu os efeitos antidepressivos do ultimo, o que indica
uma agao direta de BAN sobre os receptores NOP, corroborando estudos anteriores
gque demonstraram a acdo do tipo antidepressiva de drogas antagonistas de
receptores NOP (GAVIOLI et al. 2003, GAVIOLI e CALO, 2006).

Sabendo-se do efeito do tipo antidepressivo do antagonista de receptores NOP
guando administrado i.p. e do papel do hipocampo na patologia e nos tratamentos da
depressdo (GUIMARAES et al., 1993; GRAEFF et al., 1996; LATHE, 2001; JOCA et

al., 2003), realizou-se, no presente estudo, o teste do nado forcado modificado (NFM)



em ratos com o0 objetivo de verificar se os receptores NOP presentes no hipocampo

dorsal estariam envolvidos com o efeito tipo antidepressivo do BAN.

Com relacdo ao teste do NFM, os animais que receberam a implantacdo de
canulas guias intra-hipocampais, e tratados com salina, hdo apresentaram alteracfes
significativas das respostas comportamentais registradas (imobilidade, natacdo e
escalada), quando comparada ao grupo naive, indicando que o procedimento cirdrgico

estereotaxico ndo afetou as respostas mensuradas.

O NFM fornece a possibilidade de se delinear os possiveis mecanismos de acdo
de drogas antidepressivas ao analisarem-se 0s comportamentos de escalada e
natacdo dos animais. Varios estudos mostraram que 0s antidepressivos que possuem
atividade serotoninérgica diminuem a imobilidade e aumentam o comportamento de
natacdo (DETKE et. al., 1995; LUCKI, 1997), enquanto que o aumento do tempo de
escalada é relacionado ao aumento da atividade das catecolaminas (PAGE et al.,
1999; CRYAN et. al., 2002).

Os ratos que receberam microinjegdes intra-hipocampais de BAN apresentaram
um menor tempo de imobilidade, no NFM, em relagdo aos controles, nas trés doses
administradas (Figura 2), e também laténcia maior para o primeiro comportamento de
imobilidade (Figura 2b), mostrando que o antagonismo dos receptores NOP no
hipocampo dorsal esta diretamente envolvido com os efeitos antidepressivos do BAN.
Ainda, pode ser observado, que as doses de BAN de 1 e 10 nmol/0,2ul aumentaram
de maneira significativa o tempo de escalada (Figura 2c), e ndo alteraram o tempo de
natacdo, em relacdo ao grupo controle. Essa Ultima observacao sugere a participacao
catecolaminérgica nos efeitos do BAN, de acordo com a diferenca das respostas

comportamentais observadas no teste do NF modificado.

A administracdo intraperitoneal de a-metil-p-tirosina (AMPT) reverteu
significativamente os efeitos anti-imobilidade (tipo antidepressivo) causados pelo BAN
(intrahipocampal) no NFM (Figura 3a), tanto na dose de 100 mg/kg quanto na de 200
mg/kg. Ainda, os ratos que receberam BAN e AMPT200 diminuiram significativamente
o0 comportamento de escalada (Figura 3b) em relacdo aos animais que receberam
BAN e salina, confirmando a evidéncia da participacdo catecolaminérgica na
expressao dessa resposta. Como esperado, a AMPT administrada isoladamente néo
alterou as respostas comportamentais dos animais no teste do NFM, em relagédo ao
grupo controle (salina), evidenciando a auséncia de efeito dessa droga em individuos

fisiologicamente normais.



Em resumo, os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que o
antagonismo sobre os receptores NOP produzem respostas do tipo antidepressiva e
gue o blogueio da sintese de catecolaminas, tanto perifericamente como no
hipocampo dorsal, bloqueou os efeitos do BAN. Assim, parece haver um importante
papel do sistema catecolaminérgico envolvido nos mecanismos de agdo subjacentes
aos efeitos antidepressivos de drogas antagonistas de receptores NOP, no entanto,
futuras investigacbes acerca da participacdo das catecolaminas, e mais

especificamente da noradrenalina, ainda precisam ser realizadas.



6. CONCLUSAO

O presente estudo confirmou os efeitos do tipo antidepressivo do antagonista de
receptores NOP, BAN ORL 24, no Teste do Nado Forgcado Modificado. Os animais
tratados intra-HIPd com BAN mostraram uma diminuicdo significativa no tempo de
imobilidade no NFM. Também se demonstrou que o sistema catecolaminérgico
participa dos mecanismos de acdo de BAN no Sistema Nervoso Central, mais
especificamente no Hipocampo Dorsal. O tratamento com a-metil-p-tirosina
administrada conjuntamente com BAN reverteu os efeitos do tipo antidepressivo do
antagonista NOP significativamente, e diminuiu, também significativamente, o tempo
de escalada dos animais submetidos ao NFM que receberam a maior dose de AMPT
(200 mg/kg).
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