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RESUMO

Ofuchi AS. Administracdo prolongada do acido 13-cis-retindico (isotretinoina) em
camundongos machos adolescentes: comportamentos emocionais e quantificacéo
de transcritos de componentes do sistema serotoninérgico central [dissertacdo
(Mestrado em Farmacologia)]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo; 2010.

O é&cido 13-cis-retindico (13-cis-RA, isotretinoina) € um retindide sintético de uso oral
prolongado, prescrito em altas doses, para o tratamento da acne. Age primariamente
diminuindo a atividade da glandula sebacea e reduzindo a inflamacdo. Desde a
aprovacdo do uso do 13-cis-RA, tem-se relatos na literatura de sintomas
psiquiatricos incluindo depressédo, idealizacdo de suicidio e psicoses. Estudos
comportamentais utilizando modelos animais indicam possivel associacdo com
distarbios cognitivos e depressdo, entretanto as investigacdes tanto em humanos,
como em animais ainda sdo controversas. Como os componentes da via do acido
retindico possuem uma ampla distribuicio no SNC e a participacdo do sistema
serotoninérgico na modulacdo de comportamentos emocionais ja € bem
estabelecida, investigamos uma possivel relacdo entre estes sistemas.
Camundongos machos adolescentes da linhagem C57BL/6 receberam injecbes
intraperitoneais diarias, de 1mg/kg do 13-cis-RA ou veiculo, durante 42 dias.
Diferentes grupos foram utilizados para a analise comportamental e para
guantificacdo de genes relacionados a via serotoninérgica, utilizando a metodologia
de transcri¢cdo reversa do RNAm, associada a técnica de PCR em tempo real. Os
camundongos tratados com 13-cis-RA apresentaram uma reducdo na atividade
locomotora nos quadrantes periféricos, mas ndo centrais do campo-aberto (CA).
Esta reducdo na atividade locomotora ndo foi observada no labirinto em cruz
elevado (LCE), no qual os animais movimentaram-se de forma semelhante. O
comportamento relacionado a ansiedade verificada através da locomogéao central no
CA e exploracdo dos bragos abertos no LCE, ndo diferiu entre os grupos. Ja o
aparecimento de um comportamento relacionado a depresséo foi evidenciado no
nado-forcado (NF), através do aumento no tempo de imobilidade. De forma
concordante, outro parametro da depresséo, a anedonia (independente da atividade
motora), foi avaliada no teste de preferéncia por sacarose (PPS), no qual
observamos uma reducdo. Assim, a reducéo da atividade locomotora evidenciada no

CA, juntamente com o aumento da imobilidade no NF e o aparecimento de um



comportamento relacionado a anedonia no PPS, sugerem a existéncia de um efeito
pro-depressivo do farmaco. Adicionalmente, a andlise do comportamento pro-
depressivo no NF, 20 dias apoés interrupcdo do tratamento com 13-cis-RA, sugeriu
reversao deste quadro. O mesencéfalo € uma area importante na modulacdo do
sistema serotoninérgico devido a presenca da maquinaria responsavel pela sua
retroalimentagéo. Nesta regido verificamos uma redugdo na quantidade de
transcritos para a proteina transportadora de 5-HT (5-HTT), bem como para a
enzima de sintese de 5-HT (Tph2). O coértex pré-frontal demonstrou ser a regiao
mais vulneravel ao tratamento com 13-cis-RA, no qual observamos uma reducéo
nos transcritos para os receptores 5-HT1a, 5-HT1g, 5-HT2a, 5-HT4, 5-HTsa, 5-HTs € 5-
HT7;. No hipocampo e hipotdlamo as alteragcbes foram mais sutis, havendo
respectivamente uma redugdo nos transcritos para o receptor 5-HT; e um aumento
nos transcritos para o receptor 5-HT,a. Assim, demonstramos em animais de que o
13-cis-RA prescrito em humanos para o tratamento da acne pode levar a mudancas
comportamentais e interferéncia na transcricdo génica de componentes do sistema

serotoninérgico central.

Palavras-chave: Acido 13-cis-retindico. Isotretinoina. Depressdo. Sistema

serotoninérgico. Expressao génica



ABSTRACT

Ofuchi AS. Chronic administration of 13-cis-retinoic acid (isotretinoin) in young male
mice: emotion-related behaviors and quantification of central serotonergic system
transcripts [Master thesis (Pharmacology)]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S&o Paulo; 2010.

13-cis-retinoic acid (13-cis-RA, isotretinoin) is a synthetic retinoid used for prolonged
period at high oral doses for acne treatment. 13-cis-RA reduces the sebaceous gland
activity and related inflammatory processes. Since the beginning of 13-cis-RA use,
there are reports in the literature about psychiatric symptoms as depression, suicide
idealization and psychosis in some individuals. Behavioral studies in animals have
detected possible association with depression and cognitive disturbances. However,
human and animal investigations results are still controversial. Since the retinoic acid
components are widespread distributed in the CNS and serotoninergic system is a
well known modulator of emotion behaviors, we investigated a possible relation
between these systems. Male adolescent C57BL/6 mice received 13-cis-RA (1mg/kg
ip) or vehicle once daily for 42 days. Different sets of animals were used to
investigate emotion-related behaviors or 5-HT system-related mRNA levels by gRT-
PCR. 13-cis-RA injected mice exhibited reduced peripheric locomotor activity in the
open field (OF), without difference in central locomotor activity. In the elevated plus
maze (EPM), no difference was observed in locomotor activity. Anxiety-related
behaviors were not observed in both the OF or the EPM tests. A depressive-like
behavior was exhibited in the forced swim test (FST) with increased immobility time.
In agreement with depressive fenotype, anhedonia was measured in sucrose
preference test (SPT) and we found a reduction in this parameter. Taken together,
this behavioral results in the OF, FST and SPT reflect a depression-related behavior
in mice treated with the drug. In addition, depression-related behavior was analysed
after 20 days without the 13-cis-RA prolonged treatment and the increased immobility
in the FST has not verified, suggesting reversion of the phenomenon. The midbrain is
an important area in serotonergic modulation due to presence of feedback
machinery. 13-cis-RA injected mice showed reduced levels of 5-HTT mRNA and
Tph2 mRNA in this area. In the prefrontal cortex, a vulnerable area to 13-cis-RA,
reduction was observed for 5-HT1a, 5-HT1g, 5-HT2a, 5-HT4, 5-HTsa, 5-HTs and 5-HT,

receptor transcripts. In the hippocampus and hypothalamus, changes were discrete,



there were reduction in 5-HT7 receptor mMRNA and increase in 5-HT,a receptor mRNA
respectively. Our combined findings suggest that 13-cis-RA prescribed in humans for
acne treatment can induce behavioral changes and interference in gene expression

of serotonergic system components in mice.

Keywords: 13-cis-retinoic acid. Isotretinoin. Depression. Serotonergic system. Gene

expression.
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1 INTRODUCAO

1.1 Retindides

7z

A classe dos retindides € composta por moléculas com estrutura quimica
semelhante a vitamina A (retinol). Estes compostos podem ser naturalmente
encontrados no organismo apds metabolizacdo do retinol, sendo estes o
retinaldeido, o acido all-trans-retindico (ATRA) e o &cido 13-cis-retindico (13-cis-RA),
ou ter origem sintética representada por analogos modificados do retinol, como o
etretinato e a acitretina (Allen e Bloxham, 1989). O retinol ndo pode ser produzido
pelo organismo, sendo adquirido através da dieta animal na forma de retinil éster,
bem como da dieta vegetal na forma de pro-vitamina A carotendides, sendo sua
necessidade diaria inferior a 1 mg. A caréncia de vitamina A acarreta principalmente
0 aparecimento de sintomas como xeroftalmia e cegueira, tratando-se de uma
deficiéncia nutricional grave encontrada principalmente em populacdes de paises em
desenvolvimento, como o Brasil (Ramalho et al., 2002). Por outro lado, a
hipervitaminose A é menos frequente e € acompanhada de sintomas como aumento
da presséo intracraniana, disfuncdo hepatica, ressecamento de pele e mucosas,
entre outros (Patel et al., 1988).

Os retindides estdo envolvidos na manutencdo de diferentes processos
fisiolégicos no organismo. Estudos evidenciaram que tanto a caréncia quanto o
excesso de suprimento de retindides sdo prejudiciais na fase embriogénica e adulta,
demonstrando a importancia de se ter um suprimento adequado de retinol (Bonnet et
al., 2008; Crandall et al., 2004; Lammer et al., 1985; Maden et al.,, 1996). No
embrido, o 4cido retindico (RA) é imprescindivel na morfogénese, atuando no padrao
de desenvolvimento anteroposterior, dorsoventral e na formagéo do tubo neural
(Maden et al.,, 1996). No adulto, o RA mantem ainda a capacidade de modular
processos de neuroplasticidade no SNC e h& evidéncias de que promova a
regeneracao axonal no sistema nervoso periférico (Misner et al., 2001; Bonnet et al.,
2008; Yip et al., 2006).

Os retindides sao capazes de acentuar o processo de diferenciagdo neuronal
e reduzir a proliferacdo celular, promovendo a formacao de neurénios e células da
glia a partir de células embrionarias indiferenciadas (Bain et al., 1996; Fraichard et

al., 1995; Kim et al., 2009). Neste sentido, Bain et al. (1996) demonstraram que a
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administracdo de RA em células embrionarias indiferenciadas aumentava a
expressdo de genes normalmente encontrados em tecidos neurais, enquanto
reduzia aqueles relacionados a tecidos periféricos, tais como o cardiaco. Estes
resultados sugeriram uma possivel acao seletiva do RA na maturacdo de células
neuronais. Estudos conduzidos in vitro utilizando retindides em altas concentracdes
demonstraram aumento no processo de apoptose em células indiferenciadas,
mecanismo que possivelmente contribui para o uso terapéutico dos retindides no
tratamento de diversos tipos de cancer (Horn et al., 1996; Kaba et al., 1996; Motzer
et al., 1995; Stadler et al.,, 1998). Por outro lado, em baixas concentracbes, 0s
retindides parecem ter um efeito celular benéfico demonstrado pelo aumento da
sobrevivéncia de neurdnios (Liu et al., 2008).

A magquinaria da via dos retindides é composta pelo receptor do acido
retindico (RAR), pelo receptor retindide X (RXR) nas isoformas a, B e v, pelas
proteinas transportadoras de retindides e ainda pela enzima de sintese de RA. Estes
componentes encontram-se distribuidos no encéfalo maduro em diversas areas
como: cortex, hipocampo, hipotdlamo, cerebelo, caudado-putamen, nucleo
acumbens, tubérculo olfatério e estriado (Krezel et al., 1999; Zetterstrom et al.,
1999).

A farmacocinética do retinol obtido através da dieta ocorre inicialmente
através da absorcdo da molécula no intestino e posterior modificacdo enzimatica
através do processo de esterificacdo do retinol pela enzima lecitina retinol
aciltransferase (LRAT) (Ruiz et al.,, 1999). A forma esterificada do retinol é
transportada via quilomicrons para o figado ou tecidos alvos (Goodman et al., 1966).
No figado, o retinil éster é estocado e de acordo com a necessidade corp6rea pode
ser processada novamente a retinol através de uma reacéo de hidrdlise. O retinol é
transportado no sangue ligado a um complexo formado pela proteina ligante de
retinol (retinol binding protein, RBP) e pela proteina transtiretina (TTR) (Yamamoto et
al., 1997). Estudos evidenciaram que a RBP liga-se a um receptor de membrana,
possibilitando a liberacdo do retinol para o interior da célula (Shingleton, Skinner e
Ong, 1989; Redondo et al., 2008). O retinol livre, devido ao seu carater lipofilico,
também pode entrar em grande parte das células através de um processo de difuséo
pela membrana celular (Lane e Bailey, 2005). No interior da célula, o retinol
encontra-se ligado a proteina celular ligante de retinol (cellular retinol binding protein,

CRBP) (Li et al., 1991) e pode ser convertido a RA através de dois processos
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oxidativos sequenciais: a) o primeiro € via retinol desidrogenase ou via alcool
desidrogenase, formando o all-trans-retinaldeido (Boerman e Napoli, 1996; Van
Thiel, Gavaler e Lester, 1974); b) o segundo através das enzimas retinaldeido
desidrogenases (RALDHs) formando ATRA (Figura 1) (Lane e Bailey, 2005; Wang,
Penzes e Napoli, 1996).

Retinol

A) Retinol desidrogenase (ROLDH)
ou
Alcool desidrogenase (ADH)

All-trans-retinaldeido

B) Retinaldeido desidrogenase (RALDH)

Acido All-trans-retindico (ATRA)

Figura 1 - Mecanismo de conversdo enzimatica do retinol a ATRA através de processos
oxidativos.

No interior da célula ATRA se liga a proteina celular ligante de RA (cellular
retinoic acid binding protein, CRABP) (Norris et al., 1994) e em seguida é
transportada para o nucleo, onde ATRA se liga ao RAR (Tsukada et al., 2000)
(Figura 2). O RAR existe na forma de um complexo heterodimérico com o RXR. O
RXR é membro da superfamilia de receptores hormonais nucleares e € integrante de
outros receptores nucleares como da vitamina D, receptor do horménio da tiredide e
receptor ativado por proliferador de peroxissomo, entre outros (Leid, Kastner e
Chambon, 1992; Theodosiou, Laudet e Schubert, 2010).

A farmacodindmica dos retindides tem inicio com a ativacdo do complexo
receptor RXR-RAR, denominado como fator de transcricdo, que se encontra ligado
ao elemento responsivo ao RA (retinoic acid response element, RARE) localizado
em regides promotoras do DNA dando inicio a transcricdo génica (Umesono et al.,
1991) (Figura 2). Estudo baseado em técnicas farmacologicas e moleculares
evidenciou que a ativacao do processo de transcricdo é dependente da interacéo de
um agonista ao RAR (“fenébmeno RAR dominante”), assim o RXR teria apenas uma
funcdo acentuadora na presenca do seu ligante (Lane e Bailey, 2005; Minucci et al.,
1997).
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Figura 2 - Mecanismo de acéo do retinol.

Na auséncia do ligante, proteinas co-repressoras permanecem ligadas ao
RAR, prevenindo o processo de transcricdo génica via RARE. Porém, quando ATRA
se liga ao RAR, ocorre uma mudanca conformacional no receptor e 0s co-
repressores sdo liberados e substituidos por proteinas co-ativadoras (Figura 3).
Estes fatores co-regulatérios medeiam seus efeitos principalmente através da
modulacdo do nivel de acetilagdo de residuos de lisina pertencentes as histonas.
Desta forma, co-repressores recrutam o complexo de histonas deacetilases (HDACSs)
removendo grupo acetila de residuos de lisina de histonas, prevenindo assim o
processo de transcricdo génica. Por outro lado, co-ativadores recrutam o complexo
de histonas acetil transferases (HATs), promovendo a acetilacdo de residuos de
lisina e facilitando o processo de transcricdo génica (Bastien e Rochete-Egly, 2004,
Blanco et al., 1998; Lane e Bailey, 2005).
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Figura 3 - Mecanismo de ativa¢do do processo de transcricdo génica.
Fonte: Baseado em Marletaz et al. (2006).

O RARE é composto pela repeticdo de uma sequéncia formada por 6
nucleotideos (A/G)G(G/T)TCA (ou seja, AGGTCA, GGGTCA, AGTTCA, GGTTCA e
suas formas palindrbmicas), ou ainda por uma forma mais ‘“relaxada”
(AIG)G(GIT)(GIT)(GIC)A (ou seja, AGGGGA, AGGGCA, AGGTGA, AGGTCA,
AGTGGA, AGTGCA, AGTTGA, AGTTCA, GGGGGA, GGGGCA, GGGTGA,
GGGTCA, GGTGGA, GGTGCA, GGTTGA, GGTTCA e suas formas palindrdmicas)
(Balmer e Blomhoff, 2005). S&o nestas possiveis combinacdes de nucleotideos que
o complexo receptor formado por RXR-RAR se encontra ligado. A repeticdo da
sequéncia de 6 nucleotideos pode ser encontrada espacada por 5 nucleotideos
quaisquer (forma classica), entretanto pode estar separada também por 1 ou 2
nucleotideos (Bastien e Rochete-Egly, 2004). Curiosamente, a sequéncia que
compde o RARE é muito semelhante a de outros cis-elementos presentes em genes
pertencentes a receptores nucleares, como os receptores do hormdnio da tiredide e
vitamina D3 (Umesono et al.,, 1991). H& evidéncias de que a especificidade da
ligacdo dos diferentes fatores de transcri¢éo (tais como o RA, horménio da tiredide e
vitamina D3) para cada receptor nuclear esteja associada ao numero de nucleotideos
gue separam estas sequéncias (Umesono et al., 1991). Entretanto, estudo recente
demonstrou também a possibilidade da existéncia de outros fatores que contribuem
para a especificidade e estabilidade da ligagéo, tais como: a presenca de proteinas
auxiliares co-ativadoras e a existéncia de pequenas diferencas nas sequéncias de

nucleotideos do elemento de resposta (Phan et al., 2010).
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1.2 Acido 13-cis-retindico

O 13-cis-RA (ou isotretinoina) € o composto ativo do farmaco comercializado
com o nome de Roacutan® (Laboratério Roche, Sdo Paulo, S.P., Brasil) ou
Accutane® nos EUA (Roche Pharmaceuticals, Nutley, N.J., EUA) e trata-se de um
retindide sintético utilizado em altas doses para o tratamento de acnes severas. O
seu uso terapéutico para acnes iniciou-se em 1982 com a aprovacdo deste
tratamento pela agéncia regulamentadora nos EUA. No Brasil, a comercializagao do
13-cis-RA teve inicio em 1993, e a regulamentacdo do produto genérico ocorreu em
2002 (Ministério da Saude, [2010]).

A absor¢cdo do farmaco 13-cis-RA ocorre no intestino, que devido ao seu
carater lipofilico € aumentada com a ingestdo concomitante de alimento. No sangue,
0 13-cis-RA é transportado ligado a proteina albumina e entra na célula por um
processo de difusdo passiva (Tsukada et al., 2002). No interior da célula, o 13-cis-
RA, diferentemente do ATRA, ndo é transportado pela CRABP, devido a sua baixa
afinidade por esta proteina (*Siegenthaler e Saurat, 1989 apud Zoubolis, 2006). O
13-cis-RA pode ativar o processo de transcricdo génica de forma semelhante ao
retinol, através da interacdo com o RAR de duas maneiras (Figura 4): a) ligando-se
diretamente a0 RAR, porém com uma baixa afinidade; b) sofrer isomerizacdo a
ATRA, que € um ligante de alta afinidade (Allenby et al., 1993; O’Reilly et al., 2008;
Tsukada et al., 2000).

'Siegenthaler G, Saurat J-H. Binding of isotretinoin to cellular retinoic acid-binding protein: a
reappraisal. In: Marks R, Plewig G (eds). Acne and Related Disorders. Dunitz: London. 1989;169-77.
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Figura 4 - Mecanismo de acdo do 13-cis-RA.

7

A acne é uma patologia multifatorial que envolve a glandula sebacea. Os
principais fatores que contribuem para o desenvolvimento da acne incluem
estimulacdo da producédo de sebo por androgénios, processo de hiperqueratinizacao
anormal obstruindo a glandula, colonizacdo por bactérias como Propionibacterium
acnes e processo inflamatério (Clarke et al., 2007). De acordo com a gravidade das
lesdes, a acne pode ser dividida em: a) ndo inflamatéria — acne comedogénica (grau
I) ou b) inflamatéria — papulopustulosa (grau Il), nodulocistica (grau IIl), conglobata
(grau IV) (Sinclair e Jordaan, 2005). O tratamento com 13-cis-RA é preconizado
principalmente nos casos de acne inflamatéria grau Il e IV (Brasil, 2001).

Estudos in vitro e em vivo evidenciaram os efeitos terapéuticos do 13-cis-RA
no tratamento da acne, que podem ocorrer de diversas maneiras, tais como: a)
reducdo acentuada do tamanho e da atividade da glandula sebacea, que
demonstrou ser superior a de outros retindides (Hommel et al., 1996; Plewig et al.,
2004); b) reducao do processo de hiperqueratinizacéo e inflamacéao (Plewig et al.,
2004); c) inducdo do processo de apoptose em glandulas sebaceas (Nelson et al.,
2006) e d) inibicAo da sintese de diidrotestosterona (Karlsson et al., 2003).
Entretanto, o exato mecanimo de acao do 13-cis-RA para promover a reducao
duradoura da atividade da glandula sebacea permanece ainda desconhecido.

Estudos adicionais ainda s@o necessarios para elucidar se o 13-cis-RA age por
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interacdo ao RAR e/ou por outros mecanimos independentes da ligacéo ao receptor
na glandula sebacea (Karlsson et al., 2003; Nelson et al., 2006). Uma investigacédo
recente de expressao génica em alta escala, a partir de bidépsia da pele de pacientes
tratados com 13-cis-RA, evidenciou modificagbes em genes relacionados a
metabolizacdo de lipidios e remodelamento da matriz protéica extracelular (Nelson
et al., 2009). Estes resultados sugerem possiveis candidatos moleculares envolvidos
na agéo do 13-cis-RA sobre as glandulas sebaceas.

A posologia do 13-cis-RA para o tratamento acne varia de 0,5-1,0 mg/kg/dia,
por via oral, durante 4 a 6 meses, afim de se obter uma dose acumulada teorica de
120 mg/kg no término do tratamento (Strauss et al., 1984). Seguindo esta posologia,
aproximadamente 40% dos pacientes se tornam livres da acne, outros 40% podem
ter recorréncias que sao facilmente tratadas com medicamentos de uso topico e
para os demais 20% recomenda-se um segundo tratamento com 13-cis-RA (Clarke
et al., 2007). Assim, a possibilidade de cura definitiva da acne € o que atrai um
namero crescente de usuarios, principalmente em adolescentes, onde sua alta
prevaléncia pode interferir na auto-estima.

Considerando a necessidade de adotar mecanismos capazes de permitir o
acesso da populacdo ao tratamento com 13-cis-RA nos casos de aches graves e
refratarias, o SUS (Sistema Unico de Satde) em 2002 comecou a disponibilizacéo
gratuita deste tratamento no Brasil. Isto ocorreu a partir do estabelecimento de um
“Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas” para o tratamento da acne com 13-cis-
RA pelo Ministério da Saude (Brasil, 2001). Estas diretrizes foram atualizadas
recentemente com a criacédo do anexo “Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas —
Acne Grave” (Brasil, 2010).

Os efeitos terapéuticos do 13-cis-RA no tratamento da acne nao sao
desprovidos de efeitos adversos (semelhante ao quadro de hipervitaminose A
descrito anteriormente), que incluem teratogenicidade, disfuncdo hepatica,
hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, ressecamento de pele e mucosas, alopécia,
distarbios visuais, pseudotumor cerebral, artralgia e dores musculares (Ellis e Krach,
2001). Outro efeito adverso importante € a possibilidade do aparecimento de
alteracdes psiquiatricas que tem sido investigada em diferentes estudos clinicos e
pré-clinicos, com o intuito de se encontrar possiveis mecanismos associados.

Desde a aprovagao do uso do 13-cis-RA, a literatura cientifica, através de

relatos de caso e estudos epidemioldgicos, tem reportado sintomas psiquiatricos
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incluindo depressdo, idealizacdo de suicidio, psicoses, agressividade e
impulsividade (Azoulay et al., 2008; Barak et al., 2005; Byrne et al., 1998; Friedman
et al.,, 2006). Entretanto, devido ao aumento de casos de depressao na populacao
em geral por consequéncia da acdo de agentes estressores, bem como
susceptibilidade individual, tais estudos correlacionais ainda sao controversos
(Friedman et al., 2006; Jick, Kremers e Vasilakis-Scaramozza, 2000; Rehn et al.,
2009).

Um estudo clinico verificou o metabolismo cerebral em humanos adultos,
através de tomografia com emissao de pésitrons (PET), antes e ap0s tratamento de
guatro meses com 13-cis-RA ou antibiotico. Os pesquisadores observaram uma
associacdo do 13-cis-RA, mas ndo do antibiético, a reducdo no metabolismo
cerebral do cortex orbitofrontal, sugerindo que o uso de 13-cis-RA possa estar
relacionado com mudancas no metabolismo cerebral. Entretanto, ndo detectaram
alteracdes nos sintomas de depresséo nestes individuos (Bremner et al., 2005).

Como mencionado anteriormente, a alta incidéncia de depressao presente na
populacdo em geral torna dificil distinguir um aumento gerado especificamente por
um fator adicional como a administracdo do 13-cis-RA (Gupta e Gupta, 1998). Além
disso, pacientes que apresentam desfiguracdo devido a acne severa, geralmente
apresentam problemas com auto-estima, depressdo e raiva (Koo, 1995), que
poderiam confundir potenciais sintomas de depressao causados pelo tratamento.
Neste caso, 0 uso de modelos animais se mostra uma importante estratégia para
separar o comportamento depressivo relacionado diretamente com o medicamento,
daquele relacionado com a auto-estima e humor do individuo.

Em camundongos adolescentes, a administracdo prolongada do 13-cis-RA
(Img/kg/i.p, por dia) evidenciou um aumento da imobilidade em testes
comportamentais validados para o estudo da depressao, como o nado-forcado e a
suspensao pela cauda, sugerindo o aparecimento de um comportamento pro-
depressivo decorrente do tratamento (O Reilly et al., 2006).

Em contraste aos estudos conduzidos em camundongos, a administracéo
prolongada do 13-cis-RA (7,5 mg/kg ou 22,5 mg/kg, por dia, através da via oral) em
ratos adultos ndo alterou a imobilidade no nado forcado e nem a ingestdo de
sacarose (teste de anedonia). Neste estudo, somente uma reducdo na atividade
locomotora no campo-aberto foi observada (Ferguson et al., 2005). Recentemente,

outro estudo conduzido em ratos jovens e adultos (13-cis-RA, 1mg/kg, i.p) também
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nao demonstrou alteragbes relacionadas a depressdo em modelos animais
geralmente utilizados no estudo desta patologia, porém verificou uma reducdo da
agressividade que poderia ser correlacionada com um efeito pré-depressivo do 13-
cis-RA (Trent et al., 2009).

Entretanto, a analise destes trabalhos em conjunto deve levar em
consideracao a diversidade de condi¢cbes experimentais utilizadas, como dose do
farmaco, duracdo do tratamento, via de administracdo, idade, linhagem dos animais
e sensibilidade do teste comportamental, como importantes geradores de
variabilidade.

A investigacdo de eventos moleculares cerebrais em decorréncia da
administracdo do 13-cis-RA em roedores tem sido o foco de trabalhos recentes.
Neste sentido, um estudo envolvendo administracdo crénica do 13-cis-RA em
camundongos verificou uma reducdo na taxa de proliferacdo e neurogénese no
hipocampo de camundongos (Crandall et al., 2004). O hipocampo é uma das poucas
areas encefalicas onde ainda ocorre proliferacdo de neurbnios no cérebro maduro
(Eriksson et al.,, 1998). Esta neurogénese hipocampal parece ser passivel de
modulacdo, uma vez que estudos demonstraram um aumento da formacéo de novos
neurdnios ap6s a administragdo de antidepressivos (Malberg et al., 2000).
Considerando ainda a importancia do hipocampo na modulacdo de processos
cognitivos e emocionais, outros pesquisadores estudaram a morfologia de neurdnios
hipocampais de ratos, apds o tratamento in vitro de uma cultura priméria de
hipocampo com diferentes concentracdes de 13-cis-RA. Neste estudo, as mudancas
morfolégicas decorrentes do tratamento com 13-cis-RA demonstraram ser
dependentes da concentracdo e foram evidenciadas por técnicas de imuno-
histoquimica. Desta forma, o retindide em baixa concentracdo demonstrou ter efeitos
benéficos na morfologia dos dendritos, além de aumentar a sobrevivéncia dos
neurbnios, enquanto que a concentracdo elevada do 13-cis-RA causou efeitos
neuronais deletérios (Liu et al., 2008). Adicionalmente, estudo da atividade da
citocromo oxidase, um marcador da atividade metabodlica basal de neurdnios,
verificou um prejuizo na correlagéo da atividade desta enzima entre o nucleo dorsal
da raphé e o hipocampo em camundongos tratados cronicamente com 13-Cis-RA
(Img/kg/i.p), evidenciando uma vulnerabilidade na conexdo neuronal entre regides
encefélicas (O” Reilly et al., 2009).
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A ativacdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) é um achado bioldgico
na depressdo (Dinan, 1994). Recentemente, um estudo demonstrou que a
administrac@o do 13-cis-RA em cultura de células derivadas do hipotalamo acarretou
uma reducdo no numero de células, evidenciando um efeito téxico deste farmaco em
uma area encefélica importante na modulacdo da resposta ao estresse (Griffin et al.,
2010).

Em conjunto, estes dados sugerem distintas alteracbes neuronais, que
parecem ocorrer em areas especificas do cérebro, em decorréncia da administracao
do 13-cis-RA.

O envolvimento da serotonina (5-HT) em transtornos psiquiatricos, ja € bem
estabelecido (Holmes, 2008). Neste sentido, uma possivel interacdo entre o sistema
serotoninérgico e o 13-cis-RA foi investigada em diferentes modelos experimentais.
Inicialmente, estudo in vitro dos possiveis efeitos deletérios do 13-cis-RA foi
conduzido em cultura de células derivadas dos nucleos da raphé de ratos. Estas
células sdo capazes de expressar 0s auto-receptores serotoninérgicos inibitérios do
subtipo 5-HT;a, bem como a proteina transportadora de serotonina (5-HTT). Assim,
um aumento nos auto-receptores 5-HT;5 e na proteina 5-HTT foram observados,
gue teria como consequéncia a reducao de serotonina (5-HT, 5-hidroxitriptamina) na
fenda singptica (O'Reilly et al., 2007). Este resultado evidencia alteracdes
importantes em componentes cruciais na modulagcédo dos niveis de 5-HT no cérebro.
Investigacdo da morfologia de neurdnios serotoninérgica foi realizada em cultura de
cortes histoldgicos derivados do mesencéfalo, que foram tratados com 13-cis-RA. O
ensaio de imuno-histoquimica indicou alteracbes morfolégicas na regido somatica
dos neurdnios em consequéncia do 13-cis-RA (Ishikawa et al.,, 2008).
Recentemente, outro estudo foi conduzido na area dos ndcleos da raphé com o
intuito de verificar se o tratamento com 13-cis-RA poderia reduzir também o niamero
de neurdnios serotoninérgicos. Entretanto, os pesquisadores ndo observaram
nenhuma alteracdo no numero de neurbnios sugerindo que as alteracdes que
ocorrem no sistema serotoninérgico sejam possivelmente em decorréncia de uma
mudanca na atividade desta via (Drew et al., 2010).

Assim, estes dados sugerem evidéncias de uma possivel associagcédo entre a
via serotoninérgica e o0 13-cis-RA. Devido a necessidade de aprofundar os

conhecimentos obtidos até o momento, o presente trabalho se propés a estudar os
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efeitos comportamentais e transcricionais do 13-cis-RA no sistema serotoninérgico

utilizando modelo animal.

1.6 Sistema serotoninérgico e comportamentos emocionais

A neurotransmissao serotoninérgica se origina no mesencéfalo, precisamente
nos nucleos da raphé, regido que apresenta alta densidade de corpos neuronais
serotoninérgicos e projeta aferéncias para outras areas encefélicas. A 5-HT é um
neurotransmissor abundante no SNC e participa no processo de neuroplasticidade
em neurdnios serotoninérgicos, assim como no processo de desenvolvimento e
maturacdo de diversos sistemas neuronais (Mazer et al., 1997; Whitaker-Azmitia e
Azmitia, 1986; Whitaker-Azmitia et al., 1996).

O circuito neuronal corticolimbico pode sofrer modificagbes associadas a
incidéncia de diferentes transtornos psiquiatricos, provavelmente através da
interacdo entre diversos neurotransmissores. A 5-HT tem se destacado entre estes
neurotransmissores por apresentar elevada densidade de receptores e neurénios
neste circuito, sugerindo sua possivel participacdo na manutencao destes fenotipos
(Graeff et al.,, 1996; Holmes, 2008). Além disso, muitos farmacos utilizados no
tratamento de pacientes com transtornos de humor, ansiedade e panico tem como
alvo primario o sistema serotoninérgico, confirmando o envolvimento da 5-HT na
modulacgdo de estados emocionais (Graeff et al., 1996; Nelson e Chiavegatto, 2001).

O sistema serotoninérgico é composto por diferentes tipos de receptores,
enzima de sintese da 5-HT e seu transportador. No cérebro de mamiferos foram
clonados 14 genes codificadores de receptores da 5-HT, divididos em seis classes
de receptores metabotropicos (5-HT,, 5-HT,, 5-HT4, 5-HTs, 5-HTs € 5-HT7) e uma
classe de receptor do tipo canal i6nico (5-HT3) (Hoyer, Hannon e Martin, 2002)
(Tabela 1). Os componentes do sistema serotoninérgico que estao presentes em
neurbnios na area do mesencéfalo encontram-se principalmente em neurdnios
serotoninérgicos, enquanto que 0s receptores serotoninérgicos presentes em outras
areas sao provenientes predominantemente de neurbnios ndo serotoninérgicos e

sao denominados heterorreceptores (Figura 5).
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Figura 5 - Neurotransmissdo serotoninérgica em um desenho esquematico de um corte
sagital do cérebro de camundongo.
Fonte: Ambar e Chiavegatto (2009) com permissao da autora.

Os receptores 5-HT;an localizam-se predominantemente na regido
somatodendritica dos neurdnios, sdo acoplados a proteina G; que apdés ativacao
inibe a adenilil ciclase, reduzindo a formagéo de AMPc, promovendo a abertura dos
canais de potassio (hiperpolarizacéo) e inibindo canais de calcio (Albert et al., 1990).
Pré-sinapticamente, o0s receptores 5-HTia sdo denominados auto-receptores
inibitérios dos neurbnios serotoninérgicos e encontram-se no mesencéfalo, mais
precisamente nos ndcleos dorsal e mediano da raphé, controlando a liberacéo da 5-
HT para a fenda sinaptica (Riad et al., 2000; Sprouse e Aghajanian, 1987). Os
receptores 5-HT;a pOs-sinapticos séo heterorreceptores encontrados mais
densamente em neurbnios das regides corticais, nlcleo septal, hipocampo podendo
modular a liberacdo de outros neurotransmissores (Chalmers e Watson, 1991,
Laporte et al., 1994; Olivier et al., 1999; Pike et al., 1995; Torres-Escalante et al.,
2004). No hipotdlamo, este receptor participa da regulacdo da funcéo
neuroendocrina e da resposta ao estresse associado ao eixo limbico-hipotalamo-
pituitaria-adrenal (Morley-Fletcher et al., 2004; Osei-Owusu et al., 2005).

Alguns farmacos utilizados no tratamento da ansiedade apresentam atividade
agonista do receptor 5-HT1a. Estudos pré-clinicos utilizando animais geneticamente
modificados nos quais 0 gene para este receptor encontrava-se desativado, ou seja,
em animais nocaute para o receptor 5-HTia (knockout, 5-HT;a™) verificaram um
fendtipo ansiogénico e antidepressivo nesses animais, confirmando resultados

obtidos em estudos farmacolégicos (Artigas et al., 1996; Heisler et al., 1998; Parks et
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al., 1998; Picazo, Lépez-Rubalcava e Fernandez-Guasti, 1995). Os receptores 5-
HT14 sdo amplamente estudados devido a sua importante funcéo regulatoria sobre a
neurotransmissado serotoninérgica. O processo de dessensibilizacdo de auto-
receptores 5-HT;a pode ocorrer com o uso crénico de antidepressivos, que
possivelmente contribui para a ocorréncia de processos neuroadaptativos
associados ao efeito terapéutico (Albert e Lemonde, 2004; Banasr et al., 2004). H4
evidéncias de que o0 uso de antagonista para este receptor associado a um farmaco
antidepressivo parece potencializar a resposta terapéutica em humanos deprimidos.
Este efeito parece ser devido ao bloqueio da redugédo da concentracéo de 5-HT que
ocorre no inicio do tratamento com antidepressivos (Blier et al., 1995).

Os receptores do tipo 5-HT3g, de forma semelhante aos receptores 5-HTa,
apresentam acao inibitéria sobre a adenilil ciclase quando ativados, localizando-se
predominantemente na regido pré-terminal dos axénios (Adham et al., 1992; Riad et
al., 2000). Pré-sinapticamente, os auto-receptores 5-HTg localizam-se nos nucleos
da raphé, reduzindo a liberacdo da 5-HT (Davidson e Stamford, 1995). Pos-
sinapticamente, os heterorreceptores 5-HT1g encontram-se amplamente distribuidos
no SNC, localizando-se em maior densidade em areas como nucleo caudado, globo
palido e substancia nigra (Vergé et al., 1986). Ha evidéncias de que a ativacdo pré e
pés-sinapticas dos receptores 5-HTig influenciam de forma direta ou indireta a
liberacdo de outros neurotransmissores, como a dopamina, GABA e acetilcolina em
diferentes regides cerebrais (Cassel et al., 1995; Johnson, Mercuri e North, 1992;
Lyer e Bradberry, 1996).

Estudos pré-clinicos com agonistas 5-HT;s observaram reducdo da
agressividade de maneira seletiva em roedores, sugerindo que este receptor seja
um possivel alvo terapéutico no futuro (Chiavegatto et al., 2001; Miczek et al., 2002;
Miczek et al., 2004; Nelson e Chiavegatto, 2001;). Este papel no comportamento
agressivo foi confirmado em investigacao utilizando camundongos mutantes nulos 5-
HTe", que apresentaram fendtipo agressivo, além de reducdo no comportamento
ansioso quando comparados aos animais wild-types (Zhuang et al., 1999).
Investigacbes utilizando técnicas farmacolégicas e genéticas sugeriram
envolvimento do receptor 5-HTig ha vulnerabilidade ao abuso de drogas, como
ingestdo de etanol e cocaina, provavelmente através de uma acdo indireta no
sistema dopaminérgico (Hoplight, Sandygren e Neumaier, 2006; Pentkowski et al.,

2009). Em humanos, estudo de diferentes variacdes genéticas do receptor 5-HTp
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associou este receptor a um perfil antissocial, acompanhado de predisposi¢cao ao

alcoolismo (Lapplainen et al., 1998).

Tabela 1 - Componentes da via serotoninérgica, localizacdo encefélica e principais
comportamentos relacionados

(continua)
Componentes Mecanismo de Localizagao Principais
do sistema transducao encefélica mais comportamentos
serotoninérgico celular abundante relacionados
5-HT1a Proteina G;, Nucleos da raphé, Ansiedade,
Inibicdo da adenilil  cortex, nacleo depressao e
ciclase, septal e hipocampo resposta ao
| [AMPc] estresse
5-HT1p Proteina G;, Nucleos da raphé, Agressividade,
Inibicdo da adenilil  ndcleo caudado, ansiedade e
ciclase, globo palido e vulnerabilidade ao
[AMPCc] substancia nigra abuso de drogas
5-HT2a Proteina Gg, Cortex, sistema Ansiedade,
estimulacado da olfatdrio, depressao,
fosfolipase C, hipocampo, esquizofrenia e
1[IP3] e [Ca*] nacleos da base, resposta ao
amigdala, estresse
diencéfalo,
cerebelo e tronco
encefalico
5-HTyc Proteina Gg, Coértex, hipocampo, Comportamento
estimulacdo da estriado, alimentar,
fosfolipase C, substancia nigrae ansiedade e
1[IPs] e [Ca®] plexo coroidal resposta ao
estresse
5-HT3 Canal ibnico, Complexo vagal Ansiedade, panico,
influxo de dorsal do tronco depressao, abuso
cations, encefalico, areas de drogas e
processo limbicas e resposta ao
excitatério extrapiramidais estresse
5-HT,4 Proteina G, Ganglio basal, Depresséo e
estimulacdo da hipocampo e cértex comportamento
adenilil alimentar

ciclase,
AMPCc]
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Tabela 1 - Componentes da via serotoninérgica, localizacdo encefdlica e principais
comportamentos relacionados

(conclusao)

Componentes Mecanismo de Localizacao Principais

do sistema transducao encefalica mais comportamentos

serotoninérgico celular abundante relacionados

5-HTsa Proteina G;, Nucleos da raphé,  Possivel participacao
Inibicéo da cortex cerebral, no controle do ritmo
adenilil amigdala, circadiano, humor, e
ciclase, hipotalamo e na patofisiologia da
| [AMPc], nacleo esquizofrenia

supraquiasmatico

5-HTs Proteina G, Estriado, tubérculo  Sono, processos
estimulacado da olfatério, nucleo cognitivos, depresséo
adenilil accumbens e e ansiedade, doenca
ciclase, hipocampo de Alzheimer e
TTAMPCc] depressao bipolar

5-HT; Proteina Gs, Cértex, hipocampo, Controle do ritmo
estimulacado da talamo, hipotalamo circadiano,
adenilil e nucleo termorregulagdo, sono,
ciclase, supraquiasmatico memoria e
T[AMPc] aprendizagem,

ansiedade, depresséao
e esquizofrenia

Tph2 Promove Nucleos da raphé Depressao, suicidio,
hidroxilagdo do ansiedade e autismo
triptofano

5-HTT Transporte de Ampla distribuicdo  Depresséao, ansiedade,

5-HT

cerebral

medo, agressividade,
respota ao estresse e
cognicao

Os receptores 5-HT,a estdo envolvidos predominantemente no processo de

excitacdo neuronal, tratam-se de receptores acoplados a proteina G4, que na
presenca de agonistas, ativam a fosfolipase C, aumentando a concentracao
intracelular de inositol trifosfato e calcio (Pritchett et al.,, 1988). Estes receptores
apresentam ampla distribuicdo no SNC, sendo encontrados em regides como 0
sistema olfatorio, hipocampo, nucleos da base, amigdala, diencéfalo, cerebelo,
tronco encefalico e em maior densidade no cortex cerebral (Cornea-Hébert et al.,

1999). Estudos farmacologicos do receptor 5-HT,a Vverificaram a participacdo deste
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receptor na modulacdo de neurbnios glutamatérgicos e gabaérgicos, contribuindo
para o processo de excitagdo ou inibicdo neuronal (Liu, Jolas e Aghajanian, 2000;
Scruggs et al., 2000). Adicionalmente, investigacfes utilizando agonistas deste
receptor observaram aumento na liberacdo de dopamina e corticosterona (Hemrick-
Luecke e Evans, 2002; Pehek et al., 2006).

Estudo com animais nocaute para o gene deste receptor (5-HT»a™) observou
uma reducdo em comportamentos relacionados a ansiedade, porém sem alteracao
naqueles relacionados a depressdo (Weisstaub et al.,, 2006). Entretanto, uma
investigacdo de variagdo genética do receptor 5-HT,x descrita em humanos com
diagnostico de depressdo foi associada a uma predisposicdo ao comportamento
suicida (Arias et al., 2001). Além disso, os receptores 5-HT,a sédo reconhecidamente
sitios de acdo de alucindbgenos como o acido lisérgico (LSD), e alvo de alguns
antidepressivos e antipsicéticos atipicos (Aghajanian e Marek, 1999).

Os receptores metabotropicos 5-HT,c, apds ativacdo de forma semelhante
aos receptores 5-HT,a, aumentam a atividade da fosfolipase C, elevando a
concentracdo intracelular de calcio (Pritchett et al., 1988). Estes receptores sao
amplamente distribuidos e podem ser encontrados em areas como cortex cerebral,
hipocampo, estriado, substancia nigra e plexo coroidal (Abramowski et al., 1995).
Investigagao utilizando agonista inverso do receptor 5-HT,c observou uma atividade
basal constitutiva significativa deste receptor (De Deurwaerdere et al., 2004). A sua
ativacdo, diferentemente de outros receptores serotoninérgicos, esta relacionada a
inibicdo de neurdnios dopaminérgicos, provavelmente através da ativacdo de
neurdnios gabaérgicos. Este efeito poderia contribuir para o tratamento de
patologias como esquizofrenia, doenca de Parkinson, abuso de drogas, depresséo e
ansiedade (Alex et al., 2005). Com a geracdo dos camundongos nocaute para o
gene 5-HT,c, observou-se aumento na ingestdo alimentar e na excitabilidade
neuronal com predisposicdo a ataques epilépticos nestes animais mutantes, sendo
estes resultados confirmados em estudos farmacoldgicos (Tecott et al., 1995).
Adicionalmente, os animais 5-HT.c’" apresentaram uma reducado do comportamento
ansioso e da ativacéo do eixo HPA (Heisler et al., 2007a, 2007b).

Os receptores 5-HT3, subdivididos em 5-HT3a € 5-HT3g, pertencem a classe
de receptores serotoninérgicos do tipo canal ibnico, diferente das outras classes que
sdo compostos por receptores acoplados a proteina G (Davies et al., 1999; Derkach,

Suprenant e North, 1989). O processo de ativacdo destes receptores envolve o
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influxo de cétions, com consequente surgimento de processo excitatorio (Derkach,
Suprenant e North, 1989). Os receptores 5-HT3 encontram-se distribuidos em maior
densidade em nucleos pertencentes ao complexo vagal dorsal do tronco encefalico,
e em menor densidade em éareas limbicas e extrapiramidais (Parker, Bentley e
Barnes, 1996). A modulacdo alostérica do receptor 5-HT3 por outras substancias,
tais como alcool e anestésicos, pode ocorrer através de ligacdo a um sitio distinto,
de forma semelhante a outros receptores de canais ibnicos (Parker et al., 1996).
Estudos farmacoldgicos evidenciaram a possibilidade deste receptor modular
diretamente, ou indiretamente, a atividade neuronal de outros sistemas, tais como
dopaminérgicos, colinérgicos e gabaérgicos (Diez-Ariza et al., 1998; Porras et al.,
2003).

O antagonista do receptor 5-HT3, ondansetrona, € utilizado nos tratamentos
de nauseas e vOmitos, também o antagonismo deste receptor tem despertado
interesse em investigagBes pré-clinicas e clinicas, em uma possivel eficacia no
tratamento de psicopatologias como ansiedade, panico e depresséao (Freeman et al.,
1997; Nakagawa, Ishima e Takashima, 1998; Schneier et al., 1996). Estudos
comportamentais utilizando camundongos com delecao para o gene da subunidade
3A confirmaram o perfil ansiolitico obtido em estudos farmacoldgicos com
antagonistas do receptor 5-HT3, além de verificarem uma atenuada resposta do eixo
HPA em situacdes estressantes (Bhatnagar et al., 2004; Costall et al., 1993; Kelley,
Bratt e Hodge, 2003). Investigacbes em animais e humanos observaram o
envolvimento do receptor 5-HT3 na liberacdo de dopamina no sistema mesolimbico e
possivelmente uma participacdo na dependéncia induzida por drogas de abuso e
etanol (Campbell e McBride, 1995; Chu et al., 2009; Myrick et al., 2008).

Os receptores metabotropicos 5-HT,4, quando ativados estimulam a adenilil
ciclase, elevando a concentracdo de AMPc intracelular, promovendo a fosforilagéo
de diversas proteinas (Claeysen, Sebben e Journot, 1996). Estes receptores estao
distribuidos em maior densidade na regido dos nucleos da base e hipocampo e em
menor densidade no cortex (Varnds et al., 2003). Estudo recente com animais
5-HT," verificou a existéncia de mudancas adaptativas em neurénios
serotoninérgicos nos nucleos da raphé, associadas a uma reducdo na concentracao
de 5-HT tecidual. Estes resultados sugerem uma possivel participacdo deste
receptor no processo de retroalimentagcdo do sistema serotoninérgico (Conductier et

al., 2006). Adicionalmente, investigacOes farmacoldgicas e moleculares em roedores
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observaram um possivel envolvimento deste receptor nos comportamentos
relacionados a depressédo e regulacdo da ingestdo alimentar (Jean et al., 2007;
Tamburella et al., 2009).

O receptor 5-HTs é subdividido em 5-HTsa € 5-HTsg, porém em humanos o
receptor 5-HTsg demonstrou ndo ser funcional devido a interrupcdo na sintese
protéica por um codon de parada, originando uma proteina ndo funcional (Grailhe,
Grabtree e Hen, 2001). O mecanismo de acado do receptor 5-HTsa ainda ndo é bem
compreendido, porém ha evidéncias de que trata-se de um receptor acoplado a
proteina G; e sua ativagdo tem como consequéncia a inibicdo da atividade da adenilil
ciclase (Grailhe, Grabtree e Hen, 2001; Thomas et al., 2004). O subtipo 5-HTsa
apresenta ampla distribuicdo cerebral e em maior densidade em areas como nucleos
da raphé, cértex cerebral, amigdala, hipotalamo e ndcleo supraquiasmaético (Oliver et
al.,, 2000). Um estudo farmacolégico em cobaia (guinea pig) demonstrou a
possibilidade da participacdo do receptor 5-HTsa N0 processo de retroalimentacao
negativa do sistema serotoninérgico, funcionando provavelmente como auto-
receptor (Thomas et al., 2006). Sao raros os estudos farmacologicos realizados até
0 momento para estes receptores, devido a escassa disponibilidade de ligantes
seletivos. Com a criacéo dos animais 5-HTsa” foi possivel observar uma elevacéo na
atividade locomotora e exploratéria, sem alteragcbes em parametros relacionados a
ansiedade (Grailhe et al., 1999). Este estudo ainda evidenciou a possibilidade de
gue o receptor 5-HTsa seja um sitio de acédo para agentes alucinégenos (Grailhe et
al., 1999). Investigacbes em humanos e animais indicam uma possivel participacao
deste receptor no controle do ritmo circadiano, humor e na patofisiologia da
esquizofrenia (Birkett et al., 2000; Gannon, Peglion e Millan, 2009).

Os receptores 5-HTg, de forma semelhante aos receptores 5-HT,, séo
acoplados a proteina Gs, que estimulam a adenilil ciclase, aumentando a
concentracdo intracelular de AMPc (Ruat et al., 1993a). Os receptores 5-HTg séo
distribuidos em maior densidade em regiées do estriado, tubérculo olfatério, nacleo
accumbens e hipocampo (Ruat et al., 1993a). Estudos farmacologicos em animais
indicam possivel participacdo deste receptor no controle do sono, processos
cognitivos, depressdo e ansiedade (Lieben et al., 2005; Morairty et al., 2008;
Svenningsson et al.,, 2007; Wesolowska, 2008). Investigacdbes em humanos
evidenciaram uma correlacdo do receptor 5-HTs com doenca de Alzheimer e

transtorno bipolar (Lorke et al., 2006; Vogt et al., 2000).
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Os receptores metabotropicos 5-HT7, ap0s ativacdo, aumentam a atividade da
adenilil ciclase com consequente acumulo de AMPc (Ruat et al., 1993b). Estes
receptores podem ser encontrados em maior densidade em areas como cortex,
hipocampo, talamo, hipotalamo e ndcleo supraquiasmatico (Neumaier et al., 2001).
Ha evidéncias de que o receptor 5-HT; esteja envolvido no controle de processos
fisiologicos, tais como ritmo circadiano, termorregulacdo, sono e no processo de
memoria e aprendizagem (Eriksson et al., 2008; Glass et al., 2003; Hedlund et al.,
2004; Thomas et al., 2003). Estudos pré-clinicos utilizando técnicas farmacolégicas
e moleculares indicaram o envolvimento do receptor 5-HT; na modulacdo de
transtornos psiquiatricos como ansiedade, depressao e esquizofrenia (Galici et al.,
2008; Sarkisyan, Roberts e Hedlund, 2010; Wesolowska et al., 2006).

A enzima de biossintese da 5-HT é a triptofano hidroxilase (Tph), que atua
como passo limitante da reagédo, promovendo a hidroxilagdo do triptofano. Esta
enzima apresenta duas isoformas, Tphl e Tph2, codificadas por genes distintos. A
proteinas Tph2 € detectada exclusivamente no cérebro, enquanto que a Tphl é
encontrada no cérebro e também de forma abundante em tecidos periféricos
(Walther e Bader, 2003). Estudos dos transcritos para o gene Tph2 em roedores e
em humanos demonstraram que os RNAmM do gene Tph2 sdo expressos de forma
predominante nos ndcleos da raphé e em maior quantidade do que o gene Tphl
(Patel, Pontrello e Burke, 2004; Zill et al., 2007). Estes resultados foram confirmados
em camundongos Tph2” que apresentaram deplecdo de 5-HT em neurdnios da
raphé, porém sem alteracdes morfolégicas em fibras neuronais serotoninérgicas
(Gutknecht et al., 2008). Adicionalmente, estudo utilizando animais duplo nocaute
Tph1”/Tph2” e animais Tph2”, demonstrou que estes animais s&o viaveis, mesmo
com reducdo acentuada da 5-HT (Savelieva et al.,, 2008). Surpreendentemente,
estes animais apenas apresentaram alteracdes fisioldgicas e comportamentais sutis,
sugerindo que a 5-HT talvez ndo tenha um papel tdo crucial na etapa do
desenvolvimento animal (Savelieva et al., 2008). Entretanto, estes resultados ainda
necessitam de replicagdes independentes e investigacoes adicionais.

A deplecao da 5-HT, através do processo de inibicdo irreversivel da enzima
de sintese Tph2, bloqueia o efeito antidepressivo de inibidores seletivos da
recaptura da 5-HT (ISRS) em roedores, demonstrando sua importante participagao
no mecanismo de acdo desta classe de antidepressivos (Page et al., 1999).

Polimorfismos no gene que expressa Tph2 em roedores foram relacionados a
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reducdo da concentracdo de 5-HT no SNC (Zhang et al., 2004). Investigagbes em
humanos encontraram correlagdes entre variacdes genéticas no gene da Tph2 com
aumento da incidéncia de casos clinicos de depresséo e suicidio (Zill et al., 2004a,
2004b), com o risco de desenvolver quadro de ansiedade/depressdo em mulheres
em periodo peri-parto (Lin et al., 2009), bem como com a ocorréncia de autismo
(Coon et al., 2005).

A proteina transportadora da 5-HT, 5-HTT age como um mecanismo
regulador chave na neurotransmissao serotonérgica, responsavel pela recaptura da
5-HT apéds sua liberacdo na fenda sindptica, controlando assim sua concentracéo
extra-sinaptica. Esta proteina apresenta ampla distribuicdo no SNC, com excec¢éo do
cerebelo, onde é mais escasso (Kish et al., 2005). O tratamento de diversas
psicopatologias tem como alvo primario a 5-HTT, muito embora 0os mecanismos
associados a estes efeitos terapéuticos ainda permanecem obscuros e sob intensa
investigacao.

Animais 5-HTT” demonstraram ser vidveis e sem alteracdes anatomicas
(Bengel et al., 1998), porém apresentaram uma elevacao na concentracdo de 5-HT
extracelular em areas como estriado e coértex frontal (Mathews et al., 2004). Estudos
comportamentais utilizando este modelo animal relataram aumento da ansiedade,
reducdo da depressao e reducdo da agressividade. Entretanto, estas alteracdes
comportamentais parecem ser dependentes das linhagens dos camundongos
utilizados (Holmes et al., 2003; Holmes, Murphy e Crawley, 2002a; Holmes et al.,
2002b). N&o surpreendentemente, os animais 5-HTT” apresentaram refratariedade
ao tratamento com ISRS, mas ndo com farmacos inibidores da recaptura de 5-
HT/NA (Holmes, Murphy e Crawley, 2002a). Polimorfismos encontrados na regido
promotora deste gene em humanos tem sido amplamente estudados e sugerem
uma correlacdo com fenétipos de medo e ansiedade (Hariri et al., 2002), depresséo
(Caspi et al., 2003) e aumento da atividade do eixo HPA acompanhado de déficit
cognitivo em idosos (O’Hara et al., 2007).

Assim, diante das evidéncias relacionando o uso do 13-cis-RA com o
desenvolvimento de disturbios psiquiatricos e dados experimentais e clinicos
controversos, estudos adicionais tornam-se necessarios. Como a 5-HT possui um
papel importante na neuromodulagdo e na regulacdo de varios comportamentos
observados nestes pacientes, nossa hipotese é que exista uma interacdo do 13-cis-

RA sobre o sistema serotoninérgico in vivo.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Verificar em camundongos os efeitos da administracdo prolongada de doses
elevadas do 13-cis-RA sobre os comportamentos emocionais, assim como avaliar 0s
niveis de expressdo dos transcritos de genes relacionados a neurotransmissao

serotoninérgica em diversas areas encefalicas.

2.2 Objetivos especificos

v' Verificar comportamentos emocionais de camundongos tratados
cronicamente com 13-cis-RA ou veiculo, submetidos a diferentes testes
comportamentais como campo-aberto, labirinto em cruz elevado, nado-

forgado e preferéncia por sacarose.

v" Quantificar relativamente os transcritos de genes dos receptores 5-HT1a, 5-
HT1g, 5-HT2a, 5-HToc, 5-HT3a, 5-HT4, 5-HTsa, 5-HTs € 5-HT7 no mesencéfalo,
hipotdlamo, coOrtex pré-frontal e hipocampo através do processo de
transcricdo reversa seguida do gPCR, em camundongos tratados

cronicamente com 13-cis-RA ou veiculo.

v Quantificar relativamente os transcritos de genes do 5-HTT e Tph2 no
mesencéfalo de camundongos tratados cronicamente com 13-cis-RA ou

veiculo, por meio do processo de transcricdo reversa seguida do gPCR.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Casais de camundongos da linhagem C57BL/6, provenientes da colbnia do
Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB) da USP foram mantidos em nosso biotério no
Instituto de Medicina Tropical (IMT) da FMUSP e a partir destes casais obtivemos
uma nova colénia. Camundongos machos adolescentes com 30 dias (desmame no
21° dia) foram selecionados de forma a nao utilizar mais que dois filhotes da mesma
fémea para conduzir os grupos experimentais, evitando um possivel efeito de
ninhada. Os animais foram mantidos em grupos de 3 ou 4 por gaiola de polipropileno
(28x17x12 cm), recebendo agua e comida ad libitum em um ciclo de claro-escuro de
12 horas (claro as 7h) e com temperatura ambiente de 22+2 °C. A manipula¢éo dos
animais foi conduzida de acordo com as normas de “Uso de Animais de Laboratério”
do centro de Bioterismo da FMUSP, e todo esforco foi feito para minimizar o
desconforto dos animais durante o estudo. Este trabalho esta de acordo com o0s
Principios Eticos de Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagédo Animal (COBEA) e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA EM
EXPERIMENTACAO ANIMAL (CEEA) do ICB, com protocolo registrado sob n° 134
na fl. 64 do livro 02.

3.2 Drogas

Utilizou-se o 13-cis-RA que foi obtido da empresa Sigma-Aldrich (CAS 4759-
48-2, Sigma-Aldrich Inc., Saint Louis, M.O., EUA). Preparou-se uma solucéo estoque
de 10mg/mL de 13-cis-RA diluido em dimetilsulfoxido éstéril (DMSO, Sigma-Aldrich),
em ambiente com baixa luminosidade. Devido a fotossensibilidade, esta solugéo foi
acondicionada em multiplos frascos envoltos em papel aluminio e mantidos em
freezer a -80 °C. A solucdo de trabalho foi feita diariamente através da diluicdo
centesimal em solucédo salina estéril a 0,9% (solucdo fisioldgica) e submetida a
homogeneizacdo em vortex. A solucdo para o grupo controle consistiu do veiculo, ou
seja, 1% de DMSO em solucédo fisiologica. O volume de injecdo da solucédo de
trabalho de 13-cis-RA ou do veiculo foi de 10mL/kg e as seringas foram protegidas

com papel aluminio para preservar a estabilidade da droga.
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3.3 Delineamento experimental

Os camundongos que se encontravam agrupados em suas gaiolas foram

divididos em 2 grupos:

1. 13-cis-RA - Injecao intraperitoneal (i.p) diaria de 1mg/kg/dia de 13-cis-RA,
em um tratamento prolongado que variou de 38 a 42 dias conforme a série
experimental em 36 animais.

2. Controle - Injecéo i.p diaria do veiculo (1% DMSO/salina 0,9%) em um
tratamento prolongado que variou de 38 a 42 dias conforme a série
experimental em 36 animais.

As injecdes foram feitas sempre no periodo da manha.

Avaliagdo do comportamento motor e emocional do animal — A bateria de
testes comportamentais foi iniciada no 33° dia de tratamento. Todos os testes foram
conduzidos no periodo da tarde entre 14 e 17 horas. Foram utilizados 12 animais do
grupo com administracdo de 13-cis-RA e 12 animais do grupo controle. Os
experimentos ocorreram na seguinte ordem: campo-aberto (CA), labirinto em cruz
elevado (LCE) e nado-forcado (NF) (Figura 6, série 1). A ordem escolhida para a
bateria de testes pretendeu seguir uma ordem crescente de aversividade (Ambar e
Chiavegatto, 2009). Apenas um teste comportamental foi realizado por dia e um
periodo minimo entre testes de 48 horas e um maximo de 72 horas foi utilizado. Em
cada dia de teste, os experimentos foram feitos intercalando-se os camundongos do
grupo 13-cis-RA e veiculo. Durante todo este periodo, os animais continuaram
recebendo doses diarias de 13-cis-RA ou veiculo, até o 38° dia, sendo que nos dias
em que foram submetidos aos testes comportamentais, as inje¢cdes ocorreram
somente apés o término do experimento, com objetivo de se evitar a influéncia de
qualquer efeito agudo da droga ou da manipulacdo. Com o intuito de melhor
investigar o comportamento relacionado a depressédo, grupos adicionais de animais
foram submetidos ao teste de preferéncia por sacarose (PPS) no 38° dia do
tratamento com 13-cis-RA ou veiculo (Figura 6, série 2). Os animais receberam
injecdes diarias até o 42° dia, quando a administracdo da droga foi descontinuada
por 20 dias e o comportamento relacionado a depresséao foi avaliado através do NF
no 62° dia.
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Expressdo génica: Um dia ap0s a ultima administracdo do 13-cis-RA ou
veiculo, ou seja, no 43° dia, outros 12 animais de cada grupo (animais naive, ou
seja, nao passaram por nenhum procedimento experimental prévio) foram
sacrificados por decapitacdo e imediatamente tiveram o cérebro coletado (Figura 6,
série 3). O procedimento foi realizado entre 14 e 18 horas, e as seguintes areas
cerebrais: cortex pré-frontal, hipocampo, hipotdlamo e mesencéfalo foram
dissecadas de maneira cuidadosa, porém rapida sobre placa de Petri contendo gelo
picado, circundadas por gelo seco, e imediatamente congeladas em nitrogénio
liquido. Os microtubos contendo as amostras cerebrais foram armazenados a
—80 °C até o uso.

Série 1 — Bateria de teste comportamentais

Tratamento com 13-cis-RA (1Tmg/kg/dia)

1 7 14 21 28 35 42
Pesagem Pesagem Pesagem Pesagem Pesagem Pesagem
33 36 38
Atividade Ansiedade Depressao
Locomotora (LCE) (NF)
(CA)

Série 2 - Comportamento relacionado a depressao e anedonia

Tratamento com 13-cis-RA (1mg/kg/dia)
I

_—

1 38 42 62
Anedonia Depressao
(PPS) (NF)

Série 3 — Expressao génica

Tratamento com 13-cis-RA (1mg/kg/dia)
]

43
Decapitacao

Figura 6 - Linha cronoldgica dos procedimentos experimentais.
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3.4 Aspectos fisiolégicos e modelos comportamentais
3.4.1 Medida do peso corpoéreo dos animais ao longo do tratamento

A medida do peso corpéreo dos animais fornece indicios a respeito do quadro
de saude e bem estar do roedor. Além disto, uma mudanca no peso € um achado
biolégico encontrado em algumas patologias em humanos, como € o0 caso da
depressdo. Desta forma, a medida do peso corp6reo dos animais é uma
investigacdo que pode fornecer dados adicionais sobre a acdo de um farmaco como
0 13-cis-RA, que supostamente apresenta efeitos adversos psiquiatricos. Para isto,
os animais foram pesados semanalmente com auxilio de um béquer, que foi

posicionado sobre uma balancga de preciséo.
3.4.2 Atividade motora espontanea no Campo-Aberto

O CA é um aparelho utilizado para a avaliacdo da atividade locomotora
espontanea dos camundongos e consiste em uma arena quadricular de férmica
branca de 60 cm, dividida em 36 quadrantes e com paredes de 30 cm altura (Figura
7). Possui uma abertura superior que permite ao observador uma visao global do
animal. O nivel de luminosidade foi semelhante ao do biotério (aproximadamente 62
lux). O animal foi colocado individualmente no centro da arena, cada sesséo teve 5
minutos de duracéo e foi gravada em videocassete, para verificacdo posterior do
comportamento. O CA foi limpo com uma solucéo de alcool 5% entre cada animal,

para minimizar a influéncia por odores emitidos pelo animal anterior.

Figura 7 - Animal em um aparelho de campo-aberto.

Os parametros avaliados foram (conforme Ambar e Chiavegatto, 2009;
Bibancos et al., 2007):
a) frequéncia de locomocao, determinada através da contagem dos

guadrantes nos quais 0 animal esteve com as quatro patas;
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b) frequéncia de levantar, ou seja, 0 numero de vezes em que O
camundongo ficou apoiado nas patas posteriores, com 0 tronco
perpendicular ao chéo, tocando ou ndo as paredes com as patas anteriores;

C) laténcia para deixar os quadrantes centrais do CA,;

d) permanéncia nos 20 quadrantes adjacentes as paredes da arena.

O objetivo principal deste teste € avaliar a atividade motora e exploratoria do
animal, através do numero de quadrantes percorridos e da frequéncia de levantar.
Entretanto, possibilita também observar comportamentos relacionados a ansiedade
e medo, devido ao conflito do roedor entre o estimulo de explorar um ambiente novo
e 0 medo gerado por ambientes abertos e claros. Isto é avaliado através da
comparacao entre a exploracdo no centro do CA (regido aversiva) e na periferia, ou
seja, quadrantes proximos as paredes do CA que representam regides mais seguras
ao animal (Archer, 1973).

3.4.3 Comportamento relacionado a ansiedade no Labirinto em Cruz Elevado

O comportamento relacionado a ansiedade foi avaliado através da utilizacao
do LCE, construido a partir do descrito em Lister em 1987, com pequenas

modificacdes (Figura 8).

Figura 8 - Animal em um aparelho de labirinto em cruz elevado.

O aparato consiste em dois bracos abertos e dois bracos fechados de
madeira recoberto por formica preta, cada braco apresenta 30 cm de comprimento e
5 cm de largura, estando a 50 cm do solo. Adicionalmente, os bragos fechados
possuem paredes de 15 cm de altura, e os bragos abertos um pequeno degrau de
0,5 cm para minimizar possiveis quedas do camundongo. O ponto onde os bracos

se cruzam € formado por uma arena central de 5x5 cm, onde o animal é colocado,
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de frente para o braco aberto. Seu comportamento foi observado e gravado por 5
minutos e o nivel de luminosidade foi similar ao do biotério.

Os parametros avaliados foram (conforme Ambar e Chiavegatto, 2009;
Bibancos et al., 2007):

a) laténcia para a fuga da &rea central;

b) frequéncia de entradas com as quatro patas em cada brago;

C) frequéncia de transi¢cGes entre os bracos;

d) permanéncia em cada braco;

e) tentativas de entrar no braco aberto;

f) frequéncia de mergulhar a cabega no brago aberto (“head dipping”).

O LCE é um aparelho que induz o surgimento de uma situacéo de conflito no
roedor, entre a tendéncia de explorar os bracos do labirinto (ambiente novo) e a
esquiva (interpretada com medo ou inseguranca) ao ambiente aberto, estreito e
elevado representado pelos bracos abertos. Neste sentido, a analise do padrdo de
exploracdo dos bracos fechados (regido segura) e abertos (regido aversiva), permite

avaliar o comportamento relacionado a ansiedade nos animais.

3.4.4 Comportamento relacionado a depressdo no Teste do Nado-forcado
(Porsolt)

O teste do NF é um modelo farmacolégico validado para avaliar
comportamentos associados a depressédo em ratos (Detke e Lucki, 1996; Porsolt et
al., 1978) e camundongos (Lucki, Dalvi e Mayorga, 2001; Porsolt et al., 1977a)
(Figura 9).

Figura 9 - Animal submetido ao teste do nado-forcado.
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Os animais foram colocados individualmente, pela cauda, em um cilindro de vidro
de 24 cm de profundidade e 17 cm de diametro, preenchido com 19 cm de agua a
25 + 0,5 °C (Figura 9). Os testes tiveram duracdo de 6 minutos e foram filmados em
fitas de videocassete. A medida comportamental foi feita nos ultimos 4 minutos do
teste, j& que durante os primeiros 2 minutos o comportamento de imobilidade
dificilmente é observado (Porsolt et al., 1977b).

Os parametros analisados foram:

a) duracdo de imobilidade (somente os movimentos minimos necessarios

para a flutuacao);

b) duracédo do nado (movimento das patas anteriores e posteriores dentro

da agua).

O NF é um teste comportamental que induz um estresse do tipo inescapavel
no roedor, o qual apés um periodo inicial de atividade vigorosa na tentativa de
escapar adota uma postura imével. A administracdo de antidepressivos reduz o
tempo de imobilidade (Porsolt et al., 1977b). Desta forma, trata-se de um teste
utilizado normalmente na triagem de novos farmacos com possivel potencial

antidepressivo.

3.4.5 Comportamento de anedonia no Teste de Preferéncia por Sacarose

A anedonia pode ser definida como incapacidade de sentir prazer diante de
um estimulo prazeroso e trata-se de um dos sintomas descritos na depressao
(American Psychiatric Association, 2000). Em modelo animal este comportamento
pode ser estudado através do teste de PPS, j4 que solu¢bes adocicadas
normalmente eliciam um comportamento hedodnico (prazeroso) em roedores (Leeb,
Parker e Eikelboom, 1991).

O teste de PPS consistiu na quantificacdo da porcentagem de preferéncia do
animal por sacarose, ao invés de agua. O procedimento experimental foi realizado
segundo a metodologia descrita por Pothion et al. (2004) com pequenas
modificacdes feitas por nos. Desta forma, no final da tarde do 35° dia os animais
foram alojados em gaiolas individuais e submetidos a um periodo de habituacdo de
24 horas com dois bebedouros contendo agua que foram posicionadas ao redor da
racao (no lado direito ou esquerdo da caixa). Apos 24 horas, no 36° dia um dos
bebedouros contendo agua foi substituido por outro contendo uma solucdo de
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sacarose 2% (Synth, Diadema, S.P., Brasil) e um periodo de habituacdo de 24 horas
com a solugao adocicada foi oferecido aos animais. No final da tarde do 37° dia deu
inicio a avaliacdo do consumo de fluidos e apos 24 horas no 38° dia, 0 consumo de
agua e solucéo de sacarose 2% foi quantificado através da diferenca do volume de
liquido inicial e final, afim de se obter o volume ingerido de cada bebedouro. Assim,
a PPS foi obtida através da seguinte férmula: Preferéncia (%) = [sacarose ingerida
(mL)/total de fluido ingerido (mL)] x 100. Diariamente, os bebedouros foram trocados
e uma nova solucdo de sacarose foi feita. Com o intuito de evitar a possibilidade de
o0 animal ingerir mais liquido de um bebedouro, em detrimento do outro devido a

localizag&o, a posicéo dos bebedouros foi invertida de 12 em 12 horas.

3.5 Preparacao das amostras para determinacdo da expressao génica
3.5.1 Extracdo do RNA Total

O RNA total foi extraido com reagente TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, C.A,
EUA), seguindo protocolo sugerido pelo fabricante, com pequenas modificacoes.

Os tecidos cerebrais congelados foram rapidamente imersos em 1mL de
TRIzol gelado, homogeneizados por 30 segundos (Polytron PT10/35- Brinkmann,
NY) e incubados a temperatura ambiente durante 5 minutos, para promover a
dissociacao de complexos nucleoprotéicos.

Em seguida, 200uL de cloroformio (Merck Inc., Darmstadt, Hessen,
Alemanha) foi adicionado, as amostras foram homogeneizadas e incubadas por 3
minutos em temperatura ambiente e centrifugadas a 12.000g, 4 °C, durante 15
minutos. O sobrenadante (fase aquosa) contendo RNA foi coletado e adicionou-se
0,5mL de alcool isopropilico (Merck), promovendo precipitacdo do RNA. O material
foi incubado durante 10 minutos a temperatura ambiente e centrifugado a 12.000g,
4 °C, durante 10 minutos. O sobrenadante foi removido e a fracdo precipitada de
RNA foi lavada com etanol (Merck) e centrifugada a 7.500g, 4 °C, durante 5 minutos.
O precipitado obtido foi entdo ressuspendido em 25uL de &gua livre de
RNAses/DNAses (Gibco, Grand Island, N.Y., EUA). A concentracéo e a pureza das
amostras foram verificadas em espectrofotometro (NanoDrop, Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, Mass, EUA) e prepara¢cdes com uma razao de densidade

Optica 260/280nm < 1,7 (um dos critérios de pureza da amostra) foram descartadas.
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Adicionalmente, foi feito um gel de agarose 1% (Invitrogen, Carlsbad, C.A, EUA)
para certificar-se da integridade do material (Figura 10). As solu¢cdes de RNA foram

armazenadas em freezer a -80 °C até o uso.
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Figura 10 - Verificacdo da integridade do RNA em gel de agarose 1%.
3.5.2 Sintese do DNA complementar (DNACc)

A sintese do DNAc, ou seja, uma reacdo de transcricdo reversa, foi feita
utilizando-se 2ug do RNA total, 4uL de buffer 5X (250mM de Tris-HCI pH 8,3;
375mM KCl e 15mM de MgCly), 1 yL de DTT 0,1M, 0,5ug de primer oligo(dT)
(Invitrogen), 0,5mM de cada dATP, dGTP, dCTP e dTTP, 40U da enzima Rnase
OUT (Invitrogen) e 200U da enzima SuperScript Ill Reverse Transcriptase
(Invitrogen), em um volume total de 20ul de agua isenta de RNAses e DNAses.
Inicialmente, o RNA foi aquecido a 65 °C por 5 minutos e colocado no gelo até
adicdo dos demais componentes. A reacdo foi incubada a 50 °C por 1 hora e
interrompida pelo aquecimento a 70 °C por 15 minutos. As solugdes de DNAc foram
armazenadas em freezer a -80 °C até o uso. Esta reacdo teve como objetivo

principal promover a transcri¢cao reversa do RNAm.

3.5.3 Procedimento para sintese de oligonucleotideos iniciadores (primers)

Os oligonucleotideos iniciadores especificos para cada gene de interesse dos
camundongos (Mus musculus) e para genes candidatos a controle interno (genes
com expressao similar entre os tratamentos, definido como genes de referéncia),
foram desenhados utilizando-se o software Primer 3  (http://www-
genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi), sua especificidade foi verificada
através do BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) e a qualidade confirmada no
programa Netprimer (www.premierbiosoft.com/netprimer). Os oligonucleotideos
foram obtidos da IDT (Integrated DNA Technologies Inc., Coralville, 1.A., EUA). Os

parametros tedricos utilizados na confeccdo consideraram: a) temperatura de
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anelamento em torno de 60 °C; b) tamanho maximo do produto de até 180 pb; c)
porcentagem GC em torno de 50%; d) preferéncia por regides situadas em
diferentes exons (exceto para os genes Htrla e Htrlb que apresentam apenas 1

exon); e) tamanho do iniciador de no maximo 21 pb.

3.6 Reacédo em cadeia de polimerases (PCR) em Tempo Real

As reacfes de PCR quantitativo em tempo real (qPCR) foram feitas no
equipamento Rotor Gene 3000 (Corbett Research, Concord, Australia). A
quantificacdo no gPCR é feita através do Cq (ciclo de quantificacdo) para cada
amostra, que é o numero de ciclos necessarios para que a fluorescéncia emitida
pela amostra alcance uma linha de deteccéao arbitraria (threshold), que esta presente
na fase exponencial da reacdo no qual a linearidade é mantida. E nesta fase que o
resultado e a eficiéncia da reacdo sao obtidos, e a fluorescéncia adquirida é
proporcional ao nimero inicial de copias da amostra. As reacfes continham 1 uL de
amostra (DNAc), 200nM de iniciadores senso e antisenso, sais, deoxinucleotideos,
a enzima AmpliTaq Gold DNA polimerase (Applied Biosystems, Warrington, Reino
Unido), o composto fluorescente Sybr Green | otimizados para um volume final de
20ul. Para a escolha da concentracdo ideal de DNAc a ser amplificado,
confeccionou-se uma curva padrdo de amplificacdo, contendo 5 pontos de uma
diluicdo seriada (50ng, 25ng, 12,5ng, 6,25ng, 3,125nQg) para cada par de primer e em
cada regido cerebral. ApGs a andlise desta curva, a diluicdo que apresentou maior
eficiéncia foi escolhida para a concentracdo de trabalho. As reacOes foram
incubadas inicialmente a 95 °C por 10min para a ativacdo da enzima DNA
polimerase, seguidas por 40 ciclos de: a) 15 segundos a 95 °C para desnaturacao,
b) 60 segundos a 60 °C para anelamento, extensdo e coleta do sinal de
fluorescéncia. Para cada corrida foram feitos os controles negativos: NTC (auséncia
de DNAc) e uma amostra de RNA total (controle negativo para verificar a possivel
presenca de DNA gendmico). As amostras referentes ao grupo controle e
experimental, para cada gene, foram processadas sempre na mesma corrida, ou
seja, ha mesma série de microtubos e em triplicata. Apos o término de cada corrida,
a especificidade do produto de PCR formado foi determinada através de uma corrida
de dissociacdo (95 °C por 15 segundos, estabilizacdo a 60 °C seguida de aumento

gradual de temperatura de 2 °C por minutos). Assim, somente foram utilizados os
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iniciadores cujos produtos amplificados mostraram pico Unico, claro e bem definido

na temperatura correta.

3.7 Busca “in silico” de elementos responsivos ao acido retindico (RARE)

O RARE é um cis-elemento que estd presente na regido promotora de
determinados genes e quando ativados podem modular a expressédo destes genes.
Desta forma, as alteragfes transcricionais serotoninérgicas observadas no presente
trabalho poderiam ocorrer através da interacdo do receptor heterodimérico RXR-
RAR ativado com RARE (acdo direta) ou através de acdes indiretas, cujos
mecanismos permanecem ainda pouco conhecidos. Realizamos um estudo in silico
de regibes promotoras dos genes relacionados ao sistema serotoninérgico
investigados no presente trabalho. Vale ressaltar que tal estudo ndo permite inferir
guanto a efetiva funcionalidade do RARE em ativar o processo de transcricdo
génica, necessitando para isto estudos funcionais adicionais.

Primeiramente, selecionou-se em torno de 1000 pares de bases antes do
cédon sinalizador do inicio da traducdo (ATG) para cada gene (Htrla, Htrlb, Htr2a,
Htr2c, Htr3a, Htr4, Htr5a, Htr6, Htr7, Slc6a4 e Tph2), utilizando a ferramenta de
BLAST para sequéncias de camundongo (http://blast.ncbi.nim.nih.gov). Estas
sequéncias foram utilizadas para posterior analise in silico.

O RARE é composto por uma repeticdo de 6 nucleotideos, geralmente
presente na forma de (A/G)G(G/T)TCA com as seguintes variacdes: AGGTCA,
GGGTCA, AGTTCA, GGTTCA e suas formas palindrémicas. Ou ainda em uma
forma mais “relaxada” (A/G)G(G/T)(G/T)(G/C)A com as seguintes variagoes:
AGGGGA, AGGGCA, AGGTGA, AGGTCA, AGTGGA, AGTGCA, AGTTGA,
AGTTCA, GGGGGA, GGGGCA, GGGTGA, GGGTCA, GGTGGA, GGTGCA,
GGTTGA, GGTTCA e suas formas palindrémicas (Balmer e Blomhoff, 2005). Estas
sequéncias normalmente encontram-se separadas por 1, 2 ou 5 nucleotideos,
originando o RARE (Bastien e Rochette-Egly, 2004). A analise in silico da regido
promotora dos genes foi realizada de forma simplificada utilizando ferramenta do
Microsoft Word. Desta forma, genes que apresentaram a repeticdo do elemento de
resposta separados por 1, 2 ou 5 nucleotideos, foram considerados como genes que
possivelmente possuam o RARE. A estratégia adotada neste estudo apresenta as
seguintes limitacdes: 0 RARE pode ainda estar presente em regides diferentes dos


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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1000 pares de base selecionados; 0 RARE pode possuir trocas de nucleotideos em
suas sequéncias e ainda assim permitir a ligacdo do fator de transcricdo e a
sequéncia que compde o RARE é muito semelhante & de outros cis-elementos como

0s elementos responsivos a vitamina Dz e hormdnio da tiredide.
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4 CRITERIOS PARA ANALISE DOS RESULTADOS
4.1 Andlise da expressao génica relativa

A técnica de qPCR foi utilizada para a andlise da expressdo relativa de
diferentes genes da via serotoninérgica. O equipamento utilizado possui um
programa denominado RG-3000 (Corbett Research, Concord, Australia), o qual foi
utilizado para gerar a curva padrédo de cada produto de amplificacdo, as curvas de
dissociacdo, bem como suas respectivas analises. As analises de expressao
relativas foram feitas utilizando programa Excel (Microsoft), seguindo metodologia
descrita por Vandesompele et al. (2002). Através da média das triplicatas dos Cq
obtidos para cada amostra e o valor de eficiéncia da amplificacdo, foi possivel
converter os dados obtidos de escala logaritmica para escala linear. Eficiéncias das
reacoes de amplificacdo entre 92% e 100% foram utilizadas, acompanhadas de
coeficientes de correlacdo superiores a 0,97. Os genes de referéncia utilizados no
processo de normalizacdo dos genes de interesse foram obtidos através do
programa geNorm applet versdo 3.4 (Vandesompele et al., 2002), o qual a partir de
comparacdes pareadas sugere 0s transcritos com maior estabilidade para cada
regido cerebral. Desta forma, a quantidade final normalizada de cada gene de
interesse foi obtida através da divisdo de seu valor absoluto pela média geométrica
dos valores absolutos dos genes de referéncia selecionados.

4.2 Andlise estatistica

Todos os resultados obtidos estdo expressos em média = erro padrdo da
média (EPM). As andlises foram feitas utilizando os programas estatisticos SPSS
(versdo 13.0.0, Chicago, I.L., EUA) e GraphPad InStat (versdo 3.05, GraphPad
Software, San Diego, C.A., EUA). Os resultados foram analisados com relacdo a
normalidade de distribuicdo dos dados numéricos (teste de Komolgorov-Sminorv) e
homocedasticidade (Teste F). Desta forma, para analise dos resultados que
apresentavam distribuicdo paramétrica foi utilizado teste t de Student, para os nao
paramétricos foi utilizado o teste U de Mann-Whitney. Para a analise de dados
obtidos em porcentagem, primeiro foi feito uma transformagao (arco seno (V%/100))
e posteriormente os resultados foram analisados através do teste t de Student ou

através do teste U de Mann-Whitney. A evolucdo semanal do ganho de peso dos
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animais de ambos grupos experimentais foi analisada através do teste de andlise de
variancia (ANOVA) para medidas repetidas, seguido do teste post-hoc Bonferroni de
multiplas comparacdes. A probabilidade de p<0,05 foi utilizada para revelar diferenca

estatisticamente significante entre os grupos comparados.



56

5 RESULTADOS

Os experimentos comportamentais e moleculares foram realizados em séries
de camundongos diferentes. Portanto, para a andlise molecular foram utilizados
grupos adicionais controle e 13-cis-RA, para que os resultados de expressao génica
obtidos refletissem apenas o tratamento farmacologico, sem qualquer manipulacéo

comportamental.

5.1 Aspectos fisiologicos e comportamentais
5.1.1 Medida do peso corpdreo dos animais ao longo do tratamento

Os animais foram pesados semanalmente no mesmo periodo do dia, desde o
inicio do tratamento. Os pesos iniciais foram: grupo controle (n=12) 13,5 g e grupo
13-cis-RA (n=12) 13,8 g. Nao foi observada influéncia do tratamento no ganho de
peso corporal, assim os grupos controle e 13-cis-RA tiveram um padrao de ganho de
peso muito semelhante durante o periodo estudado (ANOVA fator tratamento:
F1,22=1,029, p>0,05). Por outro lado, a analise estatistica do ganho de peso em
relacdo aos dias de tratamento, mostrou um aumento gradativo ocorrido a cada
semana nos animais de ambos os grupos (fator tempo (dias): Fs110=129,97,
p<0,001; e auséncia de interagéo entre as variaveis: Fs110=0,108, p>0,05; Figura
11).
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Figura 11 - Efeito do tratamento prolongado com o &cido 13-cis-retinéico (1mg/kg, i.p, por
dia) sobre a porcentagem do ganho de peso corpéreo em relacdo ao peso
inicial de camundongos machos (n=12/cada grupo), da adolescéncia ao inicio
da fase adulta.
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5.1.2 Atividade motora espontanea no Campo-Aberto (CA)

A atividade motora dos animais foi avaliada no CA no 33° dia de tratamento.

Os animais do grupo 13-cis-RA (n=12) apresentaram uma reducéo estatisticamente

significante na locomocéo lateral (adjacente as paredes), quando comparados aos

animais do grupo controle (n=12; *p<0,05, Figura 12). O mesmo nao foi observado

na locomocédo central, que nao diferiu entre os grupos (p>0,05, Figura 12). O

comportamento exploratério verificado pelo ato de levantar ndo diferiu entre os

grupos durante os 5 minutos de observacéao (p>0,05, Figura 12). Adicionalmente, os

demais parametros observados, ou seja, 0 tempo gasto nos quadrantes da regiao

lateral do CA, e a laténcia para deixar o centro da arena foram semelhantes (p>0,05,

Figura 12).
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Figura 12 - Efeitos da administragdo prolongada do acido 13-cis-retindico (1mg/kg/i.p, por
dia) na locomocdo central e lateral em um campo-aberto, freqiéncia de
levantar, tempo na periferia e laténcia para deixar o centro da arena durante 5
minutos de observacédo no 33° dia de tratamento em camundongos machos
(n=12/cada grupo) no inicio da fase adulta. Média + EPM; * p<0,05, teste t de

Student.
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5.1.3 Comportamento relacionado a ansiedade no Labirinto em Cruz Elevado
(LCE)

No 36°dia de tratamento, os animais foram testados quanto a presenca de
comportamentos relacionados a ansiedade no modelo do LCE. Os resultados
mostraram que o tratamento com 13-cis-RA nao interferiu no comportamento
ansioso observado através das medidas de frequéncia de entradas no braco aberto
e permanéncia no brago aberto (p>0,05, Figura 13). A reducdo da atividade
locomotora verificada no CA nao foi observada no LCE, no qual os animais do grupo
controle (n=12) e 13-cis-RA (n=12) movimentaram-se de forma semelhante, sem
diferenca na freqiéncia de transicdo entre os bragos (p>0,05, Figura 13). A laténcia
para fuga e frequéncia de mergulhar a cabeca foram semelhantes entre os grupos
(p>0,05, Figura 13 e Tabela 2).
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Figura 13 - Efeitos da administragdo prolongada do acido 13-cis-retindico (1mg/kg/i.p, por
dia) sobre comportamentos relacionados a ansiedade, atividade locomotora e
exploratéria observados por 5 minutos em um labirinto em cruz elevado, no 36°
dia de tratamento em camundongos machos (n=12/cada grupo) no inicio da
fase adulta. Média + EPM.
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Tabela 2 - Dados comportamentais adicionais observados no labirinto em cruz elevado
(média £ EPM)

Tentativas de Laténciapara  FrequUéncia Tempo no
entrada no fuga (s) de entradas braco aberto
braco aberto no braco (s)
aberto
13-cis-RA 7+1,10 15,00 + 2,94 2+0,29 7,25+ 1,33
Controle 7+0,58 15,92 + 4,37 1+0,36 11,08 £ 3,15

5.1.4 Comportamento relacionado a depressdo no Teste do Nado Forcado
(Porsolt)

A duracdo da imobilidade no teste do NF foi avaliada no 38° dia de
tratamento. A andlise dos 4 ultimos minutos do teste mostrou um efeito proé-
depressivo da droga atraves de um aumento na imobilidade observada no grupo 13-
cis-RA (n=12) em relagéo ao grupo controle (n=12) (*p<0,05, Figura 14).
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Figura 14 - Efeitos da administragdo prolongada do acido 13-cis-retindico (1mg/kg/i.p, por
dia) sobre a duracdo de imobilidade nos 4 ultimos minutos do teste de nado
forcado analisado no 38° dia de tratamento em camundongos machos
(n=12/cada grupo) no inicio da fase adulta. Média £+ EPM; * p<0,05, teste t de
Student.

5.1.5 Comportamento de anedonia no Teste de Preferéncia por Sacarose

O comportamento relacionado a anedonia foi verificado no 38° dia, em que 0
consumo de 4gua e solucao de sacarose 2% foram avaliados ap0s 24 horas através
da medida do volume dos bebedouros. A analise dos resultados evidenciou uma
reducd@o na porcentagem de preferéncia por sacarose no grupo tratado com 13-cis-
RA (n=9) em relacdo ao grupo controle (n=10) (*p<0,05, Figura 15), sem diferenca
no consumo total de fluidos (p>0,05, Figura 15).
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Figura 15 - Efeitos da administragdo prolongada do acido 13-cis-retinéico (1mg/kg/i.p, por
dia) sobre a porcentagem de preferéncia por sacarose e 0 consumo total de
fluido analisado no 38° dia de tratamento em camundongos machos (controle
n=10; 13-cis-RA, n=9) no inicio da fase adulta. Média + EPM; * p<0,05, teste t
de Student.

5.1.6 Imobilidade no Teste do Nado Forcado avaliada 20 dias ap6s o término do

tfratamento

A duragdo da imobilidade no teste do NF foi avaliada 20 dias ap6s o término
do tratamento prolongado com 13-cis-RA. Esta série de animais recebeu a droga
diariamente por 42 dias, passou pelo teste de anedonia no 38° dia e no 43° dia o
tratamento foi interrompido. Apos 20 dias livre de manipulacado, ou seja, no 62° dia a
analise dos 4 ultimos minutos do teste ndo mais evidenciou um efeito pré-depressivo
da droga, assim ndo houve diferenca no tempo de imobilidade entre o grupo 13-cis-
RA (n=12) em relag&o ao grupo controle (n=12) (p>0,05, Figura 16).
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Figura 16 - Efeitos da administragdo prolongada do acido 13-cis-retindico (1mg/kg/i.p, por
dia) sobre a duracdo de imobilidade nos 4 ultimos minutos do teste de nado
forcado analisado apds 20 dias sem tratamento (62° dia) em camundongos
machos adultos (n=12/cada grupo). Média + EPM.
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5.2 Anélise de expressao génica diferencial

A quantidade de transcritos (referente ao RNAmM) de cada gene e em cada
estrutura cerebral especifica foi calculada de forma relativa através da normalizacéo
dos resultados brutos pela expresséo de genes que nao se alteraram nessas regides
com o tratamento realizado (genes de referéncia). Para cada regiao cerebral foram
testados 4 genes de referéncia: Ppia (ciclofilina), Hprtl (hipoxantina-guanina-
fosforibosil-transferase 1), Gapdh (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase) e Actb (b-

actina).

5.2.1 Pares de iniciadores utilizados para a amplificagcdo dos genes

A tabela abaixo (Tabela 3) apresenta os iniciadores desenhados para a
producdo dos transcritos referentes aos genes de interesse e aos genes de

referéncia, bem como o seu tamanho.

Tabela 3 - Sequéncia dos pares de iniciadores utilizados para gPCR e o tamanho do
produto (pares de base)

(continua)
GENES SEQUENCIAS SENSE / Tamanho do
ANTISENSE (5’ 2 3’) produto (pb)

Htrla GGATGTTTTCCTGTCCTGGT/ 121
(NM_008308) CACAAGGCCTTTCCAGAACT
Htrlb CTGCTGGTTGCTTTGTTGG/ 113
(NM_010482) ATCAGGTAGTTAGCCGGGGT
Htr2a AACCCCATTCACCATAGCC/ 116
(NM_172812) TCCTGTAGCCCGAAGACTG
Htr2c GATTGGACTGAGGGACGAAA/ 102
(NM_008312) ATGAAGAATGCCACGAAGGA
Htr3a TTCCAAGCCAACAAGACTGA/ 103
(NM_013561) GGGTCTTCTCCAAGTCCTGA
Htr4 TGCCTTCCTCATCATCCTCT/ 135
(NM_008313) CCACCACATTCCACTGTATCC
Htrb5a GTGGAGGGAGCAGAAGGAG / 76

(NM_008314) GAACCAGCAGAGCACAAACA
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Tabela 3 - Sequéncia dos pares de iniciadores utilizados para gPCR e o tamanho do
produto (pares de base)

(conclusao)

GENES SEQUENCIAS SENSE / Tamanho do
ANTISENSE (5’ 2 3’) produto (pb)
Htré CATAGCTCAGGCCGTATGTG/ 111
(NM_021358) CGCATGAAGAGGGGATAGA
Htr7 TTCTGCAACGTCTTCATCG/ 126
(NM_008315) ATTCTGCCTCACGGGGTA
5-HTT (Slc6a4) CAACTCCGGCTTTTCCAATA/ 176
(NM_010484) ATTTCCGTTGGTGTTTCAGG
Tph2 TGCAAGCAAGAGGGTCAACT/ 70
(NM_173391) CATGCTTCAATTCTCCGATG
Ppia AATGCTGGACCAAACACAAA/ 101
(NM_008907) CCTTCTTTCACCTTCCCAAA
Hprtl TGTTGTTGGATATGCCCTTG/ 106
(NM_013556) GCGCTCATCTTAGGCTTTGT
Gapdh AGGAGCGAGACCCCACTAAC/ 179
(NM_001001303) GTGGTTCACACCCATCACAA
Actb GTGGGAATGGGTCAGAAGG/ 228
GGTCATCTTTTCACGGTTGG

(NM_007393)

5.2.2 Genes de referéncia utilizados em cada estrutura encefalica

A tabela abaixo (Tabela 4) apresenta os genes de referéncia, ou seja, 0s

genes mais estaveis obtidos que serviram de controle interno para cada estrutura

cerebral.

Tabela 4 - Genes de referéncia escolhidos

Estruturas

Controle Interno

Mesencéfalo

Ppia, Hprt-1 e Gapdh

Hipotalamo

Ppia, Actb e Gapdh

Cortex pré-frontal

Hprt-1 e Gapdh

Hipocampo

Ppia, Hprt-1 e Actb
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5.2.3 Quantificacdo de RNAmM no mesenceéfalo

A administragdo prolongada do 13-cis-RA (1mg/kg/dia, n=12) resultou em
uma reducdo na quantidade de transcritos referentes ao gene responséavel pela
producdo da enzima de sintese de 5-HT (Tph2; *p<0,05) e adicionalmente verificou-
se reducdo semelhante nos transcritos referentes ao transportador de 5-HT (5-HTT;
*p<0,05); quando comparados ao grupo controle (n=12). As porcentagens de
reducado foram 23,1% para Tph2 e 22,1% para 5-HTT. Os demais transcritos (Htrla,
Htrlb, Htr2a, Htr2c, Htr3a, Htr4, Htrba, Htr6 e Htr7) ndo diferiram estatisticamente
entre os grupos (p>0,05) (Figura 17; Tabela 5).
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Figura 17 - Efeitos da administragéo diaria de acido 13-cis-retindico (1mg/kg/i.p) durante 42
dias sobre a quantidade normalizada de transcritos de receptores, enzima de
sintese (Tph2) e transportador (5-HTT) da via serotoninérgica na regido do
mesencéfalo de camundongos machos (n=12/cada grupo) no inicio da fase
adulta. Média + EPM; * p<0,05, teste t de Student.

Tabela 5 - Quantidade normalizada dos transcritos de receptores, enzima de sintese (Tph2)
e transportador (5-HTT) da via serotoninérgica na regido do mesencéfalo de
camundongos machos (n=12/cada grupo) no inicio da fase adulta, apos
tratamento durante 42 dias com acido 13-cis-retinéico. Média + EPM; * p<0,05,
teste t de Student

(continua)

Controle 13-cis-RA

Htrla 1,40+ 0,09 1,30 +£ 0,08

Htrlb 1,05+ 0,07 1,05+ 0,08

Htr2za 1,31 +0,06 1,29+ 0,09
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Tabela 5 - Quantidade normalizada dos transcritos de receptores, enzima de sintese (Tph2)
e transportador (5-HTT) da via serotoninérgica na regido do mesencéfalo de
camundongos machos (n=12/cada grupo) no inicio da fase adulta, apds
tratamento durante 42 dias com &cido 13-cis-retindico. Média + EPM; * p<0,05,
teste t de Student

(conclusao)

Controle 13-cis-RA
Htr2c 1,28 + 0,05 1,16 £ 0,06
Htr3a 1,25+ 0,06 1,15+ 0,09
Htr4 1,15 + 0,06 1,04 £ 0,06
Htr5a 1,21 + 0,06 1,18 + 0,07
Htré 1,18 + 0,08 1,22 + 0,08
Htr7 1,32+ 0,05 1,23 £ 0,06
Tph2 1,12+ 0,10 0,86 +0,07*
5-HTT 1,15+0,09 0,89 + 0,08*

5.2.4 Quantificacdo de RNAm no hipotalamo

O tratamento diario com 13-cis-RA (1mg/kg/dia; n=10) durante 42 dias
resultou em um aumento de 32,5% na quantidade normalizada dos transcritos para
0 gene Htr2a (**p<0,01) na regido do hipotalamo, quando comparado ao grupo
controle (n=12). Os demais transcritos (Htrla, Htrlb, Htr2c, Htr3a, Htr4, Htrba, Htr6 e
Htr7) ndo diferiram entre os grupos (p>0,05) (Figura 18; Tabela 6).
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Figura 18 - Efeitos da administracéo diaria de acido 13-cis-retindico (1mg/kg/i.p) durante 42
dias sobre a quantidade normalizada de transcritos referentes aos receptores
de 5-HT na regido do hipotdlamo de camundongos machos (controle n=12; 13-
cis-RA n=10) no inicio da fase adulta. Média + EPM; ** p<0,01, teste t de

Student.

Tabela 6 - Quantidade normalizada dos transcritos referentes aos receptores de 5-HT na
regido do hipotalamo de camundongos machos (controle n=12; 13-cis-RA n=10)
no inicio da fase adulta, apés tratamento durante 42 dias com acido 13-cis-
retindico. Média + EPM; **p<0,01, teste t de Student

Controle 13-cis-RA
Htrla 1,00 + 0,07 1,12 + 0,06
Htrlb 0,99 + 0,07 1,14 + 0,06
Htr2a 0,84 + 0,05 1,11 + 0,06**
Htr2c 1,00 + 0,06 1,10+ 0,05
Htr3a 1,03+ 0,09 1,00 + 0,07
Htr4 1,06 + 0,05 1,10 + 0,06
Htr5a 1,08 + 0,04 1,13+ 0,02
Htré 0,94 + 0,08 0,86 + 0,07
Htr7 0,97 + 0,06 0,97 £ 0,02
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5.2.5 Quantificacdo de RNAm no coértex pré-frontal

Os camundongos tratados por 42 dias com 13-cis-RA (1mg/kg; n=10, com
excecdo do gene Htrba n=9) apresentaram uma reducdo estatisticamente
significante nos transcritos para os receptores Htrla, Htrlb, Htr2a, Htr4, Htr5a, Htr6
e Htr7 (Figura 19; Tabela 7) no cortex pré-frontal quando comparados ao grupo
controle (n=9). As porcentagens de reducdo foram as seguintes: Htrla 18,4%
(**p<0,01); Htrlb 57,7% (***p<0,001); Htr2a 26,9% (**p<0,01); Htr4 56,4% (*p<0,05);
Htrba 20,3% (*p<0,05); Htr6 47,9% (***p<0,001); Htr7 18,4% (**p<0,01). Os
transcritos Htr2c e Htr3a nao diferiram entre os grupos (p>0,05; Figura 19; Tabela
7).
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Figura 19 - Efeitos da administracdo diaria de acido 13-cis-retindico (1mg/kg/i.p) durante 42
dias sobre a quantidade normalizada dos transcritos referentes aos receptores
de 5-HT na regiao do cortex pré-frontal de camundongos machos (controle n=9;
13-cis-RA n=10) no inicio da fase adulta. Média + EPM; *p<0,05, **p<0,01 e
***n<(0,001 teste t de Student e teste de U de Mann-Whitney.
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Tabela 7 - Quantidade normalizada dos transcritos referentes aos receptores de 5-HT na
regido do cértex pré-frontal de camundongos machos (controle n=9; 13-cis-RA
n=10) no inicio da fase adulta, ap6s tratamento durante 42 dias com acido 13-
cis-retindico. Média + EPM; * p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, teste t Student e
teste de U de Mann-Whithey

Controle 13-cis-RA
Htrla 1,11+ 0,03 0,91 + 0,06**
Htrlb 0,90 +0,11 0,38 + 0,05***
Htr2a 0,99 + 0,07 0,73 + 0,05**
Htr2c 0,70 £ 0,05 0,59 + 0,07
Htr3a 1,02 + 0,07 1,11 + 0,03
Htr4 0,66 + 0,15 0,29 + 0,06*
Htr5a 0,94 + 0,04 0,75+ 0,12*
Htré 1,07 + 0,06 0,56 + 0,04***
Htr7 1,12 + 0,06 0,91 + 0,04**

5.2.6 Quantificacdo de RNAm no hipocampo

A administracdo diaria do 13-cis-RA (1mg/kg; n=11) durante 42 dias resultou

em uma reducdo de 18,5% na quantidade normalizada dos transcritos para o gene

Htr7 (p<0,05) na regido do hipocampo, quando comparado ao grupo controle (n=12).
Os demais transcritos (Htrla, Htrlb, Htr2a, Htr2c, Htr3a, Htr4, Htr5a, Htr6) néo

diferiram entre os grupos (p>0,05) (Figura 20; Tabela 8).
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Figura 20 - Efeitos da administragéo diaria de acido 13-cis-retindico (1mg/kg/i.p) durante 42
dias sobre a quantidade normalizada dos transcritos referentes aos receptores
de 5-HT na regido do hipocampo de camundongos machos (controle n=12; 13-
cis-RA n=11) no inicio da fase adulta. Média + EPM; * p<0,05, teste t Student e
teste de U de Mann-Whitney.

Tabela 8 - Quantidade normalizada dos transcritos referentes aos receptores de 5-HT na
regido do hipocampo de camundongos machos (controle n=12; 13-cis-RA n=11)
no inicio da fase adulta, apos tratamento durante 42 dias com acido 13-cis-
retindico. Média £ EPM; * p<0,05, teste t Student e teste de U de Mann-Whitney

Controle 13-cis-RA
Htrla 1,04 £ 0,03 0,97 + 0,05
Htrlb 1,04 + 0,05 0,96 + 0,10
Htr2a 0,99 + 0,04 0,97 + 0,05
Htr2c 0,80 + 0,07 0,72+ 0,04
Htr3a 0,98 + 0,03 1,06 + 0,05
Htr4 0,95 + 0,05 0,83 + 0,06
Htr5a 1,06 £ 0,04 0,96 + 0,06
Htré 0,94 + 0,04 0,82 + 0,06
Htr7 0,95+ 0,04 0,78 £ 0,05*
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5.3 Busca “in silico” de elementos responsivos ao acido retindico (RARE)

A analise das regibes promotoras dos genes relacionados a Vvia
serotoninérgica evidenciou a presenca de um possivel RARE nos genes para 0s
receptores 5-HT1a, 5-HT2a, 5-HTsa € 5-HT7 (Figura 21). Nos demais genes Htrlb,
Htr2c, Htr3a, Htr4, Htr6, Htr7, Tph2 e 5-HTT n&o observamos a presenca de
sequéncias correspondentes a este cis-elemento. Caso o RARE encontrado no
presente estudo seja funcional, ha a possibilidade de uma modulacdo direta no
processo de transcricdo destes genes. Considerando o mecanismo de acao dos
retindides no nivel de acetilacdo do DNA, um aumento na expressao génica poderia

ser esperado.

5-HT,, cromossomo 13, RARE na posicao 13.442.549 pb

13.442.461 GAAGCCGGGAGAAGGAAGCTGGGAAAAGAGAAGCAGACTGGAGAAGGCAGGAGAGATGGA
13.442 521 GAGACAGAGAGAAGGAACTAGGAGATGAGGGTCATCGAGTGACCCGGGAGGATGGGGTTT
13.442.528 CTGGAATCCAGAGACTTCTGAGACTATTAGTTACTCGGGAGAGTCCGGCCCCCACGCAGC

5-HT,, cromossomo 14, RARE na posigao 47.475.140 pb

47.475.041 GAAAGTAATCCATTTTCTTATCTGTCATGAGTGCATCTATCTTCCTTTAAGGACCACTTG
47.475.101 GGAGAGAGCTTCTTTTGCATGTGAGTCGCTTTATCATTAGGGTCACTTCTGGGGGAAAAA
47 475.161 AACATAGAACAAAATAGAACAAAACCCTTCATTTTCTAACATGAAGTTTTTCATTATTTC

5-HT;, cromossomo 5. RARE na posicao 1.845.484 pb

1.845.389 CCACCCCTCGGAGCCACTGCCGGGAGAGGGGGGAGGTGGGCAAGGAGCAACCCTGGACCA
1.845 449 GCGACTGTTCTGACGCACTAGCTGAGTTCTGGGCATCCACCCTGCACTGGGCGGGGGCCG
1.845.509ACCTCAAGGATGCTCTGCTGCAGGCGACCAGACAACAGTCTCCGCCTAGGTGAGGAACAG

5-HT; cromossomo19, RARE na posi¢ao 29.244.240 pb

29.244 150 CCTGGCTCGCCCTGCCGCAGACCCCCTGGCCTCAGCACTGTAGCAAATGACAAGCGGGGT
29.244.210 GGGAGCGGTTTGCTTTTCAAGAAGACTCGGGGGTCACTGCATGAACCGGTGAAGAACCTT
29.244 270 GTTGGAGAATATATTTTAAGCCCTTAATAAAAATAAATAAATAAAAAT TAAAGGGAAAAA

Figura 21 - Localizacdo do RARE na regido regulatéria dos genes para 0s receptores
5'HT1A, 5'HT2A, 5'HT5A e 5-HT7.
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6 DISCUSSAO
6.1 Aspectos fisiolégicos e comportamentais

O 13-cis-RA é um farmaco amplamente utilizado em dermatologia, sendo
muito eficaz no tratamento de acnes severas através da administracdo de altas
doses por via oral e periodos prolongados. Devido a sua consideravel
lipossolubilidade pode atravessar facilmente a barreira hematoencefalica e assim
exercer efeitos no SNC. Segundo o Ministério da Saude do Brasil ([2010]), a faixa
etaria onde se tem a maior incidéncia de acne esta entre 15 e 25 anos. Neste
sentido, o 13-cis-RA € um farmaco muito prescrito para adolescentes. O periodo da
adolescéncia € marcado por diversas mudancas fisiolégicas e psicolégicas no
organismo. Além disso, a consolidacdo das redes neuronais através do fendmeno
de “prunning” (“podas neuronais”), que ocorre na infancia, continua até o inicio da
adolescéncia (Chechik, Meilijson e Ruppin, 1999). Desta forma, o 13-cis-RA poderia
causar modificacdes no desenvolvimento normal do cérebro destes individuos. Com
0 intuito de investigar possiveis alterac6es decorrentes do tratamento com 13-cis-RA
em adolescentes, iniciamos a administracdo do retindide nos camundongos aos 30
dias de vida (considerado periodo de adolescéncia) e continuamos até o inicio da
vida adulta, em uma dose compativel a prescrita em humanos.

A administracdo prolongada do 13-cis-RA ndo alterou o ganho de peso
semanal dos animais. Os camundongos de ambos 0s grupos apresentaram um
ganho de peso habitual para sua espécie, durante todo o periodo de tratamento. A
medida do peso corporeo é um dado importante, que possibilita inferir quanto as
condigbes de saude e bem-estar do animal. Além disso, diversas patologias em
humanos influenciam o peso e entre elas esta o transtorno do humor, que pode
aumenta-lo ou diminui-lo (American Psychiatric Association, 2000). Resultados
semelhantes na analise do peso foram observados em outros estudos conduzidos
tanto em ratos, como em camundongos sob a administracdo crénica do 13-cis-RA
(Ferguson et al., 2005, O"Reilly et al., 2006).

A bateria comportamental seguiu uma ordem crescente de aversividade e
teve inicio com o CA. A analise do CA revelou uma reducao da atividade locomotora
dos animais em consequéncia do tratamento com o 13-cis-RA. Ao estudar mais

detalhadamente esta hipolocomocgao, verificamos que foi evidenciada pela
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diminuicdo do numero de quadrantes periféricos percorridos pelo animal (quadrantes
adjacentes a parede do CA, considerada a area menos aversiva ao animal), mas
nao no numero de quadrantes centrais. Ambientes claros e abertos sdo aversivos
para os roedores, desta forma a analise do padrdo de exploracdo (central ou
periférico) possibilita inferir quanto & presenca de um comportamento ansioso no
animal. Neste sentido, farmacos ansioliticos como os benzodiazepinicos aumentam
a exploracéo no centro do CA (Archer, 1973). Assim, a diminuicdo na locomogéao em
quadrantes periféricos induzida pelo 13-cis-RA sugere uma reducdo na atividade
locomotora de forma independente a componentes ansiogénicos. Se o padrdo de
locomogdo observado tivesse ocorrido de maneira contraria, ou seja, reducao
somente na regido central do CA, poderiamos sugerir que o0 aumento do
medo/ansiedade do animal fossem responsaveis pela reducao da locomocéao.

A motivagdo do animal em explorar um ambiente novo pode ser avaliada
atraves de sua frequéncia locomotora no CA. Neste sentido, a reducdo da atividade
locomotora revelada no CA, poderia sugerir uma deficiéncia na motivacdo do animal
em explorar o aparelho. Tal reducado foi previamente verificada também em ratos
apos a administracdo do 13-cis-RA (Ferguson et al., 2005), ou através da
suplementacao de vitamina A (precursor do acido retindico) em doses terapéuticas
(Oliveira et al., 2008). Curiosamente, animais submetidos a uma dieta livre de
vitamina A e animais nocaute para o0 RAR também apresentaram uma reducao da
atividade locomotora, demonstrando que o0 organismo necessita de doses
adequadas de retindides (Carta et al., 2006; Krezel et al., 1998). Reducbes da
locomocéo, ou da atividade exploratéria no CA, podem ser observadas em modelos
de estresse social (também considerados modelos animais de depressao). Neste
caso, devido a fatores ambientais aversivos, 0os roedores desenvolvem um quadro
de reducdo motivacional, levando a um prejuizo psicomotor (Pistovcakova et al.,
2005). Reforcando esta hipdtese, ratos consanguineos da linhagem Flinders
Sensitive (FSL), selecionados por mimetizarem diversos sintomas de depressao
observados em humanos, também apresentam reducéo da atividade locomotora no
CA (®Overstreet e Russel, 1982 apud Overstreet et al., 2005).

No presente estudo, o componente emocional relacionado a ansiedade foi
avaliado também através do LCE. A analise do comportamento dos animais no LCE
apos a administracdo crénica do 13-cis-RA, ndo revelou nenhuma alteracdo nos

diversos parametros estudados. Neste sentido, os animais exploraram de maneira

*Overstreet DH, Russell RW. Selective breeding for sensitivity to DFP. Effects of cholinergic agonists
and antagonists. Psychopharmacology. 1982;78:150-4.
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semelhante os bragcos fechados (regido segura) e abertos (regido aversiva) do
aparelho. Neste teste, farmacos ansioliticos do tipo benzodiazepinicos aumentam a
exploracdo dos bracos abertos, enquanto reduzem a exploracdo dos bracos
fechados (Lister et al., 1987). Assim, a analise da ansiedade em dois paradigmas
diferentes, o CA e o LCE, sugeriu que a administracdo do 13-cis-RA possivelmente
nao altere este componente emocional. Ao estudar o perfil de locomoc¢cao dos
animais no LCE, através da frequéncia de transic&o entre os bracos, verificamos que
a hipolocomocéao observada no CA, nao foi confirmada no LCE. Logo, a reducéo da
atividade locomotora dos animais apds o tratamento com o 13-cis-RA nédo é
decorrente de um prejuizo motor, jA& que os animais se movimentaram de forma
semelhante no LCE.

Portanto, sugerimos que a reducédo da atividade locomotora verificada em
nosso estudo esteja relacionada a um prejuizo motivacional no animal, decorrente
do tratamento prolongado com 13-cis-RA. Este retardo psicomotor ja foi evidenciado

em diferentes modelos comportamentais utilizados para estudar depressao.

O teste do NF foi idealizado por Porsolt e colaboradores em 1977, sendo um
experimento classico utilizado para verificar o efeito de drogas sobre o
comportamento relacionado a depressdo em roedores. Apos um periodo de
atividade de nado vigoroso, o roedor adota uma postura passiva de imobilidade que
é inibida por antidepressivos (Porsolt et al.,, 1977b). Neste sentido, a analise do
comportamento dos animais neste teste revelou um aumento do periodo de
imobilidade no grupo tratado com 13-cis-RA quando comparado ao controle. Assim,
o0 aumento do periodo de imobilidade observado apds o tratamento com 13-cis-RA
sugere indicios de um efeito pro-depressivo gerado por este farmaco, resultado

previamente observado em outro estudo (O’Reilly et al., 2007).

Individuos deprimidos podem apresentar um prejuizo na resposta emocional
ao estimulo prazeroso (Pizzagalli et al., 2009), bem como disfuncédo cerebral em
areas relacionadas a recompensa (Keedwell et al., 2005). Esta incapacidade de
sentir prazer diante de um estimulo prazeroso pode ser definida como anedonia. Em
roedores, um modelo que mimetiza o sintoma de anedonia é o teste de preferéncia
por sacarose, que € baseado na capacidade de solu¢bes adocicadas em induzir o

aparecimento de um comportamento hedonico (prazeroso) em roedores (Leeb
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Parker e Eikelboom, 1991). Assim, em nosso estudo o teste de preferéncia por
sacarose evidenciou uma reducdo na porcentagem de preferéncia pela solucao
adocicada nos animais tratados com 13-cis-RA, corroborando o comportamento proé-
depressivo observado no CA e NF. A reducédo na preferéncia por sacarose pode ser
observada em animais submetidos a um periodo de estresse crénico e ha
evidéncias de que o tratamento com antidepressivo seja eficiente em aumentar o
consumo desta solugéo adocicada (Strekalova et al., 2006). Recentemente, um novo
aspecto da depressdo tem sido investigado, o qual associa a elevacdo na
concentracdo de citocinas pré-inflamatdrias no sangue a patogénese da depressao.
Assim, a administracao intracerebroventricular da citocina pré-inflamatéria IL-1p em
camundongos reduziu a taxa de proliferacdo celular, ou seja, o processo de
neurogénese no hipocampo, que € uma caracteristica observada em animais e
individuos deprimidos (Eriksson et al., 1998; Koo e Duman, 2008; Malberg et al.,
2000). Estudo em humanos dos niveis de citocinas pro-inflamatérias e anti-
inflamatoérias no sangue evidenciou que o uso de antidepressivo foi capaz de
normalizar as alteracdes inflamatorias decorrentes da depressao, exercendo uma
atividade imunomodulatéria (Sutcigil et al., 2007). Neste sentido, a administracédo de
uma solucao de lipopolissacarideo (potente indutor de respostas inflamatoérias) em
roedores evidenciou o aparecimento de um comportamento pro-depressivo em
testes como o NF e a preferéncia por sacarose, resultado semelhante ao que

observamos apo6s a administragéo cronica do 13-cis-RA (Frenois et al., 2007).

Com o intuito de investigar a reversibilidade do efeito pr6-depressivo do 13-
cis-RA, os animais foram avaliados novamente no teste do NF apds um periodo de
20 dias sem a administracdo do medicamento. De fato, o aumento da imobilidade
verificado anteriormente, durante o tratamento com 13-cis-RA, deixou de existir,
demonstrando que o efeito comportamental pro-depressivo deste retindide tem
carater reversivel. Em concordancia com nossos resultados, a reversibilidade dos
efeitos do 13-cis-RA apés a descontinuacdo do farmaco foram recentemente
evidenciados em ratos submetidos ao paradigma do residente-intruso, no qual a
reducdo do comportamento agressivo diante da presenca de um intruso foi revertido
(Trent et al., 2009). Em humanos, a melhora dos sintomas psiquiatricos apoés a
descontinuacdo do 13-cis-RA também foi relatada e ainda foi observada a
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recorréncia dos sintomas com a retomada do tratamento (McCance-Katz e Price,
1992; Wysowski et al., 2001).

Em conjunto, a hipolocomocdo observada no CA, o aumento da imobilidade
no NF e a redugéo na preferéncia por sacarose sugerem uma reducéo da motivagao
do animal, o que poderia ser interpretada como comportamento do tipo depressivo.
Adicionalmente, o comportamento relacionado a depresséo observado nos animais,

demonstrou ser reversivel apds um periodo sem o medicamento.

6.2 Regulacéo génica da atividade transcricional pelo RARE

O 13-cis-RA é um retindide de estrutura quimica semelhante ao retinol e pode
modular a atividade celular através de sua ligacéo direta, ou através de seu isbmero
ATRA, com o RAR (Allenby et al., 1993; Tsukada et al., 2000). A sinalizag&o
retindide € composta pelo RAR, RXR, enzimas de sintese de RA e proteinas
transportadoras, que apresentam uma ampla distribuicdo no SNC (Krezel et al.,
1999; Zetterstrom et al., 1999). O receptor heterodimérico RAR-RXR, quando
ativado, age como um fator de transcricdo génica ao interagir com RARE, presente
na regido promotora de determinados genes. O RARE, por sua vez, promove 0
recrutamento de proteinas co-ativadoras com atividade acetiladora de histonas, que
possibilitam o relaxamento da dupla fita de DNA, permitindo que o processo de
transcricdo ocorra (Bastien e Rochette-Egly, 2004). Assim, a presenca deste cis-
elemento funcional em regides regulatérias dos genes possibilita uma modulacéo
direta, promovendo um aumento na atividade transcricional.

Em nosso estudo, a regido promotora dos genes relacionados a via
serotoninérgica foi analisada com o intuito de investigar uma possivel acédo direta do
13-cis-RA na modulacdo da transcricdo destes genes (Htrla, Htrlb, Htr2a, Htr2c,
Htr3a, Htr4, Htrba, Htr6, Htr7, Tph2 e 5-HTT). Indentificamos a presenca de
sequéncias representativas do RARE (A/G)G(G/T)(G/T)(G/C)A nos genes para 0S
receptores 5-HTa, 5-HT2a, 5-HTsa € 5-HT7, sendo que a repeticdo desta sequéncia,
separada por um numero adequado de nucleotideos, foi observada uma Unica vez
para cada gene. Considerando que estas sequéncias encontradas representem de
fato elementos de resposta funcionais, a atuacdo do retindide seria de elevar a

concentracdo dos transcritos para estes genes. Entretanto, isto ndo foi observado
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para a maioria deles, pelo contrario, o Htrla, Htr5a e Htr7 tiveram seus transcritos
reduzidos em algumas regides estudadas, ou n&o alterados em outras. A expresséo
do gene para o receptor 5-HT, foi aumentada somente no hipotalamo, ja no cortex
pré-frontal estava reduzida. Desta forma, as modificacdes transcricionais observadas
nos genes Htrla, Htr2a, Htrba e Htr7, assim como em outros genes investigados
neste estudo, ndo parecem ser devido & modulacéo direta por RARE. Uma possivel
hip6tese seria que o 13-cis-RA pudesse modular a atividade de outras vias
neuronais, que por sua vez exercessem influéncia sobre o sistema serotoninérgico,
entretanto pouco se sabe a respeito destes mecanismos. Outra possibilidade, seria a
existéncia de alteracdes poOs-transcricionais como a modificacdo na estabilidade do
RNAmM. Estudos in vitro evidenciaram tanto um aumento, como uma reducao, na
estabilidade de transcritos ap6s a administracdo do acido retindico, porém ainda nao
se conhece ao certo como os retindides exercem este mecanismo (Crowe et al.,
1993; Motomura et al., 2001).

Mais de 500 genes demonstraram sofrer alteracdes com a administracao de
retindides, porém nem todas as modificacdes ocorreram devido a ativacdo do
receptor heterodimérico presente no RARE (acdo direta), e sim possivelmente
através de ac¢des indiretas, cujos mecanismos permanecem ainda pouco conhecidos
(Balmer e Blomhoff, 2002). Um dos genes descritos dentre aqueles ativados de
maneira direta pelos retinéides € o gene da ocitocina (OT), no qual foi evidenciado a
presenca de sequéncias correspondentes ao RARE funcionais (Richard e Zingg,
1991). A OT é um hormodnio sintetizado no hipotdlamo e é liberado na corrente
sanguinea, exercendo sua funcdo em diferentes tecidos. No SNC, a OT interage
com seu receptor que é amplamente distribuido em diversas areas encefalicas,
como o hipotadlamo, hipocampo, amigdala, cortex e sistema olfatorio (Tribollet et al.,
1989). Alteracdes neste hormonio podem ser encontradas em patologias como
depressao, transtorno alimentar, esquizofrenia e doencas neurodegenerativas
(Gimpl e Farenholz, 2001). Na depresséo, ha evidéncias de que ocorra um aumento
da atividade da OT. Investigacdo em cérebro de humanos com depresséo, utilizando
técnica de imuno-histoquimica, encontrou um aumento na densidade de neurbnios
ocitocinérgicos no hipétalamo (Purba et al., 1996). Avaliacdo dos niveis séricos do
horménio da OT revelou um aumento em sua concentracdo em individuos
deprimidos (Parker et al., 2010). Desta forma, a administracédo de altas doses do 13-

cis-RA em nosso estudo pode ter induzido um aumento no processo de transcricao
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do gene da OT, via RARE, contribuindo para o efeito pro-depressivo observado em
nossos animais. Esta é uma hipotese interessante que pretendemos investigar no

futuro.

6.3 Concentracdo de transcritos de componentes do sistema serotoninérgico

O envolvimento do sistema serotoninérgico na modulacdo de
comportamentos emocionais jA& é bem estabelecido. Nosso trabalho selecionou
areas cerebrais importantes na modulagédo de estados emocionais, que sao ricas em
componentes da via serotoninérgica, com o0 intuito de observar uma possivel
correlacao entre o tratamento prolongado com 13-cis-RA e alteragdes transcricionais
de componentes do sistema serotoninérgico.

O sistema serotoninérgico tem origem nos ndcleos dorsal e mediano da raphé
no mesencéfalo, que projetam aferéncias para as areas caudais e rostrais do
cérebro (Aghajanian et al., 1967; Azmitia e Whitaker-Azmitia, 1991). Os transcritos
obtidos de cada area cerebral dissecada neste estudo sdo derivados de corpos
neuronais que expressam 0S genes correspondentes. Assim, 0s transcritos das
regides rostrais do cérebro (cortex pré-frontal, hipocampo e hipotalamo) sao
provenientes de corpos neuronais presentes em regides pos-sindpticas
serotoninérgicas, ou seja, em neurdnios nao serotoninérgicos. Os RNAm obtidos do
mesencéfalo sdo provenientes de neurdnios serotoninérgicos em sua grande
maioria, entretanto a presenca de corpos neuronais nao serotoninérgicos
provenientes de circuitos locais mesencefalicos também deve ser considerada
(Ambar e Chiavegatto, 2009; Bibancos et al., 2007).

6.3.1 Mesencéfalo

O mesencéfalo € uma regido importante na modulacdo do sistema
serotoninérgico, devido a presenca dos corpos neuronais serotoninérgicos e da
maquinaria responsavel pelo mecanismo de retroalimentacdo, que € composta por
auto-receptores inibitorios 5-HT1a € 5-HT1g, enzima de sintese de 5-HT (Tph2) e seu
transportador (5-HTT).

A administracdo prolongada do 13-cis-RA induziu uma reducdo nos

transcritos de Tph2 e 5-HTT no mesencéfalo, mostrando um efeito importante na
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pré-sinapse serotoninérgica. O resultado obtido no presente trabalho difere um
pouco dos dados observados por outros pesquisadores em cultura de células
derivadas dos nucleos da raphé. Assim, este estudo in vitro inicialmente nédo
verificou alteracdes significativas para os RNAmM do 5-HTT e de forma concordante
com o0 nosso estudo ndo verificou mudanga nos transcritos para o receptor 5-HTa.
Entretanto, ao investigar a proteina referente ao 5-HTT e 5-HT;5, um aumento em
ambas as proteinas acompanhado de uma elevacéo na concentracao intracelular de
5-HT foi observada (O’Reilly et al., 2007). Desta forma, segundo estes autores, caso
este mecanismo encontrado por eles ocorra também em vivo, uma reducéo de 5-HT
na fenda sinptica seria esperado, o que estaria de acordo com a teoria
monoaminérgica da depressao.

Considerando a importancia do mesencéfalo para a via serotoninérgica,
outros estudos foram conduzidos com o 13-cis-RA nesta area encefalica.
Investigacdo in vitro da morfologia de neurbnios serotoninérgicos derivadas de
cortes histolégicos do mesencéfalo de ratos, evidenciou uma mudanca morfologica
na regido somatica do neurénios induzida pelo tratamento com 13-cis-RA (Ishikawa
et al.,, 2008). Os retindides apresentam a capacidade de induzir processo de
apoptose celular, entretanto ao investigar a densidade de neurbnios serotoninérgicos
nos nucleos da raphé em camundongos tratados crénicamente com 13-cis-RA, nao
foi observada mudancas na quantidade destes neurdnios (Drew et al., 2010; Horn et
al., 1996). Em conjunto, os dados obtidos nestes estudos relatados na literatura com
0 13-cis-RA e o sistema serotoninérgico no mesencéfalo, sugerem a existéncia de
uma mudanca na atividade da via serotoninérgica, independente de processo de

apoptose neuronal.

Recentemente, a expressdo génica de Tph2 no mesencéfalo de ratos foi
implicada na depressdo e respostas ao estresse (Shishkina, Kalinina e Dygalo,
2007). Estes pesquisadores demonstraram que o0 aparecimento do efeito
antidepressivo de ISRS em ratos, avaliados pelo modelo do NF, estava associado a
elevacdo na concentracao dos transcritos de Tph2 no mesencéfalo. Por outro lado,
horménios glicocorticéides, que se encontram elevados em situacdes de estresse,
promovem reducao da expressdo de RNAm para Tph2 nos nucleos dorsais da raphé
de camundongos (Clark et al., 2005). Em humanos, a existéncia de um polimorfismo

no gene da Tph2, que leva a reducdo em 80% da sintese de 5-HT quando testado in
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vitro (substituicdo de Arg por His na posicéo 441), foi verificada em alguns individuos
com depressdo unipolar (Zhang et al., 2005). Estes pesquisadores também
associaram o polimorfismo com menor responsividade ao tratamento com ISRS.
Portanto, estudos tanto em animais quanto em humanos tem revelado um papel
para a regulacéo da expressdo do gene Tph2 em distdrbios depressivos, bem como
na eficacia do efeito terapéutico de antidepressivos como os ISRS.

Assim, nossos resultados demonstrando um efeito comportamental
depressivo induzido pelo 13-cis-RA, associado a reducgdo dos transcritos para Tph2
em camundongos, estdo em acordo com este importante papel para a enzima de
sintese da 5-HT.

O 5-HTT determina o término da acdo da 5-HT sobre os receptores poés-
sinapticos, controlando a neurotransmissdo serotoninérgica. A reducdo na
expressdo deste transportador pode ser compreendida como um mecanismo
compensatorio a reducdo da sintese de 5-HT, como pode ser observado em
roedores submetidos a um quadro de deplecédo de 5-HT (Koed e Linnet, 2000; Linnet
et al., 1995). Assim, a redugdo dos transcritos da 5-HTT em nossos animais
experimentais poderia ser decorrente, ou mesmo secundario, a reducédo observada
nos RNAm para a Tph2, se a mesma se traduzisse em reducdo da expresséo
proteica de Tph2.

Vérios estudos tem sugerido que, tanto a reducéo na expressao génica de 5-
HTT, quanto sua auséncia (5-HTT™), estdo correlacionadas ao desenvolvimento de
depressdo comportamental em roedores (Collin et al., 2000; Lira et al., 2003). No
modelo de separacdo materna no inicio da vida, um modelo indutor de estresse na
idade adulta, ratos apresentam reducéo nos niveis de RNAm para o 5-HTT na regidao
da raphé (Lee et al., 2007). Similarmente aos nosso resultados, estes animais
também apresentam hipolocomog¢&o no CA e aumento na imobilidade no NF (Lee et
al., 2007).

Estudos de tomografia computadorizada em pacientes com diagndstico de
depressao que n&o estavam recebendo nenhuma medicacdo antidepressiva,
observaram reducdes na densidade de 5-HTT no mesencéfalo (Malison et al., 1998;
Joensuu et al., 2007).

Assim, coletivamente, estes dados fornecem fortes evidéncias de que as

reducdes dos transcritos de 5-HTT e Tph2 observadas em nosso estudo possam
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contribuir para o aparecimento do comportamento relacionado a depresséo nestes

animais.

6.3.2 Hipotalamo

Neurbnios serotoninérgicos projetam aferéncias da regido dos nucleos da
raphé ao hipotalamo, especificamente ao nucleo paraventricular (PVN), onde podem
participar dos processos neuroenddcrinos, através da ativagdo de diferentes
receptores serotoninérgicos (Jargensen, 2007).

O eixo HPA é um importante componente na modulacdo da resposta ao
estresse. Investigacdo a partir de cultura de células derivadas do hipotalamo
tratadas com 13-cis-RA observou uma redug¢do no namero de células, sugerindo um
efeito citotoxico do 13-cis-RA nesta area encefalica (Griffin et al., 2010). Em nosso
estudo observamos um aumento na concentracdo de transcritos do receptor 5-HTa
hipotalamico apds o tratamento com 13-cis-RA. A ativacdo principalmente dos
receptores 5-HT14 € 5-HT,4 no hipotdlamo estdo envolvidos com um aumento da
atividade do eixo HPA em roedores (Osei-Owusu et al., 2005; Mikkelsen, Hay-
Schmidt e Kiss, 2004; Zhang et al., 2002).

A hiperatividade do eixo HPA é um dos achados biolégicos mais consistentes
encontrado na depressdo, que pode ser corrigido com o0 uso crénico de
antidepressivos (Dinan, 1994). Nesse sentido foi encontrado que os ISRS reduzem a
hiperatividade do eixo HPA induzida por agonista do receptor 5-HTa, provavelmente
através do processo de dessensibilizacdo deste receptor (Yamauchi et al., 2006).

Assim, em nosso estudo verificamos um aumento na concentracdo dos
transcritos do receptor 5-HT,a no hipotdlamo, que caso ocorra também ao nivel
proteico poderia estar associado a um aumento da atividade do eixo HPA, e

consequentemente contribuir para o fenétipo depressivo observado neste estudo.

6.3.3 Cortex pré-frontal

Estudos de leséo e imagem em humanos indicam importante participagéo dos
diferentes hemisférios do cortex pré-frontal na modulacdo de processos cognitivos,
desinibicdo comportamental, emocgdes e transtornos psiquiatricos (Rolls et al., 1994;

Teneback et al., 1999; Wible et al., 2001). Descobertas recentes do nosso grupo
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evidenciaram uma grande vulnerabilidade do sistema serotoninérgico no cortex pré-
frontal, em camundongos submetidos a diferentes procedimentos experimentais, tais
como, o isolamento social, e também apds administracdo de hormdnio esterdide
anabdlico-androgénico (Bibancos et al., 2007; Ambar e Chiavegatto, 2009).

No presente estudo, o 13-cis-RA induziu uma diminuicdo nos transcritos para
os genes dos receptores 5-HT1a, 5-HT1g, 5-HT2a, 5-HT4, 5-HTsa, 5-HTs € 5-HT7 no
cortex pré-frontal. Prejuizo da atividade serotoninérgica cortical, observada através
da ampla reducédo em receptores serotoninérgicos apos tratamento prolongado com
13-cis-RA, pode estar associada ao fenotipo depressivo, demonstrando um perfil
concordante com 0 aumento da neurotransmissao serotoninérgica no coértex frontal
de animais tratados com antidepressivos (Ceglia et al., 2004).

Estudo de neuroimagem em humanos evidenciou alteraces no cortex
orbitofrontal decorrente do tratamento com 13-cis-RA, que foi observado através de
uma reducdo no metabolismo cerebral (Bremner et al., 2005). A patofisiologia da
depresséo ainda ndo é bem compreendida, e achados biolégicos como reducdo do
volume e funcionamento do cértex pré-frontal, descritos em alguns pacientes, pode
contribuir para o desenvolvimento da depressdo (Lacerda et al., 2004; Kennedy et
al., 2001). Adicionalmente, a inducéo da deplecao do triptofano (precursor da sintese
de 5-HT) em humanos, teve como consequéncia a reducado do metabolismo cortical,
associado a uma piora dos sintomas de depressdo (Bremner et al., 1997),
evidenciando a contribuicdo do sistema serotoninérgico nesta regido para a
modulacdo do metabolismo cerebral.

Reducdo na densidade de receptores 5-HT;a no cortex foi descrito em
humanos com diagnostico de depressdo (Drevet et al., 2007). Em animais que
apresentaram fenoétipo depressivo em testes comportamentais, observou-se reducéo
cortical nos transcritos para os receptores 5-HTia, 5-HT15 € 5-HT,a (Pang et al.,
2009). O aumento de glicocorticoides € normalmente encontrado em pacientes
deprimidos e a administracdo de dexametasona em cultura de astrocitos derivadas
do cortex frontal de ratos, que tentaria mimetizar o excesso de glicocorticoides,
reduziu a expressao de receptores 5-HT;. Neste mesmo modelo, a exposicdo a
diversos antidepressivos aumentou a atividade deste receptor (Shimizu et al., 1996 e
1997).
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Coletivamente, esses dados sugerem uma possivel correlacdo entre o
comportamento depressivo e a perturbacdo na transcricdo de diversos genes de

receptores serotoninérgicos no cortex pré-frontal.

6.3.4 Hipocampo

O hipocampo é uma estrutura limbica importante na modulacdo de
comportamentos relacionados a memoria, aprendizagem e depressdo, e €
principalmente nesta area encefalica que ocorrem processos de neuroplasticidade,
como neurogénese e fortalecimentos sinapticos (Eriksson et al., 1998; Malberg et al.,
2000; Tsien, Huerta e Tonegawa, 1996; Whitlock et al.,, 2006). Os retindides
apresentam capacidade de modular alteracbes na sinapse como LTP (long term
potentiation) e LTD (long term depression), e devido sua atividade na diferenciacao
celular, é capaz de regular o processo de neurogénese (Bonnet et al., 2008; Crandall
et al., 2004; Misner et al., 2001).

A vulnerabilidade do hipocampo ao tratamento com 13-cis-RA ja foi
evidenciada em alguns estudos. Investigacbes em animais submetidos a
administragdo cronica do 13-cis-RA observaram uma redugdo na taxa de
neurogénese nesta area cerebral e um prejuizo na correlagdo enzimatica da
citocromo oxidase, entre o nucleo dorsal da raphé e o hipocampo (Crandall et al.,
2004; O’ Reilly et al., 2009).

Em nosso estudo a administracdo prolongada do 13-cis-RA induziu no
hipocampo somente uma reducdo nos transcritos do receptor 5-HT;. Estudo
eletrofisiolégico, aliado a técnica farmacologica, demonstrou a importancia deste
receptor na modulacdo da atividade sincronizada neuronal do hipocampo de ratos
(Gill et al., 2002). Animais 5-HT;” apresentaram um prejuizo na aprendizagem do
tipo contextual, que foi associada a uma reducdo na eficiéncia sinaptica no
hipocampo representado pelo LTP (Roberts et al., 2004). Tal prejuizo cognitivo foi
observado com a administracdo prolongada do 13-cis-RA, tanto em ratos, como
camundongos submetidos a diferentes labirintos de memdéria (Crandall et al., 2004;
Dopheide e Morgan, 2008). Desta forma, h4 evidéncias de que a redugdo nos
transcritos para o receptor 5-HT; possa estar associada ao déficit cognitivo descrito

na literatura decorrente do tratamento com 13-cis-RA.
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Conforme mencionado anteriormente, o aumento de hormodnios
glicocorticéides € um achado biolégico encontrado em alguns tipos de depressao
(Dinan, 1994). A reducdo da concentracao de glicocorticoides, que teria um efeito
benéfico na depressdo, foi induzida através do bloqueio farmacologico de sua
sintese em um estudo relatado em ratos (Yau et al., 1997). Neste trabalho os
autores observaram um aumento da expressao dos receptores 5-HT7 no hipocampo,
0 que estaria de acordo com uma contribuicéo deste receptor no fenétipo depressivo
observado em nossos animais.

Assim, ha indicios de que a reducdo nos transcritos para o receptor 5-HT7 no
hipocampo esteja relacionada ao fenotipo de déficit cognitivo relatado em diferentes
estudos e também ao comportamento relacionado a depressdo observado em

Nossos animais.

O presente estudo revelou alteragbes comportamentais e transcricionais
associadas a um efeito pro-depressivo do 13-cis-RA em camundongos machos
submetidos a um tratamento prolongado com o retindide. Trata-se da primeira
investigacdo envolvendo o 13-cis-RA abrangendo diversos transcritos de
componentes da via serotoninérgica em diferentes regides cerebrais de
camundongos. Estes resultados podem sugerir um embasamento cientifico em
modelo animal aos efeitos psiquiatricos observados em humanos com o uso

prolongado deste farmaco.
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7 CONCLUSOES

Os camundongos que receberam administracdo prolongada do 13-cis-RA
apresentaram um perfil comportamental depressivo evidenciado através da andlise
conjunta do CA, NF e anedonia. Quantificacdo dos transcritos para 0s genes
relacionados a via serotoninérgica evidenciou reducbes em importantes
componentes no mesencéfalo, uma area pré-sinaptica serotoninérgica, o que
poderia acarretar mudancas neuroadaptativas em regides pés-singpticas. O cortex
pré-frontal apresentou ampla reducdo dos transcritos, demonstrando ser uma éarea
muito vulneravel ao tratamento com 13-cis-RA. Apesar da possibilidade de um efeito
pés-transcricional do 13-cis-RA sobre componentes da neurotransmissao
serotoninérgica nao ter sido investigada, nossos resultados comportamentais e
moleculares em camundongos substanciam a ocorréncia de efeitos colaterais
psiquiatricos descritos em investigacdes clinicas, possibilitando o questionamento da
seguranca do uso deste farmaco distribuido pelo Sistema Unico de Satde (SUS) em

NOsso pais.
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