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Resumo:

INTRODUCAO: As monoaminas (Dopamina, Noradrenalina, Adrenaina Serotonina e Histamina), além da sinalizac&o,
exercem a neuromodulacdo de variadas funcgdes fisiologicas. No sistema nervoso central (SNC) a 5-hidroxitriptamina (5-HT)
ou serotonina esta relacionada ao ritmo circadiano, atividade motora, regulagdo da temperatura, nocicepgéo, apetite, humor,
comportamento sexual e secrecdo hormonal. Enquanto no sistema nervoso periférico (SNP), ela é correlacionada ao sistema
simpético e outras fungdes viscerais. Em invertebrados a 5-HT também é encontrada no SNC, principalmente nas células
mushroom bodies, regulando o comportamento de aprendizagem, a agressividade, alimentacdo e a fisiologia sensorial. Por
outro lado, no SNP de insetos modula respostas eletrofisiolégicas e viscerais. O presente estudo teve o objetivo de investigar o
papel da serotonina no comportamento neurolocomotor de baratas da espécie Nauphoeta cinerea através de utilizagdo de
f&rmacos antagonistas e agonistas monoaminérgicos. METODOL OGIA: Baratas adultas Nauphoeta cinerea foram utilizadas
como modelo experimental. A atividade neuromuscular foi avaliada usando a preparacdo musculo coxa adutor metatorécico
(MCAM) segundo descrito por Martinelli et al. (2014). Para avaiar a atividade locomotora in vivo, quatro insetos foram
filmados durante 10 min e os filmes analisados utilizando softwares conforme Adedara et a. (2015). Todos os dados foram
expressos como E.P.M, sendo os mesmos analisados pelo teste two-way ANOVA, seguido dos testes Tukey ou Dunnett,
sendo considerado significativos quando P
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DIS,SECCAO FARMACOLOGICA DA NEUROTRANSMISSAO
MONOAMINERGICA EM Nauphoeta cinerea: SEROTONINA COMO INIBIDOR DA
RESPOSTA MOTORA

1. INTRODUCAO

Dentre os neurotransmissores centrais existem algumas monoaminas importantes,
conhecidas como aminas biogénicas (Dopamina, Noradrenalina, Adrenalina Serotonina e
Histamina) que, além da sinalizagdo, exercem a neuromodula¢dao de variadas fungdes
fisiologicas. No sistema nervoso central (SNC) a 5-hidroxitriptamina (5-HT) ou serotonina
esta relacionada ao ritmo circadiano, atividade motora, regulacao da temperatura, nocicepgao,
apetite, humor, comportamento sexual e secrecdo hormonal. Enquanto no sistema nervoso
periférico (SNP), ela ¢ correlacionada ao sistema simpatico, ao trato gastrointestinal, a
coagulacdo sanguinea e a agregagdo plaquetaria, além de induzir resposta cronotropica
positiva sobre o sistema cardiovascular e, por consequéncia, no respiratorio (BRUNTON.,
CHABNER., KNOLLMANN, 2012; MERLO et al., 2011).

A Reserpina ¢ um alcaloide isolado do arbusto Rauwolfia serpentina o qual foi
primariamente utilizado como tratamento anti-hipertensivo, no entanto os pacientes que
faziam seu uso passaram a apresentar comportamento depressivo, alguns quadros muito
graves, com isso foi descoberto que a Reserpina reduzia drasticamente os niveis de serotonina
no SNC por depletar os estoques de monoaminas nas vesiculas pré-sinapticas. A partir da
correlacdo de 5-HT a ansiedade e depressao, os pesquisadores passaram a estudar todos os
aspectos fisiologicos envolvendo essa substancia, trabalhos com c¢DNA e testes
farmacoldgicos mostraram uma gama de receptores 5S-HT (R5-HTs) amplamente distribuidos
nos tecidos nervosos, cada subtipo e receptor ¢ composto por subclasses, elucidando assim
uma variedade de fungdes moduladas por ela. Portanto, a alteracdo da homeostase deste
neurotransmissor esta relacionada a uma série de condig¢des fisiopatologicas. (BLENAU &
THAMM, 2011; BRUNTON., CHABNER., KNOLLMANN, 2012; TADAIESKY, 2005; De
PRA).

Em invertebrados a 5-HT também ¢ encontrada no SNC, principalmente nas células
mushroom bodies, regulando o comportamento de aprendizagem, a agressividade,
alimentagdo e a fisiologia sensorial. Por outro lado, no SNP de insetos modula respostas
eletrofisiologicas e viscerais. Claramente as propriedades farmacologicas dos sistemas
serotoninérgicos sao comuns as de mamiferos, mas com algumas pequenas diferencas. Isso
possibilita a substituigdo de modelos animais vertebrados, atualmente utilizados, por
invertebrados. Além disso, sua capacidade de manipulagdo experimental e o paralelismo
biofisico torna seu uso muito conveniente para abordagens neurofisiologicas aplicaveis a
humanos, de forma imprescindivel para as pesquisas biomédicas (BLENAU & THAMM,
2011; OSBORNE, 1996; PANDEY & HABIBULLA, 1980; PANDEY & HABIBULLA,
1982;).

O presente estudo teve o objetivo de investigar o papel da serotonina no
comportamento neurolocomotor de baratas da espécie Nauphoeta cinerea através de
utilizagao de farmacos antagonistas € agonistas monoaminérgicos.

2. METODOLOGIA

a. Animais: Foram utilizadas baratas da espécie Nauphoeta cinerea (Olivier) de ambos os
sexos. Os animais alojados em insetario localizado no biotério do Campus Sao Gabriel da
UNIPAMPA, com temperatura controlada (22-25°C), com agua e racao ad libitum.
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b. Registros da Atividade Locomotora: Os registros de atividade locomotora in vivo, foram
realizados usando-se quatro animais colocados individualmente em uma caixa de poliestireno
(25cm de comprimento x 15cm de largura x 7cm de altura), tendo uma webcam (logitech®
HD) afixada acima do sistema a qual permitiu a filmagem e o monitoramento do
comportamento exploratdrio dos animais durante 10 minutos conforme descrito em Leal et al.
(2018). Todos os experimentos foram realizados durante o mesmo periodo do dia. Os
registros foram analisados usando o software IDtracker® seguindo um script ad-hoc
desenvolvido no software Matlab®.

c. Preparagdo musculo coxal adutor metatoracico (MCAM): A preparagdio MCAM foi
montada segundo descrito por Martinelli et al. (2014). Apds a anestesia dos animais por
resfriamento a 8°C (7min) e fixacdo do animal com alfinetes entomoldgicos em decubito
dorsal em uma placa recoberta com isopor, foi feita a dissecagdo da quitina da regido
metatordxica que compreende o ultimo par de pernas, para a exposicdo do nervo 05. Foi
inserido um par de eletrodos bipolares de platina em alfinetes, pelos quais foram aplicados os
estimulos elétricos (2-5V, 0.5 Hz, 0.5ms). A perna do animal foi amarrada com linha de
costura, essa foi conectada a um transdutor isométrico acoplado a um sistema para registros
eletromiograficos (AVS, Sdo Carlos, Brasil). Os registros neuromusculares foram feitos
durante 120 min.

d. Analises estatisticas: Os resultados foram expressos como a média £ EPM em porcentagem.
Foi usado o teste One-way ANOVA e teste T como andlise estatistica, onde foram
considerados significativos valores de *p<0,05, **p<0,03, ***p<0,01 e ****p<0,001;
seguidos dos testes Tukey ou Dunnett. Os dados foram representados na forma de graficos da
média £ S.E.M. dos experimentos.

3 RESULTADOS e DISCUSSAO

A Reserpina age como um antagonista inverso sob as monoaminas pela sua alta
afinidade com os transportadores impedindo o armazenamento nas vesiculas. Fluoxetina ¢ um
antidepressivo de agdo metabolica prolongada, pertencente a classe de inibidores seletivos da
recaptagdo de serotonina, o que resulta em potencializagdo da neurotransmissio serotonérgica.
Outro farmaco utilizado no tratamento dos animais foi a Mianserina, cujo efeito ¢ atribuido,
principalmente, a atividade antagonista dos receptores 5-HT2 (MORENO et al. 1999).
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Figura 1. Representacdo 2D da trajetoria dos animais durante os experimentos. Os Pontos

verdes referem-se as zonas de maior concentracdo de episoddios de imobilidade.

Os parametros avaliados no comportamento de locomog¢ao sdo baseados na trajetoria
exploratoria dos animais no ambiente experimental (Fig.1). As doses de Reserpina reduziram
drasticamente a atividade locomotora (Fig. 2A), um efeito dose dependente, sendo que a dose
de 0,5uM aumentou o tempo de parada para 77% +4 (p<0.05) (Fig. 2C) e os episodios de
imobilidade (Fig. 2B). A Fluoxetina também reduziu significativamente a distancia percorrida
e aumentou o tempo de parada para 69% +3 (p<0.05) (Fig. 2).
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Figura 2. Graficos resultantes dos ensaios de locomog¢ao em Nauphoeta cinerea e pontos
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finais motores avaliados em controle e tratamento Reserpina 0,25 e 0,5uM, Fluoxetina 0,5uM
e Mianserina 0,5uM. A) Distancia percorrida. B) Episodios de imobilidade. C) Tempo de
parada em porcentagem. (n = 40).

Nos registros eletromiograficos para a determinacdo da participagdo da 5-HT na
jungdo neuromuscular, a aplicagdo de Reserpina e Fluoxetina 0,5uM, induziu diminui¢ao
progressiva na resposta contratil, em 60 min, sendo que a Reserpina apresentou uma redugao
mais significativa nesse tempo, enquanto a Fluoxetina, nos primeiros minutos, mostrou um
leve aumento na contragdo muscular (n=4) (Figura 3). Nesses ensaios, a partir de 60 min de

registros os tratamentos induziram contracdes em niveis mais estdveis mantendo a resposta
entre 28% a 38% do controle.
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Figura 3. Resposta neuromuscular induzida pelo Controle e os tratamentos em preparagdes de
MCAM in vivo em baratas da espécie Nauphoeta cinerea.

Os resultados apresentados nesse trabalho reforcam a importancia da neurotransmissao
monoaminergica para comportamento locomotor e, demonstram, que a regulagdo
serotoninérgica ¢ essencial para o comportamento exploratorio das baratas. Esse ultimo fato ¢
reforcado pela reducdo causada pelos agonistas fluoxetina, comparada com um inibidor
especifico, a mianserina. A diminuicdo da resposta contratil na jun¢do neuromuscular
induzida pela fluoxetina sugere uma relacdo direta desse composto com mecanismos
relacionados ao acido gama-amino-butirico (GABA), neurotransmissor inibitério da JNM de
insetos. Os muitos tipos de R5-HTs e a sua distribui¢do nos tecidos dos insetos influencia
diretamente efeitos neuronais, pois 0 mesmo subtipo de receptores, mas de classes diferentes,
pode resultar em respostas opostas. Erber et al. 1993 mostrou através de experimentos
comportamentais que a modulacdo de 5-HT afeta os interneurdnios periféricos € o controle
dos musculos, além da respostas sensitivas. Um resultado semelhante foi observado em
Drosophila melanogaster com R5-HTs mutados, no qual o comportamento locomotor,
olfativo e alimentar, bem como a frequéncia cardiaca foram alterados (BRUNTON.,
CHABNER., KNOLLMANN, 2012; De PRA, 2012; NECKAMEYER, 2007).

Em mamiferos tratados com reserpina também foram obtidos resultados semelhantes
aos observados em invertebrados, sendo o principal efeito a hipocinesia, ou seja, a perda da
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atividade motora espontanea, bradicinesia (tremor e rigidez), também ocorre a indugdo ao
estado depressivo, apoptose e hipotermia (FADANNI, 2016: TADAIESKY, 2005).

4 CONSIDERACOES FINAIS

A atividade inibidora da resposta motora, causada pela serotonina, € 0s seus
mecanismos de neuromodulacdo central e periférico em modelo de Nauphoeta cinerea
demonstram sua importancia para o desenvolvimento de modelos experimentais alternativos
de doengas neurodegenerativas € comportamentais.
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