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RESUMO

OBJETIVO: Desenvolver e validar a técnica de CLAE-DE para o doseamento de dopamina
(DA), acido diidrofenilacético (DOPAC), acido homovanilico (HVA) e 3-metoxitiramina (3-MT);
validar a técnica de microdialise (MD) cerebral em animais conscientes e avaliar o efeito do
tratamento agudo com um extrato lipofilico das partes aéreas de Hypericum caprifoliatum (HCP)
sobre os niveis cerebrais de DA e seus metabdlitos. MATERIAIS E METODOS: A validagéo
analitica foi realizada conforme o preconizado pela ANVISA, com analise dos parametros
linearidade, precisdo, exatidao, especificidade e limite inferior de quantificagdo. A técnica de
microdialise foi realizada de forma classica: guias de sonda foram implantadas nas regibes
cerebrais de interesse por cirurgia estereotaxica; os dialisados foram obtidos, 48 horas apds a
cirurgia, através da perfusdo da sonda com liquido cérebroespinhal artificial (1 yL/min) e coleta
durante trés horas, em intervalos de 20 min; as trés primeiras coletas foram utilizadas para
determinagdo da linha de base e s6 entdo foram administrados os tratamentos. Para a
validagdo da MD a sonda foi implantada no estriado (A: -0,3; L: + 3,2; P: - 4,5) e o tratamento foi
sulfato de anfetamina (2 mg/kg, s.c.). Para a avaliagado do efeito de HCP, a sonda foi implantada
no nucleo acumbens (A: +2,2; L: -1,5; P: -5,8) e o tratamento foi uma dose de 270 mg/kg do
extrato (v.0.). RESULTADOS E DISCUSSAO: Os parametros avaliados para validar o método
analitico ficaram dentro dos limites especificados pela ANVISA. O sulfato de anfetamina
produziu um aumento nos niveis extracelulares de DA em 160% e uma reducdo de DOPAC e
de HVA em 80% e 50%, respectivamente. O extrato HCP nao alterou o conteudo intersticial de
DA, DOPAC e HVA no nucleo acumbens. Os valores basais encontrados estio de acordo com
dados relatados na literatura. Nao foi possivel quantificar 3-MT. CONCLUSAO: A metodologia
analitica e as condigbes experimentais de microdialise utilizadas permitiram a mensuragao de
mudangas induzidas por anfetamina nos niveis extracelulares de DA e seus principais
metabolitos demonstrando que os fundamentos da técnica estdo estabelecidos em nossas
condicoes. O regime de tratamento empregado com HCP nao foi suficiente para alterar os
niveis de DA e seus principais metabdlitos no nucleo acumbens de ratos.

Palavras chave: microdialise cerebral, Hypericum caprifoliatum, dopamina, DOPAC, HVA e 3-
MT.






ABSTRACT

Evaluation of the effect of Hypericum caprifoliatum Cham. & Schlitdl lipophilic extract on the
extracellular levels of dopamine and its metabolites by cerebral microdialysis in freely moving
rats

OBJECTIVE: The objectives of this work were to validate the HLPC-ED technique for measuring
dopamine (DA), dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC), homovanillic acid (HVA) and 3-
methoxytyramine (3-MT); to put into operation the brain microdialysis technique (MD) in freely
moving rats; to evaluate, by using MD, the effect of a single treatment with lipophilic extract from
aerial parts of Hypericum caprifoliatum (HCP) on DA, DOPAC, HVA and 3-MT brain levels.
MATERIALS AND METHODS: In order to validate the analytical technique we followed the
parameters established by ANVISA for bioanalytical samples. The parameters were: precision,
accuracy, specificity and also the lower limit of quantitation. The microdialysis technique was
carried out following classical procedures: male Wistar rats were submitted to stereotaxic
surgery for the guide cannula implantation in the brain regions of interest; 48 hours later, the
microdiaysis probe was inserted and perfused with cerebrospinal fluid (1 uL/min). After baseline
samples collecting (1 h), the treatments were administrated and samples were collected every
20 min, during 2h. To accomplish MD technique validation the animals were treated with
amphetamine sulfate (2 mg/kg, s.c.) and the extracellular levels of DA, DOPAC e HVA were
measured in striatum (A: -0,3; L: + 3,2; P: - 4,5). The effect of HCP acute treatment (270 mg/kg,
p.o.) was evaluated in nucleus accumbens (A: +2,2; L: -1,5; P: -5,8). RESULTS AND
DISCUSSION: The analytical parameters values found were within the acceptable ranges for
bio-analytical limits specified by ANVISA. As expected, amphetamine sulfate administration
significantly increased DA (160%) extracellular levels and decreased DOPAC (80%) and HVA
(50%) levels. The quantification of 3-MT was not possible. Acute HCP administration did not
affected DA, DOPAC and HVA levels in the nucleus accumbens. CONCLUSION: The HPLC-ED
methodology and microdialysis procedures employed allowed the detection of amphetamine-
induced changes in extracellular levels of DA and its metabolites demonstrating that the
technical starting point was acceptable. The acute administration of 270 mg/kg, p.o. of HCP to
rats was not sufficient to modify the extracellular levels of DA, DOPAC and HVA in the nucleus
accumbens.

Key words: brain microdialysis, Hypericum caprifoliatum, dopamine, DOPAC, HVA, 3-MT.






INTRODUCAO

Disturbios cerebrais sejam eles primarios ou decorrentes de alguma disfungéo
em outros sistemas do organismo, representam um importante problema em nossa
sociedade e um campo no qual a intervengcdo farmacoldgica desempenha um papel-
chave (RANG et al., 2004; FILLENZ, 2005).

A depressao é o mais comum dos disturbios afetivos, podendo variar desde uma
condigdo muito branda, limitrofe com a normalidade, até uma depressdo severa
acompanhada de sintomas melancdlicos e pensamentos suicidas (GRAEFF et al.,
2000; STHAL, 2000). A depressao é considerada um problema de saude publica
mundial, sendo a principal causa de incapacidade e morte prematura entre pessoas
com idade variando de 15 - 44 anos de ambos os sexos (WHO, 2000; RANG et al.,
2004). Estima-se que 5% da populagao sofrera, em algum momento da sua vida, de um
episodio depressivo (STAHL, 2000).

As bases neuroquimicas da depressao tém sido desvendadas a partir do efeito
observado por farmacos antidepressivos. SCHILDKRAUT E KETY (1967) e OXENKRUG E
LAPIN (1971) afirmaram que a depressao era causada por uma diminui¢ao dos niveis
cerebrais de NA e 5-HT baseados nos seguintes fatos: reconhecimento de que a
imipramina bloqueava a recaptagdo neuronal de noradrenalina (NA) e serotonina (5-
HT); observacdo de que a reserpina, substéncia que depleta as monoaminas,
provocava quadros depressivos em 10 a 20% dos pacientes e observagdo de que a
anfetamina, substancia que aumenta a liberacdo das monoaminas, provocava efeito
euforizante. Estes estudos compdem o que foi denominado de teoria monoaminérgica

classica da depressao.

No entanto, a teoria monoaminérgica classica ndo explicava o fato de que os
efeitos bioquimicos diretos dos farmacos antidepressivos aparecem muito rapidamente,
enquanto que o efeito antidepressivo demora semanas para se desenvolver (RANG et

al., 2004). Com a introdugéo de técnicas inovadoras, como ensaios de radioligagéo, na



década de 70, foi verificado que o tratamento prolongado com antidepressivos leva a
alteragdes complexas na neurotransmissdo monoaminérgica, principalmente na
densidade dos receptores das monoaminas, sugerindo que as alteragées adaptativas é
que sao responsaveis pela melhora clinica (GRAEFF et al., 2000; RANG et al., 2004).

Com os indicios de que uma das causas das doencgas psiquiatricas era o
desequilibrio neuroquimico, sobretudo dos neurotransmissores monoaminérgicos,
comegaram a surgir técnicas que objetivavam monitorar o espaco intersticial cerebral
com o intuito de verificar mudancas nos niveis desses neurotransmissores. Os
primeiros avangos surgiram ainda na década de 60 com o surgimento da técnica de
push-pull (GADDUM, 1961; NIEOULLON et al., 1977) que trouxe grandes contribuicdes
para o entendimento da quimica cerebral. Uma nova metodologia tornou-se viavel com
o desenvolvimento da voltametria in vivo, em 1973, quando foi possivel analisar
mudancgas nos niveis extracelulares das monoaminas, sobretudo de dopamina e seus
metabdlitos (KISSINGER et al., 1973).

Porém, foi reconhecido que essas técnicas nao refletiam precisamente as
alteragdes quimicas em nivel celular (HUTCHINSON et al., 2002). Assim, estudos que
investigavam mudangas neuroquimicas em nivel de sinapses nao podiam ser
realizados por tais técnicas, devido a impossibilidade de se localizar precisamente
regides especificas do cérebro e aos instrumentos utilizados para medir/coletar as
amostras, como eletrodos e canulas, serem muito invasivos (PARSONS; JUSTICE,
1994; BOURNE, 2003). Além disso, as complicagbes comumente encontradas como
geracao de dano no cérebro do animal e perda da resolugédo temporal limitavam o uso
destas técnicas (BLANCO-LEZCANO et al., 2001; BOURNE, 2003).

Neste contexto, surgiu a técnica de microdidlise cerebral para o monitoramento
de substancias no fluido extracelular cerebral in vivo e in situ (TSAIl, 2003),
principalmente neurotransmissores. Através da microdialise cerebral podem-se realizar
estudos de liberacdo de neurotransmissores, metabdlitos ou neuromoduladores,
causada por uma determinada droga/substancia ou tratamento terapéutico em uma

regido cerebral definida e limitada do sistema nervoso central (BLANZO-LEZCANO et



al., 2001). Esta técnica tem sido utilizada no estudo das bases neuroquimicas da

depressao e mecanismo de agao dos antidepressivos (BOURIN et al., 2002).

Com relacao aos antidepressivos disponiveis no mercado, até o momento foram
poucos 0s avangos em relagdo ao surgimento de moléculas com mecanismos de agao
diferenciados. Os farmacos mais novos ainda atuam como inibidores seletivos da
recaptacdo das monoaminas, principalmente serotonina (CASSIDY et al., 2006;
PERAHIA et al., 2006). Além disso, cerca de 30 - 35 % dos pacientes ndo apresentam
boa resposta ao arsenal terapéutico atual e muitos desses medicamentos apresentam
efeitos adversos relevantes que impedem a continuidade do tratamento (GRAEFF et al.,
2000; STAHL, 2000). Devido a isso, nos ultimos dez anos o interesse sobre plantas,
principalmente do género Hypericum (Guttiferae) cresceu consideravelmente, sobretudo
apos a comprovagao da eficacia clinica dos extratos de Hypericum perforatum L. no
tratamento de depressdes leves a moderadas (LINDE et al., 2005; GASTPAR et al.,
2006; KASPER et al., 2006) e baixa incidéncia de efeitos adversos (SCHULZ, 2006).

Tem sido demonstrado, através de técnicas de microdialise cerebral, que
antidepressivos, entre eles H. perforatum, aumentam os niveis extracelulares das
aminas biogénicas, inclusive dopamina (DI MATTEO et al., 2000; ROMMELSPACHER
et al., 2001; YOSHITAKE et al., 2004). Desde 1998 nosso grupo investiga os efeitos
farmacologicos das espécies nativas de Hypericum, tendo sido encontrado resultados
promissores em relacdo a atividade antidepressiva de um extrato lipofilico de H.
caprifoliatum (DAUT et al., 2000; GNERRE et al., 2001; VIANA et al., 2005).

Assim, este trabalho tem por objetivo implementar a técnica de microdialise
cerebral em animais conscientes em nosso laboratério, o que possibilitara o
aprofundamento da investigacdo da atividade antidepressiva encontrada tanto em
testes in vitro quanto in vivo para H. caprifoliatum, além de auxiliar em outros estudos
que investigam a acdao de farmacos/drogas no SNC neste Programa de Poés-

Graduacéo.






CAPITULO 1

VALIDACAO DA TECNICA DE MICRODIALISE CEREBRAL EM ANIMAIS
CONSCIENTES PARA MEDIDA DOS NiVEIS CEREBRAIS DE DOPAMINA E SEUS
METABOLITOS







1. INTRODUCAO

A possibilidade de se monitorar alteragcbes nas concentragbes dos
neurotransmissores, juntamente com o conhecimento da fisiologia do Sistema Nervoso
Central (SNC), da patofisiologia das doengas psiquiatricas e da resposta observada
com a utilizagdo de farmacos empregados na terapéutica e de estudos
comportamentais (FILLENZ, 2005) propiciou grandes avangos na compreensao das
doencas neuropsiquiatricas, bem como no descobrimento de novas e inovadoras
moléculas que podem ser usadas no tratamento de tais doengas (ZHANG; BEYER,
2006).

Existem varias técnicas que podem ser usadas para avaliar os niveis de
neurotransmissores, como push-pull, voltametria in vivo, voltametria ciclica rapida,
estudos eletrofisioldgicos, microdidlise cerebral e estudos com homogenatos e fatias
cerebrais (MINDERMANN et al., 1998).

A técnica de push-pull desenvolvida por GADDUM (1961) e que posteriormente
deu origem a MD consiste na insergdo de uma canula no cérebro do animal, para a
administragdo da substancia, e de uma segunda canula (alguns milimetros de distancia
da primeira) para a coleta da amostra. Uma das principais desvantagens dessa técnica
€ que envolve um sistema aberto no qual o tecido cerebral entra em contato direto com
o liquido de perfusdo (CADOGAN; MARSDEN, 1997), gerando uma extensa leséo
tecidual com formacao de edema (FILLENZ, 2005). Esse dano cerebral atua como uma
barreira a difusdo, interferindo diretamente nos niveis dos neurotransmissores medidos,

além de causar perda da resolugao temporal (DREW et al., 2004).

A voltametria in vivo consiste na implantagéo de eletrodos de carbono na regiao
do cérebro a ser analisada. Os neurotransmissores sao oxidados ou reduzidos na
superficie desses eletrodos por meio da aplicagcdo de um potencial elétrico. Cada
neurotransmissor e seus metabdlitos tém seu potencial de oxidagao caracteristico e

isso gera uma corrente elétrica, a qual tem sua magnitude mensurada (HUTCHINSON



et al., 2002). O maior problema dessa técnica, no entanto, € que a diferenca entre os
potenciais de oxidac&o é tdo pequena para alguns compostos que ndo se consegue ter
uma boa especificidade (FILLENZ, 2005). Devido a isto, foi desenvolvida a voltametria
ciclica rapida (fast cyclic voltammetry — FCV) que fornece uma boa resolugao quimica e
temporal. O potencial do eletrodo é linearmente aumentado até um valor suficiente para
oxidar o analito e depois retorna ao valor basal em menos de 10 ms. Ainda assim,
muitas vezes a corrente elétrica de fundo (background) € muito alta e ndo se consegue
medir concentragdes muito baixas dos neurotransmissores (FILLENZ, 2005). Essa
técnica foi desenvolvida para mensurar mudancas nos niveis de dopamina e seus
metabdlitos durante uma estimulacao elétrica. Por isso, a voltametria ndo € adequada
para verificar os niveis basais de DA em situagdo fisiologica, com baixas
concentragdes. Além disso, quantidades significativas de outras substéncias oxidaveis
como DOPAC e acido ascoérbico, podem mascarar o verdadeiro sinal da dopamina
(CHEN, 2005).

Os estudos eletrofisiologicos sdo empregados principalmente quando se busca
uma analise temporal e qualitativa dos estimulos que levam a ativacido dos neurbnios
monoaminérgicos (FILLENS, 2005). Publicagdes recentes estdo concentradas em
estudos comportamentais que envolvem a apresentacdo de estimulos auditivos ou
visuais (FILLENS, 2005; BLATER; SCHULTZ, 2006), na tentativa de mapear a
intensidade e as velocidades das descargas elétricas geradas pelos
neurotransmissores liberados durante o processo de aprendizagem e memoria. Com
estudos eletrofisiolégicos ndo se pode quantificar nem se obter informagdes sobre a
liberagdo dos neurotransmissores nos terminais nervosos (FILLENZ, 2005). Por isso,
experimentos de microdidlise s&o realizados concomitantemente a estes estudos para
complementar melhor os resultados. Com isso, sdo obtidos os indices de liberagdo do

neurotransmissor e da atividade neuronal (GRUSS et al., 1999).

Estudos utilizando homogenatos ou fatias cerebrais (ex vivo) sdo de facil
execucao e fornecem dados sobre a quantidade total de cada neurotransmissor e seus
metabdlitos existentes no tecido (PARSON; JUSTICE, 1994). Porém, essa abordagem

fornece uma medida inexata da atividade neuronal, uma vez que, as mudangas nas



concentragdes extracelulares sdo mascaradas pelas altas concentragdes intraneuronais
dos neurotransmissores. Além disso, os resultados obtidos a partir de analise tecidual
fornecem uma medida neuroquimica num ponto isolado de tempo, n&o se conseguindo
realizar estudos dindmicos do metabolismo dos neurotransmissores (PARSON;
JUSTICE, 1994; OROSCO et al., 1995). Uma outra variavel que deve ser levada em
conta € o erro de processamento da amostra (post mortem), que pode gerar diferengas
consideraveis (BLANCO-LEZCANO et al., 2001).

A microdialise (MD) cerebral surgiu no inicio da década de setenta como uma
técnica inovadora. Estudos de microdidlise podem ser realizados em qualquer regido
onde se possa inserir uma sonda de MD. O principio basico desta técnica consiste em
imitar a fungdo de um capilar sanguineo através da difusdo passiva (UNGERSTEDT,;
HALLSTROM, 1987; LA PENA et al., 2000; TSAI, 2003). Uma pequena sonda &
implantada no cérebro do animal, sendo constantemente perfundida com liquido
cerebroespinhal artificial. Pequenas moléculas presentes no espaco intersticial se
difundem através da sonda devido a um gradiente de concentragdo formado. O liquido
perfundido é, entdo, analisado quimicamente e reflete a composicdo do fluido
extracelular cerebral (MULLER et al., 1996).

Desde a sua introdugédo, a MD cerebral tem sido extensivamente utilizada para
analise dos diversos sistemas de neurotransmissores, principalmente dopaminérgico
(DI CHIARA et al., 1993; 2004; CARBONI et al., 2001), colinérgico (DAY et al., 2001;
SMITH et al., 2004) e glutamatérgico (DREW et al., 2004), em estudos que verificam a
sua liberacdo. A técnica vem sendo utilizada também para avaliagdo de outras
substancias enddgenas ou exogenas em fluidos corporais, mecanismo de agao de
farmacos, bem como no estudo de fendmenos fisiolégicos e patolégicos. Com relagao
aos farmacos, o principal uso tem sido em estudos farmacocinéticos ndo somente no
cérebro, mas também em outros tecidos como pele, musculos, tecido subcutaneo,
coragao, olhos, pulmdes, figado e sangue, tanto em animais quanto em humanos (LA
PENA et al., 2000; MULLER, 2000).






2. REVISAO DE LITERATURA

A microdialise cerebral surgiu com o avango das neurociéncias. Foi inicialmente
aplicada por DELGADO (1972) e depois por UNGERSTEDT E Pycock (1974) que, para
medir concentragdes de neurotransmissores, principalmente dopamina, introduziram no
cérebro de ratos fibras ocas que eram continuamente perfundidas por liquido
cerebroespinhal artificial (UNGERSTEDT; HALLSTROM, 1987). Em 1987, a
microdidlise foi utilizada pela primeira vez em humanos (MULLER, 2000). Porém, o
termo microdialise surgiu no final da década de 50 quando foi usado para descrever o
método de dialise e extracdo simultaneas de esterdides polares do plasma sanguineo
num volume muito pequeno (KALANT apud PLOCK; KLOFT, 2005)".

A partir desses experimentos iniciais, a MD cerebral foi gradativamente
ganhando importancia em diversas areas das ciéncias biomédicas e atualmente é uma
técnica largamente utilizada para o monitoramento de diferentes substancias no fluido
extracelular cerebral in vivo e in situ, como catecolaminas, aminoacidos, peptideos,
acido ascorbico, glicose e farmacos, (UNGERSTEDT; HALLSTROM, 1987; STENKEN,
1999; BLANCO-LEZCANO et al., 2001; TSAI, 2003). Desde a sua introdu¢do no estudo
do SNC, a MD cerebral passou a ser uma ferramenta importante, sobretudo no campo
da neurofarmacologia, neuroquimica, neuroanatomia e neurofisiologia e dentre os seus
principais usos estdo (BOURNE, 2003):

e Analise de substancias enddgenas cerebrais, como neurotransmissores,

glicose, aminoacidos, lactato e metabdlitos;

e Administracdo intracerebral de farmacos ou drogas ou substancias

enddgenas;

e Estudos comportamentais correlacionando com alteragdes neuroquimicas;

T KALANT, H. A microdialysis procedure for extraction and isolation of corticosteroids from peripheral blood plasma.
Biochem. J., v.69, p.99-103, 1958 apud PLOCK, N. e KLOFT, C. Microdialysis — theoretical and recent
implementation in applied life-sciences. European Journal of Pharmaceutical Sciences, v.25, p.1-24, 2005.
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e Estudos de binding: essa técnica envolve a determinacdo da afinidade de
um composto por determinada regido cerebral, através da quantificagéo

desse composto no dialisado.

2.1 Principio

O objetivo principal da MD cerebral em estudos de farmacodinédmica (PD) é
analisar as mudangas na composicdo neuroquimica do espacgo intersticial de uma

regido cerebral especifica em fung&o do tempo (BOURNE, 2003).

A técnica esta baseada no principio da dialise, no qual uma sonda contendo uma
membrana semipermeavel é continuamente perfundida de um lado com uma solugao
que mimetiza o liquido cerebroespinhal sem a adi¢cao da(s) substancia(s) de interesse
enquanto que o outro lado esta em contato direto com a regido cerebral sob analise.
Dessa forma, um gradiente de concentragéo é criado e isto forma a base para a difusédo
da(s) substancia(s) de interesse do espaco intersticial para a sonda de MD (Figura 1.1)
(BENVENISTE et al.,, 1989). Substancias quimicas podem ser retiradas do espaco
extracelular ou introduzidas no mesmo (retrodialise), dependendo da concentragédo do
liquido de perfusdo (UNGERSTEDT; HALLSTROM, 1987).
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Figura 1.1 Representagcao esquematica da difusdo passiva de substancias enddégenas para a
sonda de MD apds sua liberagdo no meio extracelular (Adaptado de CMA/Microdialysis, 2006.
Disponivel em < http://www.microdialysis.se/www/md_pic_int.htm >. Acesso em 8.7.2006).

2.2 Vantagens e Limitacdes da Microdialise Cerebral em PD
2.2.1 Vantagens
Coleta das amostras no local de acéo

A possibilidade de se monitorar continuamente mudangas neuroquimicas no
liquido extracelular cerebral em funcdo do tempo no local de implante da sonda €&, sem
duvida, a principal vantagem da MD cerebral (PARSONS; JUSTICE, 1994; BOURNE,
2003). Através dessa técnica podem-se realizar estudos de liberagdo de
neurotransmissores, neuromoduladores, segundos mensageiros e seus metabdlitos em
uma regiéo definida e limitada do SNC (BLANCO-LEZCANO et al., 2001).
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Liberagéo de substancias exogenas

A técnica oferece a possibilidade de se liberar substancias diretamente em
regides especificas do ceérebro, podendo se estudar os efeitos locais de tais
substancias sem o risco de efeitos adversos sistémicos (WAGA, 2000; ZHAO et al.,

2004). Nesse caso, denomina-se retrodialise.
Amostras prontas para analise

As amostras obtidas por MD cerebral s&o livres de proteinas e macromoléculas.
Isso permite que possam ser analisadas imediatamente, ndo havendo necessidade de
nenhum tipo de tratamento prévio como é o caso das amostras plasmaticas (BUERGER
et al., 2003). Essa é uma grande vantagem em estudos farmacocinéticos visto que, as
concentracdes livres teciduais do farmaco € que s&o responsaveis pelo seu efeito
terapéutico (LA PENA et al., 2000; MULLER, 2000; LIU et al., 2005).

Atualmente pode-se analisar as amostras imediatamente apds a coleta, sem a
necessidade de congela-las. Existem coletores automaticos refrigerados que sao
acoplados diretamente ao injetor do equipamento de analise. As amostras podem ser
analisadas a cada 3 minutos (KEHR, 1992).

Amostragem em longo prazo

A MD cerebral pode ser usada para obtencao de perfis de distribuicao de
farmacos ou substéncias endoégenas por varias horas ou dias. Como ndo existe perda
de fluidos corporais durante o experimento, animais de pequeno porte também podem
ser analisados (HORAL et al., 1995). Uma grande vantagem é que um unico animal
pode ser usado com as caracteristicas fisioldgicas e anatdbmicas do tecido analisado
mantendo-se intactas durante todo o periodo de perfusdo, reduzindo o numero de
animais utilizados por grupo (PLOCK; KLOFT, 2005).

Estudos com animais acordados

Muitos autores concordam que a administragdo de um anestésico, por si s0,

pode comprometer a fungcdo neuronal, alterando os niveis dos neurotransmissores
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(HAMILTON et al., 1992; BOURNE, 2003). Com MD cerebral se tem a facilidade de
trabalhar com os animais acordados (BOURNE, 2003). No entanto, deve-se considerar
0 aumento dos neurotransmissores provocado pelo meio onde se encontra o animal. Ja
foi demonstrado um aumento de DA relacionado com estresse ambiental (FOSBRAEY,
1993; DALLEY; STANFORD, 1995). O animal deve ser habituado ao local do
experimento algumas horas antes e deve-se evitar mudangas no manipulador para

diminuir ao maximo possivel os fatores que estressam o animal (SALORD et al., 1997).

Os estudos de MD cerebral com o uso de animais acordados nao estao limitados
apenas em analisar alteracbes neuroquimicas, mas sao utilizados também como uma
ferramenta para complementacao de estudos comportamentais. A técnica é adequada
para correlacionar liberagdo de neurotransmissores com alteragcdes no comportamento
natural ou farmacologicamente alterado, sendo utilizada em estudos comportamentais
envolvendo locomocédo, natagdo, o sistema de recompensa, testes de memodria e na
investigacdo do comportamento sexual dos animais (HAMILTON et al.,, 1992,
WESTERINK, 1995).

Possibilidade de diferentes locais de implantacdo da sonda

Estudos de MD cerebral teoricamente podem ser realizados em qualquer 6rgao
ou tecido nos quais seja possivel inserir uma sonda (BENVENISTE et al., 1989;
ANAND, 2004; EMMERTSEN, 2005). Pode-se também inserir mais de uma sonda no
mesmo animal (MACHA; MITRA, 2001; WEIKOP, 2004). Dessa forma, os niveis de uma
ou mais substancias podem ser monitorados concomitantemente, por exemplo, em
varias regides cerebrais, do mesmo individuo. Estes dados sdo extremamente
importantes para o entendimento da neuroquimica cerebral e o processo de
comunicacédo entre os diferentes neurotransmissores (STEINIGER; KRETSCHMER,
2003; DREW et al., 2004).
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2.2.2 Limitagdes da Microdialise
Dano tecidual

E comum acontecer um pequeno dano no tecido onde foi inserida a sonda de
MD. Normalmente, observa-se um processo inflamatério em todos os tecidos. Um
estudo mostrou infiltracdo de linfécitos 6h apds a inser¢ao da sonda (AULT et al. 1994).
Os trabalhos de DAVIES E LUNTE (1995) e de MATHY e colaboradores (2003) relataram o
surgimento de fibrose em torno da membrana de dialise, oito dias apds a implantagéo
da guia de sonda, provavelmente devido a contaminagao bacteriana. Em se tratando de
MD periférica, isso néo seria considerado um problema (AULT et al.,1994), porém em
MD cerebral o desenvolvimento de gliose pode obstruir a membrana causando um
entupimento da sonda (GEORGIEVA et al., 1993).

Qu e colaboradores (2001) estudaram mudangas morfolégicas no cérebro de
ratos apdés a implantacdo da sonda, realizando imunohistoquimica da proteina fibrilar
acida da glia (PFAG). Esses autores demonstraram que a densidade das células
PFAG-positivas em torno da sonda aumenta com o passar do tempo, e que, a
densidade de células em torno da guia de sonda parece ser maior do que em torno da
membrana de dialise, onde o processo de difusdo acontece. Os autores concluiram que
os estudos crénicos de MD cerebral, principalmente aqueles com a sonda
permanentemente implantada podem ser limitados devido a problemas técnicos e

mudancas residuais.
Danos a barreira hematoencefalica

Normalmente, a integridade da barreira hematoencefalica (BHE) é restabelecida
2h apos a implantagao da sonda (BENVENISTE; HUTTEMEIER, 1990). Porém, alguns
trabalhos demonstraram o dano causado na BHE apds a insercdo da sonda e
encontraram dados divergentes. GROOTHUIS e colaboradores (1998) registraram um
aumento da permeabilidade da membrana imediatamente (19x) e 1-2 dias (17x) apds a
insercdo da sonda. A implantagdo da guia de sonda também causou aumento da

permeabilidade da membrana (25x) em relagdo ao controle. Os autores observaram
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que a disfuncdo da BHE é maxima logo apds a inser¢cao da sonda ou guia de sonda,
mas persiste por no minimo 28 dias. Estudos anteriores, como o0 de MORGAN e
colaboradores (1996) verificaram que o transporte de pequenas moléculas através da
BHE fica comprometido alguns dias apds a insergdo da sonda. Um outro estudo que
analisou o perfil de distribuicdo no estriado de sacarose marcada através de auto-
radiografia, concluiu que a injuria causada pela insergdo da sonda de MD desregula a
BHE da regido préxima ao local de implantagdo da sonda. Essa desregulacdo leva a
um influxo de agua e outros constituintes do plasma causando edema vasogénico no
animal (DYKSTRA, 1992). Os autores aconselham a dar mais atengao a alteragdes na
permeabilidade da BHE, principalmente em estudos que envolvem o transporte de

farmacos através da BHE.
Contaminacéo bacteriana

Além da resposta inflamatéria que mobiliza células do sistema imunolégico, a
sonda de MD pode introduzir bactérias no meio intersticial estudado e causar infecgao.
Dessa forma, métodos de desinfecgcdo ou esterilizacdo de sondas de MD tém sido
estudados e comparados com sondas caseiras e manufaturadas num ambiente limpo,
para melhorar a saude dos animais estudados em longo prazo. Os resultados
mostraram que mesmo a desinfecgdo da sonda feita manualmente é suficiente para
garantir a saude do animal. No entanto, quando comparada as outras técnicas, a
inser¢cao da sonda de MD pode ser considerada minimamente invasiva e bem tolerada
pelo animal (HUFF et al., 2003).

Calibracéo das sondas

A capacidade de recuperacdo (transporte do analito através da membrana da
sonda de MD) de uma sonda de MD nunca alcangara 100%. Mas, é fundamental
determinar a taxa de recuperacado para que as concentragcdes medidas do analito no
dialisado tenham validade (JOHANSEN et al., 1997) e representem a verdadeira
concentragdo no local de implantacdo da sonda (STENKEN, 1999; PLOCK; KLOFT,
2005). Existem diversos métodos para se calibrar as sondas de MD e dependendo do

tipo de estudo deve ser escolhido o mais adequado para tal. Cada método possui
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vantagens e limitagdes proprias da técnica. Estes métodos serdo discutidos com mais

detalhes no item 2.4.
Meétodo de quantificagdo sensivel

Os estudos realizados com MD cerebral necessitam de sofisticados
equipamentos para analisar as amostras. A deteccdo dos niveis extracelulares dos
neurotransmissores continua sendo um desafio analitico e técnico, devido
principalmente aos seus baixos niveis basais (fM) e ao volume reduzido (20 pL em
média) de amostra coletado (LIU et al., 2000; ZHANG; BEYER, 2006). Além disso, as
amostras de MD cerebral sdo misturas complexas contendo altas concentracées de
sais inorganicos que requerem métodos cromatograficos de alta sensibilidade e
precisdo que permitam a quantificacdo de cada neurotransmissor com minima
interferéncia (BERGQUIST et al., 2002; ZHANG; BEYER, 2006).

Tempo de amostragem

Experimentos de MD sao limitados em tempo e geralmente ndo duram mais do
que 3-4 dias. Alguns pesquisadores relatam que o0s niveis basais dos
neurotransmissores decrescem consideravelmente 3-4 dias apdés a implantagdo da
sonda. O tempo de amostragem é dependente do limite de deteccdo do método
analitico utilizado e da taxa de recuperacdo do analito (WESTERINK, 1995).
Normalmente € necessario um intervalo entre coletas de 5-30 minutos para se
conseguir quantidade de amostra suficiente para a analise (DAY et al., 2001). Portanto,
a concentracdo medida do analito em cada amostra coletada reflete a concentragao do

analito em cada intervalo de tempo especifico.

Na tabela 1.1 estdo sumarizadas as principais vantagens e limitagdes da técnica
de MD (adaptada de PLOCK; KLOFT, 2005).
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2.3 A técnica e 0s equipamentos

A sonda de MD foi planejada para mimetizar um capilar sanguineo. Normalmente
€ constituida por dois capilares (didametro interno entre 0,15-0,3 mm), um de entrada do
liquido de perfusao, chamado perfundido, e o outro de saida deste liquido denominado
dialisado, e uma membrana semipermeavel na parte terminal (Fig. 1.2). Os capilares
sao feitos com materiais do tipo silica fundida, teflon ou polietiléster cetona e permitem
que a membrana seja constantemente irrigada com o liquido de perfusdo. A membrana
¢é fabricada de material compativel biologicamente com o tecido cerebral, como acetato
de celulose ou éter policarbonato, de maneira a minimizar os danos causados pela sua
insercdo no cérebro do animal. Cada membrana da sonda limita a passagem de
moléculas de acordo com o seu tamanho de poro (cut-off) que varia entre 6 e 100 kDa
(JOHANSEN et al., 1997; PLOCK; KLOFT, 2005).
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Tabela 1.1 Vantagens e limitagdes da técnica de microdidlise.

VANTAGENS LIMITACOES
Coleta de substancias no local de Tamanho das substancias
acao. limitado.
Liberagao direta de Determinagao da concentracéo
farmacos/drogas no tecido-alvo. media de substancias

exdgenas/endoégenas em um
intervalo de tempo.

Manutencao dos fluidos biolégicos Necessidade calibracéo. A
— coletas de amostras recuperacao nao atinge 100%.
continuamente.

Dialisado livre de proteinas. Necessidade de um método
Amostras prontas para serem analitico sensivel e capaz de
analisadas, ganho de tempo. utilizar um volume de amostra

pequeno.

Medida das concentragdes livres  Risco de trauma tecidual, gliose e
do farmaco. alteragdes na BHE.

Analise das amostras on-line.

Coleta simultanea de amostra em
locais diferentes num mesmo
animal.

Aplicavel a quase todos os érgéos.

Uso de animais acordados.

As sondas podem ser inseridas no cérebro vertical ou transcerebralmente,
dependendo do tipo utilizado. Normalmente, sondas do tipo concéntricas (/-shaped),

inseridas verticalmente sao as preferidas por possuirem design mais apropriado. Outros
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tipos disponiveis, porém menos utilizados, sao as sondas do tipo /loop ou U-shaped, de
design mais simples e as sondas transcerebrais, que pelo fato de serem inseridas
transcerebralmente aumentam o risco de dano tecidual (HUTCHINSON et al., 2002).
Existe também a possibilidade de se construir a sonda no laboratério (homemade).
Porém, o tempo gasto para o preparo e o custo dos materiais para a fabricacao fazem
com que a produgdo caseira de sondas seja vista, atualmente, como uma
desvantagem. Muitas vezes o processo de produgédo pode tornar-se até mais caro do
que comprar a sonda pronta de uma companhia fornecedora. Seja qual for o tipo de
sonda utilizada, vertical ou transcerebral, ou a procedéncia, caseira ou manufaturada,

todas devem ser validadas e calibradas.

Quanto ao tamanho de membrana das sondas, em estudos com animais
utilizam-se membranas que variam de 1 — 4 mm, dependendo do local do cérebro onde
sera inserida a sonda, e em estudos com humanos, normalmente a sonda possui 10

mm.

A velocidade do fluxo através da membrana de MD deve ser determinada
através de estudos preliminares. Velocidades muito altas podem romper o tecido,
gerando um processo inflamatorio local e velocidades muito baixas podem remover da
regido analisada grandes quantidades do analito, fazendo com que ocorram mudangas
profundas nos processos fisiologicos locais. Em experimentos de MD cerebral
geralmente se trabalha com uma faixa de fluxo que varia entre 0,5-5 pyL/min, sendo o
fluxo de 1 uL/min o mais utilizado e 10-30 minutos o intervalo de tempo de coleta mais
usual (UNGERTEDT; HALLSTROM, 1987; PLOCK; KLOFT, 2005).

Outros equipamentos s&o necessarios para a realizagdo de estudos utilizando a

técnica de MD cerebral e incluem:

e Bomba de perfusdo: a bomba de perfusdo deve liberar durante todo o
tempo de realizagdo do experimento o liquido de perfusdo a um fluxo

constante, com o minimo de variagéo.



22

e Tubos de MD: os tubos que fazem a conexdao do animal com o
equipamento de MD devem ser fabricados de material inerte para prevenir
a adsorcao de substancias ao tubo e também possuirem o lumen estreito
para que o dialisado que passa pela membrana da sonda ndo demore a

chegar até o tubo de coleta, garantindo a resolugcéo temporal.

e Sistema de coleta: os dialisados s&o coletados em tubos de
microcentrifuga que sao trocados de acordo com o tempo de coleta. A
troca dos tubos pode ser feita manualmente ou por um coletor automatico
refrigerado.
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Figura 1.2 (A) Sonda rigida do tipo concéntrica usada em MD cerebral; (B) Regido aumentada
da mesma sonda. Moléculas ultrapassam a membrana semipermeavel e sdo levadas até o
capilar de saida pelo liquido de perfusdo. As setas indicam a direcdo do fluxo (Adaptado de
PLOCK; KLOFT, 2005).
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As principais companhias fornecedoras destes equipamentos sdao a CMA
Microdialysis (Suécia), Applied Neuroscience (Inglaterra) e BioAnalytical Systens (EUA).
A comercializagcdo dos equipamentos para microdialise resultou no surgimento de
muitos grupos de pesquisa que utilizam esta técnica em humanos e numa variedade de

animais nao anestesiados, como camundongos, ratos, cobaios, macacos.

Atualmente o sistema de microdialise in vivo pode ser totalmente automatizado
em termos de coleta e injecdo das amostras no CLAE, e é realidade em muitas
industrias farmacéuticas, auxiliando no descobrimento e desenvolvimento de novos
farmacos (ZHANG; BEYER, 2006).

2.4 Métodos de recuperacao e calibracdo das sondas de microdialise

A determinacido da recuperacgao relativa é fundamental para que os resultados
experimentais quantitativos tenham validade (JOHANSEN et al., 1997), pois a taxa de
recuperagcao esta envolvida diretamente nas concentragbes do analito no dialisado
(STENKEN, 1999).

Entre os fatores que afetam a taxa de recuperacéo relativa das sondas podem-se
citar o fluxo de perfusdo, a area superficial da membrana, as propriedades fisico-
quimicas do analito, a temperatura, a composicao do liquido de perfusédo e as
caracteristicas do tecido analisado (MENACHERRY et al., 1992; PLOCK; KLOFT,
2005).

A recuperacgédo (Eq) em MD foi originalmente definida como a razdo Coutet/Ca,
onde Coutet € @ concentracdo (UM) do analito no dialisado e C4 € a concentragao do
analito no tecido no tempo infinito (UNGERSTEDT apud STENKEN, 1999)2. Termos
mais generalizados que descrevem a razdo da concentragcdo do dialisado com a

concentracido externa em qualquer situacao sao: razao de extracao, fracao de extracao

2 UNGERSTEDT, U.; HERRERA-MARSCHITZ, M.; JUNGNELIUS, U.; STAHLE, L.; TOSSMAN, U.; ZETTERSTROM,
T. In: Kohsaka, M (Ed.). Advances in dopamine research. New York: Pergamon Press, 1982, p.219-231 apud
STENKEN, J. A. Methods and issues in microdialysis calibration. Analytica Chimica Acta, v.379, p.337-358, 1999.
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ou eficiéncia da extracdo e recebem o mesmo simbolo (E4) (STENKEN, 1999). O termo
fracdo de extracdo tem sido mais adotado, pois fornece uma definicdo mais

generalizada de recuperacéo e nao indica uma diregéo de fluxo.

A Equacao (1) mostra como se calcula Eg.

Fracao de Extracdo = E4 = CoutLet - CinLET
Ca - CinLeT

Equacao 1

Esta equacdo pode ser usada para determinar Ey4 para diferentes tipos de

experimentos de MD incluindo:

e Experimentos onde Ciner = 0 e Cq € um valor finito, e se diz recuperagao porque o
transporte do analito ocorre do lado de fora da membrana em torno do lumen.

CoutLeT Nesse caso é a percentagem de C, que reflete a Eqda sonda de MD.

e Uma infusdo local através da sonda de MD ou um experimento de liberacdo onde
Cq = 0 € CinLer € um valor conhecido. O analito é liberado no local de implantagao

da guia de sonda.

e Meétodo do fluxo liquido zero (no-net flux) que envolve calcular o analito C4 no
steady-state através da infusdo de diferentes concentragbes do analito, CinieT, ©

plotar as diferengas versus C\y.et para se obter C, e Eg.

Existem diferentes métodos para a determinacao da recuperagcédo das sondas de

MD, todos baseados na Equacao 1.
2.4.1 Método da variagao do fluxo

Esse método foi introduzido por JACOBSON e colaboradores (1985). A calibragéo

€ realizada variando-se a velocidade de perfusao. A recuperacgao relativa € dependente
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do fluxo de perfusao. Concentragcdes de equilibrio serdo alcangadas quando o fluxo for
igual a zero, dessa forma, construindo um grafico da velocidade de fluxo versus
concentracbes medidas e extrapolando para o fluxo zero, seria estimada a
concentracdo quando o fluxo fosse zero e com isso a real recuperagao relativa da
sonda (JACOBSON et al., 1985).

A grande desvantagem desse método é o longo tempo necessario para coletar
as amostras quando o fluxo for muito baixo. Além do mais, a concentragéo no tecido no
tempo infinito tem que ser constante e a extrapolagao do fluxo zero somente fornece o

valor mais préximo da recuperacgao e nao o valor verdadeiro (PLOCK; KLOFT, 2005).
2.4.2 Método do fluxo liquido zero (no-net-flux)

Nesse método, adicionam-se diferentes concentragdes do analito no perfundido,
mantendo-se a mesma velocidade de fluxo. Foi desenvolvido por LONNROTH e
colaboradores (1987) como um método para calibragao in vivo enquanto se mantinha a

concentracao do analito em steady-steate no tecido analisado.

O composto de interesse € adicionado ao perfundido em diferentes
concentragdes conhecidas. Se a concentragdo do analito no perfundido (Cper) se
mantiver mais baixa do que no espaco intersticial em torno da sonda (Cys), 0 analito ira
se difundir através da membrana para o perfundido, resultando em um aumento da sua
concentragdo no dialisado (Cga). Se ocorrer o contrario, isto €, Cper > Cy, a
concentracdo do analito no perfundido ira diminuir, resultando num decréscimo no
dialisado. Uma situagéo especial ocorre no caso da Cpes ser igual a Cga. Nessa
circunstancia Cyr serd a mesma de Cper, resultando no fluxo liquido zero (PLOCK;
KLOFT, 2005).

As diferencas de concentragbes do analito (Cgiai - Cperf) S@0 graficamente
plotadas em fungdo da concentracdo do analito no perfundido (Cper), @ reta que
descreve esta relacao intercepta a abscissa no valor da Cgiy igual a concentragao do

analito no fluido extracelular: ponto de fluxo liquido zero. Se existir uma relacao linear, a
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inclinacao negativa da reta fornece a taxa de recuperacdo da sonda de MD para o
analito avaliado (ELMQUIST; SAWCHUK, 1997).

Apesar de ser adequada quando se trabalha com farmacos, esta técnica requer
um tempo relativamente grande para sua realizagao, devido a utilizagdo de diferentes
concentragdes do perfundido e a necessidade de se trabalhar em condicbes steady-
state (PLOCK; KLOFT, 2005).

2.4.3 Método do fluxo liquido zero dindmico (Dynamic no-net-flux)

Essa técnica também conhecida como calibracdo sob condi¢cdes transitorias
(STAHL et al., 2002), foi introduzida em 1993 (OLSON; JUSTICE, 1993) devido a
necessidade de se ter um método que fosse aplicavel durante a monitorizacdo da
resposta de um analito durante a administracdo de um farmaco. A principal diferenca
com relacdo ao método do fluxo liquido zero é que trés ou quatro animais sao
perfundidos com uma unica concentracao do analito e os dados sao unidos ao invés de
perfundir um unico animal com diferentes concentragdes. Essa técnica tem sido usada
para medir concentragdes de dopamina no cérebro de ratos apos injegdes de cocaina,
anfetamina e haloperidol (OLSON; JUSTICE, 1993) e para observar os efeitos da
glicoproteina-P na distribui¢cao cerebral de esparfloxacino (DE LANGE et al., 2000).

A desvantagem € que nao € possivel calibrar as sondas individualmente, mas
somente coletivamente. Juntando-se os dados de diferentes animais, a variabilidade -
que poderia ser chamada de variabilidade inter-sondas — na estimativa da taxa de
recuperacao € introduzida neste conjunto (PLOCK; KLOFT, 2005).

2.4 .4 Retrodialise

Os métodos descritos anteriormente consomem tempo para a sua execugao ou
requerem o uso de muitos animais. A retrodialise também chamada técnica de
liberagao (STAHLE et al., 1991) surgiu para acabar com esses problemas. O analito &
adicionado ao liquido de dialise numa concentragdo conhecida e se assume que o

processo de difusdo é quantitativamente igual em ambas as diregdes. Dessa maneira, a
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perda da substancia € a mesma como na recuperacao in vivo. O calculo é feito de

acordo com a Equacgéao 2.

Recuperacéo (%) = 100 — (Cgiar x 100)
Cperf

Equagéo 2

No entanto, para que se obtenham resultados corretos devem-se levar em conta
algumas consideragdes: o processo de difusdo somente sera igual se ndo houver
nenhuma substancia adicionada a solucdo antes do processo de calibracdo. Se o
método de retrodidlise for usado para medir concentracbes de farmacos, a
determinagao da recuperacéo relativa deve ser feita antes da aplicacdo do farmaco em

questao.

Uma variagdo do método de retrodiadlise emprega um padrao interno (calibrador)
para determinar a recuperagao relativa in vivo (LARSSON, 1991). O calibrador é
adicionado ao liquido de perfusdo e perfundido continuamente durante todo o
experimento. A substadncia escolhida deve possuir um coeficiente de difusdo
semelhante ao do analito de interesse caso nao seja o préprio analito, dessa forma a

perda do calibrador refletira a recuperacgao relativa do analito (PLOCK; KLOFT, 2005).

Como ambos os métodos de retrodidlise possuem vantagens bem como
desvantagens, uma técnica conjunta foi sugerida por Bow E HAMMARLUND-UDENAE
(1998). Essa técnica associa o uso do proprio analito para determinagdo da
recuperacao relativa (retrodialise por farmaco) com o uso de um padrdo interno
(retrodialise por calibrador) para monitorar a recuperagdo da sonda durante o
experimento. O calibrador serviria como um controle de qualidade da vida util da sonda
(PLOCK; KLOFT, 2005).
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2.4.5 Substancias de referéncias endégenas

Foram propostas técnicas que usavam substancias endégenas como referéncia
para a determinagdo da recuperagao relativa das sondas. Elas surgiram com o intuito
de se gastar menos tempo e nao necessitar de condigdes steady-state para o processo
de calibracdo. A uréia tem sido o principal composto mensurado, por ser uma molécula
que se difunde livremente através da sonda. Os resultados obtidos até agora sao
inconsistentes (PLOCK; KLOFT, 2005). Enquanto alguns autores nao confirmam a
equivaléncia entre as técnicas de recuperacéao ja estabelecidas e o uso de referéncias
endoégenas (uréia) (BRUNNER et al., 2000) outros concluiram como adequado o uso de
uréia como marcador de recuperagcao (STRINDBERG; LONNROTH, 2000). Mais
estudos devem ser conduzidos usando outras substancias endégenas como referéncia

para que sejam obtidas conclusées mais confiaveis.

2.5. Aplicagdes da técnica

A técnica de microdialise tem permitido o estudo das bases biologicas de
doengas psiquiatricas e neurodegenerativas, como drogadicdo, depressao,
esquizofrenia, mal de Parkinson e, também, as consequéncias e progressao de danos
causados por injurias isquémicas. Paralelamente, as técnicas de microdialise tém
permitido o estudo do mecanismo de agédo de farmacos ou drogas potencialmente uteis
no tratamento dessas doengas (FINK-JENSEN, 2000; BLANCO-LEZANO et al., 2001,
BOURIN et al., 2002; DI CHIARA et al., 2004; INVERNIZZI, 2004; CARBONI et al.,
2006).

2.5.1 Estudos Clinicos

O primeiro estudo envolvendo MD em humanos foi realizado em 1987 e
investigava as concentragdes intersticiais de glicose em voluntarios sadios (MULLER,

2000). Os primeiros trabalhos com drogas/farmacos foram realizados a partir de 1991 e
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utilizaram propranolol, cafeina e etanol (STAHL et al., 2002). A microdialise foi
introduzida em neurocirurgias em 1990 (HILLERED; PERSSON, 2003).

Hoje em dia, a técnica é utilizada para analisar a penetracdo de farmacos no
SNC, principalmente antibiéticos e antiepiléticos (STAHL et al., 2002), para aplicagéao
de farmacos diretamente no cérebro em casos de epilepsia e cancer (REDGATE et al.,
1995) e para investigar uma série de doengas, compreendendo desde trauma craniano
até tumores cerebrais e desordens neurodegenerativas (HILLERED; PERSSON, 2003).

Dentro da neurocirurgia as principais aplicagdes estdo no monitoramento de
mudangas neuroquimicas durante os procedimentos cirurgicos, principalmente em
casos de isquemia cerebral, onde os estudos de MD auxiliam na melhor compreensao
das mudangas no metabolismo energético e na liberagdo de neurotransmissores
produzidas por um acidente isquémico (HILLERED et al., 1990). O uso mais difundido,
entretanto, € no centro de tratamento intensivo (CTI) neurociruargico (PERSSON;
HILLERED, 1992, SIDDIQUI; SHUAIB, 2001). O objetivo principal da aplicagédo de MD
cerebral neste caso é monitorar metabdlitos preditivos de alguma complicagdo poés-
cirargica, principalmente eventos isquémicos secundarios ou mudangas neuroquimicas
relacionadas com atividade pré-convulsivante (HILLERED; PERSSON, 2003).

Outros dois enfoques estao sendo realizados em neurocirurgias: monitoramento
geral e focal do cérebro. O primeiro enfoque objetiva detectar precocemente sinais de
injuria cerebral relacionados com eventos globais como hipertensdo intracranial e
hipéxia. O segundo, pretende monitorar regides especificas do cérebro que possuam
risco de desenvolver deteriorizacdo secundaria, de acordo com observagdes durante o

procedimento cirurgico ou técnicas de neuroimagem (HILLERED; PERSON, 2003).

Com relacao a farmacos, estudos utilizando MD cerebral em humanos tém
monitorado a penetracdo de antibidticos e antiepiléticos através da barreira
hematoencefalica. Estudos farmacocinéticos tentam correlacionar os niveis cerebrais
com os niveis plasmaticos desses farmacos, objetivando otimizar a terapia (STHAL et
al., 2002). Trabalhos empregando MD cerebral mostraram que os niveis no steady-state

dos farmacos sdo mais baixos no espacgo extracelular cerebral do que no plasma
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durante infusdo continua (SAWCHUK; ELMQUIST, 2000). Resultados similares foram
encontrados em estudos que mediram a area sob a curva (AUC) da concentragao livre
de farmacos administrados em dose unica sistemicamente, mostrando AUCs menores
no cérebro do que no plasma (GOLDEN et al., 1993; WANG; WELTY, 1996;
SAWCHUK; ELMQUIST, 2000). Entretanto, analises realizadas com carbamazepina,
fenitoina e rifampicina mostraram que os niveis extracelulares cerebrais desses
farmacos no steady-state aproximam-se das concentragdes séricas livres (SCHEYER et
al., 1994a; 1994b).

A MD também tem sido utilizada para administrar em locais especificos do
cérebro antineoplasicos usados para tratar gliomas (RONQUIST et al., 1992). A medida
das concentracdes intersticiais de farmacos citotéxicos em tumores solidos cerebrais
pode ajudar a explicar a resisténcia de alguns grupos de pacientes a farmacos
antitumorais e pode ser util na otimizagao de doses e regimes de tratamento (STAHL et
al., 2002).

2.5.2 Levodopa e Mal de Parkinson

A técnica de MD cerebral permitiu estudar a transmissdo dopaminérgica em
modelos experimentais de Parkinson. A sindrome parkinsoniana € induzida em ratos
através da administracdo intracerebral de 6-hidroxidopamina (6-OHDA)
(UNGERSTEDT, 1971). Este modelo tem servido para estudar as caracteristicas da
transmissdo dopaminérgica no SNC em condigdes de falta de DA, bem como para
avaliar o efeito de novos farmacos — agonista e antagonistas, agentes neuroprotetores -
nos neurdnios dopaminérgicos centrais (PARSONS et al., 1991; TANGANELLI et al.,
2004; MIGNON; WOLF, 2005).

Uma grande utilidade da MD consiste em poder estudar simultaneamente a
neurotransmissdo implantando sondas em ambos os hemisférios cerebrais. Com este
procedimento tem se estudado a transformagao de L-diidroxifenilalanina (levodopa) no
estriado e na substancia negra de ratos controle e com lesbes unilaterais na via
nigroestriatal (McGEER; McGEER, 1993).



31

Pode-se também administrar drogas/farmacos através da sonda de MD
diretamente numa regido de interesse especifica do cérebro (SARRE et al., 1992;
SARRE et al., 1997). Esta via de administragdo (intracerebral) implica que os efeitos
estudados se limitam as terminagdes nervosas locais, em torno da sonda de MD.
Enquanto que, se administrada sistemicamente os efeitos observados poderiam estar
sendo influenciados por efeitos diretos ou indiretos do farmaco administrado em outras
areas do cérebro. Muitos desenhos experimentais tém feito esta abordagem: infunde-se
levodopa no estriado e na substancia negra de animais com as estruturas cerebrais
intactas ou lesionadas com 6-OHDA, e se monitora os niveis extracelulares como um

indicador da liberacdo de DA apds a administracao de levodopa (SARRE et al., 1992).

Existem também alguns estudos que perfundem juntamente com levodopa,
diferentes drogas agonistas e antagonistas dopaminérgicos no estriado e na substéncia
negra, com o propésito de estudar o possivel efeito que essas drogas exercem sobre a
liberagdo de dopamina promovida por levodopa (SARRE et al.,, 1996; SARRE et al.,
1997; SARRE et al., 1998; MESHUL, 2002).

A aplicagdo da MD cerebral no estudo da neurotrasmissdo dopaminérgica em
modelos experimentais de mal de Parkinson tem aberto novas expectativas sobre a
utilizagcao terapéutica de diferentes agonistas ou antagonistas dopaminérgicos, que,
combinados com diferentes doses de levodopa podem manter os niveis de DA em
niveis mais préoximos do fisiolégico e melhorar a qualidade de vida dos pacientes que
sofrem dessa enfermidade (BLANZO-LEZCANO et al., 2001).

2.5.3 Estudo dos Neurotransmissores

A analise de neurotransmissores é provavelmente a aplicagcdo mais difundida da
MD cerebral, principalmente para monitorar os niveis extracelulares desses compostos,
na tentativa de entender o seu mecanismo de liberagao e regulagdo (DEL ARCO et al.,
2003; FILLENZ, 2005). Normalmente, para determinar se a origem desses
neurotransmissores é neuronal, adiciona-se tetrodotoxina (TTX) ou retira-se o fon Ca?*
do meio de perfusdo. Os principais neutransmissores estudados sido dopamina,
acetilcolina e glutamato (BOURNE, 2003).
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A origem dos neurotransmissores pode ser tanto neuronal, como é o caso das
monoaminas (HERY; TERNAUX, 1981; CHUNG et al., 2004), como extraneuronal, caso
de glutamato e GABA (DREW et al., 2004). E importante conhecer a verdadeira origem
de cada neurotransmissor, para determinacdo dos valores reais dos niveis basais de

cada um deles.

Como a sonda de MD é inserida numa regido extracelular limitada do cérebro, os
dados obtidos através de estudos que empregam esta técnica representam uma
medida da liberacdo direta do neurotransmissor na fenda sinaptica no local de insergao
da sonda. Com isso, consegue-se estudar a funcionalidade de cada sistema

neurotransmissor em regides isoladas do cérebro (BLANZO-LEZCANO et al., 2001).

A liberagdo dos neurotransmissores na fenda sinaptica acontece por um
mecanismo dependente de ions Ca?* (COOPER et al., 1996). A liberagdo é abolida por
drogas que bloqueiam os canais de Na® (por exemplo, TTX), pois estes sdo
responsaveis pela propagacdo do potencial de acdo, bem como por drogas que
bloqueiam os canais de Ca?*. O efeito observado nos niveis dos neurotransmissores
ap6s a administragdo de tais drogas € o teste para provar a origem da liberagéo

neuronal de um neurotransmissor (FILLENZ, 2005).
Noradrenalina

Com a utilizagado da MD cerebral foi possivel estudar o envolvimento do sistema
noradrenérgico na resposta ao estresse e verificar mudangas na concentragao
extracelular de NA em diferentes regides do cérebro in vivo. Uma outra maneira que
também é bastante utilizada é a quantificacdo dos seus metabdlitos (GLAVIN et al.,
1983; FILLENZ, 2005). Para demonstrar que a NA medida por microdialise cerebral é
de origem neuronal, estudos demonstraram a sua diminuicdo nas amostras coletadas,
quando foi perfundida com TTX ou omitido Ca®** no dialisado (VAHABZADEH e
FILLENZ, 1994; PUDOVKINA et al., 2001).

Experimentos de microdialise tém demonstrado que estimulos aversivos, como

choques nas patas, imobilizagdo e estresse psicolégico, aumentam as concentragdes
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extracelulares de NA no hipocampo e cortex pré-frontal de ratos (VAHABZADEH e
FILLENZ, 1994; TANAKA, 1999; HAJOS KORCSOK et al., 2003). Isso também foi
demonstrado com estimulos considerados pouco aversivos como a manipulacdo do

animal e a apresentacéo de novidade (McQUADE et al., 1999).

Experimentos similares mostraram que o aumento de NA é classificado em
tamanho e duracdo, dependendo do tipo e intensidade do estimulo. A resposta também
€ afetada pelo historico prévio do animal. Por exemplo, apés um aumento de 200% na
noradrenalina hipocampal em resposta ao choque nas patas, ndo houve aumento de
NA nos ratos que foram submetidos a um segundo choque 60 minutos depois (HAJOS
KORCSOK, 2003).

A microdialise cerebral pode determinar as circunstancias que controlam a
liberagdo de NA, mas nao o efeito gerado por essa liberagdo. Comparagdes devem ser
feitas entre as respostas comportamentais e os niveis de NA. A aplicagao de repetidos
choques nas patas do animal gera um comportamento consistente com ansiedade,
mostrando mudancgas que foram paralelas com mudancgas na liberacido de NA, porém
estudos de interagdo social ndo mostraram correlagdo com a liberagdo de NA (HAJOS
KORCSOK, 2003). O aumento inespecifico de NA em resposta aos estimulos aversivos
sugere que esse neurotransmissor nao inicia os impulsos eferentes que levam a um
determinado comportamento, mas modulam as redes neuronais envolvidas na sua
elaboracédo (FILLENZ, 2005).

Acetilcolina

A introducdo da MD cerebral in vivo para medir os niveis de acetilcolina (ACh)
em animais conscientes trouxe novas oportunidades para testar a hipotese
relacionando sistema colinérgico e cognigao (DAY et al., 2001; PEPEU; GIOVANNINI,
2004; TSUKADA, 2004). Devido aos niveis fisiolégicos extracelulares de acetilcolina
(ACh) serem muito baixos, inibidores da acetilcolinesterase (AChE), como neostigmina,
sao frequentemente adicionados ao liquido de perfusdo em experimentos envolvendo
MD cerebral com a finalidade de aumentar as concentragdes de ACh no dialisado
(VIGNY et al., 1978; ANGLISTER et al., 1994). Entretanto, evidéncias mostraram que
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os niveis extracelulares de ACh sao estreitamente regulados pela AChE enddgena e o
acréscimo de um inibidor de AChE poderia causar alteragdes farmacolégicas que
modificariam os resultados obtidos (ANTONIOU et al., 1997). Com o refinamento das
técnicas cromatograficas para analise de dialisados, tem se conseguido medir
concentragdes basais de ACh sem a adig¢ao de inibidores de AChE ou com a adi¢ao de
inibidores na concentragdo de nM, ao invés de pM como era feito anteriormente
(ICHIKAWA et al., 2000; ZHANG; BEYER, 2006).

Trabalhos envolvendo MD cerebral e sistema colinérgico sdo realizados na
regido do estriado, ndo somente por seu papel na interface locomogao/cognigao, ou por
ser uma regiao equipada com um grande numero de sistemas neurotransmissores que
possivelmente regulam a atividade e liberagdo da ACh, mas também devido a grande
area que ele representa no cérebro e ao facil acesso para implantagdo da sondas
(DAY, 2001).

Experimentos envolvendo MD no estriado de ratos demonstraram que a ACh
liberada pode ser inibida por galanina (ANTONIOU et al., 1997) e estimulada por um
agonista dos receptores de adenosina Az, (KUROKAWA et al., 1996). A liberacao de
ACh no estriado pode ser alterada também por outros neurotransmissores, como
dopamina (DE BOER et al., 1996; ABERCROMBIE; DE BOER, 1997; ACQUAS et al.,
1997). Além do estriado, o sistema colinérgico presente no nucleo acumbens (NAc) tem
sido bastante estudado. A regulagdo dopaminérgica da ACh presente no NAc é similar
a regulacao estriatal e parece ser resultado da influéncia estimulatéria dos receptores
D1 e inibitéria dos receptores D, (KEYS; MARK, 1998).

Estudos farmacolégicos envolvendo a liberacdo de ACh nas regibes do cortex,
hipocampo e amidala vém sendo realizados por diversos grupos. Ja foi demonstrado
que farmacos dopaminérgicos (NILSSON et al., 1992; IMPERATO et al., 1993b; DAY;
FIBIGER, 1993; 1994; CHUNG et al, 2004), farmacos que aumentam a
neurotransmissao serotonérgica central (HIRANO et al., 1995; CONSOLO et al., 1996;
YAMAGUCHI et al., 1997), e a ativacao de receptores serotonérgicos 5-HT1a (FUJII et
al., 1997; SOMBOONTHUM et al., 1997; ZHELYAZKOVA-SAVOVA et al., 1997;
SCHECHTER et al., 2005), 5-HT1g (CONSOLO et al., 1996), 5-HT.a (HIRANO et al.,
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1995), 5-HT,c (FUJII et al., 1997; SOMBOONTHUM et al.,, 1997; ZHELYAZKOVA-
SAVOVA et al., 1997), 5-HT3 (CONSOLO et al., 1994) e 5-HT4 (CONSOLO et al., 1994;
YAMAGUCHI et al., 1997; NAIR; GUDELSKY, 2005) estimulam a liberacdo de ACh
tanto no cortex como no hipocampo. Parece haver um consenso entre os estudos que
utilizam MD de que antagonistas dos receptores a, noradrenérgicos aumentam a ACh
liberada no cértex e que agonistas az diminuem seus niveis basais (ACQUAS et al.,
1998; TELLEZ et al., 1999).

Neurotransmissores aminoacidos como GABA e glutamato (DEL ARCO; MORA,
2005) também exercem atividade sobre os neurdnios colinérgicos presentes no cértex,
hipocampo e amidala. Estudos de MD sugerem que o GABA inibe a liberagdo de ACh
nessas regides (GIOVANNINI et al., 1994; MOOR et al., 1998) e que moduladores
alostéricos como benzodiazepinicos (IMPERATO et al., 1993a; MOOR et al., 1998) e
neuroesteroides (RHODES et al.,, 1997; PALLARES et al., 1998;) atuam da mesma
maneira. Com relacdo aos efeitos de drogas glutamatérgicas sobre a ACh cortical e
hipocampal, depende do tipo de receptor sob o qual essas drogas atuam e a via de
administracdo (DAY et al., 2001). Além dos neurotransmissores classicos, outras
substancias mostraram atividade sobre os neurdnios colinérgicos presentes no cortex,
hipocampo e amidala, estimulando a liberacdo de ACh ou afetando os niveis basais.
Essas substancias incluem adenosina (KUROKAWA et al., 1996), glicose (RAGOZZINO
et al, 1996; KOPF et al., 2001), histamina (BLANDINA et al., 1996), opidides
(HIRAMATSU et al., 1998), citocinas (RADA et al., 1991), canabindides (GESSA et al.,
1998), galanina (OGREN et al., 1996) e corticosterona (IMPERATO et al. 1989; DAY et
al., 1997).

Um outro enfoque mais recente, utilizando MD cerebral, esta relacionado com a
complementagao de experimentos eletrofisiolégicos e analises de eletroencefalograma
que investigam e caracterizam as terminagdes colinérgicas envolvidas com o estado de
sonol/vigilia (LEONARD; LYDIC, 1997; MORTAZAVI et al., 1999; CROUZIER et al.,
2006). Os resultados obtidos mostraram que a liberagdo de ACh aumenta no
prosencéfalo durante periodos de atividade (WATANABE et al., 1990) em comparagao

com o0s niveis durante sono de ondas lentas. Também foi mostrado um aumento
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consideravel em ratos durante a fase escura do ciclo claro/escuro (MIZUNO et al.,
1991; MITSUSHIMA et al., 1996). Até o momento, os dados encontrados sugerem que

a liberagdo de ACh normalmente aumenta durante estados de alerta (DAY et al., 2001).
GABA e Glutamato

Glutamato e GABA sdo o0s principais neurotransmissores excitatorios e
inibitorios, respectivamente, porém a origem dos seus niveis extracelulares permanece
ainda incerta (TIMMERMAN; WESTERINK, 1997). Ao contrario de neurotransmissores
como dopamina e acetilcolina, as concentragbes extracelulares de glutamato e GABA
medidas por MD cerebral, ndo fornecem um indice confiavel de sua liberacao, devido a
sua rapida remocao e difusdo limitada na fenda sinaptica (DEL ARCO et al., 2003;
DREW et al., 2004; FILLENZ, 2005).

Glutamato e GABA podem ter origem sinaptossomal (niveis sinapticos) ou nao
neuronal (niveis extrasinapticos), como carreadores ou metabolismo das células da glia,
que parece ser a responsavel pelos niveis basais desses aminoacidos (TIMMERMAN,;
WESTERINK, 1997). E importante conhecer estas duas fontes de liberagéo (sinaptica e
extrasinaptica), pois ha evidéncias de que os receptores glutamatérgicos ionotrépicos e
metabotropicos conseguem distinguir entre o glutamato liberado na sinapse e o
extrasinaptico (NUSSER et al., 1994), e os receptores NMDA parecem possuir rotas de
ativagao diferentes nos mecanismos de morte e sobrevivéncia das células neuronais,
quando estimulados pelo glutamato neuronal ou extraneuronal (HARDINGHAM,;
BADING, 2003).

A MD cerebral, combinada com as técnicas de eletroforese capilar e
fluorescéncia, tem sido utilizada para monitorar o0s niveis extracelulares de
aminoacidos, na tentativa de entender o seu mecanismo de liberacéo (FILLENZ, 2005).
Os niveis basais, tanto de GABA como de glutamato sao, virtualmente, TTX e calcio
independentes. Alguns trabalhos mostraram que nem a adicdo de TTX, nem a
diminuicdo do Ca?* extracelular tiveram efeito sob os niveis extracelulares de glutamato
(MIELE et al., 1996a; TIMMERMAN; WESTERINK, 1997) e GABA (BIGGS et al., 1995;
TIMMERMAN; WESTERINK, 1997).
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Trabalhos com manipulacdo comportamental ou farmacoldgica apresentam
resultados contraditorios quanto a origem dos aminoacidos. Num estudo, o estresse por
contencéo durante 20 minutos, produziu um aumento nos niveis de glutamato em ratos
que foi abolido pela infusdo de TTX (MOGHADDAM, 1993). De maneira similar, um
trabalho mostrou que os niveis basais de GABA no NAc aumentaram duas vezes apoés
a retirada de cocaina usada cronicamente e que essa elevacdo foi bloqueada pela
adicdo de TTX (provando a origem sinaptica) (XI et al., 2003). Um outro estudo
demonstrou aumento dos niveis de GABA e glutamato no hipocampo de ratos durante a
atividade exploratéria. O aumento nesses neurotransmissores foi completamente
abolido com a adi¢gdo de TTX (1 mM). No entanto, em outro trabalho, a inducédo de
comportamento de auto limpeza em ratos produziu um lento e duradouro aumento no
glutamato estriatal que foi insensivel a infusdo de TTX (MIELE, 1996b; BIANCHI et al.,
2003).

A microdialise tem sido uma ferramenta importante em estudos envolvendo a
relacdo entre GABA e glutamato e outros sistemas de neurotransmissores
principalmente dopaminérgico (YAMAMOTO et al., 1994; ABEKAWA et al., 2000) e os
resultados obtidos sugerem que existem complexas interagbes entre os sistemas
GABAérgico, dopaminérgico e glutamatérgico no cérebro de ratos (HERNANDEZ et al.,
2003).

Serotonina

Serotonina (5-HT) esta envolvida em varias fungdes mediadas pelo SNC como,
dormir, acordar, alimentar-se, atividades motoras e resposta ao estresse. Para
esclarecer exatamente sua fungao fisiolégica e comportamental, estudos utilizando MD
cerebral in vivo tém se preocupado em investigar as condigdes sob as quais a liberagéo

de serotonina é alterada.

Os niveis extracelulares de serotonina ja foram monitorados em mais de 15
regidbes do cérebro de ratos, durante uma grande variedade de estudos
comportamentais e aplicagbes de estimulos aversivos. A maioria desses estudos

encontrou aumento (30-100%) na liberacdo de 5-HT em quase todas as regides
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estudadas. Estudos eletrofisiologicos mostraram que o comportamento de
alerta/atencdo é determinante na atividade serotonérgica central, sugerindo que o
aumento de 5-HT encontrado na grande maioria dos estudos comportamentais, deve-se
principalmente ao comportamento de alerta associado a manipulacdo do animal
(RUETER et al., 1997).

Apesar disso, a grande maioria dos estudos de microdialise envolvendo o
sistema serotonérgico objetiva o entendimento da neuromodulagdo causada por
farmacos inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina (ISRS) para tratamento da
depressao e compreender a patofisiologia desta doenca. Estudos comportamentais,
eletrofisiolégicos e de microdidlise mostraram que os receptores de serotonina,
principalmente os subtipos 5-HT1a, 5-HT1g € 5-HT2c, desempenham um papel chave na
modulagao da atividade antidepressiva (ADELL; ARTIGAS, 1991; RUTTER et al., 1995;
HJORTH et al., 2000; BOURIN et al., 2002).

Dopamina

A anadlise dos niveis extraneuronais de dopamina através da microdialise
cerebral €, sem duvida, a maior aplicagao da MD cerebral. Uma busca no banco de
dados PubMed, de 2000 até agora, utilizando como palavras chave dopamine and
microdialysis resultou em 999 artigos. Limitando a busca por revisdes publicadas nos
ultimos cinco anos, utilizando as mesmas palavras chave, o numero reduz para 33

(<http://www.pubmed.gov>). De uma maneira bastante abrangente, estes trabalhos

dividem-se em estudos que visam compreender a anatomo-fisiologia das vias
dopaminérgicas, identificar a origem da dopamina liberada, monitorar alteracbes nos
niveis de DA correlacionando com mudancas comportamentais e compreender os

mecanismos de ativagao farmacoldgica.

A dopamina mensurada por MD é de origem neuronal, que também ¢é
responsavel pela manutengao dos niveis cerebrais basais (KUCZENSKI et al., 1991;
SAIGUSA et al., 2001). Isso foi demonstrado em estudos, nos quais a liberagdo de DA
foi completamente abolida pela adigdo de TTX (HEERINGA; ABERCROMBIE, 1995;
FEENSTRA; BOTTERBLOM, 1996; ELVERFORS et al., 1997; REMBLIER et al., 1999)
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ou retirada de Ca** (KALIVAS; DUFFY, 1991; YOSHIMOTO et al., 1997) do liquido de
perfusdo. Alguns trabalhos envolvendo MD concluiram que a dopamina extracelular ndo
provém somente da regido terminal dos neurénios dopaminérgicos, mas também dos
dendritos dessas células (liberagdo somatodendritica). WESTERINK e colaboradores
(1992) realizaram um estudo, no qual foram implantadas duas sondas em regides
distintas (substédncia negra e estriado) do cérebro dos animais. Estes autores
demonstraram que a liberagdo somatodendritica e a liberacédo terminal neuronal variam
de uma maneira impulso-dependente. Um estudo mais recente confirmou a liberagao
somatodendritica dos neurénios dopaminérgicos através de lesdo feixe prosencefalico
medial causada pela perfusdo de 6-OHDA (SARRE et al., 2004). Os autores pontuam
que a membrana somatodendritica possui propriedades eletrofisiolégicas unicas e que
os neurdnios dopaminérgicos apresentam canais de Ca** de limiares baixo e alto, que
s&o ativados independentemente dos canais de Na® (HOUNSGAARD et al., 1992).

O sistema dopaminérgico, assim como os outros sistemas, sofre influéncia de
outros neurotransmissores. Desse modo, com a MD cerebral pode-se investigar a
maneira como isso acontece nas mais diversas regides do ceérebro. Estudos
farmacolégicos procurando conhecer os diferentes mecanismos de ativagao/inibigao
dos tipos de receptores de DA e a interagido entre o sistema dopaminérgico e os outros
sistemas de neurotransmissores, representam uma parte importante dos estudos
realizados atualmente envolvendo o sistema dopaminérgico e MD cerebral
(KOELTZOW et al., 1998; SCHWARTZ et al., 2000; JOYCE, 2001; ZAPATA et al.,
2001; HERNANDEZ et al., 2003; MATSUMOTO et al, 2003; STEINIGER;
KRETSCHMER, 2003; DELARCO; MORA, 2005; ROSSI et al., 2005; SEGOVIA;
MORA, 2005; ZAPATA; SHIPPENBERG, 2005).

Entre as principais aplicagbes da MD no estudo do sistema dopaminérgico e
disturbios relacionados, esta o estudo dos substratos neurais da drogadi¢cdo. A DA esta
diretamente relacionada com o mecanismo do vicio, ndo somente como substrato do
sistema de recompensa, mas também como uma substancia implicada no aprendizado
e neuroadaptacao (DI CHIARA et al., 2004). As drogas de abuso preferencialmente

aumentam os niveis extracelulares de DA no nucleo acumbens comparado com o
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estriado (IMPERATO; DI CHIARA, 1986; CARBONI et al., 1989) e no nucleo acumbens
0 aumento acontece mais visivelmente na regi&do conhecida como shell (TANDA et al.,
1997; CADONI et al., 2005).

A maioria dos estudos de MD cerebral é realizada para monitorar os niveis de
DA liberados na fenda sinaptica apds a administragdo principalmente de cocaina
(FUCHS et al., 2005; SMITH et al., 2006); seguido de etanol (MELENDEZ et al., 2005,
HALLADAY et al., 2006; MATHEWS et al., 2006) e nicotina (JANHUNEN et al., 2005;
SHEARMAN et al., 2005; QUARTA et al., 2006). Estudos mais recentes investigam o
envolvimento do metilenodiéximetanfetamina (ecstasy) (COLADO et al., 2001; GOUGH
et al., 2002; CADONI et al., 2005; GALINEAU et al., 2005) e dos canabindides,
principalmente A-9-THC (TANDA et al., 1999; PISTIS et al., 2002) com o sistema

dopaminérgico, utilizando animais conscientes.

Existem dados que mostram que a dopamina facilita o comportamento sexual
masculino em todas as espécies, incluindo roedores € humanos (BOWERS et al.,,
1971). A MD tem sido utilizada como ferramenta para o estudo da relagdo entre os
neurénios dopaminérgicos e o comportamento sexual masculino (PFAUS et al., 1990;
WANG et al., 2006) e feminino (JENKINS; BECKER, 2003). Através dessa técnica é
possivel examinar qual receptor ou subtipo de receptor esta envolvido na copula e
motivacao sexual. Também é possivel monitorar as mudangas extraneuronais de DA
antes, durante e depois da copula (DOMINGUEZ; HULL, 2005)






3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

¢ Implementar no Programa de Pds Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas

— UFRGS a técnica de microdialise cerebral em ratos conscientes.

3.2 Objetivos Especificos

e Validar metodologia analitica para doseamento de dopamina e de seus
metabdlitos 3 — metoxitiramina, acido 3,4 - diidroxifenilacético e acido
homovanilico em cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a

detector eletroquimico.

e Validar a técnica de microdialise cerebral através do doseamento de
dopamina e seus metabdlitos 3 — metoxitiramina, acido 3,4 -
diidroxifenilacético e acido homovanilico na regido do estriado de ratos

conscientes tratados com sulfato de anfetamina.






4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos com idade entre 60-90 dias, pesando de
250 a 350 g, procedentes da colbénia da FEPPS - Fundacédo Estadual de Produgao e
Pesquisa em Saude e do Biotério Central da UFRGS. Antes dos experimentos, os
animais foram ambientados por 72h no Biotério de passagem da Faculdade de
Farmacia — UFRGS e mantidos em caixas plasticas com, no maximo, cinco animais. Os
animais tiveram livre acesso a agua e racdo (Nuvolab-CR1®) e o ambiente teve
umidade monitorada e temperatura controlada (23 + 2 °C). Os animais foram mantidos

em ciclos de claro/escuro de 12h (07 as 19h).

A manipulagdo animal foi realizada seguindo os principios éticos para
experimentacdo animal relatados por Goldim (1995), as normas do Conselho
Canadense de Cuidados com Animais (CCAC, 2003), do Centre National de la
Recherche Scientifique da Franga (CNRS, 2000) e da Resolugdo numero 714, de 20 de
junho de 2002 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (BRASIL, 2002).
Imediatamente apds a finalizacdo do experimento, o animal foi sacrificado pelo método
da decapitacao por guilhotina e o seu cérebro retirado para posterior analise histoldgica.
Cada animal foi sacrificado isoladamente e a guilhotina e o ambiente foram limpos entre
um animal e outro. A carcaga animal foi acondicionada em embalagem plastica branca
apropriada e conservada em freezer a —20 °C até ser recolhida pelo Centro de Controle
de Zoonoses da Prefeitura de Porto Alegre. Os protocolos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFRGS (CEP/UFRGS, n°. 2005440)
(Anexo 1).

4.2 Drogas, Farmacos, Solventes e Reagentes

Sulfato de anfetamina (Sigma, EUA); hidrato de cloral (Fluka, Alemanha);
cloridrato de lidocaina 2% / epinefrina 1:50.000 (Lidostesin®, Proben, Brasil); cloreto de

célcio e cloreto de potassio (ambos Fisher Scientific, EUA); cloreto de magnésio e
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cloreto de sédio (ambos Acros Organics, EUA); acido perclérico e hidrocloridrato de
cisteina 99% (ambos Acros Organics, EUA), todos em grau farmacéutico. Fosfato de
potassio monobasico e EDTA (ambos Fisher Scientific, EUA); metanol e acido
heptanosulfénico (Acros Organics, EUA); acido homovanilico 98%, acido 3,4 -
diidroxifenilacético 98% e 3-metoxitiramina (Acros Organics, EUA) e hidrocloridrato de
dopamina 98,5% (Alfa Aesar, EUA); todos em grau CLAE.

4.3 Equipamentos

Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (Shimadzu, Japao), Detector
Eletroquimico (Antec Leyden, Holanda), Estereotaxico (ASI Instruments, EUA),
Controlador de Temperatura Animal (FHC Inc., EUA), Sistema de Microdialise (BAS
Bioanalytical Systems), Criostato (Leika) e Bomba de infusdo (BAS Bioanalytical

Systems), Microscopio éptico (Olympos, EUA), Microcamera (Sony CCD-IRIS)

4.4 Procedimento de Microdialise (MD) Cerebral
4.4.1 Cirurgia para implantagéo da guia de sonda de microdialise

Foi implantada uma guia de sonda de microdialise cerebral no estriado dos
animais, utilizando-se a técnica cirurgica estereotaxica conforme descrito por COOLEY E
VANDERWOLF (1990). Antes do procedimento cirurgico, os animais foram levados ao
laboratério e aclimatados por 1 h até serem anestesiados com hidrato de cloral (400
mg/kg, i.p.). A implantagdo da guia de sonda (CMA/11 - 14 mm) foi realizada de acordo
com as coordenadas definidas pelo Atlas de Anatomia Cerebral de Ratos de PAXINOS e
WATSON (1998): Estriado (Anterioridade: -0,3; Lateralidade: + 3,2; Profundidade: - 4,5).
Apds a cirurgia, os animais voltaram ao biotério, onde ficaram em recuperagédo em
caixas individuais e com agua e comida “ad libitum”, por 48 horas, até o dia da
realizagao da microdialise propriamente dita. Durante o periodo de recuperagao, os

animais foram cuidadosamente observados para sinais de sofrimento excessivo ou
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infeccdo. Caso isso fosse verificado, seriam sacrificados em camara de CO; e

desconsiderados do experimento.
Verificagdo do local de implantagdo da guia sonda de microdialise:

Ao final do experimento, o animal foi sacrificado pelo método de decapitacao por
guilhotina para a retirada do cérebro, que foi congelado (—80 °C) e posteriormente
seccionado (secgdes coronais de 25 um) em criostato (-20 °C). Os cortes foram fixados
em laminas gelatinizadas e corados segundo a técnica histologica de cresil-violeta
(PIERCE; KALIVAS, 1995; PORRAS et al., 2002).

As laminas foram mergulhadas em uma solugao de cresil-violeta (cresil-violeta
5%, acetato de sodio 1%, pH 3,5) por 10 minutos. Apds este periodo, elas foram
colocadas por 5 segundos em dois banhos consecutivos de agua e alcool 50% para
retirada do excesso do corante. Depois deste processo, os cortes foram desidratados
através de banhos em uma solugao alcodlica 95% por 3 min, seguido de alcool absoluto
(100%) por mais 3 min. Para a fixagdo do corante e conservagdo das laminas, estas
foram colocadas em um banho contendo metilciclohexano por 5 min. Os cortes foram

fixados entre 1amina e laminula com resina de Damar®.

O local de inser¢cdo da guia de sonda de microdidlise (Figura 1.3) foi
determinado de acordo com o Atlas de anatomia cerebral de ratos de Paxinos e Watson
(1998), com auxilio de um analisador de imagens (Image Pro-Plus, versao 4.5, Media
Cibernetics®). Os animais nos quais a guia de sonda nao foi corretamente implantada

foram descartados do experimento.
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Figura 1.3 (A) Corte em criostato (30 ym) mostrando o local de inser¢gdo da sonda de MD no
estriado. (B) Detalhe ampliado do mesmo corte, mostrando a cicatriz deixada pela guia de
sonda.

4.4.2 Composigao do liquido cerebroespinhal artificial (LCA)

A composicao final do LCA utilizado para perfusdo do sistema de microdialise foi
de (em mM): NaCl 145; KCI 2,7; CaCl; 1,2; MgCl, 1. Esta solugao foi preparada no dia
do experimento através da retirada de uma aliquota para diluicdo (20x) a partir de uma
solugédo estoque (NaCl 2,9 M; KCI 54 mM; CaCl, 24 mM; MgCl, 20 mM), conservada
sob refrigeracdo constante (4 °C). Antes de sua utilizacdo o LCA foi filtrado em
membrana de 0,45 um (Millipore) e o pH ajustado para 7,4 com NaOH 0,1 M.

4. 4.3 Procedimento de microdialise

No dia do experimento de microdialise, a sonda foi colocada (CMA/11, 3mm, 6
kDa, cut-off), através da guia de sonda anteriormente implantada. Depois da colocagao
0 animal permaneceu em repouso por trinta minutos, apds o que este foi conectado ao
sistema de MD e se iniciou a perfusédo (1 pL/min) com LCA. A primeira hora de perfuséo
com LCA serviu para a estabilizagdo do animal no sistema. Dessa forma, o dialisado
nao foi coletado a fim de que o animal se adaptasse ao equipamento e o microambiente
em torno da sonda se estabilizasse (FOSBRAEY, 1993; DALLEY; STANFORD, 1995).
Apos este periodo, foram coletadas 3 (trés) amostras de 20 pL, em intervalos de vinte

minutos, por 1h, para determinagdo dos niveis basais de DA e seus metabdlitos. A
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média destas trés amostras foi considerada como valor basal. Em seguida, foram
administrados os tratamentos e amostras do dialisado foram coletadas em intervalos de

20 (vinte) minutos.

As amostras foram coletadas em tubos do tipo eppendorf de 200 pL (Labcon,
EUA) contendo 10 pL da solugdo de conservagdao composta de cisteina 0,1% e acido
perclérico 0,1 N (para impedir a degradagdo de dopamina e seus metabdlitos),
mantidas ao abrigo da luz e imersas num recipiente contendo gelo picado até o final do
procedimento, quando foram armazenadas em freezer & —-80 °C até o momento da
analise em CLAE-DE.

4.4.4 Taxa de recuperagao das sondas de microdialise:

Para uma estimativa da eficiéncia das sondas, foi utiizado o método de
recuperacao in vitro, proposto por DI CHIARA e colaboradores (1993) e CADOGAN E
MARSDEN (1997), onde Ciner = 0 € Cy € um valor fixo. Esse procedimento foi realizado

apods a sonda de microdialise ter sido utilizada em cinco animais.

A sonda foi inserida em um tubo de microcentrifuga contendo uma solugao de
LCA e acido perclérico 15 mM (VIRAG; WHITTINGTON, 2002) e DA, HVA, DOPAC e 3-
MT na concentracéo de 20 pg/uL e perfundida (1 pL/min) durante 1 h para estabilizagao
da mesma. Apds esse periodo 4 (quatro) amostras de 20 uL foram coletadas a cada 20
minutos e congeladas para posterior analise. Todo o sistema foi mantido em
temperatura média de 25 °C. A taxa de recuperacao de cada sonda de microdialise, em
percentagem, foi calculada conforme Equacdo (1). A taxa de recuperacdo média das
sondas de microdialise foi de 9,5 % para DOPAC; 18,0 % para DA; 9,1 % para HVA e
22,2 % para 3-MT. Estes valores estdo dentro da faixa individual para cada composto
encontrada na literatura, 3,5 — 37 % (ZETTERSTROM et al., 1983; KUCZENSKI et al.,
1991; GLICK et al., 1994; GERHARDT; MALONEY, 1999), apesar de um estudo ter
alcangado uma recuperacgéao de 60% para DA (PARSONS et al., 1991).

Os dados de recuperacao nao foram considerados no calculo para quantificacéo

das amostras.
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4.5 Desenvolvimento de metodologia analitica por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a detector eletroquimico (CLAE-DE)

4.5.1 Condigdes Cromatograficas

A fase movel foi composta de: KH,PO4 64,5 mM, EDTA 1 mM, metanol 1,58 M e
acido heptanosulfénico 0,8 mM diluidos em gsp 1 L de agua miliQ. O pH foi ajustado
para 3,4 utilizando HCI 0,1 N e 0,01 N. A solucdo foi preparada somente no dia da
analise, filtrada em membrana 0,45 um (Millipore) e desgaseificada por 30 minutos

antes do uso.

O sistema de CLAE utilizado para quantificar as amostras consistiu de uma
bomba isocratica modelo LC-10ADVp (Shimadzu, Japao), um autoinjetor modelo SIL-
10ADVP (Shimadzu, Japao) e um detector amperométrico DECADE (Antec Leyden,
Holanda). O modelo de célula eletroquimica utilizado foi VT-03 (Antec Leyden, Holanda)
contendo como eletrodo de trabalho glassy carbon (3 mm) e eletrodo de referéncia de
Ag/AgCI. O potencial de trabalho foi ajustado em +0,8 V e a sensibilidade do detector
eletroquimico entre 1-5 nA. Para a aquisicao e integracdo dos picos foi utilizado o

programa CLASS-VP, versao 6.12 (Shimadzu, Jap&o).

A separacao dos analitos foi feita por meio de uma coluna do tipo C18 microbore
(2 x 150 mm, 3 ym, ESA, EUA), fase reversa, com fluxo da fase movel de 0,2 mL/min.
Foi utilizado o sistema de injegao automatico, com a temperatura do carrossel contendo
as amostras de 4 °C e do forno onde se encontravam a coluna e a célula eletroquimica,
de 30 °C. Os volumes de injecao variaram de 5 — 30 uL e o tempo total de corrida foi de

50 minutos.
4.5.2 Preparagao das Solugdes Padrao e Controles de Qualidade

Para as curvas de calibracdo foi preparada uma solugido estoque na
concentragédo de 1 mg/mL de DA, DOPAC, HVA e 3-MT em Liquido Cerebroespinhal
Artificial contendo 15 mM de &acido perclérico. Aliquotas de 20 pL foram retiradas e
congeladas a — 80 °C até o momento de uso. No dia do experimento as aliquotas foram

descongeladas e pipetados 10 pyL de cada aliquota que foram diluidos em 5 mL de LCA
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contendo acido perclorico 15 mM, resultando numa unica solugdo contendo todos os
analitos na concentragao de 2 pg/uL. Em seguida uma aliquota de 25 yL dessa solugao
foi retirada e diluida em LCA até um volume final de 1 mL, obtendo-se uma solugéo na
concentragdo de 50 pg/pL. Desta solugdo foram retiradas aliquotas para se obter
solugdes nas concentragdes finais da curva padrao: 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 12,0; 16,0 e 20,0

pg/uL.

As amostras de controle de qualidade (CQ) foram preparadas de forma
semelhante, a partir de novas aliquotas da solugdo-mae, obtendo-se concentracdes
finais de 5,0; 10,0 e 18,0 pg/uL.

Para a determinacdo da seletividade, as amostras de dialisado obtidas
experimentalmente foram descongeladas somente no dia da analise e ndo sofreram

qualquer tipo de tratamento prévio antes da injegdo no equipamento.
4.5.3 Validagao da Metodologia Analitica por CLAE-DE

A metodologia analitica foi validada através da avaliagdo da linearidade,
seletividade, repetibilidade (DPR intradia), precisdo intermediaria (DPR interdia),
exatidao e limite de quantificacdo. Todos esses parametros foram avaliados por meio
de curvas padrao e controles de qualidade, de acordo com as normas da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2003), métodos bioanaliticos. A validagao
também foi baseada no trabalho de VIRAG E WHITTINGTON (2002) que descreveu a

metodologia empregada e os parametros eleitos para serem validados.

A analise da linearidade do método foi avaliada pela preparacéo, em ftriplicata, e
respectiva determinagao dos sete niveis de concentragbes da curva padrao (2,0; 4,0;
6,0; 8,0; 12,0; 16,0 e 20,0 pg/uL), por trés dias consecutivos. Por meio da analise de
regressao simples foram obtidas equacgdes de reta que representaram todas as curvas
padrao, determinando-se o coeficiente de correlacio linear. Para verificar o desvio da
linearidade foi aplicada a estatistica ANOVA para os pontos analisados na curva. A
exatidao e a precisdo do método foram demonstradas por meio da preparacao de seis

amostras de cada um dos trés niveis de concentracdo correspondentes aos controles
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de qualidade CQ1, CQ2 e CQ3 (5,0; 10,0 e 18,0 pg/uL, respectivamente). Este
procedimento foi realizado a cada dia, por trés dias consecutivos e ao final

determinaram-se os coeficientes de correlagao intra e interdia.

A seletividade do método foi estabelecida mediante a obtencao de
cromatogramas de preparagdes contendo somente LCA, padrdes de DA, DOPAC, HVA
e 3-MT e de dialisados obtidos experimentalmente. Estes cromatogramas foram
analisados com relagao a existéncia de picos (interferentes) nos tempos de retencao de
DA ou de algum de seus metabdlitos, a fim de avaliar a presengca de compostos

interferentes.

O Limite Inferior de Quantificacdo Ciq (LIQ) foi calculado como sendo a
concentragdo do analito (Ca) que resulta em um sinal (S) trés vezes maior do que o
desvio padrdo da linha de base (dnoise), Segundo a Equacéo 3 (VIRAG; WHITTINGTON,
2002).

3Gnoise
Cio =——F=— x C4

Equacgao 3

Onde 0nise determinado como sendo 0,2 x a razado amplitude/ruido.

4.6 Validacao da técnica de microdialise cerebral

Para validacido da técnica de microdialise cerebral foi avaliado o efeito da
administracao de sulfato de anfetamina sobre os niveis de DA e seus metabdlitos no
estriado, pois a anfetamina estimula a liberagao e inibe a recaptagao de dopamina. Um
grupo de animais (n = 12) foi tratado com sulfato de anfetamina (2 mg/Kg, s.c.) e o
grupo controle (n = 12) recebeu solugéo salina (NaCl 0,9 %, 1 mL/kg), pela mesma via
(volume maximo de administragcao de 0,3 mL). Os animais passaram pelo procedimento

de microdialise conforme descrito no item 4.4.3. Apés a coleta das amostras para
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determinagao dos niveis basais, os dialisados foram coletados em intervalos de 20

minutos, durante as 2 h seguintes, totalizando 9 amostras.

Para cada tratamento foram operados 12 animais, sendo possivel aproveitar um
numero final de 6 animais por grupo. Esta redugdo no numero da amostra aconteceu
devido aos seguintes fatores: verificacdo do local incorreto de inser¢gdo da guia de
sonda no momento da analise histolégica, perda da funcionalidade da sonda no
experimento de microdialise em si, morte do animal durante a cirurgia ou no pds-
operatério. O indice de aproveitamento raramente € mencionado nos trabalhos

publicados. BERT e colaboradores (2004) relataram um indice de 83%.

No dia da analise em CLAE-DE as amostras foram descongeladas e, com o
auxilio de uma microsseringa, tiveram seu volume real medido e foram transferidas
para um insert de vidro (200 pyL, Waters, EUA) que foi colocado em um vial de vidro
ambar (1 mL, Waters, EUA). No inicio e final de cada corrida e a cada seis amostras foi
inserida uma solugao padrao contendo 20 pg/uL de DA, DOPAC, HVA e 3-MT, de modo
que eram adicionadas trés amostras padrdes por corrida. Foi feita uma média entre a
area do primeiro e segundo padréo, gerando o STD1, da mesma forma, uma média
entre a area do segundo e terceiro, obtendo-se o STD2. Os valores de STD1 e STD2

foram inseridos na Equacao 4 para a quantificacdao das amostras.

As areas dos picos dos analitos de interesse (DA, DOPAC, HVA e 3-MT) foram
anotadas e os dados foram plotados em planilhas de calculos com o auxilio do
programa Excel (Microsoft Office, Windows® 98) utilizando a Equacéao 4 para quantificar
as amostras. A analise estatistica foi feita através do programa Sigma Stat versao 2.03
(Jadel Scientific Corporation®), utilizando a estatistica ANOVA de duas vias com
medidas repetidas e o teste post-hoc de Tukey. O intervalo de confianga aceito foi de

no minimo 95% (a=0,05).

vol. med.
vol. MD
Canaiito = AA x X STD x 1000
(STD1 + STD2) PMstd

2 Equacao 4
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Onde, AA ¢é area do pico; vol. med. é o volume real medido na microsseringa; vol. MD é
o volume tedrico microdialisado (20 uL); STD1 e STDZ2, area do pico do padrdo 1 e 2,
respectivamente; STD concentragcdo dos padrdes na corrida e PMstd peso molecular do
padrao correspondente (DA, DOPAC, HVA e 3-MT).






5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Validacdo da metodologia analitica por cromatografia liquida

A auséncia de um grupo fluorescente e a presenga de concentragdes muito
baixas nos fluidos biolégicos torna os métodos analiticos fotométricos bastante
limitados para o doseamento das catecolaminas e seus metabdlitos (ZHANG; BEYER,
2006). O método analitico de escolha deve possuir capacidade de quantificar

substancias em concentragdes baixissimas (fM) em pequenos volumes de amostra.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector eletroquimico é a
técnica de escolha (RAGGI et al., 1999), considerada como um dos métodos mais
populares para o doseamento das monoaminas, devido, principalmente, a sua
versatilidade, alta sensibilidade e especificidade (BERGQUIST et al, 2002
YOSHITAKE et al., 2004; ZHANG; BEYER, 2006). O eluente que sai da coluna passa
por uma célula eletroquimica localizada sob um eletrodo de glassy carbon e as
substancias sdo oxidadas na superficie do eletrodo, gerando uma corrente elétrica. A
corrente elétrica produzida é convertida a um sinal de voltagem e enviada a um
integrador. A resposta do detector é diretamente proporcional a quantidade de cada
analito na amostra (CHENG; KUO, 1995; BERGQUIST et al., 2002).

Outros métodos analiticos, menos usuais, podem ser utilizados para dosear os
niveis das catecolaminas. O principal deles é a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-MS), porém ha necessidade de fazer uma derivatizagao
da amostra para tornar o analito volatil, adequado para analise. Outro método
complementar a cromatografia liquida é a eletroforese capilar. Pode-se ainda submeter
as amostras a um processo de derivatizagdo, para acrescentar grupos que respondem
ao detector de fluorescéncia (BERGQUIST et al., 2002).

O método de quantificagcdo por cromatografia liquida acoplada a detector
eletroquimico, uma vez validado, apresenta-se como uma ferramenta analitica bastante

sensivel e adequada para analise de neurotransmissores no dialisado. Os parametros
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tipicamente avaliados na validagdo de um meétodo bioanalitico sao: seletividade,
linearidade, repetibilidade (DPR intradia), precisdo intermediaria (DPR interdia),

exatidao e limite inferior de quantificacédo (BRASIL, 2003).
5.1.1. Validagao da Metodologia por CLAE-DE
Seletividade

A seletividade é a habilidade de avaliar inequivocadamente o analito na
presenca de outras substéncias, tais como impurezas, produtos de degradacgédo e

componentes da matriz biologica.

Nesse trabalho, esse parametro foi demonstrado, por meio da comparacao dos
cromatogramas representativos dos padrées de DA, DOPAC, HVA E 3-MT em LCA,
somente de LCA e de dialisados obtidos experimentalmente (Figura 1.4). Considerando
o cromatograma apresentado para o LCA, ndo foram observados interferentes nos
tempos de retengao de nenhuma das substancias pesquisadas. Da mesma forma, ao
comparar o cromatograma referente a um ponto da curva padrdao de DA e seus
metabolitos com aquele referente a amostra de dialisado obtido experimentalmente
apo6s a administracdo de anfetamina, ndo se evidenciou a presenga de nenhuma

substancia interferente.

Com relagao a nao visualizagao do pico correspondente ao metabdlito 3-MT (55
min), curiosamente isso era, de certa forma, esperado. Por ser um metabdlito
intermediario oriundo apenas da degradacao da dopamina liberada, a 3-MT encontra-se
em concentragdes muito baixas. DOPAC e HVA sao metabdlitos finais e provenientes
tanto da dopamina liberada, quanto intraneuronal (COOPER et al., 1996). Portanto, o
método analitico (CLAE-DE) deve possuir alta sensibilidade capaz de detectar um sinal
muito pequeno gerado pela oxidagdo dessa substancia. A grande maioria dos artigos
que utilizou o mesmo método analitico para o doseamento de DA e seus metabdlitos,

nao mostrou os dados referentes a 3-MT.

O pico encontrado em aproximadamente 24 minutos, provavelmente seja o

metabdlito de serotonina, acido 5-hidroxiindol-3-acético (5-HIAA), visto que a grande
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maioria dos estudos que investigam o sistema dopaminérgico e seu metabolismo,
também analisa o 5-HIAA. O sistema cromatografico utilizado para separar DA e seus
metabdlitos propicia a separacado deste composto. O tempo de retencéo varia conforme
as condigdes cromatograficas, mas normalmente ele aparece nos cromatogramas apos
a saida de DOPAC e DA e antes do HVA (LIU et al., 2000; ZHANG et al., 2004).

Linearidade

A linearidade € a capacidade de uma metodologia analitica de fornecer
resultados diretamente proporcionais as concentracées do analito na amostra, dentro
de um intervalo especificado (BRASIL, 2003). A faixa de concentragao utilizada para a
validacdo da curva padrao foi de 2,0 a 20,0 pg/uL. Esta faixa de concentragao foi
escolhida porque contempla os niveis basais de DA relatados na literatura (VIRAG;
WHITTINGTON, 2002; YOSHITAKE et al., 2004; ZHANG et al., 2004; ZHANG; BEYER,
2006)

A média das curvas padrao de dopamina e seus metabdlitos em LCA, utilizadas
na validacdo da metodologia analitica por CLAE-DE esta representada na Figura 1.5

com respectivas equagdes da reta e coeficiente de determinacéao (RZ).
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Figura 1.4 Cromatogramas obtidos por CLAE-DE. A) LCA; B) padrao de DA (2), DOPAC (1),
HVA (3) e 3-MT (4) em LCA na concentracdo de 20 pg/uL; C) amostra de dialisado obtido
experimentalmente de um animal tratado com anfetamina (2 mg/kg, s.c.).

Da mesma forma, foram calculados individualmente os coeficientes de
determinacdo (R) para todas as curvas padrao em LCA empregadas na validagéo
(Tabela 1.2). Os coeficientes de determinagéo obtidos, iguais ou superiores a 0,9883,

indicam a linearidade entre a razdo da area do analito e a concentragao tedrica deste
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analito, tendo em vista que se aceita um valor de coeficiente de correlagdo linear
superior a 0,95 para amostras biologicas (BRASIL, 2003). N&o foi constatado desvio de
linearidade no intervalo de concentragcao avaliado, o qual foi confirmado por analise
estatistica (ANOVA, p<0,001).

DA A DOPAC B
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10000000 -| 14000000 -|
8000000 | 12000000 -|
< 10000000 -
c 6000000 -| 8000000 -
4000000 4 6000000 - y =796078x + 171336
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2000000 -| R? = 0,9768 2000000 1
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Figura 1.5 Média das trés curvas padrao em LCA utilizadas na validagcdo da metodologia por
CLAE-DE para (A) DA, (B) DOPAC, (C) HVA e (D) 3-MT.
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Tabela 1.2 Coeficientes de determinacdo de DA, DOPAC, HVA e 3-MT, utilizados na validagéo
da metodologia analitica por CLAE-DE.

Coeficiente de

Analito Curva
Determinagao
Dia 1
DA 0,9917
DOPAC 0,9999
HVA 0,9908
3-MT 0,9941
Dia 2
DA 0,9952
DOPAC 0,9991
HVA 0,9912
3-MT 0,9970
Dia 3
DA 0,9883
DOPAC 0,9983
HVA 0,9899
3-MT 0,9961

Preciségo

A precisao € o parametro que avalia o grau de concordancia entre resultados de
analises individuais, quando o método € aplicado repetidamente a multiplas analises de
uma mesma amostra homogénea (BRASIL, 2003). Nesse contexto, a precisdo foi
avaliada em dois niveis: repetibilidade (DPR intradia) e precisdo intermediaria (DPR
interdia), empregando-se as trés amostras definidas como controles de qualidade. Os
valores de desvio padrao relativo (DPR) intradia e interdia obtidos para as trés amostras
de controles de qualidade da curva padrao para DA, DOPAC, HVA e 3-MT estao

descritos nas Tabelas 1.3, 1.4, 1.5 e 1.6, respectivamente.
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Segundo a ANVISA (BRASIL, 2003), os desvios padrdes relativos para a
precisdo nao devem exceder 15%. Assim, pode-se observar que os valores
encontrados (<12%) estdo de acordo com o preconizado. Além do mais, os dados
obtidos estao de acordo com estudos de validagao semelhantes a este (LIU et al., 2000;
VIRAG; WHITTINGTON, 2002; ZHANG et al., 2004).

Tabela 1.3 Desvios padrdes relativos intra e interdia das amostras de controle de qualidade
para a curva padrao de dopamina em LCA.

Concentracdes dos CQs Dia Concentracbes medidas *
(pg/uL) para DA Média (pg/uL) DP DPR (%)
Variacao intradia

5,0 1 5,35 0,1127 2,46

2 5,14 0,2841 6,51

5,25 0,1984 4,49

10,0 1 10,09 0,1689 1,87

9,57 0,2972 3,38

9,83 0,2330 2,66

18,0 1 19,88 0,8924 4,67

17,58 0,5815 3,46

18,73 0,7369 4,07

Variacao interdia

5,0 5,25 3,26
10,0 9,85 4,34
18,0 18,73 9,05

* Valores (média e desvio padrao, DP) para n = 6 determinagdes.
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Tabela 1.4 Desvios padrdes relativos intra e interdia das amostras de controle de qualidade

para a curva padrao de DOPAC em LCA.

Concentracdes dos CQs Dia Concentragoes medidas *
(pg/uL) para DOPAC Média (pg/uL) DP DPR (%)

Variacao intradia

5,0 1 6,09 0,2084 4,13

2 5,55 0,4019 8,93

5,70 0,1611 3,46

10,0 1 11,52 0,2506 2,39

10,24 0,2596 2,82

9,82 0,2111 2,41

18,0 1 21,58 0,3567 1,74

2 16,08 0,3859 2,57

15,92 0,3755 2,53
Variacao interdia

5,0 5,78 5,90

10,0 10,52 9,34

18,0 16,00 0,79

* Valores (média e desvio padrao, DP) para n = 6 determinagdes.

Exatidao

A exatiddo de um método analitico descreve a proximidade dos resultados
obtidos pelo método em estudo, em relagcéo ao valor real de concentragao do analito na
amostra. Esse parametro pode ser avaliado por meio de amostras com quantidades
conhecidas do analito em questdo (BRASIL 2003).
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Tabela 1.5 Desvios padrbes relativos intra e interdia das amostras de controle de qualidade
para a curva padrao de HVA em LCA.

Concentragoes dos CQs _ Concentragdes medidas *
(pg/uL) para HVA ° Média (pg/uL) DP DPR (%)
Variacdo intradia

5,0 1 4,47 0,2108 4,76

4,71 0,3630 7,78

4,60 0,2869 6,30

10,0 1 10,76 0,2756 2,57

2 10,46 0,3026 2,91

10,61 0,2990 2,74

18,0 1 18,19 0,5364 3,11

17,79 0,3439 4,71

17,99 0,4401 3,91

Variacao interdia

5,0 4,59 3,80
10,0 10,61 2,00
18,0 17,89 3,30

* Valores (média e desvio padrao, DP) para n = 6 determinagdes.

A Tabela 1.7 demonstra as faixas de concentragcao e as concentragdes médias
determinadas, bem como a exatiddo em relacdo as concentragdes tedricas das

amostras de controle de qualidade utilizadas na validagao dessa metodologia analitica.

A ANVISA (BRASIL, 2003) preconiza que a variagao entre o valor real e o valor
tedrico das amostras deve manter-se em torno de 15% para um minimo de 5
determinacdes. Pode-se observar que a exatiddao calculada para as amostras nao
apresentou variagao superior a 15%, o que indica que o método possui exatidao para a

faixa de concentragcdo empregada.
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Tabela 1.6 Desvios padrbes relativos intra e interdia das amostras de controle de qualidade
para a curva padrao de 3-MT em LCA.

Concentracdes dos CQs Dia Concentragbes medidas *
(pg/uL) para 3-MT Média (pg/uL) DP DPR (%)
Variacao intradia
5,0 1 5,51 0,2376 9,19
5,66 0,3312 8,88
5,59 0,2844 9,04
10,0 1 9,95 0,4690 5,82
9,85 0,1691 2,02
10,05 0,3209 3,92
18,0 1 16,17 0,7006 4,51
16,13 0,3817 3,01
16,15 0,5517 3,76

Variacao interdia

5,0 5,72 1,80
10,0 9,95 2,12
18,0 16,04 0,24

* Valores (média e desvio padrao, DP) para n = 6 determinagdes.
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Tabela 1.7 Exatiddo das amostras de controle de qualidade utilizadas para a curva padréao de
DA, DOPAC, HVA e 3-MT em LCA e as faixas de concentracao determinadas com seus valores
médios.

Concentracao Faixa de concentracao Média
D.P. Exatidao (%)*
tedrica (pg/ulL) determinada (pg/uL) (pg/uL)
5,0 4,71 -5,52 5,25 0,23 94 - 110
DA 10,0 9,28 - 10,27 9,83 0,36 93 -103
18,0 17,01 - 20,63 18,73 1,40 94 - 115
50 5,29 - 6,35 5,78 0,28 106 — 115
DOPAC 10,0 9,60 - 11,70 10,53 0,89 99 - 115
18,0 15,66 — 21,13 17,86 3,22 88 - 115
5,0 4,18 -5,13 4,58 0,31 85-103
HVA 10,0 10,04 - 11,05 10,61 0,31 100 — 111
18,0 17,33 - 18,89 17,99 0,47 96 — 105
5,0 5,23 - 6,01 5,58 0,28 105-115
3-MT 10,0 9,31 -10,52 9,90 0,34 93 -105
18,0 15,51 -17,14 16,15 0,53 86 — 95

* n = 18 determinagdes

Limite Inferior de Quantificagdo

O limite inferior de quantificagdo (LIQ) € a menor quantidade de analito presente
em uma amostra que pode ser determinado com exatidao e precisao aceitavel, sob as

condigdes experimentais declaradas (BRASIL, 2003).

Neste trabalho, o LIQ foi calculado utilizando a equacéo retirada do trabalho de

VIRAG E WHITTINGTON (2002) e do manual de instrugdes do detector eletroquimico
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utilizado (DECADE, ANTEC LEYDEN, Holanda). A Tabela 1.8 mostra o LIQ calculado
para DA, DOPAC, HVA e 3-MT.

O valor do LIQ encontrado para DA estd de acordo com os resultados
encontrados por outros estudos. Nao existe uma uniformidade no calculo do LIQ entre
os estudos, porém, a Equacado 3 apresentada neste trabalho parece ser a férmula
adotada pela maior parte dos estudos. O LIQ de DA e seus metabdlitos varia bastante
conforme o equipamento e condigdes cromatograficas de cada estudo. O LIQ de uma
maneira geral fica em torno de 0,5 - 1,5 nM na maioria dos trabalhos encontrados (DI
CHIARA et al., 1993; PARSONS et al, 1998; CARBONI et al., 2001; VIRAG;
WHITTINGTON, 2002; HERNANDEZ et al., 2003; YOSHITAKE et al., 2004). Porém, o
recente estudo de CANNAZzA e colaboradores (2005) relatou um LIQ de 25 nM para DA.

Os valores do LIQ de DOPAC, HVA e 3-MT nao sdo comumente citados nos
trabalhos. ZHANG e colaboradores (2004) encontraram 0,3 nM para DOPAC e 1,25 nM
para HVA. BROWN e colaboradores (1991) relataram o valor de 1,5 nM como sendo o
LIQ de 3-MT. Ja CANNAzzA e colaboradores (2005) encontraram valores superiores, 5
nM para DOPAC e 15 nM para HVA. Portanto, os valores encontrados neste trabalho
para DA, DOPAC, HVA e 3-MT estdo de acordo com a média geral dos dados

encontrados na literatura.

Tabela 1.8 Valores de Limite Inferior de Quantificacdo para DA, DOPAC, HVA e 3-MT e
diferentes unidades.

Analito LIQ calculado (pg/uL) LIQ calculado (nM)
DA 0,50 3,27
DOPAC 0,05 0,30
HVA 0,55 3,02

3-MT 0,70 3,44
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5.2 Validacéo da técnica de Microdialise Cerebral em animais conscientes

Para validar a técnica de microdidlise cerebral em animais conscientes, foi
avaliado o efeito da administracdo de sulfato de anfetamina (2 mg/kg, s.c.), uma vez
que este é um farmaco estimulante que promove a liberagédo de dopamina e, em menor
grau, inibe a sua recaptacgao, através do bloqueio do seu transportador (STAHL, 2000;
CARBONI et al., 2001; HOFFMAN, 2001). A técnica foi escolhida baseada em
evidéncias que mostraram que a anfetamina, assim como a cocaina, os analgésicos
narcoticos e o etanol aumentam os niveis extracelulares de DA no nucleo acumbens e
no estriado de ratos (ZETTERSTROM et al., 1983; DI CHIARA et al., 1993; PIERCE;
KALIVAS, 1995).

O estriado foi a regido escolhida para a validagao da técnica por ser uma regiao
equipada predominantemente com neurbnios dopaminérgicos cuja organizagao
funcional basica reflete a dindmica encontrada em todos os neurdnios dopaminérgicos
(COOPER, 1996). Outro motivo da escolha foi devido a grande area que esta regiao

representa no cérebro e ao facil acesso para implantagao das sondas (DAY, 2001).

Em termos percentuais, o grupo tratado com anfetamina apresentou um aumento
de 260% (+ 34 %) em relacdo aos niveis basais de DA (Frator tempo (6,78) =3,206; p<0,01).
(Figura 1.6). O aumento maximo dos niveis extracelulares de DA ocorreu 40 minutos
ap6s a administragdo do farmaco (Fiatamento x tempo (1,78) =2,517; p <0,05) (Figura 1.6).
Este dado esta de acordo com a maioria dos estudos, onde o pico de liberacdo de DA
ocorre entre 20-40 minutos e tende a voltar aos valores basais cerca de 120 minutos
depois da administragéo de anfetamina (ZETTERSTROM et al., 1983; BUTCHER et al.,
1988; DI CHIARA et al., 1993; FERGUSON et al., 2003). Os resultados de percentual
de aumento de DA em relagdo aos niveis basais aqui apresentados sao significativos,

mas de magnitude um pouco inferior aos dados de literatura.
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Figura 1.6 Média da percentagem dos niveis extracelulares de DA (x erro padrdo) apos
administracdo de sulfato de anfetamina (2 mg/kg, s.c.). Comparagao entre os grupos controle
(n = 6) e anfetamina (n = 6). Diferenga significativa em relacao aos valores basais (**p<0,01) e
com o grupo controle (*p<0,05). ANOVA de dois fatores com medidas repetidas e teste post-hoc
de Tukey.

LEWICKA e colaboradores (1995) encontraram um aumento de aproximadamente
500%, com a administragdo de 2 mg/kg de anfetamina pela via i.p.; DI CHIARA e
colaboradores (1993) encontraram um aumento de mesma magnitude (500%), na DA
extracelular no estriado de ratos tratados com a mesma dose de anfetamina, porém
pela via s.c. Neste mesmo trabalho, no grupo de animais que recebeu uma dose menor

de anfetamina (0,5 mg/kg, s.c.), o aumento de DA ficou em torno de 263 %.

Porém, outros estudos encontraram percentagens muito maiores de aumento. O
trabalho de KuczeNnski e colaboradores (1991) encontraram um aumento de 2930% na
DA estriatal apos a administragdo de 2,5 mg/kg, s.c. de anfetamina. ZETTERSTROM e
colaboradores (1983) encontraram um aumento cerca de 14 vezes maior (1130%) do
que o valor basal apés a administragao de anfetamina 2 mg/kg, s.c. Um outro estudo
utilizando a mesma dose e mesma via encontrou um aumento de 912% (MIELE et al.,
2000). Um estudo mais recente relatou aumento de 1000% nos niveis extracelulares de
DA similar aos trabalhos citados anteriormente (GAGNAIRE; MICILLINO, 2006).
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Uma explicagdo para essa discrepancia nos valores do aumento dos niveis de
DA entre os trabalhos citados e os dados aqui apresentados, pode ser a diferenca na
concentracido do ion calcio presente no LCA. A liberagdo de dopamina nos terminais
nervosos € dependente de ions calcio e ocorre em resposta aos potenciais de agao
(COOPER et al. 1996). Os valores fisioldgicos de Ca®* encontrados no estriado sdo de
aproximadamente 1 mM e concentragdes superiores tendem a aumentar a resposta do
sistema dopaminérgico a manipulagdes farmacolégicas (MOGHADDAM; BUNNEY,
1989; MATSUMOTO, 1993). A concentragdo de calcio utilizada nos estudos citados
acima esta em torno de 2,2 mM, enquanto que neste trabalho foi utilizado a
concentracdo de 1,2 mM, por ser mais proxima dos valores fisiolégicos. Os valores
encontrados pelos outros trabalhos provavelmente foram mais altos devido a maior
concentracio de calcio no liquido de perfusdo. Ja foi relatado também que variagdes na
composicado do LCA, afetam os niveis de outras substancias enddégenas como a
glicose, por exemplo. Essas alteragbes poderiam ser resultados de mudangas na
atividade neuronal provocadas por diferengas na composigéo idnica do LCA (MCNAY;
SHERWIN, 2004).

Os niveis extracelulares de DOPAC diminuiram cerca de 80% (x 39%), em
relacdo aos niveis basais (Fiempo(1,81)= 25,686; p < 0,001) (Figura 1.7) e esta redugéo foi
significativa quando comparada com o grupo controle (Fiatamento(1,81y= 11,621; p<0,01).
Os niveis de HVA apds a administracédo de anfetamina decresceram em 50% (Figura
1.8), porém esta redugcao nao foi significativa, em fungcdo da grande variabilidade
observada. Estes percentuais de queda ja foram relatados por outros estudos.
ZETTERSTROM e colaboradores (1983) encontraram uma diminuicdo semelhante nos
niveis de DOPAC (77%) e HVA (60%). Um outro estudo encontrou queda de 30% para
DOPAC e 50% para HVA apdés a administracdo de anfetamina 2,5 mg/kg, s.c.
(KUCZENSKI et al., 1991).
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Figura 1.7 Média da percentagem dos niveis extracelulares de DOPAC (t erro padrao) apds
administracdo de sulfato anfetamina (2 mg/kg, s.c.). Comparagdo entre os grupos controle
(n = 6) e anfetamina (n = 6). Diferenca significativa comparada com os valores basais
(***p<0,001) e com o grupo controle (**p<0,01). ANOVA de dois fatores com medidas repetidas
e teste post-hoc de Tukey.

Os resultados obtidos sdo compativeis com o mecanismo de acido da
anfetamina, relacionado com o processo de turnover da dopamina. Em condicdes
fisiolégicas normais, a DA liberada é captada da fenda sinaptica e, ao entrar no citosol,
a porcao que nao é novamente armazenada nas vesiculas sinapticas é convertida em
DOPAC pela enzima monoamino oxidase (MAO) intracelular. O DOPAC formado dentro
do neurdnio é liberado para o meio extracelular onde sofre agado da enzima catecol-O-
metiltransferase (COMT), de localizagdo sinaptica, formando um novo metabdlito,
chamado HVA. No cérebro de ratos, DOPAC ¢é o principal metabdlito encontrado,
diferentemente do que acontece no cérebro de humanos e outros primatas onde HVA é
o metabdlito majoritario (COOPER et al., 1996). A dopamina que nao foi recaptada é
metabolizada a 3-MT através de metilagdo sequencial pela COMT e pela MAO
existente nas células da glia, resultando também em HVA, provavelmente pela acao
das mesmas enzimas (COOPER et al., 1996).
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Figura 1.8 Média da percentagem dos niveis extracelulares de HVA (+ erro padrao) apés a
administracdo de sulfato anfetamina (2 mg/kg, s.c.). Comparagdo entre os grupos controle
(n = 6) e anfetamina (n = 6).

O mecanismo de turnover da dopamina pode ser afetado por agentes
farmacologicos como a anfetamina. Apds sua administragdo ocorre um grande aumento
na liberacédo e inibicdo parcial do processo de recaptacdo de DA, com isso 0s niveis
deste neurotransmissor aumentam drasticamente na fenda sinaptica. Esse aumento na
liberagdo de DA faz com que ocorra uma redugao nos niveis de DA intraneuronal e,
consequentemente, redugao na formacdo de DOPAC pela MAO localizada no citosol.
Por isso, a administracdo de farmacos/drogas que promovem a liberagcdo de DA
diminuem os niveis de DOPAC. O metabdlito HVA é originado predominantemente de
DOPAC, mas também ¢é formado a partir da dopamina extraneuronal e, devido a isso,
seus niveis extracelulares sofrem uma queda menor do que os de DOPAC (COOPER
et al., 1996).

A quantificacdo dos niveis extracelulares de DOPAC no cérebro de ratos ja foi
considerada como um indice de atividade dos neurdnios dopaminérgicos. Entretanto, a
localizag&o tanto intra como extraneuronal da MAO sugere que o DOPAC pode estar
sendo formado antes da liberagdo e depois da recaptacdo de DA. Devido a isso,

mudangas nesse metabdlito ndo s&o mais consideradas como medida absoluta de
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liberagdo de DA (COMMISSIONG, 1985; WESTERINK, 1985). Por outro lado, existem
evidéncias de que os niveis extracelulares de 3-MT refletem a liberacdo de dopamina
na fenda sinaptica: cerca de 20 a 30% da dopamina liberada na fenda sinaptica é
metabolizada a 3-MT (WOOD et al., 1987). WooD e colaboradores (1988) concluiram
que DOPAC representa um indice de metabolismo intraneuronal e 3-MT um indice de

liberagdo de DA extracelular.

Neste trabalho n&o foi possivel quantificar o metabdlito 3-MT, pois seus niveis
extracelulares ficaram abaixo do limite de quantificacdo do método. A maioria dos
estudos que utiliza o mesmo método néo apresenta dados referentes as concentracdes
extracelulares de 3-MT. Na tentativa de superar o problema de quantificacdo deste
composto alguns trabalhos tém optado pelo uso da técnica de cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas, obtendo resultados positivos (BERGQUIST et
al., 2002; ZHANG; BEYER, 2005).



6. CONCLUSOES

Através da realizacdo deste trabalho foi validada uma metodologia analitica em
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector eletroquimico para dosear
dopamina e de seus metabdlitos 3 — metoxitiramina, acido 3,4 - diidroxifenilacético e
acido homovanilico, conforme o proposto pela ANVISA (BRASIL, 2003) para métodos

bioanaliticos e de acordo com trabalhos semelhantes relatados na literatura.

O método analitico mostrou-se adequado e sensivel o suficiente para quantificar
0s niveis extracelulares de dopamina, DOPAC e HVA em amostras de dialisado
coletadas na regido do estriado de ratos tratados com sulfato de anfetamina (2 mg/kg,
s.c.) ou solugdo salina (NaCl 0,9%, s.c.), porém ndo apresentou sensibilidade suficiente
para detectar os niveis extracelulares de 3-MT, mesmo em animais tratados com

anfetamina.

A administracdo de sulfato de anfetamina (2 mg/kg, s.c.) aumentou
significativamente os niveis extracelulares de DA (260%) e diminuiu os niveis de
DOPAC (80%) e HVA (50%) no estriado de ratos acordados, demonstrando que o
meétodo analitico e as condigdes de microdialise empregados sdo capazes de detectar
mudangas farmacologicamente induzidas nos niveis extracelulares de dopamina e seus

principais metabalitos.



CAPITULO 2

AVALIACAO DO EFEITO DE Hypericum caprifoliatum CHAM. & SCHLTDL SOBRE
OS NIVEIS CEREBRAIS DE DOPAMINA E SEUS METABOLITOS ATRAVES DE
MICRODIALISE CEREBRAL







1. INTRODUCAO

Nos ultimos dez anos o interesse sobre o género Hypericum (Guttiferae) cresceu
consideravelmente, principalmente apds a comprovacao da eficacia clinica dos extratos
de Hypericum perforatum L. no tratamento de depressdes leves a moderadas
(GASTPAR et al., 2006; KASPER et al., 2006; LINDE et al., 2006). Entretanto, nem o
mecanismo de acido, nem a identidade dos constituintes ativos responsaveis pelo efeito
terapéutico estdo completamente esclarecidos. Muitos autores concordam que a
atividade antidepressiva ndo se deve apenas a uma unica substancia, mas a uma
combinagdo destas - como hipericina, flavondides e principalmente hiperforina
(BHATTACHARYA et al., 1998; CALAPAI et al., 1998; KAEHLER et al., 1999;
BUTTERWECK et al., 2000; WURGLICS; SCHUBERT-ZSILAVECZ, 2005; PAULKE et
al., 2006).

Estudos indicam que os extratos de H. perforatum atuam de modo diferente dos
antidepressivos usuais (BHATTACHARYA et al., 1998; CHATTERJEE et al., 1998a;
KUMAR et al., 2000; MULLER, 2003). Os extratos lipofilicos, bem como alguns
componentes isolados (por exemplo, hiperforina) inibem a recaptagcao de NA, 5-HT, DA,
GABA e glutamato, através de um mecanismo que nao esta diretamente relacionado
com o bloqueio do sitio de recaptacdo destes neurotransmissores (KAEHLER et al.,
1999; MULLER et al., 1998; 2001; GOBI et al., 2001; JENSEN et al., 2001). Alguns
trabalhos justificam a nao seletividade do H. perforatum sugerindo que a hiperforina
inibe a recaptacéo vesicular das monoaminas através de alteragbes na condutividade
dos canais de sodio (SINGER et al.,, 1999), interferéncia na fluidez das membranas
neuronais (ECKERT; MULLER, 2001; ECKERT et al., 2004) e atuagdo sobre o eixo
HPA (BUTTERWECK et al., 2004; MURCK et al., 2004; MEDINA et al., 2006). Testes
in vivo (FRANKLIN et al., 2001; 2004) demonstraram que a hiperforina, a hipericina e a
pseudo-hipericina diminuem os niveis plasmaticos de corticosterona e nao alteram os
niveis plasmaticos de prolactina e estudos in vitro mostraram que estas mesmas
substancias atuam como antagonistas do fator de liberagao de corticotrofina (SIMMEN
et al., 2003).
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Assim, considerando os dados existentes para H. perforatum e utilizando uma
abordagem quimiotaxonémica para busca de moléculas bioativas em produtos naturais,
o estudo do género Hypericum pode ser util no descobrimento de fontes alternativas de
moléculas com atividade antidepressiva e/ou protétipos para o desenvolvimento de

farmacos com mecanismo de acao diferenciada dos antidepressivos atuais.

Estima-se a ocorréncia de cerca de 20 espécies brasileiras de Hypericum e até
1995, apenas uma delas havia sido estudada (von POSER et al., 2006). A partir das
folhnas e flores de H. brasiliense Choisy foram isolados xantonas e derivados de
floroglucinol, e extratos contendo estas substancias inibiram a enzima monoamino
oxidase (MAO) (ROCHA et al. 1994; 1995), mas nao foram ativos no teste de natacao
forcada (TNF) em ratos (MENDES et al., 2002).

A partir de 1998, foi iniciada nesse Programa de Pds-Graduagao uma linha de
pesquisa visando a investigacdo quimica e farmacoldgica das espécies de Hypericum
nativas. Dentre as espécies pesquisadas, nosso grupo detectou a espécie H.
caprifoliatum como ativa em modelos animais de depressao (DAUDT et al., 2000,
VIANA et al., 2005). O efeito antidepressivo observado no teste da natagao forgada foi
bloqueado por antagonistas dopaminérgicos, sugerindo o envolvimento do sistema
dopaminérgico na resposta antidepressiva. Esta hipotese foi reforcada por
experimentos in vitro, nos quais um extrato ciclohexénico de H. caprifoliatum e o0 seu
principal constituinte, um derivado floroglucinol ainda nao identificado, inibiu a captagao

sinaptossomal de monoaminas, principalmente dopamina (VIANA et al., 2005).

Embora a maioria dos antidepressivos usuais na terapéutica apresente maior
seletividade de acdo no sistema serotonérgico e/ou noradrenérgico, o sistema
dopaminérgico esta, também, reconhecidamente envolvido na patogenesia da
depressao (ESPOSITO, 2006; TREMBLAY; BLIER, 2006) e alguns antidepressivos,
como a bupropiona, tém um papel importante na ativacdo do sistema dopaminérgico
(DOGGRELL, 2006; INOUE et al., 2006). Tem sido demonstrado, através de técnicas
de microdialise cerebral, que antidepressivos, entre eles H. perforatum, aumentam os

niveis extracelulares das aminas biogénicas, inclusive dopamina (DI MATTEO et al.,
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2000; ROMMELSPACHER et al., 2001; YOSHITAKE et al., 2004; KITAICHI et al., 2005;
INOUE et al., 2006).

Assim, visando o aprofundamento do estudo da atividade antidepressiva de H.
caprifoliatum, neste capitulo sera apresentada a etapa inicial do estudo de um extrato
desta planta sobre os niveis cerebrais de dopamina e seus metabdlitos, empregando-se

a técnica de microdialise cerebral em ratos acordados.



2. REVISAO DE LITERATURA

A revisdo de literatura apresenta os dados mais significativos sobre o género
Hypericum e a espécie H. perforatum, mas foi centralizada nos resultados obtidos até o

momento referentes as espécies brasileiras de Hypericum.

2.1 Taxonomia

A familia Guttiferae € constituida por mais de 1000 espécies e encontra-se
subdividida em seis subfamilias. Dentre estas, Hypericoideae, formada pelas tribos
Cratoxyleae, Vismieae e Hypericeae (CRONQUIST, 1981; BENNETT,; LEE, 1989) é

considerada, por alguns autores, como uma familia independente (ROBSON, 1977).

O género Hypericum, um dos maiores representantes da familia Guttiferae, é
formado por cerca de 400 espécies, que estdo acomodadas em 30 segcbes (ROBSON,
1977; 1990). As espécies que tém sua ocorréncia descrita para a Regiao Sul do Brasil
pertencem a apenas duas secbes, Brathys (88 espécies) e Trigynobrathys (52
espécies), esta ultima com um maior numero de representantes nativos (ROBSON,
1990).

2.2. Constituicdo Quimica
Hipericina

Hipericina (1) e seus derivados (pseudo-hipericina (2), iso-hipericina, proto-
hipericina e proto-pseudo-hipericina) sao restritas a espécies do género Hypericum
(BARNES et al., 2001). Inicialmente, estas quinonas policiclicas foram isoladas de H.
perforatum (BUTTERWECK et al., 1997; BHATTACHARYA et al., 1998; CHATTERJEE

et al., 1998a). Além desta espécie, hipericina e seus derivados ja foram encontradas em
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H. maculatum Crantz, H. tetrapterum Fries, H. barbatum Jacq., H. bithynicum Boiss., H.
humifusum L., H. hirsutum L., H. glandulosum Aiton, H. montanum L. e H. tomentosum
L. (KARTNIG et al., 1989; 1996; KARTNIG; GOBEL, 1992).

(1) R=CHs (2) R= CH,OH

As partes aéreas de oito espécies de Hypericum nativas do sul do Brasil foram
analisadas através de técnicas cromatograficas (CCD e CLAE) quanto a ocorréncia de
hipericina e seus derivados e em nenhuma destas espécies foi detectada a presenca de
hipericina (FERRAZ et al., 2002b).

Derivados de floroglucinol

Muitos derivados de floroglucinol tém sido isolados a partir do género Hypericum.
Alguns destes sado poli-isoprenilados, como a hiperforina (3) e ad-hiperforina (4),
substancias isoladas de H. perforatum, enquanto outros sdo derivados diméricos,
formados a partir de uma unidade de floroglucinol ligada por uma ponte metilénica ao
acido filicinico (NOR et al., 2004).
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(3) R=CHs (4) R= CH,CHj;

Nas espécies nativas do sul do Brasil, dois derivados de floroglucinol diméricos
foram identificados como uliginosina B (5) obtida de H. myrianthum (FERRAZ et al.,
2002a), H. carinatum e H. polyanthemum e hiperbrasilol B (6) isolado de H.

caprifoliatum e H. connatum (NOR et al., 2004).

Este tipo de produto ja havia sido relatado para outras espécies pertencentes as
secoes Trigynobrathys (ISHIGURO et al., 1986; ROCHA et al., 1995; 1996) e Brathys
(JAYASURIYA; MCCHESNEY, 1989; JAYASURIYA et al., 1991).

Todos os derivados diméricos de floroglucinol descritos na literatura para o

género Hypericum foram isolados somente de espécies pertencentes as secgodes
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Brathys e Trigynobrathys. Estes compostos foram propostos como marcadores

quimiotaxondmicos destas duas secdes (NOR et al., 2004).
Benzofenonas

Outra classe de produtos naturais frequentemente descritos em espécies da
familia Guttiferae sdo as benzofenonas. Sua presengca € relevante devido as
importantes propriedades citotoxicas e antivirais que apresentam (KUMAZAWA et al.,
1997; PECCHIO et al., 2006; ROMINES et al., 2006). As benzofenonas encontradas em
Guttiferae podem ser divididas em dois grupos principais: tri-hidroxi-benzofenonas
preniladas e benzofenonas poli-isopreniladas. Embora estes produtos fendlicos sejam
freqientes nesta familia, no género Hypericum sua ocorréncia é bastante discreta
(KITANOV et al., 2001). O unico relato de benzofenonas, em espécies brasileiras, foi
feito a partir das partes aéreas de H. carinatum, das quais foram isoladas duas novas
benzofenonas, denominadas carifenona A (7) e carifenona B (8) (BERNARDI et al.,,
2005).

HO o) HO OH
O €
O OH o O

(7) (8)

Benzopiranos

Benzopiranos livres ou cromenos foram isolados de poucas espécies deste
género, como H. revolutum Vahl (DECOSTERD et al., 1986). A partir do extrato
cloroférmico das partes aéreas de H. polyanthemum, trés novos benzopiranos:
6-isobutiril-5,7-dimetoxi-2,2-dimetil-benzopirano  (HP1) (9);  7-hidroxi-6-isobutiril-5-
metoxi-2,2-dimetil-benzopirano (HP2) (10) e 5-hidroxi-6-isobutiril-7-metdxi-2,2-dimetil-
benzopirano (HP3) (11) foram isolados (FERRAZ et al., 2001).
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9) P1 Ri=Me R,=Me
0 OR, 9) 1 2

X (10) P2 Ri=Me R,=H

R20 o) (11) P3 Ry=H R,=Me

Taninos e flavonoides

Taninos condensados sdo comumente encontrados em Hypericum e podem
estar presentes em concentragdes relativamente altas (até cerca de 16%) (KARTNIG et
al., 1989). Sete espécies brasileiras foram analisadas quanto a concentragao de taninos
verificando-se uma variagdo nos teores entre 5 a 16%. Dentre estas, H. connatum
(11,5%) e H. ternum (16,7%) foram as espécies que apresentaram maior concentragao
destes compostos (DALL’AGNOLL et al. 2003).

Nas espécies de Hypericum, os flavondides sao abundantes, representando 11%
nas flores e 7% nas folhas de H. perforatum (KARTNIG et al., 1989). Os glicosideos
flavbnicos mais comumente relatados no género sado quercitrina, isoquercitrina,
hiperosideo e rutina, todos derivados da quercetina (12) (ROCHA et al., 1995;
MARTONFI et al., 2001).

As fracoes fendlicas sem taninos de algumas espécies de Hypericum nativas do
sul do Brasil foram analisadas quanto a ocorréncia de flavondides glicosilados. A partir
deste estudo, verificou-se a presenca de substéncias seguidamente citadas na
literatura, tais como hiperosideo (13), quercitrina (14), isoquercitrina (15), guaijaverina
(16) e apenas tragos de rutina (17) em algumas espécies. Dentre estes, hiperosideo é

sempre encontrado em altas concentragcdées (DALL’AGNOLL et al., 2003).
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(12) R=H, quercetina

(13) R=a-L-ramnosil, quercitrina

(14) R=B-D-glucosil, isoquercitrina

(15) R=B-D-galactosil; hiperosideo

(16) R=B-D-arabinopiranosil; guaijaverina
(17) R=B-rutinosil; rutina
Oleos volateis

Apesar do género Hypericum ser relativamente grande, poucas s&o as espécies
(H. coris L., H. foliosum Aiton, H. maculatum, H. olimpicum, H. perfoliatum L., H.
perforatum e H. triquetrifolium Turra) que tiveram a constituicdo quimica dos o6leos
volateis analisadas (GUDZIC et al, 2001; 2002). Estas plantas ndo séo
caracteristicamente aromaticas e normalmente produzem no maximo 1% de 6leo volatil.
As espécies do sul do Brasil, H. caprifoliatum, H. polyanthemum, H. myrianthum, H.
carinatum, H. connatum e H. ternum A. St. Hil. apresentaram como rendimento de 6leo
volatil valores que variaram de 0.1% a 0.5%. Nessas plantas a concentracdo de
sesquiterpenos foi superior aos teores encontrados de monoterpenos (FERRAZ et al.,
2005a).

2.3 Dados Farmacoldgicos
Atividade antimicrobiana, antiviral e antiproliferativa

Algumas espécies de Hypericum sao usadas popularmente como agentes
cicatrizantes e no tratamento de algumas doencas infecciosas (ISHIGURO et al., 1986;
1987; JAYASURIYA et al., 1991; YAMAKI et al., 1994; ROCHA et al., 1995). Derivados
de floroglucinol frequentemente encontrados na fragéo lipofilica de varias espécies de

Hypericum demonstraram atividade antifungica e antibacteriana contra alguns
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microorganismos, tais como Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, B. subtilis e
Nocardia gardenen (ISHIGURO et al., 1986; DECOSTERD et al., 1991; JAYASURIYA
et al., 1991; ROCHA et al., 1995; TRIFUNOVIC et al., 1998).

A atividade antimicrobiana das espécies brasileiras de Hypericum tem sido o foco
de varios estudos. ROCHA e colaboradores (1994; 1995) demonstraram que H.
brasiliensis possui atividade antimicrobiana. Mais tarde, DALL’AGNOL e colaboradores
(2003) verificaram que H. caprifoliatum €& ativo contra S. aureus enquanto que H.
polyanthemum e H. ternum sao ativos contra B. subtilis. A espécie H. ternum também
apresentou agao antifungica contra diferentes cepas clinicas de leveduras e fungos

filamentosos oportunistas, incluindo dermatdfitos (FENNER et al., 2005).

Hipericina e pseudo-hipericina apresentam atividade sobre virus de DNA e RNA
envelopados e nado envelopados (MERUELO et al., 1988). Essas substancias sao
efetivas na prevencao das manifestagdes de uma variedade de retrovirus in vitro e in
vivo e reduzem a proliferacdo do HIV (VLIETINCK et al., 1998). Apesar da auséncia de
hipericina, SCHIMITT e colaboradores (2001) demonstraram a agao antiviral in vitro de H.
connatum contra o virus da imunodeficiéncia felina (FIV). Além disso, extratos de H.
caprifoliatum, H. myrianthum, H. ternum e os benzopiranos HP1, HP2 e HP3 isolados
de H. polyanthemum apresentaram atividade antiproliferativa contra as células de
carcinoma de célon humano HT-29, células ndo pequenas de carcinoma de pulméo
H-460 e células de glioma humano maligno U-373 (FERRAZ et al., 2005b; 2005c).

Atividade antinociceptiva

H. brasiliensis e H. connatum sao popularmente usados na regidao sul do Brasil
para alivio de algumas desordens tais como angina, caibras e inflamagdes na faringe
(MENTZ et al., 1997), as quais podem estar associadas com o potencial analgésico e
antiinflamatério do género Hypericum. VIANA e colaboradores (2003) demonstraram que
H. polyanthemum e H. caprifoliatum possuem atividade antinociceptiva em roedores a
qual parece ser mediada pelo sistema opidide. Os derivados de floroglucinol podem ser
responsaveis pelo efeito do tipo opidide, ja que SIMMEN e colaboradores (2001)

demonstraram que a hiperforina inibe a ligagdo a receptores opidides. Com relagédo aos
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flavondides, BUTTERWECK e colaboradores (2002) mostraram que a amentoflavona

(biflavonodide), isolada de H. perforatum, liga-se a receptores d-opidides.
Atividade antidepressiva

O uso de espécies brasileiras de Hypericum pela populagdo como antidepressivo
nao € documentado. As espécies do género Hypericum da regido sul do Brasil mais
amplamente distribuidas foram submetidas a um screening para verificar sua possivel
atividade antidepressiva: H. brasiliensi Choisy, H. caprifoliatum Cham. & Schitdl, H.
carinatum Griseb., H. connatum Lam., H. cordatum (Vell.) N. Robson, H. myrianthum
Cham. & Schitdl.,, H. polyanthemum Klotzsch ex Reichardt e H. ternum A. St. Hil.
(DAUDT et al., 2000, GNERRE et al., 2001, MENDES et al., 2002). Dentre as espécies
estudadas, H. caprifoliatum mostrou os resultados mais promissores no teste de
natagéo forcada, um modelo animal de detecg¢do de substancias com possivel atividade
antidepressiva. Os extratos de H. brasiliensi (ROCHA et al., 1994), H. caprifoliatum, H.
piriai e H. polyanthemum (GNERE et al., 2001) apresentaram atividade inibidora da
MAO (IMAQO) in vitro. No entanto, com excegdo de H. caprifoliatum, nenhuma das
outras espécies foi ativa no modelo animal de depresséo testado e o extrato de H.
caprifoliatum com atividade IMAO é diferente do ativo no teste da natacido forgcada.
Dessa forma, o efeito do extrato de H. caprifoliatum neste teste, ndo parece ser devido
a atividade IMAO (GNERE et al., 2001).

O extrato lipofilico de H. caprifoliatum contém substancias com potencial
antidepressivo (DAUDT et al., 2000). Uma dessas substancias parece ser um derivado
de floroglucinol, ainda nao elucidado estruturalmente, denominado HC1 (VIANA et al.,
2005). Essa classe de metabdlitos secundarios tem sido apontada como uma das
principais responsaveis pela atividade antidepressiva do H. perforatum, em estudos pré-
clinicos e clinicos (CHATTERJEE et al., 1998, MULLER et al., 2003, MENNINI; GOBBI,
2004; CACCIA, 2005; WURGLICS; SCHUBERT-ZSILAVECZ, 2006).

Resultados de experimentos in vivo sugerem que H. caprifoliatum atua sobre o
sistema dopaminérgico. Essa hipotese foi reforcada através de experimentos in vitro,

nos quais o extrato ciclohexano de H. caprifoliatum e o derivado de floroglucinol HC1
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inibiram a recaptagao das monoaminas, principalmente dopamina sem se ligarem aos
transportadores monoaminérgicos (VIANA et al., 2005), o que sugere que a agao
antidepressiva esta relacionada a um mecanismo de acao diferente das outras classes
de antidepressivos. Além disso, os derivados de floroglucinol de Hypericum nao
possuem atomos de nitrogénio em sua estrutura, indo de encontro aos estudos de
relagdo estrutura-atividade dos transportadores e receptores das monoaminas
biogénicas (APPEL et al., 2004) o que contribui ainda mais para a existéncia de um

mecanismo de acao particular.

2.4 Estudos de microdialise cerebral envolvendo o género Hypericum

Os estudos de microdialise cerebral envolvendo plantas do género Hypericum
sdo ainda muito escassos. Os poucos trabalhos existentes investigam a acdo de
extratos e produtos isolados de H. perforatum (erva de S&o Jodo) sobre os niveis
cerebrais das monoaminas e seus metabdlitos em diferentes regides do cérebro,

sempre com o objetivo de esclarecer seu mecanismo de agao.

DI MATTEO e colaboradores (2000) analisaram o efeito de um extrato de H.
perforatum obtido com fluido supercritico (CO,) sobre os niveis cerebrais de DA e
DOPAC no nucleo acumbens e estriado, e os niveis de 5-HT e 5-HIAA no hipocampo
de ratos acordados. A administragdo do extrato (1 mg/kg, v.0.) causou um discreto,
porém significativo aumento nos niveis de DA tanto no estriado (25%) quanto no nucleo
acumbens (19%). Os niveis extracelulares de DOPAC nao sofreram qualquer alteragao,

assim como os niveis de 5-HT e 5-HIAA no hipocampo.

Pouco depois, o trabalho de ROMMELSPACHER e colaboradores (2001) investigou
a acao do extrato metandlico padronizado LI 160 e de um extrato rico em hiperforina na
regido Shell do nucleo acumbens apds administragdo aguda e tratamento repetido por
14 dias. Ambos os extratos provocaram um aumento nos niveis extracelulares de DA e

5-HT similares aos encontrados com o tratamento repetido de imipramina. No
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tratamento agudo, os extratos de H. perforatum superaram o farmaco no aumento nos

niveis de DA.

Um outro trabalho verificou o efeito de um extrato hidroalcéolico de H. perforatum
(0,3% hipericina, 4,1% hiperforina) sobre os niveis extracelulares de DA, NA, 5-HT e
dos metabdlitos, DOPAC, HVA e 5-HIAA no cortex pré-frontal de ratos. Apos
administragdo aguda (60 mg/kg, i.p. ou 300 mg/kg, v.0.) houve um aumento na
concentracdo de DA de 165% para a via intraperitoneal e 140% para a via oral. Os
niveis extracelulares de 5-HT aumentaram em 135% quando H. perforatum foi
administrado pela via i.p. € apenas 110% pela via oral. Nao foi verificada qualquer
alteragcdo nos niveis de NA por ambas as vias de administracdo. Com relacéo as
mudancgas nas concentragcdes dos metabdlitos, 5-HIAA permaneceu inalterado, DOPAC
reduziu 16-20% e HVA reduziu 56-60% em média independente da via de
administracao do extrato (YOSHITAKE et al., 2004).

Trabalhos envolvendo a perfusao local de hiperforina tém sido realizados com o
auxilio de MD cerebral. Dentre estes, um estudo perfundiu hiperforina (100 pM)
diretamente no estriado e notou uma reducido na liberagdo de ACh e aumento nos
niveis de colina (Ch). Entretanto, quando hiperforina foi perfundida em um concentragao
baixa (10 pM), foi notado um aumento nos niveis de ACh e queda no niveis de Ch. A
administracdo sistémica de hiperforina (1-10 mg/kg, i.p.) causou um aumento
significativo na ACh estriatal (BUCHHOLZER, 2002). Resultados similares foram
encontrados por KIEWERT e colaboradores (2004) que constataram um aumento entre
50-100 % nos niveis hipocampais de acetilcolina, apdés a administracao sistémica de
hiperforina pura (1 e 10 mg/kg, i.p.). O efeito foi quase que completamente suprimido
pela retirada de Ca** do liquido de perfusdo ou infusdo com TTX (1 uM). Os autores
concluiram que a hiperforina estimula a liberagao de acetilcolina no hipocampo por um

mecanismo de agao indireto.






3. OBJETIVO

Avaliar o efeito do tratamento agudo de um extrato ciclohexanico purificado das
partes aéreas de H. caprifoliatum Cham. & Schltdl sobre os niveis intersticiais de
dopamina e seus metabdlitos, DOPAC, HVA e 3-MT na regiao cerebral nucleo

acumbens, através da técnica de microdialise cerebral em ratos conscientes.






4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Material Vegetal

As partes aéreas de Hypericum caprifoliatum, em floragao, foram coletadas na
cidade de Viamao (RS), identificadas pelo Professor Dr. Sérgio Bordignon (Centro
Universitario La Salle e Ulbra), selecionadas, secas em ambiente arejado e ao abrigo
da luz direta e exsicatas foram depositadas no herbario ICN (Herbario do Departamento
de Botanica — Instituto de Biociéncias - UFRGS) (Bordignon 1496).

Preparacéo do extrato

Para obtencdo do extrato, o material vegetal foi moido em moinho de facas e
entdo submetido a extracdo por maceracdo estatica utilizando-se ciclohexano na
proporgao droga:solvente 1:10 (p/V). Este solvente foi evaporado sob pressao reduzida
(55 °C), e o residuo resultante ressuspendido em acetona. A adicdo desta cetona torna
as ceras insoluveis, ocorrendo formagao de precipitado, o qual foi removido por filtragcao
em papel. Este processo foi realizado no intuito de se obter um extrato mais purificado,

rico em floroglucindis, o qual se denominou HCP.
Caracterizacdo quimica do extrato

O extrato foi caracterizado através de cromatografia em camada delgada
analitica (CCD) em silica gel GFas4, verificando-se a presenga de manchas indicativas
da fracdo maijoritaria de HCP rica em floroglucinéis (HC1) que fora previamente isolada
e praticamente identificada (VIANA, 2002). Empregou-se como fase liquida
diclorometano:hexano (3:2 V/V) e como agentes cromogénicos anisaldeido (anisaldeido
0,5%, acido sulfurico R 5%, acido acético glacial 10%, metanol 85%) e Reagente de
Godim (solugao aquosa de vanilina em etanol 1% e acido perclorico 3%) (ROCHA et al.,
1994).
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4.2 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos com idade entre 60-90 dias, pesando de
250 a 350 g, procedentes da colbnia da FEPPS - Fundagédo Estadual de Produgéo e
Pesquisa em Saude e do Biotério Central da UFRGS. Antes dos experimentos, os
animais foram ambientados por 72h no Biotério de passagem da Faculdade de
Farmacia — UFRGS e mantidos em caixas plasticas com, no maximo, cinco animais. Os
animais tiveram livre acesso & agua e racdo (Nuvolab-CR1®) e o ambiente teve
umidade monitorada e temperatura controlada (23 + 2 °C). Os animais foram mantidos

em ciclos de claro/escuro de 12h (07 as 19h).

A manipulagdo animal foi realizada seguindo os principios éticos para
experimentagcdo animal relatados por Goldim (1995), as normas do Conselho
Canadense de Cuidados com Animais (CCAC, 2003), do Centre National de la
Recherche Scientifique da Franga (CNRS, 2000) e da Resolugao numero 714, de 20 de
junho de 2002 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (BRASIL, 2002).
Imediatamente apds a finalizagdo do experimento, o animal foi sacrificado pelo método
da decapitagao por guilhotina e o seu cérebro retirado para posterior analise histoldgica.
Cada animal foi sacrificado isoladamente e a guilhotina e o ambiente foram limpos entre
um animal e outro. A carcaga animal foi acondicionada em embalagem plastica branca
apropriada e conservada em freezer a -20°C até ser recolhida pelo Centro de Controle
de Zoonoses da Prefeitura de Porto Alegre. Os protocolos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFRGS (CEP/UFRGS, n°. 2005440)
(Anexo 1).

4.3 Drogas, Farmacos, Solventes e Reagentes

Hidrato de cloral (Fluka, Alemanha); cloridrato de lidocaina 2% / epinefrina
1:50.000 (Lidostesin®, Proben, Brasil); cloreto de calcio e cloreto de potassio (ambos
Fisher Scientific, EUA); cloreto de magnésio e cloreto de sodio (ambos Acros Organics,

EUA); acido perclorico e cloridrato de cisteina 99% (ambos Acros Organics, EUA),
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todos em grau farmacéutico. Fosfato de potassio monobasico e EDTA (ambos Fisher
Scientific, EUA); metanol e acido heptanosulfénico (Acros Organics, EUA); acido
homovanilico 98%, acido 3,4 — diidroxifenilacético 98% e 3-metoxitiramina (Acros
Organics, EUA) e cloridrato de dopamina 98,5% (Alfa Aesar, EUA); todos em grau
CLAE.

4.4 Equipamentos

Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia (Shimadzu, Japéo), Detector
Eletroquimico (Antec Leyden, Holanda), Estereotaxico (ASI Instruments, EUA),
Controlador de Temperatura Animal (FHC Inc., EUA), Sistema de Microdialise (BAS
Bioanalytical Systems), Criostato (Leika) e Bomba de infusdo (BAS Bioanalytical

Systems), Microscopio éptico (Olympos, EUA), Microcamera (Sony CCD-IRIS).

4.5 Avaliacdo do efeito do extrato H. caprifoliatum (HCP) sobre os niveis cerebrais
de DA e seus metabdélitos

Todo o procedimento de microdialise cerebral foi realizado como descrito no item

4.4 do capitulo 1 deste trabalho.

Os animais foram submetidos a MD aproximadamente 48 horas apds a cirurgia
para implantagdo da guia de sonda (periodo de recuperagdo) no nucleo acumbens
(A:+2,2; L:-1,5; P:-5,8). Grupos de quatorze animais foram tratados por via oral
(gavage) com o extrato HCP (270 mg/kg) ou solugéo salina (1 mL/kg). Esta dose de
HCP foi escolhida porque foi a que apresentou efeito no modelo de natacéo forgada de
Porsolt (VIANA, 2002).

No dia do experimento, apds a insercdo da sonda de MD, o animal permaneceu
em repouso por meia hora até ser instalado no sistema de microdialise e iniciada a
perfusao (1 uL/min) com LCA. Passado o periodo de estabilizagao, foram coletadas 3

(trés) amostras de 20 pL para o calculo dos valores basais dos analitos e apds a coleta
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da ultima amostra, o animal recebeu o tratamento (HCP ou solugao salina). Apds isso,
amostras do dialisado foram coletadas em intervalos de 20 minutos, durante 100
minutos, totalizando 8 coletas. As amostras foram armazenadas (-80 °C) até o momento

da analise.

Apds o experimento os animais foram decapitados e o cérebro retirado para
verificagdo do local de implantagdo da sonda. S6 foram aceitos dados de animais que
tiveram a sonda implantada no local correto. Foi possivel considerar os dados obtidos

de 07 animais por grupo.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo da avaliacao do efeito de H. caprifoliatum sobre os niveis cerebrais de
DA e seus metabdlitos foi iniciado no nucleo acumbens, pois foi demonstrado que a
deficiéncia de dopamina nesta regidao esta envolvida na patofisiologia e sintomatologia
da depressao (DAILLY et al., 2004; NESTLER; CARLEZON, 2006).

Os neurdnios localizados no nucleo acumbens fazem parte da via dopaminérgica
conhecida como mesolimbica que parece estar envolvida com o comportamento
(COOPER et al., 1996). O interesse maior nesta regidao surgiu apos experimentos de
psicofarmacologia mostrarem que a via mesolimbica esta envolvida com o0 mecanismo
de recompensa (WISE; ROMPRE, 1989). Esta afirmacao levou a extensas discussodes
sugerindo que o desenvolvimento de dependéncia a drogas de abuso acontece devido
a estimulagdo do sistema mesolimbico (DI CHIARA et al., 2004). Outros estudos
propuseram a hipotese de que o nucleo acumbens funciona como uma interface entre a
funcdo emocional (mesolimbico) e a fungdo motora (mesoestriatal) (MOGENSON et al.,
1988). Devido a prevaléncia de anedonia e desmotivagdo na maioria dos individuos
com depressao, estudos mais recentes, mostram que a deficiéncia de dopamina na via
mesolimbica esta envolvida na patofisiologia e sintomatologia desta doenga e pode
estar envolvida na sua etiologia (DAILLY et al., 2004; NESTLER; CARLEZON, 2006).

Os resultados estao apresentados nas Tabelas 2.1 e 2.2. Os niveis basais de
dopamina e seus metabdlitos estdo dentro da faixa relatada na literatura para o nucleo
acumbens de ratos (ZETTERSTROM et al., 1983; KUCZENSKI et al., 1991). N&o houve
alteragao significativa nos niveis extracelulares de DA apds a administragdo aguda (270
mg/kg, v.0.) de um extrato ciclohexano purificado das partes aéreas de H. caprifoliatum,
quando comparados ao grupo controle (Fis3= 0,982; p = 0,341). Curiosamente,
observa-se um aumento significativo dos niveis de dopamina 80 minutos apds a
administragcdo do tratamento, em ambos os grupos (Fss3= 3,99; p<0,01) (Figura 2.1).
Portanto, este efeito ndo pode ser relacionado ao extrato. Existem relatos na literatura

de que o estresse devido a manipulacdo animal pode aumentar os niveis de
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neurotransmissores, quando avaliados por MD, independentemente de qualquer
resposta farmacologica, especialmente com serotonina (FOSBRAEY, 1993; DALLEY;
STANFORD, 1995; RUETER et al., 1997). Como este pico ndo foi observado quando
os animais foram tratados pela via subcutanea com anfetamina ou salina (Capitulo 1) e
a administragdo por gavage € visivelmente estressante, pode ser que esta observagao
esteja refletindo uma resposta neuroquimica ao estresse comportamental. Um desenho

experimental especifico para testar essa hipétese seria necessario.

Tabela 2.1 Niveis extracelulares de DA, DOPAC e HVA no ndcleo acumbens de animais do grupo
controle. Valores expressos em % e média + desvio padréo (nM).

—- s\ttt — s\~ — =t s = \rrrrry —— =\ R Gy e N~y

BASAL  37.0£30,8 100  187,6+78,5 100 155,3+169,7 100
T1 35,6 + 40,3 96 52,6 + 49,7 60 161,9+226,1 104
T2 295 +342 80 66,7 + 66,3 76 119,6 + 133,1 77
T3 32,2 + 39,4 87 70,5+ 71,0 80 161,0+184,1 104
T4 87,7+90,0 237 79,7 £72,5 91 204,9+2683 132
T5 37,2+ 44,8 100 77,2+78,8 88 178,9+250,1 115

O tratamento agudo com H. caprifoliatum também nao foi capaz de alterar os
niveis extracelulares de DOPAC (Fi77= 1,131; p = 0,310) (Tabela 2.2) e HVA
(F183= 0,134; p = 0,721) (Tabela 2.2), comparado com o grupo controle. N&o foi
possivel quantificar os niveis extracelulares do metabdlito 3-MT, pois estes ficaram
abaixo do limite de deteccdo do método cromatografico aplicado. Estes resultados
estdo dentro do esperado ja que nao houve alteragao nos niveis de DA. Como estes
compostos sao resultantes do metabolismo da dopamina, as concentracdes
extracelulares desses metabdlitos depende dos niveis de DA liberada na fenda

sinaptica.
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Tabela 2.2 Niveis extracelulares de DA, DOPAC e HVA no nucleo acumbens de animais do grupo
tratado com HCP (270 mg/kg; v.0.). Valores expressos em % e média + desvio padrao (nM)

DA (nM) DA (%) DOPAC (nM) DOPAC (%) HVA (nM)  HVA (%)

Basal 26,0 + 11 100 230,1 + 424 100 1214 4107 100
T1 23,5+ 12 90 175,0 + 335 76 1215+ 91 100
T2 18,6+7 72 191,7 + 381 83 105,0 + 81 86
T3 21,3+ 11 82 212,5 + 301 92 1177 + 68 97
T4 49,8 + 56 191 216,8 + 259 94 215,2 + 224 177
T5 26,1 + 33 100 218,9 + 310 95 122,371 101

Estes resultados diferem dos dados publicados para H. perforatum, nos quais se
observa que diferentes extratos desta espécie provocam aumentos significativos, de
magnitudes variadas, nos niveis de dopamina no nucleo accumbens, estriado e cortex
pré-frontal (DI MATTEO et al., 2000; ROMMELSPACHER et al., 2001; YOSHITAKE et
al., 2004). No entanto, n&o se espera que H. caprifoliatum e H. perforatum apresentem
farmacologia estritamente igual, até porque a constituicdo quimica das duas espécies é
bastante diferente. Contudo, como os dados in vitro demonstram que este extrato de H.
caprifoliatum inibe a captagdo e induz a uma discreta liberagdo sinaptossomal de
dopamina (VIANA et al., 2005), esperava-se observar in vivo um aumento nos niveis

intersticiais de dopamina.
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Figura 2.1 Percentual médio (+ erro padrdo) dos niveis extracelulares de DA apds
administracdo de HCP 270 mg/kg, v.o. (n =7) ou salina 1 mL/kg, v.o. (n = 7), em relagdo aos
niveis basais. Diferenga significativa comparada com os valores basais (**p<0,01). ANOVA de
dois fatores com medidas repetidas e teste post-hoc de Tukey.

Em estudos envolvendo microdidlise cerebral e a administracdo de
antidepressivos sintéticos, observou-se para a bupropiona, um inibidor seletivo da
recaptacdo de DA, dados semelhantes aos obtidos com H. caprifoliatum. Pelo menos
agudamente, este farmaco nao foi capaz de alterar os niveis de DA na fenda sinaptica
(ASCHER et al., 1995). Porém, com outros antidepressivos, com mecanismos de agao
diferenciados, a visualizagao do efeito sobre os niveis extracelulares das monoaminas,
principalmente NA e 5-HT, ocorre apos o tratamento agudo. O antidepressivo triciclico
(ATC) amineptina é capaz de alterar os niveis basais de DA no estriado, nucleo
acumbens e cortex pré-frontal (GARATTINI, 1997); outro ATC, milnacipran, altera
agudamente os niveis extracelulares de NA, e s6 com o tratamento crénico € visto o
aumento de DA (KITAICHI et al., 2005). Ja o inibidor seletivo da recaptacdao de
serotonina duloxetina é capaz de alterar os niveis de 5-HT no hipotalamo apds
tratamento agudo em ratos (ENGLEMAN et al., 1995). O mesmo acontece com a

reboxetina, um farmaco inibidor seletivo da recaptagcdo de NA (PAGE; LUCKI, 2002).
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A nao observagao do aumento dos niveis extracelulares de dopamina pode estar
relacionada ao perfil farmacocinético das substancias ativas de H. caprifoliatum. No
trabalho de VIANA e colaboradores (2005) uma mistura tautomérica de floroglucindis,
derivados do acido filicinico € sugerida como responsavel pela atividade com Clso de 85
+ 19 ng/mL. E possivel que a administracdo aguda n&o tenha permitido concentracdes
cerebrais equivalentes a ativa in vitro. A avaliagdo de outros regimes de tratamento e de
outras regides cerebrais, como estriado e coértex pré-frontal fazem parte das
perspectivas de continuagcao deste trabalho. Amostras de dialisados obtidos no estriado
de animais tratados com esta mesma dose ja foram coletadas e estdo congeladas para

posterior analise.



6. CONCLUSAO

A administragcdo aguda de um extrato ciclohexanico purificado das partes aéreas
de Hypericum caprifoliatum (270 mg/kg, v.0.) ndo foi capaz de alterar os niveis
intersticiais de dopamina, acido 3,4 - diidroxifenilacético e acido homovanilico no nucleo

acumbens de ratos conscientes.

Nao foi possivel quantificar os niveis extracelulares do metabdlito 3-MT, pois

estes ficaram abaixo do limite de detecgdo do método cromatografico aplicado.






CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo deste trabalho foi implementar no programa de Pds-Graduagdao em
Ciéncias Farmacéuticas — UFRGS a técnica de microdiadlise cerebral em animais
conscientes, como uma ferramenta para o estudo farmacodinamico e farmacocinético
de farmacos ou substancias que possam originar farmacos. De forma imediata,
objetivavamos um aprofundamento no estudo farmacodinamico de H. caprifoliatum,

cuja farmacologia pré-clinica vem sendo desenvolvida neste Programa ha alguns anos.

Para esta avaliagdo foi escolhida a regido do nucleo acumbens, pois embora o
estriado seja uma regiao cerebral maior e mais rica em terminais dopaminérgicos e, por
isso, utilizado na validagao com anfetamina, o nucleo accumbens, além de também rico
em terminais dopaminérgicos, tem sido implicado na neurobiologia da depresséao
(DAILLY et al., 2004; NESTLER; CARLEZON, 2006).

Embora a microdialise cerebral ndo seja uma técnica inovadora em termos
globais, ela representa um avango nas nossas possibilidades institucionais na busca de
substancias ativas sobre o sistema nervoso central, possibilitando estudos de
mecanismo de agao in situ, bem como estudos de penetragdo cerebral de drogas e/ou
farmacos. No Brasil, ndo existem muitos grupos com esta técnica implantada e validada
em seus laboratdrios. Isto provavelmente retrata o fato de que, apesar do seu principio
fisico-quimico simples, a microdialise cerebral é uma técnica de dificil rotina,
principalmente em fungéo das dificuldades analiticas e de manutencdo dos animais em

boas condi¢cdes experimentais e do custo dos insumos e equipamentos.

Quando se trata da analise de substdncias enddégenas, como
neurotransmissores, as quantidades analisadas sao infimas exigindo grande
sensibilidade da técnica analitica. No caso das aminas biogénicas, a proépria
caracteristica quimica dos compostos torna os métodos analiticos fotométricos bastante
limitados para o seu doseamento (ZHANG et al., 2003), além do pequeno volume de

amostra obtido com o microdialisado. A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
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a detector eletroquimico € a técnica de escolha em se tratando de analise das
monoaminas (RAGGI et al., 1999).

A técnica analitica foi validada seguindo as recomendag¢des da ANVISA para
amostras em matriz biolégica e todos os parametros exigidos ficaram dentro de valores
aceitaveis. Portanto, a técnica foi validada para o doseamento de dopamina, DOPAC,
HVA e 3-MT. No entanto, se considerarmos que o detector eletroquimico possui alta
sensibilidade podendo detectar compostos em concentragdes realmente muito baixas,

os LIQ encontrados foram um pouco altos.

Uma das razdes para ndo se ter alcangado LIQ mais baixos, sobretudo para
3-MT, pode ter sido porque o cromatografo nao era exclusivo para nossas analises
sendo utilizado por outros pesquisadores para analisar amostras com caracteristicas
completamente diferentes. Devido a isso, o detector eletroquimico, que deveria ficar
permanentemente ligado para que a linha de base se encontrasse no maximo possivel
de estabilizagdo no momento das analises, tinha que ser desligado pela necessidade
de utilizagdo de outros detectores. Dessa forma, num segundo momento de analise das
amostras, o detector eletroquimico era religado, implicando num novo processo de
estabilizagado da linha de base, que nem sempre alcancava os mesmos valores da vez

anterior.

O tempo requerido para o procedimento de microdialise € longo, dependendo da
substancia testada, podendo estender-se por mais de oito horas, o que faz com que o
estudo seja demorado. Além dos ratos precisarem de, pelo menos, 48 horas de
recuperagao da cirurgia, eles sao avaliados individualmente em um equipamento e o
numero de animais necessarios para uma boa avaliagao estatistica € em torno de doze,
em funcdo da grande variabilidade biologica na resposta e das perdas inerentes ao
processo. No caso deste trabalho optamos por um tempo maximo de dialise de 240
minutos, baseados nos dados de literatura para anfetamina e também porque somando
com o tempo de adaptacédo do animal a sala de experimentacédo e ao sistema de MD,
conseguiriamos microdialisar dois animais por dia, sem que houvesse interferéncia nos
niveis cerebrais de DA causadas por mudancas no ciclo circadiano do animal
(CASTANEDA et al., 2004; PUPPALA et al., 2004). A taxa de perdas de animais e/ou
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dialisados ficou em torno de 50%, um pouco acima da taxa apresentada pelos raros

trabalhos que a mencionam.

Se considerarmos o custo dos equipamentos, o custo das sondas e o custo dos
animais, a MD cerebral constitui uma técnica cara. Por exemplo, os fabricantes
recomendam a utilizagdo da sonda (valor aproximado de uma sonda com a guia: U$
80,00) para um unico animal. Nas condi¢des deste trabalho, isso seria inviavel e,
portanto, uma sonda era reutilizada por, no maximo cinco vezes. Mesmo assim, a

eficiéncia das sondas nao foi muito discrepante dos dados de literatura.

Com relagao a validacao da técnica de microdialise cerebral no estriado de ratos,
0 aumento encontrado nos niveis extracelulares de dopamina e o decréscimo nos
niveis extracelulares de DOPAC e HVA apdés a administracdo de anfetamina
demonstram que a técnica mostrou-se capaz de detectar drogas/farmacos que atuam
sobre o sistema dopaminérgico promovendo aumento de DA no meio extracelular, nas

condi¢cdes ambientais e analiticas dos nossos laboratorios.

No entanto, o aumento encontrado nos niveis extracelulares de dopamina
(160%) foi inferior ao encontrado por estudos semelhantes (500-2000%). Isso pode ter
acontecido devido a concentracido do ion calcio no liquido de perfusdo, que na maioria
dos estudos pesquisados era quase o dobro da utilizada na composicdo do LCA
utilizado neste trabalho. De maneira a explorar melhor os resultados obtidos e validar
definitivamente a técnica, seria necessario realizar a administracdo de diferentes doses
de anfetamina, a fim de se obter uma curva dose-resposta, bem como avaliar o efeito
em outras regides ricas em terminais dopaminérgicos, como o nucleo acumbens. Como
forma de complementar o processo de validagao, poderia se perfundir, juntamente com
o LCA, tetrodotoxina ou se retirar o ion calcio do liquido de perfusido, para provar a
origem neuronal de liberagdo deste neurotransmissor. Mas, a origem extraneuronal da
dopamina medida por MD apds tratamento com anfetamina € classicamente
reconhecida (ZETTERSTROM et al., 1983; BUTCHER et al., 1988; WESTERINK et al.,
1989).
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O tratamento agudo com um extrato ciclohexanico purificado das partes aéreas
de H. caprifoliatum (270 mg/kg, v.0.) ndo foi capaz de alterar as concentra¢des de DA e
seus metabdlitos DOPAC e HVA no nucleo acumbens. No entanto, percebe-se uma
grande variagao nos dados, principalmente nos animais tratados com HCP, o que pode
ter dificultado a localizagao de diferencas e aponta para necessidade de refinamento do
experimento em trabalhos futuros. A variacdo das medidas €, de certa forma, esperada
na fase inicial de implementagao de uma técnica téo refinada e dependente de variaveis
ambientais e experimentais. Além das dificuldades analiticas ja relatadas, a técnica de
microdialise cerebral em animais acordados pressupde um biotério em condi¢des de
permitir a recuperagao pos-cirurgica dos animais sem estresse ambiental e minima
possibilidade de infecgdo, além de uma sala de experimentacdo exclusiva e também
isolada de estresse ambiental, como ruidos, odores estranhos, alteracdo de
luminosidade e temperatura. Isto € necessario para que ndo ocorram alteragcoes
neuroquimicas devidas a esses estressores, mascarando o efeito farmacoldgico
investigado (WESTERINK, 1995).

A nao verificagdo de mudancgas nos niveis de DA pode estar relacionado com o
perfil farmacocinético das substancias ativas, das quais ndo se tem nenhum dado de
literatura até o momento. Antidepressivos sintéticos e também H. perforatum
mostraram-se capazes de alterar os niveis extracelulares das monoaminas mesmo
quando administrados agudamente (PAGE; LUCKI, 2002; KITAICHI et al., 2005).
Porém, com inibidores seletivos da recaptagdo de DA, como a bupropiona, o efeito
agudo nao é observado assim como o relatado para H. caprifoliatum, sugerindo que as
mudangas neuroquimicas no sistema dopaminérgico possam ocorrer de maneira mais
demorada do que com as outras monoaminas (ASCHER et al., 1995). Além do mais,
sabe-se que em se tratando de antidepressivos as alteragdes adaptativas é que sao

responsaveis pela melhora clinica e nao o efeito agudo imediato (GRAEFF et al., 2000).

Finalizando, € importante ressaltar que este € o primeiro trabalho de MD cerebral
nessa instituicao e que, portanto, os resultados aqui obtidos tém o valor de expressar o
aprendizado de técnica e a implementacdo das bases para o desenvolvimento e

refinamento futuro da mesma, independente do seu valor farmacoldgico intrinseco. Da
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mesma forma, também marca o inicio dos estudos envolvendo microdialise cerebral e
H. caprifoliatum, na tentativa de adicionar elementos para a elucidagdo do mecanismo
de acao envolvido com seu efeito antidepressivo observado em estudos em animais.
Portanto, como perspectivas de continuacdo deste trabalho, estdo sendo estudados
novos regimes de tratamento: administracdo de 270 mg/kg/dia, v.o., divididos em trés
doses diarias e administracdo de 90 mg/kg, v.o. administrado por trés dias
consecutivos. Também sera avaliado o efeito de H. caprifoliatum sobre outras regides

dopaminérgicas, como estriado e cortex pré-frontal.
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