UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA

PARTICIPAN\(;AO DO RECEPTOR BETA-ADRENERGICO NA
MODULACAO DO COMPORTAMENTO DEFENSIVO DE RATOS
EXPOSTOS AO ODOR DE GATO

FABRICIO HOFFMANN MARTINS DO MONTE

Floriandpolis, SC

2006



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA

PARTICIPAN\(;AO DO RECEPTOR BETA-ADRENERGICO NA
MODULACAO DO COMPORTAMENTO DEFENSIVO DE RATOS
EXPOSTOS AO ODOR DE GATO

FABRICIO H. M. DO MONTE

Dissertagdo apresentada ao Curso
de Pés-Graduacdo em Farmacologia
do Centro de Ciéncias Bioldgicas

da Universidade Federal de Santa
Catarina como requisito parcial

a obtencdo do titulo de mestre
em Farmacologia.

Orientador: Prof. Dr. Antbnio de
P&dua Carobrez

Floriandpolis, SC

2006



"Uma longa viagem comega com um 1inico passo’
( Lao-Ts¢ )



...Dedico os frutos de todo o meu esforgo aos
meus pais e a minha querida irmd pelas
palavras de carinho, incentivo e conforto e
pelo apoio emocional e financeiro que me
concederam durante estes anos de estudo...



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Antbnio de Padua Carobrez, pela grande
oportunidade cedida em seu laboratério, por sua ori entacao,
sugestdes e idéias e, principalmente, pela sua amiz ade neste
inicio de minha caminhada cientifica;

A todos os professores do Departamento de Farmacolo gia
que me concederam seus ensinamentos ou, ao menos, S e
esforcaram para tal durante estes anos;

Em especial, ao Prof. Dr. Jamil Assreuy e ao presta tivo
amigo doutorando Daniel Fernandes, pela ajuda na re alizacao
de parte dos meus experimentos;

Ao Prof. Dr. Newton Sabino Canteras e a Prof. Dra.

Thereza Christina Monteiro de Lima Nogueira, pela g entileza
de avaliarem e contribuirem para o aprimoramento de sta
dissertacao;

Aos colegas do Laboratério de Neurobiologia

Comportamental ou que por aqui passaram: Cladis, CI audia,
Cris, Grasi, Ju, Leandro, Lu, Nelson e Xima por tod 0 0 apoio
nas tarefas e experimentos, pela amizade, pelas dis tracOes e

pela paciéncia durante as brincadeiras;
Aos demais colegas da pos-graduagdo e aos funcionar i0s
do departamento por ndo medirem esforcos em me ajud ar ou

prestar favores;

Aos meus parentes, vizinhos e amigos, pelos elogios que
me fortaleceram e pelas boas recepc¢des quando eu re tornava
para casa;

A minha carinhosa namorada Cristiani L. Bardo, pelo
afeto e companheirismo e por dividir comigo as aleg rias,

angustias e incertezas deste desafio;



Aos amigos e professores Dr. J. Guilherme dos Santo s Jr.
e Dra. Vanusa M.N.B. Lanziotti, por terem me direci onado para
a pesquisa e para a farmacologia e por, mesmo dista ntes,
continuarem comigo em todos 0s momentos;

A clinica veterinaria Cao de L0 pelo empréstimo do gato
mascote “Pelé” que, incansavel, forneceu o seu odor para
realizacdo dos meus experimentos;

Ao CNPq pelo apoio financeiro;

Enfim, a todos aqueles que de uma forma ou de outra
contribuiram para a realizacao deste trabalho.

Vi



SUMARIO

LISTA DE ABREVIACOES
LISTA DE FIGURAS
LISTA DE TABELAS
RESUMO---
ABSTRACT---
1-INTRODUCAG---

1.1 Comportamento Defensivo

1.2 O odor do predador como fonte de averséo

1.3 Caracteristicas do Sistema Olfatdrio

1.4 Odor de Gato X Comportamento Defensivo
1.4.1 Especificidade do odor de gato na
expressao do comportamento defensivo
1.4.2 Habituag&o da resposta defensiva------

1.4.3 Influéncias do odor de gato sobre outr

modelos comportamentais

1.5 Sistema Noradrenérgico e Resposta Defensiva----
1.5.1 Agentes bloqueadores beta adrenérgicos
1.5.2 Bloqueadores beta: Centrais x Periféricos-
1.6 Substrato Neuroanatdmico do comportamento defen
1.6.1 Papel do nlcleo Pré-Mamilar dorsal d

(PMd) no comportamento de defesa

2- OBJETIVOS ----
3- MATERIAIS E METODOS ----

3.1 Animais

3.2 Drogas

3.3 Modelos Experimentais
3.3.1 Modelo do Odor de Gato

3.3.2 Labirinto em Cruz Elevado

3.3.3 Esquiva Inibitéria:
3.4 Monitoramento Cardiaco

3.5 Cirurgia Estereotaxica
3.6 Microinjecéo Cerebral

3.7 Perfuséo e Histologia

Vil



3.8 Analise Estatistica
3.9 Procedimentos e Protocolos Experimentais------

4- RESULTADOS--- --- 46

4.1 Experimentos |

A) Comparacao da resposta defensiva frente ao odor
de gato entre as linhagens Wistar e Hooded------
B) Padronizacao farmacol6gica do modelo do odor

de gato com Midazolam e Medo Condiciona

4.2 Experimento |l
A) Interferéncias da exposicao ao odor de gato
sobre o comportamento defensivo no LCE----------
B) Interferéncias da exposi¢do ao odor de gato sobr
a aprendizagem no modelo da esquiva inibitéria--
4.3 Experimento Il
Avaliacéo do comportamento defensivo em ratos a
com bloqueadores beta centrais ou periféricos ex

ao odor de gato

4.4 Experimento IV
Efeitos comportamentais da administracao do bloq

Atenolol no PMd de ratos expostos ao odor de gat

5- DISCUSSAQ ----
6- CONCLUSOES---
7- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS --

dministrados

postos

8- APENDICE---

VI

82



LISTA DE ABREVIACOES

ACTH — Horménio adrenocorticotréfico
ANOVA — Andlise de variancia

AMPc — Adenosina monofosfato ciclico
ATP — Adenosina tri-fosfato

b.p.m — batimentos por minuto

BH- Barreira hematoencefalica

e.p.m. — erro padrédo da média

FC — Frequiéncia cardiaca

i.q. — intervalo interquartil

i.p.- intraperitoneal

LC- Locus Coeruleus

LCE- Labirinto em cruz elevado

MDZ — Midazolam

PA — Presséo arterial

PBS — Salina tamponada

PMd — nucleo Pré-Mamilar dorsal

P — Propranolol

N - Nadolol

NTS- Nucleo do Trato Solitario

mmHg — milimetros de mercurio

SIC - Sistema de Inibicdo Comportamental
SAL - Salina

SCD - Sistema Cerebral de Defesa
SCP - Substancia Cinzenta Periaquedutal
TMT — 2,5-dihidro-2,4,5-trimetiltiazolina

ZHM — Zona Hipotalamica Medial



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Esquema representativo mostrando o model
odor de gato com um animal em posigéo de

Figura 2 - Fotografia do Labirinto em Cruz Elevado-

Figura 3. Fotografia do modelo da Esquiva Passiva--

Figura 4. Avaliacdo comportamental dos grupos contr
salina e midazolam durante a exposi¢éo ao odor e

ao contexto nos parametros tempo de aproximacao,
escondido em porcentagem

Figura 5. Atividade exploratéria geral e comportame
avaliacao de risco nos grupos controle, salina e
midazolam durante a exposi¢éo ao odor e ao
contexto, respectivamente para os parametros
namero de aproximag@es, nimero de cruzamentos
e head-out

Figura 6. Tragado minuto a minuto dos parametros te
aproximacao, tempo escondido e tempo de
durante a exposi¢éo ao odor de gato, dos grupos
controle, salina e midazolam----------------------

Figura 7. Porcentagem de tempo e de entradas nos br
abertos, numero de tentativas e nimero de en
nos bragos fechados do LCE no grupo controle
grupos expostos ao LCE 48 h e 7 dias apés
0 odor de gato

Figura 8. Laténcia para descida (s) durante a fase
e teste no grupo controle e nos grupos subme
ao treino 48 h e 7 dias apés a exposigao
ao odor de gato

Figura 9. Variacao na freqiiéncia cardiaca em b.p.m.
ocasionada pela administragédo de doses cresc
de dopamina antes (controle) ou apés a inje¢
propranolol ou nadolol ---------------------

Figura 10. Registro fisioldgico da frequiéncia cardi
em b.p.m. em ratos administrados com dopamin
ou apés a administracéo de propranolol ou na

Figura 11. Variagdo na pressao arterial em milimetr
mercurio (mmHg) ocasionada pela administraca
propranolol ou nadolol ---------------------

Figura 12. Avaliagdo do comportamento defensivo dos
Salina, propranolol e nadolol durante a expo
odor de gato e ao contexto nos parametros te
aproximacao (%) e tempo escondido (%)-------

odo
head-out

nto de

acos
tradas
e nos

de treino
tidos

aca
a antes
dolol -------------- 57

os de
o de

grupos
sicdo ao
mpo de



Figura 13. Avaliacédo da atividade exploratdria gera
comportamento de avaliagdo de risco dos grup
propranolol e nadolol durante a exposi¢do ao
gato e ao contexto, respectivamente para 0s
namero de aproximagdes, nimero de cruzamento
tempo de head-out

ledo
os salina,
odor de
parametros
se

61

Figura 14. Tragado minuto a minuto dos parametros t
de aproximacgéo, tempo escondido e tempo de
durante a exposi¢éo ao odor de gato, nos grupos
salina, propranolol e nadolol----------------=----

Figura 15. Representagao gréfica do corte transvers
cérebro de um rato, demonstrando os nicleos
Pré-Mamilares dorsais (PMds) esquerdo e dire

com a localizagdo dos sitios de inje¢do-----------

Figura 16. Avaliagdo do comportamento defensivo dos
grupos PBS, Atenolol 10 nmol, Atenolol 40 nm
e Atenolol fora durante a exposi¢ao ao odor
€ ao contexto nos parametros tempo de aproxi
e Tempo escondido (%)

Figura 17. Atividade exploratéria geral e comportam
avaliacdo de risco dos grupos PBS, atenolol
atenolol 40 nmol e atenolol fora durante a e
ao odor de gato e ao contexto, respectivamen
parametros nimero de aproximagdes, numero de

empo
head-out ,

al do

ito,

ol
de gato
macao (%)

ento de

10 nmol,
Xposicéo

te para os
cruzamentos
65

e tempo de head-out

Figura 18. Tragado minuto a minuto dos parametros t
aproximacao, tempo escondido e tempo de
durante a exposi¢éo ao odor de gato, nos gru
atenolol 10 nmol, atenolol 40 nmol e atenolo

Figura 19. Avaliagdo comportamental dos grupos cont
salina e midazolam durante a exposi¢éo ao odor e

ao contexto nos pardmetros tempo de aproximagéo (s

e tempo escondido (s)

Figura 20. Tragado minuto a minuto dos parametros %
e de tempo nos bracos abertos e nimero de te
efetuadas no LCE no grupo controle e nos gru
ao LCE 48 h e 7 dias apos o odor de gato----

Figura 21. Avaliagdo do comportamento defensivo dos
propranolol e nadolol durante a exposicéo ao odor

€ ao contexto nos parametros tempo de aproximagao

e tempo escondido (s)

Figura 22. Avaliagdo do comportamento defensivo dos
PBS, atenolol 10 nmol, atenolol 40 nmol e at
fora durante a exposicdo ao odor de gato e a
contexto nos parametros tempo de aproximagao
e tempo escondido (s)

Xl

empo de
head-out
pos PBS,

de entradas
ntativas

pos expostos
-------------- Apéndice

grupos salina
de gato

(s)

-------- Apéndice
grupos
enolol

______________ Apéndice



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Esquema representativo das drogas e

Momento de injecdo dos diferentes grupos

Experimentais formados no Experimento Ill------- Apé ndice
Tabela 2 - Comparacao da resposta defensiva frente

ao odor de gato entre as linhagens

Wistar e Hooded------------=-=-=-=-mmemommmmmmeee ---47
Tabela 3 - Comparacgao da resposta defensiva entre

0S grupos controle, salina e midazolam---------- Apéndice
Tabela 4 - Comparacao da resposta defensiva entre o S
grupos salina, propranolol e nadolol durante
a familiarizacéo e a exposi¢ao ao odor---------- Apé ndice
Tabela 5 - Comparacao da resposta defensiva entre
0s grupos SS, SP, PP, PS,SN, NN e SN

durante a exposicéo ao contexto----------------- Apé ndice
Tabela 6 - Comparacao da resposta defensiva entre o S

grupos PBS, Al10, A40 e Afo durante

a familiarizacéo e a exposicao ao odor---------- Apé ndice

Tabela 7 - Comparacao da resposta defensiva entre
0s grupos PBS, A10, A40 e Afo durante
0 contexto---- ----Apéndice

Xl



RESUMO

Estudos tém demonstrado que o odor do predador € um

potente estimulo ansiogénico, fornecendo elementos
avaliagdo do comportamento defensivo natural em roe
Durante situacbes de estresse ou perigo potencial,
liberacdo de adrenalina ocasiona ativacdo de recept
adrenérgicos nas vias ascendentes do vago para estr

SNC envolvidas na expressao e consolidacdo do medo
respostas defensivas. O objetivo principal do prese

foi avaliar a participacdo do sistema beta-adrenérg
comportamento defensivo de ratos expostos ao modelo

de gato. Para este propésito, realizamos inicialmen
validacdo biologica e farmacolégica do modelo dentr
condicbes experimentais de nosso laboratorio. Em se
avaliamos

o papel da neurotransmissdo beta-adrenérg

central e periférica na resposta defensiva de ratos
submetidos a este modelo. Nesta etapa, utilizamos e
estudos antagonistas beta-adrenérgicos como o propr
com acgdes farmacoldgicas centrais e periféricas, e

com acles restritas a periferia. Por fim, avaliamos
envolvimento da neurotransmissédo noradrenérgica do

- uma estrutura hipotalamica amplamente relacionada
comportamento defensivo inato — sobre a resposta de

ratos expostos ao odor de gato, através da microinj
atenolol, um bloqueador betal seletivo, diretamente
estrutura. Nossos resultados demonstraram que a inj
sistétmica de propranolol, bem como as microinjecdes
atenolol no PMd, foram eficazes na redugcdo da respo
defensiva. Estes achados sugerem uma participacéao d
beta-adrenérgico central, além de reforcar o papel

PMd no comportamento de defesa inato frente ao odor
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ABSTRACT

Substantial evidences have been showing that predat
odor is a powerful anxiogenic stimulus, providing i
into natural defensive behavior evaluation in roden
situations of stress or potential danger, epinephri
actives beta-adrenoreceptors on the ascending
projecting to central nervous system structures, wh
believed to be important in the expression and cons
of the fear and its defensive responses. The main a
study was to verify the beta-adrenergic system part
in the behavior response of rats toward cat odor mo
this purpose, firstty we have realized the biologic
pharmacological validation of the cat odor model in
accordance to the experimental conditions of our la
Next, the role of central and peripheral beta-adren
neurotransmission in rats submitted to this model w
evaluated. Whereas propranolol was used to block be
adrenoceptor at central and peripheral sites of act
nadolol, did it predominantly at the peripheral sys
Finally, we have checked the noradrenergic involvem
PMd — a hypothalamic structure that takes part in t
defensive behavior — in the defensive response of r
exposed to cat odor, using atenolol, a selective be
blocker, microinjected directly into this structure
results demonstrate that either propranolol systemi
injection or atenolol microinjections into PMd, wer
reduce the defensive behavior of rats exposed to ca
These findings suggest a central beta-adrenergic sy
participation in the innate defensive behavior towa

odor strengthening the key role of the PMd on this
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1. INTRODUCAO

1.1 Comportamento Defensivo

Muitas das respostas adaptativas do organismo como dor,
febre, tosse e medo sdo defesas que permanecem late ntes ate
gue sejam despertadas por uma pista que indique a p resenca de
uma ameaga (NESSE, 2005). Em muitas ocasifes estas respostas
sdo evocadas sem que haja uma real necessidade. Fal S0s
alarmes séo produzidos quando o0 custo para expressa r uma
resposta de defesa é menor do que o0 perigo em poten cial
contra o qual ela esta sendo expressa. Um claro exe mplo disto
€ a ansiedade no homem e as respostas de defesa pre sentes nos
animais frente a estimulos ameacadores (NESSE, 2001 ).

A ansiedade € um dos classicos tipos de emocdes que ,

assim como o medo, provavelmente ja foi experimenta da por
todos nos algumas vezes durante a vida. Porém, enqu anto o
medo é fruto de uma ameaca definida, na ansiedade a fonte de
perigo é incerta ou desconhecida. No estado normal, a
ansiedade é um estimulo vital que motiva a realizag ao de
funcbes e a vivéncia de novas situacbes. Quando se torna
inapropriada ou patolégica, interfere habitualmente no
comportamento da espécie em questdo (CHATTOPADHYAY et al
1980).



Dentro de uma perspectiva evolucionaria, a ansiedad eeo

medo tém suas raizes nas reacoes de defesa dos anim ais frente
a estimulos que representam perigo ou ameacga a sobr evivéncia,
ao bem-estar ou a integridade fisica das diferentes espécies

(HETEM & GRAEFF, 1997).

O perigo ou a ameaga para 0Ss animais podem estar

representados, por exemplo, por predadores ou estim ulos
associados a estes. Frente a estas situacdes, 0s an imais
procuram responder segundo quatro estratégias compo rtamentais

basicas: fuga, imobilizacdo, ataque defensivo e sub missao

(BLANCHARDet al , 1993).

As tentativas de se correlacionar o comportamento

defensivo dos animais nos testes experimentais com 0S niveis
de diferentes indicadores fisiolégicos e neuroquimi cos das
reacdes de medo/ansiedade s&o cada vez mais frequen tes

(GRAEFF & GUIMARAES, 2001).

1.2 O odor do predador como fonte de aversao

A relacdo presa-predador entre roedores e gatos é

conhecida ha muitos anos e, devido a sua caracteris tica
inata, tem possibilitado aos pesquisadores uma exce lente
oportunidade para compreender com clareza o0s aspect 0s



neurocomportamentais envolvidos nesta relagdo (DIEL ENBERG &
McGREGOR, 2001).

Na década de 80, foi realizada a primeira descricdo

detalhada da resposta comportamental de ratos frent e ao odor
de gato. Na oportunidade, os pesquisadores utilizar am um
sistema de tocas que permitia a observagdo dos anim ais tanto
em uma area aberta, como em um esconderijo. Os anim ais foram
avaliados antes, durante ou apos a apresentacéo de um gato ou
de uma fonte de odor de gato — um bloco de madeira recoberto
por um pano previamente friccionado contra a pele d e um gato

- como estimulo aversivo. Algumas diferencas foram

distinguidas entre as respostas exibidas pelos anim ais diante

de um gato vivo ou diante da fonte de odor. A apres entacdo do
animal vivo produziu uma forte resposta defensiva, a qual foi
verificada por um aumento no tempo de permanéncia n o]
esconderijo, vocalizacdo  ultrassbnica e  congelament o]

(freezing ). J& o odor de gato, ocasionou um aumento no tempo

de permanéncia no esconderijo com o0 aparecimento de

comportamentos de avaliagdo de risco, denominados head-out
(ver figura 1), os quais permitem aos animais a obt encéo de
maiores informacbes acerca do ambiente e do estimul o]

(BLANCHARD & BLANCHARD, 1989, 1989a; BLANCHARD etal , 1989).
Nos dltimos anos diversos estudos farmacologicos e

comportamentais tém documentado a inducdo de estado s de



ansiedade e comportamentos defensivos em roedores e

odor do predador (ZANGROSSI & FILE,1992; KAVALIERS
1994, McGREGOR & DIELENBERG,1999;
2003,2003a; McGREGOR et al, 2004; PERROT-SINAL
A resposta de ratos ao odor de gato é imediata, int

duradoura, ocorrendo apesar destes animais de labor

nunca terem sido expostos a um gato.

1.3 Caracteristicas do Sistema Olfatdrio

Os animais podem reconhecer e discriminar sinais

quimicos no ambiente essenciais para sobrevivéncia
suficientes para causar influéncias profundas em se
comportamentos. Pistas quimicas sdo necessarias nao
para encontrar alimentos ou presas, detectar predad
identificar parceiros sexuais, como também para a c
intraespecifica (CARLETON etal ,2002).

Para grande parte dos animais, o olfato, seu sentid
mais desenvolvido, tem importancia capital, ditando
de seus reflexos comportamentais e determinando sua
sobrevivéncia. Nos seres humanos, no entanto, como
principais reacdes sdo pautadas pelas imagens e pel

sistema olfatorio parece ndo ocasionar a mesma depe

(KANDEL etal ,2000).
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De fato, as areas cerebrais destinadas ao processam
olfatério sdo extremamente maiores em roedores quan

comparados ao homem, o que presumivelmente reflete
relevancia do sistema olfatério nestas espécies (CA
al , 2002)

A cavidade nasal de roedores apresenta dois diferen
epitélios quimiossensoriais que permitem a distin¢ca
sistemas olfatorios: o sistema olfatério principal
acessorio (RESTREPO et al
estes dois sistemas refletem a natureza das informa
eles processam. Enquanto o sistema olfatério princi
permite a discriminacdo entre uma enorme variedade
volateis presentes no ambiente, o sistema olfatorio
tem sido associado a deteccdo de odores nao-volatei
intra ou

responsaveis pela comunicacéo interespecif

denominados de feromoOnios ou alomoénios respectivame
(BRENNAN & KEVERNE, 1997; BAXI et al, 2005).

Na grande maioria dos mamiferos, os feroménios/alo
sdo detectados por quimiorreceptores localizados em
estrutura tubular especializada que recebe o nome d
vomeronasal. Esta estrutura, localizada na porgcao a
ventral da cavidade nasal, faz parte do sistema olf

acessorio e, ao contrario do epitélio olfativo, dep

ento

do

a
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mecanismo de transporte (semelhante a uma bomba de muco) para

a deteccao do estimulo olfatorio(TIRINDELLI etal ,1998).

1.4 Odor de Gato X Comportamento Defensivo

Uma série de estudos comportamentais tém demonstrad o que
estimulos olfatérios novos ou nocivos, bem como o o dor de
animais nado predadores como os coelhos por exemplo, nao
ocasionam a mesma resposta comportamental observada em ratos
expostos ao odor de gato (KAVALIERS et al ,1994; MCGREGOR et
al , 2002).

Enquanto odores aversivos ocasionam apenas a esquiv aem
roedores, 0 odor de gato tem a propriedade de causa r reducao
na atividade locomotora; aumento do comportamento d e
avaliacdo de risco; aumento do tempo de congelament 0o ou
imobilidade (BLANCHARD & BLANCHARD, 1971,1989; DIEL ENBERG &
MCGREGOR, 2001) e aumento na secre¢cdo de hormonios do
estresse (FILE etal , 1993). Quando reexpostos ao ambiente na
auséncia do odor de gato (contexto), vinte e quatro horas
apos uma breve exposicdo de 10 minutos ao odor de g ato, os
animais expressam um visivel aumento na resposta de fensiva
com sinais evidentes de medo condicionado (DIELENBE RG et al ,

1999; HUBBARD etal , 2004).



Estudos cardiovasculares com radiotelemetria revel aram

um aumento da presséao arterial imediatamente apds a exposicao
de ratos ao odor de gato. Este aumento manteve-se p resente
também quando os animais foram reexpostos ao contex to,
confirmando, desta forma, evidéncias comportamentai S prévias

gue caracterizam a formacdo de uma memoria aversiva

(DIELENBERG et al ,2001). Ainda, outros comportamentos n&o

defensivos como o consumo de agua e alimentos, bem como a
atividade exploratéria e sexual, mantém-se reduzido S por um
longo periodo apOs a exposicdo ao odor de gato (BLA NCHARD &

BLANCHARD, 1989a; DIELENBERG etal , 1999).

1.4.1 Especificidade do odor de gato na expressdo d o]

comportamento defensivo

Uma série de estudos utilizando desde coleiras

(DIELENBERG & McGREGOR, 2001) ou panos impregnados com o odor
de gato (ZANGROSSI & FILE, 1992a; TAKAHASHI etal , 2005) até
urina ou fezes destes animais (DICKMAN, 1992; BERDO Y et al,
2000) tém sido realizados em diversos centros de pe squisa em
todo o mundo. Odores sintéticos, derivados de fezes ou
glandulas anais de predadores como doninhas ou rapo sas,
também despertaram interesse nesta Ultima década (P ERROT-

SINAL etal ,1999; FUNK & AMIR, 2000; WALLACE & ROSEN, 2000).



Desta forma, os pesquisadores tém se questionado se todos os
tipos de odores de predadores evocam um padrdo comu m de
resposta defensiva.

Em especial, o] T™MT (2,5 dihidro- 2,4,5-

trimetiltiazolina)- um odor sintético, semelhante a guele
extraido das fezes de raposas vermelhas — tem sido utilizado
em uma série de estudos comportamentais, revelando- se eficaz
na modificagcdo da resposta defensiva de roedores (E NDRES et

al , 2005; FENDT et al , 2005). Entretanto, alguns estudos

demonstram que a resposta comportamental de roedore s diante

de um odor sintético, como o TMT, € menos clara e r obusta do
gue aquela verificada quando os animais sao exposto s ao odor

de gato.

Em um estudo comparativo com diferentes odores, McG REGOR

e colaboradores (2002) constataram que o aparecimen to de medo
condicionado contextual ocorre exclusivamente em an imais
expostos ao odor de gato, estando, portanto, ausent e em

animais submetidos a odores sintéticos ou aversivos

(BLANCHARD et al , 2001; McGREGOR et al , 2002). De forma

semelhante, uma reducao na atividade locomotora e u m aumento
na avaliacdo de risco foram visualizados apenas em animais
expostos ao odor de gato, quando comparados ao grup o de
animais expostos ao TMT (McGREGOR et al , 2002; BLANCHARD et
al , 2003a).



Em contrapartida, estudos recentes verificaram um

aumento da avaliacdo de risco (HEBB et al , 2004), da
liberacdo de horménios do estresse (DAY et al , 2004) e do
comportamento de congelamento (WALLACE & ROSEN, 200 0) em
roedores confrontados com TMT. Por esta raz&do, algu ns
pesquisadores tém proposto que as mudangas comporta mentais e
autondmicas visualizadas em roedores expostos ao TM T sao
comuns aquelas verificadas no medo, indicando desta forma
gue, de maneira similar ao odor de gato, o TMT func ionaria
como um estimulo natural capaz de induzir o apareci mento de
medo inato nestas espécies (FENDT et al , 2005; LASKA et
al ,2005).

1.4.2 Habituac&o da resposta defensiva

Classicamente a habituacdo ¢é definida como o

desaparecimento de reacdo a determinado estimulo de vido a
exposicao repetitiva ao mesmo (KANDELL etal , 2000).

No contexto da predacdo, uma presa pode inicialment e
responder de maneira defensiva a uma série de estim ulos
desconhecidos ou potencialmente perigosos a primeir a
instancia, adaptando-se com o passar do tempo a sua selecéo

de respostas comportamentais (SLATER, 1984).
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Alguns estudos foram realizados nos ultimos anos a fim

de determinar se a resposta defensiva de ratos ao o dor de
gato permanecia presente apds sucessivas exposicoes . Os
achados mostraram que, apesar da reducdo nos niveis de
corticosterona sanguinea no decorrer dos dias (FILE et al ,
1993), o comportamento defensivo dos animais perman ecia
inalterado apoés repetidas apresentacdes ao odor (ZA NGROSSI &
FILE, 1992a). De forma contraditéria, DIELENBERG & McGREGOR
(1999) observaram uma clara atenuacdo da resposta d efensiva

ao longo dos dias em que os animais foram reexposto s ao odor

de gato(DIELENBERG & McGREGOR, 1999).

Em um elegante estudo, TAKAHASHI et al (2005)
enfatizaram a existéncia de uma importante relacéo entre a
guantidade de odor presente em cada experimento e a S
respostas defensivas emitidas pelos animais. Neste estudo,
diferentes tamanhos de tecidos, previamente impregn ados com o
odor de gato, foram apresentados ao longo de sete d ias.
Respostas defensivas mais robustas foram visualizad as nos
ratos expostos a por¢cdes maiores de tecido (TAKAHAS HI etal ,
2005). De fato, o ritmo do fenbmeno de habituacdo p arece
estar diretamente relacionado a intensidade do esti mulo
apresentado (THOMPSON & SPENCER, 1966). Assim sendo , estes
achados tém implicacbes para conciliar as divergénc ias
observadas na literatura nos ultimos anos, tanto no que se

11



refere aos estudos de habituacdo ao odor do predado
diferengcas comportamentais entre diferentes linhage

em relacdo a eficacia dos benzodiazepinicos em redu
respostas defensivas de ratos frente ao odor de gat
(ZANGROSSI & FILE, 1992; HOOG & FILE, 1994; DIELENB
1999; DIELENBERG & McGREGOR, 2001).

1.4.3

Influéncias do Odor de Gato sobre outros mode

comportamentais

Pesquisas com animais de laboratério tém evidenciad
mudancas comportamentais duradouras apds a exposica
agente estressor (ADAMEC & SHALLOW, 1993; ADAMEC
2005). A exposicdo de ratos ao predador, por exemp
ocasiona uma exarcebacdo do comportamento defensivo
muitas horas apdés a
BLANCHARD, 1989). Esta alteracdo comportamental est
além do ambiente e contexto inicial, refletindo de
significativa em outros modelos animais. Efeitos an
sao verificados em ratos no labirinto em cruz eleva
um modelo animal de ansiedade, por até trés semanas

simples exposicdo de 5 minutos ao gato (ADAMEC & SH

1993). Ainda, os niveis de corticosterdide e a resp
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sobressalto permanecem alterados durante algumas se manas apos
o confronto com o predador (ADAMEC,1997).

Alteracbes comportamentais consistentes também séo

visualizadas em ratos apdés a exposicdo ao odor de ¢ ato.
Consequéncias desta exposicdao foram detectadas em d ois
modelos animais de ansiedade: o LCE e a interagdo s ocial
(ZANGROSSI & FILE, 1992,1992a; HOOG & FILE, 1994; D IELENBERG

& McGREGOR, 2001).

Estas influéncias comportamentais em outros modelos

animais sdo indicativos seguros de uma modificacdo da
resposta defensiva ap0s a exposi¢cao ao agente estre ssor. Além
de confirmar a efichcia do estimulo aversivo, a exp osicao
subsequente a outros modelos animais tem possibilit ado ainda
uma abordagem mnemoénica dos mecanismos farmacoldgic 0s e

biolégicos envolvidos no comportamento de defesa.

1.5 Sistema Noradrenérgico e Resposta Defensiva

O sistema noradrenérgico tem sido implicado em uma serie
de mudangas comportamentais relacionadas ao estress e. Dentre
estas, a ativacdo do sistema noradrenérgico central e
periférico seria a responsavel pelas alteracbes
neurovegetativas caracteristicas durante a resposta defensiva

13



(midriase, taquicardia, tremores e sudorese) (GRAEF F &

GUIMARAES, 2001).

Frente a situacdes de estresse ou perigo potencial, 0
organismo reage liberando o hormonio adrenocorticot rofico
(ACTH) pela hipofise anterior. O ACTH estimula a si ntese e
liberagcdo de cortisol pelo coértex da adrenal, enqua nto a

medula da adrenal libera adrenalina e noradrenalina

armazenadas nas células cromafins (GUYTON & HALL, 1 996;
HERMAN & CULLINAN, 1997; NINAN,1999). A liberacdo d e
catecolaminas ativa beta-adrenoceptores nas  projecd es
ascendentes do nervo vago para o nucleo do trato so litario
(NTS), uma estrutura cerebral com alta populacéao de neurdnios
noradrenérgicos (KALIA & SULLIVAN, 1982), o qual en via
projecbes diretas para a amigdala e indiretas para o locus

coeruleus  (LC).

O LC, localizado no assoalho do quarto ventriculo, na
transicao entre o bulbo e a ponte, € o mais importa nte centro
noradrenérgico do sistema nervoso central (SNC). Es te pequeno
aglomerado de neurbnios noradrenérgicos emite vasta S
projecdes axonais, cujas terminacdes nervosas, atin gem desde
0 bulbo olfatério até a medula espinhal, incluindo a
substancia cinzenta periaquedutal, os coliculos sup erior e
inferior, o tAlamo, o hipotalamo, a regido septal, a amigdala
e a formacao hipocampal (ver para uma revisao, MAED A, 2000).

14



Estudos pré-clinicos demonstram que aumentos na

liberacdo de noradrenalina no LC, hipotalamo e amig dala estao
associados com respostas de ansiedade/medo e estres se (TANAKA
et al , 2000). Estas estruturas parecem ser importantes n a
mediacdo do medo e de suas respostas (GORMAN & DUNN , 1993;

SULLIVAN, 1999; McGAUGH,2004).

REDMOND e colaboradores (1976) foram os primeiros a
sugerir um papel do sistema noradrenérgico no compo rtamento
defensivo, baseados no fato de que a estimulacéo el étrica do

LC em primatas ocasionava respostas comportamentais

semelhantes aquelas visualizadas quando estes anima is eram
expostos a um estimulo ameacador (REDMOND et al , 1976).
Evidéncias farmacoldgicas posteriores fortaleceram a relacao
entre LC e resposta defensiva(REDMOND & HUANG, 1979 ).

1.5.1 Agentes bloqueadores beta adrenérgicos

Técnicas de biologia molecular indicam a existéncia de
pelo menos cinco importantes tipos de receptores ad renérgicos
(a, 0a, PB1, B2 e Ps3) classificados em diversos subtipos
farmacologicamente ativos (RANG etal ,2004).

Os receptores beta-adrenérgicos, em especial, estdo

amplamente distribuidos no coragdo, no musculo liso dos vasos
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e oOrgaos, em células sanglineas, no tecido adiposo,
musculo esquelético e no sistema nervoso central.

A estimulacdo destes receptores leva a ativagdo de
enzima ligada a membrana, adenilciclase, que catali
conversao de ATP (adenosina tri-fosfato) em AMPc (a
monofosfato ciclico). A ativacdo da enzima adenilci
mediada por uma proteina G estimulatéria. Uma vez f
AMPc ativa proteinas-cinases dependentes de AMPc, a
ocasionam fosforilacbes sucessivas possibilitando a

amplificacdo dos sinais e a geracao da resposta far

no

uma
sa a
denosina
clase é
ormado, o

S guais

macoldgica

(SPINOSA et al , 1999). WALLUKAT (2002) traz uma revisdo com

maiores detalhes.

Em modelos animais de ansiedade, o bloqueador beta
propranolol foi capaz de promover efeitos ansioliti
camundongos (GORMAN & DUNN, 1993) e ratos expostos
labirinto em cruz elevado (AUDI et al, 1991) e ao t
campo aberto (ANGRINI etal ,1998).

Em adicdo, evidéncias substanciais de experimentos
realizados em humanos e animais indicam que 0s rece

beta-adrenérgicos estdo amplamente envolvidos em me

CoOS em
ao

este do

ptores

morias

associadas a eventos emocionais (CAHILL etal ,1994; CAHILL &

McGAUGH, 1996; VAN STEGEREN et al , 1998). Este papel do

sistema noradrenérgico emergiu décadas atras, suger

liberacdo de noradrenalina poderia reforcar seletiv
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circuitos neurais ativados durante estados afetivos

al , 1999).

1.5.2 Bloqueadores beta: Centrais X Periféricos

Os bloqueadores beta podem ser diferenciados em doi
grupos: os centrais, que ultrapassam prontamente a
hematoencefalica (BH) atingindo o SNC; e os perifér
ndo cruzam a BH e limitam-se, portanto, a periferia
muitos blogqueadores beta penetrem o SNC, acredita-s
grande parte da eficacia destes compostos em transt
ansiedade seja decorrente da atenuacdo das manifest
simpéticas resultantes do bloqueio de receptores be
adrenérgicos periféricos (GRAY, 1982; AOUIZERATE
2004). No entanto, um papel fundamental é atribuido
adrenoceptores localizados no SNC, em especial na t
transtornos que envolvam a recorréncia de memorias
(e.g. Transtorno de Estresse POs-Traumatico; KENT
2002; VAIVA etal , 2003).

Sabe-se que a administracdo sistémica de adrenal
aumenta a retencdo em diferentes testes de memodria
em humanos e animais (GOLD & VAN BUSKIRK, 1975; STE
INTROINI

al , 1986;

ALKIREB, 2003). Enquanto este aumento induzido
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7

adrenalina é bloqueado tanto pela injecdo de bloque adores

beta centrais, quanto pela administracdo de bloquea dores beta
periféricos (STERNBERG et al , 1986); o aumento da
consolidacdo produzido por alguns agonistas beta-ad renérgicos
qgue, diferente da adrenalina, ultrapassam a BH, é b loqueado
apenas por bloqueadores beta centrais (INTROINI-COL LISON et

al , 1992). Estas evidéncias experimentais reforcam a

importancia dos beta-adrenoceptores centrais nos me canismos
mnemaonicos envolvidos em determinados transtornos d e
ansiedade.

1.6 Substrato Neuroanatdmico do Comportamento Defen Sivo

Através de observacbes em modelos experimentais,

BLANCHARD & BLANCHARD (1969) tém proposto que as re spostas de

defesa emitidas por animais frente a um perigo em p otencial,

bem como as estruturas neuroanatomicas envolvidas, estédo
diretamente relacionadas a distancia ou a intensida de do
estimulo aversivo. Assim sendo, a distancia que uma presa
encontra-se do predador, por exemplo, pode determin ar o
padrdo de respostas defensivas do animal, bem como 0S
substratos  neuroanatdmicos  envolvidos nesta  situaca o]

(BLANCHARD & BLANCHARD, 1969).
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Com isto, observa-se que estimulos ameacadores

potenciais ou distantes induzem um aumento das resp ostas de
alerta, vigilancia e congelamento. A medida em que o predador
aproxima-se, ou aumenta a intensidade dos sinais qu e indicam
sua presenca, o comportamento de defesa altera-se p ara um
padrdo de respostas caracterizado por um congelamen to
intenso, seguido por um comportamento de fuga ou lu ta
(BLANCHARDet al , 2003b; RIBEIRO-BARBOSA etal ,2005).

Evidéncias experimentais em roedores tém mostrado ( ue
dois sistemas neurais sdo teoricamente responsaveis por estes
comportamentos de defesa: o0 sistema de inibicdo
comportamental (SIC) e o sistema cerebral de defesa (SCD),
acionados em situacdes de conflito ou de perigo imi nente,
respectivamente (HETEM & GRAEFF, 1997; BRANDAO etal ,2003).

O SIC, inicialmente descrito por GRAY (1982), tem ¢ omo
substrato neural a formacdo septo-hipocampal acresc ida do
circuito de Papez (corpo mamilar do hipotadlamo, tal amo
anteroventral e cértex do giro do cingulo), do cort ex pré-
frontal e das vias noradrenérgicas, dopaminérgicas e
serotoninérgicas ascendentes que inervam estas estr uturas.
Este sistema parece estar envolvido em situagfes de perigo
potencial em que o animal exibe um comportamento ex ploratério

cauteloso denominado avaliagédo de risco (GRAY, 1982 ).
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Quando os sinais de perigo tornam-se mais explicito S,
mas ainda estdo além de uma distancia critica, a re acao
tipica adotada pelos animais € a de congelamento. E mbora o

substrato neural deste comportamento ndo esteja bem

esclarecido, alguns estudos, obtidos com leséo e es timulacao
elétrica ou quimica, sugerem que o sistema septo-hi pocampal,
a amigdala, o nucleo mediano da rafe e a Substancia Cinzenta
Periaquedutal (SCP) estejam envolvidos (GRAEFF,1994 ).

Um nivel de defesa mais primitivo ocorre quando o

estimulo ameacador esta muito prOximo ou mesmo quan do ha
contato direto com o predador. Neste caso, 0 sistem a neural
responsavel pelos comportamentos de fuga ou agressa o]
defensiva exibidos pelos animais, € o SCD. Este sis tema, que
envolve a amigdala, o hipotalamo medial e a SCP, fo i descrito

inicialmente a partir de observacbes de animais de

laboratorio que exibiam comportamentos defensivos ( ameaca,
luta ou fuga), associados a mudancas neurovegetativ as
semelhantes aquelas que ocorrem em situagcfes ameaca doras,
apos a estimulacdo elétrica destas estruturas (HETE M &

GRAEFF, 1997).

Estudos recentes realizados por McNAUGHTON & CORR
(2004), tendo como principio a teoria proposta por GRAY
(1982), tém sugerido uma simples arquitetura para o sistema

neural que controla o comportamento defensivo. Esta

20



arquitetura baseia-se em duas dimensdes comportamen
primeira delas, definida como Distancia Defensiva,

acordo com a teoria comportamental descrita por BL
BLANCHARD (1969) em que a resposta defensiva aprese
intimamente relacionada com a distancia ou a intens

evento aversivo. A segunda, denominada Direcdo Defe
permite, diante de uma situacdo de conflito, uma di
funcional, comportamental e farmacologica entre med
ansiedade. Nesta dimensao, enquanto o medo teria co
afastar ou movimentar o animal para um local distan
perigo, envolvendo comportamentos de fuga, Iuta
congelamento, e apresentando-se insensitivo ao efei
drogas ansioliticas; a ansiedade, por sua vez, esta
locomovendo o animal em direcdo ao evento, através

comportamentos de avaliagdo de risco, e com respost

sensitivas a a¢do dos ansioliticos (McNAUGHTON & CO

Diante destas explanacdes, as respostas de defesa

emitidas durante o medo e a ansiedade sdo definidas

respectivamente, como Esquiva Defensiva e
Defensiva, envolvendo substratos neuroanatdomicos di

no sentido rostro-caudal (cortex pré-frontal para a

acordo com a reducdo da Distancia Defensiva (MCNAUG

CORR, 2004).
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1.6.1 Papel do Nucleo Pré-Mamilar dorsal do Hipotal amo (PMd)

no comportamento de defesa

O hipotalamo, uma estrutura anatbmica localizada no

diencéfalo, apresenta trés importantes fungdes: con trole do
Sistema Nervoso Autdnomo, regulacdo do Sistema Endo crino e
integracdo e expressdo do comportamento emocional ( GUYTON &
HALL, 1996). Associado a esta ultima fun¢éo, o hipo talamo tém
sido proposto como uma estrutura especialmente impo rtante na
expressdo de respostas defensivas, desde os trabalh 0S
pioneiros de HESS & BRUGGER (1943) com estimulacéo elétrica

até 0s achados mais recentes envolvendo estudos
imunohistoquimicos e de lesdo (HESS & BRUGGER, 1943 ; CANTERAS

etal ,1997; CANTERAS, 2002; BLANCHARD etal , 2005).

Aumentos significativos na expressdo de proteina c- Fos,
uma proteina marcadora de atividade neural, séo vis ualizados
em uma regido especifica do hipotdlamo denominada z ona
hipotalamica medial (ZHM), tanto apés o confronto d ireto de
ratos com o0 gato, quanto apos a simples exposicdo a o odor

deste predador (CANTERAS et al , 1997; DIELENBERG et al |,

2001a; CANTERAS, 2002). De fato, 0s substratos

neuroanatdmicos envolvidos durante a exposi¢do ao p redador ou
ao odor parecem ser basicamente os mesmos (BLANCHAR D etal |,
2005).
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A ZHM faz parte de um circuito anatdomico e funcion al que

integra o nucleo hipotalamico anterior, a por¢cao do rsomedial
do nucleo ventromedial do hipotalamo e o nucleo pré -mamilar
dorsal (PMd), dando origem a um sistema de defesa i ntimamente
relacionado com a resposta defensiva inata denomina do Sistema
Defensivo Hipotalamico Medial. Este sistema, além d e estar
interconectado, apresenta conexdes com diversas est ruturas
cerebrais envolvidas com comportamento de defesa, d entre elas
a amigdala, o nucleo do leito da estria terminal, o cortex
pré-frontal, o hipocampo, o septo e a SCP (para mai ores

detalhes ver CANTERAS, 2002).
Dentre as estruturas que compdem o Sistema Defensiv 0
Hipotalamico Medial, o PMd emerge como 0 mais impor tante

nacleo, demonstrando ter um papel fundamental no

comportamento de defesa. Estudos utilizando leséo g uimica ou
elétrica do PMd como ferramenta, revelam uma marcan te
atenuacdo na expressao da resposta defensiva frente ao odor
de gato, sem interferéncias no entanto sobre outros modelos
aversivos (e.g. LCE e Choque)(BLANCHARD et al, 2003 c; MARKHAM

etal 2004; BLANCHARD etal 2005).

Concordando com estes achados, outros estudos tém
demonstrado que tanto a estimulacdo elétrica (YARDL EY &
HILTON, 1986) como a microinjecdo de bicuculina, um

antagonista GABAérgico (DI SCALA etal ,1989), no PMd induzem
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um padrdo de resposta autondmica e motora semelhant e aquela
visualizada quando os animais sdo confrontados com uma ameaca
natural.

Ainda no que se refere ao comportamento defensivo f rente

a situagcbes aversivas, o0 PMd recebe projecbes do

orgaovomeronasal através de uma via que envolve o n ucleo
medial da amigdala, o nudcleo interfascicular do lei to da
estria terminal e a porcdo dorsomedial do nucleo ve ntromedial
do hipotalamo. Estas estruturas parecem estar assoc iadas com
odores relacionados a pistas de perigo, como o odor de
predadores por exemplo (LI, 1990; MARKHAM etal ,2004).

Sabe-se do envolvimento do PMd na resposta defensiv a
frente a estimulos olfatérios aversivos. Também € c onhecida a

influente  participagdo do sistema noradrenérgico no

comportamento de defesa, em especial no que diz res peito a
utilizacdo de agentes beta-bloqgueadores na terapia de
transtornos de ansiedade. No entanto, apesar de amp lamente
difundidos e utilizados, pouco é sabido acerca dos mecanismos
farmacoldgicos dos beta-bloqueadores na remisséo do s sintomas
presentes nestes transtornos. Enquanto alguns autor es

acreditam que estes efeitos devem-se ao blogueio de

receptores beta-adrenérgicos periféricos, impedindo desta
forma a manifestacdo dos sintomas autondémicos prese ntes
durante a resposta defensiva, outros estudiosos sug erem que a
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efichcia  terapéutica esta diretamente relacionada a
receptores beta-adrenérgicos centrais, envolvendo, portanto,
a participacéo de estruturas do sistema nervoso cen tral.

Por &esta razdo, afim de avaliar 0 mecanismo

farmacoldgico do sistema beta-adrenérgico em situac oes que
evoquem o aparecimento de respostas defensivas, uti lizamos em
nossos estudos dois beta-bloqueadores, um com ac¢des centrais
e periféricas e o0 outro com acdes restritas a perif eria, em
ratos expostos ao modelo do odor de gato. Um tercei ro beta-

bloqueador, com acdo betal-bloqueadora seletiva, fo i
utilizado em ratos microimplantados com canulas no PMd, com o

intuito de avaliar a participagdo do sistema betal-

adrenérgico do PMd na resposta defensiva frente ao odor de
gato. Para estes propositos, o modelo do odor de ga to foi
inicialmente adaptado e validado biolégica e
farmacologicamente as condicdes experimentais de no SSO
laboratério, possibilitando desta forma uma interpr etacao

segura dos resultados.
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2. OBJETIVOS

Tendo em vista os fatos relatados na Introducédo, o
objetivo do presente estudo foi avaliar o envolvime
receptores beta-adrenérgicos centrais e periféricos
a possivel participacdo da neurotransmisséo betal-a
do PMd, na resposta defensiva de ratos frente ao od

gato. Para tal, as seguintes etapas foram delineada

1) Validar e padronizar o modelo do odor de gato de
das condicdes experimentais de nosso laboratorio,
permitindo desta forma a utilizagdo de um modelo co
valores preditivos confiaveis;

2) Avaliar as possiveis interferéncias da exposicao
odor de gato nos modelos do LCE e da Esquiva Passiv
obtendo maiores informacfes comportamentais durante
periodo que sucede a apresentacao do estimulo avers

3) Verificar as possiveis variagbes na resposta def
de ratos, ocasionadas pelo bloqueio de receptores b
adrenérgico centrais ou periféricos, no modelo do o
de gato;

4) Verificar o envolvimento dos receptores betal
adrenérgicos do PMd sobre a resposta defensiva de r

expostos ao odor de gato.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Ratos Wistar (experimentos I, 1l e Ill) ou Long Eva
Hooded (experimento IA e IV), machos, com 12-16 sem
idade, pesando entre 280-350g foram utilizados
experimentos. Os animais, provenientes do Biotério
Universidade Federal de Santa Catarina, foram aloja
caixas plasticas (50 x 30 x 15 cm) em grupos de 3-4
por caixa.

Os animais foram mantidos em temperatura constante
1° C) num ciclo claro-escuro de 12 horas (luz a par

7:00 a.m.) com agua e comida ad libitum

3.2 Drogas
As doses utilizadas foram baseadas na literatura o

observacdes experimentais em nosso laboratério:

ns
anas de
nos
Central da
dos em

animais

(24 =

tir das

- Midazolam (Dormonid  ®, Roche, Brasil), diluido em solucéo

salina (Nacl 0,9%), 0,25 mg/ml num volume de injeca
1ml/Kg.
- Propranolol (hidrocloreto de propranolol, Sigma-Ald

USA); e Nadolol (Nadolol, Sigma-Aldrich, USA), dilu
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em solucdo salina, 10 mg/ml num volume de injecao d e
1ml/Kg.

- Xilazina 2% (Rompun ® Bayer, Brasil) e Quetamina 10%
(Dopalen ® Agribands, Brasil); 1:1, 0,15 ml/Kg.

- Dopamina (Revivan  ©, Zambon Labs.Farms. Itda,
Brasil)diluida em salina tamponada (PBS - 2,7598g d e
NaH2Po4.H20 + 13,35g de NaHPO4 + 5,844g de Nacl em
1000ml de agua destilada, pH=7,3-7,4) numa dose de 18,
36 ou 72ug/Kg.

- Atenolol [(RS)-Atenolol, Tocris, USA], diluido em P BS

numa concentracdo de 10 ou 40nMol.

3.3 Modelos Experimentais

3.3.1 Modelo do Odor de Gato

O modelo do odor de gato foi utilizado como ferrame nta
experimental chave para a avaliacdo das respostas
comportamentais em nossos estudos. Este modelo, pro posto
inicialmente por BLANCHARD & BLANCHARD (1989), foi adaptado

por DIELENBERG etal (1999).

O aparato consiste em uma caixa retangular de madei ra,
dividida em dois compartimentos, um aberto (40 x 26 x 36 cm)
e um fechado (20 x 26 x 36 cm)(ver figura 1). Na pa rede
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frontal da porcdo fechada da caixa, hd uma pequena abertura

(6 x 6 cm) com espaco suficiente para um rato trans itar entre

os dois lados do modelo. Na parede oposta do compar timento
fechado, um pano, previamente impregnado com odor d e gato, é
utilizado como fonte de odor. Um pano idéntico, por ém sem o

odor, serve como controle.

= L A
Figura 1. Esquema representativo mostrando o modelo do odor de gato com
um animal em posicao de head-out (Fonte: DIELENBERG & McGREGOR,2001)

O comportamento dos animais € registrado atraves de
sistema de camera, posicionado de maneira funcional

permitindo desta forma a visualizacéo de todo o mod elo.
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3.3.2 Labirinto em Cruz Elevado

O LCE é composto por dois bracos abertos e dois br acgos
fechados, com 50 cm de comprimento por 10 cm de lar gura cada,
dispostos perpendicularmente a uma altura de 50 cm do solo.
Os bracgos fechados apresentam paredes laterais de m adeira com
40 cm de altura, enquanto os bracos abertos possuem apenas
uma pequena borda de acrilico (0,5 cm) para evitar uma

possivel queda dos animais (figura 2).

Figura 2. Fotografia do Labirinto em Cruz Elevado.

Este modelo, validado por PELLOW et al  (1985) a partir
de prévias observacbes (MONTGOMERY, 1955), tornou-s e
atualmente um dos modelos animais mais utilizados p ara a
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investigacao dos substratos neurais e mecanismos
farmacoldgicos envolvidos nos transtornos de ansied ade
(MONTGOMERY, 1955; PELLOW et al , 1985)(para maiores detalhes

ver CAROBREZ & BERTOGLIO, 2005).

3.3.3 Esquiva Inibitéria

O teste da esquiva inibitéria é realizado em uma ca ixa
acrilica (35 x 20 cm), composta por uma plataforma, com
largura suficiente para um rato, localizada 3 cm ac ima e em
paralelo a um piso de metal gradeado (IZQUIERDO etal ,1979).

hbihibigpi

--——-——-;;.

Figura 3. Fotografia do modelo da Esquiva Inibit6ri a (Fonte:www.insigh.com.br)

33



Um sistema gerador de choques permite a emissdo de

impulsos elétricos regulados a partir de controlado

intensidade e tempo. Durante a fase de treino, um c

elétrico é ativado quando o animal desce da platafo r
piso. No dia seguinte, durante a reexposicdo ao mod

tempo de permanéncia do animal sobre a plataforma s

indice direto de retencdo de memoéria (CAMMAROTA et al
Variagcbes nos protocolos experimentais tém permitid
pesquisadores ainda, além de uma avaliacdo cognitiv
abordagem emocional dos comportamentos avaliados (B

al , 2005).

3.4 Monitoramento Cardiaco

Os animais foram inicialmente anestesiados com uma

solugéo 1:1 de Xilazina (2%) e Ketamina (10%), 0,15
seguida, a veia femoral esquerda foi localizada e u
inserida para a administracdo de heparina (30 U
diluida em PBS, a fim de prevenir a formacéo de coa
respiragcdo foi facilitada através de uma traqueosto
insercdo de uma pequena céanula. A artéria carétida
localizada e cuidadosamente isolada do nervo va
tecidos adjacentes. Com o auxilio de uma linha de s

fluxo sanguineo deste vaso foi interrompido na altu
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extremidade distal, enquanto o fluxo proximal foi
temporariamente suprimido pela compressédo com uma p
curva. Uma pequena incisdo na regido medial da arté
cardtida clampeada, serviu como via para insercdo d
catéter de polietiieno, o qual serviu para a mensur
continua da FC. Os valores da freqiéncia cardiaca (

pressédo arterial (mmHg) foram registrados a cada 0,

através de um computador acoplado ao sistema (softw
integracao Dig-Med - modelo 200).

Apés a manipulagcdo cirargica, e
estabilizacdo de 30 minutos, os efeitos da dopamina
freqUuéncia cardiaca e pressao arterial (nas doses d
72 pglkg, i.v.), antes ou apdés a administracdo das

testadas, foram registrados.

3.5 Cirurgia Estereotaxica

Os animais foram anestesiados com uma solucdo 1:1
Xilazina (2%) e Quetamina (10%) num volume de 0,15
reflexos, os animais foram

i.p. Apdés a perda dos

tricotomizados e fixados a um aparelho estereotaxic
(Stoelting, mod. 300, EUA).
Uma incisdo sagital foi realizada para exposicdo da

calota craniana e remocéao do peridsteo. Com o auxil
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broca odontoldgica, a calota craniana foi perfurada para a

introducdo de duas canulas guias (15 mm) direcionad as ao PmMmd
conforme coordenadas (Anteroposterior (AP): 4,8 mm rostral a
linha interaural previamente registrada; Latero-lat eral(LL):

+ 0,6 mm a partir da linha sagital mediana e Dorsove ntral
(DV): 7,2 mm ventral a superficie craniana)(PAXINOS & WATSON,
1998).

Em cada uma das canulas implantadas foi adaptado um

mandril (n°® 30) com intuito de evitar um posterior

entupimento. A superficie craniana foi recoberta po r uma
camada de acrilico auto-polimerizante. Dois parafus 0s
previamente fixados sobre o cranio serviram de sust entacao,

permitindo a formacdo de uma protese sélida apdés o

endurecimento do acrilico.

Ao término da cirurgia, os animais foram alocados e m uma
sala com aquecedor até a recuperacdo completa da an estesia.
Um periodo pés-operatorio de sete dias foi estabele cido para

0 inicio dos experimentos.

3.6 Microinjec¢ao Intracerebral

As microinjecdes foram realizadas com o auxilio de
agulhas injetoras (17 mm — produzidas a partir de a gulhas

odontolégicas) acopladas a um tubo de polietilieno P 10
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previamente fixado a uma microseringa (Hamilton 5 ph). Uma

bomba de infusdo (Insight, modelo B1200) permitiu a

administracéo correta de 0,2 pl a uma velocidade constante de

0,6 pl/min. Os animais foram imobilizados com o auxilio de um
pano, permitindo, assim, a remog¢ao dos mandris prot etores e a
introducdo das agulhas injetoras no interior das ca nulas
guias.

3.7 Perfuséo e Histologia

Apos a realizacdo dos testes comportamentais, 0s a nimais

com canulas implantadas direcionadas ao PMd foram

anestesiados com Hidrato de Cloral 15%, 0,3 ml/Kg, via i.p..
e microinjetados com o corante Azul de Evans (0,5%) de
maneira semelhante aquela realizada no momento de i njecao da

droga. Em seguida os animais foram perfundidos, via
intracardiaca, por uma solucéo salina (Nacl 0,9%) s eguida de
formaldeido (10%), 5 minutos cada.

Os encéfalos foram removidos e acondicionados em

formaldeido (10%) por 24 horas, sendo, posteriormen te,
tranferidos para uma solucdo de sacarose (30%) e ma ntidos em
geladeira (3-4 dias). Os cortes histoldgicos foram realizados
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em um criostato (LEICA CM 1850), em seccdes de 50 MM, nas

proximidades cerebrais demarcadas pelo corante.

As fatias foram dispostas em laminas de vidro e 0 s itio
de injecdo foi analisado com o auxilio de um estere oscopio,
segundo os diagramas do Atlas de PAXINOS & WATSON ( 1998).

3.8 Analise Estatistica

Os resultados foram analisados pelo programa Stati stica
6.0 e representados em graficos do programa Prisma 4,

Os dados paramétricos com distribuicdo normal obser vados
no modelo do odor de gato (tempo de aproximacao, te mpo
escondido e tempo de head-out ) e no LCE (% de tempo e
entradas nos bragos abertos, numero de entradas nos bracos
fechados e numero de tentativas) foram analisados p or Analise
de Variancia (ANOVA) de uma via seguida de teste post-hoc
Newman-Keuls. Os valores foram representados atravée s de média

+ erro padrdo da média (e.p.m.).

O teste de Kruskall Wallis, seguido do teste U de M ann-
Whitney, foi utilizado para analisar as variaveis n ao-
paramétricas obtidas no modelo do odor de gato (nUm ero de
aproximacoes e de cruzamentos) e no modelo da esqui va passiva
(laténcia para a descida). Os dados forma represent ados por

mediana = intervalo interquartil (i.i.).
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O teste t de Student pareado foi utilizado pra a
avaliacdo da variagdo na frequéncia cardiaca ocasio
administracdo de dopamina, antes ou apdés a injecao
bloqueadores. Os valores foram expressos em média

O nivel de significancia adotado em todos

experimentos foi p< 0,05.

3.9 Procedimentos e Protocolos Experimentais

Todos os procedimentos realizados durante nossos es
foram aprovados pelo Comité de Etica (23080.006118/
36/UFSC) e estdo de acordo com o Guia de Cuidados p
de animais de laboratério do National Institutes of

(1985).

Os experimentos foram realizados em uma sala com so

atenuado e baixa iluminacdo (4 lux) e conduzidos du

fase clara do ciclo claro-escuro. Todos os animais
submetidos ao modelo 24 horas antes da exposi¢cdo ao

uma sessdo denominada de familiarizacdo. Durante
familiarizacdo, um pano - tecido de flanela de colo
alaranjada com 36 x 22 cm - com odor neutro foi ex

todos os animais. No dia do teste, um pano semelhan
utilizado na familiarizacdo, porém impregnado com o

gato, foi usado como fonte de odor. O odor foi obti
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gato adulto, macho, através da friccdo do pano cont ra a pele

do animal nas regides cervical, toracica e lombar p or um
tempo aproximado de 5 minutos. Uma terceira exposic ao foi
realizada 24 horas apds a exposi¢cao ao odor, na pre senca de
um pano neutro, a fim de avaliar o medo condicionad o]
contextual.

Os animais foram colocados no aparato com a cabeca

direcionada para o pano durante os trés dias de exp osicao ao
modelo. Uma solucdo de alcool (10%) foi utilizada p ara a
limpeza do modelo entre a passagem de cada um dos a nimais.
Alguns parémetros foram padronizados e utlizados e m
todos o0s experimentos para avaliar o comportamento dos
animais durante os 10 minutos de exposicdo ao model o. O
namero de aproximagdes, bem como o tempo de aproxim acdo e o
tempo escondido foram utilizados como parametros in dicativos
do comportamento defensivo dos animais. Por sua vez , 0 tempo

de head-out serviu para registrar o0 comportamento de

avaliacdo de risco, enquanto o nimero de cruzamento S serviu
como medida para avaliar a atividade exploratoria d oS
animais.

- Parametros relacionados com o Comportamento Defens \Y/e)

— a Tempo de aproximacao: tempo em que O

= =
\
u— T animal aproxima-se do pano. Uma marcacao

el
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localizada & 7cm do pano facilita esta

medida.

- Tempo escondido: tempo em que o animal

g

; ‘J I permanece com pelo menos duas patas no

5 m——— interior do compartimento fechado.
- Parametros indicativos de Atividade Exploratéria G eral
Cruzamentos - namero de vezes que o0 animal aproxima-se do
pano somado ao numero de entradas no compartimento fechado.
Numero de Aproximacbes — nidmero de vezes que o animal

aproxima-se do pano

- Parametro relacionado com a Avaliacao de Risco

j@f W Tempo de Head-out : tempo em que o animal
\ A

permanece no interior do compartimento

fechado colocando a cabeca, com ou sem

as patas dianteiras, para fora deste compartim ento. Este

comportamento, que inclui diferentes padrbes de ava liacdo de

risco, foi avaliado em nossos estudos como um compo rtamento
anico.

Experimento |

A) Comparacdo da resposta defensiva frente ao odor
gato entre as linhagens Wistar e Hooded;
B) Padronizacdo farmacolégica do modelo do odor de

com Midazolam e Medo Condicionado Contextual.
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No experimento IA, ratos Wistar ou Hooded foram
submetidos ao modelo do odor de gato na presenca de um pano
com odor de gato ou um pano neutro, 24 horas apos a

familiarizacéo.

No experimento IB, ratos Wistar foram divididos em trés
grupos, um grupo controle exposto ao odor neutro e 2 grupos
experimentais submetidos ao odor de gato, tratados 30 minutos
antes da exposicdo ao modelo com salina ou midazola m (0,25
mg/Kg,i.p.). A dose de midazolam utilizada em nosso S estudos
foi escolhida tendo como base a literatura (DIELENB ERGetal |,
1999; McGREGOR & DIELENBERG, 1999), bem como prévia S
observagcbes em outros modelos experimentais em noss o]
laboratorio (BERTOGLIO & CAROBREZ, 2002). Os animai s foram
avaliados durante trés dias consecutivos. Durante o terceiro
dia, os animais foram reexpostos ao modelo na prese nca de um

pano neutro, afim de avaliar o aparecimento de medo

condicionado ao contexto.

Experimento Il

A) Interferéncias da exposi¢cédo ao odor de gato sobr eo
comportamento defensivo no LCE;
B) Interferéncias da exposi¢do ao odor de gato sobr ea

aprendizagem no modelo da esquiva inibitoria.
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A) Durante esta etapa de nossos estudos 0s animais
submetidos ao LCE 48 h ou 7 dias ap0s a expisicao a
gato. Os animais foram colocados cuidadosamente no

com a cabeca voltada para um dos bracos fechados. D
cinco minutos de exposicdo 0s seguintes parametros
registrados: % de tempo e de entradas nos bracos ab
namero de entradas nos bragos fechados e nimero de
(comportamento emitido pelo animal quando o mesmo a
entrar em um dos bracos abertos). Enquanto a porcen
tempo e entradas nos bragcos abertos serviu como par
para avaliar o comportamento defensivo dos animais
exposicao ao labirinto, 0 nimero de tentativas e de

nos bragos fechados do modelo serviram respctivamen
estudo do comportamento de avaliagdo de risco e da
exploratoria geral.

B) A fim de avaliar as interferéncias da exposi¢céo

de gato (48 h e 7 dias ap6s) sobre a aprendizagem,

foram submetidos ao modelo da esquiva inibitéria (E

IIB). Durante a fase de treino, 0os animais recebera
choque elétrico (0,5 mA; 2 seg) imediatamente apds

da plataforma para o piso gradeado. Apds 24 h, dura

de teste, os animais retornaram ao modelo e o tempo
laténcia para descida foi utilizado como parametro

aprendizagem e retencdo de memoria.
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Experimento Ill

Avaliacdo do  comportamento  defensivo em ratos
administrados com bloqueadores beta centrais ou per iféricos

expostos ao odor de gato.

Para o registro da atividade farmacoldgica de ambos

bloqueadores beta, propranolol e nadolol, sobre a f requéncia
cardiaca e pressdo arterial nas doses utilizadas em NOSS0S
estudos, ratos Wistar foram conectados a um  modelo de
monitoramento cardiaco conforme descrito anteriorme nte.

Durante o estudo comportamental, propranolol e nado lol
(10 mg/Kg, via i.p.), ou salina, foram administrado s 30 min
antes da exposicdo ao modelo do odor de gato, forma ndo
diferentes grupos experimentais conforme a Tabela 1 em
apéndice.

As doses dos bloqueadores beta utilizados em nossos

experimentos foram baseadas em estudos na literatur a, bem
como em observacdes prévias em nosso laboratorio ut ilizando
outros modelos animais (AUDI et al , 1991; ANGRINI et al
1998).
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EXPERIMENTO IV

Efeitos comportamentais da administragdo do bloquea dor betal

Atenolol no PMd de ratos expostos ao odor de gato.

Os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxic a para
implantacdo de canulas guias direcionadas ao PMd. A pos um
periodo poés-operatério de uma semana, 0s mesmos for am
submetidos ao modelo do odor de gato a fim de avali ar os
efeitos da administracdo do bloqueador betal seleti VO

atenolol diretamente no PMd.

As concentracbes de atenolol (10 e 40nMol) utilizad as
foram baseadas na literatura (GRASS etal , 1998; WATANABE et
al , 2003; HOCHT et al , 2005). As microinje¢cbes foram
realizadas 10 min antes da exposi¢cao ao odor de gat 0. O grupo

controle recebeu PBS.
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4. RESULTADOS

4.1 EXPERIMENTO |

A etapa inicial de nossos estudos foi realizada de

maneira sistematica com o intuito de validar e padr

modelo experimental do odor de gato dentro das cond

ambientais de nosso laboratério.

Conforme mostrado na tabela 2,

diferencas estatisticas entre as linhagens Wistar e

nenhum dos parametros avaliados no modelo do odor d

A) Comparagcdo da resposta defensiva frente ao odor

entre as linhagens Wistar e Hooded.

TABELA 2 - Comparagédo da resposta defensiva frente

linhagens Wistar e Hooded. ANOVA com valores expres

para os parametros tempo de aproximagdo, tempo esco

out .

pardmetros ndamero de

aproximacodes
Familiarizagdo; ODOR= Odor de gato CONT= Controle-O

ao

sos em média

n

Kruskal-Wallis com valores expressos em mediana

e cruzamentos.

T'= tempo; Ap.= aproximacao; Esc= escondido.

onizar o

icoes

ndao foram observadas

Hooded em
e gato.

de gato

odor de gato entre as
+ e.p.m.
dido e tempo de head-
+ i.q. para 0s

Legendas : FAM=

dor Neutro, N°= nUmero;

ARAMETROS WISTAR HOODED
FAMh=24 ODORn=13 CONTh=11 FAMh=21 ODORn=9 CONTn=12
COMPORTAMENTO
DEFENSIVO
T' de Ap.(s) 171,2 +10,2 57,6 7,7 218,3 +13,2 1551 15,6 39,1 +13,8  190,4 +185
T Esc(s) 192,4 +15 481,7 +14,5 216,5 £23,3 210,8 +£27,9 502,1 +19,3 236,1 +14,3
ATIVIDADE
EXPLORATORIA 12011
N° Ap. 14(10-16)  5(3-8) 12,5) 12(10-14)  3(2-6) 10(9-13)
Cruzamentos 23(20-26) 11(8-16) 19(18-20) 20(16-21) 9(7-10) 15(14-18)
AVALIACAO DE
RISCO
Head-out 16,7(2,4) 63,0 £9,5 10,3 £3,1 18,06 +£3,0 86,12 +16,3 14,05 +7,1
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B) Padronizag&o farmacologica do modelo do odor de gato com
Midazolam e Medo Condicionado Contextual.

A ANOVA revelou diferencas estatisticas entre o0s

diferentes grupos experimentais nos parametros rela cionados ao
comportamento defensivo (tempo de aproximacao e tem po escondido
— Figura 4, Figura 19 - Apéndice) e ao comportament o de
avaliagdo de risco (tempo de head-out — Figura 5)
respectivamente. [F @22 =19,09, p<0,001; F 22 =29,44, p<0,001;
Feo22 =551, p<0,05]. O teste Newman Keuls, a posteriori,
demonstrou uma diminuicdo no tempo de aproximagao, bem como um
aumento no tempo escondido e no tempo de head-out , no grupo
salina quando comparado ao grupo controle. Difereng as entre
estes dois grupos foram visualizadas ainda em relag ao aos
parametros indicativos de atividade exploratéria ge ral,
representados por uma diminuicdo no numero de aprox imacgdes e
cruzamentos no grupo salina [teste U de Mann Whitne Yy, p<0,001].

Em relagdo ao grupo midazolam, os animais mostraram uma
reducdo da resposta defensiva e do comportamento de avaliacao
de risco, quando comparados ao grupo salina. Ainda, um aumento
na atividade exploratéria geral, representada pelos parametros
namero de aproximacdo e cruzamentos [teste U de Man n Whitney,
p<0,01 e p<0,05], foi observado neste grupo, o qual apresentou
um perfil semelhante ao do grupo controle (Figura 5 ).

Em relacdo ao contexto, diferengcas estatisticas tam bém
foram observadas entre os distintos grupos no que s e refere aos
parametros relacionados ao comportamento defensivo
[F @22 =12,74, p<0,001; F (222 =21,02, p<0,001]. A andlise
estatistica revelou uma reducdo no tempo de aproxim acao,
seguida por um aumento no tempo escondido, nos anim ais tratados
com salina quando comparados ao grupo controle (Fig ura 4,

Figura 19 — Apéndice).
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Além disto, uma diminuicdo da atividade exploratori a,
caracterizada por uma reducdo do numero de aproxima cOes e
cruzamentos, foi ainda constatada (teste U de Mann Whitney,
p<0,01)(Figura 5).

Quando comparados ao grupo salina, os animais trata dos com
midazolam, antes da exposicdo ao odor de gato, most raram uma
reducdo das respostas defensivas e um aumento da at ividade
exploratéria geral quando reexpostos ao contexto 24 horas apos.
Estas alteragbes ocorreram de maneira semelhante aq uelas
observadas no dia anterior (Figuras 4 e 5).

Os parametros tempo de aproximacao, tempo escondido e
tempo de head-out foram expressos minuto a minuto representando
o0 tracado comportamental dos animais durante a expo sicdo ao
odor (Figura 6).

4.2 Experimento Il
A) Interferéncias da exposicdo ao odor de gato sobr e o
comportamento defensivo no LCE.

O grupo de animais testado no LCE 48 h apds a expos icdo ao

odor de gato demonstrou uma reducdo no tempo de per

bracos abertos do modelo, associada a um aumento no
tentativas efetuadas, quando comparado ao grupo con
exposto ao odor neutro [F e2n =4,03 p<0,05;
p<0,05)](Figura 7).

N&do foram observadas diferencas estatisticas nos de
parametros observados. O grupo submetido ao LCE 7 d
confronto com o odor apresentou comportamento semel
controle. O comportamento dos animais foi registrad

minuto e esta representado na figura 20 - Apéndice.
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respectivamente). Anova seguida de Newmann Keuls - valores expressos em
média + e.p.m.; *p<0,05 comparado ao grupo controle . n=9-12.
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B) Interferéncias da exposicdo ao odor de gato sobr e a

aprendizagem no modelo da esquiva inibitoria.

Uma clara reducdo no tempo de laténcia para descida foi
observada no grupo de animais submetidos ao modelo da esquiva
inibitoria, durante a fase de teste, 48 h apds a ex posicao ao
odor, quando comparado ao grupo controle exposto a um odor
neutro [teste U de Mann Whitney, p<0,0001] (Figura 8).
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Figura 8. Laténcia para descida (s) durante a fase de treino e teste no
grupo Con (Controle — submetidos ao treino 48 horas apos o odor neutro) e
nos grupos 48h e 7d (submetidos ao treino 48 horas e 7 dias ap0s a exposicao
ao odor de gato, respectivamente). Kruskal Wallis s eguido de Mann Whitney -
valores expresos em mediana * i.q.; *p<0,0001 comparado ao grupo controle,

n=9-12.
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4.3 EXPERIMENTO llI

Avaliagdo do comportamento defensivo em ratos admin istrados com
bloqueadores beta centrais ou periféricos expostos ao odor de
gato.

Ambos blogueadores beta, Propranolol e Nadolol, na dose
de 10 mg/Kg, i.p.,30 min antes, foram capazes de im pedir a
taquicardia induzida pela administracdo de doses cr escentes
de dopamina (18, 36 e 72 pg/Kg i.v.)(figura 9). Est e bloqueio
ocorreu apesar de nenhuma das drogas produzirem alt eracdes no
ritmo cardiaco e na pressao arterial per se (Figura 10 e 11).

Durante a exposi¢cdo ao modelo do odor de gato, dife rencas
estatisticas foram observadas entre 0s grupos exper imentais nos
parametros tempo de aproximacao e tempo escondido [ Feey =44,98,
p<0,01; F (261 =41,96; p<0,01] (Figura 12, Figura 21 - Apéndice).

O teste de Newmann Keuls revelou que a administraca o de
propranolol, comparada a injecdo de salina, induziu além de uma
reducdo na resposta defensiva, um aumento visivel n a atividade
exploratéria, expressa por um maior niumero de aprox imacgdes e
cruzamentos [teste U de Mann Whitney, P<0,01]; e um a reducao no
comportamento de avaliacdo de risco, representada p or uma clara
diminuicdo no tempo de head-out durante a exposicdo ao modelo

[F 61y =11,41; p<0,01] (Figura 13). As alteracdes
comportamentais relacionadas a resposta defensiva e a avaliacéo
de risco foram representadas minuto a minuto (Figur a 14). Os
animais tratados com nadolol apresentaram um perfil semelhante

ao grupo salina durante a exposicéo ao odor de gato
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dopamina (18, 36 e 72 pg/Kg) antes (controle) ou ap 0s a injecdo de
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ocasionada pela administracdo de Propranolol ou Nad olol (10 mg/Kg, i.p.,
30 min antes). Teste t de Student pareado - valores expressos em média *
e.p.m.; n=3.

Em relacdo ao contexto, diferencas estatisticas for am
detectadas pela Anova, no que diz respeito aos para metros
indicativos de comportamento defensivo [tempo de ap roximagao -
Fsss =21,67; p<0,01; e tempo escondido - F 58 = 18.09; p<0,01].

O teste Newman Keuls demonstrou que os animais que receberam
propranolol antes da exposicdo ao odor, apresentara m uma

reducdo do medo condicionado contextual, a qual foi
caracterizada por um aumento no tempo de aproximaca 0 e uma
diminuicdo no tempo escondido quando comparados ao grupo salina
(Figura 12, Figura 21 - Apéndice).

Em adigcdo, um significativo aumento na atividade

exploratéria, visualizado por um incremento no nume ro de
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aproximacoes e cruzamentos, foi observado no grupo
propranolol antes da exposicdo ao odor de gato e ao
(grupo PP) (teste U de Mann Whitney, p<0,01)(Figura
Finalmente, ndo foram observadas diferencas estatis
grupos tratados com propranolol ou nadolol quando e

foram administradas apenas antes da exposicdo conte

4.4 EXPERIMENTO IV

Efeitos comportamentais da administracdo do bloquea

Atenolol no PMd de ratos expostos ao odor de gato.

Todos os testes estatisticos foram realizados apés
verificacdo histoldgica dos sitios de injecdo (Figu
injecoes localizadas em estruturas vizinhas ao PMd
agrupadas para analise estatistica formando um grup

PMd Fora, o qual serviu como um controle anatémico

Uma expressiva reducao do comportamento defensivo e

avaliacao de risco foi observada pelo teste Anova -
Newman Keuls - em ambos o0s grupos tratados com Aten
A40 nmol), quando comparados ao grupo controle (PBS
exposicdo ao odor de gato. Esta reducéo foi caract

um significativo aumento no tempo de aproximacéo [F
p<0,001] e uma diminuicdo no tempo escondido [F
p<0,001](Figura 16, Figura 22 - Apéndice) e de
[F 334 =7,45, p<0,01](Figura 17).
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Figura 12. Avaliagdo do comportamento defensivo dos grupos salina,
propranolol e nadolol durante a exposi¢cao ao odor d e gato e ao contexto nos
pardmetros tempo de aproximacao (%) e tempo escondi do (%). Anova seguida de
Newmann Keuls - valores expressos em média + e.p.m.; *p<0,05 comparado ao
grupo salina; n=18-27 (odor de gato), n=7-11 (conte xto). Legenda: S=Salina;

P=Propranolol; N=Nadolol.
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Legenda: S=Salina; P=Propranolol; N=Nadolol.
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Figura 15. Representacao grafica do corte transvers
demonstrando os nucleos Pré-Mamilares Dorsais (PMds

a localizacdo dos sitios de injecdo por meio de cir
brancos (Fora). Coordenada antero-posterior: +4,84
interaural ou —4,16 em relacdo ao bregma.(Desenho m
Paxinos e Watson,1998).

al do cérebro de um rato,

) esquerdo e direito, com
culos pretos (PMd) ou
em relacdo a linha

odificado do atlas

Modificacbes na atividade exploratoria foram ainda

visualizadas nos grupos Atenolol 10 e 40 nmol no qu e diz
respeito aos parametros numero de aproximacoes (Tes te U de
Mann Whitney, p<0,001; p<0,01) e nimero de cruzamen tos (Mann
Whitney U test, p<0,01; p<0,01), respectivamente (F igura 17).

O tracado comportamental dos animais durante a expo sicdo ao
odor esta representado através de um grafico minuto a minuto

(Figura 18).
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Figura 16. Avaliagdo do comportamento defensivo dos grupos PBS (Controle),
A10 (Atenolol 10 nmol no PMd), A40 (Atenolol 40 nmo | no PMd) e Afo (Atenolol
fora do PMd) durante a exposicao ao odor de gato e ao contexto nos parametros
tempo de aproximagédo (%) e tempo escondido (%). Ano va seguida de Newman Keuls
- valores expressos em média * e.p.m.; *p<0,05 comparado ao grupo PBS; n=7-15.
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Figura 17. Atividade exploratéria geral e comportam ento de avaliagdo de risco
dos grupos PBS (PBS PMd), Atenolol 10 nmol (ATE10PM d), Atenolol 40 nmol
(ATE40PMd) e Atenolol fora (Ate-Fora) durante a exp osi¢cdo ao odor de gato e
ao contexto, respectivamente para 0s parametros num ero de aproximagbes e
cruzamentos (Kruskall Wallis seguido de Mann Whitne y — valores expressos em

mediana + i.q.)e tempo de head-out (Anova seguida de Newmann Keuls — valores

expressos em média * e.p.m.) *p<0,05 comparado ao grupo PBS; n=7-15.
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nos grupos PBS, Atenolol 10 nmol, Atenolol 40 nmol e Atenolol fora.
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No dia de exposi¢cdo ao contexto, os animais submeti dos ao

tratamento com Atenolol nas doses de 10 ou 40 nmol antes da
exposicdo ao odor, apresentaram uma reducao da resp osta
defensiva nos parametros tempo de aproximacao e tem po escondido
[Anova- seguida de Newman Keuls - F @34 =9,29, p<0,001 e
F@a32 )=14,23, p<0,001)(Figura 16, Figura 22 - Apéndice).

Uma diminuicdo no comportamento de avaliagdo de ris co,
caracterizada por uma reducdo no tempo de head-out [Anova-
seguida de Newman Keuls - F @34 =1,45, p<0,05], associada a um
aumento na atividade exploratéria (teste U de Mann Whitney,
p<0,01 e p<0,05, respectivamente para 0s parametros namero de
aproximacdes e de cruzamentos) foram visualizados n 0S animais
do grupo Atenolol 10 nmol, quando comparados ao gru po PBS
(Figura 17).
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5. DISCUSSAO

Estudos comportamentais envolvendo a resposta defen siva
de ratos frente ao odor de gato tém ocasionado cont radicOes
na literatura. Enquanto alguns pesquisadores demons tram,
dentro de uma mesma linhagem, a existéncia de duas populagdes
distintas em relacdo a resposta defensiva frente ao odor de

gato (FILE et al , 1993; HOOG & FILE, 1994); outros estudos

tém relatado que este estimulo é suficientemente po tente para
causar a mesma resposta defensiva em todos animais, havendo
apenas diferencas comportamentais sutis em  estudos
comparativos envolvendo diferentes linhagens (DIELE NBERG &
McGREGOR, 2001).

Na etapa inicial de nossos estudos os resultados

mostraram ndo haver diferencas significativas entre as
linhagens Wistar e Hooded avaliadas no modelo do od or de
gato. Diferencas nos procedimentos experimentais en tre os
laboratdrios, bem como a deficiéncia de uma técnica eficaz
para a quantificacdo do estimulo olfatério, podem e star

ocasionando 0 aparecimento de resultados distintos,
conduzindo o0s pesquisadores a diferentes conclusbes

(TAKAHASHI et al, 2005).

69



De fato, resultados contraditérios sdo descritos ai nda no

gue se refere a eficacia dos benzodiazepinicos em r eduzir as
respostas defensivas de ratos expostos ao odor de g ato. Os
benzodiazepinicos sdo o0s ansioliticos protétipos ut ilizados
em modelos envolvendo odor de predador (DIELENBERG &

McGREGOR, 2001). Enquanto ZANGROSSI & FILE (1992)

demonstraram, em ratos tratados com o benzodiazepin ico
clordiazepdxido, apenas um modesto aumento no tempo de
contato com a fonte de odor de gato, outros estudos revelaram
uma eficacia dos benzodiazepinicos diazepam (BLANCH ARD et al,
1990) e midazolam (DIELENBERG et al, 1999; McGREGOR &
DIELENBERG, 1999) em reduzir as respostas defensiva s exibidas

frente ao odor.

Neste estudo, ratos tratados com midazolam antes d a
exposicdo ao odor de gato, mostraram uma expressiva reducao
do comportamento de defesa e da avaliagdo de risco, com um
aumento significativo da atividade exploratoria ger al. Estas
alteracbes comportamentais foram verificadas ainda durante a
reexposicao dos animais somente ao contexto, 24 h a pds, sem a
administracdo de drogas. A auséncia de medo condici onado
contextual, em contraste com o grupo salina, sugere a falta
de uma interpretacdo aversiva durante a exposicao a o odor de

gato, confirmando mais uma vez a eficacia dos
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benzodiazepinicos na atenuacdo das respostas defens

frente a este estimulo.

Através de estudos imunohistoquimicos, McGREGOR

colaboradores (2004) demonstraram alteragdes na exp
comportamento defensivo em ratos tratados com midaz
Estas modificagbes comportamentais ocorreram associ
reducdo na expressao de proteina Fos em diversas es
encefalicas envolvidas com a resposta defensiva dur
exposicao ao odor de gato (McGREGOR et al, 2004).

Uma diminuicAo na expressdao de proteina Fos
visualizada também no bulbo olfatério acessorio, co
debate se a atenuacdo da resposta defensiva causada
midazolam poderia ser a consequéncia de uma deficié
processamento  sensorial  olfatério. No entanto, o0s
pesquisadores acreditam que as deficiéncias sensori
incapazes de justificar os resultados, uma vez que
principais areas de projecfes neuronais do bulbo ol
acessorio, mostraram apenas pequenas reducfes na ex
proteina Fos apdés a administracdo de midazolam (McG

al,2004).

Apbs a validacao biolégica e a padronizacdo farmaco
do modelo dentro das condicbes experimentais de nos

laboratério, nos propusemos a avaliar as interferén
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comportamentais da exposicdo ao odor de gato sobre

modelos animais, incluindo o LCE e a Esquiva Passiv

outros

a.

O modelo do LCE parte do pressuposto que ratos tém

aversao a ambientes abertos, onde podem ser vitimas
predacdo. Os animais sentem-se mais seguros quando
vibrissas estdo em contato com alguma superficie ve
(tigmotaxia), razdo pela qual permanecem por um tem

nos bracos fechados do LCE (HETEM & GRAEFF, 1997).

O tratamento com agentes que reduzem o0 comportament

defensivo em ratos, abole a preferéncia pelos brago
fechados, aumentando desta forma o numero de entrad
tempo de permanéncia nos bracos abertos do LCE. De
oposta, drogas ou eventos estressantes que aumentam
resposta defensiva dos animais tendem a reduzir o t
entradas nos bracos abertos do modelo (PELLOW et al
Assim sendo, interferéncias sobre a resposta defens
exibida durante os cinco minutos de exposi¢cédo ao LC
visualizadas 48 h, mas ndo sete dias, apés o proced
experimental do odor de gato. Uma diminuicdo no tem
permanéncia nos bracos abertos do labirinto, associ
aumento no comportamento de avaliag&o de risco, car
por um maior nimero de tentativas, demonstram uma e

da resposta de defesa expressa pelos animais. Estes

além de confirmarem a eficacia do estimulo olfat6ri
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utilizado em nossos experimentos, sugerem a ocorrén cia de
consideraveis modificacdbes comportamentais apdés uma simples

exposicao de 10 minutos ao odor do predador.

De maneira semelhante aquela ocorrida no LCE, os an imais
expostos ao modelo da esquiva inibitéria, 48 h apos a
apresentacao do odor, mostraram interferéncias
comportamentais visiveis. Do ponto de vista mnemoni co, a
reducao significativa no tempo de laténcia para des cida da
plataforma, visualizada neste grupo durante o dia d o teste,

estaria  indicando um  prejuizo na aprendizagem e

conseqientemente na retencdo da memdria associada a esta
tarefa, sugerindo o aparecimento de modificacdes no S processo
cognitivos por, pelo menos, 48 h apos a exposicao a o odor de
gato.

Considerando o envolvimento do sistema noradrenérgi co, em
especial dos receptores beta, nos transtornos de an siedade e

em situacdbes que envolvam a recorréncia de memobrias

aversivas, utilizamos, em uma etapa subsequente, o modelo do
odor de gato para avaliar o papel dos bloqueadores beta
centrais e periféricos sobre a resposta defensiva d e ratos.

Sabe-se que quando um evento ameacador ou temivel é
percebido, homens e animais reagem de maneira inata para a
sobrevivéncia, através de mudancas fisiologicas con duzidas em

parte pela ativacdo do LC, a mais importante via

73



noradrenérgica do SNC (THASE et al , 1995). De fato, TANAKA e

colaboradores (2000) tém sugerido que uma Vvariedade de
estimulos estressantes aumentam a liberacdo de nora drenalina
no hipotalamo, na amigdala e no LC (TANAKA et al , 2000).
Outros achados relevantes demonstraram também que o sistema
locus coeruleus-noradrenalina desempenha um papel m ais
complexo e especifico do que se pensava inicialment e (ASTON-

JONES & COHEN, 2005). Este papel parece comecar com

vigilancia, atencdo e processos sensoriais (BARNES &
PAMPEIANO, 1991; FOOTE etal ,1991; ASTON-JONES etal ,1994),
culminando em outros comportamentos envolvendo a to mada de
decisdo (BOURET & SARA, 2005), a memoria aversiva ( McGAUGH &
ROOZENDAAL, 2002; FRANCES DAVIES et al , 2003) e a ansiedade

e/ou medo (SULLIVANN etal ,1999; BERRIDGE & WATERHOUS, 2003;

FENDT etal , 2005a).

Em concordancia com estes achados, o ritmo de dispa ro
neuronal e o padrdo de imunoreatividade da proteina Fos no LC
de roedores estdo aumentados apoOs diferentes situac oes de

estresse (NIKULINA etal ,1998; CRANE etal ,2005), incluindo

a exposicao de ratos ao odor de gato (McGREGOR etal , 2004).
Alteracdes neurovegetativas ocasionadas pela ativag ao do
sistema noradrenérgico sdo responsaveis por grande parte dos
sinais clinicos presentes no medo/ansiedade (GRAEFF &
GUIMARAES, 2001). No entanto, ha controvérsias na | iteratura
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acerca da eficacia terapéutica dos bloqueadores bet
decorrente de um bloqueio central ou periférico (IN
COLLISON et al

, 1992; VAN STEGEREN et al

al , 2004).

Tendo em vista todas estas consideracbes acerca do

sistema noradrenérgico, dois bloqueadores beta fora
utilizados em nossos estudos, o propranolol, que ul

facilmente a barreira hematoencefalica e o nadolol,
apresenta suas acdes restritas aos receptores beta-

adrenérgicos periféricos.

Ambos bloqueadores beta, propranolol e nadolol, na
de 10 mg/Kg, 30 min antes, foram capazes de bloquea
aumento da FC induzido pela administragcdo de dopami
modificar no entanto a PA basal, conforme visualiza
estudos com monitoramento cardiaco, em ratos aneste

Relatos na literatura confirmam que a dopamina prom
taquicardia ao atuar diretamente sobre receptores b
adrenérgicos localizados no coracdo, ou indiretamen
promover a liberagcdo de noradrenalina (GOLDBERG, 19
Considerando-se que a dopamina nao ultrapassa a BH,
na FC observado apds a injecdo de dopamina € ocasio
um mecanismo restrito ao sistema periférico (CRUICK

al , 1980). Assim sendo, apesar de ndo apresentarem ef

per se , n6s podemos supor que ambos bloqueadores beta for
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capazes de bloquear o0s receptores betal-adrenérgico S

impedindo a taquicardia.

Nossos resultados experimentais utilizando o modelo do
odor de gato forneceram evidéncias de que a adminis tracao de
propranolol, antes da exposicdo ao odor de gato, re duziu a
resposta defensiva. Este efeito foi acompanhado por uma
diminuicho no comportamento de avaliagdo de risco e um
aumento na atividade exploratéria geral, ocasionand o0 desta
forma um comportamento semelhante aquele observado no dia da

familiarizacéo.

Diminuicdes no comportamento de defesa tém sido

documentadas em diversos transtornos de ansiedade e m humanos
e animais nos quais 0s bloquedores beta adrenérgico S sédo
amplamente utilizados (AUDI etal ,1991; GORMAN & DUNN, 1993;
KENT et al , 2002; GILES,2005). Tanto no homem (LE MELLEDO et
al , 1998), como em macacos (ERVIN et al , 1991), o bloqueio
efetivo de receptores beta-adrenérgicos com propran olol, foi

capaz de atenuar 0s efeitos comportamentais e
cardiovasculares do CCK-4, um agonista de receptore s CCK-B de
colecistocinina que produz a maioria dos sintomas c lassicos

do ataque de péanico.

Os animais submetidos ao tratamento com propranolol antes
da exposicdo ao odor (grupos PS ou PP) mostraram ai nda uma
reducédo do medo condicionado durante a exposi¢cao ao contexto.
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Esta reducéo pode ser decorrente de uma falha na aq uisicao do
condicionamento aversivo, devido a eficacia ansioli tica do
propranolol ao interagir com o componente emocional aversivo

do evento durante o estagio de aprendizado.

Corroborando esta hipotese, estudos prévios tém apo ntado
uma reducdo do medo condicionado contextual em rato s tratados
com ansioliticos antes do condicionamento (PAIN et al 2002;

BLANCHARDet al , 2003).

Entretanto, levando-se em consideracdo a meia vida
plasmética do propranolol em torno de 90 min no rat o]
(LETENDRE et al , 2004), deve-se atentar que os efeitos da
injecdo de propranolol antes da exposicdo ao odor p oderiam
estar afetando, além do aprendizado, o periodo de
consolidacdo da memodria, ocasionando desta forma um prejuizo
na consolidacdo, revelado apenas durante a evocacao
(contexto). De fato, uma série de estudos com anima is e
humanos tém demonstrado um envolvimento dos recepto res beta-
adrenérgico na facilitacdo da memédria associada com
experiéncias emocionais (CAHILL et al, 1994; McGAUG H &

CAHILL, 1997; McGAUGH, 2000; FERRY & McGAUGH, 2000)

Apesar da eficacia ansiolitica do propranolol antes da
exposicdo ao odor de gato, modificagcbes comportamen tais néo
foram visualizadas quando os animais receberam a dr oga antes
da exposicdo ao contexto, 24 horas apds. Assim, dua S seriam
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as hipoteses, ndo excludentes, para explicar este f

a) a dose de propranolol utilizada em nossos estudo
eficaz para evitar a evocacdo da memdria aversiva e
submetidos a uma simples exposicdo de 10 min ao odo
24 h antes do contexto; ou b)o sistema beta-adrenér
interfere com o processo de expressdao de uma respos
aprendida.

Estes achados sdo consistentes com um elegante est
utilizando camundongos mutantes e ratos tratados co
noradrenérgicas, 0 qual ressalta que a sinalizagdo
noradrenérgica é necessaria para a evocacdo de memo
espaciais, mas nao é fundamental para a evocacao de
emocionais (MURCHISON et al, 2004).

Ainda, em concordancia com esta auséncia de efeitos
propranolol, quando administrado antes do contexto,

e colaboradores (2003) tém sugerido que O comportam
defensivo exibido durante o contexto € dificilmente

em resposta a drogas, exceto quando estas sao admin

antes da exposicdo ao odor (BLANCHARD etal ,2003).

Por outro lado, ndo foram encontrados efeitos sobre
comportamento defensivo apdés a administracdo do blo
beta adrenérgico de agbes preferencialmente perifér
nadolol. Este resultado sugere que o bloqueio isola

resposta autonbmica periférica ndo €& suficiente par
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extinguir a resposta comportamental defensiva frent e ao odor
de gato. Assim sendo, 0s receptores beta-adrenérgic os do SNC
parecem ser 0s principais componentes envolvidos no s efeitos
ansioliticos dos bloqueadores beta.

Além da propriedade de blogueador beta adrenérgico, uma
acao antagonista sobre receptores serotoninérgicos tem sido
atribuida ao propranolol, a qual poderia estar inte rferindo
nesses efeitos comportamentais (PIERSON et al , 1990). Por
esta razao, na etapa final de nossos estudos, nés u tilizamos
o atenolol, um bloqueador beta, seletivo para recep tores do
subtipo 1, desprovido de qualquer acdo sobre o sist ema

serotoninérgico (NISHIO et al
diretamente no PMd.

Achados na literatura demonstram uma grande atenuac
expressao da resposta defensiva frente ao odor de g
ratos com lesbes quimicas no PMd (BLANCHARD
MARKHAMet al 2004; BLANCHARD et al
envolvimento desta estrutura no comportamento defen
foi ressaltado em estudos imunohistoquimicos, 0s qu
constataram aumentos significativos na expressao de
Fos apds a exposicdo ao odor de gato (DIELENBERG
2001a).

Em nossos experimentos, uma expressiva diminuicdo d

resposta de defesa e do comportamento de avaliagao
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foram observados apds a administracdo de ambas as d
Atenolol no PMd. Em adigcdo, um aumento significativ
atividade exploratéria geral foi ainda visualizado

animais. Por outro lado,
administradas em estruturas vizinhas ao PMd, n&o oc
alteracbes comportamentais significativas quando co

ao grupo controle.

Durante a exposicao ao contexto, uma robusta diminu

da resposta defensiva foi verificada nos grupos pré
com atenolol no PMd. Porém, curiosamente, apenas o
recebeu a menor dose, 10 nmol, apresentou uma redug
comportamento de avaliagdo de risco e um aumento da
exploratéria de maneira semelhante ao dia anterior.

Embora achados

preliminares, NOSS0S

envolvimento dos receptores betal-adrenérgicos no
confirmando desta forma a participacdo dos receptor
adrenérgicos centrais na resposta defensiva de rato
ao odor de gato. Além disto, nossos resultados refo
papel chave do PMd sobre o comportamento defensivo
abrindo novos horizontes para futuros estudos.

Dentro de uma perspectiva evolutiva, a ansiedade e

tém suas raizes nas reacoes de defesa dos animais f

estimulos que representam perigo ou ameaga a sobrev

80

as mesmas doses de atenolo

sugerem

P

oses de
o da

nestes

asionaram

mparadas

icao
-tratados
grupo que
ao no

atividade

Md,
es beta-
s frente

rgam o

inato,

0 medo
rente a

ivéncia,



ao bem-estar ou a integridade fisica das diferentes espécies

(HETEM & GRAEFF, 1997).

Por esta razéo, a utilizacdo do modelo do odor de g ato,
um modelo animal com valor preditivo suficiente par a
reproduzir as caracteristicas comportamentais e pat oldgicas,

bem como possibilitar a investigagdo dos mecanismos

neurobiolégicos e farmacoldgicos envolvidos nos est ados de
ansiedade, tem contribuido de maneira significativa na
identificacdo dos neurotransmissores e sistemas neu rais

envolvidos nos diferentes transtornos de ansiedade.
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6. CONCLUSOES

- Em concordancia com os achados da literatura,
administracdo do benzodiazepinico midazolam, antes
exposicdo ao odor de gato, foi capaz de reduzir a r
defensiva dos animais, além de impedir 0 aparecimen

condicionado durante a exposi¢cao ao contexto;

- A exposicdo ao odor de gato causa alteragbes

comportamentais visualizadas no LCE e na Esquiva In

por pelo menos 48h, mas ndo 7 dias apos;

- O bloqueio isolado das respostas autondémicas peri

com nadolol, ndo foi suficiente para extinguir a re
defensiva de ratos frente ao odor de gato;

- A administracdo de propranolol, antes da exposica

de gato, foi capaz de reduzir o comportamento defen
animais impedindo a consolidacdo de uma memodria ave
(contexto);

- A administracdo de bloqueadores beta apenas antes
exposicdo contextual, ndo foi capaz de alterar a re
defensiva;

- A microinje¢éo de atenolol no PMd ocasionou uma d

da resposta defensiva, confirmando a participacdo d
receptores beta-adrenérgicos centrais nas respostas

e reforcando o papel chave desta estrutura no compo

defensivo inato.
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8. APENDICE

Tabela 1. Esquema representativo das drogas e momen to de injecdo dos
diferentes grupos experimentais formados no Experim ento Ill.
Droga 30 min ODOR DE GATO 24h Droga 30 min CONTEXT (0]
Sal N Exposicao = Sal = Exposicdo
Sal - Exposicao = Prop - Exposicao
Prop - Exposicao = Prop - Exposicao
Prop N Exposicao = Sal N Exposicdo
Sal - Exposicéo = Nad - Exposicéo
Nad N Exposicao = Nad N Exposicdo
Nad = Exposicao = Sal = Exposicdo
Tabela 3 - Comparagdo da resposta defensiva entre o S grupos controle
(odor neutro), salina e midazolam. Valores em média + e.p.m. e mediana *
i.i. *p<0,05 em comparagdo com o grupo salina #p<0, 05 em comparagdo com o
grupo controle. Legendas : N°= nimero; T'= tempo; Ap.= aproximagao; Esc= esc ondido;
FAMILIARIZACAO ODOR DE GATO CONTEXTO
PARAM Cont  Sal MDz Cont Sal MDzZz Cont Sal MDZz
COMPORTAMENTO
DEFENSIVO
T'Ap (%) 323 + 31,3 + 297 + 363 + 97 * 338 t | 348 ¢ 9 23,8 =
4,0 34 6,2 2,2 2,44 5,0* 2,4 1,4# 5,9*
T'Esc(%) 363 £ 31+ 355 * [3608 + 815 * 3068 +| 399 + 838 * 423 =
51 4.4 49 4,5 4,54 6,4* 54 2,04 7,9*
T Ap(s) 1922 + 1882 + 1786 + 2183 + 584 + 2031 +|2088 + 543 + 1428 =
24,33 20,4 37,4 13,2 14,54 30,5* 14,8 8,5# 35,5%
T'Esc(s) 2181 + 1862 + 2133 +|2165 + 4891 + 1841 +|2398 + 5032 + 2541 =
31,6 26,4 29,9 27,3 27,44 38,9* 32,6 12,44 47,7%
ATIVIDADE
EXPLORATORIA
N° Ap 14,511 14(13- 11 (9- 12(11-  7(2-9)#%  12(9,5- |14,5(9, 5(4-5# 7(6-
-15,5) 15) 13) 12,5) 14,5) 5-16) 13)*
Cruzamentos 21(17- 21(21- 18(15- 19,5 13(4-  17(14,5 |24(15,5 9(7- 13,5
24) 23) 21) (18,5- 154  -22,5) -26) 11)# (12,5-
) 21,5) 18,5)
AVALIAGAO DE
RISCO
Head-out 122 + 116 + 225 + | 103 + 643 * 226 + | 18 + 407 * 332 t

2,8 3,9 5,8 31 25,6# 11,5* 4,9_ 10,2# 9,8*
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TABELA 4 - Comparagcdo da resposta defensiva entre o s grupos Salina,

Propranolol e Nadolol durante a familiarizacdo e a exposicao ao odor de
gato. Anova seguida de Newman Keuls - valores expre ssos em média  + e.p.m.
para os parametros tempo de aproximagdo, tempo esco ndido e tempo de head-
out . Kruskal Wallis seguido de Mann Whitney — valores expressos em mediana
* i.q. para os pardmetros nimero de aproximacbes e c ruzamentos. *p<0,05
comparado ao grupo salina. Legendas : N°=N(mero; T'=Tempo; Aprox.=Aproximagcao.

Parametros Salina Propranolol Nadolol

FAMILIARIZACAO

COMPORTAMENTO DEFENSIVO

T'de Aprox. (%) 28,5 +1,7 30,3 +18 31,9 +2,3
T'Escondido (%) 32,0 +2,5 335 +22 29,7 +2,3
T de Aprox. (s) 171,2  +10,2 182,1 10,8 191,9 +13,8
T Escondido (s) 192,4 +15,0 2012 135 178,6 +14,1
ATIVIDADE EXPLORATORIA
Ne de Aprox. 14 (10-16) 13(12-15) 12,5 (10-14)
Cruzamentos 23 (20-26) 22,5 (20-26) 21(20-22)
AVALIA(;AO DE RISCO
Head-out 16,7 +2,4 14,8 2,9 11,8 +3,07

ODOR DE GATO

COMPORTAMENTO DEFENSIVO

T de Aprox. (%) 9,6 £1,2 36,6 +4,1* 8,1 0,9
T Escondido (%) 80,2 +2,4 41,7 15,6* 84,1 1,8
T de Aprox. (s) 57,6 7,7 220,1 +24,6* 48,6 5,7
T Escondido (s) 481,7 14,5 250,5 £33,7* 504,8 11,2
ATIVIDADE EXPLORATORIA
N° de Aprox. 5(3-8) 10,5(9-12)* 4,5(3-5)
Cruzamentos 11(6-14) 17+(15-19)* 8,5(6-11)
AVALIAGAO DE RISCO
Head-out 63,0 £9,5 14 +3,2* 76,5 +11,1
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TABELA 5 - Comparagcdo da resposta defensiva entre o s grupos Sal/Sal,

Sal/Prop, Prop/Prop, Prop/Sal, Sal/Nad, Nad/Nad e S al/Nad durante a
exposicdo ao contexto. Anova seguida de Newman Keul s - valores expressos
em média * e.p.m. para os parametros tempo de aproximagéo, te mpo escondido
e tempo de head-out . Kruskal Wallis seguido de Mann Whitney — valores
expressos em mediana + i.g. para os parémetros numero de aproximacdes e
cruzamentos. *p<0,05 comparado ao grupo salina. Legendas : Sal=Salina,
Prop=Propranolol, Nad=Nadolol, Param=Parametro, N°= ndmero; T'=Tempo; Ap.=Aproximagao;
Esc=Escondido, Cruz.=Cruzamentos; Comp.= Comportame nto; Av. Avaliacéo; Explor.=Exploratéria
Parédm Sal/Sal Sal/Prop Prop/Prop Prop/Sal Sal/Nad Nad/Nad Nad/Sal
COMP.
DEFENSIVO
’ 9,0 £ 37,7
T Ap.(%) 1.41 11,6 £1,7 4,7+ 27£39* 49 08 51 09 99 =17
. 83,8 357 50,9 +
T'Esc (%) 20 70,8 +4 5 o* 7 0% 86,1 +3,1 86,8 1,6 81,1 31
’ 54,3 + 69,8 + 2264 + 162+ 59,4 +
T A . 1 L 1 1
Pe) 8,50 10,7 28,7+ 23 5+ 29,6 #5306 £57 155
. 503,2 £ 425,1 £ 2144 + 3054 % 487,1 £
T E . i) ) i) ) L]
sc.(s) 12.4 244 35,6+ 43,3+ 516,6 £19 521,2 10 191
ATIVIDADE
EXPLOR.
69 12(9- 3 3(3 3 3
N°de Ap. 5(4-5) 7(6-9) 14)* 11(3-14) (3-4) 4(3-455) 5(3-5)
14(11- 20
Cruz. 9(7-11) 17) (17-21)* 18(7-24) 6(5-8) 8(6-9,5) 8(6-12)
AVALIACAO
DE RISCO
40,7 +
Head-out 10.2 50+22,8 16,5 £3,2 33,2 7,6 52,2 57 443 8,6 47,8 53
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TABELA 6 - Comparacao da resposta defensiva entre o s grupos PBS (controle),

A10 (atenolol 10 nmol no PMd), A40 (atenolol 40 nmo I no Pmd) e Afo (atenolol

fora do PMd) durante a familiarizacdo e a exposi¢ao ao odor de gato. Anova

seguida de Newman Keuls - valores expressos em médi a * e.p.m. para 0s
parametros tempo de aproximagdo, tempo escondido e tempo de  head-out
Kruskal Wallis seguido de Mann Whitney — valores ex pressos em mediana *+i.Q.

para os parametros nimero de aproximacdes e cruzame ntos. *p<0,05 comparado

ao grupo salina. Legenda: PARAM=Parametros, N°= numero; T'= temp@,=Aaproximacdo; Esc= escondido; Cruz.

Cruzamentos, Comport.=Comportamento; Explor.= Exgpvia.

FAMILIARIZACAO ODOR DE GATO
PARAM PBS Al10 A40 Afi PBS A40 Afi
° A10 °
COMPORT.
DEFENSIVO
T Ap. (%) 25,3 #1,8 29,3 2,3 30,3 2,7 27,9(1,86) 6,5 1,73 31 +4,74* 31,8 +4,1* 11,2 +4,1

T Esc.(%) 44,8 +6,3 34 3,2 413 #41 40,3(4,34) 87,4 £3,14 39,6 +7,01* 41 4+55* 78 16,3

T'Ap.(s) 152,2 #11,2 176+14,3 182,2 +16,3 167,8 +11,9 39,12 +10,4 186,5 +28,4* 191+24,7* 67,4 £24,8

TEse(s 2093383 204 194 2478 %25 2419 226 5247 188 2380 +421% 246:33,1* 4682 +38,1

ATIVIDADE

EXPLOR.
12,5(105-  13(11- 14(11-

\° Ap 1(4’5) 1(6) 9(8-14) 12(10-15) 3(L55) 19(14-21)* 2(2)* 3(1-8)
20,5(18- 21(20- 21(18-

Cruz. 2% ) 16(14-21) 19(1822) 6(3-10) 31(26-33)* o 8(2-13)

AVALIACAO

DE RISCO

Head-out 2451 154 +49 11,8 2,39 143 +35 1153 +246 612,07 82 +475¢ 1046 22,1
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TABELA 7 - Comparacao da resposta defensiva entre o s grupos PBS (controle),

A10 (Atenolol 10 nmol no PMd), A40 (Atenolol 40 nmo I no Pmd) e Afo (Atenolol

fora do PMd) durante o contexto. Anova seguida de N ewman Keuls - valores
expressos em média + e.p.m. para 0s parametros tempo de aproximagao, te mpo
escondido e tempo de head-out . Kruskal Wallis seguido de Mann Whitney —

valores expressos em mediana + i.g. para o0s parametros numero de
aproximacdes e cruzamentos. *p<0,05 comparado ao gr upo salina. Legenda: N°= nGimero;

T’= tempo; Aprox.= aproximagao; Esc= escondido.

. CONTEXTO

PARAMETROS
PBS ATE10 ATE40 ATE-FORA

COMPORTAMENTO
DEFENSIVO
T Aprox. (%) 11,8 #1,8 32,8 +3,89* 29,4  +4,67* 17,5 3,61
T’ Esc. (%) 79,2 +2,2 29,7 6,7* 42,8 £9,13* 65,7 4,8
T Aprox. (s) 71,3 £10,8 197,1 +23,3* 176,8 +28,05* 105 #21,7
T Esc. (s) 475,4 #13,5 178,5 +40,7* 257,2  +54,7* 394,2 29
ATIVIDADE
EXPLORATORIA
N° Aprox. 5(4-8) 12(10-13)* 8(6-9) 5(3-6)
Cruzamentos 11(8-15) 18(14-20)* 13(9-16) 10(7-14)
AVALIACAO DE
RISCO
Head-out 32,8 +7,4 16,8 +4,7* 25 11,4 57 9,5
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Figura 19. Avaliagdo comportamental dos grupos cont role (odor neutro),
salina e midazolam (0,25 mg/Kg,i.p., 30 min antes) durante a exposig¢édo ao
odor e ao contexto nos parametros tempo de aproxima ¢do (s) e tempo
escondido (s). #p<0,05 comparado ao grupo controle; *p<0,05 comparado ao
grupo salina; n=8-9. Valores em média *e.p.m.
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Figura 21. Avaliacdo do comportamento defensivo dos grupos Salina (Sal),
Propranolol (Prop) e Nadolol (Nad) durante a exposi ¢do ao odor de gato e ao
contexto nos paradmetros tempo de aproximagéo (em se gundos) e tempo escondido
(em segundos). Anova seguida de Newmann Keuls - val ores expressos em média
e.p.m.; *p<0,05 comparado ao grupo salina; n=18-2 7 (odor de gato), n=7-11
(contexto). Legenda: S=Salina; P=Propranolol; N=Nadolol.
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Figura 22. Avaliagdo do comportamento defensivo dos grupos PBS (Controle),
A10 (Atenolol 10 nmol no PMd), A40 (Atenolol 40 nmo | no PMd) e Afo (Atenolol
fora do PMd) durante a exposicao ao odor de gato e ao contexto nos parametros
tempo de aproximagdo (em segundos) e tempo escondid o (em segundos). Anova
seguida de Newman Keuls - valores expressos em médi a = e.p.m.; *p<0,05

comparado ao grupo PBS; n=7-15.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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