UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA

MODULACAO DAS FUNCOES DO SISTEMA GLUTAMAATI'ERGICO PELO
RECEPTOR SEROTONINERGICO 5-HT1a DA SUBSTANCIA CINZENTA
PERIAQUEDUTAL DORSAL NO COMPORTAMENTO DEFENSIVO DE RATOS.

CLADIS LOREN KIEFER MORAES

Orientador: Prof. Dr. Antonio de Padua Carobrez
Floriandpolis, SC

2008



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

MODULACAO DAS FUNCOES DO SISTEMA GLUTAMATI'ERGICO PELO
RECEPTOR SEROTONINERGICO 5-HT1A DA SUBSTANCIA CINZENTA
PERIAQUEDUTAL DORSAL NO COMPORTAMENTO DEFENSIVO DE RATOS.

CLADIS LOREN KIEFER MORAES

Tese apresentada ao Curso de Pés-Graduacdo em
Farmacologia do Centro de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Santa Catarina como
requisito parcial para obtengéo do titulo de doutor em
Farmacologia

Orientador: Prof. Dr. Antbnio de Padua Carobrez

Floriandpolis - SC
2008

I



O tempo nao é algo que se possa olhar para tras.
Portanto, plante seu jardim e decore sua alma,

Ao invés de esperar que alguém lhe traga flores.

Shakespeare
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RESUMO

Vérios estudos tém caracterizado o envolvimento da substancia cinzenta
periaquedutal dorsal (SCPd) nas respostas defensivas exibidas por roedores diante de
estimulos aversivos, como a exposicao a ambientes com espacgos abertos, quando
submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado (LCE), ou na presenca de um choque
elétrico. Varios neurotransmissores, como glutamato e serotonina, modulam o
comportamento defensivo relacionado a ansiedade na SCP dorsal. Dados na literatura
mostram que ambos 0s receptores para glutamato subtipo n-metil-d-aspartato (NMDA)
e para serotonina do subtipo 5-HT1a da SCP dorsal interferem nas respostas sutis como
a esquiva inibitoria, entretanto, uma possivel interacao entre estes receptores necessita
ser melhor investigada. Com base nestes aspectos, o objetivo do presente estudo foi
investigar se a ativagdo ou o bloqueio do receptor 5-HT1a da SCP dorsal pode interagir
funcionalmente com o receptor NMDA em animais expostos a tarefa do LCE e a
esquiva inibitéria do tipo descida da plataforma. A infusdo de NMDA 25 pmol foi
avaliada em ratos pré-tratados com o antagonista do receptor 5-HT1A» WAY100135 (2 e
5 nmol). Além disso, o efeito do NMDA 100 pmol foi avaliado em ratos pré-tratados com
0 agonista do receptor 5-HT1a (2 € 8 nmol). Os resultados mostraram que a infusao de
NMDA 25 pmol na SCP dorsal aumentou o comportamento de esquiva inibitéria no
LCE. O efeito do tipo ansiogénico foi suprimido pelo pré-tratamento com WAY100135
na dose de 5 nmol. Embora a dose de 100 pmol tenha falhado em aumentar a resposta
de esquiva no LCE, quando comparado ao grupo controle, o pré-tratamento com o
agonista do receptor 5-HT1a, 8-OH-DPAT, nas doses de 8 nmol, fez com que a dose de
NMDA 100 pmol produzisse um efeito do tipo ansiogénico. Da mesma forma, o pré-
tratamento com 8-OH-DPAT reverteu o prejuizo da esquiva inibitéria do tipo descida da
plataforma, causado pela infusdo de NMDA nas doses de 25 e 100 pmol quando
injetado na SCP dorsal antes do treino, enquanto o pré-tratamento com 8-OH-DPAT
apds o treino néo foi capaz de reverter o prejuizo da esquiva causado pelo NMDA 25
pmol. Estes resultados sugerem uma interacao entre os receptores 5-HT1a € NMDA da

SCP dorsal na modulagédo do comportamento defensivo.
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ABSTRACT

Several studies have been defined the dorsal periaquedutal gray (dPAG) matter
as the responsible for the defensives responses by the rodents in aversive
stimulation, as the exposition in opening spaces as the elevated plus maze (EPM) or in
a presence of a electrical chock. Several neurotransmitters as glutamate and serotonin,
modulate the defensive behavior that are related to the anxiety in the dPAG. Data in the
literature have been shown that receptors for glutamate sub-type N—methyl-D-aspartic
acid and for serotonin, sub-type 5-HTa from dPAG interfere with subtle responses such
as inhibitory avoidance, but a possible interaction between this neurotransmitter system
in this responses remains to be better investigated. Based in those aspects, the
objective of this work was to investigate whether the agonist and antagonist of the 5-
HT1a receptor located in the dPAG would interact with NMDA function in animals
exposed to the elevated EPM task and training and test of step-down one trial inhibitory
avoidance task (SIDA). The effect of NMDA 25 pmol was evaluated in rats pretreated
with the 5HTa receptor antagonist WAY100135 (2 and 5 nmol). Besides this, the
effects of NMDA 100pmol was evaluated in rats pretreated with the 5HTqa receptor
agonist 8-OH-DPAT (2 e 8nmol).The results had shown that the infusion of NMDA25
pmol in the dPAG increased the inhibitory avoidance behavior in the LCE. The
ansiogenic-like effect of the NMDA was counteracted by the pretreatment with
WAY100135 (5nmol). Although 100 pmol of NMDA failed to increased inhibitory
avoidance to control group, in rats pretreated with 8-OH-DPAT (2 and 8 nmol) this
NMDA doses produces an ansiogenic-like effects. In the same way, the pretreatment
with 8-OH-DPAT (2 and 8 nmol) before the training in avoidance inhibitory task had
reverted the impairment induced by NMDA (25 and 100 pmol) injected in the dPAG in
rats submitted in the inhibitory avoidance task, but, the pretreatment with 8-OH-DPAT (8
nmol), after the training, wasn’t able to attenuate the impairment caused by NMDA
25pmol. These results suggest an interaction between the 5-HT1a receptors and NMDA
of dPAG in the defensive behavior modulation.
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1 INTRODUCAO

1.1 Comportamento defensivo

As emocgdes possuem grande valor adaptativo para o individuo e estdo associadas a
diferentes fungdes de sobrevivéncia — protecdo contra o perigo, alimentagéao,
reproducédo, cuidados com a prole — cada uma delas provavelmente requer diferentes
sistemas cerebrais. A emogado envolve a expressdao de sentimentos que podem ser
agradaveis ou desagradaveis; manifestacbes comportamentais, isto €&, respostas
motoras que podem ser estereotipadas e, desta forma, de natureza reflexa ou
involuntaria; e manifestagdes fisiolégicas enddcrinas e autonémicas (LENT, 2004). No
que diz respeito ao medo e a ansiedade, e de acordo com a perspectiva evolutiva, tais
sensagbes sao manifestagcbes emocionais decisivas relacionadas a diferentes
estratégias de defesa empreendidas pelos em resposta a situacdes de perigo e ameaca
que podem comprometer a sua sobrevivéncia (GRAEFF e GUIMARAES, 2001). O
medo difere da ansiedade na medida em que € uma resposta a uma ameaca
conhecida, externa, definida, enquanto ansiedade pode ser definida como um estado
subjetivo induzido pela expectativa de perigo. A ansiedade é uma resposta habitual,
com carater importante e necessario no que diz respeito a adverténcia de perigos que
podem ameagcar a integridade fisica. No entanto, quando muito intensa a ansiedade
pode interferir na capacidade de concentracdo e desempenho de tarefas intelectuais

(GRAEFF e GUIMARAES, 2001). Emoces como medo e ansiedade apresentam



correlatos comportamentais mais claros entre animais e seres humanos possibilitando
desta forma o estudo de sua base neurobiologica (LENT, 2004). Embora as espécies
tenham suas préprias formas de reagir ao perigo, a similaridade dos padrées de
resposta é a regra. Na verdade, ndo séao as formas de expressdo do medo, mas sim 0s
diferentes estimulos que ativam o sistema de defesa que diferenciam as reagdes de
medo em seres humanos e em outros animais. Cada animal é capaz de detectar as
situacdes de perigo especificas para ele, mas o uso das estratégias de reacao — fuga,
imobilidade, agressao, submissdo e os ajustes fisiologicos — € comum a todas as
espécies.

Embora emocgdes como medo e ansiedade facam parte do comportamento de
defesa, este também pode ser resultante de condicdes ambientais. Por exemplo, um
animal que se defronta com um predador foge se for possivel, caso contrario adota uma
postura de ameaga. Porém, se o predador ndo se intimida, passa a atacé-lo. Neste
sentido, estudos realizados por Blanchard e Blanchard (1989, 1990) utilizando ratos
selvagens, mostraram que as estratégias de defesa exibidas pelos animais variam com
o tipo de ameaca. Estes pesquisadores caracterizaram trés niveis de defesa contra
predadores. O primeiro nivel ocorre em resposta a um perigo potencial, onde o animal
desempenha uma exploragdo cautelosa (risk assessment), andando com o corpo
estirado e o ventre rente ao solo, caracterizando respostas defensivas sutis. Respostas
defensivas evidentes ocorrem a partir do segundo nivel frente a um perigo distal,
quando o predador esta ausente, porém encontra-se a certa distancia. Nesta situagao,
o animal adota uma postura de imobilidade tensa (congelamento), preparando-se para
a luta ou fuga. Finalmente, o terceiro nivel se da quando o predador esta muito préximo

ou ja estabeleceu contato com a presa. Esta situagdo faz com que o rato fuja
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rapidamente ou, quando a fuga é impossivel, ataque violentamente o predador. Essas
manifestacbes comportamentais estdo associadas a ajustes fisiolégicos que dao
suporte ao desempenho das reacgdes de defesa.

Um aspecto relevante a ser comentado diz respeito a influéncia do aprendizado
na expressdo do medo/ansiedade. Estimulos discretos ou contextos ambientais
originalmente neutros passam a evocar o0 medo quando estdo associados a estimulos
aversivos. Por exemplo, se um rato levou choque elétrico nas patas quando se
encontrava no interior de uma caixa experimental, apresentara imobilidade tensa,
quando recolocado no mesmo ambiente. Evolutivamente, o aprendizado das respostas
defensivas frente a estimulos previamente condicionados e que remetem a ameaca é
essencial para a sobrevivéncia das espécies e pode ser considerado um componente
do sistema comportamental defensivo de mamiferos (FANSELOW, 1994).

As emocgbes como medo e ansiedade s&o ajustadas fisiologicamente e tém
como fungao preparar o0 organismo para situagdées de ameaca ou perigo. Entretanto,
quando o medo e a ansiedade sdo mais constantes e persistentes eles interferem nas
atividades da vida normal, resultando em grande sofrimento. Nestes casos a resposta
defensiva deixa de ser Uutil, tornando-se um disturbio de ansiedade (LEDOUX, 1998,
KORTE e DE BOER, 2003). Assim, o estudo e a compreensdo do comportamento
emocional no homem dependem, em grande parte, do estudo do comportamento em
animais. Logo, a importancia dos modelos animais fica evidente para uma melhor
compreensdo das bases neurais do comportamento defensivo, bem como para a

descoberta de novas abordagens terapéuticas (BRANDAO, 2002).



1.2 Modelos para estudo do comportamento defensivo

1.2.1 Labirinto em cruz elevado

Os modelos animais tém sido amplamente utilizados para estudar o
comportamento de defesa, os diferentes sistemas de neurotransmissao e as diferentes
estruturas neurais envolvidas neste comportamento (GRIEBEL, 1995; TEIXEIRA e
CAROBREZ, 1999; CAROBREZ e BERTOGLIO, 2005).

Um modelo utilizado para avaliar o comportamento defensivo € o Labirinto em
Cruz Elevado (LCE). O LCE é um dos mais populares modelos de ansiedade e
fundamenta-se no repertério natural de defesa do rato. Este modelo deriva do trabalho
de Montgomery (1955) e reflete a relagao entre a motivagao exploratéria dos ratos em
ambientes novos e potencialmente aversivos e 0 comportamento de esquiva, desta
forma criando um claro conflito entre aproximacao/esquiva (RODGERS e COLE, 1994;
para revisdao ver RODGERS e DAVIS, 1997). O LCE consiste de dois bracos abertos
opostos a dois bragos fechados, elevados do chao. A resposta de esquiva aos bracos
abertos € concordante com a idéia de que estas areas evocam reacdo de medo maior
que a provocada pelos bragos fechados. Assim, as proporcdes das atividades
(freqiéncia de entradas e tempo) nos bracos abertos do LCE sao tidas como indices
tradicionais de ansiedade (HANDLEY e MITHANI, 1984; PELOW et al., 1985). Neste
contexto, animais tratados com drogas ansioliticas aumentam significativamente a

atividade exploratéria aos bracos abertos, e os tratados com drogas ansiogénicas



diminuem a exploracao relativa aos bragos abertos (PELLOW et al., 1985, GRAEFF e
GUIMARAES, 2001)

Estudos recentes indicam que a sensibilidade do modelo pode ser ainda
incrementada adotando-se uma abordagem mais detalhada, que inclua a analise de
parametros etoldgicos (posturas defensivas, reagdes de congelamento, comportamento
de avaliacdo de risco e esquiva) ou também a andlise minuto a minuto do perfil
comportamental do animal durante a exposicdo ao LCE (RODGERS et al., 1996,
BERTOGLIO e CAROBREZ, 2002).

O LCE, por ser um modelo que se fundamenta no repertério natural de defesa do
rato frente a um estimulo desconhecido, cria um conflito entre explorar um ambiente
novo e aversivo € a esquiva a este ambiente, e se caracteriza por uma resposta
defensiva menos intensa. Assim sendo, o estudo do comportamento de esquiva aos
bracos abertos é uma ferramenta Util para avaliar a participacdo de estruturas neurais e

sistemas de neurotransmissao neste comportamento.

1.2.2 Esquiva inibitdria do tipo descida da plataforma

O comportamento defensivo descrito anteriormente compreende reac¢des defensivas
frente a estimulos ameagadores. Um conjunto elaborado de respostas € necessério, e a
capacidade de deteccdo, elaboracdo e coordenacdo de estratégias defensivas
determina o comportamento defensivo. Diferentes tipos de estimulos podem acionar o
sistema de defesa. Os estimulos ameacgadores podem desencadear reagdes de defesa

sem necessidade de aprendizagem. No entanto, quando tais estimulos adquirem



propriedades aversivas por terem sido associados, anteriormente, a estimulos nocivos,
0 ambiente passa a sinalizar um carater aversivo e as respostas desencadeadas s&o
influenciadas pelo aprendizado (GOLD, 1986). Assim sendo, estimulos ameacgadores
como, choque nas patas, exposicdo ao predador e odor de gato também podem ser
condicionados ao contexto e a pistas associativas e assim evocar um comportamento
defensivo (BLANCHARD E BLANCHARD, 1969, FANSELOW, 1980). Porém, é a
capacidade de reagir adequadamente as ameacas que garante a sobrevivéncia dos
individuos e dos animais.

Dentre os modelos experimentais usados para se estudar aprendizagem e meméria
emocional, o teste da esquiva inibitéria do tipo descida da plataforma tem sido muito
usado para estudar o efeito de drogas na aprendizagem e na memoria, a partir de
manipulagdes farmacoldgicas antes e apds o treino e antes do teste com o objetivo de
avaliar a aquisicao, consolidacdo e evocacao do aprendizado de memorias aversivas
(GOLD, 1986). Neste teste, a aprendizagem aversiva € adquirida imediatamente apés o
animal ser colocado e descer de uma plataforma para uma grade em uma caixa e,
pareado com um unico choque elétrico emitido nas patas, sendo em seguida removido
deste contexto. A medida da retengdo da memoria é avaliada 24 horas apéds, através da
re-exposi¢ao do animal ao contexto do condicionamento, pela aténcia de descida da
plataforma (IZQUIERDO et al., 1992; IZQUIERDO e MEDINA, 1997). Neste protocolo
experimental, a sessao treino requer que 0 animal associe o contexto com o choque,

sendo que estes dois componentes foram apresentados durante uma unica sessao.



1.3 Substrato neuroanatomico do comportamento defensivo

Os estudos conduzidos para investigar as bases neurobioldégicas do medo e da
ansiedade tém-se valido de técnicas como a estimulagéo elétrica, lesdo ou injecao de
drogas em estruturas encefdlicas para o mapeamento das estruturas envolvidas na
génese e controle destes comportamentos defensivos. No entanto, o substrato neural
para esses comportamentos ainda nao esta totalmente esclarecido. Baseado em um
conjunto de evidéncias experimentais, Graeff (1981) propds a existéncia de um sistema
cerebral aversivo (SCA), envolvido com a expressao de alteracbes comportamentais e
neurovegetativas, atuando quando a fonte de ameaca esta muito proxima. Este sistema
teria como substrato neural o hipotalamo medial, a amigdala e a substancia cinzenta
periaquedutal dorsal (SCPd), ao qual mais tarde foi proposta a incorporagao do coliculo
superior e inferior e passou a ser identificado como sistema encefalico aversivo (SEA;
BRANDAO, 1999). Além do SEA, Gray, em 1982, propds o envolvimento do sistema
septo-hipocampal (SSH) na mediacdo do comportamento defensivo, como principal
substrato neural do sistema de inibicdo comportamental (SIC), responsavel pelo
controle da supressao do comportamento, com aumento da vigilancia e da avaliagao de
risco. Em 2000, Gray e McNaughton, baseados em novos conhecimentos que surgiram
apds a publicacao da teoria de 1982, reformularam alguns conceitos e integraram o
construto do SIC com o do SCA, ressaltando que os substratos neurais desses dois

sistemas atuam de modo complementar na realizacao de respostas defensivas.



1.4 Substancia cinzenta periaquedutal e comportamento defensivo

Quanto aos seus aspectos anatbémicos, a substancia cinzenta periaquedutal
(SCP) é uma estrutura mesencefalica que circunda o aqueduto de Sylvius. E
subdividida anatémica e funcionalmente em quatro colunas neuronais longitudinais ao
longo do seu eixo rostro-caudal. Estas colunas sdo denominadas de: dorsomedial,
dorsolateral, lateral e ventrolateral, devido as suas posi¢cées em relacdo ao aqueduto
(BANDLER e DEPAULIS, 1991). Por ser inervada por uma abundante rede de vias
aferentes e eferentes, a SCP ¢é considerada uma estrutura cerebral complexa
(MANTHY, 1982a; 1982b; BEITZ e SHEPARD, 1985). A profusa inervacao da SCP
estaria de acordo com a sua participacdo na integracdo de muitas funcdes importantes
para a sobrevivéncia do organismo, tais como: processamento e modulacdo da
informacéo dolorosa, controle motor e cardiovascular e respostas defensivas (BEITZ,
1990, 1995; BEHBEHANI, 1995).

A literatura mostra evidéncias de que a estimulacdo da SCP é capaz de produzir
uma analgesia tao profunda em ratos que uma laparotomia poderia ser realizada sem o
uso de anestésicos (REYNOLDS, 1969). Além disso, a estimulacdo da SCP dorsal em
humanos, além de produzir analgesia, promovia em pacientes cirirgicos sensacoes
intoleraveis de medo intenso, de pavor e de morte iminente, acompanhadas de
alteragdes autondémicas como: piloerecao, sudorese, aumento da freqiiéncia cardiaca e
ruborizacdo da face e pescoco (NASHOLD et al., 1969). Muito importante também
foram os estudos com estimulacao elétrica e quimica da SCP dorsal em animais de

laboratério, que evocam comportamentos defensivos. As respostas obtidas sdo do tipo



luta ou fuga, e sdo acompanhadas de uma complexa série de mudangas
cardiovasculares e motoras (BANDLER e CARRIVE, 1988; KRIEGER e GRAEFF,
1985). Contudo, para melhor avaliar as fungdes defensivas mediadas pela SCP foram
realizados estudos utilizando a estimulagdo quimica através do uso de aminoacidos
excitatérios (DE OCA, 1998; BRANDAO, et al., 1999; TEIXEIRA e CAROBREZ, 1999;
CARVALHO-NETO et al., 2006). A participagdo da SCP no medo e na ansiedade tem
sido bem caracterizada dado o efeito da administracdo de benzodiazepinicos nessa
estrutura neural, que desencadea um efeito ansiolitico (GRAEFF et al., 1993; MENARD
e TREIT, 1999). Em concordancia com estes achados, outros estudos utilizando leséo
da SCP mostraram que as reacgdes defensivas observadas pela estimulagdo do
hipotdlamo ou da amigdala foram abolidas ou eliminadas. Essas pesquisas sugerem,
que a SCP seria uma via comum para respostas defensivas, cuja integridade parece ser
essencial para a coordenacao da reatividade defensiva do animal (BANDLER, 1988;
GRAEFF et al.,, 1988). Ao longo dos anos, varios estudos comportamentais tém
mostrado que a SCP é uma estrutura critica na selecao, organizacao e no comando das
reagcdes defensivas comportamentais e neurovegetativas (BANDLER, 1988;
FANSELOW, 1991; BRANDAO et al., 1999; CAROBREZ et al., 2001).

Embora o papel da SCP nos mecanismos associados com o medo e a ansiedade
esteja bem caracterizado, a literatura também mostra seu envolvimento em aspectos
relacionados ao aprendizado de respostas emocionais condicionadas (DI SCALA et al.,
1987; DE OCA et al., 1998; WALKER e CARRIVE, 2003). De acordo com Fanselow
(1991), a amigdala canaliza a chegada do estimulo do meio e entdo sinaliza para a
SCP o grau de ameacga que ele representa para o organismo, e este, por sua vez,

seleciona, organiza e executa reacdes defensivas neurovegetativas e comportamentais
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apropriadas. Os experimentos desenvolvidos por Canteras e colaboradores
demonstraram que o nucleo pré-mamilar do hipotalamo, que é uma estrutura critica
para mediar respostas defensivas desencadeadas pela presa diante de situacGes de
ameaga, envia densas projegdes neurais para a SCP dorsolateral (CANTERAS E
SWANSON, 1992; CANTERAS et al. 2001). Estudos mais recentes desenvolvidos por
Canteras e colaboradores (2008) demonstraram que no estimulo condicionado ha uma
ativacdo do nucleo pré-mamilar dorsal do hipotdlamo (PMd) sugerindo que esta via
poderia se projetar para a SCP sinalizando o grau de ameaca. Desta forma a ativacao
da SCP nao se daria diretamente pela amigdala, mas sim via PMd (CANTERAS et al.,
2008). Desta forma, a SCP parece estar envolvida com a dindmica do processo
associativo durante o condicionamento e, para tal, pode estar interagindo com
estruturas mais rostrais no cérebro, modificando o processamento das informacdes

(VIANA E BRANDAO et al., 2003; MILLAN, 2003; MARTINEZ et al., 20086).

1.5 Participacao dos receptores NMDA na modulacio do comportamento

defensivo

De acordo com o exposto acima, a SCP tem um papel fundamental na geracéo e
mediacdo de comportamentos defensivos, evidenciados inicialmente por estimulagao
elétrica e posteriormente por estimulacdo quimica. Varios sistemas de
neurotransmissao tém sido associados com a mediagdo do comportamento defensivo

pela SCP entre os quais os aminoacidos excitatérios (AAE). O glutamato € o principal
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neurotransmissor  excitatério do sistema nervoso central de mamiferos
(COLLINGRIDGE e LESTER, 1989) e exerce suas acoes em receptores especificos,
classificados como ionotropicos, ligados a um canal ibnico, e metabotrépicos, ligados a
proteina G (HOLLMAN e HEINEMANN, 1994). Os receptores ionotrépicos subdividem-
se em trés subgrupos: N-metil-D-aspartato (NMDA), &cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazol-propionic, (AMPA) e cainato, classificados de acordo com suas propriedades
agonisticas (LEESON e IVERSEN, 1994).

O sistema glutamatérgico, em especial os receptores NMDA, tem sido alvo de
muitos estudos, estando envolvido em uma série de fungdes no sistema nervoso central
(SNC), tais como: memoria, aprendizado, desenvolvimento neuronal e plasticidade
sinaptica (MORRIS e DAVIS, 1984; BLISS e COLLINGRIDGE, 1993; LUJAN et al.,
2005); excitotoxicidade neuronal decorrente de isquemia e hipoglicemia (MCCULLOCH,
1992); epilepsia e outras doencas neurodegenerativas (MELDRUM, 1985, 2000);
dependéncia e tolerancia quimica (ROSSETTI e CARBONI, 1995); dor neuropatica
(EISENBERG et al., 1998) e os transtornos emocionais, como a ansiedade e depressao
(para revisao ver CAROBREZ, 2003; BERGINK et al., 2004).

Nos ultimos anos, pesquisas comportamentais destacam o envolvimento do
receptor NMDA na mediagdo do comportamento defensivo. Injecbes sistémicas de
antagonistas competitivos ou ndao-competitivos tém mostrado efeitos do tipo ansiolitico
em diversos modelos animais de ansiedade (STEPHENS et al., 1986; BENNETT E
AMRICK, 1987; TRULLAS et al., 1989; KEHNE et al., 1991; BLANCHARD et al., 1992,
BERTOGLIO e CAROBREZ, 2003).

De modo complementar, estudos revelam que os receptores NMDA estéo

presentes de forma expressiva na coluna dorsolateral da SCP em toda a sua extenséao
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rostrocaudal (ALBIN et al., 1990; BEITZ, 1995). Assim a microinjecdo de agonistas
NMDA na SCP dorsal evocam respostas comportamentais e neurovegetativas
caracteristicas da reacdo de defesa e estes efeitos podem ser bloqueados
seletivamente por antagonistas dos aminoacidos excitatérios (CAROBREZ, 1987;
GRAEFF et al.,, 1988). Trabalhos posteriores revelaram um perfil ansiolitico de
antagonistas de receptores NMDA, quando injetados na SCP dorsal (DUNN et al.,
1989; GUIMARAES et al., 1991; TEIXEIRA e CAROBREZ, 1999; CAROBREZ et al.,
2001; MOLCHANOV e GUIMARAES, 2002), de ratos avaliados em diferentes modelos

animais de ansiedade.

1.6 Participacao dos receptores serotoninérgicos 5-HT;a na modulacao do

comportamento defensivo

Estudos na literatura tém sido conduzidos demonstrando que a serotonina (5-HT)
pode ser consideranda um neurotransmissor importante envolvido na modulagcdo de
comportamentos fisiolégicos como apetite, memaria, humor, regulacao da temperatura
corporal, processamento sensorial e atividade motora, comportamento sexual e
emocional, incluindo medo, ansiedade e agressdao (GRIEBEL, 1995). A diversidade
dessas fungdes pode estar relacionada a sua interagdo com varios outros sistemas de
neurotransmissdo, uma vez que o sistema serotoninérgico central que se origina no
mesencéfalo, nos nucleos da rafe, € amplamente distribuido para varias regides

cerebrais (AZTMIA e SEGAL, 1978; para revisao ver MILLAN, 2003).
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A 5-HT exerce suas funcdes através de varios tipos de receptores. Até o momento,
varios tipos e subtipos de receptores foram caracterizados. No entanto, a sua fungéao
fisiolégica ndo tem sido totalmente relacionada. Dos varios receptores caracterizados
(5-HT1apcpEF 5-HToagc; 5-HTaapc; 5-HT4, 5-HTsap; 5-HTe; 5-HT7) a maioria deles
pertence a familia dos receptores acoplados a proteina G (5-HT+1, 5-HT2 e 5HT4, 5-HTs,
5-HTe, 5-HT7), enquanto que um numero menor faz parte da familia dos receptores
acoplados a canais idnicos (5-HT3) (MOULIGNIER, 1994).

Os receptores 5-HT1a compreendem varias subclasses (MOULIGNIER, 1994), sao
caracterizados por sua alta afinidade pela 5-HT e estdo entre os de maior interesse na
pesquisa cientifica, dada a sua participacgdo na modulacdo do comportamento
emocional, como no medo e na ansiedade (DEAKIN e GRAEFF, 1991; HANDLEY,
1995), além de integrar funcbes complexas como a cognicdo (MENESES, 1999;
MENESES, 2007). Os receptores 5-HT1a estdo localizados tanto pré-sinapticamente
(auto-receptores somatodendriticos) sobre neurbnios nos ndcleos da rafe quanto pos-
sinapticamente em estruturas limbicas, entre as quais amigdala, hipocampo e SCP. A
ativacdo de receptores pré-sinapticos resulta em inibicdo da atividade neuronal e
consequente diminuicdo na neurotransmissdo de 5-HT, assim como a ativacdo de
receptores 5-HTa pds-sinapticos levam a uma inibicdo neuronal em areas cerebrais
como hipocampo, septo e SCP, por estarem acoplados a proteina G inibitéria
(GRIEBEL, 1995; GRAEFF, 2002).

De acordo com a literatura, o interesse no estudo do receptor 5-HT1a intensificou-
se com o potencial terapéutico de drogas que atuam neste receptor no tratamento de
transtornos da ansiedade, com a introdugdo na pratica clinica da buspirona, um

agonista parcial do receptor 5-HT1A (EISON e TEMPLE, 1989) com propriedade
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ansiolitica semelhante aos benzodiazepinicos, assim como, dos inibidores da
recaptacdo da serotonina pela sua acdo antidepressiva (ARGYROPOULUS et al.,
2000).

Em termos de experimentagdo animal, pesquisas comportamentais sobre a
reacado defensiva envolvendo o receptor 5-HTia na SCP dorsal tém mostrado que o
comportamento de fuga induzido pela estimulacao quimica com o aminoacido excitatorio
D,L-acido homocistéico (DLH) tem sido atenuado pela injecao prévia dos agonista 5-
HT1a, 8-hidroxi-2-(di-n-propylamino)tetralin (8-OH-DPAT) e
5 carboxamidotryptamina (5-CT), sugestivo de efeito antiaversivo (BECKETT et al.,
1992 a; BECKETT e MARDSEN, 1997). Corroborando essa proposi¢cao, Nogueira e
Graeff (1995) mostraram que a injecao intra-SCP dorsal do agonista do receptor 5-HTa,
8-OH-DPAT (DPAT) e BAY R 1531, aumentou o limiar aversivo produzido pela
estimulagao elétrica da SCP dorsal, caracterizando um efeito antiaversivo. Um modelo
muito utilizado para estudar o efeito de drogas intra-SCP dorsal, o labirinto em T
elevado, possibilita avaliar dois tipos de resposta, a fuga e a esquiva inibitéria (GRAEFF
et al., 1993). Neste modelo, Zanovelli e colaboradores (2003) mostraram que o uso de
agonista do receptor 5-HT14 na SCP dorsal levou a um prejuizo na resposta de fuga ao
mesmo tempo em que inibiu a esquiva inibitéria. Para melhor entender essas respostas
Deakin e Graeff (1991) sugerem que a fuga seria controlada pela SCP dorsal e que a
esquiva estaria sob o controle da amigdala. Assim, Deakin e Graeff (1991) sugerem que
este papel dual da 5-HT na SCP dorsal teria a finalidade de integrar diferentes tipos de
reacoes de defesa. Por vezes, responder com a fuga (via de ativacdo da SCP dorsal)
pode ser inapropriado em situagbes nas quais o perigo é apenas discreto e potencial.

Neste caso, estratégias mais flexiveis e elaboradas, como a esquiva comportamental,
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coordenada pela amigdala, podem ser mais eficazes (GRAEFF, 2002). Diante do acima
exposto, de acordo com a teoria de Deakin e Graeff (1991) neurbnios 5-HT exercem
uma modulagédo bidirecional sobre a resposta coordenada pela SCP dorsal, ou seja,
uma diminuicdo na liberacdo de 5-HT na SCP favorece a expressdo da resposta de
fuga, enquanto um aumento de 5-HT na SCP dorsal inibe a fuga (para reviséo ver
BRANDAO et al., 1999; LOVICK et al., 2000; GRIEBEL et al., 2000; ZANGROSSI et al.,
2001; DE PAULA E SOARES e ZANGROSSI, 2004; POBE e ZANGROSSI, 2005). Por
outro lado, De Paula e Soares e Zangrossi (2004) mostram a auséncia de efeito pelo
uso do antagonista 5-HTia intra-SCPd, sugerindo que a ativacao do receptor 5-HTqa
mas nao a inativagcao, pode interferir no desempenho de uma tarefa especifica (labirinto
em T elevado). Outros estudos, ainda utilizando modelos experimentais de
condicionamento, mostram o envolvimento da 5-HT na SCP dorsal inibindo respostas
defensivas observadas no contexto, como congelamento (MARTINEZ et al., 2007,
OLIVEIRA et al., 2007).

Como a 5-HT tem papel fundamental na regulacdo de muitas funcdes
fisioldgicas, as pesquisas tém demonstrado que a participacao do receptor 5-HTa nas
respostas defensivas induzidas quimicamente na SCP dorsal, pode ser do tipo
modulatéria (BECKETT et al., 1992; NOGUEIRA e GRAEFF, 1995; BECKETT e
MARSDEN, 1995; 1997).

Um aspecto importante a ser destacado considerando o efeito modulatério da 5-HT é
a sua interagdo com outros sistemas de neurotransmissdo como adrenérgico (AUDI et
al., 1989), glutamatérgico (LICATA et al., 1998; EDAGAWA et al, 1999; MAURA et al.,
2000; MAJID, 2006), e gabaérgico (LISTA et al., 1990; GRIFFTHS e LOVICK, 2002;

ROBINSON et al., 2003), descrito na literatura.
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Estudos tém demonstrado que a ativagdo do receptor 5-HT1a através do agonista
8-OH-DPAT pode diminuir a aversdo gerada na SCP dorsal por estimulagéo elétrica
(NOGUEIRA e GRAEFF, 1995) bem como diminuir o comportamento de fuga avaliado
em uma arena circular, induzido por microinje¢do do aminoacido D,L-homocistéico
(DLH) na SCP (BECKETT et al., 1992; BECKETT e MARSDEN, 1995). Nesses
modelos, a estratégia defensiva exibida pela estimulacao elétrica ou pelo aminoacido é
bem evidente e caracterizada por comportamento de fuga. No entanto, nao ha relatos
na literatura sobre a modulacao serotoninérgica mediada pela ativacao da SCP dorsal
no comportamento de esquiva aos bracos abertos no modelo do LCE e ao choque nas
patas no modelo da esquiva inibitéria do tipo descida da plataforma.

Assim, tendo em vista as consideracées mencionadas anteriormente sugerindo o
envolvimento da SCP dorsal na mediacdo do comportamento defensivo através do
sistema glutamatérgico e serotoninérgico, bem como as evidéncias implicando o
envolvimento modulatério do sistema serotoninérgico na mediacdo das respostas
comportamentais de defesa através de sua interacdo com o sistema glutamatérgico, o
presente estudo prop0s investigar as seguintes hipéteses:

1. O envolvimento dos receptores glutamatérgico do tipo NMDA da SCP dorsal

na mediacao da resposta defensiva de esquiva.

2. O papel modulatério dos receptores 5-HT1a da SCP dorsal sobre os receptores

glutamatérgicos tipo NMDA na mediacao da resposta defensiva de esquiva.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Para testar as hip6teses propostas, o presente estudo definiu como objetivo geral
investigar o efeito da infusdo de 8-OH-DPAT e WAY 100135 como agonista e
antagonista do receptor 5-HTia respectivamente, na SCP dorsal sobre a atividade
excitatéria decorrente da ativagéo do receptor de glutamato subtipo NMDA na mediagao
do comportamento de esquiva. Para alcangar o objetivo geral proposto, os seguintes

objetivos especificos foram delineados:

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a participagdo dos receptores glutamatérgicos subtipo NMDA da SCP
dorsal sobre o comportamento defensivo de ratos submetidos ao teste no LCE e
a tarefa de esquiva inibitéria do tipo descida da plataforma.

2. Avaliar a participagéo dos receptores serotoninérgicos do subtipo 5-HT1a da SCP
dorsal sobre o comportamento defensivo de ratos submetidos ao teste no LCE e
a tarefa da esquiva inibitéria do tipo descida da plataforma.

3. Avaliar a interacao entre os receptores NMDA do sistema glutamatérgico e os
receptores 5-HTa do sistema serotoninérgico da SCP dorsal no comportamento
defensivo de ratos submetidos ao teste no LCE e a tarefa da esquiva inibitéria do
tipo descida da plataforma.
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3 MATERIAIS E METODOS

Consideragdes Eticas

O presente trabalho envolveu procedimentos experimentais que estdo de acordo
com as normas da Sociedade Brasileira de Neurociéncias, e que foram aprovados pelo
Comité de Etica da Universidade Federal de Santa Catarina (278/CEUA e
23080.006118/2004-36/UFSC). Em adicao, procuramos utilizar um tamanho de amostra
minimo e adequado para as analises estatisticas e extrair o maximo de informacgdes

relevantes para o cumprimento dos objetivos propostos.

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar albinos machos, com 3-4 meses de idade, pesando
entre 300 e 400 g. Os animais foram alojados em gaiolas plasticas (15 x 36 x 30 cm),
em duplas ou trios. Durante todo o periodo de permanéncia no biotério, os animais
tiveram livre acesso a agua e ragao, e foram mantidos em ambiente com temperatura

(23 £ 1 °C) e ciclo de luz (12 h claro/escuro) controlados, iniciando o claro as 7 h.

3.2 Drogas e Solucoes

Nos experimentos realizados, as seguintes drogas foram utilizadas: xilazina (10
mg/ml; Rompun®, Bayer, Brasil), quetamina (58 mg/ml; Dopalen®, Agribrands, Brasil),
Xilocaina 2%( 2-dietil-N—[2,6-dietifenil]-acetamida HCI, RBI, EUA), (()-8-hidroxi-2-
dipropilaminotetralin HBr (DPAT; RBI, USA); (S)-WAY 100135 diidrocloridro (TOCRIS,
USA), N-Metil-D-Asparto (NMDA, Sigma, USA); Giemsa (Sigma-Aldrich), DPX (Fluka),
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CitriSolv TM (Fisher brand) e Azul de Evans (Sigma, EUA). PBS (tampao fosfato-salina)
foi utilizado como veiculo para dissolver as drogas e como solugdo controle. Para
dissolver WAY 100135 foi utilizado PBS e Tween 80 a 2%, veiculo (PBS com tween 80

2%).

3.3 Cirurgia Estereotaxica

Cada animal foi anestesiado com uma injecao IP (intraperitonial) de 1,5 ml/kg de
uma solugcao combinada (2:3) de xilazina e quetamina. Uma vez verificada a perda total
dos reflexos, procedeu-se a tricotomia de toda a parte superior da cabeg¢a do animal.

Ap6s a adaptagdo do animal ao aparelho estereotaxico (Stoelting, mod. 300,
EUA), realizou-se a assepsia da area desejada com alcool iodado. Injetou-se entdo
uma solugédo de xilocaina com adrenalina (2 %), por via subcutanea, com objetivo de
obter efeito anestésico local e vasoconstritor. Em seguida, realizou-se uma incisao
longitudinal no escalpo para a exposi¢cao da calota craniana permitindo a visualizagao
da sutura lambdéide. O cranio foi posicionado no aparelho estereotaxico de forma que o
bregma e o lambda ficassem situados em um mesmo plano horizontal. O osso foi
novamente seco e a calota craniana foi perfurada com uma broca odontoldgica para a
fixacdo de dois parafusos de aco inoxidavel e de uma céanula-guia de 13 mm. Os dois
parafusos foram colocados logo atras do bregma.

Para o implante da canula, as medidas foram aferidas e a elas adicionadas as
coordenadas obtidas do Atlas do encéfalo de ratos de Paxinos e Watson (1998)
referentes as por¢des caudal da SCPd (anteroposterior (AP)= -7,6 mm, em relagdo ao
Bregma, médio-lateral (ML) = +1,9 mm e dorso-ventral (DV) = -2 mm a partir da

superficie externa do osso craniano) em um angulo de 22 °. Na céanula foi adaptado um
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mandril n° 30, com o intuito de prevenir o seu entupimento.

Apoés adaptar os parafusos, a canula e o mandril, o osso foi seco e a area aberta
foi preenchida com uma camada de acrilico autopolimerizavel que, ao endurecer,
incorporou todas as pecas em uma prétese sélida. Decorridos alguns minutos para a
secagem total desta, o animal pdde ser retirado do aparelho estereotaxico. Apds a
cirurgia os animais foram mantidos em uma sala com o aquecedor ligado a uma
temperatura de 25° a 27°C para evitar a hipotermia consequiente da anestesia geral.
Posteriormente, os animais retornaram ao biotério nas caixas moradias (2-3 ratos por
gaiola), com livre acesso a agua e comida, onde permaneceram por no minimo sete

dias em recuperacao até a data do experimento.

3.4 Canulas e agulhas injetoras

As canulas-guia implantadas a fim de possibilitar as microinjecées na SCPd
foram confeccionadas em nosso laboratério a partir de agulhas descartaveis 25 x 7 mm.
As agulhas foram cortadas com o auxilio do paquimetro (Mitutoyo — Brasil), as canulas
foram ajustadas para 13 mm. Cada céanula possuia um anteparo (préprio da agulha
utilizada), o qual ndo permite a sua total introdugéo pelo orificio feito previamente com a

broca odontolégica.

3.5 Microinjecao intracerebral

As drogas administradas foram NMDA, um agonista do receptor NMDA,
dissolvido em tampao fosfato (PBS; pH 7.4), cuja solugao também serviu como controle;
8-OH-DPAT (DPAT), um agonista do receptor 5-HTa, que foi dissolvido em tampao
fosfato; WAY, antagonista do receptor 5-HT1a, que foi dissolvido em tween 80 a 2% cuja
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solugdo também serviu de solugdo controle. As doses das drogas e o volume de
infusdo foram escolhidos com base em experimentos anteriores realizados em nosso
laboratério, em experimentos piloto e de estudos anteriores (SENA et al., 2003). Uma
semana apos a cirurgia, os animais receberam infusdes de PBS, NMDA nas doses de
25 e 100 pmol, DPAT nas doses de 2 e 8 nmol e WAY nas doses de 2 e 5 nmol na SCP
dorsal. A infusdo foi efetuada por meio de agulha injetora (0,3 mm de diametro)
confeccionada a partir de agulhas odontolégicas, que excediam as medidas de
comprimento da canula-guia em 2 mm. Previamente ao procedimento de infusédo, o
tubo de polietileno (PE 10; Clay Adams, USA) e a microsseringa Hamilton foram
preenchidos com agua destilada e, uma bolha, formada através da aspiracdo de ar,
ficou entre agua destilada e a droga. Dessa forma, durante a infusdo, 0 movimento da
bolha que era visivel através do tubo de polietileno indicou o fluxo da droga
administrada. Para a microinje¢éo, o animal foi imobilizado manualmente e foi retirado o
mandril adaptado a canula-guia durante o ato cirdrgico. A cénula foi limpa com uma
lima odontoldgica, cortada de maneira a nao ultrapassar 13 mm de comprimento.
Posteriormente, a agulha foi introduzida pela canula e com o auxilio de uma bomba de
infusdo (0,5 ul/ 50s; modelo Bl 2000, Insight Ltda, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) foi injetado
em cada animal um volume de 0,3 pl de solucéo, através de uma taxa de infusdo de
0,60 pl / min, em 30 s. Apés a infusdo, a agulha injetora permaneceu no local por mais

um minuto, para facilitar a difus&o da solugéo.
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3.6 Modelos experimentais

Todos os testes comportamentais foram realizados durante a fase diurna do ciclo
claro/escuro entre 09:00 e 12:00 horas. Ao término de cada sessao experimental, o

animal foi retirado e o modelo experimental foi limpo com uma solugao de etanol a 10%.

3.6.1 Labirinto em cruz elevado

Esse equipamento, em forma de cruz (Figura 1), elevado 50 cm do chéo, é
composto por dois bragos fechados por paredes (50 x 10 x 40 cm) opostos a dois
bracos abertos (50 x 10 cm), sendo que tais bragos abertos sdo circundados por um
anteparo de acrilico, com 1 cm de altura, para evitar a queda dos animais. A area de
juncao dos quatro bracos, chamada de plataforma central, mede 10 X 10 cm. O modelo
estava localizado numa sala com luz amarela, cuja intensidade nao ultrapassava 44 lux.

No teste do LCE, os ratos foram submetidos a uma sessdo experimental
denominada de teste, durante 5 min. O teste comportamental foi registrado por uma
camara de video acoplado a um gravador de fitas VHS instalado em uma sala
adjacente, para posterior leitura do comportamento. Apds o teste de cada animal, o
LCE foi limpo com solugao de etanol 10%.

Os parametros comportamentais avaliados no LCE foram:

- Freqiiéncia de entradas dos animais com as 4 patas nos bracos abertos e nos bracos
fechados do labirinto.
- Tempo de permanéncia dos animais com as 4 patas nos bragos abertos e nos bragos
fechados do labirinto.
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Estas medidas tradicionais foram usadas para se calcular a porcentagem do
numero de entradas nos bracos abertos em relacdo ao numero total de entradas nos
quatro bracos (%EBA) e a porcentagem de tempo nos bragos abertos (%TBA), durante
os 5 minutos de exposi¢éao ao LCE.

- Avaliacdo de risco (AR), representado no LCE pela freqiéncia de tentativas de
entradas nos bragos abertos, sendo consideradas tentativas o comportamento de
estiramento do corpo a partir dos bracos fechados ou da plataforma central, com a
colocacao da cabeca e pelo menos uma, duas ou trés patas em um dos bracos abertos,
com posterior retracdo a posicao original. Este comportamento é realizado a partir dos
bragos fechados ou da plataforma central em direcdo aos bragos abertos.

- FreqUéncia de entradas nos bragos fechados (EBF), medida que representa atividade

exploratéria geral.

Figura 1. Fotografia do aparato labirinto em cruz elevado
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3.6.2. Esquiva Inibitéria do tipo descida da plataforma

O modelo da esquiva inibitoria foi realizado em uma caixa de acrilico (30 x 20 x
20 cm; Figura 2), com uma plataforma (20 X 8 X 1,5 cm) situada no lado direito da caixa
e com um piso gradeado de aco inoxidavel (barras gradeadas separadas 1 cm uma da
outra) no assoalho conectado a um sistema gerador de choques (Insight Ltda., Ribeirao
Preto, SP, Brasil), que permitiu a emissdo de choques elétricos com intensidade e
tempo definidos em 0,5 mA em 2 s. Este teste compreendeu uma sessao treino, na qual
um choque elétrico foi liberado imediatamente apds o rato descer espontaneamente da
plataforma para o piso, com as quatro patas, sendo retirado logo em seguida da caixa.
No dia seguinte foi realizada a sessao teste, com duragao maxima de 180 segundos, na
qual foi medido o tempo de permanéncia do animal sobre a plataforma. Assim, as
laténcias de descida da plataforma no treino e no teste, serviram como indice de
retencdo de memdria, e foram registradas pelo experimentador presente na sala do
teste. Durante o teste, a laténcia maxima de descida da plataforma foi de 180
segundos. As sessOes experimentais foram realizadas em um ambiente com

intensidade luminosa de 90 lux.
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Figura 2. Fotografia da caixa de esquiva inibitéria do tipo descida da plataforma

3.7 Procedimentos e protocolos experimentais

3.7.1 Avaliacao da participacao dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA da

SCPd sobre o comportamento de esquiva de ratos submetidos ao LCE

Neste experimento, os ratos foram submetidos ao teste no LCE apés a
microinjegcdo na SCPd de NMDA, nas doses de 25 e 100 pmol, seguindo o protocolo
esquematizado na figura 3, formando os seguintes grupos experimentais descritos
abaixo. O grupo controle aqui definido foi utilizado em todos os demais grupos, mesmo
que no desenho experimental eles aparecam repetidamente. Todos 0s animais
receberam duas injecdes porque o protocolo geral previa um pré-tratamento. O
desenho experimental serve de orientagdo para delineamento dos grupos, mas nao
representa a sequéncia de desenvolvimento experimental. As doses de NMDA foram
baseadas em experimentos anteriores realizados em nosso laboratério, uma vez que

nos interessava a dose de NMDA que no LCE demonstrasse efeito ansiogénico ou ngo.
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Grupo 1: PBS - PBS
Grupo 2: PBS — NMDA 25 pmol

Grupo 3: PBS — NMDA 100 pmol

3.7.2 Avaliacao da participacao dos receptores serotoninérgicos 5-HT1a da SCPd

sobre o comportamento de esquiva de ratos submetidos ao LCE

Neste experimento os ratos foram submetidos ao teste no LCE apds a
microinjegdo na SCPd de DPAT e WAY, seguindo o protocolo esquematizado na figura
3, formando os seguintes grupos experimentais descritos abaixo. As doses de DPAT e
WAY foram baseadas em estudos da literatura (SENA et al., 2003).

Grupo 1: Veiculo - Veiculo

Grupo 2: DPAT 2 nmol — Veiculo
Grupo 3: DPAT 8 nmol — Veiculo
Grupo 4: WAY 2 nmol — Veiculo

Grupo 5: WAY 5nmol — Veiculo

3.7.3. Avaliacao da participacao dos receptores serotoninérgicos 5-HTia sobre a
atividade glutamatérgica da SCPd sobre o comportamento de esquiva de ratos

submetidos ao LCE

Para avaliar inicialmente o efeito dos receptores 5-HTa através da injecao do
agonista DPAT sobre a atividade dos receptores NMDA os ratos foram submetidos ao
teste do LCE ap6s a microinjecao da droga, seguindo o protocolo da figura 3, formando
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0S seguintes grupos experimentais.

Grupo 1: Veiculo — Veiculo
Grupo 2: Veiculo - NMDA 100 pmol
Grupo 3: DPAT 2 nmol — NMDA 100 pmol

Grupo 4: DPAT 8 nmol — NMDA 100 pmol

Da mesma forma para avaliar o efeito dos receptores 5-HTa através da injecao
do antagonista WAY sobre a atividade dos receptores NMDA, os ratos foram
submetidos ao teste do LCE apds a microinjecao da droga, seguindo o protocolo da

figura 3, formando os seguintes grupos experimentais.

Grupo 1: Veiculo — Veiculo
Grupo 2: Veiculo — NMDA 25 pmol
Grupo 2: WAY 2 nmol — NMDA 25 pmol

Grupo 3: WAY 5 nmol — NMDA 25 pmol

Para efeitos de comparagao foram utilizados os dados do grupo PBS — NMDA 25
pmol e PBS — NMDA 100 pmol, (descritos como Veiculo — NMDA) pois o controle PBS
e veiculos foram agrupados por nao apresentarem diferenca estatisticamente

significantes (F(1,28)= 0,5468 p= 0,50177).
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Controle
Tratamento farmacoldgico

Figura 3. Protocolo experimental do teste no LCE.

Para a execucdo desses experimentos, os ratos foram retirados do biotério do
laboratério, levados para uma sala onde permaneceram por 1 hora. Apds esse tempo,
cada rato foi individualmente colocado em uma caixa e conduzido a outra sala. Nesta
sala, o rato permaneceu por aproximadamente 10 minutos e foi tratado conforme
protocolo mencionado acima. Cada animal recebeu duas microinjecbes com um
intervalo de 5 minutos. Desta forma, 5 minutos apds a ultima microinjecéo, cada rato foi
transferido para a sala de teste, sendo retirado da caixa e colocado na plataforma
central do LCE com a cabeca voltada para um dos bragos fechados e o0 seu

comportamento foi registrado durante 5 minutos.

3.7.4 Avaliacao da participacao dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA da
SCPd de ratos submetidos a tarefa da esquiva inibitéria do tipo descida da

plataforma.

Para avaliar a participacao do receptor glutamatérgico do tipo NMDA da SCPd na
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aquisicao da esquiva no modelo da esquiva inibitoria, os ratos receberam a infusao de
NMDA, um agonista glutamatérgico nas doses de 25 e 100 pmol, antes do treino. Como
o NMDA nas duas doses prejudicou a aquisi¢cdo, a dose de 25 pmol foi selecionada e
microinjetada também imediatamente apds o treino, para verificar a participacdo do
receptor NMDA da SCPd no processo da consolidacdo do medo adquirido no modelo
da esquiva inibitoria, seguindo o protocolo esquematizado na figura 4, formando os

seguintes grupos experimentais descritos abaixo.

Grupo 1: PBS — PBS
Grupo 2: PBS — NMDA 25 pmol
Grupo 3: PBS — NMDA 100 pmol

Grupo 4: PBS — NMDA 25 imediatamente apds o treino

3.7.5 Avaliacao da participacao dos receptores serotoninérgicos 5-HT1o da SCPd

de ratos submetidos a tarefa da esquiva inibitéria do tipo descida da plataforma.

Para avaliar a participacdo do receptor serotoninérgico 5-HTia da SCPd na
aquisicao do medo aprendido no modelo da esquiva inibitoria, os ratos receberam a
infusdo de DPAT e WAY antes do treino, seguindo o protocolo esquematizado na

figura 4, formando os seguintes grupos experimentais descritos abaixo.

Grupo 1: Veiculo - Veiculo
Grupo 2: DPAT 2 nmol — PBS

Grupo 3: DPAT 8 nmol — PBS
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Grupo 4: WAY 2 nmol — Veiculo

Grupo 5: WAY 5nmol — Veiculo

3.7.6 Avaliacao da participacao dos receptores serotoninérgicos 5-HTa sobre a
atividade glutamatérgica da SCPd submetidos a tarefa da esquiva inibitoria do

tipo descida da plataforma.

Para avaliar o efeito dos receptores 5-HT1a através da injecdo do agonista DPAT
sobre a atividade dos receptores NMDA os ratos foram submetidos ao treino apés a
microinje¢do da droga, seguindo o protocolo esquematizado na figura 4, formando os

seguintes grupos experimentais.

Grupo 1: Veiculo — Veiculo
Grupo 2: Veiculo — NMDA 100 pmol
Grupo 3: DPAT 2 nmol — NMDA 100 pmol

Grupo 4: DPAT 8 nmol — NMDA 100 pmol

Para efeito de comparagéo foram utilizados os dados do grupo PBS — NMDA 25
pmol e PBS — NMDA 100 pmol, (descritos como Veiculo — NMDA), pois o controle PBS
e veiculos foram agrupados por ndo apresentarem diferenga estatisticamente

significantes (F(1,7)= 3,5607 p= 0,7636).

Para avaliar o efeito do receptor 5-HT1a através da injecdo do agonista DPAT

sobre a atividade dos receptores NMDA, os ratos foram microinjetados apés o treino,
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seguindo o protocolo esquematizado na figura 4, formando os seguintes grupos

experimentais:

Grupo 1: Veiculo - Veiculo
Grupo 2: NMDA 25 pmol - Veiculo

Grupo 3: DPAT 8 nmol— NMDA 25 pmol

Da mesma forma para avaliar o efeito dos receptores 5-HTa através da injecao
do antagonista WAY sobre a atividade dos receptores NMDA, os ratos foram
submetidos ao treino apds a microinjecao da droga, seguindo o protocolo da figura 4,
formando os seguintes grupos experimentais.

Grupo 1: Veiculo — Veiculo
Grupo 2: Veiculo — NMDA 25 pmol
Grupo 3:WAY 2 nmol — NMDA 25 pmol

Grupo 4: WAY 5 nmol — NMDA 25 pmol
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Treino Teste

Controle NMDA 25 ou
Tratamento farmacolégico ou PBS

Figura 4: Protocolo experimental do modelo da esquiva inibitéria.

Os procedimentos relacionados com a retirada dos animais do biotério até o
momento de infusdo, cujos tratamentos estdo citados acima, foram idénticos aqueles
efetuados para o LCE. O rato foi conduzido para a sala do experimento e colocado
sobre a plataforma do aparelho. A descida espontanea da plataforma, com as quatro
patas no piso gradeado, foi seguida por um choque elétrico (2s, 0,5 mA) e a retirada
imediata do animal. Na sessao teste, 24 horas apds, a laténcia de descida da

plataforma foi também registrada e nenhum choque foi aplicado.

3.8 Perfusao e histologia

Completados os procedimentos experimentais, os animais foram devidamente

anestesiados com uma solugédo a 15% de hidrato de cloral (Vetec, Brasil), administrado
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por via intraperitoneal (2 ml/Kg). Em seguida, receberam infusdo do corante azul de
Evans (0,5%; Sigma, USA), conforme realizado para infusdo de NMDA, DPAT ou WAY
ou Veiculo na SCP dorsal. Depois disso, os animais foram perfundidos, via
intracardiaca, com salina (0,9%) seguida por uma solugdo de formalina (10%). O
encéfalo foi removido e poés-fixado na solugdo de formalina por 24 horas, sendo
transferido para uma solucdo de sacarose (30%) e mantido sob refrigeragdo até sua
seccao. Os encéfalos foram cortados no plano transverso em um criostato (CM150;
Leica, Germany) em seccbes de 60 um de espessura e montados em laminas de vidro,
para identificacdo do local marcado com azul de Evans. Os cortes foram comparados
com os diagramas obtidos do Atlas (PAXINOS E WATSON, 1998). Os dados obtidos a
partir de animais com sitio de infusdo fora da SCPd foram excluidos da analise
estatistica.

Para confecgdo das fotomicrografados, as laminas, previamente montadas,
permaneciam secando durante uma semana, para entdo serem coradas. Primeiro, as
laminas eram lavadas e hidratadas duas vezes durante 2 min em uma cuba contendo
agua destilada. Posteriormente, foram imersas em corante de Giemsa (Sigma-Aldrish)
por 6 min e lavadas com agua destilada. Em seguida, as laminas foram passadas nos
alcoois 70%, 90%, 100%, 100% durante 2 min em cada élcool, e, em seguida, foram
colocadas em CitroSolv duas vezes de 5 min cada. Por fim, as laminas foram cobertas
com laminulas e seladas com DPX (resina sintética). Em seguida, as laminas coradas
foram fotografadas em um microscépio ético acoplado a um sistema de captura de

imagem (Olympus Co. modelo BX41, Melville, NY, EUA).
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3.9. Analise estatistica

Os parametros estudados no teste do LCE foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) de uma via através do programa estatistico: Statistica®-StatSoft
Inc., Tulsa, Oklahoma, USA. Neste caso, os tratamentos intra-SCPd  foram
considerados como variaveis independentes; os paradmetros comportamentais
observados foram considerados como variaveis dependentes e a histologia positiva foi
considerada como condigdo. Valores significativos do tratamento indicados pela
ANOVA foram submetidos ao teste post hoc de Duncan, para multiplas comparagdes e
de Dunnett para comparacao entre controle e tratamento.

Para analise estatistica das laténcias de descida da plataforma na esquiva
inibitéria, foi considerado o valor obtido pela diferenga entre a laténcia nas sessbes de
treino e teste (A laténcia = laténcia teste — laténcia treino). Os dados obtidos foram
submetidos a ANOVA de um fator (tratamento), seguido pelo teste post-hoc Duncan e
representados como média * erro padrao da média (E.P.M.). As laténcias obtidas
durante a sessao de treino foram representadas pelo intervalo de confianga (95%) em
torno da média dos dados obtidos durante esta sessdo. Em todos esses métodos

estatisticos o nivel de significancia adotado foi de p < 0,05.
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RESULTADOS
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4 RESULTADOS

4.1 Localizacao dos sitios de injecao

Os resultados obtidos nos testes comportamentais foram analisados
estatisticamente apds visualizagdo dos cortes histologicos, que confirmaram os locais
de infusbes dos tratamentos. A analise histolégica mostrou que os locais de infusdo
ficaram concentrados principalmente na regido dorsal da SCP representados na figura

5, que compreende as colunas dorso-medial e dorso-lateral descritas por Bandler e

colaboradores (1996).

Bregma - 6,20mm Bregma - 7,04mm  Bregma - 7,80mm

Fig.5 A): Fotomicrografia representando o sitio de injecdo da SCPd. B) Diagramas
coronais representando o local das microinjecdes na SCPd (¢).Somente uma parte dos
locais de infusédo esta representada devido a sobreposicao dos mesmos.Os valores em
mm representam a distancia em relagcdo ao Bregma. Desenhos modificados a partir do
Atlas do encéfalo de ratos de Paxinos e Watson (1998).
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4.2 Interacao entre neurotransmissao glutamatérgica e serotoninérgica na SCP

dorsal em ratos testados no LCE.

4.2.1 Efeito da infusao de NMDA na SCPd em ratos submetidos ao teste no

LCE.

Para avaliagdo do efeito da infusdo de NMDA na SCPd antes do teste, um total
de 70 ratos foram utilizados.

Os resultados obtidos com a infusdo de NMDA na SCPd antes do teste estéo
representados na Figura 6. A ANOVA dos resultados obtidos na sessao teste,
indicaram um efeito significativo do fator tratamento [% TA: F(2,39) = 5,46; p=0,0080;
%EA: F(2,39) = 4,57; p=0,0164; EF: F(2,39) = 6,40; p=0,0039] para as medidas
comportamentais %TA, %EA e EF durante o teste no LCE. O teste post-hoc revelou
que a infusdo de NMDA na dose de 25 pmol antes do teste no LCE provocou
diminuicao na %TA, %EA e EF durante esta sessdo, quando comparados ao grupo
controle. Além disso, foi observado que a infusdo de NMDA na dose de 100 pmol antes
do teste no LCE provocou diminuicao [EF (F2,39) = 6,40, p = 0,0076] na freqiéncia de
EF durante esta sessdo, quando comparados ao grupo controle. Com relagédo a
frequéncia de EF observada apo6s a infusdo de NMDA nas doses de 25 e 100 pmol,
este tratamento possivelmente interferiu na atividade exploratéria geral dos animais
durante a sessao teste no LCE. Entretanto, esta diminuigdo na freqiéncia de EF veio
acompanhada de um aumento no parametro avaliagcdo de risco, embora ndo tenha

ocorrido diferengca estatistica em relagcdo ao grupo controle [(F2,39)= 0,62208 p=
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0,54217]. Em contrapartida, o teste pos-hoc mostrou que apesar da infusdo de NMDA
na dose de 100 pmol provocar uma diminuigdo significativa na frequéncia de EF,
conforme dados descritos anteriormente, esta mesma dose néo alterou a atividade nos

bracos abertos (%TA e %EA).

% Termpo bragos aoertos

5
8
g
:

Figura 6. Efeito da infusdo pré-teste de NMDA nas doses de 25 e 100 pmol na SCPd
sobre os parametros % tempo (A) e % entradas (B) nos bracos abertos, freqtiéncia do
comportamento de avaliacao de risco (C) e freqiiéncia de entradas nos bragos fechados
(D) de ratos submetidos por 5 minutos ao LCE (n= 9-13 por grupo). Os dados estao
representados como média + E.P.M. ANOVA seguida pelo teste Dunnett * p< 0,05
quando comparado ao grupo controle.
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4.2.2 Efeito da infusao de DPAT e de WAY na SCPd em ratos submetidos ao teste

no LCE

Para avaliacao do efeito da infusdo de DPAT e de WAY na SCPd antes do teste,
um total de 160 ratos foram utilizados.

Os resultados obtidos com a infuséo de DPAT e WAY na SCP dorsal, antes do
teste, estao representados na Figura 7. A ANOVA dos resultados obtidos na sessao
teste indicou um efeito significativo do fator tratamento [AR: F(2,39) = 3,8411; p=0,0300]
somente para a medida comportamental AR durante o teste no LCE. O teste post-hoc
revelou que a infusdo de DPAT na dose de 8 nmol antes do teste no LCE provocou um
aumento na AR durante esta sessdo, quando comparados ao grupo controle. Estes
efeitos ndo foram observados com a infusdo de DPAT na dose de 2 nmol. Além disso, a
infusdo de DPAT n&o interferiu nos os parametros comportamentais %TA, %EA
avaliados no teste, quando comparados com o controle. Com relacdo a freqiéncia de
EF, nenhum efeito foi observado nos grupos tratados com DPAT, quando comparados
ao grupo controle, o que mostra que este tratamento n&o interferiu na atividade
locomotora dos animais na sessdo experimental. Em resumo, a infusdo de DPAT, nas
doses de 2 e 8 nmol antes do teste, ndo interferiu na atividade dos bragos abertos do
LCE ou na frequéncia de EF avaliados durante o teste no LCE.

Da mesma forma, a ANOVA dos resultados obtidos com a infusdo de WAY na
SCPd, antes do teste, nao revelaram efeito significativo sobre as medidas
comportamentais avaliadas no teste para o fator tratamento, quando comparados ao
grupo controle. Em resumo, a infusdo de WAY nas doses de 2 e 5 nmol antes do teste

nao interferiu no aspecto da esquiva durante o teste.
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Figura 7. Efeito da infusdo pré-teste de DPAT nas doses de 2 e 8 nmol e de WAY nas
doses de 2 e 5 nmol na SCPd sobre os parametros % tempo (A) e % entradas (B) nos
bracos abertos, frequiéncia do comportamento de avaliagdo de risco (C) e freqiiéncia de
entradas nos bracos fechados (D) de ratos submetidos por 5 minutos ao LCE (n= 8 -13
por grupo). Os dados estao representados como média £+ E.P.M. ANOVA seguida pelo
teste Dunnett * p< 0,05 quando comparado ao grupo controle.
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4.2.3 Efeito da infusao de DPAT e de WAY sobre a atividade glutamatérgica da

SCPd em ratos submetidos ao teste no LCE.

Para avaliacao do efeito da infusdo do agonista e do antagonista do receptor 5-
HT1a sobre a atividade do receptor NMDA na SCPd antes do teste, um total de 170
ratos foram utilizados.

Os resultados obtidos com a infusdo de DPAT 2 nmol/NMDA 100 pmol e DPAT 8
nmol/NMDA 100 pmol na SCPd antes do teste estdo representados na Figura 8. A
ANOVA dos resultados obtidos na sessao teste indicou um efeito significativo do fator
tratamento [% TA: F(3,52) = 4,44; p=0,0074; EF: F(3,52 = 6,56; p=0,00076] para as
medidas comportamentais %TA e EF durante o teste no LCE. O teste post-hoc revelou
que a infusdo de DPAT 2nmol/NMDA 100 pmol e a infusdo de DPAT 8 nmol/NMDA 100
pmol antes do teste no LCE provocou diminuicdo na %TA durante esta sesséo, quando
comparados ao grupo controle. Além disso, o teste post-hoc revelou que a infusdo de
DPAT 2 nmol/NMDA 100 pmol antes do teste no LCE n&o alterou a diminuigdo na
freqiéncia EF, quando comparados ao grupo controle. Ou seja, com relacdo ao
parametro EF, os resultados obtidos com a infusdo de DPAT 2 nmol/NMDA 100 pmol
nao modificaram os parametros da infusdo de NMDA na dose de 100 pmol antes do
teste no LCE .

A ANOVA dos resultados obtidos na sessao teste nao revelou efeito significativo
sobre as medidas comportamentais AR e % EA. Em resumo, a infusdo de DPAT 2
nmol/NMDA 100 pmol e DPAT 8 nmol/NMDA 100 pmol na SCPd, antes do teste,
interferiu no comportamento de esquiva aos bragos abertos do LCE durante o teste.

Os resultados obtidos com a infusdo de WAY 2 nmol/NMDA 25 pmol e WAY 5
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nmol/NMDA 25 pmol na SCPd, antes do teste, estdo representados na Figura 9. A
ANOVA dos resultados obtidos na sesséo teste indicou um efeito significativo do fator
tratamento [% TA: F(3,46) = 6,84; p=0,00066; EF: F(3,46= 6,68; p=0,00077 e % EA:
F(3,46) = 5,19; p=0,00353] para as medidas comportamentais %TA, EF e %AE durante
o teste no LCE. O teste post-hoc revelou que a infusdo de Veiculo/NMDA 25 pmol e a
infusdo de WAY 2nmol/NMDA 25 pmol,antes do teste no LCE, provocou diminui¢cdo na
%TA durante esta sessdo, quando comparados ao grupo controle; ou seja, o pré-
tratamento com WAY 2nmol/NMDA 25 pmol ndo modificou os resultados obtidos com a
infusdo de NMDA 25 pmol per se, descritos anteriormente. Além disso, o teste post-hoc
revelou que a infusao de Veiculo/NMDA 25 pmol, WAY 2 nmol/NMDA 25 pmol e WAY
5 nmol/NMDA 25 pmol antes do teste no LCE, provocou diminuicdo na freqiiéncia EF,
quando comparados ao grupo controle. A andlise post-hoc efetuada também revelou
que a infusdo de Veiculo/NMDA 25 pmol e WAY 2 nmol/NMDA 25 pmol antes do teste
no LCE provocou diminuicdo na % EA durante esta sessdo, quando comparados ao
grupo controle. Com relacao a este mesmo parametro (%EA), o teste post-hoc revelou
que a infusdo de WAY 2 nmol/NMDA 25 pmol também nao modificou os resultados
obtidos com a infusdo de NMDA 25 pmol per se, descritos anteriormente. A ANOVA dos
resultados obtidos na sessao teste ndo revelou efeito significativo sobre as medidas
comportamentais AR.

Em resumo, a infusdo de WAY 5 nmol/NMDA 25 pmol foi capaz de modificar o
efeito da infusdo de NMDA 25 pmol observado nos parametros % TA e % EA antes do
teste. Desta forma, este tratamento interferiu com o comportamento de esquiva aos

bracos abertos do LCE, observado durante o teste.
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Figura 8. Efeito da infusédo pré-teste de Veiculo/NMDA 100 pmol, DPAT 2 nmol/NMDA
100 pmol e DPAT 8 nmI/NMDA 100 pmol na SCPd sobre os parametros % tempo (A) e
% entradas (B) nos bragos abertos, freqiiéncia do comportamento de avaliagdo de risco
(C) e frequéncia de entradas nos bracos fechados (D) de ratos submetidos por 5
minutos ao LCE (n= 8 -13 por grupo). Os dados estdo representados como média *
E.P.M. ANOVA seguida pelo teste Duncan * p< 0,05 quando comparado ao grupo
controle.
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Figura 9. Efeito da infus&o pré-teste de Veiculo/NMDA 25 pmol, WAY 2 nmol/NMDA 25
pmol e WAY 5 nmol/NMDA 25 pmol na SCPd sobre os parametros % tempo (A) e %
entradas (B) nos bracos abertos, freqiiéncia do comportamento de avaliagdo de risco
(C) e frequéncia de entradas nos bracos fechados (D) de ratos submetidos por 5
minutos ao LCE (n=6 - 13 por grupo). Os dados estdo representados como média *
E.P.M. ANOVA seguida pelo teste Duncan * p< 0,05 quando comparado ao grupo
controle.

47



4.3 Interacao entre neurotransmissao glutamatérgica e serotoninérgica na SCP
dorsal em ratos submetidos a tarefa da esquiva inibitéria do tipo descida da

plataforma.

4.3.1 Efeito da infusao de NMDA na SCPd de ratos submetidos a tarefa da esquiva

inibitoria do tipo descida da plataforma.

Para avaliacao do efeito da infusdo de NMDA na SCPd, antes e apés o treino, na
tarefa da esquiva inibitéria do tipo descida da plataforma, com o intuito de verificar a
participacdo da SCPd nas respostas emocionais aprendidas, um total de 100 ratos
foram utilizados.

A figura 10 representa o efeito da infusdo de NMDA (25 e 100 pmol) na SCPd
antes do treino na aquisicdo da aprendizagem aversiva da tarefa da esquiva inibitéria. A
ANOVA revelou efeito significativo entre os animais que receberam infusdo de NMDA
na dose de 25 e 100 pmol e o controle, antes do treino, na laténcia de descida da
plataforma avaliada na sessao teste. A andlise post-hoc revelou que a infusdo de
NMDA na dose de 25 pmol na SCPd, antes do treino, provocou uma redugdo na
laténcia [F(2,39) = 32,32; p= 0,00123] de descida da plataforma durante a sessao teste,
guando comparada com o controle. Da mesma forma, a andlise post-hoc revelou que a
infusdo de NMDA na dose de 100 pmol na SCPd, antes do treino, também provocou
uma reducao [F(2,39) = 32,32; p= 0,00118] na laténcia de descida da plataforma
durante a sessao teste, quando comparada com o controle. Estes resultados indicam

que a infusdo de NMDA nas doses de 25 e 100 pmol interferiu com a aquisicdo do
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aprendizado aversivo.
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Figura 10. Efeito da infusdo de NMDA (25 e 100 pmol) na SCPd antes do treino de
ratos submetidos a tarefa de esquiva inibitéria (n= 11-15 por grupo). A barra hachurada
representa o intervalo de confiangca (95%) em torno da média dos dados obtidos
durante a sessao de treino (laténcia). As barras verticais compreendem a média + EPM
da diferenca de tempo de laténcia de descida da plataforma entre teste e treino (A
laténcia). A ANOVA seguida pelo teste post-hoc Dunnett * p < 0,05 quando comparado
ao grupo controle.
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4.3.2 Efeito da infusao de DPAT e de WAY na SCPd de ratos submetidos a tarefa

da esquiva inibitoria do tipo descida da plataforma.

Para avaliacao do efeito da infusdo de DPAT e de WAY na SCPd, antes e apds o
treino, na tarefa da esquiva inibitéria do tipo descida da plataforma, um total de 190
ratos foram utilizados.

A Figura 11 representa o efeito da infusdo de DPAT (2 e 8 nmol) e de WAY (2 e
5 nmol) na SCPd, antes do treino, sobre a aquisicdo da aprendizagem aversiva da
tarefa da esquiva inibitéria. A ANOVA néo revelou um valor significante entre os animais
que receberam a infusdo de DPAT (2 e 8 nmol) e o grupo controle nem entre 0s animais
que receberam infusdo de WAY (2 e 5 nmol) e o grupo controle, antes do treino, na
laténcia de descida da plataforma avaliada na sessdo teste. Em resumo, estes
resultados mostram que a infusdo de DPAT e WAY ndo afetou a aquisicéo

aprendizado aversivo.
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Figura 11. A) Efeito da infusdo de DPAT (2 e 8 nmol) e B) efeito da infusdo de WAY (2 e
5 nmol) na SCPd, antes do treino de ratos submetidos a tarefa de esquiva inibitéria (n=
7-15 por grupo). A barra hachurada representa o intervalo de confianga (95%) em torno
da média dos dados obtidos durante a sessao de treino (laténcia). As barras verticais
compreendem a média + EPM da diferenca de tempo de laténcia de descida da
plataforma entre teste e treino (A laténcia). A ANOVA seguida pelo teste post-hoc
Dunnett.
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4.3.3 Efeito da infusao de DPAT e de WAY sobre a atividade glutamatérgica da
SCPd em ratos submetidos a tarefa da esquiva inibitéria do tipo descida da

plataforma.

Para avaliacao do efeito da infusdo do agonista e do antagonista do receptor 5-
HT1A sobre a atividade do receptor NMDA na SCPd antes do treino, na tarefa de
esquiva inibitéria do tipo descida da plataforma, um total de 205 ratos foram utilizados.

A Figura 12 representa o efeito da infusdo de NMDA (25 e 100 pmol), 8-OH-
DPAT 8 nmol/veiculo, DPAT 8 nmol/NMDA 25 pmol e DPAT 8 nmol/NMDA 100 pmol na
SCPd, antes do treino, sobre a aquisicdo da aprendizagem aversiva da tarefa de
esquiva inibitéria. A ANOVA revelou efeito significativo entre os animais que receberam
tratamento farmacolégico e o grupo controle. A analise post-hoc revelou que a infusdo
de NMDA na SCPd, antes do treino, provocou uma reducédo da laténcia de descida da
plataforma durante a sessao teste nas doses de 25 pmol [F(5,64) = 9,09, p = 0,000376]
e de 100 pmol [F(5,64) = 9,09, p = 0,000049], quando comparada com o controle. A
andlise post-hoc revelou efeito significativo para os animais que receberam a infusdo
veiculo/NMDA 100 pmol quando comparado aos grupos DPAT 8nmol/veiculo [F(5,64) =
9,09, p = 0,001638], e DPAT 8 nmol/NMDA 100 pmol [F(5,64) = 9,09, p = 0,001377] e
DPAT 8 nmol/NMDA 25 pmol [F(5,64) = 9,09, p = 0,000080]. Estes resultados indicam
que o pré-tratamento com DPAT na dose de 8 nmol preveniu o prejuizo da aquisi¢cdo do
aprendizado aversivo causado pela infusdo na SCPd de NMDA nas doses de 25 e 100
pmol.

A figura 13 representa o efeito da infusdo de NMDA 25 pmol, DPAT 8
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nmol/NMDA 25 pmol na SCPd, apéds o treino, sobre a consolidagdo da aprendizagem
aversiva da tarefa de esquiva inibitéria. A ANOVA revelou efeito significativo entre os
animais que receberam a infusdo de NMDA 25 pmol e DPAT8 nmol/NMDA 25pmol. A
andlise post-hoc revelou que a infusdo de veiculo/NMDA 25 pmol na SCPd apds o
treino provocou uma reducgao [F(2,22) = 11,33, p = 0,00036], assim como a infusdo de
DPAT 8 nmol/NMDA 25 pmol na SCPd apés o treino provocou uma reducao [F(2,22) =
11,33, p = 0,001686] da laténcia de descida da plataforma durante a sesséao teste,
quando comparada com o controle. Estes resultados indicam que o pré-tratamento com
DPAT na dose de 8 nmol ndo preveniu o prejuizo da consolidacdo do aprendizado

aversivo causado pela infusdao na SCPd de NMDA nas doses de 25 pmol.
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Figura 12. Efeito da infusdo de veiculo/NMDA (25 e 100 pmol), DPAT 8 nmol/NMDA 25
pmol e DPAT 8 nmol/NMDA 100 pml na SCPd, antes do treino de ratos submetidos a
tarefa de esquiva inibitéria (n= 7-15 por grupo). A barra hachurada representa o
intervalo de confianca (95%) em torno da média dos dados obtidos durante a sessao de
treino (laténcia). As barras verticais compreendem a média + EPM da diferenca de
tempo de laténcia de descida da plataforma entre teste e treino (A laténcia). A ANOVA
seguida pelo teste post-hoc Duncan * p < 0,05 quando comparado ao grupo controle.
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Figura 13. Efeito da infusdo de veiculo/DPAT 8 nmol e de WAY 5 nmol/DPAT 8 nmol na
SCPd, apds o treino de ratos submetidos a tarefa de esquiva inibitéria (n= 7-9 por
grupo). A barra hachurada representa o intervalo de confianga (95%) em torno da
meédia dos dados obtidos durante a sessao de treino (laténcia). As barras verticais
compreendem a média + EPM da diferenca de tempo de laténcia de descida da
plataforma entre teste e treino (A laténcia). A ANOVA seguida pelo teste post-hoc
Duncan * p < 0,05 quando comparado ao grupo controle.
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A Figura 14 representa o efeito da infusdo de NMDA 25 pmol, WAY (2 e 5 nmol),
WAY 2 nmol/NMDA 25 pmol e WAY 5 nmol/NMDA25 pmol na SCPd, antes do treino,
sobre a aquisicdo da aprendizagem aversiva da tarefa de esquiva inibitéria. A ANOVA
revelou efeito significativo entre os animais que receberam tratamento farmacolégico e
0 grupo controle. A analise post-hoc revelou que a infusdo de NMDA 25 pmol na SCPd
antes do treino provocou uma redugao [F(5,56) = 10,22, p = 0,000424] da laténcia de
descida da plataforma durante a sessao teste, quando comparada com o controle,
conforme ja descrito anteriormente. Da mesma forma, a analise post-hoc revelou que a
infusdo de WAY 2 nmol/NMDA 25 pmol e WAY 5 nmol/NMDA25 pmol na SCPd, antes
do treino, provocou uma reducédo [F(5,56) = 10,22, p = 0,000056 e p = 0,001509
respectivamente] da laténcia de descida da plataforma durante a sessao teste, quando
comparados ao grupo controle. Estes resultados indicam que o pré-tratamento com
WAY na dose de 2 e 5 nmol ndo preveniu o prejuizo da aquisicdo do aprendizado

aversivo causado pela infusdo na SCPd de NMDA na dose de 25 pmol.
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Figura 14. Efeito da infusdo de veiculo/NMDA 25 pmol, WAY (2 e 5 nmol), WAY
2nmol/NMDA25 pmol e WAY 5 nmol/NMDA 25 pmol na SCPd, antes do treino de ratos
submetidos a tarefa de esquiva inibitéria (n= 7-15 por grupo). A barra hachurada
representa o intervalo de confianga (95%) em torno da média dos dados obtidos
durante a sesséao de treino (laténcia). As barras verticais compreendem a média + EPM
da diferenca de tempo de laténcia de descida da plataforma entre teste e treino (A
laténcia). A ANOVA seguida pelo teste post-hoc Dunncan * p < 0,05 quando comparado
ao grupo controle.
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5 DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo confirmaram a primeira hipdtese
formulada, evidenciando a participacdo dos receptores glutamatérgicos subtipo NMDA
da SCP dorsal na mediacdo do comportamento de esquiva observado no LCE e na
tarefa de esquiva inibitéria do tipo descida da plataforma.

Neste sentido, as evidéncias que sustentam esta hipotese sdo as decorrentes
dos efeitos obtidos com a infusdo do agonista NMDA na SCP dorsal sobre o
comportamento de esquiva aos bragos abertos de ratos expostos ao LCE, obtidos com
a infusdo da menor dose de agonista NMDA (25 pmol). Da mesma forma, estdo as
evidéncias obtidas no teste da esquiva inibitéria, cuja infusdo de NMDA na SCP dorsal,
antes do treino, prejudicou a aquisicao da resposta de esquiva.

Os resultados obtidos no LCE mostraram que a ativagao dos receptores NMDA
da SCP dorsal, apés a infusdo do agonista NMDA nas doses de 25 pmol, porém n&o na
dose de 100 pmol, antes do teste, interferiu no comportamento de esquiva observado
no LCE. O efeito do tipo ansiogénico observado com a menor dose de NMDA (25 pmol)
foi caracterizado por uma redugdo na exploragdo dos bragos abertos do LCE. Estes
resultados corroboram estudos prévios registrando efeitos ansiogénicos relacionados
ao uso de agonistas NMDA (DE SOUZA e SCHENBERG, 1998; SCHMITT et al., 1995;
CAROBREZ et al., 2001). Entretanto, quando NMDA foi infundido na dose maior, 0s
niveis de exploragao dos bragos abertos do LCE néo foram alterados pelo aminoacido.
Muito importante é o fato de que trés ratos exibiram um comportamento defensivo
evidente, caracterizado por corridas que duraram até um minuto apds a injecao de

NMDA na dose de 100 pmol, sendo em seguida colocados no LCE. Esta diferenca de
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comportamento exibido pelos ratos apds a injecdo de baixa ou alta dose de NMDA
caracteriza um efeito em forma de “U”. Este efeito obtido com a injecdo de NMDA na
SCP dorsal foi previamente observado com a injegcdo de glicina (TEIXEIRA E
CAROBREZ, 1999). Nesse estudo os autores observaram, da mesma forma que em
nossos resultados, que a dose de 240 nmol de glicina desencadeou um comportamento
defensivo bem mais evidente, devido a um aumento da excitacdo glutamatérgica da
SCP dorsal. Desta forma, a expressao de varias respostas defensivas desde exoftalmia
e imobilidade até correr ou pular tém sido demonstradas apés a inje¢cdao na SCP de
NMDA na dose de 200 ou 1000 pmol (BITTENCOURT et al., 2004). O resultado da
estimulacdo da SCP dorsal com aminoacido excitatério ja € amplamente descrito na
literatura, como ja foi citado anteriormente. E importante lembrar que as respostas
comportamentais detectadas no LCE envolvem basicamente respostas de conflito e
esquiva (CAROBREZ e BERTOGLIO, 2005). Assim, é provavel que a estimulagcdo com
NMDA na dose menor tenha desencadeado niveis moderados de medo e produzido
comportamento de esquiva, enquanto que na dose maior tal estimulacdo possa ter
evocado niveis elevados de medo e causado uma mudangca no modo de resposta do
animal para um comportamento defensivo que ndo pode ser detectado utilizando-se o
LCE. Assim, niveis moderados de medo poderiam produzir aumento nas respostas de
conflito e esquiva, enquanto niveis elevados de medo produziriam outras respostas
defensivas, como por exemplo, a fuga. Esta mudanca no modo de resposta ja foi
descrita em pelo menos dois outros estudos (KALYNCHUK et al., 1997; WALKER e
DAVIS, 1997). Em um estudo feito por Kalynchuk e colaboradores (1997), com ablacéo
(“kindling”) da amigdala, foi demonstrado que os animais apresentavam um nivel

extremo de emocionalidade, caracterizado por resisténcia a captura no campo aberto,
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entre outros parametros. No entanto, ao serem expostos ao LCE, estes animais
apresentaram aumento na atividade nos bragos abertos (e ndo o contrario, que seria 0
esperado para um efeito ansiogénico) que foi interpretado como tentativa de fuga do
LCE. Em concordancia com estes estudos estdo os resultados de Walker e Davis
(1997), através do modelo de sobressalto acustico potenciado pelo medo. Neste
estudo, os autores demonstraram que a estimulacao quimica da SCP interfere com a
expressao do sobressalto potenciado pelo medo, diminuindo a magnitude do
sobressalto. Desta forma, a magnitude do sobressalto parece nao estar relacionada a
intensidade do medo e a atividade da SCP dorsal. Isto porque niveis moderados de
medo produzem sobressalto acustico maximo, enquanto que niveis elevados de medo,
produzem outras respostas que parecem nao incluir sobressalto. Assim, os autores
sugerem que quando a SCP dorsal é ativada por altos niveis de medo esta ativacao
interfere reduzindo o sobressalto normalmente produzido por moderados niveis de
medo (WALKER ET e DAVIS, 1997).

A natureza intrinseca do LCE de ser um modelo capaz de gerar medo, associado
com uma elevada excitacao neural da SCP dorsal através da injecao de NMDA na dose
de 100 pmol, alterou o comportamento defensivo dos sujeitos para um modo mais
evidente, porém fora dos limites propostos para deteccao dos efeitos ansioseletivos no
LCE.

Com relacdo aos experimentos realizados no teste da esquiva inibitoria, os
resultados mostram que a infusdo de NMDA nas dose de 25 e 100 pmol, antes do
treino na SCP dorsal, provocou um prejuizo na aquisicdo da resposta de esquiva. Até o

presente ndo existem evidéncias na literatura de estudos que tenham investigado a
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participagédo do receptor NMDA da SCP dorsal na mediagdo do comportamento exibido
por ratos no teste da esquiva inibitoria, do tipo descida da plataforma.

Considerando os efeitos obtidos com a infusdo de NMDA na SCP dorsal, €
possivel confirmar sua participacdo na expressdo da resposta de esquiva inibitéria do
tipo descida da plataforma. Estes dados vdo ao encontro com os dados de Babai e
colaboradores (2001), que mostraram um aumento na expressao da proteina Fos na
SCP durante o teste neste modelo. A participacao de receptores NMDA com processos
de aprendizagem estd descrita na literatura em distintas areas cerebrais como
hipocampo, amigdala e cortex (BEVILAQUA et al., 2005; CAMMAROTA et al., 2004;
HACKL e CAROBREZ 2007; ROESLER et al., 2000; ROESLER et al., 2003; 2005; ZAO
et al., 2005). A SCP por sua vez é uma estrutura cerebral mesencefalica que participa
na elaboracao e expressao de respostas defensivas emergenciais (CARVALHO-NETO
et al., 2006; GRAEFF, 2004), desencadeadas por estimulos ameacadores, e
anatomicamente mantém conexdes com estruturas cerebrais superiores (VIANA E
BRANDAO, 2003). Desta forma, a sua participacdo no comportamento defensivo se da
além de uma via final comum na expressao das respostas defensivas, podendo estar
envolvida nas respostas de esquiva inibitéria de ratos submetidos a tarefa de esquiva
inibitéria do tipo descida da plataforma, que este estudo busca melhor compreender.

O modelo da esquiva inibitoria € um teste classico de aprendizagem e memdéria
cuja premissa esta baseada na associacao que o rato faz do contexto com o choque
imediato nas patas em apenas uma sessdo de treino (IZQUIERDO et al.,, 1992,
IZQUIERDO e MEDINA, 1997). Todavia, nesta visdo, ndo ha um periodo de
familiarizagdo ao aparato do treino antes da experiéncia. Sendo assim, o contexto e a

experiéncia ocorrem no mesmo momento, ou seja, durante a sessao de treino. Assim, o
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processamento da aquisicdo e a consolidagdo da aprendizagem ocorrem na mesma
sessdo. Nossos dados revelam que a infusdo e NMDA na dose de 25 pmol na SCP
dorsal imediatamente apds o treino interferiu no processo de consolidagéo da tarefa da
esquiva inibitéria. O processo da consolidagcdo envolve uma série de processos
metabdlicos em estruturas cerebrais especializadas visando a estabilizacdo e
armazenamento do aprendizado em uma meméria de longo prazo (IZQUIERDO e
MEDINA, 1997). A aquisigdo e consolidagdo, no condicionamento aversivo contextual,
sao dependentes de estruturas cerebrais como a amigdala e o hipocampo, as quais sao
amplamente envolvidas no processamento de informagdes emocionais (KIM et al.,
1993; PHILLIPS e LEDOUX, 1992; MAREN, 2001). Estudos mostraram que lesdes na
SCP dorsal antes do treino nao alteraram a resposta condicionada de imobilidade
durante o teste no modelo de medo contextual (KIM et al., 1993; KLASSEN et al.,
2002). Nos modelos de medo condicionado de lugar com um Unico choque (immediate
footshock) ou com varios (massed shock) e no modelo de sobressalto acustico, no qual
a tarefa de medo potencializado foi realizada com choques de alta intensidade, a lesao
da SCP dorsal aumentou a resposta condicionada de imobilidade (WALKER e DAVIS,
1997; DE OCA, et al.,, 1998; KLASSEN et al, 2002). Portanto, além do conhecido
envolvimento da SCP dorsal com o comportamento defensivo, esta estrutura parece
também estar envolvida com a dindmica do processamento associativo durante o
condicionamento. Assim, no presente estudo, os resultados mostram que a ativagao
dos receptores do tipo NMDA da SCP dorsal prejudicam a aquisi¢ao e consolidagéo da
resposta de esquiva de ratos submetidos a tarefa da esquiva inibitéria, sugerindo o
envolvimento da SCP dorsal na tarefa de esquiva inibitéria. O estudo sugere que a

estimulacao da SCP dorsal com aminoacido excitatério € biologicamente mais relevante
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do que o choque nas patas e, portanto, apos a estimulagdo com NMDA o rato perde a
capacidade de discriminar a tarefa, semelhante ao efeito obtido no LCE com a dose
maior de NMDA.

Por outro lado, a literatura descreve o envolvimento da SCPd com o
processamento e a modulacdo da dor. Estudos feitos por Reynolds (1969) ja
evidenciaram que a estimulacdo da SCPd produzia analgesia. Seguiram-se varios
estudos com a injecao de aminodacido excitatério (NMDA) na SCPd observando seu
efeito analgésico (JENSEN e YAKSH, 1992; VACCARINO et al., 1997; BERRINO et al.,
2001; MIGUEL e NUNES-DE-SOUZA, 2006). Desta forma, uma outra hipétese sugerida
neste trabalho seria o efeito analgésico interferindo no aprendizado, fazendo com que o
animal no dia do teste tenha a laténcia de descida da plataforma prejudicada. Para
sustentar ou nao esta hipétese, futuros trabalhos serdo necessarios.

As projecbes serotoninérgicas que chegam a SCP dorsal sdo originarias do
nucleo dorsal da rafe (NDR) (VIANA e GRAEFF, 1997) que € uma fonte importante de
serotonina da via meso-corticolimbica (LOWRY et al., 2005). O efeito ansiolitico da
neurotransmissao serotoninérgica na SCP dorsal tém sido demonstrado com a reducéo
do comportamento de defesa apds a ativacao do receptor 5-HT1a em ratos submetidos
aos labirintos elevados (GRAEFF, 2002; DE PAULA e ZANGROSSI, 2004). Neste
estudo, tanto o agonista 5-HT1a DPAT quanto o antagonista 5-HT1a WAY, nas doses
utilizadas nao alteraram o desempenho dos ratos submetidos ao LCE e ao teste da
esquiva inibitéria do tipo descida da plataforma.

Resultados semelhantes foram observados no estudo de De Paula Soares e
Zangrossi (2004), no qual antagonistas de receptores do tipo 5-HT1a, 5-HT2a € 5-HToc,

por si s6, ndo alteraram o comportamento dos animais no labirinto em T elevado.

64



Embora evidéncias na literatura tenham demonstrado que a ativacdo de receptores 5-
HT1a pds-sinapticos podem levar a uma inibicdo neuronal em areas cerebrais como
hipocampo, septo e SCP (GRIEBEL, 1995; GRAEFF, 2002; DE PAULA E SOARES
2004) promovendo um efeito do tipo ansiolitico, a auséncia dos efeitos aqui observados
sugere que diferentes modelos experimentais podem gerar uma diversidade de
respostas emocionais do comportamento defensivo de ratos.

Varios trabalhos tém sido conduzidos para caracterizar os efeitos da ativagao e
inativacao dos receptores 5-HTia da SCP dorsal através de outros modelos
experimentais que avaliam aspectos emocionais do comportamento defensivo
(GRIEBEL, 1995). Em um estudo conduzido por Zanovelli e colaboradores (2003), os
autores mostraram que a infusdo de DPAT na SCP dorsal prejudica a fuga gerada pela
exposicao do rato a um dos bracos abertos do labirinto em T elevado. Este modelo,
baseado na aversdo inata que roedores apresentam por lugares abertos, permite o
estudo, em um mesmo animal, de dois tipos de respostas defensivas: a esquiva
inibitéria e a fuga. Tais comportamentos tém sido associados, respectivamente, a
ansiedade generalizada e ao disturbio do panico em humanos (GRAEFF et al., 1993). A
literatura mostra que a ativagéo do receptor 5-HTa pelo agonista DPAT na SCP dorsal
de ratos avaliados no labirinto em T elevado resulta em um perfil ansiolitico
(ZANGROSSI et al., 2001; ZANOVELLI et al., 2003; DE PAULA SOARES et al., 2004;
POBE e ZANGROSSI, 2005), bem como diminui o limiar aversivo para estimulacao
elétrica (NOGUEIRA e GRAEFF, 1995). No hipocampo, a ativagdo dos receptores 5-
HTia de ratos avaliados no LCE demonstram um perfil ansiogénico (FILE E
GONZALEZ, 1996), e ansiolitico no teste da vocalizagao ultrassénica (SCHREIBER e

DE VRY, 1993) e no teste de conflito de Vogel (MILAN, 2003). Na amigdala, a ativagao
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dos receptores 5-HT1a de ratos avaliados no teste da interacdo social demonstrou um
perfil ansiogénico (GONZALEZ, 1996), e no modelo do labirinto em T elevado um efeito
ansiolitico (ZANGROSSI et al, 1999). Como exposto acima, tanto as areas cerebrais
distintas quanto o uso de diferentes modelos experimentais para avaliar o
comportamento defensivo envolvem a utilizagdo de diferentes estratégias de defesa
quando o animal é confrontado com o modelo, 0 que pode explicar a inconsisténcia dos
resultados.

Os resultados do presente estudo também sustentam a segunda hipdtese
formulada, pois foi mostrado que os receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT1a da SCP
dorsal desempenham um papel modulatério sobre os receptores subtipo NMDA nesta
estrutura na mediacado do comportamento defensivo.

Nesse sentido, a evidéncia que sustenta esta hipdtese é decorrente do pré-
tratamento de DPAT e WAY na SCP dorsal, cujo resultado mostrou o efeito modulatério
do receptor 5-HT1a sobre a atividade glutamatérgica no comportamento de esquiva de
ratos expostos ao LCE e ao teste da esquiva inibitoria. Nossos resultados mostram que
embora nem o agonista 5-HT1» DPAT nem o antagonista 5-HT14 WAY injetados na SCP
dorsal foram capazes de alterar o comportamento de esquiva no LCE per se, ambos
compostos interferiram no comportamento desencadeado por ativacdo da SCP dorsal
pela injecdo de NMDA. Assim, embora a dose de 25 pmol de NMDA injetada na SCP
dorsal tenha produzido um efeito do tipo ansiogénico, o nivel de exploracao aos bracos
abertos observado em ratos que receberam NMDA na dose de 25 pmol, mas foram pré-
tratados com antagonista 5-HT14 WAY na dose de 5 nmol, foi similar ao grupo controle.
Estes resultados sugerem que a atividade glutamatérgica na SCP dorsal pode estar

sobre o controle da ativacao do receptor 5-HT 1.

66



Por outro lado, a falta de efeito observado pela maior dose de 100 pmol de
NMDA no LCE foi alterada pelo pré-tratamento com DPAT (2 e 8 nmol), tornando a
dose de 100 pmol ansiogénica. Em conjunto, estes resultados mostram uma interagéo
entre a fungcédo glutamatérgica e serotoninérgica na mediacdo de respostas aversivas
mediadas pela SCP dorsal. Observa-se, com os resultados, que a auséncia dos efeitos
comportamentais pela injecdo na SCP dorsal de DPAT e WAY per se, e os efeitos
sobre a atividade glutamatérgica sao indicativos de que o receptor 5-HTo na SCP
dorsal deve ser recrutado para uma agao regulatéria.

Evidéncias na literatura tém demonstrado o envolvimento de receptores
ionotropicos glutamatérgicos da SCP dorsal no comportamento defensivo (DEPAULIS e
BANDLER,1988; GUIMARAES et al. 1991; MOLCHANOV e GUIMARAES, 2002;
BERTOGLIO e ZANGROSSI, 2006), a possibilidade de como a serotonina e glutamato
interajam na SCP dorsal na modulagdo do comportamento defensivo estd baseado em
evidéncias de que o agonista seletivo do receptor 5-HT1a, DPAT antagoniza os efeitos
aversivos induzidos por microinjecdo de aminoacido excitatério na SCP dorsal
(BECKETT et al., 1992; BECKETT E MARSDEN, 1995) da mesma forma que atenua o
limiar para estimulacdo elétrica na SCP dorsal para respostas de fuga (JENCK e
BROEKKAMP 1989). Por outro lado, a ativacao do receptor 5-HT1a da SCP com DPAT
atenua a resposta comportamental evidenciada pela estimulagdo do hipotalamo medial
(SHAIKN et al., 1997). Como a via glutamatérgica hipotalamo medial-SCP dorsal esta
envolvida na mediacao de respostas defensivas (BEART et al., 1988; LU et al., 1992;
SILVEIRA E GRAEFF, 1988), a atenuagcdo do comportamento defensivo no hipotalamo
apos a injecdo de DPAT na SCP dorsal esta de acordo com a sugestdo de interagéo

entre transmissao glutamatérgica e serotoninérgica na SCP dorsal.
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Ainda que n&o sejam claros os mecanismos de modulagdo entre o sistema
glutamatérgico e serotoninérgico, a literatura tem sugerido ainda que projecdes
serotoninérgicas para a SCP dorsal terminem sobre interneurénios GABA modulando
desta forma a resposta comportamental (BRANDAO et al., 1999). De forma semelhante,
Matsuyama e colaboradores (1996, 1997) sugerem que também em outra estrutura
cerebral como o giro dentado, tanto receptores NMDA quanto 5-HTia se encontram
localizados sobre neurdnios GABAérgicos, exercendo desta forma um efeito regulatorio
excitatorio e inibitério da liberagdo de GABA. O envolvimento do receptor 5-HT1a na
reducdo da despolarizagdo induzida pelo aminoacido excitatério também foi
demonstrada no l6cus coeruleus (CHARLETY et al., 1991).

Da mesma forma, ainda que ndo sejam claros 0os mecanismos pelos quais o
receptor 5-HT1a exerce seu efeito modulatério sobre a atividade glutamatérgica, um
estudo importante de Yuen e colaboradores (2005) mostra que no cértex pré-frontal,
estrutura cerebral criticamente envolvida na regulagdo de processos emocionais e
cognitivos, a ativacao do receptor 5-HT1a inibe a corrente ibnica do receptor NMDA por
alterar a subunidade NR2B, diminuindo desta forma a atividade glutamatérgica e
modulando, assim, processos emocionais e cognitivos mediados pelo cértex pré-frontal.

Em relagdo ao efeito do tipo modulatério promovido pelo subtipo de receptor 5-
HTia da SCP dorsal sobre a atividade glutamatérgica nas respostas comportamentais
defensivas de medo e ansiedade, de acordo com o0 exposto acima, muitos estudos
ainda sdo necessarios para investigar de que forma este comportamento € modulado.
No entanto, de acordo com a literatura, a possibilidade da interagdo entre subtipos de

receptores serotoninérgicos na SCP dorsal (DE PAULA SOARES e ZANGROSSI, 2004;
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NUNES DE SOUZA et al., 2008), ou a participagao do sistema noradrenérgico (AUDI et
al, 1989), podem de alguma forma participar da resposta comportamental final.

A modulagao serotoninérgica sobre o sistema glutamatérgico na SCP dorsal na
mediacdo do comportamento de exploracdo dos bracos abertos do LCE reforca a
funcdo da SCP dorsal em um comportamento defensivo mais sutil. A auséncia de
respostas como congelamento ou fuga, observadas com o uso de agonistas de AAE, e
a exploragéo aos bragos abertos foi bidirecionalmente modificada quando a maior dose
de NMDA foi utilizada ap6s a injecdo de DPAT ou quando a menor dose foi utilizada
apés a injecao de WAY.

Os resultados obtidos com a infusdo do agonista 5-HT14 DPAT nas doses de 2 e
8 nmol e do antagonista 5-HT1a WAY nas doses de 2 e 5 nmol na SCP dorsal por si s6
nao foram capazes de interferir na a aquisicdo da resposta de esquiva no teste da
esquiva inibitéria do tipo descida da plataforma. Alguns estudos mostraram o
envolvimento da SCP dorsal mediando um componente aversivo (BECKETT e
MARSDEN, 1995; DIELEMBERG at al., 2004; MARTINEZ et al., 2006; MONGEAU et
al., 1998), sugerindo uma fungdo que interfere no desempenho do comportamento
motivado pelo medo em que a SCP inibe a amigdala ou outras estruturas cerebrais
envolvidas no processamento do estimulo que provoca o medo (FENDT e FANSELOW,
1999, MARTINEZ et al., 2006).

O presente estudo também mostrou que o pré-tratamento com o agonista do
receptor 5-HT1ao DPAT reverteu o prejuizo da resposta de esquiva aversiva causado
pela infusdo na SCP dorsal de NMDA, porém, ndo foi capaz de interferir no prejuizo da
consolidacdo do aprendizado da esquiva aversiva causado pela infusdo de NMDA na

SCP dorsal. Este resultado sugere que o receptor 5-HT1a da SCP dorsal exerce um
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papel modulatério na elaboracdo das respostas defensivas e ndo quando ja houve
exposicao prévia a uma experiéncia aversiva e ja houve o processamento da resposta,
como é o caso da fase de consolidagdo da informagdo aversiva. Outra hipdtese
sugerida é que a estimulacéo elétrica nas patas que antecede a estimulagdo quimica da
SCP dorsal poderia estar promovendo uma grande liberacdo de glutamato em varias
areas cerebrais causando uma ativacdo neuronal tdo intensa que possa estar
interferindo no processo de modulagao serotoninérgica na SCP dorsal. Consistente com
esta visdo é a possivel interacdo da SCP com estruturas mais rostrais no cérebro,
modificando o processamento das informagdes (VIANA e BRANDAO, 2003).

Considerando ainda que a ativacdo da SCPd com NMDA tenha propriedades
analgésicas, o pré-tratamento com o agonista do receptor 5-HTia pode reverter o
prejuizo da esquiva por interferir na analgesia e, desta forma, favorecer a esquiva.
Futuros experimentos serdo necessarios para melhor evidenciar esta possibilidade.

Diante dos resultados obtidos com a infusdo do agonista do receptor NMDA na
SCP dorsal, que mostrou que a ativagao deste receptor modifica a resposta defensiva
de ratos submetidos ao LCE e ao teste da esquiva inibitoria, € que o pré-tratamento
com o agonista do receptor 5-HT1a € capaz de suprimir a excitacao sinaptica mediada
pelo receptor NMDA na SCP dorsal, é possivel sugerir que esta regido esteja envolvida
com a modulagdo de respostas de esquiva do comportamento defensivo,
independentemente do tipo de estimulo aversivo empregado, cuja deteccdo pelo rato
envolveu a participagéo de diferentes modalidades sensoriais.

O significado funcional do receptor 5-HT1a na cogni¢ao foi avaliado, sobretudo
sistemicamente (para revisdo ver MENESES e HONG, 1999; LUTTGEN et al., 2005;

MENESES e PEREZ-GARCIA, 2007) e os resultados contrastam com os obtidos com
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este estudo, uma vez que o agonista do receptor 5-HT1a causa prejuizo nas tarefas
cognitivas (LUTTGEN et al., 2005), possivelmente por modular a transmissdo
glutamatérgica e colinérgica, reduzindo a excitabilidade neuronal destes sistemas em
areas cerebrais como hipocampo, cortex e amigdala (EDAGAWA et al.,1999; LIANG,
1999; MADJID et al., 2005). Em estudos feitos por Orgren e colaboradores (ORGREN
et al., 2008) a ativagao do receptor 5-HT1a por DPAT por via sistémica em baixas doses
favorece e em altas doses prejudica a esquiva quando injetados antes do treino na
tarefa da esquiva inibitéria do tipo descida da plataforma. Os autores sugerem que
doses maiores podem ativar receptores 5-HTia localizados no hipocampo, levando
desta forma a uma inibicdo dos receptores glutamatérgicos através de uma
hiperpolarizacdo dos neurbnios hipocampais. Isso prejudica a via de sinalizacdo dos
mecanismos intracelulares necessarios para o processamento da meméria e provoca
um prejuizo na aquisicao da esquiva. Os mesmos autores confirmaram esta hipotese
porque o0 uso de antagonista 5-HTya bloqueou completamente o prejuizo da esquiva
causado pelo uso do DPAT no hipocampo. Por outro lado, a literatura também sugere
que o processamento da consolidacdo do componente aversivo da meméria mediado
pelos receptores do tipo NMDA possa ser modulado através do sistema serotoninérgico
via interneurénios GABA (STUTZMANN e LEDOUX, 1999).

Diante dos resultados obtidos com a infusdo do agonista do receptor NMDA na
SCP dorsal, em que foi mostrado que a ativacdo dos receptores NMDA afetou a
resposta defensiva de ratos submetidos ao LCE e a esquiva inibitéria, é possivel sugerir
que esta regido esteja envolvida com a mediacdo da resposta de esquiva do
comportamento defensivo. Os resultados sugerem ainda que haja uma interagdo

funcional entre os receptores glutamatérgicos do tipo NMDA e serotoninérgicos do tipo
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5-HT1a da SCP dorsal do tipo modulatéria, na mediagédo da resposta de esquiva do
comportamento defensivo.

Em resumo, os resultados obtidos sugerem o envolvimento do receptor 5-HT1a
da SCP dorsal na mediacdo de componentes de esquiva do comportamento defensivo
através da modulagédo do sistema glutamatérgico e, desta forma, sugerem que a SCP
dorsal é fundamental na expressao de respostas defensivas de esquiva exibidas frente
a situacdes ameacadoras tanto de aspecto mais sutil quanto com um carater mais
aversivo. Desta maneira, nossos resultados mostram a importancia da SCP dorsal em
comportamentos defensivos sugerindo que esta estrutura pode influenciar componentes
de esquiva do comportamento defensivo reforcando o papel fundamental da mesma ja

descrito na literatura.
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7 APENDICE

Tabela 1. Efeito da injecdo pré-teste do agonista NMDA (25 e 100 pmol) intra SCPd
sobre os parametros % de tempo e % de entradas nos bracos abertos, freqiiéncia do
comportamento de avaliacao de risco e frequéncia de entradas de ratos submetidos por
5 minutos ao LCE. Os dados estao representados como média + EPM. ANOVA seguida
pelo teste Dunnett * p< 0,05 quando comparado ao grupo controle.

Parametros avaliados no teste do LCE

Infusao Pré-teste % EBA % TBA AR EBF

Veiculo/Veiculo 40,1+3,6 26,0t3,8 3,2+0,4 9,410,6
Veiculo/NMDAZ25 22,3+4,8* 6,710,5* 4,1+0,4 6,610,5*
Veiculo/NMDA100 45,318,2 7,2+1,0 5,010,9 7,2+1,0*
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Tabela 2. Efeito da injecao pré-teste do agonsita 5-HTi» DPAT (2 € 8 nmol) e do
antagonista 5-HT1A WAY (2 e 5 nmol) intra SCPd sobre os parametros % de tempo e
% de entradas nos bracos abertos, freqiiéncia do comportamento de avaliagdo de risco
e frequéncia de entradas de ratos submetidos por 5 minutos ao LCE. Os dados estao
representados como média + EPM. ANOVA seguida pelo teste Dunnett * p< 0,05
quando comparado ao grupo controle.

Parametros avaliados no teste do LCE

Infusao Pré-teste % EBA % TBA AR EBF

Veiculo/Veiculo 40,1£3,6 26,0£3,8 3,2+0,4 9,410,6
DP2/Veiculo 39,815,0 16,3+2,9 2,840,3 7,310,8
DP8/Veiculo 32,015,1 16,7+3,4 5,2+0,8* 8,7t1,0
WAY2/Veiculo 29,1£7,4 16,615,7 3,6+1,0 9,710,6
WAY5/Veiculo 38,614,3 24,713,4 2,610,5 10,3+1,0
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Tabela 3. Efeito da infusdo pre-teste de Veiculo/NMDA 100 pmol, DPAT na dose de 2 e
8 nmol/Veiculo, DPAT 2 nmol/NMDA 100 pmol e DPAT 8 nmI/NMDA 100 pmol na SCPd
sobre os parametros % tempo e entradas nos bragos abertos, freqiéncia do
comportamento de avaliagao de risco e freqiéncia de entradas nos bragos fechados de
ratos submetidos por 5 minutos ao LCE. Os dados estao representados como média *
E.P.M. ANOVA seguida pelo teste Duncan’s * p< 0,05 quando comparado ao grupo
controle.

Parametros avaliados no teste do LCE

Infusao Pré-teste % EBA % TBA AR EBF

Veiculo/Veiculo 40,1£3,6 26,013,8 3,210,4 9,410,6
Veiculo/NMDA100 45,348,2 24,5+1,0 5,010,9 7,2+1,0*
DP2/Veiculo 39,845,0 16,3+2,9 2,810,3 7,310,8
DP8/Veiculo 32,015,1 16,7+3,4 5,240,8* 8,7t1,0
DP2/NMDA100 26,146,5 10,0+3,8* 3,2+0,0 5,1+0,6*
DP8/NMDA100 36,5+8,9 12,12,2* 3,20,4 9,8+1,3
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Tabela 4. Efeito da infusédo pre-teste de Veiculo/NMDA 25 pmol, WAY 2 e 5
nmol/Veiculo, WAY 2 nmol/NMDA 25 pmol e WAY 5 nmol/NMDA 25 pmol na SCPd
sobre os parametros % tempo e entradas nos bragos abertos, freqiéncia do
comportamento de avaliagao de risco e frequéncia de entradas nos bragos fechados de
ratos submetidos por 5 minutos ao LCE (n=6 13 por grupo). Os dados estéo
representados como média + E.P.M. ANOVA seguida pelo teste Duncan’s * p< 0,05
quando comparado ao grupo controle.

Parametros avaliados no teste do LCE

Infusao Pré-teste % EBA % TBA AR EBF
Veiculo/Veiculo 40,1£3,6 26,0t3,8 3,2+0,4 9,410,6
Veiculo/NMDA25 22,3+4,8* 6,710,5* 4,1+0,4 6,610,5*
WAY2/Veiculo 29,1+7,4 16,615,7 3,6x1,0 9,710,6
WAY5/Veiculo 38,6+4,3 24,713,4 2,610,5 10,3+1,0
WAY2/NMDA25 19,345,4* 6,9+3,9* 5,1+0,8 6,0+0,8*
WAY5/NMDA25 35,346,6 16,6+4,4 3,8+0,6 6,6+0,7*
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Tabela 5. Efeito da infusdo de NMDA(25 e 100 pmol) na SCPd, antes do treino de ratos
submetidos a tarefa de esquiva inibitéria do tipo descida da plataforma (n= 10-15 por
grupo). Os dados obtidos durante a sessdo de treino estdo representados como
intervalo de confianca (95%) em torno da média das laténcias obtidas nesta sesséo. Os
dados obtidos durante o teste estdo representados como média + EPM e compreendem
a diferenca do tempo de laténcia de descida da plataforma entre o treino e teste (A
laténcia). ANOVA seguida pelo teste post-hoc Dunnett.

INFUSAO PRE-TREINO

MEDIDA/SESSAO

VIV V/NMDA25 V/NMDA100
Laténcia Treino - 649
A Laténcia Teste 100,816 31,88+6,5 14,2548,8

Tabela 6. Efeito da infusdo de DPAT (2 e 8 nmol) e de WAY (2 e 5 nmol) na SCPd,
antes do treino de ratos submetidos a tarefa de esquiva inibitéria do tipo descida da
plataforma. Os dados obtidos durante a sesséo de treino estdo representados como
intervalo de confianca (95%) em torno da média das laténcias obtidas nesta sesséo. Os
dados obtidos durante o teste estao representados como média £+ EPM e compreendem
a diferenca do tempo de laténcia de descida da plataforma entre o treino e teste (A
laténcia). ANOVA seguida pelo teste post-hoc Dunnett.

INFUSAO PRE-TREINO

MEDIDA/SESSAO
V/V DPAT 2/V DPAT 8V WAY2/V WAY5/V

Laténcia Treino - 6+9

A Laténcia Teste 100,8+16  85,8+22,4 90,8+21,3 113,2+23,1 102,8+22,4
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Tabela 7. Efeito da infusdo de veiculo/NMDA (25 e 100 pmol), DPAT 8 nmol/NMDA 25
pmol e DPAT 8 nmol/NMDA 100 pml na SCPd, antes do treino de ratos submetidos a
tarefa de esquiva inibitéria do tipo descida da plataforma. Os dados obtidos durante a
sessao treino estdo representados como o intervalo de confianga (95%) em torno da
média das laténcias obtidas nesta sessdo. Os dados obtidos durante a sessao teste
estdo representados como média + EPM e compreendem a diferenca de tempo de
laténcia de descida da plataforma entre teste e treino (A laténcia). A ANOVA seguida
pelo teste post-hoc Duncan * p < 0.05 quando comparado ao grupo controle.

INFUSAO PRE-TREINO

MEDIDA/SESSAO
VIV V/NMDA25 V/NMDA100 DPATS8/V DPAT8/NMDA25 DPAT8/NM100

Laténcia Treino - 6+9

A Laténcia Teste 100,8+1 31,8+6,5 14,2+8,8 90,8+21,4 122,4+247 90,4+18,4

Tabela 8. Efeito da infusdo de NMDA(25 pmol) e DPAT8/NMDA25 pmol na SCPd,
imediatamente apds o treino de ratos submetidos a tarefa de esquiva inibitéria do tipo
descida da plataforma . Os dados obtidos durante a sessdao de treino estdo
representados como intervalo de confianga (95%) em torno da média das laténcias
obtidas nesta sessdo. Os dados obtidos durante o teste estdo representados como
média + EPM e compreendem a diferenca do tempo de laténcia de descida da
plataforma entre o treino e teste (A laténcia). A ANOVA seguida pelo teste post-hoc
Duncan * p < 0,05 quando comparado ao grupo controle.

INFUSAO POS-TREINO

MEDIDA/SESSAO

VIV V/NMDA25 DP8/NMDA25
Laténcia Treino -3+7
A Laténcia Teste 84,7+18,9 8,3+1,8 18,245,3
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Tabela 9. Efeito da infusdo de veiculo/NMDA 25 pmol, veiculo/WAY (2 e 5 nmol), WAY
2/NMDA25 e WAY 5/NMDA25 na SCPd, antes do treino de ratos submetidos a tarefa
de esquiva inibitdria do tipo descida da plataforma. Os dados obtidos durante a sessao
treino estao representados como o intervalo de confianga (95%) em torno da média das
laténcias obtidas nesta sessdo. Os dados obtidos durante a sessédo teste estéo
representados como média + EPM e compreendem a diferenca de tempo de laténcia de
descida da plataforma entre teste e treino (A laténcia). A ANOVA seguida pelo teste
post-hoc Duncan * p < 0,05 quando comparado ao grupo controle.

INFUSAO PRE-TREINO

MEDIDA/SESSAO
VIV V/INMDA25 WAY2/V WAY5/V  WAY2/NMDA25 WAY5/NMDA25

Laténcia Treino - 649

A Laténcia Teste 100,8+1 31,846,5 113,2423,1 102,8+22,4 14,218,2 42,4+11,3
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