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RESUMO

A serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT), € um dos neurotransmissores que possui
um papel importante na neurobiologia do comportamento agressivo. Estudos tém
demonstrado que niveis elevados de serotonina conduzem a uma diminuicdo da
agressividade em muitas espécies diferentes incluindo a espécie humana.

Os receptores 5-HTy estdo envolvidos em fungdes comportamentais importantes,
como 0 comportamento agressivo. Injecdes sistémicas de agonistas dos receptores 5-HT1g
apresentam efeitos especificos antiagressivos. Recentemente, no cortex pré-frontal, mais
especificamente na regido orbitofrontal, tem sido identificado uma importante inibi¢cdo no
controle do comportamento, em particular o comportamento impulsivo e agressivo.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos de dois agonistas dos
receptores 5-HT;5 0 CP-94,253 e 0 CP-93,129 sobre o comportamento agressivo de ratas
fémeas submetidas a provocacdo social e o papel do cortex pre-frontal: a regido
orbitofrontal, sobre o comportamento agressivo. Foram utilizadas ratas fémeas Wistar
microinjetadas no nono dia pos-parto com CP-94,253 ou CP-93,129. O agonista dos
receptores 5-HT15 0 CP-94,253 foi injetado nas doses de 0,56 (n=8) e 1,0 nug/0,2ul (n=8). O
outro agonista dos receptores 5-HT;g 0 CP-93,129 foi injetado na dose de 1,0 pg/0,2ul
(n=9). O veiculo para o CP-94,253 foi Dimetilsulfoxido (DMSO) 5% juntamente com 5%
de Tween 80 diluidos em agua destilada e para o CP-93,129 o veiculo foi salina. O

experimento iniciou com fémeas prenhas. No 5° dia po6s-parto, a fémea foi submetida ao
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protocolo de provocacdo social. No 6° dia pds-parto, a fémea foi submetida a cirurgia
estereotaxica e no 9° dia pos-parto a fémea foi microinjetada com veiculo ou agonistas 5-
HTis. ApOs a microinjecdo foi realizado o teste comportamental, sendo que o0s
comportamentos - agressivos e nao-agressivos — foram filmados para posterior analise. A
freqUéncia dos comportamentos foi comparada entre os grupos tratados e veiculo pela
analise de variancia no grupo do CP-94,253 e foi utilizado pelo Teste t de Student para
comparar o grupo CP-93,129 com o veiculo. Os resultados mostraram uma diminui¢do no
comportamento agressivo maternal (ataque lateral, postura agressiva e dominar) apds a
microinjecdo do agonista CP-93,129 comparado com o grupo salina. Os dois agonistas dos
receptores 5-HTig 0 CP-94,253 e 0 CP-93,129 ndo tiveram os mesmos efeitos. O CP-
93,129, quando microinjetado no cortex pré-frontal, na regido orbitofrontal de ratas
submetidas a provocacdo social, tem efeitos antiagressivos enquanto que o CP-94,253 ndo

alterou o comportamento agressivo.



1 INTRODUCAO

1.1 Comportamento agressivo

Analises neurobioldgicas e comportamentais da agressdo em varias espécies
contribuem para a compreensdo da violéncia humana e o desenvolvimento de intervencdes
terapéuticas (Miczek, 2001). Surtos de agressdo que resultam em prejuizos e danos
representam um grande problema em casos psiquiatricos e ndo h& opg¢des de tratamento
adequado até o presente momento (Volavka, 1995).

Comportamento agressivo pode ser considerado como um comportamento que
implica em prejuizos e lesdes, ou em ameacas aos individuos (Berkowitz, 1983). O
comportamento agressivo € caracterizado, tipicamente, dentro do contexto reprodutivo: os
machos assumem dominancia social e apresentam um repertdrio classico de agressividade.
Em espécies animais, geralmente os machos patrulham e defendem territério, enquanto as
fémeas suprimem suas fungdes reprodutivas, também protegem e defendem-se dos
competidores. Desta maneira, as fémeas demonstram comportamento agressivo (Brain,
1981; Huntingford & Turner, 1988).

Dentro de uma perspectiva biologica, a agressividade € importante para a
sobrevivéncia do individuo. Em seres humanos, a agressividade traz sérios problemas,
quando resulta em prejuizos e sdo exatamente estes prejuizos ou lesdes que definem a

esséncia do comportamento agressivo (Miczek, 2001).



O grande obstaculo do estudo do comportamento agressivo é reconhecer dois
objetivos opostos: as lesdes e 0S prejuizos, e a0 mesmo tempo, estudar os fenbmenos
comportamentais que representam a biologia da agressividade (Miczek, 2001).

Comportamento agressivo é um comportamento instintivo e essencial em muitas
espécies de mamiferos e pode ser classificada em duas categorias: 1) agressividade afetiva
e 2) agressividade predatoria (Moyer, 1968). A agressividade afetiva estd presente em
muitas espécies e pode ser dividida em: a) agressividade ofensiva e b) agressividade
defensiva. Contrariamente, os ataques em outras especies de animais estdo baseados na
agressividade predatoria e ocorrem freqlientemente em animais selvagens (Karli, 1956;
Moyer, 1968; Reis, 1974; Blanchard & Blanchard, 1977). A amigdala medial, o nicleo da
estria terminal, o hipotdlamo ventrolateral e dorsolateral e parte da substancia cinzenta
periaquedutal sdo areas que estdo interconectadas com o hipotadlamo anterior e estdo
relacionadas com o comportamento ofensivo (Delville et al., 2000).

A agressividade defensiva por ser potencializada pelo medo ou dor é amplamente
independente da testosterona e é governada por mecanismos cerebrais separados
(Blanchard & Blanchard, 1984; Albert et al., 1993). Agressividade defensiva é tipicamente
ativada por ataques de um predador ou experimentador (Blanchard & Blanchard, 1984;
Albert et al., 1993). Em gatos, a agressividade defensiva envolve uma circuitaria neural que
é composta pelo hipotadlamo medial e a substancia cinzenta periaquedutal (Gregg & Siegel,
2001). Em ratos, o comportamento de ataque pode ser deflagrado através de estimulacéo
elétrica da area hipotalamica intermédia e parte ventrolateral do nicleo hipotalamico
ventromedial — &rea de ataque (para revisdo ver Kruk, M.R., 1991). Aferéncias e eferéncias
para a area de ataque, incluindo a amigdala, cortex pré-frontal, septum, ndcleo talamico

médio dorsal, tegmentum ventral e substancia cinzenta periaquedutal (PAG) também estdo



envolvidas no comportamento agressivo (para revisdo ver Siegel et al., 1999). Neur6nios
nestas areas possuem receptores para hormonios esterdides e também apresentam subtipos

de receptores 5-HT 14 € 5-HTg.

1.2 Comportamento Agressivo Maternal

Ap0s 0 parto, as ratas desenvolvem uma série de respostas comportamentais como:
lamber, cheirar, cuidar e buscar os filhotes, acompanhadas por constru¢do do ninho
(Rosenblatt, 1975). Em adi¢do a estes comportamentos, as fémeas apresentam menos medo
e reducdo na ansiedade (Fleming & Luebke, 1981; Hard & Hansen, 1985; Ferreira et al.,
1989), bem como um aumento na agressividade em direcdo a um intruso (Erskine et al.,
1978; Erskine et al., 1980; Ostermeyer, 1983; Hansen & Ferreira, 1986). Mudancas
hormonais que ocorrem durante o parto sdo seguidas por estimulos sensoriais produzidos
pelos filhotes (Rosenblatt, 1975), sendo que estas mudancas explicam os comportamentos
exibidos pelas fémeas. Importantes sistemas de neurotransmissores estdo envolvidos no
controle neural do comportamento maternal e da agressividade, como: 0s
benzodiazepinicos GABAérgicos e a serotonina (Ferreira et al.,, 2000). Barofsky e
colaboradores (1983) demonstraram resultados controversos quanto ao controle
serotoninérgico do comportamento maternal. Lesdes eletroliticas do nucleo mediano da rafe
realizadas antes do parto ndo afetaram o comportamento maternal (Barofsky, 1978),
todavia, lesbes neurotoxicas com 5,7 diidorxitriptamina da mesma area encefalica
prejudicaram drasticamente 0 comportamento maternal (Barofsky, 1983). E geralmente
aceito que a expressao da agressividade maternal esta inversamente relacionada com a

ativacdo do sistema serotoninérgico (Olivier & Mos, 1992). Foi demonstrado que o uso de



agonistas serotoninérgicos da familia 5-HT3, como o 8-OH-DPAT, buspirona e ipsapirona
(5-HT1a) reduzem o comportamento agressivo maternal (Olivier & Mos, 1992). O TFMPP
¢ um agonista dos receptores 5-HTig,c que também diminui a agressividade, sendo que
causa prejuizo na atividade locomotora (de Almeida & Lucion, 1994; de Almeida &
Lucion, 1997; Miczek et al., 1998 b). De Almeida e colaboradores (2005) observaram que
0 agonista dos receptores 5-HTaanc, o-metil-5-hidroxitriptamina maleato, tem efeito
inibitorio no comportamento agressivo maternal de ratas quando microinjetado na PAG.

E bastante escassa a pesquisa sobre a agressividade com fémeas, pois a maioria dos
estudos é feita com machos (de Almeida & Lucion 1997; De Almeida et al., 2005; De
Almeida et al., in press).

A agressividade exibida pelas fémeas tem como propoésito principal a defesa da
ninhada (Hurst, 1987). Ratas lactantes com filhotes atacam intensamente intrusos que
invadem seu territorio, enquanto fémeas ndo lactantes raramente demonstram
comportamento agressivo (Numan, 1988; Rosenblatt et al., 1988). A agressdo maternal é
mais pronunciada durante a primeira parte do periodo da lactacdo, ou seja, do 3° ao 12° dia
pos-parto (Erskine et al., 1978; Mos & Olivier, 1996). Nessa situacdo, as fémeas, além dos
parametros normalmente observados em machos (investigacdo social, avancar, dominar,
rodear, postura agressiva, ataque lateral, morder), também apresentam o comportamento de
ataque frontal e cuidado materno (Lucion & de Almeida, 1996).

A presenca da ninhada e especificamente dos sinais odoriferos sao fatores essenciais
para manter a agressividade em camundongos, ratos e hamsters (Erskine et al., 1978;

Numan, 1988).



O comportamento agressivo das ratas com filhotes contra um macho intruso é
semelhante ao comportamento de machos dominantes em colbnias (Blanchard &
Blanchard, 1991). Elas apresentam uma seqiiéncia de ataque lateral (comportamento
ofensivo), estendendo o dorso, tomando uma postura arqueada, embora seja menos
frequente do que observado em machos dominantes (Blanchard & Blanchard, 1991). A
maioria das mordidas de machos dominantes em intrusos resulta numa lesdo sendo que as
fémeas dificilmente produzem um dano fisico. Outra diferenca importante é o alvo destas
mordidas (Blanchard & Blanchard, 1991). Ao contrario dos machos, uma consideravel
freqiiéncia de mordidas das fémeas € dirigida a cabeca e a regido do focinho do intruso. As
fémeas apresentam o padrdo de ataque frontal, o qual ndo é observado em machos
dominantes (Blanchard & Blanchard, 1991). O ataque frontal € um comportamento subito,
muito rapido, pois ndo apresenta comportamentos associados como piloerecdo e/ou dorso
arqueado. Esta forma de agressdo que ocorre em resposta a uma ameaga ou medo é
motivada e, geralmente, é precedida por fugas (Brain, 1981). Os alvos das mordidas das
fémeas e a ocorréncia de ataque frontal sugerem que existe um elemento de defesa ou medo
na reacdo de uma fémea em direcdo a um intruso. Assim, o ataque frontal tem sido
considerado como um comportamento defensivo (Blanchard & Blanchard, 1981).

De acordo com de Almeida et al. (2004) ratas fémeas provocadas socialmente no
sétimo dia pos-parto pela exposicdo a um camundongo macho aumentam
significativamente o comportamento agressivo, por aumento dos ataques laterais

(componente ofensivo) e por aumento de ataques frontais (componente defensivo).



1.3 Protocolo Experimental para Aumentar o Comportamento Agressivo

Em espécies sociais, 0 comportamento agressivo pode servir como uma importante
funcdo adaptativa. Todavia, quando este tipo de comportamento excede os padroes tipicos
das espécies, ele pode ser considerado um comportamento mal-adaptativo (de Almeida et
al., 2005).

Niveis excessivos de comportamento agressivo podem ser induzidos em animais de
laboratério ou em seres humanos através: do uso de farmacos e de protocolos
experimentais, tais como a provocacdo e a frustracdo social , ou por selecdo genética (de
Boer & Koolhaas, 2005).

O élcool, dentre outras drogas, € o farmaco mais envolvido em muitos tipos de
comportamento agressivo nos Estados Unidos da América (Chermack & Giancola, 1997,
Brown et al., 1999; Fulwiler et al., 2005) em mais de 50% de todos os crimes de violéncia
(Murdoch et al., 1990) e acima de 86% dos assassinatos (Roizen, 1997). O alcool pode
diminuir a agressividade em muitas espécies animais, como em camundongos, ratos,
macacos e em humanos, presumivelmente devido aos seus efeitos sedativos (Krsiak &
Borgesova, 1973; Smoothy & Berry, 1983). Em doses baixas a moderadas, o alcool
aumenta significativamente a agressividade em determinados individuos. Estas diferengas
nos efeitos do alcool que ocorrem nos individuos sdo o foco de muitos estudos (Miczek &
Barry, 1977; Peeke & Figler, 1981; Cherek et al., 1984; Blanchard et al., 1987; Miczek et
al., 1992, 1994; Berry, 1993; Van Erp & Miczek, 1997; de Almeida et al., 2001b; Miczek
& de Almeida, 2001; de Almeida & Miczek, 2001; Faccidomo et al., submetido a
publicacdo). Estudos em laboratério com ratos e camundongos tém mostrado que somente

um subgrupo de individuos (20-30%) apresenta altos indices de agressividade sob a



influéncia de quantidades baixas a moderadas de alcool (Miczek et al., 1992, 1998a ,b;
Miczek & de Almeida, 2001; Van Erp & Miczek, 1997; Fish et al., 1999; Faccidomo et al.,
submetido & publicacéo).

A provocacdo social € um protocolo experimental utilizado em ratos e camundongos
de laboratorio. Este protocolo foi desenvolvido para aumentar o0 comportamento agressivo.
Este aumento do comportamento agressivo é resultante da exposi¢do a um oponente por um
curto periodo de tempo, colocado atrds de um anteparo, antes do confronto social (Potegal,
1991). Este procedimento é denominado provocagéo social ou instigagdo social. Em geral,
hamsters, camundongos e ratos iniciam ataques com uma pequena laténcia e com altas
frequéncias quando testados com um intruso em suas caixas ou em um meio ndo-familiar,
apos terem sido provocados previamente na presenca de um oponente (Potegal, 1991; Fish
et al., 1999; de Almeida & Miczek, 2002). A provocagdo social ndo afeta o padrdo
locomotor, a alimentacdo ou o comportamento sexual em machos (Lagerspetz &
Hautojarvi, 1967; Potegal & Tenbrink, 1984; Potegal, 1992; Fish et al., 1999; de Almeida
& Miczek, 2002; de Almeida et al., 2004). A provocacdo social compreende mudancgas
comportamentais (aumento do comportamento agressivo), fisioldgicas e neuroguimicas
(diminuicdo dos niveis serotoninérgicos). Todos estes comportamentos que ocorrem nos
animais submetidos a provocagdo social, podem corresponder a condigdes psiquiatricas
(Valzelli, 1973). Quanto aos niveis neuroquimicos, animais provocados socialmente
apresentam uma diminuicdo de serotonina no hipotadlamo e cortex pré-frontal medial
(Payne et al. 1984, van Erp & Miczek, 2000). A provocagdo social em ratos de laboratorio
e hamsters demonstram significante aumento especialmente, no comportamento agressivo,
mas ndo na alimentacdo e comportamento sexual (Thor & Carr, 1979; Thor & Flannelly,

1979; Potegal, 1991). Em estudos experimentais, utilizando a provocacdo social (de



Almeida & Miczek, 2002) observaram aumentos especialmente dos elementos do
repertério comportamental agressivo, mas ndao em elementos comportamentais nao-
agressivos. Fish e colaboradores (1999) demonstraram que a exposi¢do a um camundongo
macho adulto aumenta a agressividade, todavia outros estimulos como um camundongo
juvenil ou uma fémea ndo foram suficientes para gerar altos niveis de agressividade.

O desenvolvimento de protocolos experimentais para aumentar 0s niveis de
comportamento agressivo, principalmente em camundongos, aproxima-se de padrbes
comportamentais clinicos (de Almeida & Miczek, 2002). Tratamentos farmacolégicos em
animais que apresentam comportamento agressivo simulam 0s comportamentos de
agressividade em humanos (Eichelman, 1990, 1992; Miczek et al., 1994). Estudos dos
mecanismos neurais de agressdo podem contribuir para 0 nosso entendimento, ndo somente
de domesticagdo de animais, mas também sobre 0s mecanismos da intervencao
farmacoterapéutica no comportamento agressivo humano (Ueda et al., 1999).

O objetivo da utilizacdo da provocagdo social é aumentar o comportamento
agressivo dos animais, como por exemplo: nas ratas, uma vez que essas tém uma linha de

base do comportamento agressivo com freqiiéncia bastante reduzida

1.4 Coértex Pré-Frontal

H& circuitos neurais importantes para a regulacdo dos comportamentos emocionais.
As principais regides envolvidas nesta circuitéria sdo: o cortex pre-frontal, a amigdala,
hipocampo, area pre-Optica medial, hipotdlamo, cortex cingulado anterior, cortex insular,

estriatum ventral (Davidson, 2000). Anormalidades funcionais e estruturais em uma ou



mais destas regides ou em interconexdes entre elas podem aumentar a suscetibilidade a
agressividade e a violéncia (Davidson, 2000).

Definir as regides do cdrtex pré-frontal de ratos tem levado a controvérsias desde o
final dos anos 30 (Leonard, 1969; Kolb, 1984; Preuss, 2000). A definicdo mais aceita de
cortex pré-frontal, de acordo com a convencdo de Rose e Woolsey (1948), afirma que € a
regido cortical que recebe projecdes do nucleo medial dorsal do talamo. Em roedores, esta
regido tem dois subcampos distintos:

1) que esta ao longo da parede medial anterior dos hemisférios e

2) que esta ao longo da fissura rinal, formando a area insular anterior.

A regido medial é chamada de cdrtex pré-frontal medial (mPFC) e a area insular
rinal como cortex orbital frontal (OFC). Ambos estes cortices podem ser subdivididos em
subcampos, sendo que cada um tem uma citoarquitetura distinta e uma conectividade (Kolb
et al., 2004). Recentemente, no coOrtex pré-frontal, mais especificamente na regido
orbitofrontal, tem sido identificado uma importante inibi¢do no controle do comportamento,
em particular o comportamento impulsivo e agressivo (Blair, 2001; Seguin, 2004; Cardinal

et al., 2004; Spinella, 2004; Kheramin et al., 2005).

1.5 Serotonina

A serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT), € um dos neurotransmissores que tem
sido implicado no controle neural da expressdo do comportamento agressivo (Miczek et al.,
1995). H& quatro décadas, os dados da literatura tentam relacionar agressividade e

serotonina (Maas, 1962; Garattini et al., 1967; Giacalone et al., 1968; Valzelli, 1981).
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Por muito tempo foi aceito que a deficiéncia da atividade serotoninergica estava
relacionada com comportamento impulsivo e com a personalidade de individuos violentos
(Brown et al., 1979; Linnoila et al., 1983; Mehlman et al., 1994; Mann, 1999). Esta idéia
foi mantida em estudos com seres humanos e primatas ndo-humanos baseados nas
concentracBes de 5-HIAA (um metabolito priméario da serotonina), coletado no liquido
cerebroespinhal (CSF) de individuos com personalidade anti-social (Brown et al., 1979;
Virkkunen et al., 1989, 1994; Linnoila et al., 1983) e em macacos impulsivos que foram
descritos como violentos em interacGes sociais (Higley et al., 1992; Mehlman et al., 1994;
Higley et al., 1996b; Bennett et al., 2002; Westergaard et al., 2003; Higley, 2003). Estudos
pré-clinicos com roedores adicionam suporte a evidéncia citada acima, hipotetizando a
deficiéncia de serotonina (Ferrari et al., 2005). De fato, a reducéo de serotonina encefélica
pela inibicdo da sintese de serotonina, com para-clorofenilalanina aumenta algumas formas
de agressividade em roedores (Valzelli et al., 1981; Vergnes et al., 1986). De maneira
oposta, manipulacdes farmacoldgicas, com o intuito de aumentar a atividade encefélica de
serotonina, bloqueando a recaptacdo de serotonina nos terminais sinapticos com tratamento
cronico de SSRIs ou aumentando a produgdo de serotonina com a administragdo de 5-
hidroxitriptofano (um precursor de 5-HT), diminui a agressividade (Olivier, 2004; Nelson
& Chiavegatto, 2001).

Alguns estudos tém mostrado evidéncias contraditorias, em relagdo aos niveis de 5-
HIAA e comportamento agressivo, pois, algumas vezes, ocorre uma correlacdo negativa
entre 5-HIAA e comportamento agressivo em primatas e roedores (Yodyingyuad et al.,
1985; van der Vegt et al., 2003).

Em seres humanos, a atividade serotoninérgica em muitos casos pode estar

relacionada com comportamentos agressivos, mas investigaces importantes sugerem que
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fatores sociais podem estar modulando amplamente, dentro deste contexto (Badawy, 1999).
DisfuncGes serotoninérgicas influenciam a agressividade de maneira diferente em seres
humanos, dependendo de como ocorre o controle da impulsividade, a regulagcdo das
emoc0es e habilidades sociais (Badawy, 1999).

O sistema serotoninérgico esta envolvido com o comportamento impulsivo
(Linnoila et al., 1983; Harrison et al., 1997 a; Puumala & Sirvi6, 1998; Evenden, 1999;
Mobini et al., 2000). O termo impulsividade é usualmente reservado para mas adaptacdes
comportamentais. As acdes sdo prematuramente concebidas como riscos excessivos ou
inapropriados a situagdes (Linnoila et al., 1983; Harrison et al., 1997 a; Puumala & Sirvid,
1998; Evenden, 1999 b; Mobini et al., 2000). Quando as a¢Oes tém resultado positivo, elas
tendem a ndo ser vistas como impulsividade, mas sim como indicadores de coragem,
rapidez e espontaneidade (Daruna & Barnes, 1993). Quando a atividade serotoninérgica
central é reduzida, direta ou indiretamente, ocorre a tendéncia de predisposi¢do impulsiva
(Linnoila et al., 1983; Wogar et al., 1993; Fairbanks et al., 2001; Mobini et al., 2000). A
impulsividade estd relacionada com desordens psiquidtricas. Por outro lado, a
impulsividade tem papéis em situacBes do cotidiano como dirigir (Lajunen, 1997) ou em
ocupac0es profissionais (Klinteberg et al., 1992; FAA, 1996). Surtos de agressividade séo
sintomas freqlientes de impulsividade. Antidepressivos n&o-seletivos, inibidores
irreversiveis da monoaminoxidase, tranilcipromina e o inibidor seletivo de recaptacéo para
serotonina (SSRIs): fluoxetina (Coccaro et al., 1990; Cornelius et al., 1991; Markovitz,
1995), bem como a sertralina (Kavoussi et al., 1994) podem ser efetivos no tratamento da
impulsividade. Estes dados sugerem que cada droga pode ser usada no tratamento das
medidas de impulsividade e da agressividade. O mecanismo ¢ talvez relacionado a sua

habilidade em estabilizar os niveis de serotonina (Evenden, 1999).
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Através da técnica da microdialise in vivo, tem sido possivel monitorar as mudancas
na atividade serotoninérgica durante os confrontos agressivos em ratos (van Erp & Miczek,
2000; Ferrari et al., 2003). Com esta metodologia pode-se monitorar em tempo real, a
liberacdo de serotonina extracelular, de estruturas corticolimbicas, em fases distintas de um
confronto agressivo: antes, durante e apos o confronto (Ferrari et al., 2005). No encéfalo de
mamiferos, a serotonina provém de neurénios localizados no nucleo da rafe dorsal e
mediano, com projecOes ascendentes a importantes estruturas do tronco encefélico, como:
cortex pré-frontal, hipocampo, estriado e ndcleo accumbens, e também projecOes
descendentes a medula espinhal (Ferrari et al., 2005). Estudos com microdialise revelam
que, durante um breve episddio de agressividade em ratos residentes, ocorre uma
diminuicdo nos niveis de serotonina no cortex pré-frontal, mas ndo no nudcleo accumbens
(van Erp & Miczek, 2000; Ferrari et al., 2003). A diminuicdo de 5-HT no cortex pre-frontal
é prolongada e pode persistir por uma hora apds o final do confronto (Ferrari et al., 20005).
Em ratos machos residentes, que sdo condicionados a atacar um intruso, num periodo de
dez dias, exatamente a0 mesmo tempo, os niveis de serotonina no ndcleo accumbens
diminuem de 30 a 35%, quando comparados com os niveis basais, no 11° dia, antes do
confronto (Ferrari et al., 2003). Esses experimentos indicam que o comportamento
agressivo esta associado com mudancas agudas nos niveis de serotonina, em estruturas
corticolimbicas (Ferrari et al., 2005).

A serotonina esta localizada em muitas células ndo neuronais, somente 1 a 2% da
quantidade total de serotonina € sintetizada no cérebro (Hillegaart, 1991). O aminoacido
essencial triptofano é hidroxilado para 5-hidroxi-triptofano (5-HTP) pela enzima triptofano
hidroxilase. Essa hidroxilacdo é o passo limitante na sintese de 5-hidroxitriptamina que

regula os mecanismos de retroalimentacdo. A triptofano hidroxilase pode ser
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especificamente bloqueada por p-cloro-fenilalanina (PCPA) resultando em diminui¢do dos
niveis de 5-HT. O 5-HTP é rapidamente descarboxilado para serotonina pela descarboxilase
dos L-aminoacidos aromaticos. A serotonina formada é transportada e estocada em
granulos. A monoaminoxidase (MAQO) mitocondrial pode quebra-la formando tanto 5-
hidroxitriptofano como &cido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA). A serotonina lancada na
fenda sinaptica atua tanto em receptores pré como pos-sinapticos. Os autorreceptores pre-
sinapticos sao inibitorios e regulam a sintese e secrecdo de 5-HT. A serotonina é removida
da fenda por uma recaptacdo neuronal ativa e metabolizada pela monoaminaoxidase
(MAO) (Hillegaart, 1991).

O sistema serotoninérgico regula numerosas fungdes fisiologicas como o sono,
termorregulacdo e padrdes de comportamento (Wilkinson & Dourish, 1991). A serotonina
também esté envolvida com a regulagdo do apetite, ritmo circadiano, atividade locomotora,
comportamento sexual, memoria, vigilancia, nocicepcao e enxaqueca (Parent et al., 1981,
Steinbusch, 1981; Sari, 2004). Alteracdes deste sistema estdo ligadas a muitas desordens
neuropsiquiatricas como depressdo, ansiedade e agressividade (Sleight et al., 1991; Sari,
2004).

A multiplicidade destas funcdes fisioldgicas e comportamentais na qual a serotonina
estd envolvida, ocorre, em parte, pela sua ampla distribuicdo no Sistema Nervoso Central
(SNC) e no Sistema Nervoso Periférico (SNP) e, também, pela diversidade de receptores
(Boess & Martin, 1994; Hoyer et al., 1994).

O sistema serotoninérgico no SNC esta bem limitado e definido. Os corpos celulares
estdo localizados no mesencéfalo e tronco cerebral (Tork, 1990) e o0s neur6nios

serotoninérgicos projetam-se as areas rostral e caudal do encéfalo (Jacobs & Azmitzia,
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1992). As projecOes rostrais tém um papel importante no sistema serotoninérgico, pois
estdo envolvidas na patologia de varias desordens psiquiatricas (Olivier & Oorschot, 2005).

O sistema serotoninérgico € um sistema complexo e possui 14 subtipos de
receptores: 5-HT1a, 5-HT1g, 5-HTic, 5-HTip, 5-htig, 5-HT2a, 5-HT2g, 5-HTc, 5-HT3, 5-
HT, 5-htsa, 5-htsg, 5-HTg e 5-HT;. A familia dos receptores serotoninérgicos é formada em
parte por a duas superfamilias de genes: a superfamilia dos receptores acoplados a proteina
G e a superfamilia dos canais idnicos. Os receptores 5-HT; 2456 ¢ 7 €Std0 relacionados com
a modulacdo da adenilato ciclase ou do fosfoinositol via ativacdo de proteinas G, ja, os
receptores 5-HT; estdo relacionados com a modulagdo de canais idnicos (Olivier &
Oorschot, 2005).

A liberagdo de serotonina de terminais de neur6nios serotoninérgicos € regulada
pelos autorreceptores 5-HTg (Middlemiss, 1984; Engel et al., 1986; Fink et al., 1995).
Estes receptores estdo também presentes em terminais  ndo-serotonérgicos
(heterorreceptores 5-HT;g) onde eles modulam a liberagdo de outros neurotransmissores
(Harel-Dupas et al., 1991; Feuerstein et al.,1996).

Os receptores da 5-HT podem estar localizados em diferentes partes do neurénio: no
corpo celular, dendritos ou nos terminais sinapticos (Peroutka, 1988).

A atividade dos neurdnios serotoninérgicos € regulada por dois tipos de
autorreceptores: 5-HTia ¢ 18 € também, pelo transporte de serotonina (Pifieyro & Blier,
1999). Durante o disparo neuronal, a serotonina é liberada dos terminais e ativa 0s
receptores serotoninérgicos. A regulacdo do disparo e liberacdo de serotonina sdo
controlados por mecanismos de “feedback” - retroalimentacéo, que modulam a atividade do
neurdnio serotoninérgico. O primeiro mecanismo de modulacdo da atividade

serotoninérgica consiste nos transportadores de serotonina, que estdo localizados nos
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terminais sinapticos e, também, os corpos celulares e os dendritos dos neurdnios
serotoninérgicos que carregam serotonina de volta para o neur6nio. Este processo é
denominado de recaptacdo de serotonina, muito importante para restaurar as condi¢fes
normais de disparo da célula e evitar a superestimulacdo dos receptores. Outro mecanismo
que contribui para cessar o disparo celular e controlar a liberacao de serotonina € a ativacao
dos autorreceptores 5-HT;g nos terminais sinapticos, conduzindo a uma inibicdo direta da
liberacdo de serotonina. Um terceiro mecanismo é constituido pelos autorreceptores
somatodendriticos 5-HT1a que também inibem a liberagdo de serotonina (Pifieyro & Blier,
1999; Adell et al., 2002).

Experimentos pré-clinicos tém mostrado evidéncias importantes dos receptores 5-
HT; e 5-HT,, em relacdo ao comportamento agressivo (Olivier et al., 1989; Olivier & Mos,
1992; Barret & Vanover, 1993; de Almeida & Lucion, 1994, 1997; de Almeida et al., in
press). A ativacdo dos receptores 5-HT;a tem demonstrado uma diminuicdo na
agressividade, apds a administracdo sistémica ou central no cérebro. Uma importante agdo
dos agonistas dos receptores 5-HT1a esta relacionada com as fungdes motoras, como é
refletido pela diminuicdo dos movimentos e aumento repetitivo dos movimentos em muitos

individuos (de Almeida & Lucion, 1997; Sanchez & Meier, 1997; Miczek et al., 1998b).

1.6 Receptores 5-HT g

Tem-se demonstrado que os receptores 5-HTig estdo envolvidos em funcdes
fisiologicas importantes, comportamentais e doencas psiquiatricas, incluindo a atividade
locomotora, drogas de abuso, enxaqueca, estados de ansiedade e no comportamento

agressivo (Kennett et al., 1987; Blier et al., 1988; Griebel et al., 1990; O’Connor e Kruk,
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1994; Saudou et al., 1994; Boulenguez et al., 1995; Ramboz et al., 1996; Millan & Perrin-
Monneyron, 1997; Clark et al., 2002; Lin & Parsons, 2002; Fernandez-Guasti et al., 1992;
Kaiyala et al., 2003;).

Os receptores 5-HT1g foram encontrados inicialmente somente em roedores (ratos,
camundongos e hamsters) (Pedigo et al., 1981; Hamon et al., 1986), mas,
subsequientemente, estudos com clonagem e seqienciamento demonstraram que, de fato,
em seres humanos ocorre um receptor homoélogo aos receptores 5-HTig, que sdo 0s
receptores 5-HTippeta (Adham et al., 1992; Boess & Martin, 1994; Hartig et al., 1996;
Hoyer & Martin, 1997). Ha poucas diferencas farmacoldgicas na diferenciacdo entre as
varias espécies deste receptor. Por exemplo, muitos antagonistas beta-adrenérgicos, como o
propranolol, em roedores ligam-se a receptores 5-HT;5 com uma alta afinidade, enquanto
em outras espécies, ocorre a ligagao a receptores 5-HT1ppeta. ESta distingdo farmacolégica é
devido a uma pequena diferenca num aminoécido (Asparagina X Treonina) no sexto
dominio transmembrana do receptor (Metcalf et al., 1992; Oksenberg et al., 1992).
Atualmente, a mesma nomenclatura é utilizada para este receptor em todas as espécies de
mamiferos; o receptor 5-HT1ppeta €M Seres humanos é conhecido como h5-HTig, € em
ratos, o receptor 5-HT;g € chamado de r5-HTg (Hartig et al., 1996).

Estudos autorradiograficos demonstram uma elevada densidade de receptores 5-
HT1g nos ganglios basais (particularmente na substancia nigra, globo palido, palido ventral
e nucleo entopeduncular), mas, também, em muitas outras regides (Pazos & Palacios, 1985;
Verge et al., 1986; Bruinvels et al., 1993). Foi demonstrada uma densidade moderada dos
receptores 5-HTi;g no cortex cerebral, camada molecular do hipocampo, nucleo
entopeduncular, camada cinzenta molecular do coliculo superior, putamen e caudado

(Pazos & Palacios, 1985; Bruinvels et al., 1993; Boulenguez et al., 1996; Sari et al., 1999 e
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Sari, 2004). Ocorrem divergéncias entre sintese e localizagdo do receptor 5-HT;g que
podem ser explicadas pela hipotese de que este receptor é sintetizado em diferentes lugares
(corpo celular) e transportado a diferentes terminais axonais, ambos 0s neur6nios:
serotoninérgicos e ndo-serotoninérgicos (Boschert et al., 1994). Nao ha diferengas
estruturais entre os autorreceptores e os heterorreceptores 5-HT;g, mas algumas variagoes
genéticas nos receptores h5-HTg podem ser encontradas (Gothert et al., 1998).

Os receptores 5-HT;g sd0 pré e pos-sinapticos. E especulado que em muitas areas
cerebrais (incluindo a substancia nigra e globo palido), os receptores 5-HT1g podem ser
localizados em terminais nervosos nao-serotonérgicos, tendo sido sintetizados e
transportados para outras regides (ver Boschert et al., 1994; Bruinvels et al., 1994 a,b). A
localizacdo anatdmica dos receptores 5-HTig evidencia a idéia que os receptores 5-HTig
tém um papel como autorreceptores e heterorreceptores, isto €, controlam a liberacdo de
neurotransmissores. A ativacdo dos receptores pré-sindpticos 5-HT;g inibe a liberagdo de
serotonina e diminui as concentracdes extracelulares de serotonina no cortex, hipocampo
ventral, estriatum e diencéfalo (Engel et al., 1986; Hoyer & Middlemiss, 1989; Hjorth &
Shap, 1991; Chopin et al., 1994; Martin & Humphrey, 1994; Rollema et al., 1996; Roberts
et al., 1997; Knobelman et al., 2000) (para revisdo, ver Sari, 2004). Na microdiélise in
vivo, foi confirmada uma supresséo de 30 a 40% de serotonina extracelular no cortex pré-
frontal de ratos apos a administracdo de CP-94,253 numa dose de 10 mg/kg, diminuindo a
agressividade, sendo esta uma possivel acdo dos receptores pré-sinapticos, em adicdo a
acdo dos receptores pos-sinapticos (Bannai et al., in press).

Em ratos e camundongos o receptor 5-HT;g € composto de 386 aminoacidos
(Adham et al., 1992; Maroteaux et al., 1992; Voigt et al., 1991), todavia o receptor 5-

HT1pbeta € cOMposto por 390 aminoacidos em seres humanos (Demchyshyn et al., 1992;
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Hamblin et al., 1992 a; Jin et al., 1992; Veldman & Bienkowski, 1992; Weinsshank et al.,
1992). Estes receptores estdo acoplados a proteinas G, contendo 7 dominios transmembrana
(Findlay & Eliopoulus, 1990; Hibert et al., 1991; Trumpp-Kallmeyer et al., 1992). O
sétimo dominio transmembrana do receptor 5-HTg tem um residuo de asparagina, o qual
tem sido sugerido que se liga a antagonistas beta-adrenérgicos derivados do pindolol (Guan
et al., 1992). O receptor 5-HT1pheta tem pequena afinidade por aqueles antagonistas beta-
adrenérgicos citados acima, e este receptor contém um residuo de treonina no lugar da
asparagina. Estudo de Metcalf (1992) e colaboradores demonstrou que diferencas
farmacoldgicas marcantes ocorrem entre os receptores 5-HT1g € 0s receptores 5-HT1ppeta €
isto é devido a presenca de um aminoacido (Metcalf et al., 1992; Oksenberg et al., 1992;
Parker et al., 1993).

Camundongos nocaute para o0 receptor 5-HTig sdo animais que ndo apresentam
expressdo desse receptor. Esses animais tém deletado o gene que codifica o receptor 5-
HTig e tém niveis elevados de agressividade (Bouwknecht et al., 2001). Também
consomem mais alcool e cocaina (Crabbe et al., 1996, 1999; Rocha et al., 1998). Estudos
recentes tém demonstrado que agonistas dos receptores 5-HTig como: anpirtolina, CP-
94,253 e zolmitriptam sdo mais seletivos para este receptor e apresentam efeitos anti-
agressivos apds o consumo de baixas doses de &lcool ou quando submetidos & provocacao
social (Fish et al., 1999; de Almeida et al., 2001a; De Almeida & Miczek, 2002; Miczek &
de Almeida, 2001).

O agonista 5-HTg, CP-94,253, apresenta uma grande afinidade de ligacdo pelos
receptores 5-HT;g (Ki=2,0 + 0,4 nM) do que outros subtipos de receptores serotoninérgicos
(Koe et al., 1992; 1995). Este farmaco é uma boa ferramenta para avaliar 0 comportamento

agressivo (de Almeida et al., in press).
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O CP-93,129 é um agonista seletivo dos receptores 5-HT;g com uma alta afinidade
de ligag&o para este receptor (Ki=8,4 £ 0,09 nM) (Millan et al., 2002) e com uma afinidade
bem menor nos receptores 5-HT1a € 5-HTyp (Hjorth & Sharp, 1991). Adicionalmente, o
CP-93,129 ndo apresenta nenhuma afinidade por outro sistema de neurotransmisor, como o0
sistema dopaminérgico, adrenérgico ou opiaceo (Macor et al.,, 1990). Com estas
caracteristicas, o CP-93,129 pode ser caracterizado como um seletivo e altamente

especifico ligante dos receptores 5-HT1g (Hasegawa et al., 2005).



2 OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivos verificar :

1) O efeito dos agonistas dos receptores 5-HT15 CP-94,253 e CP-93,129 sobre
0 comportamento agressivo de ratas fémeas submetidas a provocacao social; e

2) 0 papel do cortex pré-frontal, mais especificamente a regido orbitofrontal,

sobre 0 comportamento agressivo de ratas fémeas submetidas & provocagéo social.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizadas ratas fémeas Wistar, provenientes do Biotério da Universidade do

Vale do Rio dos Sinos — Unisinos.

3.2 Protocolo Experimental

O experimento iniciou com fémeas prenhas. Apds as fémeas parirem, foi
padronizado um namero total de 8 filhotes por ninhada. A data de nascimento dos filhotes
foi estabelecida como dia 0, comecando a contagem dos dias do experimento a partir
daquela data.

No 3° dia pos-parto, foi realizado um teste comportamental para observar se a fémea
era agressiva. Neste teste comportamental - foi colocado um macho intruso, com peso de 30
a 50 g inferior ao peso da fémea, na caixa do residente, por um periodo de 10 minutos. A
fémea era considerada agressiva, quando o numero de mordidas fosse igual ou superior a 2
mordidas no macho intruso. Se a fémea fosse agressiva, ela estaria apta para o experimento.

No 5° dia pds-parto, a fémea foi submetida ao protocolo de provocagdo social
Figura 1). O macho provocador era colocado dentro de um cilindro, sendo que este cilindro
possuia orificios, possibilitando que a fémea pudesse cheira-lo, mas ndo tocé-lo, por um

periodo de 5 minutos. Apds o término deste tempo, um macho era colocado na caixa como
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intruso. Desta vez 0 macho era colocado na caixa com a fémea sem a presenca do cilindro,
para que a fémea pudesse ter livre acesso e contato com o macho intruso, podendo mordé-
lo, demonstrando desta forma a agressividade.

No 6° dia pds-parto, a fémea foi submetida a cirurgia estereotaxica (Figura 2) no
periodo correspondente as primeiras horas do ciclo-claro, que iniciava as 15 horas.

No 9° dia pos-parto a fémea foi microinjetada com solucédo veiculo, com CP-94, 253
em umas das 2 doses diferentes, com solugdo salina ou com CP-93,129. A droga foi
injetada num tempo total de 60 segundos, utilizando-se uma seringa Hamilton de 5 ul. A
agulha permanecia por mais um minuto. Apds 15 minutos, foi realizado o teste
comportamental. Neste teste, era colocado um macho intruso na caixa da fémea residente, e
todos o0s comportamentos, agressivos e ndo-agressivos, eram filmados para que,
posteriormente, pudessem ser devidamente analisados.

O ciclo claro-escuro era de 12:12 horas (inicio da fase escura as 15 horas), a
temperatura em 22° C e o nivel de ruidos foram controlados. Havia 4gua e comida “ad

libitum™.

3.3 Grupos Experimentais

Os animais foram divididos nos seguintes experimentos:
EXPERIMENTO 1I: 24 ratas fémeas adultas prenhas, com 60 dias de idade, pesando entre
200 e 250 g, divididas em 3 grupos:

Grupo | — microinjecdo de solucdo veiculo num volume de 0,2 ul (n = 8);

Grupo Il — microinjecdo de CP-94,253 na dose de 0,56 pg/0,2ul (n=8); e

Grupo 11 - microinje¢do de CP-94,253 na dose de 1,0 pg/0,2ul (n = 8).
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EXPERIMENTO II: 18 ratas fémeas adultas prenhas, com 60 dias de idade, pesando entre
200 e 250 g, divididas em 2 grupos:
Grupo | — microinjecédo de solucéo salina volume de 0,2 ul (n=9); e

Grupo Il — microinjecéo de CP-93,129 na dose de 1,0 ug/0,2ul (n =9).

No experimento I, o 1° grupo foi injetado com solugdo veiculo, que consistiu de
Dimetilsulfoxido (DMSQO) 5% juntamente com 5% de Tween 80, diluidos em &gua

destilada.

3.4 Ambiente Experimental

A caixa acrilica onde a fémea foi mantida com sua prole tinha dimensdes (65x55x25
cm). O chéo era coberto com serragem. A tampa de cima era de arame, podendo ser aberta
quando necessario para a limpeza da caixa e entrada e saida dos animais. Na parte posterior
desta tampa existia um compartimento em forma de “V” onde eram colocados o alimento

(racéo) e o vidro com &gua (Figura 3).

3.5 Cirurgia Estereotaxica

Foi colocada uma cénula unilateral na regido do cortex orbito frontal medial, sendo
utilizado o atlas estereotdxico de cérebro de ratos (Paxinos & Watson, 1992). As
coordenadas utilizadas foram:

¢ antero-posterior:4,3 mm
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¢ lateral: 0,6 mm
¢ vertical: 2,1 mm

Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com Xilazina (0,1 mg/kg)
sequida de Cloridrato de Ketamina (0,1 mg/kg). A canula tinha comprimento de 12 mm e
didmetro externo de 0,6 mm e era introduzida com auxilio do aparelho estereotéxico
(Stolting, USA).

Apos terem sido anestesiadas e fixadas no estereotaxico, as ratas foram submetidas
a uma incisdo longitudinal na pele, na linha média da regido superior do cranio, expondo o
periosseo. Foi realizada a técnica de trepanacdo, utilizando-se uma broca, com largura
adequada para a passagem da canula de maneira perpendicular ao cérebro. Depois de
introduzida a canula, seguindo as coordenadas acima citadas, esta foi fixada com polimero
sintético (acrilico) e com auxilio de um pequeno parafuso acoplado ao tecido ésseo.

Apos o término deste procedimento, as ratas foram retiradas do estereotaxico e
mantidas aquecidas sob uma lampada de 60 Watts incandescente, até recuperacdo da
anestesia, em torno de 2 a 4 horas. Ap6s a recuperacdo da anestesia as ratas foram

acondicionadas em suas caixas de origem e mantidas no biotério de experimentacao.

3.6 Drogas e Microinjecdes

Os farmacos injetados foram os agonistas serotoninérgicos dos receptores 5-HTg,
CP-94,253 (Pfizer, Groton, CT, USA) nas doses de 0,56 ng/0,2ul e 1,0 ug/0,2ul e o CP-
93,129 (Pfizer, Groton, CT, USA) na dose de 1,0 ug/0,2ul.

A céanula-guia foi colocada 1 mm acima da regido objetivada e a microinjecao foi

realizada exatamente na regido orbitofrontal do cortex pré-frontal.



25

Cada fémea foi microinjetada somente uma vez.

3.7 Registro Comportamental

O registro comportamental das fémeas residentes foi feito atraves de filmadora
durante as primeiras horas do ciclo escuro.

Posteriormente, o registro comportamental era visualizado com auxilio do aparelho
de video por um observador treinado, que digitava no computador, alimentado com o
programa especialmente elaborado — Noldus, “The Observer Video — Pro, Version 4.0”, no
qual uma tecla especifica para cada comportamento era digitada a medida que eles
ocorriam. O programa computava a freqiiéncia e a duracdo de cada comportamento. A
freqUiéncia era 0 nimero de vezes que cada comportamento ocorria durante o registro. A
duracédo era o tempo total (em segundos) de cada comportamento. Portanto, frequéncia e
duracdo foram os parametros comportamentais registrados e analisados.

Os comportamentos registrados foram os seguintes:

Ataque frontal: a fémea ataca o intruso na direcdo da cabeca.

Ataque lateral: a fémea ataca em direcdo ao corpo do intruso.

Morder o corpo: a fémea morde o intruso no corpo.

Morder a cabeca: a fémea morde o intruso na cabega ou no pescogo.

Postura agressiva: a fémea cerca o intruso e levanta uma das patas traseiras em
direcdo ao intruso.

Dominar: a fémea domina o intruso com as 2 patas dianteiras, prendendo-o, e 0

intruso fica imdvel.
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Limpeza agressiva: a fémea limpa o intruso, principalmente na regido no corpo e
pescogo com sutis mordidas.

Investigacdo social: a fémea investiga o intruso.

Interagdo com filhotes: a fémea interage de alguma maneira com a ninhada.

Caminhar: quando a fémea se locomove pela caixa.

“Rearing”: quando a fémea levanta as duas patas dianteiras e as deixa sob as bordas
da caixa.

“Grooming”: auto-limpeza da fémea.

3.8 Verificacdo da Posicao da Céanula

Apos a injecdo dos farmacos, no 10 © ou 11° dia do experimento, 0s cérebros das
ratas foram retirados e imersos em uma solucdo de formaldeido 10% para processamento
histolégico e verificagdo da localizacdo da cénula. Os cérebros foram cortados em
vibratomo (200 um de espessura). A analise histologica da localizagdo da cénula foi
realizada com o auxilio de um microscépio dptico e de um Atlas (Paxinos & Watson,
1992). Foram utilizadas somente as ratas cujas canulas-guias estivessem localizadas no

regido orbitofrontal.



4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados do experimento | foram expressos por média mais ou menos o erro padrdo
da média (EPM) e comparados entre 0s grupos experimentais tratados e controle através de
uma andlise de variancia de uma via (ANOVA) e, posteriormente, comparados pelo Teste
de Newman-Keuls. O nivel de significancia assumido foi de p<0,05.

Em relagdo ao experimento Il realizamos um Teste t de Student.
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Figura 1 — Fotos da Provocacdo Social.

A introducdo do tubo com o provocador social.
B: investigacdo da fémea.

C: a fémea investigando o intruso.

D: fémea dominando o intruso.
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B) Representacao da colocacéo da canula e fixa¢do com o acrilico.

Figura 2 — Cirurgia estereotaxica.
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Figura 3 — Ambiente experimental: caixa da fémea residente com a sua prole.
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Figura 4 — Representacdo da localizagdo do cortex pré-frontal orbitofrontal de rato em
corte coronal (Paxinos e Watson, 1992).
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Figura 5 — Foto demonstrando a localizacdo da canula. Em amarelo: percurso da canula.
Em vermelho: regido orbitofrontal.



5 RESULTADOS

EXPERIMENTO 1: EFEITO DA MICROINJECAO DE CP-94,253 SOBRE O
COMPORTAMENTO AGRESSIVO MATERNAL DE RATAS FEMEAS SUBMETIDAS

A PROVOCACAO SOCIAL.

5.1 Comportamentos Agressivos

A frequéncia dos comportamentos agressivos de: ataque frontal [F(2,21)=1,53];
(figura 6), ataque lateral [F(2,21)=0,54] (figura 7), mordidas no corpo do intruso
[F(2,21)=0,62] (figura 8), postura agressiva [F(2,21)= 0,26] (figura 9), mordidas na cabeca
do intruso [F(2,21)=0,00] (figura 10), dominar [F(2,21)=0,15] (figura 11) e limpeza
agressiva [F(2,21)=0,45] (figura 12) ndo apresentaram diferencas significativas quando
comparados com o grupo controle .

A duracdo do comportamento agressivo (tabela 1) de ataque frontal €
significativamente diferente nos grupos: CP-94,253 na dose de 0,56 ug e de 1,0 pg, quando
comparados entre si. CP-94,253 na dose de 1,0 pg é significativamente diferente quando
comparado com o grupo Veiculo, onde [F(2,21)=6,97; p=0,004]. Os outros
comportamentos agressivos ndo foram significativamente diferentes quando comparados

entre si, conforme a andlise da variancia.
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5.2 Comportamentos Nao-Agressivos

O tempo de duracdo dos comportamentos de: investigacdo social [F(2,21)=0,04]
(figura 13), interacdo com filhotes [F(2,21)=0,47] (figura 14), caminhar [F(2,21)=1,19]
(figura 15), “rearing” [F(2,21)=1,30] (figura 16) e “grooming”, [F(2,21)=0,53] (figura 17)
do registro de ratas microinjetadas com solucdo veiculo néo é significativamente diferente
do registro de ratas microinjetadas com CP-94,253 nas doses de 0,56 pg e 1,0 pg/ 0,2 pl,
conforme a analise da variancia.

Em relacdo as freqiiéncias dos comportamentos ndo-agressivos nos 3 grupos:
Veiculo, CP-94,253 na dose de 0,56 pg e CP-94,253 na dose de 1,0 pg ndo foram

observadas diferencas significativas entre os grupos quando comparados entre si (tabela

).
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Tabela I- Duracéo(s) dos comportamentos agressivos (média £ EPM) nos 3 grupos:
Veiculo, CP-94,253 na dose de 0,56 g e CP-94,253 na dose de 1,0 pg.

CP-94,253 dose

Comportamentos Veiculo 0,56 ug 1,0 ug _
Ataque frontal 0,4+0,1 0,3+0,2 1.9 0,5
Ataque lateral 6,3+1,9 8,4+t43 72+24
Morder o corpo 1,9+0,7 21+11 26+12
Postura agressiva 28+1,.2 26+14 47+24
Morder a cabeca 0,3£0,2 0,7+0,5 0,3£0,2
Dominar 25,2+ 22,3 16,4+ 8,8 13,6 94
Limpeza agressiva 79+45 1,7+£1,0 10,5+9,2

n=8 para cada grupo.

* = p<0,05 quando comparado com a dose de 0,56 g e com o grupo veiculo.

Tabela I1- Freqliéncias dos comportamentos ndo-agressivos nos 3 grupos: Veiculo, CP-
94,253 na dose de 0,56 pg e CP-94,253 na dose de 1,0 pg.

CP-94,253 dose

Comportamentos Veiculo 0,56 ug 1,0 ug
Investigacéo social 21,0+ 2,7 27,1+8,1 23,6 £5,3
Interacdo com filhotes 0,9+0,5 0,1+0,1 09+04
Caminhar 19,9+ 3,1 27,6 +£5,2 24,4+ 46
Rearing 54+14 95+3,1 50+1,3
Grooming 43+1,0 88+t14 58+22

n=8 para cada grupo
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Figura 6 — Frequéncia média £ EPM do comportamento de ataque frontal dos grupos Veiculo, CP-

94,253 nas doses de 0,56 pg e 1,0 ug/0,2 pl.
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Figura 7 — Freqliéncia média £ EPM do comportamento de ataque lateral dos grupos Veiculo, CP-

94,253 nas doses de 0,56 pug e 1,0 pg/0,2 pl.
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Figura 8 — Frequiéncia média = EPM do comportamento de mordidas no corpo dos grupos Veiculo,

CP-94,253 nas doses de 0,56 pg e 1,0 ug/0,2 pl.
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Postura agressiva
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Figura 9 — Freqliéncia média £ EPM do comportamento de postura agressiva dos grupos Veiculo,
CP-94,253 nas doses de 0,56 pg e 1,0 ug/0,2 pl.

Mordidas na cabeca do intruso

T
o o o

Freqguéncia

o

Veiculo 0,56 1,0
Dose (ug/ 0,2ul)

Figura 10 — Freqiiéncia média £ EPM do comportamento de mordidas na cabeca dos grupos Veiculo,
CP-94,253 nas doses de 0,56 pg e 1,0 pg/0,2 ul.
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Figura 11 — Freqiiéncia média + EPM do comportamento de dominar dos grupos Veiculo, CP-94,253
nas doses de 0,56 pg e 1,0 ug/0,2 pl.
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Figura 12 — Frequéncia média = EPM do comportamento de limpeza agressiva dos grupos Veiculo,
CP-94,253 nas doses de 0,56 ug e 1,0 ug/0,2 pl.
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Figura 13 — Duragdo média £ EPM do comportamento de investigacdo social dos grupos Veiculo,

CP-94,253 nas doses de 0,56 pg e 1,0 pug/0,2 pl.
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Figura 14 — Duragdo média £ EPM do comportamento de interacdo com filhotes dos grupos Veiculo,

CP-94,253 nas doses de 0,56 pg e 1,0 pg/0,2 pl.
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Figura 15 — Duracdo média + EPM do comportamento de caminhar dos grupos Veiculo,CP-94,253

nas doses de 0,56 pg e 1,0 pg/0,2 pl.
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Figura 16 — Duragdo média £ EPM do comportamento de “rearing” dos grupos Veiculo, CP-
94,253 nas doses de 0,56 g e 1,0 ug/0,2 pl.
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Figura 17— Duragdo média £ EPM do comportamento de “grooming” dos grupos Veiculo, CP-
94,253 nas doses de 0,56 ug e 1,0 pg/0,2 pl.
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EXPERIMENTO 2: EFEITO DA MICROINJECAO DE CP-93,129 SOBRE O
COMPORTAMENTO AGRESSIVO MATERNAL DE RATAS FEMEAS SUBMETIDAS

A PROVOCACAO SOCIAL.

5.3 Comportamentos Agressivos

A frequéncia do comportamento de ataque lateral (t;6=3,26; p=0,005) (figura 18),
postura agressiva (t;6=2,64; p=0,01) (figura 19), dominar (t;6=3,58; p=0,002) (figura 20) do
registro de ratas microinjetadas com CP-93,129 na dose de 1,0 pg/ 0,2 pl apresenta
diferencas significativas (diminui¢cdo) quando comparadas com o0 registro de ratas
microinjetadas com salina, conforme o Teste t de Student.

A freqiiéncia do comportamento de morder o corpo do intruso (t;=1,02) (figura 21)
ndo apresenta diferencas significativas.

A duracdo do comportamento agressivo (tabela I1I) de ataque lateral é
significativamente diferente nos grupos: CP-93,129 na dose de 1,0 pg e salina quando
comparados entre si, de acordo com o Teste t de Student (t16=3,24; p=0,005). O
comportamento de dominar também nos mostra diferenca significativa entre 0s grupos
estudados: (p=0,001). Outro comportamento que apresenta diferenca significativa entre os
grupos CP-93,129 na dose de 1,0 pg e salina quando comparados entre si € 0

comportamento de postura agressiva (t16=2,98; p=0,009). Os outros comportamentos
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agressivos ndo foram significativamente diferentes quando comparados entre si, conforme

o Teste t de Student.

5.4 Comportamentos Nao-Agressivos

A duragéo do comportamento de investigacdo social (figura 22) do registro de ratas
microinjetadas com CP-93,129 na dose 1,0 ug/0,2 ul € estatisticamente significativo
quando comparada com o grupo de ratas microinjetadas com salina (t;6=2,27; p=0,03).

A duracdo de “rearing” (figura 23) do registro de ratas microinjetadas com CP-
93,129 na dose 1,0 pg/0,2 pl é significativamente diferente do registro de ratas
microinjetadas com salina. (t16=2,21; p=0,04).

A duracdo dos comportamentos de interacdo com os filhotes (t16=0,86) (figura 24),
caminhar (t;6=0,35) (figura 25) e “grooming” (t16=0,93) (figura 26), ndo apresentou
diferencgas significativas.

Em relagdo a freqliéncia do comportamento ndo-agressivo de investigar o intruso
(tabela 1V) nos dois grupos: Salina e CP-93,129 na dose de 1,0 ug foram observados que as
ratas microinjetadas com CP-93,129 reduzem significativamente a investigacdo social
quando comparadas com o grupo salina (t16=2,93; p=0,01). Quanto aos demais
comportamentos ndo-agressivos, ndo houve diferencas estatisticamente significativas,

quando comparados 0s 2 grupos entre si.
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Tabela I11- Duragéo(s) dos comportamentos agressivos (média + EPM) nos 2 grupos:

Salina e CP-93,129 na dose de 1,0 pg.

CP-93,129 dose

Comportamentos Salina 1,0 ug
Ataque frontal 0,0+0,0 0,0+0,0
Ataque lateral 6,7+1,3 1,8+ 0,7*
Morder o corpo 44+21 21+1,0
Postura agressiva 10,0+ 2,8 12+ 0,8*
Morder a cabeca 0,0+0,0 0,1+0,1
Dominar 20,7+7,0 0,0 + 0,0*
Limpeza agressiva 0,9+0,5 0,0£0,0

n=8 para o grupo Salina e n=9 para o grupo CP-93,129 na dose de 1,0 pg.

* = p<0,05.

Tabela IV - Fregiiéncias dos comportamentos ndo-agressivos nos 2 grupos: Salina e CP-

93,129 na dose de 1,0 pg.

CP-93,129 dose

Comportamentos Salina 1,0 ug
Investigacdo social 40,3+6,1 18,5+ 4,0
Interacdo com filhotes 16+1,0 1,0+£0,6
Caminhar 32,7+4,4 30,8+£2,2
Rearing 51+19 10,1+£2,0
Grooming 10,3+ 2,3 8,831

n=9 para o grupo Salina e n=8 para o grupo CP-93,129.
* = p<0,05.
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Figura 18 — Frequéncia média + EPM do comportamento de ataque lateral dos grupos

Salina e CP-93,129 na dose de 1,0 pg/0,2 pl.
* =p<0,05.
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Figura 19 — Frequéncia média + EPM do comportamento de postura agressiva dos grupos

Salina e CP-93,129 na dose de 1,0 pg/0,2 pl.
* = p<0,05.
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Figura 20 — Freqliéncia média + EPM do comportamento de dominar dos grupos Salina e

CP-93,129 na dose de 1,0 pg/0,2 pl.
* = p<0,05.
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Figura 21 — Frequéncia média + EPM do comportamento de morder o corpo dos grupos
Salina e CP-93,129 na dose de 1,0 pg/0,2 pl.
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Investigacéo social
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Figura 22 — Duragdo média = EPM do comportamento de investigacao social dos grupos
Salina e CP-93,129 na dose de 1,0 pg/0,2 pl.
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Figura 23 — Duracdo média + EPM do comportamento de “rearing” dos grupos Salina e CP-
93,129 na dose de 1,0 ug/0,2 pl.
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Figura 24 — Duragdo média = EPM do comportamento de interagdo com filhotes dos grupos
Salina e CP-93,129 na dose de 1,0 ug/0,2 pl.
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Caminhar
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Figura 25 — Dura¢do média = EPM do comportamento de caminhar dos grupos Salina e CP-
93,129 na dose de 1,0 pg/0,2 pl.
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Figura 26 — Duragdo média + EPM do comportamento de “grooming” dos grupos Salina e
CP-93,129 na dose de 1,0ug/0,2 pl.



6 DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou os efeitos sobre 0 comportamento agressivo maternal de
dois agonistas dos receptores 5-HT;5 0 CP-94,253 e 0 CP-93,129, microinjetados na regido
orbitofrontal do cortex pré-frontal de ratas submetidas a provocacao social.

A partir dos resultados obtidos, podemos observar que os dois agonistas o CP-
94,253 e 0 CP-93,129 ndo tiveram os mesmos efeitos. O CP-93,129 reduziu a agressividade
das ratas submetidas a provocacdo social enquanto que o CP-94,253 ndo alterou o
comportamento agressivo.

O agonista dos receptores 5-HTig CP-93,129 reduziu 0 comportamento agressivo
(ofensivo), como foi observado nas frequiéncias dos comportamentos de ataque lateral,
postura agressiva e dominar o intruso. O CP-93,129 é um potente e altamente seletivo
agonista dos receptores 5-HT;5 (Ki=8,4 £ 0,09 nM) (Millan et al., 2002).

Nossos resultados confirmaram a hipotese inicial de que os receptores 5-HT1g tém
efeitos antiagressivos. Foi demonstrado que o CP-93,129, quando microinjetado no cértex
pre-frontal, na regido orbitofrontal de ratas submetidas a provocacéo social, tem efeitos
inibitorios sobre o comportamento agressivo maternal. Ainda ndo existem dados na
literatura relacionando comportamentos agressivos com a administragdo intracerebral de
CP-93,129 em ratas fémeas provocadas socialmente.

De acordo com a literatura, os agonistas dos receptores 5-HT1g como: eltoprazina e
TFMPP tém sempre produzido efeitos antiagressivos, independente dos niveis basais de
agressdo dos animais (Mos et al., 1992; Miczek et al., 2002; Olivier & Mos, 1986; de

Almeida & Miczek, 2002).
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Em ratos machos, o TFMPP, um agonista dos receptores 5-HTigc reduz o
comportamento agressivo, quando microinjetado no ventriculo lateral (Olivier et al., 1995).
Todavia, em doses acima de 1 mg/kg, o TFMPP n&o altera o comportamento agressivo
ofensivo no modelo de rato residente ou quando administrado localmente no nicleo da rafe
dorsal de ratos (Muehlenkamp et al., 1995).

Mais recentemente, os agonistas dos receptores 5-HT;g, como por exemplo: a
anpirtolina e o zolmitriptam que sdo seletivos para este subtipo de receptor, mostram terem
efeitos mais significativos em animais que tém altos niveis de agressividade, apds terem
sido submetidos a provocacgdo social ou ao consumo de baixas a moderadas doses de alcool
(Fish et al., 1999; de Almeida et al., 2001; de Almeida & Miczek, 2002; Miczek & de
Almeida, 2001).

Em ratas fémeas pos-parto, o TFMPP, quando injetado intracerebroventricular numa
dose de 20 ng, ndo alterou o comportamento agressivo maternal (de Almeida & Lucion,
1994).

O agonista dos receptores 5-HT; e 5-HTg: eltoprazina tem efeitos antiagressivos e
estes efeitos foram atribuidos a sua a¢do nos receptores 5-HT1g (Bell et al., 1995; Olivier et
al., 1995; Mos et al., 1996; Simon et al., 1998).

Os agonistas dos receptores 5-HT1a18 como: fluprazine, DU 28412, DU 27725 e
batropazine tém efeitos antiagressivos (Olivier et al., 1990 a,b).

A ativacdo dos receptores 5-HT1a reduz o comportamento agressivo em roedores,
apos a administracdo sistémica ou direta no encéfalo (De Almeida & Lucion 1997). O
efeito marcante dos agonistas dos receptores 5-HT;a estéd relacionado com alteracBes das

fungdes motoras, como é demonstrado através de uma diminui¢do dos movimentos motores



50

e um aumento de movimentos repetitivos, em alguns individuos (De Almeida & Lucion,
1997; Sanchez & Meier, 1997; Miczek et al., 1998b).

Em relagdo ao CP-94,253, curiosamente ndo foi possivel demonstrar efeitos
antiagressivos nas fémeas estudadas.

Em camundongos machos, ndo submetidos a provocacdo social, de Almeida e
colaboradores (2006) mostraram que a microinje¢do de CP-94,253 diretamente no cértex
pre-frontal, particularmente, na area orbital ventral, diminuiu a agressividade.

Em camundongos machos que consumiram alcool (um exemplo de protocolo
utilizado para aumentar o0 comportamento agressivo), Faccidomo e colaboradores (2005)
observaram que a microinjecao de CP-94,253 na regido infralimbica do cértex pré-frontal
aumentou significativamente o comportamento agressivo.

Em camundongos machos submetidos a ingesta de etanol (1,0 g/kg) e com posterior
administracdo de CP-94,253 intraperitoneal, nas doses de 1,0-3,0 mg/kg, Fish et al. (1999)
demonstraram efeitos antiagressivos.

Estudos utilizando camundongos apds a administracdo intraperitoneal de agonistas
dos receptores 5-HT;g como: CP-94,253, zolmitriptam e anpirtolina (Fish et al., 1999; de
Almeida et al., 2001 a, 2002) demonstraram diminuicdo de altos niveis de agressividade.

Experimentos realizados por De Boer e Koolhaas (2005) também utilizaram
machos, mas desta vez ratos. Os machos eram provocados socialmente, através da
colocacdo de um outro macho — provocador — na caixa do macho residente. O macho
residente permanecia na caixa moradia juntamente com uma fémea esterilizada por uma
semana para evitar o isolamento e facilitar o comportamento social. Apds o término deste
periodo o residente era testado com o intruso por 10 minutos. Um intervalo de 30 minutos

era dado e entdo estes animais foram injetados intraperitonealmente com agonistas dos
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receptores 5-HT14 € 5-HT;g em diferentes doses: repinotan, S15535, alnespirona, WAY -
100635, eltoprazina, CP-93,129 e CGS12066B. Estes resultados também confirmaram que
a administracdo sistémica de drogas atuando nos subtipos de receptores 5-HT e 5-HT33,
tém efeitos antiagressivos em ratos machos residentes confrontados com um intruso.

Em fémeas hamsters, Joppa e colaboradores (1997) observaram que a administracéo
de CGS-12066A (agonista dos receptores 5-HT;g) sistémica ou intracerebral ndo teve
efeitos comportamentais. Este mesmo grupo de pesquisadores demonstrou que a
agressividade de fémeas hamsters ndo é afetada pelo tratamento intracerebroventricular
com 8-OH-DPAT (agonista dos receptores 5-HT;,), todavia, injecdo sisttmica de 8-OH-
DPAT inibe efetivamente a agressividade.

Nossos resultados, mostrando que o CP-94,253 ndo alterou o comportamento
agressivo de ratas fémeas submetidas & provocagdo social, podem ser explicados
inicialmente devido ao efeito da provocagédo social. Camundongos machos que ndo foram
submetidos a provocacao social, de acordo com De Almeida et al. (2006) reduziram o0s
comportamentos agressivos. Por outro lado, camundongos provocados socialmente
aumentaram os indices de comportamento agressivo (Faccidomo et al., 2005). Em ambos
0s experimentos a via de injecdo foi intracerebral. Estudos de Fish et al. (1999) mostraram
que a administragdo intraperitoneal de CP-94,253 em camundongos machos submetidos a
provocacdo social reduz o comportamento agressivo. A partir desses experimentos
podemos supor que a via de injegdo é outra questdo que deve ser levada em consideracao.
Podemos constatar através dos trabalhos de Joppa et al. (1997) que o tratamento
intracerebroventricular de um agonista dos receptores 5-HT;a 0 8-OH-DPAT néo afeta a
agressividade, todavia, injecdo sisttmica de 8-OH-DPAT inibe efetivamente a

agressividade.
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O agonista CP-93,129 é mais seletivo para os receptores 5-HT;g do que o CP-
94,253. Podemos supor que o CP-94,253 esteja agindo em outros subtipos de receptores,
além dos receptores 5-HT15 , como por exemplo, em receptores 5-HT;p. As pesquisas de
Johnson e colaboradores (2001) ddo suporte a esta hipotese, pois, de acordo com estes
pesquisadores, através de microdidlise in vivo, eles demonstraram que a perfuséo local de
agonistas 5-HT1g/1p diminui 0s niveis corticais de serotonina no cdrtex pré-frontal de ratos.
Partindo do pressuposto que ocorre uma relacdo inversa entre 0s niveis de serotonina e
agressividade, ou seja: se 0s niveis de serotonina apresentam-se reduzidos aumentando por
sua vez 0 comportamento agressivo, podemos supor que 0 comportamento agressivo
aumente. Nossos resultados mostraram que ndo houve uma diminui¢cdo do comportamento
agressivo.

O CP-93,129 reduziu a agressividade ofensiva das fémeas estudadas. A
agressividade ofensiva € uma forma importante dos comportamentos sociais para fémeas
em muitas espécies (Bjorkgvist & Niemeld, 1992).

Poucos trabalhos tém direcionado pesquisas a ratos e camundongos fémeas
(Barfield, 1984). A regulagdo fisiologica da agressividade ofensiva parece ser comum as
fémeas das trés espécies de roedores (Joppa, 1997). Estudos do controle neuroquimico da
agressdo em vertebrados, incluindo seres humanos, tém enfatizado a agressividade entre 0s
machos (Joppa, 1997).

Nossos experimentos mostraram que a microinjecdo do agonista serotoninérgico 5-
HT,s CP-93,129 inibiu o comportamento agressivo maternal enquanto que o CP-94,253
ndo produziu os mesmos efeitos. Podemos supor que os receptores 5-HTg, localizados na
regido orbitofrontal do cortex pre-frontal, estejam atuando como inibidores do

comportamento agressivo.
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A perda dos efeitos do CP-94,253 apds as microinjecdes na regido VO do cortex
pre-frontal de ratas lactantes, contrasta com os efeitos altamente antiagressivos das
microinjecdes de CP-94,253 nas doses de 0,56 e 1,0 pg, na mesma regido encefélica, em
camundongos machos residentes agressivos (de Almeida et al., 2006). InjecGes sistémicas
de CP-94,253 sdo também muito efetivas na reducdo de comportamentos agressivos em
espécies tipicas de camundongos machos residentes e em camundongos agressivos que
consumiram alcool (Fish et al., 1999), bem como na supressdo da motivacdo de lutar em
camundongos machos (Bannai, submetido a publicacao).

O CP-93,129 é o ligante mais seletivo para o receptor 5-HT;g , mas ndo penetra na
barreira hematoencefalica rapidamente (para revisdo ver de Béer & Koolhaas, 2005).

Nossos experimentos mostraram que a microinjecdo de CP-93,129 foi mais efetiva e
provavelmente estes efeitos especificos antiagressivos foram mediados pelos receptores 5-
HTig. Todavia, experimentos futuros com o uso de antagonistas precisam ser realizados

para confirmar este mecanismo.



7 CONCLUSOES

Em ratas fémeas submetidas a provocacdo social, o CP-93,129 reduziu
especificamente os comportamentos agressivos, enquanto o CP-94,253 nédo teve 0s mesmos
efeitos.

Sendo assim, pode ser concluido que a estimulacdo dos receptores 5-HT1g da regido

pré-frontal VO tem efeito inibitorio sobre o comportamento agressivo maternal de ratas.



8 EXPERIMENTOS FUTUROS

No futuro, serdo realizados experimentos com a administracdo de GR 127935, um
antagonista com alta afinidade (ca. 10 nM) para os receptores 5-HTig/1p (Skingle et al.,
1996), na regido orbitofrontal do cortex pré-frontal de ratas fémeas submetidas a
provocacdo social. Este experimento serd importante para verificar e comprovar a

especificidade do receptor 5-HT;g em relacdo ao comportamento agressivo.
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