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RESUMO



Evidéncias experimentais indicam que a substincia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPD)
participa de processos emocionais como ansiedade e medo. A estimulacdo elétrica ou
quimica desta estrutura promove mudangas comportamentais e alteracdes fisiologicas,
sugerindo que o animal experimental esteja passando por uma experiéncia aversiva. A
resposta de fuga induzida pela estimulagdo elétrica da SCPD tem sido utilizada como um
modelo animal para o estudo de ataques de panico em humanos. Utilizando esse modelo
experimental, tem sido demonstrado que a serotonina (5-HT) desempenha papel inibitdrio
na regulacdo do comportamento de fuga, sugerindo um efeito do tipo panicolitico. A
ativacdo de receptores serotoninérgicos da SCPD também inibe a resposta de fuga gerada
em outro modelo experimental que relaciona esta resposta defensiva ao panico, o labirinto
em T elevado (LTE). Além da resposta de fuga, esse modelo é capaz de gerar, em um
mesmo animal, a resposta de esquiva inibitéria que estd relacionada com o transtorno de
ansiedade generalizada. Estudos prévios no LTE indicam que a inje¢éo intra-SCPD de 5-
HT desencadeia efeitos ansiogénico e panicolitico. Evidéncias indiretas sugerem que o
efeito ansiogé€nico da 5-HT é mediado por receptores dos tipos 5-HT,c , enquanto que o
efeito panicolitico parece ser modulado por receptores 5-HT s, 5-HT,4 € 5-HTyc. Neste
trabalho procuramos estender as investigacdes acerca do papel dos receptores 5-HT,¢ da
SCPD na regulacio de respostas de defesa associadas a ansiedade e ao panico, medidas no
LTE. Para tal, observamos os efeitos da microinjecdo na SCPD dos agonistas preferenciais
de receptores 5-HT,c, MK-212 e RO-600175, e do antagonista seletivo desses receptores,
SB-242084. Os resultados mostraram que os agonistas MK-212 e RO-600175 facilitaram a
aquisi¢@o de esquiva inibitéria, sugerindo efeito ansiogé€nico, sem afetar a resposta de fuga.
Além disso, a microinjecdo prévia de SB-242084 preveniu o efeito ansiogénico gerado
pelo MK-212. Em relag@o a participacdo dos receptores 5-HT,c da SCPD nas respostas
associadas ao panico, verificamos que o agonista MK-212 também nio alterou a resposta
de fuga induzida pela estimulagio elétrica da SCPD. Assim, nossos resultados sugerem
que o efeito ansiogénico da 5-HT sobre a resposta de esquiva inibitéria é mediado por
receptores do tipo 5-HT,c. Por outro lado, a ativacido desses receptores, embora promova
efeito do tipo ansiogénico, ndo altera a resposta de fuga, indicando que esses receptores
estdo envolvidos na regulacdo de respostas defensivas relacionadas a ansiedade, mas ndo

ao panico.



ABSTRACT



Experimental evidence indicates that the dorsal periaqueductal gray (dPAG) participates in
emotional processes such as fear and anxiety. Electrical or chemical stimulation of this
brain structure promotes behavioral changes and physiological alterations indicative of an
aversive experience. The escape response induced by the stimulation of the dPAG has been
used as an animal model for the study of panic attacks in humans. Studies using this model
have been shown that serotonin (5-HT) plays an inhibitory role in the regulation of the
escape behavior, indicating a panicolytic-like effect. Activation of serotonergic receptors in
the dPAG also inhibits the escape response generated by another experimental model that
relates this defensive reaction to panic, the elevated T maze (ETM). Besides escape, this
model also measures inhibitory avoidance, a defensive response associated with
generalized anxiety disorder. Previous studies in the ETM indicate that intra-dPAG
injection of 5-HT generates anxiogenic-like and panicolytic-like effects. Indirect evidence
suggests that the anxiogenic-like effect of 5-HT can be mediated by 5-HT,c receptors. On
the other hand, the panicolytic-like effect can be modulated by 5-HT;, 5-HT,4 and 5-
HT),c receptors. In this study we further explore the role of 5-HT,¢ receptors of dPAG in
the regulation of defense responses associated to the anxiety and to the panic, measured in
ETM. To this end, we evaluated the effects of intra-dPAG injection of MK-212 and RO-
600175, preferential agonists of 5-HTc receptors, and SB-242084, a selective antagonist
of 5-HT,c receptors. The results showed that the MK-212 and RO-600175 facilitated the
acquisition of inhibitory avoidance, indicating anxiogenic-like effect, without affecting the
escape response. Furthermore, previous microinjection of SB-242084 in the dPAG
prevented the anxiogenic effect generated by MK-212. Regarding the participation of 5-
HT,c receptors in the regulation of responses associated with the panic, we found that MK-
212 didn’t change the escape response induced by electrical stimulation of the dPAG.
Thus, our results suggest that the anxiogenic-like effect of 5-HT on the inhibitory
avoidance response is mediated by 5-HT,c receptors. Although the activation of these
receptors promotes anxiogenic-like effect in the ETM, it does not affect the escape
response, indicating that the 5-HT,c receptors are involved in the regulation of defensive

responses associated with generalized anxiety, but not panic.
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1. INTRODUCAO



Introducgdo

1.1. Ansiedade e as reacoes de defesa

A ansiedade ¢é caracterizada por uma sensacdo de receio ou apreensao,
aparentemente, sem causa evidente. A esse estado emocional se agregam alteracdes
somdticas, cognitivo-subjetivas e comportamentais, como sudorese, taquicardia,
dificuldade de concentracio, irritabilidade e perturbagdes do sono (Graeff, 1999).

Em humanos, a ansiedade e o medo sdo considerados estados emocionais de
grande valor adaptativo. Essas emocdes auxiliam o individuo a evitar prejuizos ao
organismo, levando ao desempenho de respostas adequadas e necessdrias a sobrevivéncia
(Pratt, 1992; Graeff, 1994). Porém, em niveis maiores, a ansiedade pode prejudicar o
desempenho e causar prejuizos, sendo considerada patolégica (Zangrossi e Graeff, 1997;
Graeff, 2004). Certos estados de ansiedade sdo considerados transtornos psiquidtricos e
requerem tratamento psicoldgico e/ou farmacologico.

A ansiedade patoldgica pode ser resultado de outros eventos, como outras
doencas, psiquidtricas ou ndo, e neste caso pode ser considerada uma manifestacio
secunddria. No entanto, a ansiedade é considerada primdria quando sua manifestacdo é o
unico sintoma de um quadro clinico, caracterizando os distirbios de ansiedade.

Os transtornos de ansiedade sdo considerados como entidades clinicas desde 1869,
quando Beard relacionou o termo “neurastenia” com quadros clinicos de fadiga fisica de
origem nervosa, acompanhada de sintomas caracteristicos de ansiedade aguda e depressao.
Posteriormente, Freud (1895; apud Pereira, 2004) empregou o termo “neurose de angustia”,
primeiramente utilizado em trabalhos de Ewald Hecker (1893), para representar um
complexo de sintomas que seria diferente da neurastenia. De acordo com Freud, a neurose
de angustia apresentava-se sob duas formas: como um estado cronico e como uma crise de

angustia (ataques de ansiedade).
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Introducgdo

Estudos de Donald Klein (1962, 1964) mostravam que os ataques de ansiedade
eram reduzidos, apds a terceira semana de tratamento com a imipramina, porém, o0S
sintomas de ansiedade antecipatéria diminuiam somente em longo prazo. Diante disso,
Klein (1980) diferenciou a ansiedade cronica dos ataques de ansiedade (ataques de panico).
A ansiedade cronica foi caracterizada como uma angustia cronica e flutuante, sem ataques
de panico, na qual o tratamento com a imipramina ndo foi eficaz. Enquanto que os ataques
de péanico foram descritos como ataques de ansiedade que eram reduzidos com o
tratamento com imipramina.

Embora a classificagdo dos transtornos mentais venha evoluindo desde 1840, a
classifica¢do dos transtornos de ansiedade foi tardia. Estes distirbios foram classificados em
diferentes categorias pela Associa¢do Psiquidtrica Americana (APA) e foram concretamente
separados a partir da terceira edicdo (1980) do Manual de Diagndstico e Estatistico das
Doengas Mentais (DSM). Mais recentemente, no ano de 2000, a APA publicou um texto
revisado da quarta edicdo do DSM, o DSM IV — RT, no qual ndo hd modificacdes de critérios
diagnésticos, mas apresenta comentarios e propostas de diagndsticos adicionais a quarta edig@o.

De acordo com 0 DSM IV — RT, os Transtornos de Ansiedade sdo classificados em:

Transtorno de panico com ou sem agorafobia
Transtorno de ansiedade generalizada

Agorafobia sem histéria de transtorno de panico

Fobia social (transtorno de ansiedade social)

Fobia especifica

Transtorno obsessivo-compulsivo

Transtorno de estresse agudo ou pds-traumatico
Transtorno de ansiedade SOE (sem outra especificago)
Transtorno devido a uma condi¢do médica geral

Transtorno de ansiedade induzido por uma substancia

17



Introducgdo

Levando-se em consideracdo o objetivo do presente trabalho, descreveremos
brevemente os transtornos de ansiedade generalizada e do panico, conforme as defini¢des
do DSM IV —RT.

O transtorno de ansiedade generalizada (TAG) € caracterizado por preocupagdes
excessivas, na maioria dos dias, que persistem por pelo menos seis meses, acompanhadas
de no minimo trés sintomas adicionais para adultos e apenas um sintoma no caso de
criangas. Os sintomas considerados sdo: inquietagcdo, fatigabilidade, dificuldade de
concentracdo, irritabilidade, tensdo muscular ou perturbagdes no sono. Além disso, ha
dificuldade em controlar a constante preocupagio que, em adultos, estd mais relacionada a
circunstancias cotidianas, enquanto que no caso das criangas, a preocupacdo excessiva é
com a qualidade de seu desempenho.

Por sua vez, o transtorno de panico (TP) é essencialmente caracterizado pela
presenca de ataques de panico recorrentes e inesperados, seguidos por pelo menos um més
de preocupacgdes persistentes acerca de ter outro ataque de panico ou preocupagdes com as
implica¢gGes ou conseqiiéncias do ataque anterior ou ainda a presenca de alguma alteracio
comportamental significativa. Um ataque de panico é descrito como um periodo de intenso
temor ou desconforto, acompanhados de pelo menos quatro dos seguintes sintomas:
palpitacdes ou ritmo cardiaco acelerado, sudorese, tremores, sensagdes de falta de ar ou
sufocamento, dor ou desconforto tordcico, ndusea ou desconforto abdominal, sensagdo de
tontura, instabilidade, vertigem ou desmaio, sensag@o de irrealidade ou despersonalizagio,
medo de perder o controle ou enlouquecer, medo de morrer, parestesias e ondas de calor.

Procurando desvendar o mecanismo desses distirbios, estudos clinicos e
experimentais vém sendo realizados. Esses estudos t€ém sido favorecidos pelo uso de

modelos animais de ansiedade, os quais permitem a investigacio das bases neurobioldgicas
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Introducgdo

desses disturbios, bem como a avaliacio de novos agentes potencialmente terapéuticos.
Tais modelos fundamentam-se na interpretagdo das emocdes a visdo evolutiva.

Com base nesta perspectiva evolutiva de Darwin (1872), publicada em seu livro
The expression of emotions in man and animals, as emocdes humanas tém sido
correlacionadas a respostas comportamentais emitidas por animais. Segundo Darwin (1872,
apud Graeff, 1990; Panksepp, 1990), o homem tendo animais como seus ancestrais,
compartilharia com eles ndo sé caracteristicas fisicas, mas também suas emogdes bdasicas.
Sendo assim, estados emocionais como o medo e a ansiedade humanos teriam raizes
filogenéticas nos comportamentos defensivos de animais diante de estimulos aversivos
(Finger, 1994). Esses comportamentos de defesa vém sendo associados com transtornos de
ansiedade, como o transtorno de ansiedade generalizada e do panico (Blanchard et al.,
1993; Graeff e Zangrossi, 2002).

Estas associagdes sdo fundamentadas por vérios trabalhos, entre eles, o trabalho
do casal Blanchard com a anélise de estratégias defensivas de roedores em resposta a
diferentes tipos de ameaca predatdria. Analisando estas estratégias de defesa, os
pesquisadores propuseram que o nivel de ameaca que o estimulo representa € um dos
fatores determinantes para a escolha do tipo de resposta comportamental defensiva. Assim,
os estimulos de ameaga foram classificados em potencial, distal e proximal. Cada um
desses estimulos gera respostas defensivas distintas, representadas em niveis de defesa
(Blanchad e Blanchard, 1988, 1989).

No primeiro nivel de defesa, quando a ameaga € potencial (incerta), o
comportamento emitido é cauteloso, como as respostas de avaliacdo de risco e esquiva
inibitéria. Neste caso, estudos revelam que estruturas como o complexo amigdaldide e o
sistema hipocampal estariam envolvidos nesse tipo de comportamento (Blanchard et al.,

1993, 2003; Graeff, 1994, 2004; Gray Mcnaughton, 2000).
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Introducgdo

No segundo nivel, quando o perigo € real, ou seja, o predador estd presente, mas
se apresenta a certa distincia, a resposta gerada € de fuga ou congelamento, no caso da
fuga ndo ser possivel. O substrato neural envolvido nesse nivel de defesa foi proposto por
Davis e colaboradores (1992), a partir de estudos da resposta de sobressalto potencializada
pelo medo. Eles propuseram que a via que parte do nicleo central do complexo
amigdaldide para a parte ventral da substincia cinzenta periaquedutal (SCPV) é essencial
para a express@o de congelamento gerado por estimulos aversivos.

O terceiro nivel de defesa ocorre em situacdo de perigo proximal, quando o
predador ou ameaca estd muito préximo ou em contato direto com a presa, levando a
emissdo de respostas de fuga explosiva ou agressdo defensiva. Com base em estudos
pioneiros de Hess e seus seguidores (Hess e Brugger, 1943; Hunsperger, 1956; Fernandez
de Molina e Hunsperger, 1959), foi proposto que o terceiro nivel de defesa estaria
associado a substincia cinzenta periaquedutal (SCP). Eles mostraram que a estimulacio
elétrica da SCP de gatos provocava respostas de defesa como ataques defensivos e fuga
explosiva. Posteriormente, baseado em evidéncias experimentais associadas a achados
clinicos, Graeff (1994, 2002, 2004) correlacionou os comportamentos observados no
terceiro nivel de defesa com o transtorno de panico.

A estimulagdo elétrica de outras areas cerebrais, tais como o complexo
amigdaléide e o hipotidlamo medial, também gerava respostas defensivas e alteragcdes
autondmicas similares as respostas a ameacas naturais (Hess e Brugger, 1943; Hunsperger,
1956). Além disso, pacientes neurocirirgicos que sofreram estimulacdo da SCP relataram
sensacdes de medo intenso ou pénico e morte eminente, acompanhados de alteracdes
fisioldgicas como taquicardia, dispnéia, dor tordcica profunda, sensagdo de calor ou frio, e
urgéncia de micc¢do (Nashold et al., 1969, 1974; Young, 1989). A partir desses e de varios

outros estudos, Graeff (1981) propds que as respostas a estimulos aversivos seriam
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Introducgdo

elaboradas por um sistema cerebral composto principalmente pelo complexo amigdaldide,
hipotdlamo medial e a SCP. Inicialmente, esse sistema foi denominado Sistema Cerebral
Aversivo (Graeff, 1981) e posteriormente, foi chamado de Sistema Cerebral de Defesa

(Graeff e Guimaraes, 1999).

1.2. Substancia Cinzenta Periaquedutal

A SCP ¢é uma estrutura mesencefdlica, organizada longitudinalmente, que
circunda o aqueduto de Sylvius (Carrive, 1993). A SCP recebe projecdes diretas da medula
espinal e do nudcleo trigeminal espinal. Tais conexdes sugerem a participacdo dessa
estrutura no processamento de estimulos somatossensoriais, como da nocicepcdo (Carrive,
1993). Além disso, as conexdes da SCP com estruturas prosencefdlicas, como o complexo
amigdaldide, o cortex limbico, o hipotidlamo e os nicleos dorsal e mediano da rafe,
sugerem que a SCP seja importante na génese/expressdo de estados emocionais (Carrive,
1993).

Baseando-se em critérios anatomicos, a SCP € dividida em quatro colunas —
dorsomedial, dorsolateral, lateral e ventrolateral — as quais se estendem ao longo do eixo
rostro-caudal (Bandler et al., 1991, 2000). No presente trabalho, investigamos a
participacdo da substancia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPD), compreendendo as
colunas dorsomedial e dorsolateral, na regulacdo de respostas defensivas.

Evidéncias indicam que a SCPD tem participagdo importante em processos
emocionais como o medo e a ansiedade (Graeff, 1990, 1994; Bandler e Shipley, 1994;
Lovick, 2000). A estimulacdo elétrica ou quimica desta drea mesencefdlica produz reagcdes
defensivas como comportamento de fuga e alteracdes neurovegetativas, sugerindo que o

animal esteja passando por uma experiéncia marcadamente aversiva, indicando que essa
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estrutura desempenha importante papel no comportamento defensivo (Olds e Olds, 1962;
Graeff et al., 1993a).

Assim, baseado nas similaridades entre as respostas autondmicas e
comportamentais da estimulacdo da SCPD e os sintomas de ataques de panico, tem sido
sugerido que a SCPD esteja envolvida na génese do transtorno de panico em humanos
(Deakin e Graeff, 1991). Desde entdo, a estimulag@o aversiva desta estrutura em animais
de laboratdrio tem sido utilizada como modelo experimental de ataques de panico (Jenck et
al., 1995; Lovick, 2000; Schenberg et al., 2001).

A partir de experimentos baseados na correlagdo dessas respostas defensivas
evocadas por animais com o medo e a ansiedade humanos, diversos sistemas de
neurotransmissdo t€ém sido propostos como mediadores das respostas comportamentais
defensivas. Entre os sistemas sugeridos, estdo o serotoninérgico, GABAérgico,
glutamatérgico, da colecistocinina e do fator liberador de corticotropina (Guimaraes et al.,
1991; Brandao et al., 1994; Graeff, 1994, 2002; Zangrossi et al., 2001; Zanoveli et al.,
2004). O presente trabalho destaca o envolvimento do sistema serotoninérgico na

modulagdo desses comportamentos defensivos.

1.3. A serotonina e os transtornos de ansiedade

Evidéncias indicam que a administracdo sist€mica ou intra-SCPD de agonistas
serotoninérgicos inibe a resposta de fuga induzida pela estimulagéo elétrica ou quimica
dessa estrutura, indicando que a serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT) pode inibir
respostas associadas ao panico.

Assim, estudos mostram que o comportamento de pressionar uma alavanca para
reduzir ou finalizar a estimulacdo elétrica aplicada na SCPD de ratos ¢é facilitado pela

administracdo sistémica do inibidor da sintese de 5-HT, a para-cloro-fenilalanina (p-CPA;
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Kiser e Lebovitz, 1975) ou pela administragdo de dois antagonistas serotoninérgicos, a
metisergida e a ciproheptadina (Schenberg e Graeff, 1978). Por outro lado, este
comportamento € inibido pelo precursor da sintese de 5-HT, o 5-hidroxitriptofano (5-
HTP), ou pelo inibidor de recaptacdo de 5-HT, a clomipramina (Kiser et al., 1978).

Com o objetivo de estudar a acdo direta de drogas serotoninérgicas na SCPD,
alguns estudos foram realizados utilizando quimitrodos implantados cronicamente na
SCPD, os quais permitem estudar os efeitos das drogas microinjetadas no mesmo sitio
onde a estimulagdo elétrica produz efeito aversivo.

Foi mostrado que a injecdo intra-SCPD de drogas que mimetizam ou facilitam a
atividade serotoninérgica causavam claro efeito antiaversivo (Schutz et al., 1985; Audi et
al., 1988; Nogueira e Graeff, 1991).

Utilizando o modelo de estimulagdo elétrica, tem sido mostrado que a
administracio intra-SCPD de agonistas de receptores dos tipos 5-HT s 8-OH-DPAT e
preferencial 5-HT,5 DOI inibe a resposta de fuga, caracterizando um efeito do tipo
panicolitico (Nogueira e Graeff, 1995). Por outro lado, o agente panicogénico CCK-4,
capaz de induzir ataques de panico em humanos, facilita a resposta de fuga induzida pela
estimulacdo elétrica da SCPD de ratos, sugerindo um efeito do tipo panicogénico
(Bertoglio et al., 2007). O mesmo efeito é observado com a administracdo local do
antagonista de receptores GABA4 bicuculina (Casaroto et al., 2010).

Em outros modelos experimentais de ansiedade, como os testes de conflito, a 5-
HT parece aumentar a ansiedade. Diferentemente da estimulagdo elétrica da SCPD, os
modelos animais de conflito avaliam a inibicdo comportamental. Nestes modelos, o
comportamento operante do animal ¢ mantido pela apresentacdo de uma recompensa e
simultaneamente suprimido por estimulos aversivos, como por exemplo, choques elétricos

nas patas (Geller e Seifter, 1960).
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As primeiras evidéncias surgiram na década de 70 e foram baseadas na avaliacdo
do comportamento de supressdo induzida por puni¢do. Nestes estudos, a administracido
sistémica do inibidor da sintese de 5-HT p-CPA e de dois antagonistas serotoninérgicos
ndo-seletivos, a metisergida e o 4cido bromolisérgico, promoveram efeitos do tipo
ansiolitico (Robichaud e Sledge, 1969; Graeff e Schoenfeld, 1970). Corroborando esses
dados, um estudo com a administracdo do precursor de 5-HT 5-HTP preveniu o efeito
ansiolitico provocado pelo p-CPA (Geller e Blum, 1970).

Adicionalmente, Wise e colaboradores (1972) evidenciaram que o
benzodiazepinico oxazepam, na mesma dose que desencadeava efeito ansiolitico em testes
de conflito, também causava diminui¢cao dos niveis de 5-HT no mesencéfalo. Dessa forma,
surgiu a proposta de que a 5-HT modularia a ansiedade a partir da acdo em regides
prosencefdlicas e mesencefdlicas. Além disso, o0s autores sugeriram que OS
benzodiazepinicos desencadeariam o efeito ansiolitico & medida que diminuissem a
liberag@o de 5-HT nessas regides encefélicas.

Essa primeira proposta sobre o papel da 5-HT na ansiedade foi corroborada por
estudos de Tye e colaboradores (1977). Eles observaram que ao diminuir os niveis corticais
de 5-HT, o comportamento de supressdo por punicdo era inibido. Esse comportamento era
liberado quando antagonistas serotoninérgicos eram administrados no nticleo basolateral
do complexo amigdaléide (Peterson e Scheel-Kruger, 1984). Além disso, a administracio
de agonistas serotoninérgicos nesta mesma estrutura foi capaz de aumentar a supressio
induzida pela punicdo, caracterizando o efeito ansiogénico da 5-HT (Hodges et al., 1987).

Na tentativa de conciliar as evidéncias aparentemente contraditdrias sobre o papel
da 5-HT na ansiedade, Deakin e Graeff (1991) formularam uma hipé6tese quanto ao papel
dual da 5-HT na modulagdo de respostas defensivas relacionadas com o TAG e o TP. Essa

hipdtese considera que esse neurotransmissor possa desempenhar um papel diferencial,

24



Introducgdo

principalmente em duas estruturas do Sistema Cerebral de Defesa, o complexo
amigdaldide e a SCPD.

As fibras serotoninérgicas que inervam o complexo amigdaléide e a SCPD,
através dos tratos prosencefilico e periventricular respectivamente, sdo provenientes do
ndcleo dorsal da rafe (NDR), que juntamente com o nidcleo mediano da rafe (NMR),
representam a principal fonte de neurdnios serotoninérgicos que se projetam ao encéfalo
anterior por vias ascendentes (Azmitia e Segal, 1978; Vertes, 1991). Para os autores, as
projecdes serotoninérgicas que inervam essas duas estruturas encefélicas seriam ativadas
mediante um perigo potencial e liberariam 5-HT em ambas as estruturas. No complexo
amigdaléide, o aumento dos niveis de 5-HT facilitaria o comportamento de esquiva
inibitdria, enquanto que na SCPD o aumento desse neurotransmissor levaria a inibi¢do de
respostas de fuga. Considerando a importincia do complexo amigdaldide para a
aprendizagem do medo, essa estrutura estaria mais relacionada a respostas mais elaboradas,
correlacionadas com a ansiedade antecipatdria e o TAG. Por outro lado, a SCPD, principal
estrutura responsavel pelas respostas defensivas mediante perigos reais e proximais, estaria
relacionada com o TP. Assim, clinicamente a 5-HT seria capaz de aumentar a ansiedade,
agindo no complexo amigdaléide, e inibir ataques de panico ao atuar na SCPD (Deakin e

Graeff, 1991; para revisdo ver Graeff, 2002, 2004).

1.4. A serotonina e o labirinto em T elevado

O labirinto em T elevado (LTE) foi desenvolvido por Graeff e colaboradores
(Graeff et al., 1993b) visando testar a hipétese do papel dual da 5-HT na ansiedade
(Deakin e Graeff, 1991). Este modelo experimental € derivado do labirinto em cruz

elevado (Pelow et al., 1985; Viana et al., 1994) e permite avaliar separadamente em um
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mesmo animal dois comportamentos defensivos, a esquiva inibitéria e a fuga, os quais
estdo relacionados respectivamente, com o TAG e o TP (Graeff et al., 1993b).

O labirinto em T elevado € constituido por trés bracos de madeira de mesmas
dimensoes, elevados 50 cm em relagdo ao solo. Um dos bracos é circundado por paredes
laterais e estd disposto perpendicularmente aos dois outros bragos que permanecem
desprovidos de paredes (Graeff et al., 1993b, 1997, 1998; Zangrossi et al., 2001).

A fim de verificar o comportamento de esquiva inibitéria, os animais sdo
colocados por trés vezes consecutivas na extremidade distal do brago fechado e em cada
uma destas tentativas € verificada a laténcia gasta para sair, com as quatro patas, deste
braco. Devido ao medo inato que roedores possuem de locais abertos e altos (Treit et al.,
1993; Montgomery, 1995), os animais aprendem a se esquivar dos bragos abertos, quando
colocados repetidamente no brago fechado do labirinto (Zangrossi e Graeff, 1997; Graeff
et al., 1998; Zangrossi et al., 2001). Isto faz com que eles permanecam, a cada tentativa,
mais tempo dentro do braco fechado, indicando a aquisi¢do da resposta de esquiva
inibitéria (Graeff e Zangrossi, 2004). E importante ressaltar que essa aversio gerada em
roedores pela exposi¢do a locais elevados e abertos confere ao LTE a vantagem de evocar
respostas defensivas sem o uso de procedimentos arbitrarios a espécie, como por exemplo,
choques nas patas (Graeff e Zangrossi, 2004; Soares e Zangrossi, 2004).

Ap6s a verificagdo da esquiva inibitéria, € verificado o comportamento de fuga
dos animais. Para tal, os animais sdo colocados na extremidade distal de um dos bragos
abertos, também por trés vezes consecutivas, e o tempo gasto para sair deste brago, com as
quatro patas, é registrado em cada uma das tentativas.

Alguns estudos foram desenvolvidos para validar farmacologicamente este
modelo. Um desses estudos mostrou que a administracdo sist€mica de diazepam e

buspirona, usados no tratamento do TAG, é capaz de desencadear efeito ansiolitico
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também no LTE (Graeff et al., 1998). Esses tratamentos prejudicaram a esquiva inibitdria,
diminuindo a laténcia de saida do brago fechado, sem alterar a resposta de fuga.

Estudos com antidepressivos triciclicos como a imipramina mostraram que a
administracio aguda desse composto € capaz de aumentar a laténcia de esquiva inibitéria
(Teixeira et al., 2000). No entanto, se esse composto for administrado cronicamente (21
dias) observa-se reducdo na laté€ncia de esquiva inibitéria e aumento da laténcia de fuga
dos animais (Teixeira et al., 2000; Zanoveli et al., 2005). Esses achados vém de acordo
com dados clinicos de que antidepressivos triciclicos podem aumentar a ansiedade no
inicio do tratamento e s6 atingem a eficédcia clinica, tanto no TAG como no TP, apds
algumas semanas de uso repetido (Johnson et al., 1995). A resposta de fuga também foi
inibida pela administracdo cronica das drogas panicoliticas clomipramina, escitalopram e
fluoxetina (Poltronieri et al., 2003; Stahl et al., 2003; Pinheiro et al., 2008). Os resultados
destes e de outros estudos baseados na administracdo sistémica de drogas em animais
testados no LTE permitiram reforcar a correlacdo entre a resposta de esquiva inibitdria e o
TAG e da resposta de fuga com o TP (Graeff et al., 1993b).

Utilizando esse mesmo modelo, Zanoveli e colaboradores (2003) mostram que a
microinjecdo de 5-HT na SCPD ndo promove apenas o efeito do tipo panicolitico,
diminuindo a expressdo da resposta de fuga, mas também desencadeia um efeito
ansiogénico. Este estudo investigou o efeito da injecdo intra-SCPD de agonistas
serotoninérgicos sobre a aquisi¢cdo da resposta de esquiva inibitéria e expressdo do
comportamento de fuga no LTE. A administracdo de 5-HT ou do agonista ndo seletivo de
receptores 5S-HT,c mCPP facilitou a aquisicdo da esquiva inibitdria, sugerindo um efeito do
tipo ansiogénico. No entanto, o agonista do receptor 5-HT;a 8-OH-DPAT apresentou
efeito ansiolitico, enquanto que o agonista preferencial SHT,4 DOI ndo alterou esse

comportamento. Em relacdo a fuga, todos os agonistas serotoninérgicos empregados nesse
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estudo inibiram esse comportamento, sugerindo o efeito do tipo panicolitico (Zanoveli et
al., 2003).

Na busca por evidéncias mais claras sobre o papel de receptores serotoninérgicos
dos tipos 5-HT A, 5-HTy5 e 5-HT,c da SCPD na regulagdo de comportamentos defensivos,
foram realizados estudos de antagonismo no LTE (Soares e Zangrossi, 2004). Tais estudos
revelaram que o efeito do tipo ansiogénico promovido pela injec¢do intra-SCPD de SHT foi
prevenido pela microinjecdo prévia do antagonista preferencial de receptores SHT)a
quetanserina e preferencial SHT,c SDZ-SER082, mas ndo pela inje¢do do antagonista de
receptores SHT;» WAY-100635. Adicionalmente a esses efeitos, os antagonistas
quetanserina e SDZ-SER082 também preveniram o efeito do tipo panicolitico da 5-HT
observado na resposta de fuga (Soares e Zangrossi, 2004).

Neste mesmo sentido, outras andlises experimentais no LTE mostram que a
administracio intra-SCPD do antagonista quetanserina é capaz de prevenir os efeitos
ansiogénico e panicolitico promovidos pela estimulacio quimica do NDR (Pobbe e
Zangrossi, 2005). Levando em consideracido que estudos prévios ja haviam indicado que a
estimulagdo dos neurdnios do NDR leva a liberacdo de 5-HT na SCPD, promovendo os
mesmos efeitos observados apds a microinje¢do desse agonista enddégeno, ou seja, a
facilitacdo da esquiva inibitdria e inibi¢do da resposta de fuga (Graeff et al., 1997; Viana et
al., 1997).

Com base nesses resultados, Soares e Zangrossi propuseram que o efeito
ansiogénico da SHT na SCPD ¢ mediado por receptores do tipo 5-HT,c, visto que a
ativacdo dos receptores 5-HT;p» com 8-OH-DPAT teve efeito oposto e, o agonista
preferencial de receptores SHT,4 DOI ndo alterou a resposta de esquiva inibitéria. Em
relacdo a resposta de fuga, segundo os autores, o efeito panicolitico da 5-HT sobre essa

resposta poderia ser mediado por receptores dos tipos 5-HT 4, SHT,4 € 5-HTc.
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No entanto, a observagdo de que o antagonista preferencial de receptores 5-HT24
quetanserina bloqueou o efeito ansiogénico gerado pela 5-HT na SCPD suscita ddvidas
quanto ao envolvimento unico dos receptores 5-HT,c neste processo e indica que esse
efeito também pode ser mediado pelos receptores do tipo 5-HT,s. Vale ressaltar que,
embora a quetanserina possua maior afinidade pelos receptores SHT,4 (Ki=8,13 nmol),
essa droga também € capaz de se ligar a receptores do tipo 5-HT,¢ (Ki=61,66 nmol; Knight
et al., 2004).

Além disso, apesar do agonista mCPP ter gerado efeito panicolitico e esse mesmo
efeito quando promovido pela 5-HT ter sido bloqueado pelo antagonista SDZ-SER082, a
participacdo dos receptores 5-HT,c na resposta de fuga também ndo € clara. Embora o
agonista mCPP e o antagonista SDZ-SER082 possuam maior afinidade pelos receptores 5-
HT,c (mcPP/Ki=14,12 nmol; SDZ/Ki=7,59 nmol), essas drogas também podem se ligar a
outros receptores serotoninérgicos, como por exemplo 5-HT,4 (mCPP/Ki=54,96 nmol;
SDZ/Ki=512,86nmol; Knight et al., 2004), cuja ativagdo gera efeito inibitério sobre a
resposta de fuga no LTE (Zanoveli et al., 2003; Soares e Zangrossi, 2004).

Com base nas evidéncias apresentadas, no presente trabalho, procuramos estender
as investigacdes sobre o papel dos receptores 5-HT,c da SCPD na modulagdo dos
comportamentos defensivos evocados no labirinto em T elevado, através da administracio

de agonistas e antagonistas mais seletivos.

1.5. Receptores 5-HT),c e Ansiedade
Evidéncias indicam que o receptor SHT,¢ estd envolvido na regulagdo de funcdes
fisiologicas como a ingestdo alimentar e a secre¢do hormonal, influenciando também na

atividade locomotora e no controle das emog¢des (Kahn e Wetzeler, 1991; Kennett, 1993).
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Entretanto, a real compreensao do papel dos receptores 5-HTsc, tanto no controle
das fungdes fisiolégicas como dos estados emocionais, tem sido dificultada pela falta de
ligantes mais seletivos e pela propria natureza complexa desses receptores. Por exemplo,
no processo de sintese dos receptores 5-HT,c podem ocorrer alteragdes na transcricdo do
mRNA e conseqiiente modificacio na sintese protéica, gerando até 24 isoformas
diferentes, que variam quanto a distribuicdo encefilica e a afinidade pela 5-HT (Quirk et
al., 2001; Gurevich et al., 2002a; Werry et al., 2008). Além disso, estados de estresse e/ou
depressdo ou ainda tratamentos com antidepressivos podem alterar a edicdo do mRNA,
modificando os tipos de isoformas expressas em determinadas dreas encefalicas (Gurevich
et al., 2002b; Giorgetti e Tecott, 2004; Englander et al., 2005).

Os receptores 5-HT,c estdo estrategicamente localizados em estruturas cortico-
limbicas implicadas na etiologia e modulagdo de estados emocionais. Clemett e
colaboradores (2000), utilizando andlises imunoistoquimicas, mostraram a existéncia de
altos niveis de receptores SHT,c no bulbo olfatério, cértex, nicleo caudado putdmen,
ndcleo accumbens, estriado, septo, hipocampo, complexo amigdaléide (nicleos medial,
lateral e basolateral), tdlamo, hipotdlamo, SCP (regides dorsal, lateral e ventral) e NDR.

A ativacdo dos receptores SHT,c em dreas limbicas como o complexo
amigdaléide e o hipocampo tem sido associada ao desencadeamento da ansiedade. Por
exemplo, Campbell e Merchant (2003) mostram que a injecdo dos agonistas de receptores
5-HT,c m-CPP e IL-639 no nicleo basolateral do complexo amigdaldide promove efeito
ansiogénico no teste do campo aberto. Tal efeito é prevenido pelo antagonista seletivo de
receptores SHT,c, SB-242084. Na mesma dire¢do, Alves e colaboradores (2003) mostram
que a administracdo do agonista preferencial de receptores 5S-HT>c MK-212 no hipocampo

ventral desencadeia efeito do tipo ansiogénico no labirinto em cruz elevado.
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Esses dados corroboram as evidéncias de que a administracdo sistémica de
agonistas de receptores 5-HT,c promove efeitos do tipo ansiogénico em diferentes modelos
experimentais (para revisdo ver Griebel, 1995; Griebel et al., 1997). Por exemplo, a injecdo
sistémica de MK-212 promove efeito do tipo ansiogénico no LCE (de Mello Cruz et al.,
2005). Além disso, estudos tanto em roedores (Kennett ef al., 1989) como em humanos
(Kahn e Wetzeler, 1991; Kennett et al., 1993) ja4 haviam mostrado que a administracdo
sisttmica de mCPP gera respostas do tipo ansiog€nica. Entretanto, no que diz respeito a
administracdo de antagonistas de receptores 5-HT,c, evidéncias experimentais e clinicas
indicam que esses antagonistas tém propriedades ansioliticas (Millan, 2003). Diante desses
efeitos supostamente mediados por receptores 5S-HT,c, o bloqueio desses receptores tem
sido alvo de estudo para novas estratégias de tratamento dos estados de depressdo e
ansiedade, ndo s6 pelo efeito benéfico nos sintomas desses estados emocionais, mas
também por evitar efeitos indesejaveis comuns em tratamentos com antidepressivos.

Baseado nestas e outras evidéncias, Millan (2005) sugere que a ativacdo de
receptores 5-HTpc esteja envolvida no efeito ansiogénico observado no inicio do
tratamento com inibidores seletivos da recaptagdo de 5-HT (ISRS). Por outro lado, o
tratamento prolongado com esses antidepressivos levaria a desensibiliza¢do dos receptores

5-HT,c com a conseqiiente diminui¢do da ansiedade (Millan, 2003, 2005).
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Objetivos

2.1. Objetivo geral

Estender as investigacdes sobre o papel dos receptores SHT,c da SCPD na
mediacdo de comportamentos defensivos medidos no labirinto em T elevado (LTE),
através da observacdo dos efeitos da administrag@o local de agonistas e antagonistas desse

subtipo de receptor serotoninérgico.

2.2. Objetivos especificos

» Investigar os efeitos da injecdo intra-SCPD dos agonistas preferenciais de
receptores SHT,c MK-212 (experimento 1) e RO-600175 (experimento 2) sobre as
respostas defensivas evocadas no LTE;

» Verificar se a microinjecdo prévia do antagonista seletivo de receptores SHT,c SB-
242084 ¢ capaz de prevenir os efeitos no LTE da administracio de MK-212 na
SCPD (experimento 3);

» Para fins comparativos, investigar o efeito da inje¢ao de MK-212 na SCPD sobre a
resposta de fuga gerada em outro modelo experimental associado ao panico, a
estimulacdo elétrica da SCPD (experimento 4);

» Por fim, verificar se a inje¢ao intra-SCPD de SB-242084 ¢ capaz de bloquear os
efeitos no LTE gerados pela administracdo local do agonista endégeno 5-HT

(experimento 5).

Para averiguar se os tratamentos farmacoldgicos realizados interferem com a

atividade locomotora, apés o teste no LTE, todos os animais foram submetidos ao teste do

campo aberto.
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Materiais e Métodos

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar, experimentalmente ingé€nuos, provenientes do
Biotério Central do Campus da Universidade de Sdo Paulo - Ribeirdo Preto, com peso
entre 230-250g no momento da cirurgia estereotidxica. Os animais foram mantidos em
caixas comunitdrias no biotério do laboratério antes e apds a cirurgia estereotixica para o
implante da cénula ou do quimitrodo. Entre a chegada dos animais do Biotério Central do
Campus e o término do experimento, 0s animais permaneceram no biotério do laboratdrio,
com livre acesso a dgua e alimento, sob um ciclo de luz claro/escuro de 2 horas (7 as 19

horas) e temperatura controlada em 22 + 1°C.

3.2. Drogas

Foram utilizadas as seguintes drogas: 5-HT (5-hidroxitriptamina, Sigma, EUA);
MK-212 [hidrocloreto de 6-Cloro-2-(1-piperazinil) pirazine; Tocris, EUA], RO-600175
[fumarato de (aS)-6-Cloro-5-fluor-a-metil-1H-indol-1-etanamina;  Tocris, EUA],
SB-242084 {hidrocloreto pirrolidina de (2R)-1-[(3-hidroxifenil)sulfonil]-2-[2-(4-metil-1-
piperidinil)]; Tocris, EUA}. Para a solubilizagdo do agonista RO-600175, na maior dose,
foi utilizada uma solug@o contendo salina com 4% de DMSO (dimetil-sulféxido, Sigma,

EUA) e as demais drogas foram dissolvidas em salina estéril a 0,9%.

3.3. Aparatos experimentais

3.3.1. Labirinto em T elevado
O labirinto em T elevado (LTE, figura 1) € constituido por trés bracos de madeira
com 50 cm de comprimento e 12 cm de largura, cada. Um dos bracos € protegido por

paredes laterais de 40 cm de altura e fica perperdicular aos dois outros bracos. Tais bracos
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sao considerados abertos, pois ndo possuem as paredes de madeira, mas s@o circundados
por 1 cm de acrilico transparente para evitar quedas dos animais. O aparato estd elevado 50

cm em relagdo ao solo.

Figura 1 — Labirinto em T elevado

3.3.2. Campo Aberto
Em uma arena quadrada de madeira foi realizado o teste do campo aberto, a fim
de verificar a atividade locomotora dos animais testados no LTE. Esta arena possui 360
cm’e paredes laterais de 40 cm de altura (figura 2) e situa-se numa sala experimental com

40 lux, medidos no quadrado central da arena.

Figura 2 — Campo aberto
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3.3.3. Quimitrodo e arena para avaliacdo da fuga induzida pela estimulacdo
elétrica da SCPD

A estimulacdo elétrica da SCPD foi realizada por meio de um quimitrodo
(figura 3) implantado nesta estrutura encefalica por meio da cirurgia estereotdxica descrita
posteriormente. O quimitrodo consiste de um eletrodo conectado a uma céanula-guia, a qual
foi construida a partir de uma agulha hipodérmica comercial, possuindo 13,0 mm de
comprimento e 0,6 mm de didmetro externo. O eletrodo foi construido a partir de um fio de
aco inoxidavel, flexivel, de 250 um de diametro, isolado em toda sua extensdo, exceto nas
seccOes transversas das extremidades. Um segmento desse fio foi soldado a um pino
inoxiddvel e o outro segmento foi colado paralelamente a metade distal de uma céinula-
guia, ultrapassando-a em 1 mm. A estimulagéo elétrica do tecido cerebral ocorreu a partir
da secg¢do transversa distal do eletrodo.

As sessdes de estimulag@o elétrica da SCPD foram realizadas em uma cuba de
acrilico com tampa (40 cm de didmetro e 39 cm de altura; figura 4) com serragem em seu
assoalho para reproduzir as condi¢des da gaiola-viveiro do animal. Uma tela de nylon
disposta na parte superior da cuba impediu que os animais saltassem para fora da drea do
teste durante as sessdes de estimulacdo elétrica. A tela de nylon possui uma abertura em
seu centro, que permite a passagem de um conector elétrico giratério de mercurio ligado a
dois canais de saidas. A primeira saida estd ligada a um estimulador, que gerou corrente
senoidal de 60 Hz e corrente constante (Marseillan, 1977). A corrente elétrica aplicada foi
monitorada por meio de um osciloscépio (Pantec-5205 — 10mHz) ligado em paralelo ao
aparelho estimulador. A segunda saida é conectada a um cabo flexivel, que se encaixa ao
quimitrodo fixado ao cranio do animal, permitindo a passagem de corrente elétrica para a

SCPD. Este aparato permitiu a livre movimentagdo do animal na cuba.
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Canula-guia
4

Eletrodo =

Figura 3 - Quimitrodo

Figura 4 — Arena

3.4. Procedimentos

3.4.1. Cirurgia estereotdxica para implante de canulas ou quimitrodo

Os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica no 3° dia ap6s a chegada no
biotério do laboratério. Eles foram anestesiados com 2,2,2 tribromoetanol (Aldrich — EUA)
a2,5% (10 mL/Kg, i.p.) e a tricotomia foi realizada. Apds a cirurgia, os animais receberam
uma associacdo antibidtica de amplo espectro (Pentabidtico, Fontoura-Wyeth-Brasil —
1mL/Kg, intra-muscular) e Banamine (Schering-Ploug S/A - Brasil), um agente
analgésico, antiinflamatério e antitérmico (1mL/Kg, sub-cutineo).

Os animais foram entdo adaptados a um aparelho estereotixico (Stoelting Co —
EUA), com a barra dos incisivos 2,5 mm abaixo da linha interaural. A seguir, foi realizada
a limpeza do campo cirdrgico com uma solucdo hidroalcodlica contendo iodo a 2%. Na
regido da incisdo foi administrado, via subcutdnea, o anestésico local cloridrato de
lidocaina associado a um vasoconstritor (Novocol 100, S.S. White — Brasil). Poucos
minutos apo6s, foi realizada uma incis@o longitudinal dos tecidos cutineos e subcutaneos a

fim de expor a calvéria e remover o peridsteo por raspagem.
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Na seqiiéncia, dois orificios foram perfurados na calota craniana, com o auxilio
de uma broca dental tipo Dremel, para a introducdo de parafusos de aco inoxidavel, com a
finalidade de prender a prétese de acrilico ao cranio. Um outro orificio foi perfurado a uma
distancia de 1,9 mm lateral ao lambda para a introducdo da canula ou do quimitrodo. A
canula (12mm), de mesmo material que a cinula guia do quimitrodo, foi introduzida a uma
profundidade de 3,2 mm abaixo da superficie craniana, com uma inclinagdo de 22° em
relacdo ao plano sagital, evitando-se, assim, a perfuracdo do seio venoso, enquanto o
quimitrodo foi introduzido a uma profundidade de 5,2 mm. Para manter a canula ou a
canula-guia do quimitrodo desobstruidas, foi colocado no interior destas um mandril de
aco de 0,3 mm de didmetro de mesmo comprimento das canulas, o qual foi retirado apenas
no momento da sessdo experimental. Apds o implante, a canula ou o quimitrodo foram
fixados a calota craniana por meio de resina dental autopolimerisavel.

Apés a cirurgia, os animais foram retornados ao biotério do laboratério, onde

permaneceram até a realizacdo dos testes comportamentais.

3.4.2. Habituacdo
Nos dois dias que antecederam os testes, os animais foram manipulados em uma
das salas experimentais por 5 minutos e logo ap6s, foram colocados individualmente em
uma caixa 39 x 32 x 16 cm, onde permaneceram por mais 5 minutos. Esses procedimentos
foram realizados com a finalidade de que os animais se habituassem as condi¢des pelas
quais seriam submetidos no dia dos testes. A iluminagf@o nas salas onde a habituacio e os
testes foram realizados era de 40 lux e havia um ruido de fundo constante produzido por

exaustores de ar.
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3.4.3. Exposicao prévia a um dos bragos abertos do labirinto em T elevado
Estudos mostraram que a exposi¢do prévia a um dos bragos abertos do LTE reduz
as reacdes comportamentais a novidade, como a inibicdo comportamental, aumentando a
expressdo da resposta de fuga (Teixeira et al., 2000). Diante disso, o teste do LTE tem sido
conduzido utilizando esse método.
Vinte e quatro horas antes do teste, cada animal foi colocado individualmente em
um dos bragos abertos. Durante 30 minutos o animal permaneceu nesse bragco aberto, o

qual foi isolado dos outros bragos por uma parede de madeira.

3.4.4. Injecaes intra-SCPD

Durante a injecdo, os animais permaneceram com livre movimentagdo em uma
gaiola-viveiro (39 x 32 x 16 cm) com serragem no assoalho. Apds sorteio prévio, a injecdo
intra-SCPD foi realizada por meio de uma agulha dental do tipo Mizzy, com 0,3 mm de
didmetro externo e 14,0 mm de comprimento, introduzida na cinula ou canula-guia do
quimitrodo. A agulha foi conectada a uma microsseringa (Hamilton 701-RN — EUA) de 10
UL por meio de um tubo de polietileno (PE-10), o qual foi preenchido previamente com
dgua. Uma bolha de ar dentro do tubo de polietileno separou a dgua da droga a ser
administrada. Durante a injec@o, o deslocamento desta bolha foi utilizado para monitorar a
microinjecdo. Para controlar o volume e o tempo de injecdo, foi utilizada uma bomba
microinjetora digital (KD Scientific — EUA), de forma que um volume de 0,2 puL de droga
foi microinjetado durante 2 minutos, exceto para a inje¢do de RO-600175 e 5-HT, em que
fora injetado um volume de 0,4 pL durante 2 minutos. O aumento do volume de
microinjecdo foi necessario devido a dificuldades de solubilizacdo destas drogas. Apds a
microinjecdo, a agulha permaneceu no sitio de inje¢do por mais 1 minuto, a fim de evitar o

refluxo da droga.
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3.4.5. Testes Comportamentais

Cinco a sete dias apds a cirurgia estereotdxica, os animais foram submetidos aos
testes comportamentais.

No experimento 1, os animais foram submetidos ao LTE apds receberem injecoes
do agonista preferencial de receptores 5-HT,c MK-212 (0,01; 1 e 10 nmol) ou salina (n= 8
a 12). As doses testadas foram baseadas em estudos prévios desse agonista em outras
estruturas, como o complexo amigdaléide (Vicente, 2009).

No experimento 2, procuramos investigar os efeitos no LTE de outro agonista
preferencial de receptores 5-HTyc, o RO-600175 (4 e 20 nmol; n= 9 a 13). As doses
testadas foram escolhidas com base em estudos prévios da microinjecdo desse agonista no
cortex pré-frontal medial (Leggio et al., 2008). Em um grupo independente de animais,
verificamos o efeito da microinje¢do de uma maior dose do mesmo agonista, RO-600175
(40nmol; n=9 a 10), ou veiculo (salina e DMSO), sobre as respostas evocadas no LTE.

Para esclarecer o papel dos receptores 5-HTc na modulacdo de respostas
defensivas evocadas no LTE, no experimento 3, investigamos se um antagonista seletivo
de receptores 5-HT,c, 0 SB-242084, na dose de 10 nmol, seria capaz de prevenir os efeitos
produzidos pela microinjecio de MK-212 (1 nmol). Assim, os grupos formados foram
salina — salina (n=10), salina — SB (n=8), salina — MK (n=10), SB — MK (n=9).

Para fins comparativos aos experimentos 1 e 2, verificamos no experimento 4 se
o limiar de fuga induzida pela estimulacdo elétrica da SCPD ¢ alterado pela microinjecio
do agonista MK-212 (0,01; 1 e 10 nmol; n=6 a 11). Para tal, o limiar de fuga de cada
animal foi determinado antes e apds a administragdo local de MK-212 ou salina.

No experimento 5, verificamos o efeito da microinje¢do do antagonista
SB-242084 (1 e 10 nmol) ou salina previamente a inje¢do do agonista endégeno 5-HT

(20 nmol) ou salina sobre as respostas emitidas no LTE. Assim, os grupos formados foram
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salina — salina (n=12), salina — SB 1 nmol (n=11), salina — SB 10 mol (n=12), SB 1 nmol —
salina (n=13), SB 10 nmol — salina (n=11), SB 10 nmol — 5-HT (n=13).

Os testes foram iniciados 10 minutos apds a ultima microinjecdo. Nos
experimentos 4 e 5, os animais receberam a segunda injecdo 5 minutos apds a

administracéo intra-SCPD do antagonista SB-242084.

3.4.5.1. Labirinto em T elevado

No LTE, primeiramente foi investigada a esquiva inibitéria. Para tal, cada animal
foi colocado na extremidade distal do braco fechado e o tempo gasto para sair deste brago
com as quatro patas foi registrado (Linha de Base). Apds a saida do braco fechado, o
animal foi levado para a mesma caixa que permaneceu durante cinco minutos nas
habituacdes dos dias anteriores. Depois de 30 segundos, o animal foi novamente colocado
no braco fechado (Esquiva 1) e isto se repetiu por mais uma vez (Esquiva 2). O tempo
mdaximo de permanéncia no braco fechado foi de 5 minutos, em quaisquer das tentativas.

Para a verificagcdo da resposta de fuga, 30 segundos apds a Esquiva 2, o animal
foi colocado na extremidade distal do mesmo brago aberto onde foi pré-exposto, € o tempo
gasto para sair deste braco com as quatro patas foi cronometrado (Fuga 1). Este
procedimento se repetiu mais duas vezes (Fugas 2 e 3), levando em consideracdo os

intervalos de 30 segundos entre as tentativas.

3.4.5.2. Campo aberto

Ap6s 30 segundos da verificagdo da Fuga 3, o animal foi colocado no centro da
arena para a observagdo da atividade locomotora e seu deslocamento foi registrado por 5
minutos. A distancia total percorrida foi analisada pelo programa Ethovision 1.96 (Noldus

— Holanda).
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3.4.5.3. Estimulacao elétrica da SCPD

Para tal, primeiramente, o mandril foi cuidadosamente retirado da canula e, a
seguir, uma simulacdo de microinjecdo foi realizada a fim de igualar as condigdes
experimentais de pré e pds-injecdo da droga. Nessa simulacdo, a agulha dental (13 mm)
ndo ultrapassou o comprimento da canula-guia e nenhuma substincia foi microinjetada.
Apé6s 10 minutos, o cabo flexivel foi conectado ao quimitrodo e o animal foi colocado na
cuba por 5 minutos para adaptar-se as condi¢des experimentais. E logo ap6s, foi iniciada a
determinagdo dos limiares aversivos, por meio da estimulagdo elétrica da SCPD.

A determinagdo do limiar de fuga (limiar aversivo) foi iniciada com um estimulo
elétrico com intensidade de 20 pA. O tempo de cada estimulo elétrico foi de 10 segundos,
seguidos de intervalos de 10 segundos. Apds cada intervalo, um novo estimulo, 4 pA
maior que o precedente, foi aplicado ao animal, até a obtencdo dos limiares de fuga. O
limiar de fuga foi considerado como a menor intensidade de corrente elétrica capaz de
induzir fuga por trés tentativas consecutivas. Neste caso, os animais apresentaram corrida
na arena, que foram ou ndo acompanhada por saltos verticais. Quando a fuga ndo foi
observada até a intensidade de corrente elétrica de 152 pA, o animal foi excluido do
experimento.

Ap6s 10 minutos da determinacdo do limiar basal de fuga, o agonista MK-212 ou
salina foram microinjetados na SCPD de acordo com um sorteio prévio. Para cada animal,
a alteracdo no limiar aversivo (A em [LA), causada pela microinje¢cdo da droga ou salina na
SCPD foi computada e representada como a diferenca entre o limiar de fuga determinado

apos o tratamento farmacoldgico e o limiar basal de fuga.
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3.5. Perfusao

Para a verificagdo da localizacdo do sitio de estimulagdo, ap6s o término dos
testes comportamentais, os animais foram anestesiados com hidrato de cloral 4% e 0,2 UL
do corante azul de Evans foi microinjetado na SCPD. Logo apés, os animais sofreram
perfusdo intracardiaca com salina, seguida de uma soluc¢io de formol a 10%. Os encéfalos
foram removidos e armazenados em formol a 10%, até a data da confec¢do das laminas

histolégicas.

3.6. Histologia

Os encéfalos foram cortados em seccdes coronais de 50 um de espessura por
meio de um criostato de congelamento (Leica CM1850), para verificacdo macroscopica do
sitio de estimulacdo, segundo as fotomicrografias do Atlas de Paxinos e Watson (2007).
Foram incluidos na andlise estatistica somente os dados dos animais que tiverem o sitio de

estimulacdo localizado na SCPD (por¢des dorsomedial e dorsolateral).

3.7. Anaélise estatistica dos resultados

Os dados obtidos no LTE foram submetidos a uma andlise de varidncia
(ANOVA) de medidas repetidas, sendo considerado como fator independente o tratamento
farmacoldgico e como medidas repetidas as laténcias de saida do braco fechado (Linha de
Base, Esquivas 1 e 2,) ou as laténcias de saida do brago aberto (Fugas 1, 2 e 3). Quando
necessdrio, foram realizadas compara¢des multiplas pelos testes de Duncan ou ¢ de
Student. Os dados da distincia percorrida no campo aberto e da estimulago elétrica foram
analisados por meio da ANOVA de uma via seguidos de comparacdes multiplas de

Duncan ou quando apropriado, os dados foram submetidos ao teste ¢ de Student.
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Resultados

4.1 Analise Histologica
Os sitios de microinjecdo na SCPD dos quatro experimentos estio representados

na figura 5. A percentagem média de acerto desta estrutura foi de 70%.

Figura 5 — Representacdo dos sitios de microinje¢do na SCPD observados nos quatro
experimentos, através do plano antero-posterior (IA — interaural 1.2 a 2.16) conforme o
Atlas Paxinos e Watson (2007). O nimero total de pontos é menor do que o nimero total
de animais devido a sobreposi¢des dos sitios de injecao.
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4.2. Experimento 1

Efeitos da administracao intra-SCPD do agonista preferencial

de receptores 5-HT,c MK-212

As respostas de esquiva inibitéria dos animais que receberam inje¢des intra-
SCPD de MK-212 ou salina podem ser observadas na figura 6A. De acordo com os
resultados da ANOVA de medidas repetidas, houve aumento da laténcia de saida dos
animais do braco fechado do LTE ao longo das tentativas, indicando a aquisi¢do de
esquiva inibitéria [fator tentativa: F(2,72)=32,39; p<0,01]. Houve efeito do tratamento
[fator tratamento: F(3,36)=4,04; p<0,05], mas ndo foi constatada interagdo entre os fatores
tratamento e tentativas [fator interacdo: F(6,72)=0,8; NS]. O teste de Duncan mostrou que
o tratamento com MK-212 na dose de 1 nmol aumentou as laténcias de saida do braco
fechado na Linha de Base (LB) e na Esquiva 1 (E1), enquanto que na dose de 10 nmol,
apenas a laténcia da Esquiva 2 (E2) foi aumentada em relacdo ao grupo salina, indicando
efeito do tipo ansiogénico.

A figura 6B mostra a auséncia de efeito da inje¢do intra-SCPD de MK-212 sobre
o comportamento de fuga dos animais no LTE. A ANOVA mostrou que nio houve efeito
das tentativas [fator tentativa: F(2,72)=0,87; NS], do tratamento [fator tratamento:
F(3,36)=0,65; NS], nem interacdo entre tratamento e tentativas [fator interacdo:
F(6,72)=0,86; NS].

Em relagdo a atividade locomotora, observa-se na tabela 1 que o tratamento com

MK-212 ndo alterou a distancia percorrida pelos animais [F(3,39)=0,86; NS]
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Figura 6 — Média + EPM da laténcia de saida do brago fechado (A) e de um dos bragos
abertos (B) de animais submetidos ao labirinto em T elevado apds a injecdo intra-SCPD de
MK-212 ou salina (n= 8 a 12). LB: linha de base; E: esquiva; F: fuga. * p<0,05 em relacio
ao grupo salina.
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4.3. Experimento 2

Efeitos da administracao intra-SCPD do agonista preferencial

de receptores 5-HT,c RO-600175

A figura 7A mostra o comportamento de esquiva inibitéria de animais que
receberam inje¢cdes intra-SCPD de RO-600175 (4 e 20 nmol) ou salina. A ANOVA
mostrou que houve aquisi¢ao de esquiva inibitéria [fator tentativa: F(2,62)=20,31; p<0,01].
Nao houve efeito do tratamento [fator tratamento: F(2,31)=1,0; NS], nem interacdo entre
os fatores tratamento e tentativas [fator interacdo: F(4,62)=0,69; NS].

A injecdo intra-SCPD de RO-600175 (4 e 20 nmol) também ndo alterou o
comportamento de fuga dos animais no LTE, conforme ilustrado na figura 7B. A ANOVA
mostrou que ndo houve efeito das tentativas [fator tentativa: F(2,62)=1,31; NS], do
tratamento [fator tratamento: F(2,31)=1,72; NS], nem interacdo entre os fatores tratamento
e tentativas [fator interacdo: F(4,62)=0,26; NS].

Em relagdo a atividade locomotora, observa-se na tabela 1 que o tratamento com
RO-600175 (4 e 20 nmol) ndo alterou a distancia total percorrida pelos animais
[F(2,33)=1,36; NS].

Na figura 8A, estd ilustrada a resposta de esquiva inibitéria de animais que
receberam microinjecdes de RO-600175 (40 nmol) ou veiculo (salina e DMSO). A
ANOVA mostrou que houve aquisi¢do de esquiva inibitoria [fator tentativa: F(2,34)=14,64;
p<0,01], bem como efeito do tratamento [fator tratamento: F(1,17)=19,81; p<0,01] e
interacdo entre os fatores tratamento e tentativas [fator interacdo: F(2,34)=3,28; p=0,05]. O

teste ¢ de Student mostrou que o tratamento com RO-600175 na dose de 40 nmol aumentou
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as laténcias de saida do braco fechado na Esquiva 1 (E1) e na Esquiva 2 (E2) em relacdo ao
grupo que recebeu veiculo, indicando efeito do tipo ansiogénico.

A resposta de fuga dos animais que receberam microinje¢do de RO-600175
(40 nmol) foi representada na figura 8B. A ANOVA mostrou que nio houve efeito das
tentativas [fator tentativa: F(2,34)=0,08; NS], do tratamento [fator tratamento:
F(1,17)=2,12; NS], nem interacdo entre os fatores tratamento e tentativas [fator interacfo:
F(2,34)=0,65; NS].

A microinje¢do na SCPD de RO-600175 na dose de 40 nmol alterou a distincia
percorrida pelos animais no teste do campo aberto, conforme observado na tabela 1. O
teste ¢ de Student mostrou que a distdncia percorrida pelos animais que receberam a
microinjecdo deste agonista foi significativamente menor em relagdo ao grupo que recebeu
veiculo [#(17)=4,19; p<0,01]. Para averiguar se a reducdo da distancia total percorrida
pelos animais interferiu nas respostas medidas no LTE, os dados da esquiva inibitdria
foram covariados com a distancia total percorrida pelos animais no campo aberto. Essas
andlises mostraram que o efeito do RO-600175 (40 nmol) em facilitar a aquisi¢cdo da
esquiva inibitdria é independente da alteragdo causada pela droga sobre a locomocgao [fator

tratamento pés-covariacdo: F(1,16)=10,67; p<0,01].
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Figura 7 — Média + EPM da laténcia de saida do bragco fechado (A) e de um dos bragos
abertos (B) de animais submetidos ao labirinto em T elevado apds a inje¢do intra-SCPD de
RO-600175 ou salina (n=9 a 13). LB: linha de base; E: esquiva; F: fuga.
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Figura 8 — Média + EPM da laténcia de saida do brago fechado (A) e de um dos bragos
abertos (B) de animais submetidos ao labirinto em T elevado apds a inje¢do intra-SCPD de
RO-600175 ou veiculo (n= 9 a 10). LB: linha de base; E: esquiva; F: fuga. * p<0,05 em

relagdo ao grupo veiculo.
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4.4. Experimento 3

Efeitos da administracio intra-SCPD de SB-242084

previamente a microinjecao de MK-212

A figura 9A mostra a resposta de esquiva inibitdria dos animais submetidos ao
LTE que receberam injecdes de SB-242084 ou salina previamente & microinjecdo do
agonista serotoninérgico MK-212 ou salina. A ANOVA mostrou que houve aquisicdo de
esquiva inibitdria [fator tentativa: F(2,66)=17,61; p<0,01] e efeito do tratamento [fator
tratamento: F(3,33)=3,11; p<0,05]. Entretanto, ndo foi constatada interacio entre os fatores
tratamento e tentativas [fator interacdo: F(6,66)=1,82; NS]. O teste de Duncan mostrou que
o tratamento com MK-212 (salina-MK-212) aumentou as laténcias de saida do braco
fechado na Esquiva 2 (E2) em relacdo ao grupo controle (salina-salina), indicando efeito
do tipo ansiogénico e o antagonista SB-242084 preveniu tal efeito.

Os tratamentos realizados ndo alteraram o comportamento de fuga dos animais no
LTE, conforme ilustrado na figura 9B. A ANOVA mostrou que ndo houve efeito das
tentativas [fator tentativa: F(2,66)=0,67; NS], do tratamento [fator tratamento:
F(3,33)=0,46; NS], nem interacdo entre os fatores tratamento e tentativas [fator interacao:
F(6.66)=1,19; NS].

Na tabela 1 observa-se que a distancia percorrida pelos animais no campo aberto

também nao foi alterada pelos tratamentos centrais [F(3,36 )=0,43; NS].
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Figura 9 — Efeito (média + EPM) da injecdo intra-SCPD de SB-242084 ou salina 10
minutos antes da microinjecdo de MK-212 ou salina sobre as laténcias de esquiva inibitdria
(A) e de fuga (B) medidas no labiritno em T elevado (n= 8-10). LB: linha de base;
E: esquiva; F: fuga. * p<0,05 em relagdo ao grupo salina-salina; + p<0,05 em relagdo ao
grupo sal-MK-212.
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Resultados

4.5. Experimento 4

Efeitos da administracao intra-SCPD de MK-212 sobre a resposta

de fuga induzida pela Estimulacao Elétrica da SCPD

Observa-se na figura 10 que administragdo de MK-212 nao foi capaz de alterar o

limiar de fuga induzida pela estimulagdo elétrica da SCPD [F(3,29)=0,34; NS].
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Figura 10 - Média + EPM da variacdo (A) do limiar de fuga induzida pela estimulacdo
elétrica da SCPD de animais ap6s a microinje¢do de MK-212 na SCPD (n=6a 11).
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4.6. Experimento 5

Efeitos da administracio intra-SCPD de SB-242084

previamente a microinjecao de 5-HT

As laténcias de saida do bragco fechado dos animais que receberam injecdes intra-
SCPD de SB-242084 ou salina previamente a microinjecdo de 5-HT (20nmol) ou salina pode ser
observado na figura 11A. De acordo com os resultados da ANOV A, houve aquisi¢ao de esquiva
inibitdria [fator tentativa: F(2,132)=50,61; p<0,01] e efeito do tratamento [fator tratamento:
F(5,66)=9,71; p<0,01]. Em relacdo a interacdo entre os fatores tratamento e tentativas, foi
constatado efeito marginal [fator interacdo: F(10,132)=1,74; p=0,08]. O teste de Duncan mostrou
que o tratamento com 5-HT (salina—5-HT) aumentou as laténcias de saida do brago fechado na
Linha de Base (LB) e nas Esquiva 1 e 2 (E1, E2) em relagdo ao grupo controle (salina-salina),
indicando efeito do tipo ansiogénico. O antagonista SB-242084 na dose de 10 nmol, mas ndo na
dose de 1 nmol, foi capaz de prevenir tal efeito.

A figura 11B mostra o efeito da injecdo intra-SCPD de SB-242084 ou salina
previamente a microinjecdo de 5-HT ou salina sobre o comportamento de fuga dos animais no
LTE. A ANOVA mostrou que nao houve efeito das tentativas [fator tentativa: F(2,132)=1,03;
NS]. O tratamento alterou essa resposta [fator tratamento: F(5,66)=5,50; p<0,01], mas ndo houve
interacdo entre os fatores tratamento e tentativas [fator interacdo: F(10,132)=0,64; NS]. De
acordo com o teste de Duncan, o tratamento com o agonista endégeno 5-HT (salina—5-HT)
promoveu aumento significativo das laténcias de saida do braco aberto nas Fugas 1, 2 e 3,
quando comparadas com o grupo controle, indicando efeito panicolitico. Tal efeito ndo foi
prevenido pela injegdo prévia de SB-242084 na dose de 1 nmol, mas foi atenuado, ainda que ndo
significativamente, por este antagonista na maior dose (10 nmol).

Em relacdo a atividade locomotora, os tratamentos realizados néo alteraram a distancia

percorrida pelos animais no campo aberto [F(5,71)=1,91; NS], conforme mostrado na tabela 1.
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Figura 11 — Efeito (média + EPM) da injecdo intra-SCPD de SB-242084 ou salina 10
minutos antes da microinjecio de 5-HT ou salina sobre as laténcias de esquiva inibitéria (A)
e de fuga (B) medidas no labirinto em T elevado (n= 11 a 13). LB: linha de base; E:
esquiva; F: fuga. * p<0.05 em relacdo ao grupo salina-salina; + p<0,05 em relacdo ao

grupo sal-5-HT.
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4.7. Tabela 1

Resultados

Média + EPM da distancia percorrida (DP) no teste do campo aberto

pelos animais submetidos a injec6es intra-SCPD de

5-HT, MK-212, RO-600175 e SB-242084

Tratamento DP (m)
Experimento 1
Salina 26,90 + 1,61
MK 0,01 nmol 30,58 + 2,21
MK 1 nmol 29,72 + 2,41
MK 10 nmol 25,89 + 2,09
Experimento 2
Salina 32,80 + 1,63
RO 4 nmol 27,76 + 2,36
RO 20 nmol 30,51 +2,88
Veiculo 22,16 + 1,05
RO 40 nmol 13,61 + 1,68

Experimento 4

Sal — Sal
SB — Sal
Sal - MK
SB - MK

Experimento 5

Sal - Sal

SB 1 nmol — Sal
SB 10 nmol — Sal

Sal-5SHT

SB 1 nmol — 5-HT
SB 10 nmol — 5-HT

27,23 +2,68
31,67 +4,05
27,49 + 3,01
27,74 + 2,58

26,85+ 1,79
25,11 +1,73
27,01 £2,71
22,02+ 1,79
22,09 + 1,77
21,34 + 1,23

* p<0,05 em relacdo ao grupo veiculo.
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Discussdo

O presente trabalho foi realizado com o intuito de se investigar o papel dos
receptores do tipo 5-HT,c da substancia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPD) na
modulagdo de respostas defensivas emitidas no labirinto em T elevado (LTE).

No primeiro experimento realizado, verificamos que a administracdo intra-SCPD
do agonista preferencial de receptores 5-HT,c MK-212 (5-HT,c/Ki = 97,7 nmol,
5-HT,a/Ki = 1023,3 nmol; Knight er al., 2004), nas doses de 1 e 10 nmol, aumentou a
laténcia de esquiva inibitéria no LTE, sem afetar a resposta de fuga, indicando a
participac@o de receptores 5-HTyc neste efeito do tipo ansiog€nico. Vale ressaltar que a
microinjecdo desse agonista nfo alterou a distancia total percorrida pelos animais no teste
do campo aberto, indicando que os resultados obtidos no LTE nao foram influenciados por
alteracdes na atividade locomotora dos animais.

Quando verificamos o efeito da injecdo intra-SCPD de outro agonista de
receptores 5-HT,c 0 RO-600175 (5-HT,c/Ki = 6 nmol, 5-HT»4/Ki = 36,3 nmol; Knight et
al., 2004), observamos que nas doses de 4 e 20 nmol ndo houve alteragdo nas respostas
defensivas geradas no LTE. Contudo, quando utilizada a dose de 40 nmol, observamos que
a laténcia de esquiva inibitéria foi aumentada, sem qualquer efeito na resposta de fuga. No
entanto, diferentemente do MK-212, a administracio dessa maior dose de RO-600175
reduziu significativamente a distincia total percorrida pelos animais no teste do campo
aberto, indicando comprometimento da atividade locomotora. Contudo, apesar deste
potencial déficit motor, a resposta de fuga ndo foi alterada. Além disso, embora a
administracio intra-SCPD de 40 nmol de RO-600175 tenha reduzido a distancia total
percorrida pelos animais no campo aberto, uma andlise de covariincia indicou que esta
alteracdo na atividade locomotora ndo influenciou o efeito observado sobre resposta de

esquiva inibitdria.
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Discussdo

Desta forma, os resultados obtidos com estes dois agonistas sugerem que
receptores 5-HT,c na SCPD estejam primariamente envolvidos na regulacdo de
comportamentos defensivos relacionados a ansiedade (esquiva inibitéria) e ndo ao panico
(fuga).

Confirmando o envolvimento dos receptores 5-HT,c no efeito ansiogénico
promovido pela administragdo intra-SCPD do agonista MK-212, no experimento 3
observamos que este efeito foi bloqueado pela microinjecdo do antagonista seletivo de
receptores 5S-HT,c SB-242084, ressaltando que nenhum dos tratamentos alterou a atividade
locomotora e que o antagonista, por si sO, ndo exibiu qualquer efeito.

Os resultados do experimento 4 mostram que a administracdo do agonista MK-
212, nas mesmas doses testadas no LTE, ndo alterou o limiar de fuga induzida pela
estimulagdo elétrica da SCPD, reforcando a hipétese de que a ativacdo dos receptores 5-
HT,c nessa estrutura ndo afeta esse comportamento.

Outros estudos no modelo da estimulagdo elétrica da SCPD e no LTE também
ddo suporte a esta hipdtese. Ainda que ndo seletivo para receptores 5-HT,c, o agonista
mCPP tem sido frequentemente utilizado em investigacdes acerca do papel desses
receptores na modulacdo de comportamentos defensivos. Nogueira e Graeff (1995)
mostraram que a microinje¢do de 16 ou 32 nmol de mCPP néo foi capaz de alterar o limiar
de fuga induzida pela estimulacdo elétrica da SCPD. Da mesma forma, no LTE, a injecdo
intra-SCPD de doses baixas desse agonista (10 e 20 nmol) ndo foi capaz de alterar as
respostas de esquiva inibitéria e fuga, porém, quando testada a dose de 40 nmol,
observaram-se efeitos do tipo ansiog€nico e panicolitico (Zanoveli et al, 2003).
Recentemente, estudos em nosso laboratério observaram que a microinjecao de 40 nmol de
mCPP € capaz de inibir a fuga induzida pela estimulacéo elétrica da SCPD e este efeito é

bloqueado pela microinjecdo do antagonista preferencial de receptores 5-HTa
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quetanserina, sugerindo que, nessa dose, 0 mCPP esteja atuando em receptores do tipo 5-
HT,a (Thatiane de Oliveira Sergio e Hélio Zangrossi Juinior, 2010; dados ndo publicados).

Curiosamente, estudos em camundongos, utilizando o labirinto em cruz elevado,
mostram que a inje¢do intra-SCP de mCPP promove efeito do tipo ansiolitico, o qual é
atenuado pela microinje¢do prévia de quetanserina. Os autores propdem que esse efeito
ansiolitico do mCPP seja mediado por receptores do tipo 5-HT,c da SCP (Nunes de Souza
et al., 2008). Entretanto, a preferéncia que a quetanserina apresenta para receptores SHT;4,
conforme discutido na introdugdo, ndo exclui a possibilidade de que o efeito ansiolitico
gerado pelo mCPP possa ser decorrente da ativacdo desses receptores, uma vez que O
agonista mCPP também tém afinidade pelos receptores SHT24 (Engel et al., 1996; Hoyer,
1988).

No que diz respeito aos efeitos da 5-HT (experimento 5), nossos resultados
reproduziram estudos prévios que ja mostraram que a microinje¢do desse agonista
enddgeno promove efeitos do tipo ansiogénico e panicolitico no LTE (Zanoveli et al., 2003;
Soares e Zangrossi, 2004). Vale ressaltar que, apesar de se ligar a todos os receptores
serotoninérgicos, a 5-HT possui maior afinidade por receptores 5-HT,c¢ (Ki = 5,7 nmol) do
que por 5-HT,a (Ki = 16,2 nmol; Knight et al., 2004).

Confirmando o envolvimento dos receptores 5-HT,c nos efeitos observados no
LTE apé6s a injecdo de 5-HT na SCPD, vimos que o antagonista para esses receptores
SB-242084 bloqueia o efeito ansiogénico observado na esquiva inibitdria. J4 na resposta de
fuga, embora a injecdo de SB-242084 previamente a 5-HT tenha diminuido a laténcia de
saida de um dos bragos abertos, essa diminui¢do ndo foi estatisticamente significativa.
Ainda que o antagonista SB-242084 possua maior afinidade (cerca de 120 vezes) para
receptores 5-HT,c (Ki = 8,15 nmol) do que para receptores 5-HT,5 (Ki = 851,14 nmol;

Knight et al., 2004), é passivel de consideracdo a hipétese de que ao se ligar a esses
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receptores, esse antagonista pode ter promovido a atenuacio do efeito panicolitico da 5-HT.
Isto estaria de acordo com estudos prévios que ja demonstraram que os receptores 5-HT4
participam da regulacéo da resposta de fuga (Soares e Zangrossi, 2004).

Em conjunto, nossos resultados estendem a importancia dos receptores 5-HT,c na
regulacdo de comportamentos defensivos associados ao TAG para uma outra estrutura, a
SCPD. Além disso, estudos anteriores ja mostraram o envolvimento desses receptores na
modulacdo de respostas de defesa associadas a ansiedade a partir de andlises em outras
estruturas encefalicas.

Recentemente, estudos em nosso laboratério mostraram que os receptores 5-HT,¢
do nicleo basolateral do complexo amigdaldide também participam da modulacdo de
respostas defensivas como a esquiva inibitéria, uma vez que a administragdo de 5-HT ou
de MK-212 nesta estrutura promoveu efeito do tipo ansiogénico no LTE e tal efeito foi
bloqueado pela microinjecdo prévia do antagonista SB-242084. Curiosamente, no nicleo
basolateral do complexo amigdaldide, o SB-242084 antagonizou o efeito da 5-HT com
uma dose 1000 vezes menor (Vicente, 2009) que a utilizada no presente trabalho para
prevenir o efeito ansiogénico gerado pela injecdo de 5-HT na SCPD. Além disso, a injecdo
do antagonista SB-242084 no nicleo basolateral do complexo amigdaléide promoveu
efeito do tipo ansiolitico (Vicente, 2009), enquanto que na SCPD, as mesmas doses ndo
promoveram qualquer efeito sobre as respostas medidas no LTE. O efeito ansiolitico do
SB-242084 pode ser decorrente da inibi¢do de uma possivel estimulacdo tdnica dos
receptores 5-HT,¢ do nicleo basolateral do complexo amigdaléide pela 5-HT. Por outro
lado, é passivel de consideragcdo a hipotese de que o bloqueio desses receptores altera a
atividade constitutiva que eles podem desempenhar nessa estrutura. Essa atividade
constitutiva é caracterizada pela ativacdo do receptor através de mecanismos intra-celulares,

sem que haja a ligacdo com um agonista (Aloyo et al., 2009). E interessante notar que,
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como na SCPD, os receptores 5-HT,¢ localizados no niicleo basolateral do complexo
amigdaldide também ndo participam da regulagdo da resposta de fuga.

Em suma, o presente trabalho revela que os receptores 5-HT,c da SCPD
apresentam papel diferenciado na modulacdo de comportamentos defensivos relacionados
ao TAG e ao TP. Nossos resultados confirmam a participagdo desses receptores na
modulagdo de respostas associadas a ansiedade, mas ndo ao panico, visto que a ativacio
desses receptores gera efeito ansiogénico na esquiva inibitdria, mas néo altera a resposta de
fuga medida no LTE nem o comportamento de fuga induzida pela estimulacdo elétrica da

SCPD.
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6. CONCLUSAO



Conclusdo

Com base nos resultados obtidos com a administracao intra-SCPD de agonistas e

antagonistas de receptores do tipo 5-HT,¢ podemos concluir que:

» os receptores 5-HTyc da SCPD participam preferencialmente das respostas
associadas ao TAG e ndo ao TP, uma vez que a resposta de esquiva inibitéria
associada a ansiedade € facilitada pela ativagdo desses receptores, enquanto que as
respostas de fuga evocadas tanto no LTE como na estimulacdo elétrica da SCPD

ndo sao alteradas.
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