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RESUMO

Estudos tém demonstrado que o odor do predador € um
potente estimulo ansiogénico, fornecendo elementos para a
avaliacdo do comportamento defensivo natural em roedores.
Durante situagcbes de estresse ou perigo potencial, a
liberacdo de adrenalina ocasiona ativacdo de receptores beta-
adrenérgicos nas vias ascendentes do vago para estruturas do
SNC envolvidas na expressido e consolidacdo do medo e de suas
respostas defensivas. O objetivo principal do presente estudo
foi avaliar a participacdo do sistema beta-adrenérgico no
comportamento defensivo de ratos expostos ao modelo do odor
de gato. Para este propdsito, realizamos inicialmente uma
validacdo Dbioldgica e farmacoldgica do modelo dentro das
condigdes experimentais de nosso laboratdério. Em seguida,
avaliamos o papel da neurotransmissdo beta-adrenérgica
central e 9periférica na resposta defensiva de ratos
submetidos a este modelo. Nesta etapa, utilizamos em nossos
estudos antagonistas beta-adrenérgicos como o propranolol,
com acdes farmacoldgicas centrais e periféricas, e o nadolol,
com acbes restritas a periferia. Por fim, avaliamos o
envolvimento da neurotransmissdo noradrenérgica do nucleo PMd
- uma estrutura hipotalémica amplamente relacionada ao
comportamento defensivo inato - sobre a resposta defensiva de
ratos expostos ao odor de gato, através da microinjecdo de
atenolol, um bloqueador betal seletivo, diretamente nesta
estrutura. Nossos resultados demonstraram que a injecéo
sistémica de propranolol, bem como as microinjegdes de
atenolol no PMd, foram eficazes na reducdo da resposta
defensiva. Estes achados sugerem uma participacdo do sistema
beta-adrenérgico central, além de reforcar o papel chave do

PMd no comportamento de defesa inato frente ao odor de gato.
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ABSTRACT

Substantial evidences have been showing that predator
odor 1s a powerful anxiogenic stimulus, providing insights
into natural defensive behavior evaluation in rodents. During
situations of stress or potential danger, epinephrine release
actives beta-adrenoreceptors on the ascending vagus,
projecting to central nervous system structures, which are
believed to be important in the expression and consolidation
of the fear and its defensive responses. The main aim of this
study was to verify the beta-adrenergic system participation,
in the behavior response of rats toward cat odor model. For
this purpose, firstly we have realized the biological and
pharmacological wvalidation of the cat odor model in
accordance to the experimental conditions of our laboratory.
Next, the role of central and peripheral Dbeta-adrenergic
neurotransmission in rats submitted to this model was
evaluated. Whereas propranolol was used to Dblock Dbeta-
adrenoceptor at central and peripheral sites of action,
nadolol, did it predominantly at the peripheral system.
Finally, we have checked the noradrenergic involvement of the
PMd - a hypothalamic structure that takes part in the innate
defensive Dbehavior - in the defensive response of rats
exposed to cat odor, using atenolol, a selective betal-
blocker, microinjected directly into this structure. Our
results demonstrate that either propranolol systemic
injection or atenolol microinjections into PMd, were able to
reduce the defensive behavior of rats exposed to cat odor.
These findings suggest a central beta-adrenergic system
participation 1in the innate defensive behavior toward cat

odor strengthening the key role of the PMd on this behavior.
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1. INTRODUGCAO

1.1 Comportamento Defensivo

Muitas das respostas adaptativas do organismo como dor,
febre, tosse e medo sdo defesas gue permanecem latentes até
que sejam despertadas por uma pista que indique a presenca de
uma ameac¢a (NESSE, 2005). Em muitas ocasides estas respostas
sdo evocadas sem que haja uma real necessidade. Falsos
alarmes s&o produzidos gquando o custo para expressar uma
resposta de defesa ¢é menor do que o perigo em potencial
contra o qual ela estd sendo expressa. Um claro exemplo disto
é a ansiedade no homem e as respostas de defesa presentes nos
animais frente a estimulos ameacadores (NESSE, 2001).

A ansiedade é um dos cléssicos tipos de emogdes que,
assim como o medo, provavelmente j& foi experimentada por
todos ndés algumas vezes durante a vida. Porém, enguanto o
medo é fruto de uma ameaca definida, na ansiedade a fonte de
perigo ¢é incerta ou desconhecida. ©No estado normal, a
ansiedade ¢é um estimulo vital gque motiva a realizacdo de
funcdes e a vivéncia de novas situacdes. Quando se torna
inapropriada ou patoldgica, interfere habitualmente no
comportamento da espécie em questdo (CHATTOPADHYAY et al,

1980) .



Dentro de uma perspectiva evolucionaria, a ansiedade e o
medo tém suas railzes nas reacgdes de defesa dos animais frente
a estimulos que representam perigo ou ameag¢a a sobrevivéncia,
ao bem-estar ou a integridade fisica das diferentes espécies
(HETEM & GRAEFF, 1997).

O perigo ou a ameagca para o0s animais podem estar
representados, por exemplo, por predadores ou estimulos
associados a estes. Frente a estas situacdes, os animais
procuram responder segundo quatro estratégias comportamentais
basicas: fuga, 1imobilizacdo, ataque defensivo e submisséo
(BLANCHARD et al, 1993).

As tentativas de se correlacionar o comportamento
defensivo dos animais nos testes experimentais com os niveis
de diferentes indicadores fisioldégicos e neuroquimicos das
reacdes de medo/ansiedade sdo cada vez mals fregilientes

(GRAEFF & GUIMARAES, 2001).

1.2 O odor do predador como fonte de averséo

A relacdo presa-predador entre roedores e gatos ¢é
conhecida hé& muitos anos e, devido a sua caracteristica
inata, tem possibilitado aos pesquisadores uma excelente

oportunidade para compreender com clareza o0s aspectos



neurocomportamentais envolvidos nesta relacdo (DIELENBERG &
McGREGOR, 2001).

Na década de 80, foi realizada a primeira descricéao
detalhada da resposta comportamental de ratos frente ao odor
de gato. Na oportunidade, os pesquisadores utilizaram um
sistema de tocas que permitia a observacdo dos animais tanto
em uma Aarea aberta, como em um esconderijo. Os animais foram
avaliados antes, durante ou apds a apresentacdo de um gato ou
de uma fonte de odor de gato - um bloco de madeira recoberto
por um pano previamente friccionado contra a pele de um gato
- como estimulo aversivo. Algumas diferencas foram
distinguidas entre as respostas exibidas pelos animais diante
de um gato vivo ou diante da fonte de odor. A apresentacdo do
animal vivo produziu uma forte resposta defensiva, a qual foi
verificada por um aumento no tempo de permanéncia no
esconderijo, vocalizacgédo ultrassbnica e congelamento
(freezing). J& o odor de gato, ocasionou um aumento no tempo
de permanéncia no esconderijo com o aparecimento de
comportamentos de avaliacdo de risco, denominados head-out
(ver figura 1), os quals permitem aos animais a obtencdo de
maiores informagdes acerca do ambiente e do estimulo
(BLANCHARD & BLANCHARD, 1989, 1989%a; BLANCHARD et al, 1989).

Nos Ultimos anos diversos estudos farmacoldgicos e

comportamentais tém documentado a indugcdo de estados de



ansiedade e comportamentos defensivos em roedores expostos ao
odor do predador (ZANGROSSI & FILE,1992; KAVALIERS et al,
1994; McGREGOR & DIELENBERG, 1999; BLANCHARD et al,
2003,2003a; McGREGOR et al, 2004; PERROT-SINAL et al, 2004).
A resposta de ratos ao odor de gato é 1imediata, intensa e
duradoura, ocorrendo apesar destes animais de laboratédrio

nunca terem sido expostos a um gato.

1.3 Caracteristicas do Sistema Olfatdrio

Os animais podem reconhecer e discriminar sinais
quimicos no ambiente essenciais para sobrevivéncia e
suficientes para —causar influéncias ©profundas em seus
comportamentos. Pistas quimicas s&o necessidrias ndo somente
para encontrar alimentos ou presas, detectar predadores ou
identificar parceiros sexuais, como também para a comunicacédo
intraespecifica (CARLETON et al, 2002).

Para grande parte dos animais, o olfato, seu sentido
mais desenvolvido, tem importancia capital, ditando a maioria
de seus reflexos comportamentais e determinando sua prdépria
sobrevivéncia. Nos seres humanos, no entanto, como as
principais reacdes s&o pautadas pelas imagens e pelos sons, O
sistema olfatdério parece ndo ocasionar a mesma dependéncia

(KANDEL et al, 2000).



De fato, as areas cerebrais destinadas ao processamento
olfatério s&do extremamente maiores em roedores quando
comparados ao homem, o0 que presumivelmente reflete a
relevancia do sistema olfatdério nestas espécies (CARLETON et
al, 2002)

A cavidade nasal de roedores apresenta dois diferentes
epitélios quimiossensoriais que permitem a distincdo de dois
sistemas olfatdérios: o sistema olfatdério principal e o
acessério (RESTREPO et al, 2004). Diferencas anatdmicas entre
estes dois sistemas refletem a natureza das informacdes que
eles processam. Enquanto o sistema olfatdério principal
permite a discriminacdo entre uma enorme variedade de odores
volateis presentes no ambiente, o sistema olfatdério acessoédrio
tem sido associado a deteccdo de odores ndo-volateis,
responsaveis pela comunicacdo intra ou interespecifica,
denominados de feromdnios ou alomdbénios respectivamente
(BRENNAN & KEVERNE, 1997; BAXI et al, 2005).

Na grande maioria dos mamiferos, os feromdénios/alomdnios
sdo detectados por quimiorreceptores localizados em uma
estrutura tubular especializada que recebe o nome de &érgéo
vbmeronasal. Esta estrutura, localizada na porcdo anterior e
ventral da cavidade nasal, faz parte do sistema olfatédrio

acessbébrio e, ao contrario do epitélio olfativo, depende de um



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

a deteccdo do estimulo olfatdério(TIRINDELLI et al, 1998).

1.4 Odor de Gato X Comportamento Defensivo

Uma série de estudos comportamentais tém demonstrado que
estimulos olfatdérios novos ou nocivos, bem como o odor de
animais ndo predadores como o0s coelhos por exemplo, ndo
ocasionam a mesma resposta comportamental observada em ratos
expostos ao odor de gato (KAVALIERS et al,1994; MCGREGOR et
al, 2002).

Enquanto odores aversivos ocasionam apenas a esquiva em
roedores, o odor de gato tem a propriedade de causar redugdo
na atividade locomotora; aumento do comportamento de
avaliacdo de risco; aumento do tempo de congelamento ou
imobilidade (BLANCHARD & BLANCHARD, 1971,1989; DIELENBERG &
MCGREGOR, 2001) e aumento na secrecdo de hormbnios do
estresse (FILE et al, 1993). Quando reexpostos ao ambiente na
auséncia do odor de gato (contexto), vinte e quatro horas
ap6s uma breve exposicdo de 10 minutos ao odor de gato, os
animais expressam um visivel aumento na resposta defensiva
com sinais evidentes de medo condicionado (DIELENBERG et al,

1999; HUBBARD et al, 2004).



Estudos cardiovasculares com radiotelemetria revelaram
um aumento da pressdo arterial imediatamente apds a exposicéao
de ratos ao odor de gato. Este aumento manteve-se presente
também quando os animais foram reexpostos ao contexto,
confirmando, desta forma, evidéncias comportamentais prévias
que caracterizam a formacdo de uma membdria aversiva
(DIELENBERG et a1,2001). Ainda, outros comportamentos néo
defensivos como o consumo de agua e alimentos, bem como a
atividade exploratdéria e sexual, mantém-se reduzidos por um
longo periodo apds a exposicdo ao odor de gato (BLANCHARD &

BLANCHARD, 1989a; DIELENBERG et al, 1999).

1.4.1 Especificidade do odor de gato na expressdo do

comportamento defensivo

Uma série de estudos utilizando desde coleiras
(DIELENBERG & McGREGOR, 2001) ou panos impregnados com o odor
de gato (ZANGROSSI & FILE, 1992a; TAKAHASHI et al, 2005) até
urina ou fezes destes animais (DICKMAN, 1992; BERDOY et al,
2000) tém sido realizados em diversos centros de pesquisa em
todo o mundo. Odores sintéticos, derivados de fezes ou
glandulas anais de predadores como doninhas ou raposas,
também despertaram interesse nesta Ultima década (PERROT-

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



Desta forma, os pesquisadores tém se questionado se todos os
tipos de odores de predadores evocam um padrdo comum de

resposta defensiva.

Em especial, o} TMT (2,5 dihidro- 2,4,5-
trimetiltiazolina)- um odor sintético, semelhante aquele
extraido das fezes de raposas vermelhas - tem sido utilizado

em uma série de estudos comportamentais, revelando-se eficaz
na modificacdo da resposta defensiva de roedores (ENDRES et
al, 2005; FENDT et al, 2005). Entretanto, alguns estudos
demonstram que a resposta comportamental de roedores diante
de um odor sintético, como o TMT, é menos clara e robusta do
que aquela verificada quando os animais sdo expostos ao odor
de gato.

Em um estudo comparativo com diferentes odores, McGREGOR
e colaboradores (2002) constataram gue o aparecimento de medo
condicionado contextual ocorre exclusivamente em animais
expostos ao odor de gato, estando, portanto, ausente em
animais submetidos a odores sintéticos ou aversivos
(BLANCHARD et al, 2001; McGREGOR et al, 2002). De forma
semelhante, uma reducdo na atividade locomotora e um aumento
na avaliagdo de risco foram visualizados apenas em animais
expostos ao odor de gato, gquando comparados ao grupo de
animais expostos ao TMT (McGREGOR et al, 2002; BLANCHARD et

al, 2003a).
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Em contrapartida, estudos recentes verificaram um
aumento da avaliacdo de risco (HEBB et al, 2004), da
liberacdo de hormbénios do estresse (DAY et al, 2004) e do
comportamento de congelamento (WALLACE & ROSEN, 2000) em
roedores confrontados com TMT. Por esta razdo, alguns
pesquisadores tém proposto que as mudancas comportamentais e
autonbmicas visualizadas em roedores expostos ao TMT séo
comuns aquelas verificadas no medo, indicando desta forma
que, de maneira similar ao odor de gato, o TMT funcionaria
como um estimulo natural capaz de induzir o aparecimento de
medo inato nestas espécies (FENDT et al, 2005; LASKA et

al,2005).

1.4.2 Habituagdo da resposta defensiva

Classicamente a habituacéo é definida como o)
desaparecimento de reacdo a determinado estimulo devido a
exposicdo repetitiva ao mesmo (KANDELL et al, 2000).

No contexto da predacgcdo, uma presa pode inicialmente
responder de maneira defensiva a uma série de estimulos
desconhecidos ou potencialmente perigosos a primeira
insténcia, adaptando-se com o passar do tempo a sua selecéo

de respostas comportamentais (SLATER, 1984).
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Alguns estudos foram realizados nos ultimos anos a fim
de determinar se a resposta defensiva de ratos ao odor de
gato permanecia presente apds sucessivas exposicgdes. Os
achados mostraram gque, apesar da reducdo nos niveis de
corticosterona sangiiinea no decorrer dos dias (FILE et al,
1993), o comportamento defensivo dos animais permanecia
inalterado apds repetidas apresentacgdes ao odor (ZANGROSSI &
FILE, 1992a). De forma contraditdéria, DIELENBERG & McGREGOR
(1999) observaram uma clara atenuacdo da resposta defensiva
ao longo dos dias em que os animais foram reexpostos ao odor
de gato (DIELENBERG & McGREGOR, 1999).

Em um elegante estudo, TAKAHASHI et al (2005)
enfatizaram a existéncia de uma importante relacdo entre a
quantidade de odor presente em cada experimento e as
respostas defensivas emitidas pelos animais. Neste estudo,
diferentes tamanhos de tecidos, previamente impregnados com o
odor de gato, foram apresentados ao longo de sete dias.
Respostas defensivas mais robustas foram visualizadas nos
ratos expostos a porcgcdes maiores de tecido (TAKAHASHI et al,
2005). De fato, o ritmo do fenbmeno de habituacdo parece
estar diretamente relacionado a intensidade do estimulo
apresentado (THOMPSON & SPENCER, 1966). Assim sendo, estes
achados tém implicag¢des para conciliar as divergéncias

observadas na literatura nos ultimos anos, tanto no que se
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refere aos estudos de habituacdo ao odor do predador e as
diferencas comportamentais entre diferentes linhagens, quanto
em relacdo a eficédcia dos benzodiazepinicos em reduzir as
respostas defensivas de ratos frente ao odor de gato
(ZANGROSSI & FILE, 1992; HOOG & FILE, 1994; DIELENBERG et al,

1999; DIELENBERG & McGREGOR, 2001).

1.4.3 Influéncias do Odor de Gato sobre outros modelos

comportamentais

Pesquisas com animais de laboratdério tém evidenciado
mudancas comportamentais duradouras apds a exposicdo a um
agente estressor (ADAMEC & SHALLOW, 1993; ADAMEC et al,
2005) . A exposicdo de ratos ao predador, por exemplo,
ocasiona uma exarcebacdo do comportamento defensivo por
muitas horas apos a retirada da ameaca (BLANCHARD &
BLANCHARD, 1989). Esta alteracdo comportamental estende-se
além do ambiente e contexto inicial, refletindo de maneira
significativa em outros modelos animais. Efeitos ansiogénicos
sdo verificados em ratos no labirinto em cruz elevado (LCE),
um modelo animal de ansiedade, por até trés semanas apds uma
simples exposicdo de 5 minutos ao gato (ADAMEC & SHALLOW,

1993). Ainda, os niveis de corticosterdéide e a resposta de
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sobressalto permanecem alterados durante algumas semanas apds
o confronto com o predador (ADAMEC,1997).

Alteracdes comportamentais consistentes também sao
visualizadas em ratos apds a exposicdo ao odor de gato.
Consequéncias desta exposicdo foram detectadas em dois
modelos animais de ansiedade: o LCE e a interacdo social
(ZANGROSSI & FILE, 1992,1992a; HOOG & FILE, 1994; DIELENBERG
& McGREGOR, 2001).

Estas influéncias comportamentais em outros modelos
animais sdo indicativos seguros de uma modificacdo da
resposta defensiva apds a exposicdo ao agente estressor. Além
de confirmar a eficdcia do estimulo aversivo, a exposicéo
subsequente a outros modelos animais tem possibilitado ainda
uma abordagem mneménica dos mecanismos farmacolégicos e

bioldgicos envolvidos no comportamento de defesa.

1.5 Sistema Noradrenérgico e Resposta Defensiva

O sistema noradrenérgico tem sido implicado em uma série
de mudancas comportamentais relacionadas ao estresse. Dentre
estas, a ativacdo do sistema noradrenérgico <central e
periférico seria a responsavel pelas alteracdes

neurovegetativas caracteristicas durante a resposta defensiva
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(midriase, taquicardia, tremores e sudorese) (GRAEFEF &
GUIMARAES, 2001).

Frente a situacdes de estresse ou perigo potencial, o
organismo reage liberando o hormédnio adrenocorticotrdfico
(ACTH) pela hipdéfise anterior. O ACTH estimula a sintese e
liberacdo de cortisol pelo cértex da adrenal, enquanto a
medula da adrenal libera adrenalina e noradrenalina
armazenadas nas células cromafins (GUYTON & HALL, 1996;
HERMAN & CULLINAN, 1997; NINAN, 1999). A liberacéo de
catecolaminas ativa beta-adrenoceptores nas projecdes
ascendentes do nervo vago para o nucleo do trato solitério
(NTS), uma estrutura cerebral com alta populacdo de neurdnios
noradrenérgicos (KALIA & SULLIVAN, 1982), o qual envia
projecdes diretas para a amigdala e indiretas para o Jlocus
coeruleus (LC).

O LC, 1localizado no assocalho do gquarto ventriculo, na
transicdo entre o bulbo e a ponte, é o mais importante centro
noradrenérgico do sistema nervoso central (SNC). Este pequeno
aglomerado de neurdnios noradrenérgicos emite vastas
projecdes axonais, cujas terminacdes nervosas, atingem desde
o Dbulbo olfatério até a medula espinhal, incluindo a
substadncia cinzenta periaquedutal, os coliculos superior e
inferior, o tadlamo, o hipotdlamo, a regido septal, a amigdala

e a formacdo hipocampal (ver para uma revisdo, MAEDA, 2000).
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Estudos pré-clinicos demonstram que aumentos na
liberacdo de noradrenalina no LC, hipotédlamo e amigdala estéo
associados com respostas de ansiedade/medo e estresse (TANAKA
et al, 2000). Estas estruturas parecem ser importantes na
mediacdo do medo e de suas respostas (GORMAN & DUNN, 1993;
SULLIVAN, 1999; McGAUGH,2004) .

REDMOND e colaboradores (1976) foram os primeiros a
sugerir um papel do sistema noradrenérgico no comportamento
defensivo, baseados no fato de que a estimulacdo elétrica do
LC em primatas ocasionava respostas comportamentais
semelhantes aquelas visualizadas quando estes animais eram
expostos a um estimulo ameacador (REDMOND et al, 1976).
Evidéncias farmacoldbdbgicas posteriores fortaleceram a relacdo

entre LC e resposta defensiva (REDMOND & HUANG, 1979).

1.5.1 Agentes bloqueadores beta adrenérgicos

Técnicas de biologia molecular indicam a existéncia de
pelo menos cinco importantes tipos de receptores adrenérgicos
(1, dz, P1, P2 e P3) classificados em diversos subtipos
farmacologicamente ativos (RANG et al, 2004).

Os receptores Dbeta-adrenérgicos, em especial, estéo

amplamente distribuidos no coracdo, no musculo liso dos vasos
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e oOrgdos, em células sangiiineas, no tecido adiposo, no
misculo esquelético e no sistema nervoso central.

A estimulacdo destes receptores leva a ativacdo de uma
enzima ligada a membrana, adenilciclase, que catalisa a
conversdo de ATP (adenosina tri-fosfato) em AMPc (adenosina
monofosfato ciclico). A ativacdo da enzima adenilciclase é
mediada por uma proteina G estimulatdéria. Uma vez formado, o
AMPc ativa proteinas-cinases dependentes de AMPc, as quais
ocasionam fosforilacdes sucessivas possibilitando a
amplificacdo dos sinais e a geracdo da resposta farmacoldgica
(SPINOSA et al, 1999). WALLUKAT (2002) traz uma revisdo com
maiores detalhes.

Em modelos animais de ansiedade, o Dbloqueador Dbeta
propranolol foi capaz de promover efeitos ansioliticos em
camundongos (GORMAN & DUNN, 1993) e ratos expostos ao
labirinto em cruz elevado (AUDI et al, 1991) e ao teste do
campo aberto (ANGRINI et al, 1998).

Em adicéo, evidéncias substanciais de experimentos
realizados em humanos e animais indicam que os receptores
beta-adrenérgicos estdo amplamente envolvidos em memdbrias
associadas a eventos emocionais (CAHILL et al, 1994; CAHILL &
McGAUGH, 1996; VAN STEGEREN et al, 1998). Este papel do
sistema noradrenérgico emergiu décadas atras, sugerindo que a

liberacdo de noradrenalina poderia reforcar seletivamente os
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circuitos neurais ativados durante estados afetivos (FERRY et

al, 1999).

1.5.2 Bloqueadores beta: Centrais X Periféricos

Os Dblogueadores beta podem ser diferenciados em dois
grupos: o0s centrais, que ultrapassam prontamente a barreira
hematoencefdlica (BH) atingindo o SNC; e os periféricos, que
ndo cruzam a BH e limitam-se, portanto, a periferia. Embora
muitos Dbloqueadores beta penetrem o SNC, acredita-se que
grande parte da eficdcia destes compostos em transtornos de
ansiedade seja decorrente da atenuacdo das manifestacdes
simpaticas resultantes do bloqueio de receptores beta-
adrenérgicos periféricos (GRAY, 1982; AOUIZERATE et al,
2004) . No entanto, um papel fundamental é atribuido aos beta-
adrenoceptores localizados no SNC, em especial na terapia de
transtornos que envolvam a recorréncia de memdédrias aversivas
(e.g. Transtorno de Estresse Pdés-Traumdtico; KENT et al,
2002; VAIVA et al, 2003).

Sabe-se que a administracdo sistémica de adrenalina
aumenta a retencdo em diferentes testes de memdéria aversiva
em humanos e animais (GOLD & VAN BUSKIRK, 1975; STERNBERG et
al, 1986; INTROINI COLLISON & McGAUGH, 1986; CAHILL &

ALKIREB, 2003) . Enquanto este aumento induzido pela



18

adrenalina ¢é blogqueado tanto pela injecdo de bloqueadores
beta centrais, quanto pela administracdo de bloqueadores beta
periféricos (STERNBERG et al, 19806) ; o aumento da
consolidacédo produzido por alguns agonistas beta-adrenérgicos
que, diferente da adrenalina, ultrapassam a BH, ¢é Dbloqueado
apenas por bloqueadores beta centrais (INTROINI-COLLISON et
al, 1992) . Estas evidéncias experimentais reforcam a
importéncia dos beta-adrenoceptores centrais nos mecanismos
mnemd4nicos envolvidos em determinados transtornos de

ansiedade.

1.6 Substrato Neuroanatémico do Comportamento Defensivo

Através de observacdes em modelos experimentais,
BLANCHARD & BLANCHARD (1969) tém proposto que as respostas de
defesa emitidas por animais frente a um perigo em potencial,
bem como as estruturas neurocanatbdmicas envolvidas, estéo
diretamente relacionadas a distdncia ou a intensidade do
estimulo aversivo. Assim sendo, a distédncia gue uma presa
encontra-se do predador, por exemplo, pode determinar o
padrdo de respostas defensivas do animal, bem como o©0s
substratos neuroanatdémicos envolvidos nesta situacéo

(BLANCHARD & BLANCHARD, 1969).
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Com isto, observa-se que estimulos ameacadores
potenciais ou distantes induzem um aumento das respostas de
alerta, vigildncia e congelamento. A medida em que o predador
aproxima-se, ou aumenta a intensidade dos sinais que indicam
sua presenca, O comportamento de defesa altera-se para um
padrao de respostas caracterizado por um congelamento
intenso, sequido por um comportamento de fuga ou luta
(BLANCHARD et al, 2003b; RIBEIRO-BARBOSA et al, 2005).

Evidéncias experimentais em roedores tém mostrado que
dois sistemas neurais sdo teoricamente responsadveis por estes
comportamentos de defesa: o) sistema de inibicéo
comportamental (SIC) e o sistema cerebral de defesa (SCD),
acionados em situagcdes de conflito ou de perigo iminente,
respectivamente (HETEM & GRAEFF, 1997; BRANDAO et al, 2003).

O SIC, inicialmente descrito por GRAY (1982), tem como
substrato neural a formacdo septo-hipocampal acrescida do
circuito de Papez (corpo mamilar do hipotdlamo, talamo
anteroventral e cértex do giro do cingulo), do cdédrtex pré-
frontal e das vias noradrenérgicas, dopaminérgicas e
serotoninérgicas ascendentes que 1inervam estas estruturas.
Este sistema parece estar envolvido em situacdes de perigo
potencial em que o animal exibe um comportamento exploratdrio

cauteloso denominado avaliacdo de risco (GRAY, 1982).
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Quando os sinais de perigo tornam-se mais explicitos,
mas ainda estdo além de uma distédncia critica, a reacéo
tipica adotada pelos animais é a de congelamento. Embora o
substrato neural deste comportamento nao esteja bem
esclarecido, alguns estudos, obtidos com lesdo e estimulacdo
elétrica ou quimica, sugerem que o sistema septo-hipocampal,
a amigdala, o nuUcleo mediano da rafe e a Substédncia Cinzenta
Periaquedutal (SCP) estejam envolvidos (GRAEFF,1994).

Um nivel de defesa mais primitivo ocorre quando o
estimulo ameacador estd muito prdéximo ou mesmo quando ha
contato direto com o predador. Neste caso, o sistema neural
responsavel pelos comportamentos de fuga ou agressdo
defensiva exibidos pelos animais, é o SCD. Este sistema, que
envolve a amigdala, o hipotédlamo medial e a SCP, foi descrito
inicialmente a partir de observacdes de animais de
laboratério que exibiam comportamentos defensivos (ameaca,
luta ou fuga), associados a mudancas neurovegetativas
semelhantes aquelas gque ocorrem em situacdes ameacadoras,
apdbs a estimulacdo elétrica destas estruturas (HETEM &
GRAEFF, 1997).

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

neural que controla o) comportamento defensivo. Esta



21

arquitetura baseia-se em duas dimensdes comportamentais. A
primeira delas, definida como Distédncia Defensiva, estd de
acordo com a teoria comportamental descrita por BLANCHARD &
BLANCHARD (1969) em gque a resposta defensiva apresenta-se
intimamente relacionada com a distdncia ou a intensidade do
evento aversivo. A segunda, denominada Direcdo Defensiva,
permite, diante de uma situacdo de conflito, uma distincéo
funcional, comportamental e farmacoldégica entre medo e
ansiedade. Nesta dimensdo, enquanto o medo teria como funcéo
afastar ou movimentar o animal para um local distante do
perigo, envolvendo comportamentos de fuga, luta ou
congelamento, e apresentando-se insensitivo ao efeito de
drogas ansioliticas; a ansiedade, ©por sua vez, estaria
locomovendo o animal em direcdo ao evento, através de
comportamentos de avaliacdo de risco, e com respostas
sensitivas a acdo dos ansioliticos (McNAUGHTON & CORR, 2004).

Diante destas explanacdes, as respostas de defesa
emitidas durante o medo e a ansiedade s&o definidas,
respectivamente, Ccomo Esquiva Defensiva e Aproximacgdo
Defensiva, envolvendo substratos neurocanatdmicos distintos,
no sentido rostro-caudal (cértex pré-frontal para a SCP), de
acordo com a reducdo da Distédncia Defensiva (McNAUGHTON ¢&

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

no comportamento de defesa

O hipotadlamo, wuma estrutura anatdmica localizada no
diencéfalo, apresenta trés importantes fungdes: controle do
Sistema Nervoso Autdnomo, regulacdo do Sistema Enddbcrino e
integracdo e expressdo do comportamento emocional (GUYTON &
HALL, 1996). Associado a esta ultima func&o, o hipotadlamo tém
sido proposto como uma estrutura especialmente importante na
expressdo de respostas defensivas, desde os trabalhos
pioneiros de HESS & BRUGGER (1943) com estimulacdo elétrica
até 0s achados mais recentes envolvendo estudos
imunohistoquimicos e de les&o (HESS & BRUGGER, 1943; CANTERAS
et al, 1997; CANTERAS, 2002; BLANCHARD et al, 2005).

Aumentos significativos na expressdo de proteina c-Fos,
uma proteina marcadora de atividade neural, sdo visualizados
em uma regido especifica do hipotdlamo denominada =zona
hipotaldmica medial (ZHM), tanto apds o confronto direto de
ratos com o gato, quanto apds a simples exposicdo ao odor
deste predador (CANTERAS et al, 1997; DIELENBERG et al,
2001a; CANTERAS, 2002) . De fato, os substratos
neuroanatédmicos envolvidos durante a exposicdo ao predador ou

ao odor parecem ser basicamente os mesmos (BLANCHARD et al,

2005) .
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A ZHM faz parte de um circuito anatdémico e funcional gue
integra o nlUcleo hipotaldmico anterior, a porcdo dorsomedial
do nucleo ventromedial do hipotédlamo e o nlcleo pré-mamilar
dorsal (PMd), dando origem a um sistema de defesa intimamente
relacionado com a resposta defensiva inata denominado Sistema
Defensivo Hipotaldmico Medial. Este sistema, além de estar
interconectado, apresenta conexdes com diversas estruturas
cerebrais envolvidas com comportamento de defesa, dentre elas
a amigdala, o nucleo do leito da estria terminal, o cdértex
pré-frontal, o hipocampo, o septo e a SCP (para maiores
detalhes ver CANTERAS, 2002).

Dentre as estruturas que compdem o Sistema Defensivo
Hipotaldmico Medial, o PMd emerge como o0 mais importante
nacleo, demonstrando ter um papel fundamental no
comportamento de defesa. Estudos utilizando lesdo quimica ou
elétrica do PMd como ferramenta, revelam uma marcante
atenuacdo na expressdo da resposta defensiva frente ao odor
de gato, sem interferéncias no entanto sobre outros modelos
aversivos (e.g. LCE e Choqgque) (BLANCHARD et al, 2003c; MARKHAM
et al 2004; BLANCHARD et al 2005).

Concordando com estes achados, outros estudos tém
demonstrado que tanto a estimulacdo elétrica (YARDLEY &
HILTON, 1980) como a microinjecdo de bicuculina, um

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

Ainda no que se refere ao comportamento defensivo frente
a situagdes aversivas, o) PMd recebe projecdes do
6rgdovomeronasal através de uma via que envolve o nUcleo
medial da amigdala, o nucleo interfascicular do leito da
estria terminal e a porcédo dorsomedial do nlcleo ventromedial
do hipotédlamo. Estas estruturas parecem estar associadas com
odores relacionados a pistas de perigo, como o odor de
predadores por exemplo (LI, 1990; MARKHAM et al, 2004).

Sabe-se do envolvimento do PMd na resposta defensiva
frente a estimulos olfatdérios aversivos. Também é conhecida a
influente participacéo do sistema noradrenérgico no
comportamento de defesa, em especial no que diz respeito a
utilizacdo de agentes beta-blogqueadores na terapia de
transtornos de ansiedade. No entanto, apesar de amplamente
difundidos e utilizados, pouco é sabido acerca dos mecanismos
farmacoldgicos dos beta-bloqueadores na remissdo dos sintomas
presentes nestes transtornos. Enquanto alguns autores
acreditam que estes efeitos devem-se ao Dbloqueio de
receptores beta-adrenérgicos periféricos, impedindo desta
forma a manifestacdo dos sintomas autondmicos presentes

durante a resposta defensiva, outros estudiosos sugerem que a
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eficacia terapéutica esta diretamente relacionada a
receptores beta-adrenérgicos centrais, envolvendo, portanto,
a participacédo de estruturas do sistema nervoso central.

Por esta razéao, afim de avaliar o mecanismo
farmacoldédgico do sistema beta-adrenérgico em situacdes que
evoquem o aparecimento de respostas defensivas, utilizamos em
nossos estudos dois beta-blogqueadores, um com ac¢cdes centrais
e periféricas e o outro com acdes restritas a periferia, em
ratos expostos ao modelo do odor de gato. Um terceiro beta-
bloqueador, com acao betal-blogqueadora seletiva, foi
utilizado em ratos microimplantados com cé&nulas no PMd, com o
intuito de avaliar a participacdo do sistema betal-
adrenérgico do PMd na resposta defensiva frente ao odor de
gato. Para estes propdsitos, o modelo do odor de gato foi
inicialmente adaptado e validado bioldbgica e
farmacologicamente as condigdes experimentais de nosso
laboratério, possibilitando desta forma uma interpretacéo

segura dos resultados.
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2. OBJETIVOS

Tendo em vista os fatos relatados na Introducdo, o

objetivo do presente estudo foi avaliar o envolvimento dos

receptores beta-adrenérgicos centrais e periféricos, bem como

a possivel participacdo da neurotransmissdo betal-adrenérgica

do PMd, na resposta defensiva de ratos frente ao odor de

gato.

Para tal, as seguintes etapas foram delineadas:

Validar e padronizar o modelo do odor de gato dentro
das condicdes experimentais de nosso laboratoério,
permitindo desta forma a utilizacdo de um modelo com
valores preditivos confidveis;

Avaliar as possiveis interferéncias da exposicdo ao
odor de gato nos modelos do LCE e da Esquiva Passiva,
obtendo maiores informagcdes comportamentais durante o
periodo que sucede a apresentacdo do estimulo aversivo;
Verificar as possiveis variagdes na resposta defensiva
de ratos, ocasionadas pelo bloqueio de receptores beta-
adrenérgico centrais ou periféricos, no modelo do odor
de gato;

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

expostos ao odor de gato.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Ratos Wistar (experimentos I, II e III) ou Long Evans
Hooded (experimento IA e 1IV), machos, com 12-16 semanas de
idade, pesando entre 280-350g foram utilizados nos
experimentos. Os animais, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina, foram alojados em
caixas pléasticas (50 x 30 x 15 cm) em grupos de 3-4 animais
por caixa.

Os animais foram mantidos em temperatura constante (24 =%
1° C) num ciclo claro-escuro de 12 horas (luz a partir das

7:00 a.m.) com agua e comida ad 1ibitum.

3.2 Drogas
As doses wutilizadas foram Dbaseadas na literatura ou em
observacdes experimentais em nosso laboratério:

- Midazolam (Dormonid®, Roche, Brasil), diluido em solucéo
salina (Nacl 0,9%), 0,25 mg/ml num volume de injecdo de
1ml/Kg.

- Propranolol (hidrocloreto de propranolol, Sigma-Aldrich,

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

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

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

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

numa concentracdo de 10 ou 40nMol.

3.3 Modelos Experimentais

3.3.1 Modelo do Odor de Gato

O modelo do odor de gato foi utilizado como ferramenta
experimental chave para a avaliacéo das respostas
comportamentais em nossos estudos. Este modelo, proposto
inicialmente por BLANCHARD & BLANCHARD (1989), foi adaptado
por DIELENBERG et al (1999).

O aparato consiste em uma caixa retangular de madeira,
dividida em dois compartimentos, um aberto (40 x 26 x 36 cm)

e um fechado (20 x 26 x 36 cm) (ver figura 1). Na parede
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frontal da porcédo fechada da caixa, h& uma pequena abertura
(6 x 6 cm) com espaco suficiente para um rato transitar entre
os dois lados do modelo. Na parede oposta do compartimento
fechado, um pano, previamente impregnado com odor de gato, é
utilizado como fonte de odor. Um pano idéntico, porém sem O

odor, serve como controle.

Figura 1. Esquema representativo mostrando o modelo do odor de gato com

um animal em posigdo de head-out (Fonte: DIELENBERG & McGREGOR,2001) .

O comportamento dos animais é registrado através de um
sistema de camera, posicionado de maneira funcional,

permitindo desta forma a visualizagdo de todo o modelo.
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3.3.2 Labirinto em Cruz Elevado

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

possivel queda dos animais (figura 2).

Figura 2. Fotografia do Labirinto em Cruz Elevado.

Este modelo, validado por PELLOW et al (1985) a partir
de prévias observacdes (MONTGOMERY, 1955), tornou-se

atualmente um dos modelos animais mais wutilizados para a
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investigacéo dos substratos neurais e mecanismos
farmacoldégicos envolvidos nos transtornos de ansiedade
(MONTGOMERY, 1955; PELLOW et al, 1985) (para maiores detalhes

ver CAROBREZ & BERTOGLIO, 2005).

3.3.3 Esquiva Inibitéria

O teste da esquiva inibitdéria é realizado em uma caixa
acrilica (35 x 20 cm), composta por uma plataforma, com
largura suficiente para um rato, localizada 3 cm acima e em

paralelo a um piso de metal gradeado (IZQUIERDO et al, 1979).

Figura 3. Fotografia do modelo da Esgquiva Inibitdéria (Fonte:www.insigh.com.br)
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Um sistema gerador de choques permite a emissdo de
impulsos elétricos regulados a partir de controladores de
intensidade e tempo. Durante a fase de treino, um choque
elétrico é ativado gquando o animal desce da plataforma para o
piso. No dia seguinte, durante a reexposicdo ao modelo, o
tempo de permanéncia do animal sobre a plataforma serve como
indice direto de retencdo de memdéria (CAMMAROTA et al, 2005).
Variacdes nos protocolos experimentais tém permitido aos
pesquisadores ainda, além de uma avaliacdo cognitiva, uma
abordagem emocional dos comportamentos avaliados (BORTA et

al, 2005).

3.4 Monitoramento Cardiaco

Os animais foram 1inicialmente anestesiados com uma
solucgdo 1:1 de Xilazina (2%) e Ketamina (10%), 0,15 ml/Kg. Em
seguida, a veia femoral esquerda foi localizada e uma agulha
foi inserida para a administracdo de heparina (30 UI),
diluida em PBS, a fim de prevenir a formacdo de codgulos. A
respiracdo foi facilitada através de uma traqueostomia com a
insercdo de uma pequena cdnula. A artéria cardtida direita
foi 1localizada e cuidadosamente isolada do nervo vago e
tecidos adjacentes. Com o auxilio de uma linha de sutura, o

fluxo sanguineo deste vaso foi interrompido na altura da
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extremidade distal, enquanto o) fluxo proximal foi
temporariamente suprimido pela compressdo com uma pinca
curva. Uma pequena 1incisdo na regido medial da artéria
cardétida clampeada, serviu como via para insercdo de um
catéter de polietileno, o qual serviu para a mensuracao
continua da FC. Os valores da freqiiéncia cardiaca (b.p.m.) e
pressdo arterial (mmHg) foram registrados a cada 0,5 segundos
através de um computador acoplado ao sistema (software
integracdo Dig-Med - modelo 200).

Apbés a manipulacdo cirargica, e um periodo de
estabilizacdo de 30 minutos, os efeitos da dopamina sobre a
freqliéncia cardiaca e pressdo arterial (nas doses de 18, 36 e
72 ng/kg, i.v.), antes ou apds a administracdo das drogas

testadas, foram registrados.

3.5 Cirurgia Estereotéaxica

Os animais foram anestesiados com uma solucgcdo 1:1 de
Xilazina (2%) e Quetamina (10%) num volume de 0,15 ml/Kg via
i.p. Apds a perda dos reflexos, 0s animais foram
tricotomizados e fixados a um aparelho estereotéaxico
(Stoelting, mod. 300, EUA).

Uma incisdo sagital foi realizada para exposigdo da

calota craniana e remocdo do peridsteo. Com o auxilio de uma
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broca odontolébégica, a calota craniana foi perfurada para a
introducdo de duas cénulas guias (15 mm) direcionadas ao PMd
conforme coordenadas (Anteroposterior (AP): 4,8 mm rostral a
linha interaural previamente registrada; Latero-lateral (LL):
+ 0,6 mm a partir da linha sagital mediana e Dorsoventral
(DV): 7,2 mm ventral a superficie craniana) (PAXINOS & WATSON,
1998).

Em cada uma das cénulas implantadas foi adaptado um
mandril (n° 30) com intuito de evitar um posterior
entupimento. A superficie craniana foi recoberta por uma
camada de acrilico auto-polimerizante. Dois parafusos
previamente fixados sobre o crédnio serviram de sustentacéo,
permitindo a formacdo de uma prdétese sdélida apds o
endurecimento do acrilico.

Ao término da cirurgia, os animais foram alocados em uma
sala com aquecedor até a recuperacdo completa da anestesia.
Um periodo pds-operatdrio de sete dias foi estabelecido para

o0 inicio dos experimentos.

3.6 Microinjecdo Intracerebral

As microinjecgdes foram realizadas com o auxilio de

agulhas injetoras (17 mm - produzidas a partir de agulhas

odontoldégicas) acopladas a um tubo de polietileno P10
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previamente fixado a uma microseringa (Hamilton 5pl). Uma
bomba de infuséo (Insight, modelo B1200) permitiu a
administracdo correta de 0,2 pl a uma velocidade constante de

0,6ul/min. Os animais foram imobilizados com o auxilio de um
pano, permitindo, assim, a remocdo dos mandris protetores e a
introdugcdo das agulhas 1injetoras no interior das céanulas

guias.

3.7 Perfusdo e Histologia

Apbs a realizacdo dos testes comportamentais, os animais
com cdnulas implantadas direcionadas ao PMd foram
anestesiados com Hidrato de Cloral 15%, 0,3 ml/Kg, via i.p..
e microinjetados com o corante Azul de Evans (0,5%) de
maneira semelhante aquela realizada no momento de injecdo da
droga. Em seguida os animais foram perfundidos, via
intracardiaca, por uma solucdo salina (Nacl 0,9%) seguida de
formaldeido (10%), 5 minutos cada.

Os encéfalos foram removidos e acondicionados em
formaldeido (10%) por 24 horas, sendo, posteriormente,
tranferidos para uma solucdo de sacarose (30%) e mantidos em

geladeira (3-4 dias). Os cortes histolégicos foram realizados
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em um criostato (LEICA CM 1850), em secgdes de 50 pm, nas
proximidades cerebrais demarcadas pelo corante.

As fatias foram dispostas em laminas de vidro e o sitio
de injecdo foi analisado com o auxilio de um estereoscoédpio,

segundo os diagramas do Atlas de PAXINOS & WATSON (1998).

3.8 Analise Estatistica

Os resultados foram analisados pelo programa Statistica
6.0 e representados em graficos do programa Prisma 4.

Os dados paramétricos com distribuicdo normal observados
no modelo do odor de gato (tempo de aproximacdo, tempo
escondido e tempo de head-out) e no LCE (% de tempo e
entradas nos bracos abertos, nUmero de entradas nos bracos
fechados e numero de tentativas) foram analisados por Andlise
de Varidncia (ANOVA) de uma via seguida de teste post-hoc
Newman-Keuls. Os valores foram representados através de média
* erro padrdo da média (e.p.m.).

O teste de Kruskall Wallis, seguido do teste U de Mann-
Whitney, foi wutilizado para analisar as variaveis né&o-
paramétricas obtidas no modelo do odor de gato (numero de
aproximacdes e de cruzamentos) e no modelo da esquiva passiva

(laténcia para a descida). Os dados forma representados por

mediana * intervalo interquartil (i.i.).
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O teste t de Student pareado foi wutilizado pra a
avaliacdo da variacdo na frequéncia cardiaca ocasionada pela

administracdo de dopamina, antes ou apds a injecdo dos beta-
blogqueadores. Os valores foram expressos em média = e.p.m..

0 nivel de significancia adotado em todos os

experimentos foi p< 0,05.

3.9 Procedimentos e Protocolos Experimentais

Todos os procedimentos realizados durante nossos estudos
foram aprovados pelo Comité de Etica (23080.006118/2004-
36/UFSC) e estdo de acordo com o Guia de Cuidados para o uso
de animais de laboratdério do National Institutes of Health
(1985) .

Os experimentos foram realizados em uma sala com som
atenuado e baixa iluminacd&o (4 lux) e conduzidos durante a
fase clara do ciclo claro-escuro. Todos os animais foram

submetidos ao modelo 24 horas antes da exposigdo ao odor em

uma sesséao denominada de familiarizacéo. Durante a
familiarizacdo, um pano - tecido de flanela de coloracéao
alaranjada com 36 x 22 cm - com odor neutro foi exposto a

todos os animais. No dia do teste, um pano semelhante ao
utilizado na familiarizacdo, porém impregnado com odor de

gato, foi usado como fonte de odor. O odor foi obtido de um
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gato adulto, macho, através da fricgdo do pano contra a pele
do animal nas regides cervical, torédcica e lombar por um
tempo aproximado de 5 minutos. Uma terceira exposicdo foi
realizada 24 horas apds a exposicdo ao odor, na presenca de
um pano neutro, a fim de avaliar o medo condicionado
contextual.

Os animais foram colocados no aparato com a cabeca
direcionada para o pano durante os trés dias de exposigcdo ao
modelo. Uma solucdo de &lcool (10%) foi wutilizada para a
limpeza do modelo entre a passagem de cada um dos animais.

Alguns paréametros foram padronizados e wutilizados em
todos o0s experimentos para avaliar o comportamento dos
animais durante os 10 minutos de exposicdo ao modelo. O
numero de aproximacdes, bem como o tempo de aproximacdo e o
tempo escondido foram utilizados como pardmetros indicativos
do comportamento defensivo dos animais. Por sua vez, o tempo
de head-out serviu para registrar o comportamento de
avaliacdo de risco, enquanto o numero de cruzamentos serviu
como medida para avaliar a atividade exploratdria dos
animais.

- Pardmetros relacionados com o Comportamento Defensivo

Tempo de aproximagdo: tempo em gue ©

animal aproxima-se do pano. Uma marcacdo
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localizada a 7cm do pano facilita esta

medida.

Tempo escondido: tempo em que o animal

permanece com pelo menos duas patas no

—— interior do compartimento fechado.

- Pardmetros indicativos de Atividade Exploratdria Geral

Cruzamentos - numero de vezes gque o0 animal aproxima-se do

pano somado ao numero de entradas no compartimento fechado.

Numero de Aproximagdes - numero de vezes que o0 animal

aproxima-se do pano

- Pardmetro relacionado com a Avaliacdo de Risco

. (ﬂ Tempo de Head-out: tempo em que o animal

= permanece no interior do compartimento

fechado colocando a cabeca, com ou sem

as patas dianteiras, para fora deste compartimento. Este
comportamento, que inclui diferentes padrdes de avaliacdo de
risco, foili avaliado em nossos estudos como um comportamento

unico.

Experimento I

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

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

No experimento IB, ratos Wistar foram divididos em trés
grupos, um grupo controle exposto ao odor neutro e 2 grupos
experimentais submetidos ao odor de gato, tratados 30 minutos
antes da exposicdo ao modelo com salina ou midazolam (0,25
mg/Kg,i.p.). A dose de midazolam utilizada em nossos estudos
foi escolhida tendo como base a literatura (DIELENBERG et al,
1999; McGREGOR & DIELENBERG, 1999), bem como prévias
observacdes em outros modelos experimentais em nosso
laboratério (BERTOGLIO & CAROBREZ, 2002). Os animais foram
avaliados durante trés dias consecutivos. Durante o terceiro
dia, os animais foram reexpostos ao modelo na presenca de um
pano neutro, afim de avaliar o aparecimento de medo

condicionado ao contexto.

Experimento II

A) Interferéncias da exposigdo ao odor de gato sobre o
comportamento defensivo no LCE;
B) Interferéncias da exposigdo ao odor de gato sobre a

aprendizagem no modelo da esquiva inibitéria.
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A) Durante esta etapa de nossos estudos os animais foram
submetidos ao LCE 48 h ou 7 dias apds a expisicdo ao odor de
gato. Os animais foram colocados cuidadosamente no labirinto,
com a cabeca voltada para um dos bracos fechados. Durante
cinco minutos de exposicdo o0s seguintes pardmetros foram
registrados: % de tempo e de entradas nos bracos abertos,
nuimero de entradas nos bracos fechados e numero de tentativas
(comportamento emitido pelo animal gquando o©O mesmo ameaca
entrar em um dos bracos abertos). Enquanto a porcentagem de
tempo e entradas nos bragos abertos serviu como parametro
para avaliar o comportamento defensivo dos animais durante a
exposicdo ao labirinto, o nUmero de tentativas e de entradas
nos bracos fechados do modelo serviram respctivamente para o
estudo do comportamento de avaliacdo de risco e da atividade
exploratdéria geral.

B) A fim de avaliar as interferéncias da exposicdo ao odor
de gato (48 h e 7 dias apds) sobre a aprendizagem, os animais
foram submetidos ao modelo da esquiva inibitdéria (Experimento
IIB). Durante a fase de treino, o0s animais receberam um
choque elétrico (0,5 mA; 2 seg) imediatamente apds descerem
da plataforma para o piso gradeado. Apds 24 h, durante a fase
de teste, o0s animais retornaram ao modelo e o tempo de
laténcia para descida foi utilizado como pardmetro direto de

aprendizagem e retencdo de memdria.
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Experimento III

Avaliacgao do comportamento defensivo em ratos
administrados com bloqueadores beta centrais ou periféricos

expostos ao odor de gato.

Para o registro da atividade farmacolégica de ambos
bloqueadores beta, propranolol e nadolol, sobre a frequéncia
cardiaca e pressdo arterial nas doses utilizadas em nossos
estudos, ratos Wistar foram conectados a um modelo de
monitoramento cardiaco conforme descrito anteriormente.

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

As doses dos Dbloqueadores beta utilizados em nossos
experimentos foram baseadas em estudos na literatura, bem
como em observacdes prévias em nosso laboratdrio utilizando
outros modelos animais (AUDI et al, 1991; ANGRINI et al,

1998) .
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EXPERIMENTO IV

Efeitos comportamentais da administracdo do bloqueador betal

Atenolol no PMd de ratos expostos ao odor de gato.

Os animais foram submetidos a cirurgia estereotéaxica para
implantacdo de cédnulas guias direcionadas ao PMd. Apds um
periodo pds-operatdrio de uma semana, 0sS mesmos foram
submetidos ao modelo do odor de gato a fim de avaliar os
efeitos da administracdo do Dbloqueador Dbetal seletivo
atenolol diretamente no PMd.

As concentracdes de atenolol (10 e 40nMol) wutilizadas
foram baseadas na literatura (GRASS et al, 1998; WATANABE et
al, 2003; HOCHT et al, 2005). As microinjecdes foram
realizadas 10 min antes da exposicdo ao odor de gato. O grupo

controle recebeu PBS.
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4. RESULTADOS

4.1 EXPERIMENTO I

A etapa inicial de nossos estudos foil realizada de
maneira sistemdtica com o intuito de validar e padronizar o
modelo experimental do odor de gato dentro das condicgdes
ambientais de nosso laboratdrio.

Conforme mostrado na tabela 2, ndo foram observadas
diferencas estatisticas entre as linhagens Wistar e Hooded em

nenhum dos parédmetros avaliados no modelo do odor de gato.

A) Comparagdo da resposta defensiva frente ao odor de gato

entre as linhagens Wistar e Hooded.

TABELA 2 - Comparacdo da resposta defensiva frente ao odor de gato entre as
linhagens Wistar e Hooded. ANOVA com valores expressos em média * e.p.m.
para os pardmetros tempo de aproximagdo, tempo escondido e tempo de head-
out. Kruskal-Wallis com valores expressos em mediana * 1.g. para os

parametros namero de aproximacdes e cruzamentos. Legendas: FAM=

Familiarizacdo; ODOR= Odor de gato CONT= Controle-Odor Neutro, N°= nUmero;

T'= tempo; Ap.= aproximacdo; Esc= escondido.
~ WISTAR HOODED
PARAMETROS
FAM n=24 ODOR n=13 CONT n=11 | FAM n=21 ODOR n=9 CONT n=12
COMPORTAMENTO
DEFENSIVO

T’ de Ap. (s) 171,2+10,2 57,6x7,7 218,3%£13,2 | 155,1%+15,6 39,1£13,8 190,4418,5

T Esc(s) 192, 4415 481,7+14,5 216,5+23,3 | 210,8+27,9 502,1+19,3 236,1+14,3
ATIVIDADE
EXPLORATORIA
12(11-
N° Ap. 14(10-106) 5(3-8) 12,5) 12(10-14) 3(2-6) 10(9-13)
Cruzamentos 23(20-206) 11(8-106) 19(18-20) 20 (16-21) 9(7-10) 15(14-18)

AVALIACAO DE
RISCO

Head-out 16,7(2,4) 63,0+9,5 10,3%3,1 18,06%3,0 86,12+16,3 14,05%7,1
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B) Padronizagdo farmacoldégica do modelo do odor de gato com

Midazolam e Medo Condicionado Contextual.

A ANOVA revelou diferencas estatisticas entre os
diferentes grupos experimentais nos paradmetros relacionados ao
comportamento defensivo (tempo de aproximacdo e tempo escondido
- Figura 4, Figura 19 - Apéndice) e ao comportamento de
avaliacao de risco (tempo de head-out - Figura 5)
respectivamente. [F(2,22)=19,09, p<0,001; F(2,22=29,44, p<0,001;
F(2,22y=5,51, p<0,05]. O teste Newman Keuls, a posteriori,
demonstrou uma diminuicdo no tempo de aproximacdo, bem como um
aumento no tempo escondido e no tempo de head-out, no grupo
salina quando comparado ao grupo controle. Diferencas entre
estes dois grupos foram visualizadas ainda em relacdo aos
parémetros indicativos de atividade exploratdria geral,
representados por uma diminui¢do no numero de aproximacdes e
cruzamentos no grupo salina [teste U de Mann Whitney, p<0,001].

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

Em relacdo ao contexto, diferencas estatisticas também
foram observadas entre os distintos grupos no que se refere aos
parametros relacionados ao comportamento defensivo
[F(2,209=12,74, p<0,001; F(2,22y=21,02, p<0,001]. A analise
estatistica revelou uma redugcdo no tempo de aproximacéo,
seguida por um aumento no tempo escondido, nos animais tratados
com salina quando comparados ao grupo controle (Figura 4,

Figura 19 - Apéndice).
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Figura 4. Avaliacdo da resposta defensiva dos grupos controle (odor neutro),
salina e midazolam (0,25 mg/Kg,i.p., 30 minutos antes) durante a exposicdo
ao odor e ao contexto nos pardmetros tempo de aproximagdo (%) e tempo
escondido (%). ANOVA seguida de Newmann Keuls - valores expressos em média %

e.p.m.. #p<0,05 comparado ao grupo controle; *p<0,05 comparado ao grupo

salina; n=8-9. Legenda: CONT= Controle; SAL=Salina; MDZ=Midazolam.
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nos grupos controle(odor neutro), salina e midazolam (0,25 mg/Kg,i.p., 30
minutos antes) durante a exposicdo ao odor e ao contexto, respectivamente

para os paradmetros numero de aproximagcdes e cruzamentos (Kruskall Wallis

seguido de Mann Whitney - valores expressos em mediana = i.g.) e tempo de
head-out (Anova seguida de Newmann Keuls - valores expressos em média =
e.p.m.). # p<0,05 comparado ao grupo controle; * p<0,05 comparado ao grupo

salina; n=8-9. Legenda: CONT= Controle; SAL=Salina; MDZ=Midazolam.
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Além disto, uma diminuicdo da atividade exploratédria,
caracterizada por uma redugcdo do numero de aproximacdes e
cruzamentos, foi ainda constatada (teste U de Mann Whitney,
p<0,01) (Figura 5).

Quando comparados ao grupo salina, os animais tratados com
midazolam, antes da exposicdo ao odor de gato, mostraram uma
reducdo das respostas defensivas e um aumento da atividade
exploratdéria geral quando reexpostos ao contexto 24 horas apéds.
Estas alteracgdes ocorreram de maneira semelhante aquelas
observadas no dia anterior (Figuras 4 e 5).

Os parédmetros tempo de aproximacdo, tempo escondido e
tempo de head-out foram expressos minuto a minuto representando
o tracado comportamental dos animais durante a exposicdo ao

odor (Figura 6).

4.2 Experimento II

A) Interferéncias da exposigcdo ao odor de gato sobre o
comportamento defensivo no LCE.

O grupo de animais testado no LCE 48 h apds a exposigdo ao
odor de gato demonstrou uma reducdo no tempo de permanéncia nos
bracos abertos do modelo, associada a um aumento no numero de
tentativas efetuadas, quando comparado ao grupo controle
exposto ao odor neutro [F(2,27)=4,03 p<0,05; F(2,27)=4,45
p<0,05) ] (Figura 7).

N&do foram observadas diferencas estatisticas nos demais
parédmetros observados. O grupo submetido ao LCE 7 dias apds o
confronto com o odor apresentou comportamento semelhante ao
controle. O comportamento dos animais foi registrado minuto a

minuto e estd representado na figura 20 - Apéndice.
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Figura 7. Porcentagem de tempo e de entradas nos bracos abertos, nuUmero
de tentativas e numero de entradas nos bracos fechados do LCE no grupo
Con (Controle - exposto ao LCE 48 horas apds o odor neutro) e nos grupos
48h e 7d (expostos ao LCE 48 horas e 7 dias apdés o odor de gato,
respectivamente). Anova seguida de Newmann Keuls - valores expressos em

média + e.p.m.; *p<0,05 comparado ao grupo controle. n=9-12.
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B) Interferéncias da exposigcdo ao odor de gato sobre a

aprendizagem no modelo da esquiva inibitéria.

Uma clara reducdo no tempo de laténcia para descida foi
observada no grupo de animais submetidos ao modelo da esquiva
inibitéria, durante a fase de teste, 48 h apds a exposicdo ao
odor, gquando comparado ao grupo controle exposto a um odor

neutro [teste U de Mann Whitney, p<0,0001] (Figura 8).
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Figura 8. Laténcia para descida (s) durante a fase de treino e teste no
grupo Con (Controle - submetidos ao treino 48 horas apds o odor neutro) e
nos grupos 48h e 7d (submetidos ao treino 48 horas e 7 dias apds a exposigéo
ao odor de gato, respectivamente). Kruskal Wallis seguido de Mann Whitney -
valores expresos em mediana * i.q.; *p<0,0001 comparado ao grupo controle,

n=9-12.
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4.3 EXPERIMENTO III

Avaliagdo do comportamento defensivo em ratos administrados com
bloqueadores beta centrais ou periféricos expostos ao odor de

gato.

Ambos bloqueadores beta, Propranolol e Nadolol, na dose
de 10 mg/Kg, 1.p.,30 min antes, foram capazes de impedir a
taquicardia induzida pela administracdo de doses crescentes
de dopamina (18, 36 e 72 ng/Kg i.v.) (figura 9). Este blogqueio
ocorreu apesar de nenhuma das drogas produzirem alteracdes no
ritmo cardiaco e na pressdo arterial per se (Figura 10 e 11).

Durante a exposicdo ao modelo do odor de gato, diferencas
estatisticas foram observadas entre os grupos experimentais nos
parametros tempo de aproximacgdo e tempo escondido [F(2,61)=44,98,
p<0,01; F(2,61)=41,96; p<0,01] (Figura 12, Figura 21 - Apéndice).
O teste de Newmann Keuls revelou gque a administracdo de
propranolol, comparada a injecdo de salina, induziu além de uma
reducdo na resposta defensiva, um aumento visivel na atividade
exploratdéria, expressa por um maior numero de aproximagdes e
cruzamentos [teste U de Mann Whitney, P<0,01]; e uma redugdo no
comportamento de avaliacdo de risco, representada por uma clara
diminui¢do no tempo de head-out durante a exposigcdo ao modelo
[F(2,61)=11,41; p<0,01] (Figura 13). As alteracdes
comportamentais relacionadas a resposta defensiva e a avaliacéo
de risco foram representadas minuto a minuto (Figura 14).

Os animais tratados com nadolol apresentaram um perfil

semelhante ao grupo salina durante a exposicdo ao odor de gato.
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Figura 9. Variacdo na frequéncia cardiaca em nuUumero de batimentos por
minuto (b.p.m.) ocasionada pela administracdo de doses crescentes de
dopamina (18, 36 e 72 ug/Kg) antes (controle) ou apds a injecdo de
propranolol ou nadolol (10 mg/Kg, i.p., 30 min antes). Test t student

pareado - valores expressos em média + e.p.m.; *p<0,05 comparado ao grupo

controle; n=3.
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minutos antes).
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Figura 11. Variacdo na pressdo arterial em milimetros de merciGrio (mmHg)

ocasionada pela administracdo de Propranolol ou Nadolol (10 mg/Kg, i.p.,
30 min antes). Teste t de Student pareado - valores expressos em média =

e.p.m.; n=3.

Em relacdo ao contexto, diferencas estatisticas foram
detectadas pela Anova, no dque diz respeito aos parémetros
indicativos de comportamento defensivo [tempo de aproximacdo -
F(s,58y=21,67; p<0,01l; e tempo escondido - F(s,53= 18.09; p<0,01].
O teste Newman Keuls demonstrou que os animais que receberam
propranolol antes da exposigdo ao odor, apresentaram uma
reducédo do medo condicionado contextual, a qual foi
caracterizada por um aumento no tempo de aproximacdo e uma
diminuicdo no tempo escondido quando comparados ao grupo salina
(Figura 12, Figura 21 - Apéndice).

Em adicdao, um significativo aumento na atividade
exploratdédria, visualizado por um incremento no numero de

aproximacdes e cruzamentos, foili observado no grupo gque recebeu
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propranolol antes da exposicdo ao odor de gato e ao contexto
(grupo PP) (teste U de Mann Whitney, p<0,01) (Figura 13).
Finalmente, ndo foram observadas diferencas estatisticas
nos grupos tratados com propranolol ou nadolol gquando estas
drogas foram administradas apenas antes da exposicéao

contextual.

4.4 EXPERIMENTO IV

Efeitos comportamentais da administragdo do bloqueador betal

Atenolol no PMd de ratos expostos ao odor de gato.

Todos o0s testes estatisticos foram realizados apds a
verificacdo histoldégica dos sitios de injecdo (Figura 15).

As 1njec¢des localizadas em estruturas wvizinhas ao PMd
foram agrupadas para analise estatistica formando um grupo
denominado PMd Fora, o qual serviu como um controle anatdmico.

Uma expressiva reducdo do comportamento defensivo e da
avaliacdo de risco foi observada pelo teste Anova - seguido de
Newman Keuls - em ambos os grupos tratados com Atenolol (Al0 e
A40 nmol), gquando comparados ao grupo controle (PBS), durante a
exposicdo ao odor de gato. Esta reducdo foi caracterizada por
um significativo aumento no tempo de aproximagdo [F(3,314=9,29,
p<0,001] e uma diminuigdo no tempo escondido [F(3,34)=14,23,
p<0,001] (Figura 16, Figura 22 - Apéndice) e de head-out
[F(3,30y=7,45, p<0,01] (Figura 17).
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Figura 12. Avaliacdo do comportamento defensivo dos grupos salina,

propranolol e nadolol durante a exposicdo ao odor de gato e ao contexto nos

parémetros tempo de aproximacdo (%) e tempo escondido (%). Anova seguida de
Newmann Keuls - valores expressos em média * e.p.m.; *p<0,05 comparado ao
grupo salina; n=18-27 (odor de gato), n=7-11 (contexto). Legenda: S=Salina;

P=Propranolol; N=Nadolol.
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Figura 13. Avaliacdo da atividade exploratdéria geral e do comportamento de
avaliacdo de risco dos grupos salina, propranolol e nadolol durante a
exposicdo ao odor de gato e ao contexto, respectivamente para os parédmetros
nimero de aproximagdes e de cruzamentos (Kruskall Wallis seguido de Mann

Whitney - valores expressos em mediana * i.g.)e tempo de head-out (Anova

seguida de Newmann Keuls - valores expressos em média * e.p.m.) *p<0,05
comparado ao grupo salina; n=18-27 (exposicd&o ao odor), n=7-11 (contexto).

Legenda: S=Salina; P=Propranolol; N=Nadolol.
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Figura 14. Tracado minuto a minuto dos parémetros tempo de aproximacdo,

tempo escondido e tempo de head-out, durante a exposicdo ao odor de gato,

nos grupos salina, propranolol e nadolol.
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Figura 15. Representagdo gradfica do corte transversal do cérebro de um rato,
demonstrando os nucleos Pré-Mamilares Dorsais (PMds) esquerdo e direito, com
a localizacdo dos sitios de injecdo por meio de circulos pretos (PMd) ou
brancos (Fora). Coordenada Aantero-posterior: +4,84 em relacdo a linha
interaural ou -4,16 em relagcdo ao Dbregma. (Desenho modificado do atlas

Paxinos e Watson,1998).

Modificagdes na atividade exploratdédria foram ainda
visualizadas nos grupos Atenolol 10 e 40 nmol no dque diz
respeito aos pardmetros numero de aproximacgdes (Teste U de
Mann Whitney, p<0,001; p<0,01) e numero de cruzamentos (Mann
Whitney U test, p<0,01; p<0,01), respectivamente (Figura 17).
O tracado comportamental dos animais durante a exposicdo ao
odor estd representado através de um gradfico minuto a minuto

(Figura 18).
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Figura 16. Avaliacdo do comportamento defensivo dos grupos PBS (Controle),
Al10 (Atenolol 10 nmol no PMd), A40 (Atenolol 40 nmol no PMd) e Afo (Atenolol
fora do PMd) durante a exposicdo ao odor de gato e ao contexto nos pardmetros

tempo de aproximacdo (%) e tempo escondido (%) . Anova seguida de Newman Keuls

- valores expressos em média * e.p.m.; *p<0,05 comparado ao grupo PBS; n=7-15.
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Figura 17. Atividade exploratdéria geral e comportamento de avaliagdo de risco
dos grupos PBS (PBS PMd), Atenolol 10 nmol (ATE10PMd), Atenolol 40 nmol
(ATE40PMd) e Atenolol fora (Ate-Fora) durante a exposicdo ao odor de gato e
ao contexto, respectivamente para o0s pardmetros numero de aproximacdes e
cruzamentos (Kruskall Wallis seguido de Mann Whitney - valores expressos em

mediana * i.g9.)e tempo de head-out (Anova seguida de Newmann Keuls - valores

expressos em média * e.p.m.) *p<0,05 comparado ao grupo PBS; n=7-15.
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Figura 18. Tracado minuto a minuto dos parémetros tempo de aproximacédo,
tempo escondido e tempo de head-out, durante a exposicdo ao odor de gato,

nos grupos PBS, Atenolol 10 nmol, Atenolol 40 nmol e Atenolol fora.
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No dia de exposigcdo ao contexto, os animais submetidos ao
tratamento com Atenolol nas doses de 10 ou 40 nmol antes da
exposicdo ao odor, apresentaram uma redugcdo da resposta
defensiva nos paré@metros tempo de aproximacdo e tempo escondido
[Anova- seguida de Newman Keuls - F(3,30=9,29, p<0,001 e
F(3,34)=14,23, p<0,001) (Figura 16, Figura 22 - Apéndice).

Uma diminuig¢do no comportamento de avaliacdo de risco,
caracterizada por uma reducdo no tempo de head-out [Anova-
seguida de Newman Keuls - F(3,34=7,45, p<0,05], associada a um
aumento na atividade exploratdéria (teste U de Mann Whitney,
p<0,01 e p<0,05, respectivamente para os pardmetros numero de
aproximacdes e de cruzamentos) foram visualizados nos animais
do grupo Atenolol 10 nmol, gquando comparados ao grupo PBS

(Figura 17).
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5. DISCUSSAO

Estudos comportamentais envolvendo a resposta defensiva de
ratos frente ao odor de gato tém ocasionado contradigdes na
literatura. Enquanto alguns pesquisadores demonstram, dentro de
uma mesma linhagem, a existéncia de duas populacdes distintas
em relacdo a resposta defensiva frente ao odor de gato (FILE et
al, 1993; HOOG & FILE, 1994); outros estudos tém relatado que
este estimulo ¢é suficientemente potente para causar a mesma
resposta defensiva em todos animais, havendo apenas diferencas
comportamentais sutis em estudos comparativos envolvendo

diferentes linhagens (DIELENBERG & McGREGOR, 2001).

Na etapa inicial de nossos estudos os resultados mostraram
ndo haver diferencas significativas entre as linhagens Wistar e
Hooded avaliadas no modelo do odor de gato. Diferencas nos
procedimentos experimentais entre os laboratdérios, bem como a
deficiéncia de uma técnica eficaz para a quantificacdo do
estimulo olfatdério, podem estar ocasionando o aparecimento de
resultados distintos, conduzindo os pesquisadores a diferentes
conclusdes (TAKAHASHI et al, 2005).

De fato, resultados contraditdérios sdo descritos ainda no
que se refere a eficdcia dos benzodiazepinicos em reduzir as

respostas defensivas de ratos expostos ao odor de gato. Os
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benzodiazepinicos sdo os ansioliticos protdtipos utilizados em
modelos envolvendo odor de predador (DIELENBERG & McGREGOR,
2001) . Enquanto ZANGROSSI & FILE (1992) demonstraram, em ratos
tratados com o Dbenzodiazepinico <clordiazepdéxido, apenas um
modesto aumento no tempo de contato com a fonte de odor de
gato, outros estudos revelaram uma eficacia dos
benzodiazepinicos diazepam (BLANCHARD et al, 1990) e midazolam
(DIELENBERG et al, 1999; McGREGOR & DIELENBERG, 1999) em
reduzir as respostas defensivas exibidas frente ao odor.

Neste estudo, ratos tratados com midazolam antes da
exposicdo ao odor de gato, mostraram uma expressiva reducdo do
comportamento de defesa e da avaliacdo de risco, com um aumento
significativo da atividade exploratdéria geral. Estas alteracdes
comportamentais foram verificadas ainda durante a reexposigédo
dos animais somente ao contexto, 24 h apds, sem a administracdo
de drogas. A auséncia de medo condicionado contextual, em
contraste com o grupo salina, sugere a falta de uma
interpretacdo aversiva durante a exposicdo ao odor de gato,
confirmando mais uma vez a eficédcia dos benzodiazepinicos na
atenuacdo das respostas defensivas frente a este estimulo.

Através de estudos imunohistoquimicos, McGREGOR e
colaboradores (2004) demonstraram alteracgdes na expressdo do
comportamento defensivo em ratos tratados com midazolam. Estas

modificacgdes comportamentais ocorreram associadas a uma reducédo
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na expressdo de proteina Fos em diversas estruturas encefalicas
envolvidas com a resposta defensiva durante a exposicdo ao odor
de gato (McGREGOR et al, 2004).

Uma diminuicd&o na expressdo de proteina Fos foi visualizada
também no bulbo olfatdério acessdrio, colocando em debate se a
atenuacdo da resposta defensiva causada pelo midazolam poderia
ser a conseqgiiéncia de uma deficiéncia no processamento
sensorial olfatdério. No entanto, os pesquisadores acreditam que
as deficiéncias sensoriais seriam incapazes de Jjustificar os
resultados, uma vez gque as principais &reas de projecdes
neuronais do bulbo olfatdério acessédrio, mostraram apenas
pequenas redugdes na expressdo de proteina Fos apds a

administracdo de midazolam (McGREGOR et al,2004).

Apds a validacdo bioldgica e a padronizacdo farmacoldgica
do modelo dentro das condigdes experimentais de nosso
laboratério, nos propusemos a avaliar as interferéncias
comportamentais da exposicdo ao odor de gato sobre outros
modelos animais, incluindo o LCE e a Esquiva Passiva.

O modelo do LCE parte do pressuposto que ratos tém averséo
a ambientes abertos, onde podem ser vitimas faceis de predacéo.
Os animais sentem-se mais seguros quando suas vVvibrissas estdo

em contato com alguma superficie vertical (tigmotaxia), razdo
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pela qual permanecem por um tempo maior nos bracos fechados do
LCE (HETEM & GRAEFF, 1997).

O tratamento com agentes que reduzem o comportamento
defensivo em ratos, abole a preferéncia pelos bracos fechados,
aumentando desta forma o numero de entradas e o tempo de
permanéncia nos bracos abertos do LCE. De forma oposta, drogas
ou eventos estressantes que aumentam a resposta defensiva dos
animais tendem a reduzir o tempo e as entradas nos bracos
abertos do modelo (PELLOW et al, 1985).

Assim sendo, interferéncias sobre a resposta defensiva
exibida durante os c¢inco minutos de exposicdo ao LCE foram
visualizadas 48 h, mas ndo sete dias, apds o procedimento
experimental do odor de gato. Uma diminuicdo no tempo de
permanéncia nos bragos abertos do labirinto, associada a um
aumento no comportamento de avaliacdo de risco, caracterizado
por um maior numero de tentativas, demonstram uma exacerbacdo
da resposta de defesa expressa pelos animais. Estes achados,
além de confirmarem a eficadcia do estimulo olfatdrio aversivo
utilizado em nossos experimentos, sugerem a ocorréncia de
considerdveis modificacdes comportamentais apds uma simples
exposicdo de 10 minutos ao odor do predador.

De maneira semelhante aquela ocorrida no LCE, os animais
expostos ao modelo da esquiva inibitdéria, 48 h apds a

apresentacdo do odor, mostraram interferéncias comportamentais
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visiveis. Do ponto de vista mnembébnico, a reducdo significativa
no tempo de laténcia para descida da plataforma, visualizada
neste grupo durante o dia do teste, estaria indicando um
prejuizo na aprendizagem e conseqientemente na retencdo da
membédria associada a esta tarefa, sugerindo o aparecimento de
modificagdes nos processo cognitivos por, pelo menos, 48 h apds

a exposicdo ao odor de gato.

Considerando o envolvimento do sistema noradrenérgico, em
especial dos receptores beta, nos transtornos de ansiedade e em
situagdes que envolvam a recorréncia de membdrias aversivas,
utilizamos, em uma etapa subseqlente, o modelo do odor de gato
para avaliar o ©papel dos Dbloqueadores beta centrais e

periféricos sobre a resposta defensiva de ratos.

Sabe-se que quando um evento ameacador ou temivel &
percebido, homens e animais reagem de maneira 1inata para a
sobrevivéncia, através de mudancas fisioldgicas conduzidas em
parte pela ativacdo do LC, a mais importante via noradrenérgica
do SNC (THASE et al, 1995). De fato, TANAKA e colaboradores
(2000) tém sugerido gque uma variedade de estimulos estressantes
aumentam a liberacdo de noradrenalina no hipotéalamo, na
amigdala e no LC (TANAKA et al, 2000) . Outros achados

relevantes demonstraram também que o sistema locus coeruleus-
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noradrenalina desempenha um papel mais complexo e especifico do
que se pensava inicialmente (ASTON-JONES & COHEN, 2005). Este
papel ©parece comecar com vigildncia, atencdo e processos
sensoriais (BARNES & PAMPEIANO, 1991; FOOTE et al, 1991; ASTON-
JONES et al, 1994), culminando em outros comportamentos
envolvendo a tomada de decisdo (BOURET & SARA, 2005), a memdria
aversiva (McGAUGH & ROOZENDAAL, 2002; FRANCES DAVIES et al,
2003) e a ansiedade e/ou medo (SULLIVANN et al, 1999; BERRIDGE
& WATERHOUS, 2003; FENDT et al, 2005a).

Em concordéncia com estes achados, o ritmo de disparo
neuronal e o padrdo de imunoreatividade da proteina Fos no LC
de roedores estdo aumentados apds diferentes situacdes de
estresse (NIKULINA et al, 1998; CRANE et al, 2005), incluindo a
exposicdo de ratos ao odor de gato (McGREGOR et al, 2004).

Alteracdes neurovegetativas ocasionadas pela ativacdo do
sistema noradrenérgico sdo responsaveils por grande parte dos
sinais clinicos presentes no medo/ansiedade (GRAEFF &
GUIMARAES, 2001). No entanto, h& controvérsias na literatura
acerca da eficacia terapéutica dos bloqueadores beta ser
decorrente de um Dblogqueio central ou periférico (INTROINI-
COLLISON et al, 1992; VAN STEGEREN et al, 1998; MURCHISON et
al, 2004).

Tendo em vista todas estas consideracdes acerca do sistema

noradrenérgico, dois Dbloqueadores Dbeta foram utilizados em
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nossos estudos, o propranolol, que ultrapassa facilmente a
barreira hematoencefadlica e o nadolol, que apresenta suas acdes
restritas aos receptores beta-adrenérgicos periféricos.

Ambos bloqueadores beta, propranolol e nadolol, na dose de
10 mg/Kg, 30 min antes, foram capazes de bloquear o aumento da
FC induzido pela administracdo de dopamina, sem modificar no
entanto a PA Dbasal, conforme visualizado nos estudos com
monitoramento cardiaco, em ratos anestesiados.

Relatos na 1literatura confirmam que a dopamina promove
taquicardia ao atuar diretamente sobre receptores Dbetal-
adrenérgicos localizados no coracéo, ou 1indiretamente ao
promover a liberacéao de noradrenalina (GOLDBERG, 1974) .
Considerando-se que a dopamina ndo ultrapassa a BH, o aumento
na FC observado apdés a injecdo de dopamina é ocasionado por um
mecanismo restrito ao sistema periférico (CRUICKSHANK et al,
1980) . Assim sendo, apesar de ndo apresentarem efeitos per se,
nés podemos supor que ambos bloqueadores beta foram capazes de
blogquear os receptores betal-adrenérgicos impedindo a
taquicardia.

Nossos resultados experimentais utilizando o modelo do odor
de gato forneceram evidéncias de que a administracdo de
propranolol, antes da exposigcdo ao odor de gato, reduziu a
resposta defensiva. Este efeito foli acompanhado por uma

diminui¢do no comportamento de avaliagdo de risco e um aumento
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na atividade exploratdédria geral, ocasionando desta forma um
comportamento semelhante aquele observado no dia da
familiarizacéo.

Diminuic¢des no comportamento de defesa tém sido
documentadas em diversos transtornos de ansiedade em humanos e
animais nos quais os Dblogquedores beta adrenérgicos séao
amplamente utilizados (AUDI et al, 1991; GORMAN & DUNN, 1993;
KENT et al, 2002; GILES,2005). Tanto no homem (LE MELLEDO et
al, 1998), como em macacos (ERVIN et al, 1991), o bloqueio
efetivo de receptores beta-adrenérgicos com propranolol, foi
capaz de atenuar os efeitos comportamentais e cardiovasculares
do CCK-4, um agonista de receptores CCK-B de colecistocinina
que produz a maioria dos sintomas clédssicos do ataque de
pénico.

Os animais submetidos ao tratamento com propranolol antes
da exposicdo ao odor (grupos PS ou PP) mostraram ainda uma
reducdo do medo condicionado durante a exposicdo ao contexto.
Esta reducdo pode ser decorrente de uma falha na aquisicdo do
condicionamento aversivo, devido a eficédcia ansiolitica do
propranolol ao interagir com o componente emocional aversivo do
evento durante o estidgio de aprendizado.

Corroborando esta hipdtese, estudos prévios tém apontado

uma reducdo do medo condicionado contextual em ratos tratados
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com ansioliticos antes do condicionamento (PAIN et al 2002;
BLANCHARD et al, 2003).

Entretanto, levando-se em consideracéao a meia vida
plasmdtica do propranolol em torno de 90 min no rato (LETENDRE
et al, 2004), deve-se atentar que os efeitos da injecdo de
propranolol antes da exposicdo ao odor poderiam estar afetando,
além do aprendizado, o periodo de consolidagcdo da memdria,
ocasionando desta forma um prejuizo na consolidacdo, revelado
apenas durante a evocacdo (contexto). De fato, uma série de
estudos com animais e humanos tém demonstrado um envolvimento
dos receptores Dbeta-adrenérgico na facilitacdo da memdbdria
associada com experiéncias emocionais (CAHILL et al, 1994;
McGAUGH & CAHILL, 1997; McGAUGH, 2000; FERRY & McGAUGH, 2000).

Apesar da eficadcia ansiolitica do propranolol antes da
exposicdo ao odor de gato, modificacdes comportamentais né&o
foram visualizadas quando os animais receberam a droga antes da
exposicdo ao contexto, 24 horas apds. Assim, duas seriam as
hipdéteses, ndo excludentes, para explicar este fendmeno: a) a
dose de propranolol utilizada em nossos estudos ndo foi eficaz
para evitar a evocacdo da memdéria aversiva em ratos submetidos
a uma simples exposicdo de 10 min ao odor de gato, 24 h antes
do contexto; ou b)o sistema beta-adrenérgico nédo interfere com

O processo de expressdo de uma resposta aprendida.
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Estes achados sdo consistentes com um elegante estudo,
utilizando camundongos mutantes e ratos tratados com drogas
noradrenérgicas, o) qual ressalta que a sinalizacéao
noradrenérgica ¢é necessaria para a evocagcdo de memdbrias
espaciais, mas ndo é fundamental para a evocacdo de memdrias
emocionais (MURCHISON et al, 2004).

Ainda, em concordédncia com esta auséncia de efeitos do
propranolol, quando administrado antes do contexto, BLANCHARD e
colaboradores (2003) tém sugerido que o comportamento defensivo
exibido durante o contexto é dificilmente reduzido em resposta
a drogas, exceto gquando estas s&do administradas antes da
exposicdo ao odor (BLANCHARD et al, 2003).

Por outro lado, ndo foram encontrados efeitos sobre o
comportamento defensivo apdés a administracdo do bloqueador beta
adrenérgico de acdes preferencialmente periféricas, o nadolol.
Este resultado sugere que o bloqueio isolado da resposta
autondmica periférica n&o ¢é suficiente para extinguir a
resposta comportamental defensiva frente ao odor de gato. Assim
sendo, 0s receptores beta-adrenérgicos do SNC parecem ser OS
principais componentes envolvidos nos efeitos ansioliticos dos
bloqueadores beta.

Além da propriedade de Dbloqueador beta adrenérgico, uma
acdo antagonista sobre receptores serotoninérgicos tem sido

atribuida ao propranolol, a qual poderia estar interferindo
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nesses efeitos comportamentais (PIERSON et al, 1990). Por esta
razdo, na etapa final de nossos estudos, ndés utilizamos o
atenolol, um Dbloqueador beta, seletivo para receptores do
subtipo 1, desprovido de qualguer acdo sobre o sistema
serotoninérgico (NISHIO et al, 1989),0 qual foi administrado
diretamente no PMd.

Achados na literatura demonstram uma grande atenuacdo na
expressdo da resposta defensiva frente ao odor de gato em ratos
com lesdes quimicas no PMd (BLANCHARD et al, 2003c; MARKHAM et
al 2004; BLANCHARD et al 2005). Além disto, um envolvimento
desta estrutura no comportamento defensivo inato foi ressaltado
em estudos imunohistoquimicos, os quais constataram aumentos
significativos na expressdo de proteina Fos apds a exposicdo ao
odor de gato (DIELENBERG et al, 2001a).

Em nossos experimentos, uma expressiva diminuicdo da
resposta de defesa e do comportamento de avaliacdo de risco
foram observados apdés a administracdo de ambas as doses de
Atenolol no PMd. Em adigcdo, um aumento significativo da
atividade exploratédria geral foi ainda visualizado nestes
animais. Por outro lado, as mesmas doses de atenolol
administradas em estruturas vizinhas ao PMd, ndo ocasionaram
alteracdes comportamentais significativas quando comparadas ao

grupo controle.
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Durante a exposigcdo ao contexto, uma robusta diminuicdo da
resposta defensiva foi verificada nos grupos pré-tratados com
atenolol no PMd. Porém, curiosamente, apenas o Jgrupo Jque
recebeu a menor dose, 10 nmol, apresentou uma reducdo no
comportamento de avaliacdo de risco e um aumento da atividade
exploratéria de maneira semelhante ao dia anterior.

Embora preliminares, nossos achados sugerem o envolvimento
dos receptores betal-adrenérgicos no PMd, confirmando desta
forma a participacdo dos receptores beta-adrenérgicos centrais
na resposta defensiva de ratos frente ao odor de gato. Além
disto, nossos resultados reforcam o papel chave do PMd sobre o
comportamento defensivo inato, abrindo novos horizontes para
futuros estudos.

Dentro de uma perspectiva evolutiva, a ansiedade e o medo
tém suas raizes nas reacdes de defesa dos animais frente a
estimulos que representam perigo ou ameaca a sobrevivéncia, ao
bem-estar ou a 1integridade fisica das diferentes espécies

(HETEM & GRAEFF, 1997).

Por esta razdo, a utilizacdo do modelo do odor de gato, um
modelo animal com valor preditivo suficiente para reproduzir as
caracteristicas comportamentais e patoldégicas, bem como
possibilitar a investigacdo dos mecanismos neurobioldgicos e
farmacoldgicos envolvidos nos estados de ansiedade, tem

contribuido de maneira significativa na identificacdo dos
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neurotransmissores e sistemas neurais envolvidos nos diferentes

transtornos de ansiedade.
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6. CONCLUSOES

- Em concordédncia com os achados da literatura, a
administracdo do Dbenzodiazepinico midazolam, antes da
exposicdo ao odor de gato, foi capaz de reduzir a resposta
defensiva dos animais, além de impedir o aparecimento de
medo condicionado durante a exposic¢cdo ao contexto;

- A exposicdo ao odor de gato causa alteracodes
comportamentais visualizadas no LCE e na Esquiva Inibitéria
por pelo menos 48h, mas ndo 7 dias apds;

- O bloqueio isolado das respostas autondmicas periféricas
com nadolol, ndo foi suficiente para extinguir a resposta
defensiva de ratos frente ao odor de gato;

- A administracdo de propranolol, antes da exposigdo ao
odor de gato, foi capaz de reduzir o comportamento
defensivo dos animais impedindo a consolidacdo de uma
memdédria aversiva (contexto);

- A administracdo de bloqueadores beta apenas antes da
exposicdo contextual, ndo foli capaz de alterar a resposta
defensiva;

- A microinjec¢dao de atenolol no PMd ocasionou uma
diminuicgdo da resposta defensiva, confirmando a
participacdo dos receptores beta-adrenérgicos centrais nas
respostas de defesa e reforcando o papel chave desta

estrutura no comportamento defensivo inato.
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8. APENDICE

Tabela 1.

Esquema representativo das

drogas

e momento de

diferentes grupos experimentais formados no Experimento III.

injegdo dos

Droga 30 min ODOR DE GATO 24 h Droga 30 min CONTEXTO
Sal - Exposicéo = Sal - Exposicgéo
Sal N Exposicédo = Prop N Exposicéo
Prop - Exposicéo = Prop - Exposicgéo
Prop - Exposicéo = Sal - Exposicgéo
Sal N Exposicéo = Nad N Exposicéo
Nad N Exposicéo = Nad N Exposicéo
Nad N Exposicéo = Sal N Exposicéo
Tabela 3 - Comparacgdo da resposta defensiva entre os grupos controle
(odor neutro), salina e midazolam. Valores em média * e.p.m. e mediana =
i.i. *p<0,05 em comparacdo com o grupo salina #p<0,05 em comparacdo com o
grupo controle. Legendas: N°= numero; T = tempo; Ap.= aproximacdo; Esc= escondido;
FAMILIARIZACAO ODOR DE GATO CONTEXTO
PARAM Cont Sal MDZ Cont Sal MDZ Cont Sal MDZ
COMPORTAMENTO
DEFENSIVO
T'Ap (%) 32,3+ 31,3+ 29,7+ | 36,3 % 9,7 * 33,8 + | 34,8 + 9 + 23,8 *
4,0 3,4 6,2 2,2 2,44 5,0% 2,4 1,44 5,9%
T Esc (%) 36,3 + 31 + 35,5 + | 36,08 + 81,5+ 30,68 x| 39,9 + 83,8+ 42,3 %
5,1 4,4 4,9 4,5 4,54% 6,4% 5,4 2,0# 7,9%
T Ap(s) 192,2 + 188,2 + 178,6 £|218,3 + 58,4 + 203,1 £|208,8 £ 54,3 + 142,8 %
24,33 20,4 37,4 13,2 14,54% 30,5% 14,8 8,54 35,5%
T Esc(s) 218,1 + 186,2 + 213,3 +|216,5 + 489,1 * 184,1 +|239,8 £+ 503,2 + 254,1 *
31,6 26,4 29,9 27,3 27, 4% 38, 9% 32,6 12, 4% 47,7%
ATIVIDADE
EXPLORATORIA
N° Ap 14,5(11 14(13- 11 (9- | 12(11- 7(2-9)# 12(9,5-]14,5(9, 5(4-5)# 7(6-
-15,5) 15) 13) 12,5) 14,5)* 5-16) 13) *
Cruzamentos 21(17- 21(21- 18(15- 19,5 13(4- 17(14,5]|24(15,5 9(7- 13,5
24) 23) 21) (18, 5- 15) # -22,5)* -26) 11)# (12, 5-
21,5) 18,5)*
AVALIAGAO DE
RISCO
Head-out 12,2 + 11,6 + 22.5+ | 10,3 + 64,3 + 22,6 * 18 + 40,7 £ 33,2 +
2,8 3,9 5,8 3,1 25, 6% 11, 5% 4,9 10,24# 9,8%




TABELA 4 - Comparacdo da resposta defensiva entre os grupos Salina,
Propranolol e Nadolol durante a familiarizacdo e a exposicdo ao odor de
gato. Anova seguida de Newman Keuls - valores expressos em média * e.p.m.
para os pardmetros tempo de aproximacdo, tempo escondido e tempo de head-
out. Kruskal Wallis seguido de Mann Whitney - valores expressos em mediana
+ i.g. para os pardmetros numero de aproximacdes e cruzamentos. *p<0,05
comparado ao grupo salina. Legendas: N°=Numero; T =Tempo; Aprox.=Aproximacio.

Parametros Salina Propranolol Nadolol
FAMILIARIZACAO
COMPORTAMENTO DEFENSIVO
T de Aprox. (%) 28,5%1,7 30,3%1,8 31,9+2,3
T Escondido (%) 32,0+2,5 33,5%2,2 29,7+2,3

T de Aprox. (s)
T Escondido (s)

171,2 %10,2
192,4+15,0

182,1+10,8
201,2#£13,5

191,9+13,8
178,6x14,1

ATIVIDADE EXPLORATORIA

T Escondido (s

ATIVIDADE EXPLORATORIA

N° de Aprox.

Cruzamentos

AVALIAGAO DE RISCO

Head-out

)

481,7+£14,5

5(3-8)
11(6-14)

63,0£9,5

250, 5£33, 7%

10,5(9-12) *
17£(15-19) *

14%3,2*

N° de Aprox. 14 (10-106) 13(12-15) 12,5 (10-14)
Cruzamentos 23 (20-20) 22,5 (20-26) 21(20-22)
AVALIAGAO DE RISCO
Head-out 16,7+2,4 14,8+2,9 11,8+3,07
ODOR DE GATO
COMPORTAMENTO DEFENSIVO
T de Aprox. (%) 9,6%1,2 36,6%4,1%* 8,1+0,9
T Escondido (%) 80,2+2,4 41,745, 6% 84,1+1,8
T° de Aprox. (s) 57,6x7,7 220,1+24, 6% 48, 615,7

504,8+11,2

4,5(3-5)
8,5(6-11)

76,5%x11,1




TABELA 5 -
Sal/Prop,

em média £
e tempo de head-out.

expressos em mediana * 1i.q.
*p<0,05

cruzamentos.
Prop=Propranolol,

Esc=Escondido,

Comparacao
Prop/Prop,
exposigdo ao contexto.

Nad=Nadolol,
Cruz.=Cruzamentos;

da
Prop/Sal,
Anova seguida de Newman Keuls
e.p.m. para os pardmetros tempo de aproximacéo,
seguido de Mann Whitney

resposta
Sal/Nad,

Kruskal Wallis
para os parédmetros numero de aproximacdes e

comparado
Pardm=Paradmetro,
Comp.= Comportamento; Av. Avaliacédo;

defensiva entre
Nad/Nad e

grupo salina.

N°=numero;

T =Tempo;

grupos

Sal/sal,
Sal/Nad durante a

valores exXpressos

Legendas:

tempo escondido

valores

Sal=Salina,
Ap.=Aproximacgdo;
Explor.=Exploratdria

Param Sal/sal Sal/Prop Prop/Prop Prop/Sal Sal/Nad Nad/Nad Nad/Sal
COMP.
DEFENSIVO
. 9,0+ 37,7+
T' Ap. (% ’ + ’ +3, 9% + + +
p. (%) L 11, 6%1,7 e 2743, 9 4,9+0,8 5,140,9  9,9+1,7
. 83, 8+ 35, 7+ 50, 9+
T Esc (% ’ + ’ ’ + + +
sc (%) 20 70, 8+4 Sy o 86,143,1 86,8+1,6 81,1%3,1
, 54, 3% 69, 8+ 226, 4% 1621 59, 4%
T Ap. 4 4 ’ + + 14
P (s) 8,50 10,7 28, 7% 23, 5% 29,655 30,645, 7 10,6
) 503, 2+ 425, 1+ 214, 4+ 305, 4+ 487, 1+
TE‘ 14 14 14 14 + + 14
e 10,4 24,4 35, 6% 43,3%  OLE6E9 521,250y,
ATIVIDADE
EXPLOR.
Nde Bp. 5(4-5) 7 (6-9) ﬂig%f 11(3-14)  3(3-4)  4(3-4,5)  5(3-5)
14 (11- 20
Cruz. - - - - -
ruz 9(7-11) ) 1721y« 18(7-24)  6(5-8)  8(6-9,5) 8(6-12)
AVALIAGAO
DE RISCO
40, 7+
Head-out 50422,8 16,5+3,2 33,2%7,6 52,245,7 44,3%8,6 47,8%5,3

10,2




TABELA 6 - Comparacdo da resposta defensiva entre os grupos PBS (controle),
Al0 (atenolol 10 nmol no PMd), A40 (atenolol 40 nmol no Pmd) e Afo (atenolol
fora do PMd) durante a familiarizacdo e a exposicdo ao odor de gato. Anova
seguida de Newman Keuls - valores expressos em média * e.p.m. para os
pardmetros tempo de aproximacdo, tempo escondido e tempo de head-out.
Kruskal Wallis seguido de Mann Whitney - valores expressos em mediana * i.q.
para os parédmetros numero de aproximacdes e cruzamentos. *p<0,05 comparado
ao grupo salina. Legenda: PARAM=Parametros, N°= numero; T'= tempo; Ap.= aproximagio; Esc= escondido; Cruz.
Cruzamentos, Comport.=Comportamento; Explor.= Exploratoria.

A FAMILIARIZACAO ODOR DE GATO
PARAM ¢
PBS 210 240 Afo PBS 210 240 Afo
COMPORT .
DEFENSIVO
Toap. (3 25/3%1,8 29,3t2,3 30,3%2,7 27,9(1,86) 6,5:1,73  31x4,74%  31,84,1% 11,2%4,1
T'Esc. (s 4/8%6,3  34%3,2  41,3%4,1 40,3(4,34) 87,443,14 39,647,01%  41%5,5* 7846, 3
T'ap.(s) 152,2£11,2 176%14,3 182,2t16,3 167,8+11,9 39,12410,4 186,5:28,4* 191324,7% 67,4%24,8
TEsc.(s) 269%38,3 204%19,4 247,8+25  241,9426 524,7+18,8 238,042,1% 246%33,1% 468,2+38,1
ATIVIDADE
EXPLOR.
12,5(10,5- 13(11- ) ) ) . 14(11- )
N° Ap 14,5) 16) 9(8-14)  12(10-15)  3(1,5-5)  19(14-21) 22y 3(1-8)
20,5(18-  21(20- . ) ) Car, 21(18- )
Cruz. o) o 16(14-21) 19(18-22)  6(3-10)  31(26-33) 1) - 8(2-13)
AVALIAGAO
DE RISCO

Head-out 22+5,1 15,4+4,9 11,8%£2,39 14,3%3,5 115,3%24,6 6t2,07* 8,2%4,75* 104,6%x22,1




TABELA 7 - Comparacdo da resposta defensiva entre os grupos PBS
Al10 (Atenolol 10 nmol no PMd),
durante o contexto.

fora do PMd)

expressos em média * e.p.m.
escondido e tempo de head-out.

valores

expressos em mediana

aproximacdes e cruzamentos.

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

A40

(Atenolol 40 nmol no Pmd)
Anova seguida de Newman Keuls - valores

para os pardmetros tempo de aproximacdo, tempo

e Afo

(controle),
(Atenolol

Kruskal Wallis seguido de Mann Whitney

r i.qg.

para os

parametros
*p<0,05 comparado ao grupo salina.

nimero

Legenda: N°= numero;

) CONTEXTO

PARAMETROS

PBS ATELO ATE40 ATE-FORA

COMPORTAMENTO
DEFENSIVO
T Aprox. (%) 11,8+1,8 32,8+3,89% 29,4+4,67% 17,5+3,61
T’ Esc. (%) 79,242, 2 29,7+6,7* 42,8+9,13% 65, 7+4,8
T Aprox. (s) 71,3+10,8 197,1+23,3* 176,8+28,05% 105+21,7
T'Esc. (s) 475,4+%13,5 178, 5+40, 7* 257,2+54, 7% 394,2+29
ATIVIDADE
EXPLORATORIA
N° Aprox. 5(4-8) 12 (10-13) * 8(6-9) 5(3-6)
Cruzamentos 11(8-15) 18 (14-20) * 13(9-16) 10(7-14)
AVALIAGCAO DE
RISCO
Head-out 32,8+7,4 16,8+4,7* 25+11, 4 5749, 5
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Figura 19. Avaliacdo comportamental dos grupos controle (odor neutro),
salina e midazolam (0,25 mg/Kg,i.p., 30 min antes) durante a exposicdo ao
odor e ao contexto nos pardmetros tempo de aproximacdo (s) e tempo
escondido (s). #p<0,05 comparado ao grupo controle; *p<0,05 comparado ao

grupo salina; n=8-9. Valores em média * e.p.m..
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Figura 20. Tracado minuto a minuto dos pardmetros % de entradas e de
tempo nos bracos abertos e numero de tentativas efetuadas no LCE nos
grupos Controle (exposto ao LCE 48 h apdés o odor neutro) e nos grupos

expostos ao LCE 48 h e 7 dias apds o odor de gato.
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Figura 21. Avaliacdo do comportamento defensivo dos grupos Salina (Sal),
Propranolol (Prop) e Nadolol (Nad) durante a exposicdo ao odor de gato e ao
contexto nos pardmetros tempo de aproximacgdo (em segundos) e tempo escondido
(em segundos). Anova seguida de Newmann Keuls - valores expressos em média *
e.p.m.; *p<0,05 comparado ao grupo salina; n=18-27 (odor de gato), n=7-11

(contexto) . Legenda: S=Salina; P=Propranolol; N=Nadolol.
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Figura 22. Avaliacdo do comportamento defensivo dos grupos PBS (Controle),
Al0 (Atenolol 10 nmol no PMd), A40 (Atenolol 40 nmol no PMd) e Afo (Atenolol
fora do PMd) durante a exposicdo ao odor de gato e ao contexto nos pardmetros
tempo de aproximacdo (em segundos) e tempo escondido (em segundos). Anova
seguida de Newman Keuls - valores expressos em média * e.p.m.; *p<0,05

comparado ao grupo PBS; n=7-15.
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