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RESUMO

O presente estudo teve como objetivos avaliar o efeito da microinjecao bilateral de
antagonistas dos receptores AMPA (&-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolproprionato)
no Nucleo Accumbens (NAcc) sobre a emocionalidade e sobre a ingestédo de alimento
em ratos Wistar fémeas. O experimento 1 avaliou se a microinjecdo de DNQX (6,7-
dinitroquinoxalina-2,3-diona) na sub-regido da concha e do centro do NAcc poderia
alterar o nivel de ansiedade e a aprendizagem emocional dos animais no Labirinto em
Cruz Elevado (LCE). O experimento 2 avaliou se a microinje¢ao de CNQX (6-ciano-7-
nitroquinoxalina-2,3-diona), em ambas as regides do NAcc, poderia induzir efeito
ansiolitico e hiperfagia em fémeas submetidas a um teste de ingestao de alimento. Os
resultados do Experimento 1 mostraram que a administracdo bilateral de DNQX (330
e 660ng) na concha, mas nao no centro do NAcc (AP entre +1,08 e +2,16mm anterior
ao bregma), induziu um efeito do tipo ansiolitico, visto que houve um aumento na
porcentagem de entrada nos bracos abertos do LCE, sem alteragdo do numero de
entrada nos bracos fechados. A microinjecdo de DNQX (660ng) na concha também
aumentou a exploracao dos bragos abertos em relacdo aos animais que receberam a
mesma microinjecdo no centro, indicando que o bloqueio dos receptores AMPA é
ansiolitico apenas na concha do NAcc. A microinjecdo de DNQX na concha ou no
centro do NAcc néao prejudicou a aprendizagem emocional. Os resultados do
experimento 2 mostraram que a microinje¢cdo de CNQX (5,0 nmol) na concha, mas
nao no centro do NAcc (AP entre +1.08 e +2.04mm anterior ao bregma), induziu
efeito ansiolitico caracterizado por baixa ocorréncia de avaliacdo de risco na caixa de
ingestdo. O efeito ansiolitico induzido por CNQX (5,0nmol) na concha do NAcc, ndao
deve ser atribuido a alteragBes na atividade motora dos animais ja que a frequéncia
de locomogdo e exploragdo vertical ndo foram alterados ap0s a microinje¢do da
droga. Entretanto, a microinjecdo de CNQX em qualquer um dos sitios do NAcc, ndo
foi capaz de alterar a ingestao de alimento dos animais. Os dados demonstram que o
bloqueio dos receptores AMPA é ansiolitico apenas na cocha do NAcc e pode alterar
de forma diferenciada, os comportamentos defensivos e de ingestdo de alimento em

ratos Wistar fémeas.

Palavras-chave: Nucleo Accumbens; ansiedade; ingestdo de alimento; labirinto em cruz

elevado; AMPA,; glutamato; género, rato.
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ABSTRACT

This study investigated the effect of the AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-
methylisoxazole-4-proprionic acid) receptor antagonist microinjections into the
core and shell sub-regions of the accumbens nucleus (Acb) on the level of
anxiety and food intake in female Wistar rats. Experiment 1 evaluated the effect
of 6,7-dinitroquinoxaline-2,3-dione (DNQX; 330 and 660ng) microinjected into the
core and shell sub-regions of the accumbens nucleus (Acb), on the level of
anxiety and emotional learning of the animals in the elevated plus-maze (EPM).
Experiment 2 evaluated the effect of 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione
(CNQX; 2.5 and 5.0nmol) microinjected into both Acb sub-regions on food intake
and the level of anxiety in female rats submitted to a food intake test. Data from
experiment 1 showed that bilateral microinjections of DNQX (330 and 660ng) into
the Acb shell, but not into the Acb core (AP, +1.08 to +2.16), induced an
anxiolytic-like effect, since there was an increased percentage of entries in the
open arms of the maze, with no change in the number of entries into the
enclosed arms. The 660ng DNQX microinjection into the Acb shell also
increased the open arm exploration in relation to 660ng DNQX microinjection into
the Acb core. Prior DNQX microinjections in both core and shell sub-regions of
the Acb failed to impair the animals emotional learning. Data from experiment 2
indicated that bilateral microinjections of CNQX (5.0nmol) into the Acb shell (AP,
+1.08 to +2.04), but not into the Acb core, induced an anxiolytic-like effect, since
the animals exhibited low level of risk assessment in the feeding cage test. The
anxiolytic-like effect induced by 5.0nmol CNQX microinjection into the Acb shell
may not be ascribed to changes in the motor activity of the animals, because the
frequency of locomotion and rearing remained unchanged after the drug
microinjection. However, neither Acb shell nor Acb core CNQX microinjections
were able to change the food intake of the animals. The data suggest that AMPA
receptor blockade in the Acb nucleus is anxiolytic only in the Acb shell and may
differentially change the ingestive and defensive behaviours in female rats.

Keywords: Nucleus accumbens, anxiety, food intake, elevated plus-maze,

AMPA, glutamate, female, rat.
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1 INTRODUCAO

1.1 Ndcleo Accumbens: aspectos gerais

O Nucleo Accumbens (NAcc) € um componente dos nucleos da base,
situado na regido do prosencéfalo basal. Tradicionalmente, os nucleos da base
sdo representados pelo claustrum, corpo amigdaldide, nucleo caudado,
putdmen e globo palido. Estes trés ultimos nucleos constituem o corpo estriado
(HEIMER et al, 2003). O corpo estriado se divide em uma area mais antiga,
chamada de paleoestriado ou pallidum (globo palido), e uma mais recente,
denominada neoestriado ou simplesmente striatum, que compreende o
putdmen e o caudado. A esse esquema de organizagao do corpo estriado, veio
juntar-se, mais recentemente, a concepgao de corpo estriado ventral, formado
por extensdes ventrais do striatum e do pallidum que tém conexdes com areas
corticais do sistema limbico e, desse modo, participam da regulagdo do
comportamento emocional. Essa extens&o ventral do pallidum (palido ventral)
corresponde ao territério anteriormente incluido na substancia inominada de
Reichert e situa-se adjacentemente ao feixe prosencefalico medial (HEIMER,
1995) e ao nucleo basal de Meynert. Por vezes esse nucleo de Meynert é
utilizado como sinénimo de substancia inominada (HEIMER, 1995) e esta
funcionalmente relacionado aos mecanismos de vigilia e atengdo (HAINES,

2006; HEIMER & VAN HOESEN, 2006).

Conjunta e superiormente, striatum e palido ventrais sdo como que

cobertos pelo brago anterior da capsula interna, que contém fibras de projecéo
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para o cortex pré-frontal e cingular anterior (HEIMER et al, 2003). Ja
medialmente ao striatum e ao palido ventrais, localiza-se a porgcdo do
hipotalamo que forma a parte inferior da parede ipsolateral do terceiro

ventriculo (RIBAS, 2007).

E importante ressaltar que, enquanto o striatum recebe projecdes de
toda a extenséao cortical, o globo palido se projeta predominantemente para as
areas corticais anteriores (HEIMER e VAN HOESEN, 2006), podendo, no
entanto, também influenciar outros processos perceptivos como, por exemplo,
visuais e de discriminagcdo de objetos, através da sua interacdo com areas
corticais mais posteriores. Alguns autores conceituam o striatum ventral e o
palido ventral como regides dos nucleos da base que abrigam o sistema
cortico-estriatal-palidal ventral, distinto do classico sistema coértico-estriatal-
palidal dorsal, relacionando-os com atividades motoras e com implicacdes

neuropsiquiatricas (HAINES, 2006; MELLO e VILARES, 1997).

Além disso, o striatum ventral compreende a area que abriga o NAcc e
as porgcdes mediais/ventrais do putdmen, além da cabec¢a do nucleo caudado.
Assim, o NAcc € topograficamente situado a porgdo do striatum em que o
putdmen e a cabeca do nucleo caudado encontram-se unidas sob o braco
anterior da capsula interna (HEIMER et al, 2003; HEIMER & VAN HOESEN,

2006).

DaCunha,IC 9
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Figura 1. Localizacdo do Nucleo Accumbens. Adaptacédo do Atlas The rat brain in stereotaxic
coordinates. PAXINOS e WATSON, 2006.

Evolutivamente, o nucleo accumbens ja € encontrado em aves
(VEENMAN, 1995). As aves apresentam os nucleos da base bem
desenvolvidos, localizados dentro do telencéfalo, incluindo o striatum. Diversas
regides paliais que se projetam para o striatum em aves, bem como em
mamiferos, sdo partes da elevada organizagao do sistema sensorial e do
sistema motor. A expansao do sistema corticoestriatal, tanto em aves como em
mamiferos, parece incluir dois tipos de neurdnios paliais: (1) aqueles que se
projetam tanto para o striatum quanto para o tronco cerebral e (2) aqueles que
se projetam em direcédo ao striatum, mas nao ao tronco cerebral. A auséncia da
expansao das projegdes corticoestriatais de qualquer um dos tipos de
neurbnios em anamniotas sugere que a transicdo anamniotas-amniotas foi

marcada pelo surgimento de um sistema de projecéo corticoestriatal como
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fonte proeminente de informacdo sensorial e motora para o striatum. A
chegada desta fonte de informagdes, possivelmente, facilitou o papel dos

nucleos da base no controle do movimento (VEENMAN, 1995).

Em ratos, o NAcc € um dos principais componentes da regido do
striatum ventro-medial (MALDONADO-IRIZARRY, et al, 1995). Este nucleo
esta envolvido em varios processos comportamentais, tais como: atividades
motoras (GARGIULO, 1996) motivagdo e reforco (SALAMONE, 1994), e

também nas fung¢des cognitivas (USIELLO et al, 1998).

Mogenson, em 1980, publicou um trabalho considerando o NAcc como
uma interface essencial entre motivagdo e ag¢do, ou seja, como um elemento
chave na integracdo da afetividade e cognicdo com as agbes motoras
voluntarias. Nesse periodo, foram realizadas muitas pesquisas sobre a
anatomia do cérebro de roedores a fim de se investigar a interface entre o
sistema limbico e motor. Paralelamente, os mecanismos neuronais, por meio
dos quais a motivacdo pode ser convertida em acdo, também foram
amplamente estudados. Segundo Mogenson, o NAcc € um componente
fundamental desta interface neuronal, pois recebe aferéncias de estruturas do
prosencéfalo limbico, direta ou indiretamente, através da area tegmental ventral
(ATV), e envia sinais para o sistema motor através do globo palido

(MOGENSON et al, 1980).

O NAcc pode ser considerado uma regido de interconexao, recebendo
projecdes de células dopaminérgicas, situadas na ATV, e atua como um local

de convergéncia para estimulos procedentes da amigdala, hipocampo, area
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cingulada anterior e parte do lobo temporal. Do NAcc, partem eferéncias para o
hipotalamo, area cingulada anterior e lobos frontais. Neurénios dopaminérgicos

na ATV modulam a atividade de neurénios dentro do NAcc (KELLEY, 2004).

O NAcc, a partir dai, tem sido considerado potencialmente envolvido na
atividade de locomocdo, sendo que esta capacidade locomotora € um dos
componentes de ataque e de defesa que facilita a procura pelos alimentos e
que permite outros comportamentos, incluindo o reprodutivo, além de estar
diretamente relacionada a mecanismos de adaptacédo e de sobrevivéncia das
espécies. O NAcc também tem sido envolvido nas respostas motoras orais,
utilizadas na alimentagdo, na ingestdo de agua, na vocalizagdo e em outras

respostas adaptativas (MOGENSON et al, 1980).

O papel do NAcc e sua relagao funcional com a ATV e o globo palido tem
sido amplamente investigado por diversos laboratérios de pesquisa que o
apontam como uma interface limbico-motora (MOGENSON et al, 1980). De
acordo com essa interface limbico-motora, considera-se que para iniciar uma
acao € necessario que diversas estruturas do prosencéfalo limbico, também
denominado de cérebro emocional, realizem variados processos cognitivos,
envolvendo experiéncias prévias e aprendizagem. Ainda que a proposta desse
modelo inclua a necessidade de realizagdo de mais pesquisas para verificar
como o cérebro emocional e o cognitivo operam juntos na iniciagcdo da
resposta motora, pode-se dizer que o NAcc recebe convergéncia de

informagbes de regides cerebrais envolvidas na aprendizagem emocional,
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memoria e cognigdo. Algumas dessas regides sao, por exemplo, a amigdala,

0 hipocampo, o talamo e o cértex pré-frontal (MOGENSON et al, 1980).

Em suma, o NAcc tem um papel crucial nos comportamentos envolvidos
com 0s processos naturais de recompensa, controle motivacional, ingestdo de
alimento, comportamento sexual e aprendizagem instrumental (KELLEY et al,

2002, 2005).

1.2 Nucleo Accumbens: as sub-regides

No inicio da década de 1990, o NAcc, embora ja considerado um
substrato importante na mediacdo de efeitos reforgadores de substancias
estimulantes psicomotoras, foi alvo de uma relevante reorganizagado anatémica,
embasada na analise das suas conexdes neurais e no seu perfil histoquimico.
A partir dai, o NAcc passou a ser considerado uma estrutura heterogénea,
contendo pelo menos duas sub-regiées anatdémicas e funcionalmente distintas:
o centro (o termo inglés core sera traduzido como centro) que compreende a
area ao redor da comissura anterior e a concha (o termo inglés shell sera
traduzido como concha), uma regido que se estende medianamente,
ventralmente e lateralmente ao redor do centro (ZAHM e HEIMER, 1990;
HEIMER et al., 1991; JONES et al.,, 1996; DAVID et al., 1998; KELLEY e

BERRIDGE, 2002).

As sub-regides do centro e da concha possuem diferengas em relagao

as suas aferéncias e eferéncias (ZAHM e BROG, 1992). Em ratos, as sub-
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regides concha e centro também podem ser reconhecidas por possuirem
diferentes conexdes e especificidades neuroquimicas, além de identidades
funcionais distintas. O centro assemelha-se em varios aspectos ao complexo
caudado-putamen por seu carater striatal; e a concha apresenta, além das
caracteristicas striatais, uma diversidade muito maior de caracteristicas
neuroquimicas e de conexdes aferentes e eferentes. (GROENEWEGEN et al,

1996).

Embora tanto o centro quanto a concha recebam aferéncias do
hipocampo, a regido do subiculo ventral projeta-se principalmente para a
concha, enquanto o subiculo dorsal projeta-se para o centro. Paralelamente,
diferentes regides do cortex pré-frontal projetam-se para diferentes areas do
NAcc, como por exemplo, a area pré-limbica que projeta-se para o centro,
enquanto a area infra-limbica e o cortex piriforme projetam-se para a concha
(BROG et al, 1993). Alguns sub-compartimentos especificos da amigdala
também alcangam sub-regides do NAcc, principalmente a regido da concha
(WRIGHT et al, 1996). Em relacdo as eferéncias, o centro conecta-se com
estruturas classicas do ganglio basal, que sao sistemas de saida, tais como: o
palido ventral, o nucleo subtaldmico e a substancia negra, enquanto a sub-
regido da concha projeta-se preferencialmente para regides subcorticais
limbicas, tais como o hipotalamo lateral (LH), a ATV, a regido do palido ventral
ventro-medial e para os centros autonémicos do tronco cerebral (USUDA et al,

1998; KELLEY, 2004).

A concha do NAcc apresenta interconexdes entre circuitos corticais e

circuitos do hipotalamo e do tronco cerebral (KELLEY, 2004). Tem sido
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sugerido que a inervagado da regido da concha € especialmente responsiva a
ingestdo, em experimentos sobre alimentacdo (TANDA e DI CHIARA, 1998;
BASSAREOQO e DI CHIARA, 1999), e no uso e abuso de drogas (DI CHIARA et
al.,, 1993; PONTIERI et al., 1995; CARLEZON e WISE, 1996; TANDA et al.,
1997). A partir deste enfoque, a concha é considerada um importante
componente de um sistema neuronal envolvido no comportamento de ingestéo
de alimentos em ratos (STRATFORD, 2005). Também, em ratos saciados, os
antagonistas  glutamatérgicos promovem uma especifica resposta
comportamental de ingestdo de alimento (STRATFORD et al.,, 1998;

MALDONADO-IRIZARRY et al., 1995).

Especificamente na concha do accumbens, a transmissdo dos
aminoacidos atua como uma espécie de interruptor do circuito central, visando
flexibilizar o inicio ou o término do ato de consumir alimentos, através das vias
de conexdes descendentes para os sistemas hipotalamicos de controle da

ingestdo (BALDO e KELLEY, 2007).

Em relacdo ao que vem sendo investigado sobre a sub-regido do centro
do NAcc, estudos sugerem que este nucleo esta envolvido tanto na resposta de
aprendizagem (KELLEY et al., 1997) quanto em uma resposta comportamental
que esta sujeita a um estimulo condicionado (BASSAREO e DI CHIARA, 1999;
DI CHIARA e IMPERATO, 1998; PARKINSON et al., 1999b, 2000).

Sendo assim, o NAcc tem um papel chave nos circuitos neuronais que
sdo responsaveis por comportamentos dirigidos a um determinado alvo, tais

como aqueles que fundamentam a procura compulsiva por drogas em
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individuos dependentes de cocaina (KELLEY, 1999b; GROENEWEGEN e

UYLINGS, 2000).

1.3 Nucleo Accumbens e cérebro emocional

O NAcc esta relacionado a fungao de interacdo, comunicando-se com as
regides limbicas e, portanto, emocionais. Sendo assim, o sistema limbico ou
emocional compreende tanto o cortex como sistemas sub-corticais, incluindo a
formagdo hipocampal, o complexo do nucleo amigdaldéide, o hipotalamo, o
cértex cingulado, a ATV, outras areas importantes do cértex pré-frontal e o
proprio NAcc (DUGAL, 2003). O termo sistemas emocionais engloba cada
uma destas areas e sua distribuicdo para o prosencéfalo, mesencéfalo e
hipotalamo. Estas regides sao interconectadas e, na maioria das vezes, por
vias reciprocas, ou seja, por via de mé&o dupla entre o prosencéfalo e
mesencéfalo limbico, sendo que ainda, do prosencéfalo limbico, partem
projecbes para a regiao do tronco cerebral e do mesencéfalo, justificando o
termo area mesencefalica limbica (MORGANE et al, 2005). Alguns sistemas de
neurotransmissores tém sido investigados na tentativa de se compreender
melhor algumas dessas complexas redes neurais. Na figura 2 estéo
representadas algumas areas dos sistemas emocionais e vias que,
provavelmente, estdo envolvidas em um fluxo de informag¢des que podem gerar

comportamentos emocionais (MORGANE et al, 2005; DUGAL, 2003).

Da Cunha, I C 16




Nucleo Accumbens, ansiedade e ingestédo de alimento em ratos

Tomada Cortex Pré-Frontal
de decisao

Memoria Hipocampo
Explicita

Significado Amigdala
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Figura 2. Esquema representando as sub-regides concha e centro do NAcc e algumas de suas
aferéncias e eferéncias. ATV: area tegmental ventral; NTS: nucleo do trato solitario; HL:
hipotalamo lateral; NLST: nucleo lateral da estria terminal; CeAM: nucleo central da amigdala;
PVvm: nucleo ventro-medial do palido ventral; PVdI: nicleo dorso-lateral do pélido ventral.

O cérebro emocional esta organizado em termos de elaboracédo e
coordenacgao de variados e complexos padrdes de comportamento (RAMNANI

et al, 2002; MORGANE et al, 2005). Nesse sentido, processos complexos
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como a inteligéncia, a memoria, a aprendizagem e a personalidade n&o
apresentam uma localizag&o especifica, ou seja, ndo podem ser representadas
como um lbécus, porém sao consideradas propriedades emergentes das
atividades neuronais realizadas dentro de sistemas funcionais bem distribuidos.
Em outras palavras, estes aspectos sao considerados reflexos de funcdes
integrativas, isto €, uma reunido de complexas redes funcionais (RAMNANI et

al, 2002).

Estes aspectos sdo decorrentes de dois processos que suportam as
funcdes cerebrais. Um deles é a segregacgao funcional, a qual objetiva localizar
as fungdes de grupos celulares especificos. O outro processo é a integragéo
funcional, na qual as fungdes sao interpretadas em termos de fluxo de
informagdes entre diferentes areas cerebrais (ROBERTS, 1966; KOTTER e

MEYER, 1992).

Tal fluxo de informagdes, em redes neuronais especificas, € responsavel
pela formag¢ao da memoaria, adicado e plasticidade, por exemplo. Envolve, ainda,
sistemas de neurotransmissores, como por exemplo, a serotonina, dopamina,
noradrenalina, o acido-gama-amino butirico (GABA), o glutamato e a
acetilcolina, os quais s&o importantes nos estados de vigilancia, de refor¢o e na
regulagéo das atividades da regido septo-hipocampal especificas (MORGANE

et al, 2005).
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1.4 Ndcleo Accumbens: uma viséo geral da neuroquimica

No NAcc alguns sistemas de neurotransmissores estdo envolvidos com
as informagdes processadas em diversas regides do cérebro e do tronco
cerebral. Alguns desses sistemas sdo bem conhecidos.

O sistema serotoninérgico exerce um papel importante no controle de
funcdes cerebrais complexas como aprendizagem, memdria e regulagao
cerebral através de diferentes estagios do ciclo sono — vigilia (JACOBS e
AZMITIA, 1992). A serotonina também esta envolvida na regulagdo de varios
sistemas do cérebro limbico (KOOB, 2000). Antagonistas serotoninérgicos
reduzem o aumento de dopamina no cortex pré-frontal e no NAcc (COSTALL et
al, 1990). Sendo assim, a serotonina deve modular a liberagdo de dopamina
no prosencéfalo limbico por induzir a sua liberacédo na ATV (MORGANE et al,
2005). A dopamina liberada no prosencéfalo e, especialmente no NAcc, tem
sido associada com os efeitos reforgadores do uso de drogas (SALAMONE et
al, 2003). Recentemente, Baldo e Kelley (2007) propuseram que o processo de
ativacao do sistema motor deve estar dissociado sendo que a dopamina deve
estar associada a procura por alimentos e a liberagao do peptideo opidide na
regido striatal deve influenciar o comportamento relacionado a sensagédo de

prazer (BALDO e KELLEY, 2007).

Quanto a transmissao dopaminérgica, parece que esta ainda deve ser
importante na memoria de associacdo entre as agdes motoras e a capacidade
de atingir um determinado alvo, possivelmente nas representagbes neurais

correspondentes ao resultado de uma recompensa (BALDO e KELLEY, 2007).
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Nos ultimos anos, evidéncias tém-se acumulado, sugerindo que estes
processos sao possibilitados por areas cerebrais e por sistemas de
neurotransmissores distintos dentro do mesmo sitio do nucleo accumbens. As
teorias sobre as fungbes dopaminérgicas divergem sobre varios pontos, mas
ha uma aceitagdo geral de que a dopamina estd envolvida na mediagcdo da

ativacdo motora (BALDO e KELLEY, 2007).

O NAcc, além de receber aferéncias dopaminérgicas da ATV, recebe
também aferéncias glutamatérgicas do cértex pré-frontal, amigdala basolateral,
subiculo inferior do hipocampo e nucleos hipotalamicos intralaminares
(KELLEY e DOMESICK, 1982; BERENDSE et al., 1992; SHINONAGA et al.,
1994). O glutamato (GLU), principal neurotransmissor excitatério do sistema
nervoso central (SNC), atua em circuitos neuronais envolvidos com a
plasticidade sinaptica, tais como, aprendizagem e memdria emocionais (Da
CUNHA et al., 2005), e em circuitos relacionados a ingestdo de alimentos

(RUMPEL et al, 2005).

French e Totterdell (2003) demonstraram que neurbnios aferentes
glutamatérgicos, provenientes do cortex pré-frontal, do hipocampo e da regido
basolateral da amigdala podem se sobrepor na modulagdo de neurdnios
gabaérgicos, salientando a funcédo integradora do NAcc (FRENCH e

TOTTERDELL, 2003).

Circuitos glutamatérgicos envolvidos no comportamento alimentar,
especialmente aqueles localizados no NAcc, foram altamente conservados

durante a evolugdo biologica (KELLEY, 2004). Entretanto, cerca de 90 % do
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nucleo accumbens compdem-se de neurbnios médios espinhais,

essencialmente gabaérgicos (MEREDITH, 1999).

Varios comportamentos direcionados a execugdo de uma agao
especifica sao considerados como sendo regulados por projecdes
glutamatérgicas que se originam em regides limbicas do cortex frontal, as quais
convergem sobre os neurbnios médios espinhais do NAcc (HEIDBREDER e
GROENEWEGEN, 2003). O cértex cingulado anterior projeta-se para o NAcc
por uma via de proje¢des glutamatérgicas (CARDINAL et al, 2002) e constitui
uma parte do cértex pré-frontal medial que tem sido fortemente relacionado

com o processamento emocional.

Devido ao fato de que grande parte dos neurotransmissores GABA é
liberada no nucleo accumbens (SUN e CASSEL, 1993; CHURCHILL e
KATIVAS, 1994; KAWAGUCHI et al.,, 1995; VAN BOCKSTAELE e PICKEL,
1995; MEREDITH, 1999), o efeito dos agonistas gabaérgicos deve revelar,
principalmente, como o0s micro-circuitos do NAcc organizam o0s
comportamentos de apetite versus comportamentos defensivos (REYNOLDS e
BERRIDGE, 2003). Os circuitos do NAcc estdo organizados em duas maneiras
distintas para alcangcar o controle basal classico do sistema motor: por
conexdes as estruturas do nucleo palido que processam informagdes para o
cértex motor (voluntario), e por proje¢cdes diretas aos circuitos hipotalamicos
que se comunicam com os centros de controle motor e autondmico (KELLEY et

al., 2005).
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A inibicdo funcional dos neurbnios do NAcc pelos antagonistas
glutamatérgicos induz efeito ansiolitico em ratos (MARTINEZ et al., 2002), ou a
estimulacédo pelos receptores GABAA e GABAB (STRATFORD e KELLEY,
1997) induz hiperfagia em animais saciados. Este efeito hiperfagico é
semelhante ao encontrado no estudo de Berridge e Valenstein (1991) que
utilizaram estimulagdo elétrica no hipotalamo lateral (HL - BERRIDGE &
VALENSTEIN, 1991). A administracdo local de agonista do receptor do

glutamato no HL também induz a hiperfagia (DUVA et al., 2001).

1.5 Receptor glutamatérgico do tipo AMPA

Glutamato € um aminoacido que age como principal neurotransmissor
excitatério no sistema nervoso central. Durante anos pensou-se que o efeito do
glutamato no cérebro fosse mediado exclusivamente através de canais ibnicos.
Entretanto, a partir das duas ultimas décadas, varios estudos permitiram
categorizar dois tipos de receptores de glutamato: metabotrépico e ionotropico.
Esta classificagdo € baseada sobre o acoplamento intra e extracelular e sobre
diferentes caracteristicas farmacoldgicas e bioquimicas (Figura 3 - BERGINK,

2004).

Os receptores metabotropicos sao ligados a proteina G e, embora sejam
frequentes nos mesmos neurbnios que possuem 0s receptores ionotropicos,
interagindo em quase todos os casos dentro de complexas redes neurais, estes

nao serao discutidos neste trabalho.
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Os receptores ionotropicos sao compostos por quatro ou cinco
subunidades formando um poro central com conduténcia para Ca** ou Na® e
incluem trés importantes grupos: N-Metil-D-aspartato (NMDA), cainato e a-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolproprionato  (AMPA), classificados por
caracteristicas especificas conforme a sua unido com o agonista (NAKANISHI,

1992; HOLLMANN e HEINEMANN, 1994).

O subtipo NMDA possui varias subunidades, porém a combinacao de
duas subunidades de NR1 (onde se liga glicina) e NR2 (onde se liga glutamato)
constitui os receptores presentes em maior numero no SNC (DINGLEDINE et
al, 1999). Os receptores AMPA sao formados por subunidades GLUR1-4
(BOULTER et al., 1990) e os receptores cainato possuem subunidades

denominadas GLUKAS-7 e GLUKA1-2 (HUETTNER, 2003).

Em muitas sinapses no SNC, o receptor NMDA coexiste com receptores
cainato e com receptores AMPA. A ativacdo de receptores AMPA e Cainato
promove uma corrente de despolarizagdo que evoca uma resposta sinaptica
rapida, induzindo a ativacdo de receptores NMDA que s&o voltagem-
dependente, ou seja, tanto AMPA quanto Cainato mediam a transmisséo

sinaptica excitatoria rapida (COTMAN et al., 1995).
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Figura 3: Subtipos de receptores Glutamatérgicos
Fonte: BERGINK, V. et al., European Neuropsychopharmacology 2004, 14: 175-183.

Dessa forma o processamento neural depende de uma agao balanceada
dos receptores glutamatérgicos de diferentes classes (BERGINK, 2004). Por
exemplo, a neurotransmissao glutamatérgica desempenha fungao fundamental
na cogni¢cao, na aprendizagem e memoria (DAVIS et al., 1994; MAREN, 1996;
LEDOUX, 1994). A densidade dos receptores NMDA ¢ alta em regides limbicas
e corticais. A distribuicdo dos receptores AMPA e cainato € similar aquelas
exibidas pelos receptores NMDA, consistindo em uma agdo comum, como um
par funcional. (KRYSTAL et al., 1999). A localizacdo destes receptores esta
relacionada ao seu papel na cognicao, percepcao e humor (KRYSTAL et al.,

1999).
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Embora os receptores AMPA sejam abundantes no NAcc (BERNARD et
al., 1997; CHEN et al.,, 1998) a regulacdo de suas expressdes pode ser
diferenciada, visto que a exposicdo de ratos a diferentes ambientes ou
ambientes enriquecidos altera a expressao de receptores NMDA, mas nao de
receptores AMPA, tanto na concha quanto no centro do NAcc (WOOD et al.,

2005).

Desse modo, o ciclo, a taxa de renovagao e a inser¢cao celular de
receptores AMPA e NMDA s&o regulados independentemente (ZHOU et al.,
2001). Além disso, o numero de receptores AMPA, diferentemente dos
receptores NMDA, ndo diminuem em funcdo do desenvolvimento (BOTTJER,
2002), embora possam rapidamente aumentar logo apdés a aprendizagem

(BREDT e NICOLL, 2003).

Também tem sido sugerido que 25% dos receptores AMPA e cainato
estdo envolvidos na regulagdo pré-sinaptica da liberagdo de dopamina. Isto
indica que receptores AMPA no NAcc de ratos estdo localizados sobre os
terminais pré-sinapticos de fibras dopaminérgicas reforcando o papel dos
receptores AMPA, na regulagdo pré-sinaptica da liberacdo de dopamina no

striatum de ratos (ZAVITSANOU et al, 1996).
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1.6 Envolvimento do NAcc no controle da ingestdo do alimento

O NAcc esta situado em uma regido anatébmica estratégica que permite
a sua participagéo no controle neural da ingestado de alimento. Este nucleo tem
sido muito utilizado para investigar como a integragao de estimulos internos e
externos ao organismo (do meio ambiente) regulam a ingestdo de alimento ou
apetite, e como o NAcc pode influenciar as vias eferentes no controle da

alimentacao (KELLEY, 2004).

O NAcc recebe informagdes do tronco cerebral, relacionadas ao paladar
e as funcgdes viscerais, através de aferéncias do nucleo do trato solitario para a
regido medial da concha, bem como através de uma via indireta do cortex
gustatdrio, passando pelo tdlamo gustatoério e dai alcangando a concha lateral
e centro do NAcc (RICARDO, 1978; SAPER, 1982). Tanto o paladar quanto as
informagdes do trato gastrintestinal podem influenciar o NAcc por duas vias que
passam pela amigdala: uma que se projeta do nucleo do trato solitario para o
nucleo central da amigdala, e area tegmental ventral, e a outra envolvendo
projecdes do cértex gustatério até a amigdala basolateral e dai para o nucleo
accumbens (McDONALD e JACKSON, 1987). Essas vias de sinalizagéo
interna para a manutencdo da homeostasia que alcangam o NAcc incluem as
projecbes do hipotalamo lateral para a regido medial da concha (KELLEY,

2004).

Muitas vias eferentes do centro do NAcc chegam até circuitos classicos
de controle motor, como por exemplo, os que envolvem o0s nucleos da base,

enquanto que os principais sistemas eferentes da concha envolvem regiées do
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nucleo palido ventro-medial e hipotalamo lateral (KELLEY, 2004). Essas
projecbes descendentes para o hipotalamo lateral envolvem estruturas que
controlam diretamente os padrdes originados pelo tronco cerebral na realizagéo

de acdes motoras e autondmicas relacionadas com o ato de comer.

Em resumo, verifica-se que tanto a concha quanto o centro comunicam-
se extensivamente com varios circuitos que controlam a percep¢ao do paladar,
o balanco energético, a fungdo autonOémica visceral e os efetores somato-
motores relacionados com a ingestdo de alimentos (KELLEY, 2004;

STRATFORD et al., 1998).

No NAcc o comportamento de ingestdo parece ser regulado por
multiplos sistemas de neurotransmissores como o glutamato, GABA, opidides e
dopamina (KELLEY et al, 2005). Em relagdo a neurotransmisséo
glutamatérgica, embora haja um consenso de que os receptores AMPA
localizados no NAcc sejam importantes na modulagdo da ingestdo de
alimentos, existem dados conflitantes relacionados ao efeito da ativacéo
desses receptores no NAcc sobre a ingestdo de alimento. Por exemplo, a
administracdo de um agonista do receptor AMPA aumentou, de forma dose-
dependente, a ingestdo de alimento em ratos saciados, quando administrado
na concha do NAcc (ECHO et al, 2001), em semelhang¢a ao que ocorre quando
0 mesmo agonista € microinjetado no hipotalamo lateral (KHAN et al, 1999;

STANLEY et al, 1996; STANLEY et al, 1993).

Entretanto, também, tem sido demonstrado que a microinjecédo de

antagonistas dos receptores AMPA na concha do NAcc, mas ndo no centro,
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induz hiperfagia em ratos, sugerindo que a neurotransmisséo glutamatérgica na
concha do NAcc pode inibir tonicamente a ingestdo de alimentos (KELLEY e
SWANSON, 1997; STRATFORD et al.,, 1998; REYNOLDS e BERRIDGE,

2003).

De acordo com os estudos de Ann Kelley, essa resposta hiperfagica,
induzida pela microinjecdo de antagonista AMPA na concha do NAcc, era
semelhante aquela induzida pela estimulagcdo elétrica do LH, e poderia ser
bloqueada pela microinje¢do simultdnea de muscimol no LH, sugerindo que o
NAcc poderia modular a ingestdo de alimento através do LH (KELLEY, 2004).
Ann Kelley propds, entdo, que o efeito hiperfagico induzido pela microinjegao
de antagonista AMPA seria decorrente da remogao da influéncia excitatoria que
as aferéncias glutamatérgicas exerceriam sobre neurbnios gabaérgicos do
NAcc, os quais inibiriam o hipotalamo lateral, e consequentemente a ingestao
de alimento. Desse modo, o bloqueio dos receptores AMPA na concha do
NAcc, resultaria em desinibicdo do hipotalamo lateral, favorecendo o
aparecimento de intensa ingestdo de alimento (KELLEY, 2004). Essa teoria
tem sido corroborada por estudos demonstrando que a inibicdo da concha do
NAcc com a microinjegdo de muscimol, agonista dos receptores GABAa, ou
baclofem, agonista do GABAg, também induz significativo aumento da ingestao

de alimento (LOPES et al., 2007).

Ann Kelley também tem postulado que a via concha do NAcc -
hipotalamo lateral constitui uma importante rota de comunicagdo entre
mecanismos hipotaléamicos e estriatais no controle do comportamento motivado

(KELLEY, 1999), com a concha do accumbens agindo como uma espécie de
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sentinela sensorial, tendo como fungao ligar e desligar a via descendente
responsavel pela origem dos padrdes motores, relacionados com alimentagao,
via hipotadlamo lateral (KELLEY, 2004). Entretanto, a possivel ocorréncia de
hiperfagia e ansidlise ainda nao foi avaliada em relagéo ao bloqueio do receptor
AMPA no NAcc. A relacdo NAcc/medo/ingestdo tem importante implicagao
clinica e deve ser mais investigada, uma vez que estes diferentes estados
motivacionais sdo rompidos em alguns transtornos psiquiatricos, tal como

anorexia e bulimia (PATRICK, 2002).

1.7 Labirinto em cruz elevado

O Labirinto em cruz elevado (Figura 4) é um modelo animal baseado no
comportamento exploratorio de roedores. O modelo é simples, barato, ndo
utiliza choques elétricos como fonte de motivagado aversiva e ja foi validado

como util no estudo da ansiedade em animais (PELLOW et al, 1985).

O LCE tem favorecido o aumento do conhecimento acerca da
neurobiologia do comportamento relacionado a ansiedade em roedores.

Conforme pesquisa no sitio www.entrezpubmed.com com a palavra chave “plus

maze”, cerca de 2.900 artigos foram publicados sobre o tema desde a sua
criacdo, por Handley e Mithany, em 1984, com uma média de 120 artigos
anuais. O LCE é um modelo animal baseado no conflito em explorar um novo
ambiente e evitar uma situagdo de perigo em potencial durante esta
exploracdo. Ao longo da exposicdo, os animais esquivam-se dos bragos

abertos, preferindo explorar os bragos fechados. Esta preferéncia pelos bragos
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fechados tem sido atribuida ao baixo nivel de luminosidade do brago fechado
(ORLANDI PEREIRA, et al., 2005) e a presenga de superficie vertical que
permite o comportamento tigmotaxico nos bragos fechados do labirinto (TREIT

et al., 1993).

No LCE, algumas variaveis comportamentais tém sido consideradas
como indicativas do nivel de ansiedade dos animais. A porcentagem de
entradas nos bragos abertos e a porcentagem de tempo que o animal
permanece nos bracos abertos sdo consideradas variaveis comportamentais
representativas da exploragdo dos bragos abertos e s&do negativamente

relacionadas ao nivel de ansiedade do animal (FILE, 1992).

Desse modo, quanto maior o nivel de ansiedade do animal, menor a
exploracdo dos bragos abertos do labirinto, e vice e versa. O numero de
entrada nos bragos fechados tem sido considerado uma variavel representativa

da atividade locomotora do animal (FILE, 1992).

Além do nivel de ansiedade do animal, o LCE também tem incorporado
variagbes metodoldgicas que permitem avaliar a ocorréncia de aprendizagem.
Uma delas é a andlise temporal (avaliagdo minuto a minuto) na qual se avalia
como uma variavel comportamental especifica se comporta ao longo do tempo
(RODGERS et al, 1996; ORLANDI PEREIRA et al., 2005; ROSA et al., 2000).
Quando o comportamento exploratorio de roedores € fracionado em blocos de
1 minuto, observa-se que o animal exibe, ao final da exposi¢do, um aumento
da esquiva dos bragos abertos em comparagdo com o inicio da exposi¢cao

(HOLMES e RODGERS, 1998, RODGERS et al., 1996; ROSA et al., 2000),
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mostrando que a experiéncia em um dado minuto no LCE altera a exploracao
no minuto seguinte. Portanto, a esquiva dos bragos abertos aumenta do inicio

para o final do teste.

Outra variagdo metodolégica no LCE que permite avaliar
aprendizagem/memodéria € a dupla exposi¢ao ao labirinto, € a incorporacao de
uma sessao re-teste (usualmente 24h apds a primeira exposig¢ao; E4). Quando
re-exposto ao LCE (Ez), o animal exibe elevada esquiva dos bragos abertos em
relacgo a Eq, com um significativo encurtamento das variadveis
comportamentais representativas da exploragéo dos bragos abertos (GHIZONI
et al., 2006; HOLMES & RODGERS, 1998; RODGERS et al., 1996; ROSA et al.,
2000). Este fato indica que a experiéncia prévia altera significativamente a
exploragdo subsequente ao LCE, com o animal adquirindo um aumento do
nivel de ansiedade (efeito ansiogénico) durante a primeira exposicédo que €&
evocada durante a segunda exposi¢do ao labirinto (FILE, 1993; FILE e
ZANGROSSI, 1993). Ambas as analises, temporal e re-teste, tornaram-se
ferramentas usuais para a avaliacdo das mudancas de comportamento,
dependentes da experiéncia prévia, ou seja, do processo de aprendizagem
decorrente da exploragcdo do LCE. Uma vez que a esquiva dos bracos abertos
€ motivada pela aversdao que o animal demonstra pelos espacos abertos e ou
iluminados, € possivel assumir que ratos desenvolvem aprendizagem

emocional durante a exposicao ao LCE.

Estados emocionais sdo expressos através de respostas
comportamentais e fisioldégicas. Como resposta fisiologica existe a liberagao de

adrenalina da medula adrenal que induz hiperglicemia, preparando o
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organismo para a reagao de luta ou fuga. Visto que o controle da estratégia
defensiva a ser adotada depende de processos de natureza cognitiva
(GRAEFF, 1994), um estado hiperglicémico pode, adicionalmente, dar suporte
para a aprendizagem acerca do contexto no qual o estimulo aversivo esta

presente (GHIZONI et al., 2006).

Nesse viés, tem sido proposto que memodria emocional deve estar
facilitada na presenca de estresse induzido pela ativagdo simpatica, nao
somente pela elevagdo do suprimento de oxigénio para o sistema nervoso
central, mas também pela hiperglicemia que prové substrato metabdlico para
as mudancas celulares que fundamentam o processo de plasticidade neural
(McGAUGH, 1989). O aumento da oferta de glicose no sangue pode modular a
aprendizagem, atravessando a barreira hemato-encefadlica e agindo
diretamente no cérebro, e/ou indiretamente, ativando aferéncias vagais
(MESSIER, 2004) com resultante alteragdo na atividade neural das regides que

sado fundamentais para o processo de aprendizagem (GHIZONI et al., 2006).

1.8 Ansiedade, Nucleo Accumbens e LCE

O medo é um componente adaptativo de respostas a estimulos
potencialmente ameacgadores. E vantajoso responder com ansiedade ou medo
a certas situacbes ameacadoras porque a ansiedade/medo alerta para os
perigos e leva a tomar decisdes e coloca-las em pratica (HETEM, et al., 2004).
Entretanto, o medo exagerado, capaz de afetar a rotina diaria de uma pessoa &

considerado patoldgico. Ansiedade em humanos esta associada a medos
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inexplicaveis ou medo excessivo, terror e tormentos, ou ainda emogdes
inadequadas e inclui transtornos psiquiatricos distintos, tais como ansiedade
generalizada, panico, agorafobia, fobia social, transtorno obssessivo-

compulsivo, estresse pos-traumatico e dentre outros (KALUEFF, 2007).

Os mecanismos cerebrais que promovem as reacbes de medo em
humanos e animais sdo similares (Le DOUX, 1998). Visando a compreenséao
dos mecanismos envolvidos nos transtornos de ansiedade, diferentes modelos
animais tém sido utilizados. Esses modelos animais de ansiedade sao
importantes porque permitem analisar variaveis raramente controladas em
humanos, tais como doses da droga, nutrigdo, variaveis ambientais, de
adaptacao e diferengas individuais numa mesma espécie (PEZZE e FELDON,
2004; HETEM, et al., 2004). Nesse sentido, modelos animais de ansiedade sao
utilizados como testes pré-clinicos para drogas ansioliticas e como ferramenta
para estudar os substratos neurais que participam das reacdes de defesa de
animais diante de estimulos que representam perigo ou ameacga (KALUEFF,
2007).

A literatura ndo tem fornecido dados consistentes acerca do papel do
NAcc na regulacédo da ansiedade, especialmente considerando as sub-regides
centro e concha do NAcc. Por exemplo, foi demonstrado que o NAcc pode ser
uma regido importante para a expressao de estados de ansiedade em ratos
machos, pois a administracdo intra-NAcc de antagonistas NMDA e AMPA no
NAcc induziu efeito ansiolitico em ratos testados no LCE (MARTINEZ et al,
2002), sugerindo um papel ansiogénico para o glutamato no NAcc, embora

uma distingao entre as duas sub-regidées n&o tenha sido realizada.
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Por outro lado, tem sido demonstrado que a regido concha do NAcc,
mas né&o a regido centro, exibe um gradiente de motivagdo aversiva no sentido
rostro-caudal, quando submetida a microinjegdo de um antagonista do receptor
AMPA (REYNOLDS e BERRIDGE, 2003). Assim, quando o bloqueio dos
receptores AMPA ¢é feito em regides mais caudais da concha do NAcc,
observa-se a evocacgao de uma série de comportamentos defensivos, tais como
fugas, mordidas defensivas e vocalizagbes durante a aproximagao de perigo
(REYNOLDS e BERRIDGE, 2003), o que sugere um papel ansiolitico para a
ativacao dos receptores AMPA na concha do NAcc. Essa discrepancia entre
papel ansiogénico ou ansiolitico para o glutamato no NAcc, exibida pela
pesquisa basica, também esta presente em estudos com humanos, visto que a
estimulacdo cerebral profunda da regido da concha do NAcc diminuiu os
sintomas em pacientes com transtorno obsessivo-compulsivo (STURM et al,
2003) mas eliciou panico em um paciente com transtorno compulsivo-

obsessivo refratario (SHAPIRA et al, 2006).

Portanto, os dados da literatura ndo sdo conclusivos em relagdo a uma
agao ansiolitica ou ansiogénica para a neurotransmissdo do glutamato dentro
do NAcc. Essa questdo carece de maiores estudos, especialmente uma
investigacao visando estabelecer uma comparagao entre as sub-regides centro

e concha do NAcc em um modelo animal de ansiedade.

Com relagdo a plasticidade neural, tem sido demonstrado que a
aprendizagem e a memodria emocional, especialmente para a aquisicdo e
expressao de respostas condicionadas aversivamente, sao influenciadas por

aferéncias dopaminérgicas da ATV para o NAcc (PEZZE e FELDON, 2004).
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Também tem sido demonstrado que a administracdo de antagonistas de
receptores do tipo NMDA na regido centro do NAcc de ratos machos saciados
(SMITH-ROSE e KELLEY, 2000) ou privados de alimentagao (KELLEY, 1999;
KELLEY et al, 1997) prejudica a aquisi¢gao de aprendizagem instrumental. Além
disso, a exposi¢ao de ratos a um ambiente novo (HORVITZ, 2002), situag¢des
aversivas e estressantes, incluindo aquelas induzidas pela administragcao de
drogas que geram ansiedade (ansiogénicas), bem como o condicionamento
aversivo (CHENG et al, 2003; SALAMONE, 1994), pode induzir elevada
liberagdo de dopamina no NAcc (SALAMONE, 1994). Entretanto, embora
existam dados na literatura relacionando o NAcc aos processos de plasticidade
neural, a participacdo do NAcc na aprendizagem emocional no LCE ainda nao
foi avaliada, especialmente considerando-se as diferentes sub-regides do

NAcc.

Outro aspecto relevante, e que merece maiores estudos, é a relacao
ansiedade/ingestdo de alimento. Alguns disturbios de ansiedade séao
caracterizados por severo comprometimento da ingestdo de alimento, tais

como a bulimia e a anorexia nervosa (AN).

A AN é uma doenca debilitante, frequentemente fatal, que afeta,
principalmente, pessoas do sexo feminino. Pacientes com AN apresentam
severa perda de peso, distorcdo de sua imagem corporal (déficit cognitivo),
medo intenso de ganhar peso (SIEGFRIED et al, 2003), hiperatividade fisica,
além de depressao ou ansiedade (KAYE et al, 2000). Assim, uma combinag&o
de hipofagia e hiperatividade fisica determina um balan¢o negativo de energia

que pode culminar em morte por inanicdo (SIEGFRIED et al, 2003).
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Portanto, torna-se necessario um estudo do papel da neurotransmissao
glutamatérgica nas sub-regibes do NAcc sobre a ansiedade,
aprendizagem/memdéria emocional e ingestdo de alimentos. Desse modo, este
estudo teve como objetivo investigar o papel da neurotransmisséo
glutamatérgica no centro e na concha do NAcc, em relacdo ao nivel de
ansiedade, a aquisicdo da ansiedade/aprendizagem emocional no LCE e em
relacdo ao comportamento de ingestdo de alimento em fémeas de ratos.
Optamos pela utilizacdo de fémeas porque os disturbios de ansiedade sao

mais frequentes em mulheres (JENKINS, 1985; SIMONDS e WHIFFEN, 2003).

2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o efeito da microinje¢gdo de antagonistas dos receptores AMPA
nas sub-regides centro e concha do nucleo accumbens sobre o nivel de
ansiedade, sobre a aprendizagem emocional e sobre a ingestdo de alimento,

em ratos Wistar fémeas

2.2 Especificos

Avaliar o efeito da administragcdo local de antagonista competitivo do
receptor glutamatérgico do tipo AMPA nas sub-regides centro e concha do
nucleo accumbens sobre o nivel de ansiedade e sobre a aprendizagem

emocional no Labirinto em cruz elevado.
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Avaliar o efeito da microinjecdo de antagonista competitivo do receptor
glutamatérgico do tipo AMPA nas sub-regides centro e concha do nucleo
accumbens sobre o nivel de ansiedade e sobre a ingestdo de alimento na caixa

de ingestéao.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizadas 187 fémeas de ratos Wistar (Rattus norvegicus) com
dois meses de idade e peso corporal entre 200 e 250g provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal de Santa Catarina. Do total de 187 fémeas,
100 foram utilizadas para o Experimento 1, no Labirinto em cruz elevado e 87
foram utilizadas para o Experimento 2, na caixa de ingestdo. Durante sete dias,
os animais foram adaptados ao novo ambiente do laboratério e mantidos em
caixa de polipropileno (49x34x16cm). Em cada caixa, forrada com maravalha,
ficavam agrupadas cinco fémeas, dispondo de agua e alimento granulado (CR-
1 Nuvilab) ad libitum. A temperatura da sala foi controlada em valores
aproximados de 21+2 °C e ciclo de luz de 12 horas (luzes acesas das 06h as
18h). Apds a cirurgia, as fémeas foram mantidas individualmente por, no
minimo, sete dias, em caixas com as mesmas dimensodes citadas acima. A
manutencdo do animal nestas caixas visava minimizar as condi¢cdes de
estresse, favorecendo a recuperagao pos-cirurgica.

No periodo em que permaneceram no biotério, os animais foram

manipulados cuidadosamente, a cada dois dias, durante a limpeza das caixas.
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A fim de diminuir as variacdes do ciclo circadiano, todos os experimentos foram
conduzidos entre 9h e 14h. O manuseio dos animais seguiu as diretrizes da
Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento, € o protocolo
experimental foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica para o Uso de
Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (protocolo n°. 340/

CEUA/UFSC, Processo. 23080.008403/2005-72).

3.2 Drogas

Para cada um dos procedimentos experimentais foram utilizados os
seguintes tratamentos:
3.2.1 Experimento 1:

DNQX (6,7-Dinitroquinoxalina-2,3-diona, antagonista competitivo dos
receptores glutamatérgicos do tipo AMPA/Kainato) foi obtido da Tocris (USA) e
dissolvido em solugdo de dimetilsulféxido (DMSO) 50% (DMSO dissolvido em
salina 0,9%). A solucdo de DMSO 50% em salina 0,9% foi utilizada como
controle dos grupos que receberam micro injegdes de DNQX. Salina 0.9% foi
utilizada como controle do grupo microinjetado com DMSO 50% em salina
0,9%. DNQX foi administrado localmente, nas doses de 330ng e 660ng, sendo
que as doses foram selecionadas de acordo com a literatura (MALDONADO-
IRIZARRY et al, 1995; REYNOLDS E BERRIDGE, 2003).

3.2.2 Experimento 2:

CNQX (6-ciano-7-nitroquinoxalina-2-3-diona dissddica, antagonista do
receptor glutamatérgico do tipo AMPA/Kainato) foi obtido da Tocris (USA) e
dissolvido em uma solugéo de 0,25ml de Liquor artificial (147 mM Na*, 154 mM

CI, 3,0 mM K*, 1,2 mM Ca®, e 0,9 mM Mg®*; pH = 7,4), conforme a literatura
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(MALDONADO-IRIZARRY et al, 1995). Liquor artificial foi utilizado como
controle para os grupos microinjetados com CNQX, cujas doses foram
selecionadas pela literatura (MALDONADO-IRIZARRY et al, 1995) e foram de

2,5e 5,0 nmol.

3.3 Cirurgia estereotaxica

A técnica cirurgica foi realizada para a implantagdo das canulas-guia. Os
animais foram anestesiados, por via intraperitoneal (i.p), com uma mistura de
Xilazina/Ketamina (13mg/kg/87mg/kg; Konig). Apds a perda total dos reflexos
realizou-se a tricotomia do campo cirurgico, e em seguida, os animais foram
posicionados no aparelho estereotaxico, tendo a cabeca fixada por intermédio
de barras posicionadas no canal auditivo e na por¢cédo anterior da cabecga. Apos
assepsia feita com alcool iodado 1%, uma incisdo longitudinal com cerca de 1
cm de comprimento foi realizada na parte superior da cabeca, de forma a expor
a calota craniana. O peridsteo foi removido com tesoura, sendo o restante
raspado com espatula e agua oxigenada (10 vol). Com o auxilio de uma broca
ortodontica (n ° 6), foram feitos dois furos na calota craniana e, nesses, fixados
os parafusos (do tipo relojoeiro) para fixagdo de acrilico auto-polimerizavel
(Dental VIPI Ltda., Pirassununga, SP). A porgdo exposta do cranio foi seca
para garantir a adeséo do acrilico.

A seguir, duas céanulas-guia, confeccionadas a partir de um segmento
de agulha hipodérmica (0,7mm de diametro externo e 15mm de comprimento),
foram bilateralmente posicionadas a 2mm acima da regido do NAcc, de acordo
com as coordenadas descritas por Paxinos e Watson (2006), referentes as

por¢cdes da concha (AP+1,4mm do bregma, anterior a linha interaural; L *
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0,8mm para cada lado da sutura sagital; DV — 5,5mm abaixo da dura mater) ou
do centro (AP +1,2 mm, L £ 1,0 mm e DV -5,5mm). As canulas foram colocadas
uma de cada vez, em cada lado do cérebro. Apds a fixacdo da primeira, foi
colocado um pouco de acrilico auto-polimerizavel e, depois da secagem, o
braco estereotaxico foi deslocado lateralmente para a outra posicao,
previamente marcada. Em seguida, o segundo orificio foi realizado, sendo
introduzida a segunda canula, também fixada com acrilico polimerizavel, para
fixar as referidas canulas aos parafusos. Apds a secagem total do acrilico, para
cada uma das canulas, o braco do estereotaxico foi liberado e o mandril foi
adaptado e fixado na extremidade em contato com o acrilico, mantendo as
canulas-guia fechadas, de forma que a sua remogéo s6 ocorreu imediatamente
antes do experimento.

Ao final do procedimento cirurgico, os animais foram mantidos em local
aquecido até a recuperacao da anestesia e, posteriormente, retornaram para o
biotério do laboratério sob temperatura controlada, sendo mantidos
individualmente em caixas de polipropileno (49x34x16cm). La permaneceram
com agua e comida ad libitum, recebendo acompanhamento diario durante sete
dias, sendo manipulados somente durante a limpeza das caixas, a cada dois

dias. Apds esse periodo, foram iniciados os procedimentos experimentais.

3.4 Injecdes intracerebrais

A microinjegao das drogas e do veiculo foi realizada por meio de uma
agulha injetora (0,3 mm de didmetro), introduzida sequencialmente em cada
canula-guia, estando conectada por um tubo de polietileno a uma micro-seringa

Hamilton (capacidade de 1ul). A agulha injetora excedeu o tamanho da canula-
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guia em 2 mm. Os animais foram suavemente envoltos em um pedago de
toalha e levemente contidos durante a administracdo das drogas, salina e
veiculo. Com o objetivo de minimizar variagbes na pressao intracerebral, as
solugdes foram administradas bilateralmente, no periodo entre 1 e 3 minutos
para cada lado, sendo o volume injetado de 400 nl, de acordo com dados da
literatura (MALDONADO-IRIZARRY et al, 1995; STRATFORD, 1998;

REYNOLDS E BERRIDGE, 2003).

3.5 Modelos experimentais

3. 5.1 Labirinto em cruz elevado e registro comportamental

O Labirinto em cruz elevado (Figura 4) é constituido de duas passarelas
de madeira, dispostas perpendicularmente, formando assim uma cruz simétrica
(quatro bragos de 50 cm de comprimento por 10 cm de largura). Dois bragos
opostos sao fechados por paredes laterais de vidro fume, de 40 cm de altura,
enquanto os outros dois bragos sédo abertos, circundados por uma pequena
borda de acrilico (com 1 cm de altura) para reduzir a ocorréncia de quedas dos
animais. Na juncado entre os quatros bragos, delimita-se uma area central de 10
cm?. O labirinto é elevado a 50 cm do solo. Quatro lampadas fluorescentes
(15W cada), dispostas igualmente em forma de cruz, a 100 cm acima do
labirinto foram utilizadas como fonte de iluminacdo do experimento. O nivel
médio de iluminagdo nos bragos abertos (BA) e nos bragos fechados (BF) &
373 e 284 lux, respectivamente, com um gradiente de variagado de iluminagéo

de 89 lux entre o brago aberto e fechado.
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Para a primeira exposicado, cada animal foi colocado no centro do labirinto,
com o focinho voltado para um dos bragos fechados, e permitiu-se que os
mesmos explorassem o labirinto por 5 minutos. Ao término do periodo de
exploragcédo, o animal foi retirado e o labirinto foi limpo com tecido umedecido
em solucdo de alcool 20%, para evitar pistas odoriferas. No dia seguinte, cada
animal foi re-exposto ao LCE por 5 minutos, sem administracdo de drogas —
segunda exposi¢cdo. Cada exposicdo ao LCE foi filmada em VHS e a
transcricdo das gravagdes foi realizada posteriormente com o auxilio do

Programa Etholog 2.25 (OTTONI, 2000).

Figura 4. Fotografia do LCE

Laboratério de Neurobiologia de Sistemas

Emocionais e Motivacionais
CFS/UFSC.

A analise comportamental foi realizada considerando-se as variaveis
espacial-temporais tradicionais (PELLOW et al, 1985): numero de entrada nos

bracos abertos (EA) e fechados (EF), bem como as porcentagens de entrada
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nos bragos abertos (%EA) e de tempo de permanéncia nos bragos abertos
(%TA). A %EA foi calculada considerando-se o numero de entradas nos bragos
abertos em relagdo ao total de entradas (TE) efetuadas (%EA= EA/EA + EF x
100). E a %TA foi calculada considerando-se o tempo de permanéncia nos
bragos abertos em relagdo ao tempo total do teste (% TA = TA/300segundos x
100). A analise espacial-temporal foi complementada por uma andlise

etoldgica, envolvendo os seguintes comportamentos (SETEM et al., 1999):

e Auto-Limpeza: ato de limpar qualquer parte da superficie corporal com a
lingua, dentes e/ou patas dianteiras.

e Exploragao Vertical: € o comportamento de exploracdo do ambiente em
que o animal eleva o corpo sobre as patas traseiras. O animal também
pode ficar ereto para explorar o0 ambiente como se estivesse tentando
olhar por cima das paredes, com os quatro membros e o dorso em
extensao.

e Imersdo da cabeca: € o movimento de projecdo da cabeca ou do
mergulho da cabega para fora e para baixo, quando o animal esta nos
bragos abertos e/ou no centro do LCE. Em algumas situagdes, pode ser

observado quando o animal esta no brago fechado.

3. 5. 2 Caixa de ingestao e registro comportamental

A caixa de registro de comportamento alimentar (caixa de ingestdao —
Figura 5) foi confeccionada em vidro transparente de quatro mm de espessura,

apresentando medidas similares aos da caixa de hospedagem (49cm de
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comprimento, 34cm de largura e 40cm de altura). O chdo da caixa e trés das
quatro paredes laterais foram revestidos com plastico adesivo preto,
permanecendo uma parede lateral com vidro transparente. Do lado de fora
desse vidro foi colocado um espelho para possibilitar a visualizacao lateral do

comportamento do animal e permitir o registro da filmagem em VHS.

Figura 5. Fotografia da caixa de ingestéao

Laboratdrio de Neurobiologia de Sistemas

Emocionais e Motivacionais, CFS/UFSC.

Os registros em VHS foram analisados posteriormente com o auxilio do
programa Etholog 2.25 (OTTONI, 2000). Os seguintes comportamentos na

caixa de ingestédo foram considerados para analise (HALFORD, 1998):

e Ingestdo do alimento: é o ato apresentar movimentos de mastigacao

desde que este comportamento seja confirmado pela diferenga da
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pesagem da ragdo antes e depois do teste experimental (teste com
duragédo de 1 hora) (HALFORD, 1998). A ingestdo do alimento também
foi avaliada 24h depois da micro infusdo cerebral no centro e na concha

do NAcc.

Exploracdo do alimento: é dado pelo tempo em que o animal fica
segurando o alimento, levando-o a boca, tocando-o com a boca, ou pelo
tempo de aproximagao da boca diretamente ao alimento, apresentando

movimentos de mastigacéo da ragao (HALFORD, 1998).

Exploracéo vertical: é o ato de explorar o ambiente apoiado somente
nas patas traseiras, estando com as patas dianteiras livres, n&o
apoiadas no ché&o da caixa, ou seja, o animal permanece ereto. O animal
também pode ficar ereto para explorar o ambiente, como se estivesse
tentando olhar por cima das paredes, com os quatro membros e o dorso
em extensdo. Esse comportamento de estiramento vertical (escalando a
parede — Vertical Stretches) também foi considerado (WALL e

MESSIER, 2000).

Auto-Limpeza: ato de limpar qualquer parte da superficie corporal com

a lingua, dentes e/ou patas dianteiras. (SETEM et al., 1999).

Locomocéao: € o ato de se deslocar, deambular pela caixa experimental

(HALFORD, 1998). E o nimero de vezes que o animal se desloca para

frente, para tras ou para os lados na caixa de ingestao.
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e Avaliacdo de risco: trata-se do movimento de projecdo do corpo do
animal, retornando a posicéo inicial, realizado por esse para investigar o
ambiente a sua volta, com a cabecga, observando ao redor. Na avaliagao
de risco, as patas traseiras ficam fixas na base da caixa; as dianteiras se
movem para frente e, em seguida, retornam a posi¢cao original. Essa
variavel comportamental foi modificada do LCE para a caixa de ingestao,
utilizando-se como referencial a definicdo de RODGERS (1996) e CRUZ
(1994). A avaliagao de risco tem sido investigada na caixa de ingestao
pelo nosso laboratoério desde 2005 (RODGERS et al., 1996; CRUZ et al.,

1994).

Os procedimentos experimentais da caixa de registro de ingestéao (Figura
5) foram realizados entre 9h e 14h. Decorridos sete dias apds a cirurgia, os
animais foram ambientados a caixa de registro do comportamento alimentar
por aproximadamente 30 minutos ao dia, durante dois dias consecutivos. A
quantidade de racdo, pesada imediatamente antes do experimento e
disponibilizada ao animal durante o experimento, foi sempre de 100g. Os
testes experimentais tiveram a duragao de 1hora, sendo que apds este tempo a
racao foi pesada novamente, com vistas a avaliacdo quanto a quantidade
ingerida. Apos cada teste, os animais foram levados ao biotério, recebendo 100
g de racdo. A racgéao foi pesada novamente, 24 horas depois. Utilizou-se essa
metodologia uma vez que dados da literatura apontavam para o fato de que
alguns animais iniciavam a ingestdo do alimento bem depois dos
procedimentos experimentais, fato relatado apés um periodo de até 4 horas

(MALDONADO-IRIZARRY et al., 1995).
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Ao fim de cada teste, o aparato experimental foi limpo com tecido
umedecido em uma solugdo de alcool 20%, para evitar pistas odoriferas.
Imediatamente apds ao término do experimento, a racdo e a agua foram
pesadas e medidas, os respectivos valores anotados e posteriormente

analisados.

3.6 Procedimentos experimentais

3. 6. 1 Experimento 1

Os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica para a implantagao
bilateral das canulas-guia no centro ou na concha do NAcc, conforme descrito
no item 3.3. Sete dias apds a recuperagao cirurgica, cada animal recebeu uma
das seguintes microinjecdes locais (de acordo com o item 3.2): Salina 0,9%,
solugdo de DMSO 50% em Salina ou DNQX (330 e 660ng). Apés 10 minutos
da administragdo das drogas (conforme descrito no item 3.4), os animais foram

submetidos a duas exposi¢des ao LCE (como descrito no item 3.5.1).

3. 6. 2 Experimento 2

Os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica para a
implantagcéo bilateral das canulas-guia, no centro ou na concha do NAcc,
conforme descrito no item 3.3. Sete dias apds a recuperagdo cirurgica, os
animais receberam um dos seguintes tratamentos locais (como descrito no item

3.4): Liquor artificial, CNQX (2,5 e 5,0 nmol). Apds 10 minutos da administragao
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das drogas, conforme descrito no item 3.4, esses animais foram submetidos a

caixa de registro de ingestdo de alimento (como descrito no item 3.5.2).

3. 7 Perfuséo e Histologia

Ao final dos experimentos 1 e 2, os animais foram anestesiados com
pentobarbital sédico (50mg/kg, i.p.) e através de uma agulha introduzida no
ventriculo cardiaco esquerdo, foram perfundidos com solugdo salina 0,9%,
seguido de formol 10%. O posicionamento das cénulas-guia no cérebro foi
verificado por meio da microinjecdo de 0,2 pl de azul de Evans através da
canula injetora. Depois de dissecados, os cérebros permaneceram imersos em
formol 10% por um periodo de 14 dias, sendo posteriormente cortados em
fatias de 100 ym de espessura em um vibratomo. Os cortes foram montados
em laminas gelatinizadas e permaneceram secando aproximadamente por uma
semana. Em seguida, foram coradas pelo método de Nissl, e permaneceram
secando por igual periodo antes de serem analisadas ao Microscopio Optico
(MO). A reproducao grafica dos cortes e dos pontos de injegdo analisados ao
MO foi realizada a partir da observagdo e comparacdo com diagramas
coronais, obtidos do Atlas do cérebro de rato, de autoria de PAXINOS e

WATSON (1998).

3.8 Andlise de dados

Os dados relativos ao Experimento 1 foram analisados por analise de

variancia (ANOVA) de trés vias. O tratamento com droga foi utilizado como fator
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1; o sitio de microinjecdo (centro ou concha) como fator 2; e a exposicao ao LCE
(primeira ou segunda exposigao), como fator 3.

Os dados relativos ao Experimento 2 foram analisados por analise de
variancia de duas vias (ANOVA). O tratamento com droga foi utilizado como fator
1 e o sitio de microinjecao (centro ou concha) como fator 2. Quando tornaram-se
apropriadas, as analises de variancia foram seguidas pelo teste de Duncan para
multiplas comparagdes. Somente os valores de probabilidade, menores que 5%,

foram considerados significativos.

4 RESULTADOS

4.1 Experimento 1

A analise histologica indicou que do total de 100 fémeas utilizadas no
Experimento 1, 60 tiveram a canula-guia implantada precisamente nas regides
concha e centro do NAcc, ambas bilateralmente. Total de acertos bilaterais na
concha do NAcc: n=34 microinje¢des e no centro do NAcc: n=26 microinjecoes.
Os acertos foram distribuidos da seguinte forma: salina no centro (n=5) e na
concha (n=6); veiculo: centro (n=8) e concha (n=9); DNQX 330ng: centro (n=7)
e concha (n=10); DNQX 660ng: centro (n=6) e concha (n=9). Nao foram
incluidos na analise estatistica aqueles animais cuja histologia revelou outros
sitios de microinjecdo ou quando n&do houve acerto bilateral na regido da

concha e do centro do NAcc (Figura 6).

A analise de variancia indicou um efeito principal, significante para os

fatores droga, sitio de microinjecdo e exposicdo ao LCE para a variavel %EA
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(Tabela 1). O teste de Duncan indicou que as fémeas que receberam
microinje¢ao de 330ng e 660ng de DNQX na sub-regido concha, mas ndo no
centro do NAcc, exibiram aumento da %EA na primeira exposigdo, em
relacdo aos ratos que receberam microinjecéo de veiculo (y; Figura 7). Além
disso, a microinjecédo de 660ng de DNQX na concha do NAcc aumentou a %
EA na primeira exposicdo em relacdo ao respectivo grupo que recebeu
microinjegao no centro do NAcc (#). O teste de Duncan né&o indicou qualquer
diferenga entre os grupos durante a 22 exposigado. Considerando a comparagéao
entre as duas exposi¢des ao LCE, os grupos que receberam microinjecao de
veiculo ou DNQX (330ng e 660ng) exibiram aumento da esquiva dos bragos
abertos na segunda exposi¢cdo em relagdo a primeira, o que foi caracterizado

pela diminuicdo da % EA (*), de acordo com a Figura 7.
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Figura 6. Representacdo das sec¢fes coronais, ilustrando os locais atingidos pela
microinjecdo de salina, veiculo, DNQX 330ng e DNQX 660ng, nas sub-regifes do centro e da
concha do NAcc, de acordo com o atlas do cérebro de ratos (PAXINOS e WATSON, 2006). AP
entre +1,08 e +2,16mm anterior ao bregma. (O) Salina; (®) Veiculo; (A) DNQX 330; (l) DNQX
660. Total de acertos bilaterais: concha=34 e centro=26 microinjegdes: AcbC: centro do nucleo
accumbens; AcbSh:concha do nucleo accumbens; aca: parte anterior da comissura anterior; acer:
artéria cerebral anterior; cc: corpo caloso; ICj: llhas Callejas; ICjM: llhas Callejas maior;
LAcbSh:concha lateral do NAcc; LSD: parte dorsal do nucleo septal lateral; LSI: parte intermediaria
do nucleo septal lateral; LSS: striatum lateral; LSV: parte ventral ndcleo septal lateral; LV: ventriculo
lateral; mfb: prosencéfalo medial; MS: nucleo septal medial; Shi: septo hippocampal; Tu: tubérculo
olfatério; VDB: nucleo da banda diagonal e limbo vertical; VP: palido ventral.
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Figura 7. Efeito ansiolitico induzido pela microinjecdo de DNQX (antagonista do
receptor do tipo AMPA) na sub-regidao concha do NAcc. As fémeas receberam
microinjecdes bilaterais de salina, veiculo ou DNQX (330ng e 660ng) nas sub-regides
centro e concha do NAcc e foram submetidas a duas exposi¢des consecutivas ao LCE.
A segunda exposigao foi realizada no dia seguinte, sem microinjegdo de drogas. A
primeira exposicao (E4) esta representada a esquerda, enquanto a segunda exposigao
(E,) estéa representada a direita na figura. Os dados s&o representados como a média £
erro padrdo. *p<0.05 em relagdo a respectiva Eq; y p<0.05 em relagdo ao grupo que
recebeu microinjecéo de veiculo; # p<0.05 em relagéo ao respectivo grupo submetido a
microinjecdo no centro do NAcc (ANOVA de trés vias foi seguida pelo teste de Duncan

para multiplas comparacgdes).

A ANOVA nao revelou efeito principal, significante para os fatores droga
e sitio de microinjecdo para a %TA, mas indicou efeito para o fator exposicao
ao LCE (Tabela 1). Considerando a comparacao entre as duas exposi¢cdes ao
LCE, observou-se que todos os grupos exibiram aumento da esquiva dos
bracos abertos na segunda exposicdo em relagdo a primeira, o que foi

caracterizado pela diminui¢cdo da %TA (* — Figura 8).
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Figura 8. Microinjecdo de DNQX nas sub-regides centro e concha do NAcc e seus
efeitos sobre o tempo de permanéncia dos animais nos bragcos abertos do LCE. As
fémeas receberam microinje¢des bilaterais de salina, veiculo ou DNQX (330ng e 660ng)
nas sub-regides centro e concha do NAcc e foram submetidas a duas exposi¢cdes
consecutivas ao LCE. A segunda exposi¢cao foi realizada no dia seguinte, sem
microinjecdo de drogas. A primeira exposicdo (Ei) estd representada a esquerda,
enquanto a segunda exposicéo (E,) esta representada a direita na figura. Os dados sao
representados como a média + erro padrao. *p<0.05 em relagao a respectiva E; (ANOVA

de trés vias foi seguida pelo teste de Duncan para multiplas comparacgoes).

Em relagcdo a variavel EA, ANOVA revelou um efeito principal,
significante para o fator exposicdo ao LCE, mas ndo em relagdo aos fatores
droga e sitio de microinjecdo (Tabela 1). Comparando as duas exposicdes, 0
numero de EA também diminuiu na segunda exposi¢cdo nos grupos que
receberam a microinjecdo de 330ng de DNQX tanto no centro como na concha
do NAcc, e nos grupos que receberam microinjecdo de DNQX (660ng) e salina

na concha do NAcc (Fig. 9).
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Figura 9. Numero de entrada nos bracos abertos do labirinto em cruz
elevado apds a microinjecdo de DNQX nas sub-regides do NAcc. As fémeas
receberam microinjecdes bilaterais de salina, veiculo ou DNQX (330ng e 660ng)
nas sub-regides centro e concha do NAcc e foram submetidas a duas exposi¢des
consecutivas ao LCE. A segunda exposigao foi realizada no dia seguinte, sem
microinjecao de drogas. A primeira exposicao (E4) esta representada a esquerda,
enquanto a segunda exposi¢do (E,) esta representada a direita na figura. Os
dados sao representados como a média + erro padrdo. *p<0.05 em relagéo a
respectiva E; (ANOVA de trés vias foi seguida pelo teste de Duncan para
multiplas comparagdes).

ANOVA nao revelou efeito principal significante para os fatores droga e

sitio de microinjecdo em relacdo a variavel

EF. Houve efeito principal,

significante apenas no fator exposicdo ao LCE (Tabela 1). O teste de Duncan

nao revelou qualquer diferenga no numero de EF entre a primeira e segunda

exposicao ao LCE (Fig. 10).
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Figura 10. Numero de entrada nos bracos fechados do LCE apés a
microinjecdo de DNQX nas sub-regifes do NAcc. As fémeas receberam
microinje¢des bilaterais de salina, veiculo ou DNQX (330ng e 660ng) nas sub-
regides centro e concha do NAcc e foram submetidas a duas exposi¢des
consecutivas ao LCE. A segunda exposicao foi realizada no dia seguinte, sem
microinjecao de drogas. A primeira exposicao (E4) esta representada a esquerda,
enquanto a segunda exposi¢do (E,) esta representada a direita na figura. Os
dados séo representados como a média *+ erro padrdo. Ndo houve nenhuma
diferenga significante entre os grupos na E; e na E,, bem como na comparagao
E, x E; (ANOVA de trés vias foi seguida pelo teste de Duncan para multiplas

comparagoes).

A ANOVA néo indicou efeito principal significante para o fator droga e

sitio de microinjecdo, mas indicou efeito significante em relagdo ao fator

exposicdo ao LCE (Tabela 1). Os animais que receberam microinjecdo de

DNQX (330 ng) no centro e aqueles que receberam a microinjecéo de salina na

concha do NAcc exibiram diminuigdo do numero de TE na segunda exposi¢cao

em relacao a 1 @ exposicao (Fig. 11).
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Figura 11. Numero total de entradas (bracos abertos e bracos fechados) no
labirinto em cruz elevado ap6s a microinjecdo de DNQX nas sub-regifes do NAcc.
As fémeas receberam microinjecdes bilaterais de salina, veiculo ou DNQX (330ng e
660ng) nas sub-regibes centro e concha do NAcc, e foram submetidas a duas
exposigoes consecutivas ao LCE. A segunda exposigao foi realizada no dia seguinte,
sem microinje¢do de drogas. A primeira exposicao (E;) esta representada a esquerda,
enquanto a segunda exposicao (E,) esta representada a direita na figura. Os dados séo
representados como a média + erro padréo. *p<0.05 em relagéo a respectiva E; (ANOVA

de trés vias foi seguida pelo teste de Duncan para multiplas comparagoées).

Para as variaveis, mergulho da cabecga, exploracdo vertical e auto-
limpeza, a ANOVA nao revelou efeito principal, significante em relagdo aos
fatores droga e sitio de microinjecdo. Houve apenas efeito principal significante
em relagao ao fator exposicdo ao LCE (Tabela 1). A freqiéncia de exploragéo
vertical diminuiu na segunda exposicao somente no grupo que recebeu
microinjecao de veiculo na sub-regido centro do NAcc, quando comparado a
primeira exposi¢cdo. Em todos os grupos experimentais a frequéncia de
mergulho da cabecga foi menor na segunda exposi¢ao em relagdo a primeira,

exceto no grupo que recebeu a microinjecdo de DNQX (660ng) na sub-regido

Da Cunha, | C 56




Nucleo Accumbens, ansiedade e ingestédo de alimento em ratos

centro do NAcc, o qual exibiu a mesma frequéncia de mergulho da cabecga,

demonstrada na primeira exposicéo (Tabela 2).

4.1.7 TABELA 1: Andlise de Variancia (ANOVA) de trés vias indicando
valores de “F” para os efeitos principais e para as interagcdes entre os

fatores.
Fator/Interagédo | GL %EA %TA EA EF TE MC EV AL
Droga 3,104  3.53; 2.49; 2.64; 0.45; 1.43; 1.31; 0.22; 2.03;
p<0.05 NS NS NS NS NS NS NS
Sitio 1,104  6.04; 3.55; 2.60; 0.038; 0.81; 3.20; 1.43; 1.99;
p<0.05 NS NS NS NS NS NS NS
Exposigéo 1,104 74.82; 84.33; 45.34; 7.25; 24.25; 91.78; 14.20; 0.63;
p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 NS
Droga x Sitio 3,104 2.16; 1.94; 1.33; 0.16; 0.22; 1.35; 0.32; 0.14;
NS NS NS NS NS NS NS NS
Droga x| 3,104  1.05; 0.73; 0.64; 0.14; 0.22; 0.32; 0.10; 0.24;
Exposicao NS NS NS NS NS NS NS NS
Sitio x| 1,104  2.70; 1.22; 0.93; 1.12; 0.033; 1.39; 0.40; 2.06;
Exposicéao NS NS NS NS NS NS NS NS
Droga x Sitio x| 3,104  0.82; 1.95; 0.57; 0.95; 0.57; 1.19; 0.76; 0.30;
Exposicao NS NS NS NS NS NS NS NS

Ratos Wistar fémeas receberam a microinjegao bilateral de sal, veiculo ou DNQX
330ng e 660ng, no centro e na concha do NAcc e foram submetidas duas vezes
ao LCE (primeira e segunda exposi¢cao). NS indica valores de “F’ nao
significativos. Nao ocorreu efeito significativo na interagdo entre os fatores para
qualquer uma das varidveis comportamentais consideradas. %EA (% entrada nos
bragos abertos); %TA (% de tempo nos bragos abertos); EA (numero de entradas
nos bragos abertos); EF (numero de entradas nos bragos fechados); ET (numero
total de entradas); MC (mergulho da cabeca); EV (exploragao vertical); e AL (auto-

limpeza).
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4.1.8 TABELA 2. Algumas variaveis etoldgicas exibidas no labirinto em cruz

elevado apdés a microinjecdo bilateral de salina; veiculo ou DNQX no nucleo

accumbens.
Salina Veiculo DNQX 330 DNQX 660
Varidvel LCE Centro Concha Centro Concha Centro Concha Centro Concha
®) (6) € 9 (6) ) () (10)
EV E, 138+34 13615 155+22 120+27 150+18 122+22 132+21 109+1.6
E, 10845 8030 6.6+22* 102+16 106+28 75+19 87+20 84+1.0
AL E, 12+02 1806 1606 20+06 11+02 22+04 08+02 1303
E, 10+03 11+06 16+04 18+02 15+03 13+03 12+02 1002
MC E, 98+39 090+17 57+15 73%x15 76+13 8715 51+11 11719
E, 1.6+02 25+1.0* 08+05° 0803 1.0+05 1.1+06* 1.0+06 1.7+0.5*

Os dados sdo expressos como a média £ erro padrdo. Os numeros em parénteses

indicam o numero de animais por grupo. As fémeas de ratos receberam microinjegéao

bilateral de salina, veiculo ou DNQX (330 e 660ng) nas sub-regides centro e concha do

NAcc; e foram submetidas a primeira (E4) e segunda (E;) exposi¢ao ao LCE. * p<0.05

em relagcdo a respectiva E1 (ANOVA de trés vias seguida do teste de Duncan para

multiplas comparagdes). MC (mergulho da cabecga); EV (exploragao vertical); AL (auto-

limpeza).
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4.2 Experimento 2

A analise histolégica indicou que do total de 87 fémeas de ratos
utilizadas no segundo experimento (experimento 2), 51 delas tiveram a canula-
guia implantada bilateralmente, nas regidées concha e centro do NAcc (AP
variando entre +1,08 e +2,04). Total de acertos bilaterais na concha do NAcc:
n=26 microinjecdes e no centro do NAcc: n=25 microinje¢des. Os acertos foram
assim distribuidos: veiculo no centro (n=9) e na concha (n=10); CNQX 2,5nmol:
centro (n=8) e concha (n=6); CNQX 5,0 nmol: centro (n=8) e concha (n=10).
Nao foram incluidos na analise estatistica aqueles animais cuja histologia
revelou outros sitios de microinjecdo ou quando nao houve acerto bilateral,
respectivamente na regido da concha e do centro do NAcc (Figura 12).

A ANOVA de duas vias indicou um efeito principal significante para a
variavel “avaliagao de risco” em relagao ao fator droga (Tabela 3). O teste de
Duncan indicou que o grupo o qual recebeu microinjecao bilateral de CNQX na
dose de 5,0nmol na sub-regido concha do NAcc exibiu uma frequéncia de
avaliagdo de risco menor em relagcdo ao respectivo grupo que recebeu a
microinjegao bilateral de veiculo (Figura 13). Com relacdo a ingestdao de
alimento apdés 1h e 24h, exploracdo do alimento, locomogao, exploragao
vertical e auto-limpeza, a ANOVA n&o indicou nenhum efeito principal
significante em relacao aos fatores droga e sitio de microinjecdo, nem alguma
interacdo significante entre os fatores, exceto para a variavel exploragao
vertical (Tabela 3).

A Tabela 4 mostra que a microinjecdo de CNQX, seja na sub-regido
centro, seja na sub-regiao concha do NAcc, n&o alterou a ingestao de alimento

durante o teste de ingestdo (1h) e apds 24h, nem a exploragao do alimento em
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relagdo ao grupo microinjetado com veiculo. As microinjecbées de CNQX no
centro e na concha do NAcc também nao alteraram a locomogao, a exploracao

vertical e a auto-limpeza na caixa de ingestéo.

Figura 12. Representacdo das secdes coronais ilustrando os locais atingidos pela

microinjecdo de veiculo e CNQX (2,5 e 5,0nmol) nas sub-regifes centro e concha do NAcc,
de acordo com o atlas do cérebro de ratos (PAXINOS e WATSON, 2006). AP entre +1,08 e
+2,04mm anterior ao bregma. Veiculo (@); (A) CNQX 2,5nmol; (l) CNQX 5,0nmol: Total de
acertos bilaterais: concha do NAcc=26 microinjegbes e centro do NAcc=25 microinje¢des: AcbC:
centro do nucleo accumbens; AcbSh: concha do nucleo accumbens; aca: parte anterior da
comissura anterior; acer: artéria cerebral anterior; cc: corpo caloso; CPu: caudado putdmem; ICj:
llhas Callejas; ICjM: llhas Callejas maior; LAcbSh: concha lateral do NAcc; LSD: parte dorsal do
nucleo septal lateral; LSI: parte intermediaria do nucleo septal lateral; LSV: parte ventral do nucleo
septal lateral; LV: ventriculo lateral; mfb: prosencéfalo medial; MS: nucleo septal medial; Shi: nucleo

septo hippocampal; VP: palido ventral.
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Figura 13. Efeito ansiolitico induzido pela microinjecdo de CNQX nas sub-regides
do nucleo accumbens. As fémeas receberam microinjegdes bilaterais de salina ou
CNQX (2,5 e 5,0nmol) nas sub-regides centro e concha do NAcc e foram submetidas
ao teste de ingestdo de alimento na caixa de ingestdo. Os dados s&o representados
como a média + erro padrdo. *p<0.05 em relagdo ao grupo microinjetado com salina

(ANOVA de duas vias foi seguida pelo teste de Duncan para multiplas comparagoes).
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4.2.3 TABELA 3: Resultados da ANOVA de duas vias indicando os efeitos

principais e as interacfes entre os fatores.

Fator 1 Fator 2 Interacdes
Variavel comportamental Droga Local Droga x Local
(df = 2,45) (df = 1,45) (df = 2,45)
Ingestao de alimento apds 1h (g) 0.64; NS 1.98; NS 0.65; NS
Ingestao de alimento apds 24h (g) 0.55; NS 2.37; NS 0.78; NS
Exploracao do alimento (sec.) 0.35; NS 0.01; NS 2.37; NS
Locomocéo 0.51; NS 3.12; NS 2.76; NS
Avaliagao de risco 3.65; p<0.05 0.13; NS 0.80; NS
Exploracgédo vertical 0.08; NS 1.24; NS 3.67; p<0.05
Auto-limpeza 0.42; NS 1.22; NS 0.51; NS

As ratas foram microinjetadas bilateralmente com liquor artificial ou CNQX (2,5 e
5,0 nmol) nas regides centro e concha do nucleo accumbens e foram submetidas
ao teste de ingestdo de alimento. NS indica valores de probabilidade nao

significantes.
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4.2.4 TABELA 4: Variaveis comportamentais exibidas por ratos durante a

avaliacdo da ingestdo de alimento apds a microinjecdo bilateral de CNQX no

NAcc.
Liquor CNQX 2.5 CNQX 5.0

Variavel

Centro (9) Concha (10) Centro (8) Concha(6) Centro (8) Concha (10)
Ingestdo de alimento
apos 1h (g) 0.0£0.0 0.0£0.0 0.3+0.2 0.0+0.0 0.13+0.1 0.0+0.0
Ingestao de alimento
apos 24h (g) 11.4+25 16.4+0.9 125+1.3 128+ 1.1 111126 13.0+1.8
Exploragéo do
alimento (seg.) 849+16.5 5561154 55.9+79 96.2+220 66.5+189 586124
Locomocao 874+186 64.0+12.8 38172 1623+351 464+99 1240395
Exploracdo vertical 126.4 £25.3 75.1+12.1 56.6+11.1 125.8+36.2 67.4+19.7 119.7+33.2
Auto-limpeza 151+£25 15.0 £4.37 124+12 842+178 118111 14.0 £ 3.1

Os dados sdo apresentados como a média + erro padrdo. Numeros entre parenteses

indicam o numero de animais por grupo. Os animais receberam microinjecdes

bilaterais de liquor artificial ou CNQX (2,5 e 5,0nmol) na regido centro e concha do

NAcc e foram submetidos a avaliagao da ingestao de alimento. ANOVA de duas vias

nao detectou efeitos principais com valores de probabilidade significantes.
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5 DISCUSSAO

Tem sido proposto que durante a primeira exposicdo ao LCE a
exploracdo do animal €& caracterizada por um conflito entre uma pulséo
exploratéria, motivada talvez por curiosidade; e uma pulsdo para evitar a
exploragdo, motivada pela aversdo dos bracos abertos do labirinto
(MONTGOMERY, 1955). Assim, o0s animais tendem a explorar
preferencialmente os bragos fechados (PELLOW et al, 1985). Esse conflito
interno tem sido considerado analogo a ansiedade (GRAY, 1982) e pode ser
amenizado por drogas ansioliticas classicas, tais como os benzodiazepinicos
(BDZ), as quais reduzem o nivel de aversdo dos animais pelos bragos abertos
do LCE e, consequentemente, o conflito de exploracdo. Desse modo, animais
tratados com drogas do tipo BDZ tendem a exibir elevada porcentagem de
entrada nos bragos abertos - %EA e/ou elevada porcentagem de tempo nos

bracos abertos - %TA (PELLOW et al, 1985).

O presente estudo demonstrou que os animais tratados com DNQX,
antagonista glutamatérgico do tipo AMPA, na regido da concha do NAcc,
apresentaram maior %EA durante a primeira exploragdo ao LCE em relagéo
aos animais tratados com veiculo, ou seja, passaram a exibir menor esquiva
dos bragos abertos do labirinto. Portanto, o aumento na %EA e/ou %TA
induzida pelo bloqueio dos receptores AMPA na concha do NAcc caracteriza

um efeito do tipo ansiolitico nas fémeas testadas no labirinto (Fig. 7 — E4).
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De forma similar, a microinjecdo de DNQX (660ng) na concha do NAcc
aumentou a %EA na primeira exposi¢cado, em relagdo ao respectivo grupo que
recebeu a mesma microinje¢do no centro do NAcc (Fig. 7- E4). Isso indica que
o bloqueio dos receptores AMPA é ansiolitico apenas quando o antagonista é
administrado na concha do NAcc. De fato, os animais tratados com DNQX
(660ng) no centro do NAcc apresentaram a mesma esquiva dos bragos

abertos, exibida pelo grupo tratado com veiculo (Fig. 7 — E4).

O efeito ansiolitico induzido pela microinjegdo de DNQX na concha do
NAcc ndo pode ser atribuido a algum efeito lesivo do DMSO, o veiculo utilizado
para dissolver a droga. Embora o DMSO seja dotado de propriedade
detergente, o que poderia lesionar os neurdnios localizados no NAcc, os
resultados demonstraram que os animais tratados com DMSO exibiram o
mesmo padrdao comportamental apresentado pelo grupo tratado com salina.
Portanto, ainda que a microinjecdo de DMSO tenha induzido alguma lesao
neuronal, esta ndo foi de magnitude suficiente para alterar o comportamento
dos animais no LCE. Os resultados experimentais, portanto, sugerem que a
maior exploragao dos bragos abertos, observada no grupo tratado com DNQX
na sub-regido da concha do NAcc, € decorrente do bloqueio dos receptores
AMPA nessa regido, reduzindo a aversdo dos animais pelos bragos abertos e

eliminando o conflito de exploragao do LCE.

Nossos resultados indicam um papel potencial dos receptores AMPA na
concha do NAcc em modular a ansiedade nas fémeas de ratos Wistar, em
concordancia com um estudo prévio, mostrando que a microinjecdo de NBQX

(2,3 dioxo-6-nitro-1,2,3,4,tetrahidrobenzo-quinoxalina-7-sulfonamida dissodica),
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um outro antagonista do receptor AMPA, no NAcc, diminuiu significativamente
a esquiva do BA em ratos machos testados no LCE (MARTINEZ et al., 2002).
Porém, nao foi realizada no referido estudo, uma distingdo entre os sitios
concha e centro do NAcc. Na literatura tem sido proposto que o centro e a
concha apresentam fungdes diferentes, sendo que o centro estaria envolvido
na regulagdo de fungdes motoras (PULVIRENTI et al., 1994; ZAHM e BROG,
1992), enquanto a concha do NAcc estaria relacionada a regulagéo de funcdes
limbicas. Portanto, o presente estudo mostrou, pela primeira vez, um
envolvimento diferenciado entre as duas sub-regides do NAcc sobre a

modulagao da ansiedade no LCE, em fémeas de ratos.

Tem sido discutido na literatura a importancia do centro do NAcc para a
locomogédo animal em diferentes tarefas, mediando os efeitos de psico-
estimulantes sobre a atividade locomotora (BOYE, 2001; PARKINSON et al.,
1999a). Porém, alguns estudos indicam que lesdes excitotoxicas e eletroliticas
do centro do NAcc nao alteraram a atividade locomotora (PARKINSON et al.,
1999b) enquanto outros indicam aumento da atividade locomotora (WEINER et

al., 1996).

No presente estudo, a administragdo de DNQX no centro e na concha do
NAcc nao foi capaz de modificar o numero de entradas no BF, um indice aceito
como representativo da atividade motora do animal, nem a exploragao vertical
do animal no LCE. Além do mais o numero total de entradas nos bragos (TE),
uma outra variavel que grosseiramente representa a atividade locomotora,
também permaneceu inalterada durante a primeira exposigdo apds a

administragdo de DNQX no centro e na concha do NAcc.
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Estes resultados estdo de acordo com dados prévios da literatura
mostrando que nem o0 numero de entradas nos bragos fechados nem a
exploracao vertical foram alterados pelo bloqueio dos receptores AMPA no

NAcc (MARTINEZ, 2002).

Portanto, o presente estudo indica que a maior exploracdo dos bragos
abertos do LCE, induzida pela microinjecdo de DNQX na concha do NAcc, néo
foi decorrente do aumento da atividade locomotora dos animais. Se assim
fosse, 0os animais exibiriam aumento da exploracdo dos bracos abertos e dos
bracos fechados do labirinto, 0 que nao foi confirmado pelos resultados, ou
seja, o numero absoluto de entrada em ambos os tipo de bragos durante a
primeira exposi¢gdo nao foi alterado em relagdo ao grupo tratado com veiculo

(Fig. 9 e 10 — E1), mas sim a preferéncia pelos bragos.

Recentemente, um estudo no qual foi usado lesao eletrolitica do NAcc
mostrou que ratos com lesdo na concha do NAcc, mas n&o no centro, exibiram
locomogéo reduzida, mas emocionalidade inalterada no LCE (HORSLEY,
2007). Estes resultados contraditorios podem ser explicados por diferencas
metodoldgicas, como o intervalo de tempo entre cirurgia e teste experimental
(por exemplo, 7 meses no trabalho de Horsley, e cerca de sete dias, no
presente estudo). Além do mais, tratamentos com lesées podem nao ser,
necessariamente, funcionalmente equivalente ao tratamento farmacologico,

uma vez que podem ocorrer danos de fibras de passagem no NAcc.
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Com relagdo ao comportamento de imersdao da cabega, outro
comportamento relacionado com o nivel de ansiedade dos animais,
observamos que este nao foi alterado pela microinjegdo de DNQX na concha

do NAcc durante a primeira exposi¢cao ao LCE (Tabela 2).

Sugerimos que a ativagdo dos receptores AMPA na concha do NAcc
talvez ndo seja necessaria para a expressado desse tipo de comportamento, o

que poderia explicar esse resultado contraditério.

No presente estudo, ndo foi efetuada a analise do ciclo ovariano dos
animais. Porém, é improvavel que o aumento da %EA no LCE, induzido pela
microinjegdo de DNQX na sub-regido concha do NAcc, seja decorrente de
flutuagbes dos niveis hormonais ao longo das diferentes fases do ciclo
ovariano. Tem sido demonstrado que quando fémeas de ratos sao testados no
LCE sob alto nivel de iluminagédo (200Lux), a %EA néo é alterada em qualquer
fase do ciclo (MORA et al, 1996). Em uma pesquisa cujo nivel de iluminagéo do
LCE n&o é informado, a %EA também n&o se altera em nenhuma fase do ciclo
estral (NOMIKOS e SPYRAKI, 1988). Em outros dois estudos, os quais
também n&o informam os niveis de luminosidade utilizados, a %EA também
nao se altera nas fases de proestro e diestro (MARCONDES et al, 2001;
BITRAN et al, 1991). A %EA s6 se mostra alterada (elevada nas fases de
proestro e estro) quando os animais s&o testados sob baixo nivel de iluminagao
(10 Lux; MORA et al, 1996; DIAZ-VELIZ et al, 1997), o que ndo é o caso do

presente estudo (373 Lux nos bragos abertos e 284 Lux nos bragos fechados).
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Portanto, é provavel que o efeito ansiolitico induzido pela microinjegao
de DNQX na concha do NAcc seja decorrente do bloqueio dos receptores
AMPA, e ndo de alteragdes comportamentais induzidas pelas diferentes fases

do ciclo ovariano.

O presente estudo mostrou que o bloqueio do receptor AMPA na concha
do NAcc foi capaz de reduzir comportamento motivado pelo medo, tal como
esquiva dos bragos abertos no LCE. Na literatura, tem sido demonstrado que a
microinje¢cdo de DNQX (na dose 850ng) em sitios mais caudais da concha do
NAcc (1,1mm a 0,5mm anterior ao bregma) induz comportamentos defensivos
em ratos de ambos os sexos, tais como: cavar defensivamente, fugas,
mordidas defensivas e vocalizagdes durante a aproximagcdo de perigo

(REYNOLDS e BERRIDGE, 2003).

Quando o DNQX foi administrado em sitios mais rostrais da concha
(1,2mm a 2,2mm anterior ao bregma), pequena soma de comportamento
defensivo ainda esteve presente, ou mesmo ausente (REYNOLDS e
BERRIDGE, 2003). Uma vez que o bloqueio dos receptores AMPA em regides
rostrais, e especialmente caudais da concha do NAcc induz comportamentos
defensivos, é possivel concluir que a ativagao de tais receptores pelo glutamato

na concha do NAcc de ratos machos ou fémeas seja ansiolitica.

Ao contrario, o presente estudo indica que o bloqueio dos receptores
AMPA em sitios rostrais (1,08mm a 2,16mm anterior ao bregma) da concha do
NAcc é capaz de inibir o comportamento defensivo de esquiva dos bragos

abertos do LCE, indicando que a ativacao de receptores do tipo AMPA, pelo
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glutamato, em sitios rostrais da concha do NAcc, é ansiogénica em ratos. E
dificil explicar esses dados contraditérios relacionados ao efeito da
microinjecdo de antagonistas AMPA na concha do NAcc sobre a

emocionalidade do animal (ansiogénese ou ansidlise).

Em humanos, o mesmo contraste é apresentado, pois a estimulacao
cerebral profunda da regido da concha do NAcc reduziu a severidade de
sintomas em pacientes com disturbios de ansiedade (STURM et al, 2003), mas
provocou panico em paciente idoso com disturbio obssessivo-compulsivo
refratario (SHAPIRA et al, 2006). Assim, ambos os resultados da pesquisa
basica e clinica sao contraditérios, indicando que o papel do NAcc sobre a
regulagéo do nivel de ansiedade € ainda controverso e necessita de maiores

estudos, especialmente utilizando outros modelos animais de ansiedade.

Tem sido demonstrado na literatura que o NAcc € uma regido importante
para a aprendizagem e memdria espacial, em decorréncia de suas conexdes
com regides corticais e hipocampais (SARGOLINI, et al., 2003). Recentemente,
foi demonstrado que tanto a ativacédo dos receptores do tipo AMPA, quanto os
do tipo NMDA, s&o importantes para a aprendizagem espacial (FERRETI et al.,

2007).

No tocante ao LCE, os resultados deste estudo demonstram que animais
tratados com salina, seja na concha, seja no centro do NAcc, apresentaram
elevada esquiva dos bragos abertos (Fig. 8 — E2) e menor imersao de cabeca
(Tabela 2) na segunda exposigdo, quando comparados com as respectivas

primeiras exposi¢coes. Esses resultados estdo de acordo com a literatura,
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demonstrando que a experiéncia prévia ao LCE altera de forma significativa o
comportamento dos animais na segunda exposigao, caracterizado por elevada

esquiva dos bragos abertos (FILE, 1992).

Tem sido proposto que durante a exploracdo o animal recebe
informagdes sensoriais sobre o LCE (tatil, visual, olfativa), as quais sédo
integradas no sistema nervoso central, criando um contexto real e
representativo da experiéncia. Assim, € possivel assumir que o comportamento
do animal, em um dado minuto de exploracdo, é dependente da experiéncia
obtida no minuto anterior. De fato, quando o comportamento dos animais, na
primeira exposi¢céo ao LCE, é fracionado em blocos de um minuto, verifica-se
que a esquiva dos bracos abertos aumenta durante o tempo de exploracéo,
sendo que, no final da sesséo, € estatisticamente superior aquela exibida no
inicio da sessao (ROSA et al., 2000; GUIZONI et al, 2006). No dia seguinte,
quando o animal é re-exposto ao LCE, a memodria da exploracdo anterior é
evocada, e o animal inicia a segunda exploragdo com elevada esquiva, ja no
primeiro minuto (ROSA et al., 2000). Como a esquiva dos BA é motivada pelo
medo de espacos abertos e/ou iluminados, € possivel assumir que ratos
desenvolvem aprendizagem emocional durante a exposi¢do ao LCE, a qual
depende da duragdo da primeira exposicdo (DAL-COL et al, 2003), do
fornecimento de glicose ao sistema nervoso central e da ativagdo de aferéncias

vagais (GHIZONI et al, 2006).

Os resultados demonstraram, ademais, que semelhantemente ao grupo
tratado com salina, os grupos tratados com veiculo e DNQX também

apresentaram elevada esquiva dos bragos abertos (Fig. 7 e Fig. 8 — Ey) e
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menor ocorréncia de imersdo de cabega (Tabela 2) na segunda exposicao,
quando comparadas com a primeira. Além disso, nenhum tratamento, seja com
veiculo, seja com DNQX, alterou o padrdo exploratorio dos animais ou as
variaveis etolégicas na segunda exposicdo ao LCE em relagdo ao grupo
tratado com salina. Os resultados sugerem que essa menor exploragdo dos
bracos abertos na segunda exposicdo ndo € decorrente de habituacao
locomotora ou depressdao motora, visto que o numero de entrada nos bracgos
fechados e o numero de comportamentos de auto-limpeza (Tabela 2) se

mantiveram iguais aqueles exibidos na primeira exposic¢ao (Fig. 10 — E»).

Os dados do presente estudo, mostrando a ocorréncia de elevada
esquiva dos bragos abertos na segunda exposi¢do, em animais pré-tratados
com veiculo ou DNQX, indicam que nem a propriedade detergente do DMSO,
tampouco o bloqueio dos receptores do tipo AMPA no NAcc foram capazes de
prejudicar tal aprendizagem. Portanto, € possivel concluir que a ativagado dos
receptores do tipo AMPA, seja na sub-regido centro, seja na concha do NAcc
ndo é a condicdo mais importante para a ocorréncia de aprendizagem

emocional no LCE.

Sob o ponto de vista evolutivo, tem sido proposto que o NAcc evoluiu no
sentido de controlar comportamentos criticos para a sobrevivéncia da espécie,
por exemplo, comportamentos defensivos e de ingestdo (KELLEY, 2004). Ou
seja, ha uma relagao benéfica entre ansiedade e comportamento ingestivo. De
fato, alimentar-se e proteger-se de ameacas potenciais sdo aspectos
importantes para sobrevivéncia do animal, especialmente considerando-se um

contexto presa/predador.
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Nesse sentido, seria vantajoso para o animal exibir motivagdo para
comer enquanto nenhum perigo em potencial estiver presente e, a0 mesmo
tempo, ser capaz de substituir rapidamente a ingestdo de alimento por
comportamentos defensivos, tais como fuga ou esquiva, quando um perigo em
potencial se apresenta. Os dados da literatura mantém a idéia de que o NAcc

pode ser o substrato neural de tal processo.

Nosso grupo de pesquisa ja demonstrou que a inibicdo da sub-regido da
concha do NAcc pela ativagao dos receptores GABAx € GABAg suprimiu a
ocorréncia de comportamentos defensivos (ansidlise) e induziu hiperfagia em
ratos (LOPES et al., 2007). Portanto, levando-se em consideracdo a
neurotransmissdo GABAérgica no NAcc, é possivel supor que a ocorréncia de
ansiolise e hiperfagia, ou ainda ansiogénese e hipofagia, pode ter elevado valor
adaptativo para a sobrevivéncia animal. Caso essa predi¢cado seja verdadeira, a
motivacdo do animal para comer e se defender deve emergir da modulagédo do

GABA na sub-regido da concha do NAcc.

Com relagdo ao glutamato, seria possivel estabelecer que a mesma
relagdo pudesse estar ocorrendo na concha do NAcc, visto que a literatura tem
demonstrado que o bloqueio dos receptores AMPA na concha do NAcc induz
hiperfagia em ratos (KELLEY e SWANSON, 1997) e os resultados do
experimento 1 apontam para um efeito ansiolitico induzido pelo bloqueio dos
receptores AMPA na concha do NAcc (Da CUNHA et al, 2008). Entretanto, os

resultados do experimento 2 contradizem tal predicao.
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No experimento 2 os resultados mostraram que a microinje¢do de 5,0
nmol de CNQX (outro antagonista dos receptores AMPA) na concha do NAcc
reduziu significativamente a ocorréncia de avaliagdo de risco na caixa de

ingestao (Figura 13).

Na literatura, o comportamento de avaliacdo de risco tem sido
interpretado como um comportamento especifico de coleta de informacgdes do
ambiente quando o animal encontra-se em situagdes potencialmente
ameacgadoras ou perigosas (PINEL e MANA, 1993). A avaliacdo de risco
também é considerada um comportamento indicativo de um conflito entre
explorar e evitar a exploragdo um determinado ambiente (VAN der POEL,
1979). Esse conflito pode ser evocado pelo animal em uma diversidade de
situagcbes ameacadoras, incluindo contextos sociais, ndo sociais e predatorios
(BLANCHARD e BLANCHARD, 1989; BLANCHARD et al, 1995; KAESERMAN,

1986; VAN der POEL, 1979).

Além disso, o comportamento de avaliacdo de risco esta altamente
relacionado com a liberacdo de corticosterona (RODGERS et al, 1999), e &
sensivel ao efeito de drogas ansioliticas e ansiogénicas (GRIEBEL et al, 1997;
SETEM et al, 1999). Uma vez que o experimento 2 demonstrou que a
microinjecdo de CNQX no interior da concha do NAcc diminuiu a ocorréncia da
avaliagao de risco, é possivel estabelecer que o bloqueio dos receptores AMPA
na concha do NAcc é ansiolitico em ratos, confirmando os resultados do
experimento 1, mostrando que o bloqueio dos receptores AMPA na concha do
NAcc é ansiolitica em ratos Wistar fémeas. Além disso, os resultados do

experimento 2 corroboram os dados do experimento 1, na medida em que
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demonstram que o efeito ansiolitico induzido por CNQX ¢é seletivo para a sub-
regido concha, e ndo ocorre quando o CNQX é microinjetado no centro do

NAcc (Figura 13).

Entretanto, os resultados relativos a ingestdo de alimento do
experimento 2 ndo estdo em consonancia com a literatura. Tem sido proposto
na literatura que o glutamato exerce uma ativagao tonica dos receptores AMPA
localizados nos neurdnios médios espinhais da concha do NAcc, os quais sao
GABAérgicos e projetam-se para o hipotalamo, inibindo a ingestdo de alimento
pelo animal (KELLEY et al, 2005). Essa teoria é fundamentada no fato da
microinje¢do de antagonista de receptores AMPA na concha do NAcc induzir
hiperfagia em ratos n&o privados de alimento (MALDONADO-IRIZARRY et al,
1995; KELLEY e SWANSON, 1997; STRATFORD et al, 1998). Assim, a
auséncia das influéncias inibitérias da concha do NAcc sobre a circuitaria
hipotalamica relacionada a alimentagdo resultaria em um estado motivacional

para ingestdo de alimento (KELLEY et al, 2005).

Ao contrario da teoria de Kelley, também tem sido demonstrado que a
microinjegdo de um agonista AMPA na concha do NAcc aumenta, de forma
dose/dependente, a ingestdo de alimento em ratos (ECHO et al, 2001), em
semelhanga a microinjegdo do mesmo agonista no hipotalamo lateral (KHAN et
al, 1999; STANLEY et al, 1996; STANLEY et al, 1993). Além disso, a
microinje¢do de AMPA na concha do NAcc foi capaz de aumentar o efeito
hiperfagico, induzido por DAMGO ( RAGNAUTH et al, 2000), um agonista

opidide seletivo do receptor y (ECHO et al, 2001), reforcando o papel do
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glutamato e dos opidides enddgenos na concha do NAcc, em aumentar a

ingestéo de alimento.

No presente estudo, o bloqueio do receptor AMPA na concha do NAcc
pelo antagonista CNQX ndo modificou o comportamento de ingestdo. N&o
houve aumento da ingestdo de alimento durante o teste na caixa de ingestao
(1h), nem 24 horas apos a microinje¢cado da droga. Além do mais, a exploragao
do alimento, determinada pelo tempo que o animal permanece com o alimento
na boca, tanto segurando quanto mastigando uma por¢do de ragédo, nao foi

alterada pela microinjecdo de CNQX na concha do NAcc.

E possivel que este resultado contraditério possa ser explicado por
diferencas metodoldgicas, tais como: a utilizagcdo de animais alojados
individualmente (isolados) contra animais alojados em grupo (agrupados);
numero de habituacdes prévias para a caixa experimental, a fim de alcancar a
estabilizagdo da linha de base para a ingestao de alimento; animais, recebendo
mais de uma microinjecdo de droga ou veiculo, contra animais que receberam
somente uma microinjegao de droga. Também € possivel que esses resultados
contraditérios possam ser explicados pela influéncia dos niveis hormonais ao
longo das diferentes fases do ciclo ovariano, o qual ndo foi considerado neste
estudo, e tampouco em estudos prévios usando fémeas de ratos como sujeitos
experimentais (REYNOLDS e BERRIDGE, 2001; REYNOLDS e BERRIDGE,

2003).

Portanto, se o glutamato pode aumentar a ingestdo de alimento pela

ativacao do receptor AMPA na concha do NAcc (ECHO et al., 2001), é factivel
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que a microinjecado de antagonistas dos receptores AMPA na concha do NAcc

nao altere a ingestado de alimentos nos animais, especialmente se a influéncia

do glutamato sobre o comportamento alimentar na sub-regido concha do NAcc,

nao for nem tdnica, nem inibitéria sobre a ingestdo de alimento.

6 CONCLUSOES

A administragcdo bilateral de DNQX na sub-regido da concha do NAcc
induziu um efeito do tipo ansiolitico em ratos fémeas submetidas ao
LCE, caracterizado por um aumento na porcentagem de entradas nos

bracos abertos do labirinto.

A maior exploracdo dos bracos abertos induzida pela microinjegao
bilateral de DNQX na sub-regido da concha do NAcc nédo parece ser

decorrente de alteracdo na atividade locomotora dos animais.

O efeito ansiolitico no LCE, induzido pela microinjegao bilateral de
DNQX no NAcc, é seletivo para a sub-regido da concha, pois ndo ocorre

apods a microinjecao da droga na sub-regidao do centro do NAcc.

A ativagdo dos receptores glutamatérgicos do tipo AMPA no NAcc (no
centro ou na concha) ndo estad envolvida com a ocorréncia de

aprendizagem emocional no LCE.
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e A microinjecdo de CNQX (outro antagonista AMPA) na sub-regido da
concha do NAcc, mas nao na sub-regido do centro, induziu um efeito do
tipo ansiolitico em ratos fémeas na caixa de ingestao, caracterizado por

uma supressao do comportamento de avaliagao de risco.

e A microinjecdo de CNQX nas sub-regides do centro e da concha do
NAcc, ndo alterou a ingestdo de alimento em ratos fémeas na caixa de

ingestéo.
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Abstract

This study investigated the effect of the AMPA receptor antagonist 6,7-dinitroquinoxaline-2,3-dione (DNQX) microinjected into the core and
shell sub-regions of the accumbens nucleus (Acb), on the level of fear/anxiety and emotional learning, in female rats submitted to the elevated
plus-maze (EPM), an animal model of anxiety. Bilateral microinjections of DNQX (330 and 660 ng) into the Acb shell (AP, +1.08 to +2.16)
induced an anxiolytic-like effect in relation to rats microinjected with vehicle, since there was an increased percentage of entries in the open arms
of the maze. The 660 ng DNQX microinjection into the Acb shell also increased the percentage of entries into the open arms in relation to 660 ng
DNQX microinjection into the Acb core. Prior DNQX microinjections in both core and shell sub-regions of the Acb failed to impair the emotional
learning, since the animals exhibited an increase of the open arm avoidance on EPM Trial 2 in relation to EPM triall. DNQX microinjections into
both sub-regions of the Acb did not change the number of entries into the enclosed arms, either in the EPM Trial 1 or in the EPM Trial 2, which
indicates an absence of drug-induced locomotor impairment. Similarly, DNQX microinjections into both sub-regions of the Acb failed to alter the
total arm entries, rearing, grooming and head-dipping frequency. The anxiolytic-like effect induced by DNQX suggests that the AMPA receptor in

the Acb shell, but not in the Acb core, may underlie anxiety regulation in the EPM.

© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Accumbens; Anxiety; Fear; Elevated plus-maze; AMPA; Glutamate; Rat

1. Introduction

The nucleus accumbens (Acb) is an important area of the
basal forebrain involved in several behavioural processes such as
motor activity [14,25], motivation and reward [41,68], cognitive
functions [3,18,72,75,82], sexual behaviour [17], stress [1] and
appetitive and aversive related functions [60] as well.

The Acb may be also important to elicit appropriate emotional
behaviour [29,49], since glutamatergic projections emerging
from the medial prefrontal cortex, basolateral amygdala, and

* Corresponding author. Fax: +55 48 3721 9672.
E-mail address: serralvo@ccb.ufsc.br (M.S. Faria).

0166-4328/$ — see front matter © 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bbr.2007.10.023

hippocampal formation, important regions for emotional pro-
cessing and behavioural regulation [51], converge on spiny
neurons of the Acb [31]. In fact, it has been shown that the
Acb is involved with defensive behavioural responses elicited
by noxious or threatening stimuli [7,8,27,36,43,69]. Regarding
fear/anxiety-related behaviours, it has been shown that dopamin-
ergic projection from the ventral tegmental area to the Acb may
be related to different aspects of fear conditioning [58]. The over
expression of the inducible cAMP early repressor (ICER) into
the Acb, an important mechanism for cAMP response element-
mediated transcription modulation, increases anxiety measures
in rats [28].

However, the Acb is an anatomically heterogeneous structure
divided in two sub-regions: the core and the shell. The core
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and the shell subregions, in turn, are characterized by distinct
connectional, neurochemical [32,86] and regulatory properties.
The Acb core regulates, preferentially, motor functions whereas
the Acb shell regulates, preferentially, limbic functions [86]. In
fact, it has been shown that the Acb shell, but not the Acb core,
exhibits a gradient of aversive motivation when followed by the
microinjection of AMPA glutamate receptor antagonist [64].

Concerning animal models of anxiety, the literature does not
provide consistent data about the role of the Acb on anxiety reg-
ulation, especially regarding the core and shell sub-regions. For
example, in spite of having been shown that the microinjection
of glutamate receptor antagonists into the Acb induces anxioly-
sis in rats, a distinction between the core and shell sub-regions
was not carried out [48]. On the other hand, the microinjection
of the AMPA glutamate receptor antagonist into the Acb core,
and especially into the Acb shell, was able to induce some fear-
ful behaviours such as burying or treading defensive behaviour,
as well as defensive bites, distress calls, and escape dashes in
rats [64]. Thus, the literature data are inconclusive regarding an
anxiolytic or anxiogenic action for the glutamate neurotrans-
mission within the Acb. This indicates that the role of glutamate
in the Acb on fear/anxiety deserves further investigation. More
specifically, an investigation that tries to establish a comparison
between the core and shell sub-regions in animals models of
anxiety. Since the Acb is an important region for neural plastic-
ity processes that underlie emotional learning [58], it would be
also important to evaluate the role of the Acb core and the Acb
shell on fear/anxiety acquisition in animal models of anxiety.

Therefore, the present study aimed at evaluating the effects
of the AMPA receptor antagonist microinjections into the core
and shell sub-regions of the Acb on the level of fear/anxiety
of female rats tested in the elevated plus-maze (EPM) [30], an
animal model of anxiety [33]. The Trial 1/Trial 2 EPM procedure
was used in order to address the emotional learning in the EPM
[12,16,22,23,26,42]. Female rats were chosen due to the fact that
common mental disorders, such as anxiety, are more prevalent
among women [2,6,37,77].

2. Materials and methods
2.1. Animals

Adult female Wistar rats weighing approximately 200-250 g (2-month age)
were supplied by the animal breeding division of the Federal University of Santa
Catarina. The animals were housed in individual cages and submitted to a 7-
day period of adaptation with free access to food and water under a light/dark
cycle of 12h (lights on at 6 a.m.). The animals were only handled for weighing,
drug administration, and cage cleaning. All the experimental procedures were
conducted in compliance with the recommendations of the Ethics Commission
for the use of experimental animals of the Federal University of Santa Catarina,
SC, Brazil.

2.2. Cannulae implantations

At least 7 days before the experiments, each animal was intraperi-
toneally anaesthetized with a ketamine hydrochloride (87 mg kg ') and xylazine
(13mg kg") mixture, and bilateral stainless steel guide cannulae (30 G) were
implanted using stereotaxic techniques. The guiding cannulae were aimed at
sites located 1 mm close to either the Acb core or the Acb shell according to
the coordinates derived from Paxinos and Watson Atlas [56]. The cannulae

were anchored in the skull with jeweller screw, fixed with dental cement, and
maintained patent by an inner removable stylet between the experiments.

2.3. Drug microinjections

Injections were made through inner cannulae (33 G) extending 1 mm beyond
the ventral tip of the guiding cannulae connected by polyethylene tubing to a
Hamilton microsyringe (1 wl) fitted to an injection pump. The injected volume
(0.4 1) was administered bilaterally over a period of 60 s and a further 60 s was
allowed for the solution to diffuse from the cannulae. 6,7-Dinitroquinoxaline-
2,3-dione (DNQX) was purchased from Tocris (USA) and freshly dissolved in
50% DMSO0:50% isotonic saline solution before the experiments. The control
group was microinjected with vehicle (50% DMSO:50% isotonic saline solution;
vehicle group). Another group, microinjected with isotonic saline (0.9%; SAL
group), was used to evaluate any influence of vehicle microinjection upon the
animal behaviour in the EPM. The doses of DNQX were estimated according
the literature.

2.4. Elevated plus-maze (EPM) test

The elevated plus-maze was made of varnished wood and consisted of four
arms of the same size (50cm x 10 cm) arranged in the form of a cross; arms
pointing towards the center (10 x 10 cm) and raised 50 cm above the floor. Two
opposed arms were surrounded by a short (1 cm) Plexiglas edge (open arms)
while the other two by 40 cm high opaque glass walls, except for the entrance
(enclosed arms). Four 15 W fluorescent lights arranged as a cross 100 cm above
the maze were used as source of illumination and provided different levels of
lux incident on the open and enclosed arms. The mean illumination level in the
open and enclosed arms was 373 and 284 Ix, respectively, with an 89 Ix gradient
of illumination between the open and enclosed arms. Each animal was placed on
the central square of the maze facing an enclosed arm and was allowed to explore
the maze for 5 min (Trial 1). Twenty-four hours later, each animal was retested
in the elevated plus-maze for another five minutes, with no drug microinjection
(Trial 2). In order to avoid odoriferous cues between animals [85], the maze was
cleaned with wet (alcohol 20%, v/v) and dry cloths. Any animal that fell off
the maze was excluded from the experiment. All the experiments were carried
out during the light phase of the cycle between 11 a.m. and 2 p.m. Each trial
was recorded by a digital video camera in an adjacent room and, subsequently,
transcribed through the Etholog 2.25 software [53].

The standard spatial-temporal variables, such as the number of entries into
either the open or enclosed arms, as well as the total number of entries were
recorded. Arm entry and arm exit were defined as all four paws into and out of an
arm, respectively. The exploratory behaviour upon the open arms was expressed
as the mean percentage of entries into the open arms (by taking into account the
total number of entries into both the open and the enclosed arms; %open arm
entries) and the time spent inside the open arms (by taking into account the 5 min
duration of the test; %open arm time). Additionally, other ethologically derived
measures were also evaluated (according to [73]) as following: (a) rearing (rising
on the hind limbs); (b) head-dipping (protruding the head over the edge of an
open arm and scrutinizing towards the floor); and (c) grooming (cleaning any
part of the body surface with the tongue, teeth, and/or forepaws).

2.5. Procedure

Each animal received a bilateral microinjection of saline, vehicle, 330 or
660 ng DNQX into the core and shell sub-regions of the Acb, as described in
Section 2.3. Following the drug administrations, each animal was submitted to
Trial 1/Trial 2 EPM procedure, as described in Section 2.4.

2.6. Histological analysis

At the end of the experiments, the animals were deeply anaesthetized with
sodium pentobarbital and transcardially perfused with 0.9% saline followed by
10% formalin. The brains were removed and subsequently cut (vibratome) in
the transverse plane (100 wm). Sections were stained with cresyl violet and
the cannulae loci were examined and documented through a camera lucida
attached to a light microscope. Cannulae placements were mapped onto the
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corresponding atlas drawings of Paxinos and Watson [56]. Data from rats with
misplaced cannulae in the Acb core and Acb shell were not included in the
analyses.

2.7. Statistical analysis

The data were analysed by three-way analysis of variance (ANOVA) with
“Drug Treatment” as factor 1, “Microinjection Site” as factor 2, and “EPM
Trial” as factor 3. When appropriate, ANOVA was followed by Duncan’s test

for multiple comparisons. Only probability values less than 5% were considered
significant.

+1.08

+1.20

- +1.32

- +1.56

3. Results

The histological analysis indicated that the 34 injection can-
nulae tips reached the medial region of the Acb shell, while
26 injection cannulae tips reached the Acb core (AP varying
between +1.08 and +2.16; Fig. 1). Table 1 presents the results of
the three-way ANOVA from rats submitted to the EPM imme-
diately after saline, vehicle and DNQX microinjections into the
core and shell sub-regions of the accumbens nucleus. ANOVA
revealed a significant main effect for %open arm entries in rela-

I o+2.18

Fig. 1. Semi-schematic drawings of coronal sections (100 wm) of the rat brain, according to Paxinos and Watson Atlas [56], illustrating the distribution of the
accumbens core and accumbens shell sites in which saline (SAL), vehicle and DNQX were microinjected. DNQX was microinjected at the doses of 330 and
660 ng/side: (O) SAL, (@) vehicle; (o) DNQX 330; (l) DNQX 660. 2: layer 2 of cortex; 3: layer 3 of cortex; AcbC: accumbens nucleus, core; AcbSh: accumbens
nucleus, shell; aca: anterior commissure, anterior part; acer: anterior cerebral artery; cc: corpus callosum; CB: cell bridges of the ventral striatum; CPu: caudate
putamen (striatum); E: ependyma and subependymal layer; gcc: genu of the corpus callosum; ICj: islands of Calleja; ICjM: islands of Calleja, major island; IEn:
intermiediate endopiriform nucleus; HDB: nucleus of the horizontal limb of the diagonal band; LAcbSh: lateral accumbens shell; lofr: lateral orbitofrontal artery;
LSD: lateral septal nucleus, dorsal part; LSI: lateral septal nucleus, intermediate part; LSS: lateral stripe of the striatum; LSV: lateral septal nucleus, ventral part;
LV: lateral ventricle; mfb: medial forebrain bundle; MS: medial septal nucleus; Pld: paralambdoid septal nucleus; Ld: lambdoid septal zone; Shi: septo hippocampal
nucleus; SIB: Substantia innominata, basal part; Tu: olfactory tubercle; VDB: nucleus of the vertical limb of the diagonal band; VP: ventral pallidum.
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Table 1

Three-way ANOVA results indicating the main effects and between factor interactions

Factors/interactions d.f. %Open entries %Open time Open entries Enclosed entries Total entries Head dipping Rearing Grooming
Drug 3,104 3.53; p<0.05 2.49; NS 2.64; NS 0.45; NS 1.43; NS 1.31; NS 0.22; NS 2.03; NS
Site 1,104 6.04; p<0.05 3.55; NS 2.60; NS 0.038; NS 0.81; NS 3.20; NS 1.43; NS 1.99; NS
Trial 1,104 74.82; p<0.05 84.33; p<0.05 45.34; p<0.05 7.25; p<0.05 24.25; p<0.05 91.78; p<0.05 14.20; p<0.05 0.63; NS
Drug x site 3,104 2.16; NS 1.94; NS 1.33; NS 0.16; NS 0.22; NS 1.35; NS 0.32; NS 0.14; NS
Drug x trial 3,104 1.05; NS 0.73; NS 0.64; NS 0.14; NS 0.22; NS 0.32; NS 0.10; NS 0.24; NS
Site x trial 1,104 2.70; NS 1.22; NS 0.93; NS 1.12; NS 0.033; NS 1.39; NS 0.40; NS 2.06; NS
Drug x site x trial 3,104 0.82; NS 1.95; NS 0.57; NS 0.95; NS 0.57; NS 1.19; NS 0.76; NS 0.30; NS

Rats were bilaterally microinjected with saline, vehicle or DNQX (330 and 660 ng/side) into the core and shell sub-regions of the accumbens nucleus and were submitted to Trial 1/Trial 2

elevated plus-maze procedure. NS indicates not significant.

tion to the “Drug” factor. There was also a significant main effect
for %open arm entries in relation to the “Microinjection Site”.
ANOVA revealed a significant main effect for the %open arm
entries, %open arm time, Open entries, enclosed entries, total
entries, head-dipping, and rearing variables in relation to the
“EPM Trial” factor. There were no significant between factor
interactions for any behavioural variable (Table 1).

The data showed that the rats microinjected with 330 or
660 ng DNQX into the Acb shell, but not in the Acb core, exhib-
ited increased %open arm entries in Trial 1, in relation to the
rats receiving vehicle microinjection (Duncan’s test; Fig. 2).
In addition, the microinjection of 660ng DNQX into the Acb
shell increased the %open arm entries in Trial 1 in relation to
respective group microinjected into the Acb core (Fig. 2).

During Trial 1, rats microinjected with 330 or 660 ng DNQX
into the Acb shell, as well as into the Acb core, displayed the
same %open arm time, number of entries into the open and
enclosed arms, as well as total number of arm entries in rela-
tion to the group microinjected with vehicle (Fig. 3). Also,
animals microinjected with 330 or 660 ng DNQX into the Acb
shell exhibited the same number of entries into the open and
enclosed, as well as the total number of arm entries in relation
to respective group which underwent Acb core microinjection.
Duncan’s test did not indicate any difference between the groups
during EPM Trial 2 (Fig. 3). There was no difference between the
groups microinjected with saline and vehicle in any behavioural
variable.

Regarding the comparisons between EPM trials, all the exper-
imental groups exhibited increased open arm avoidance in Trial
2 in relation to Trial 1, which was characterized by low %open
arm entries and/or low %open arm time (Fig. 2). The number of
entries into the open arm also decreased in Trial 2 in the groups
microinjected with 330 ng DNQX into the Acb core and the Acb
shell and in the groups microinjected with 660 ng DNQX and
saline into the Acb shell (Fig. 3, right upper panel). Duncan’s test
failed to reveal any difference in the number of entries into the
enclosed arm between EPM Trial 1 and EPM Trial 2 (Fig. 3, right
middle panel). The animals microinjected with 330ng DNQX
into the Acb core, and those microinjected with saline into the
Acb shell, exhibited decreased total number of entries in Trial
2, in relation to Trial 1 (Fig. 3, right bottom panel).

The rearing, grooming, and head-dipping frequency in Trial
1 and Trial 2 was not altered by any treatment, either in the core
or in the shell sub-regions of the Acb (Table 2). The rearing
frequency decreased in Trial 2 only in the group microinjected

with vehicle into the Acb core, when compared to Trial 1. In all
experimental groups, the head-dipping frequency was decreased
in Trial 2 in relation to Trial 1, except in the group microinjected
with 660 ng DNQX into the Acb core, which exhibited the same
head-dipping frequency displayed in Trial 1 (Table 2). There
were no significant within and between group differences in
relation to the grooming frequency (Table 2).

4. Discussion

In the EPM, the animal fear/anxiety level is evaluated by
taking into account the open arm exploration (%open arm
entries and %open arm time). When DNQX, a glutamate AMPA
receptor antagonist, was microinjected into the Acb shell, the
animals exhibited decreased open arm avoidance, characterized
by higher exploration towards to the open arms of the maze in
Trial 1 (increased %open arm entries). In addition, rats receiv-
ing DNQX into the Acb shell also displayed increased open
arm exploration in relation to rats treated with Acb core DNQX
microinjection. Taken together, the present study showed that
the microinjection of DNQX into the Acb shell induced an
anxiolytic-like effect in female rats tested in the EPM. Also,
the anxiolytic-like effect induced by DNQX microinjection is
selective to Acb shell, since the Acb core DNQX microinjection
failed to change the arm preference of the animals. That is to
say, the animals exhibited the same level of open arm avoidance
in relation to the group microinjected with vehicle. Also, vehi-
cle microinjection into both core and shell sub-regions of the
Acb did not change the animal behaviour in the EPM in relation
to the group microinjected with saline. Thus, the present study
addresses a putative role of AMPA receptors in Acb shell for
anxiety modulation in female rats.

This assumption corroborates a prior study showing that the
NBQX microinjection into the Acb, another AMPA receptor
antagonist, significantly decreased the open arm avoidance in
male rats tested in the EPM [48]. However, a distinction between
the core and shell sub-regions was not carried out in this study.
Thus, the present study showed, for the first time, a differential
involvement of sub-regions of the Acb on anxiety modulation
in female rats.

In spite of an evaluation of the animals estrous cycle has not
been carried out in the present study, the increased %open arm
entries induced by Acb shell DNQX microinjection can not be
ascribed to influence of the hormonal levels along the different
phases of the ovarian cycle. Firstly, some previous studies have
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Fig. 2. Anxiolytic-like effect induced by AMPA antagonist microinjections into the accumbens shell. Rats were bilaterally microinjected with saline, vehicle or
DNQX (330 and 660 ng/side) into the core and shell sub-regions of the accumbens nucleus and tested twice in the elevated plus-maze. Trial 1 is depicted on the
left while Trial 2 is depicted on the right. Data are represented as the mean £ S.E.M. *p <0.05 in relation to respective trial 1; ¥p<0.05 in relation to the group
microinjected with vehicle; #p <0.05 in relation to respective group submitted to Acb core microinjection (three-way ANOVA followed by Duncan’s test for multiple

comparisons).

demonstrated that the %open arm entries is not altered by any
phase of the estrous cycle [9,47,52]. Secondly, it has been shown
that the %open arm entries remains the same irrespective of the
estrous cycle phase when animals are tested under high level
(2001x) of illumination [50]. In the present study, the animals
were also tested under a high level of EPM illumination (373 and
284 1x in the open and enclosed arms, respectively). Thus, the
data suggest that the increased %open arm entries induced by

Table 2

Acb shell DNQX microinjection may not be ascribed to ovarian
hormone fluctuations underlying the estrous cycle, but to AMPA
receptors blockade into the Acb shell.

The present study showed that the AMPA receptor blockade
in the Acb shell was able to reduce fear-motivated behaviours
such as open arm avoidance in the EPM. However, it has
also been shown that the microinjections of AMPA antagonist
microinjection into the Acb shell elicited defensive burying (a

Some ethological variables exhibited by rats in the elevated plus-maze: the animals received bilateral microinjections of saline, vehicle or DNQX into the core and

shell sub-regions of the accumbens nucleus before maze exposure

Behaviour Trial Saline Vehicle DNQX 330 DNQX 660
Core (5) Shell (6) Core (8) Shell (9) Core (6) Shell (9) Core (7) Shell (10)
Rearing 1 13.8 £ 34 136 £ 1.5 155 £22 120 £ 2.7 150 £ 1.8 122 £22 132 £ 2.1 109 £ 1.6
2 10.8 + 4.5 8.0 + 3.0 6.6 £+ 2.2% 102 £ 1.6 10.6 £+ 2.8 75+ 19 8.7 +£20 84 +1.0
Grooming 1 1.2 +£0.2 1.8 £ 0.6 1.6 £ 0.6 2.0+ 0.6 1.1 +£0.2 22404 0.8 +£0.2 1.3 +03
2 1.0 £ 0.3 1.1 £ 0.6 1.6 £ 04 1.8 £0.2 1.5+03 1.3+03 1.2 £0.2 1.0 £ 0.2
Head-dipping 1 9.8 £3.9 9.0 £ 1.7 57+15 73+ 15 76 £ 1.3 87+15 51+ 1.1 1.7 £ 1.9
2 1.6 £ 0.2* 2.5 £ 1.0* 0.8 £ 0.5* 0.8 £ 0.3* 1.0 £ 0.5* 1.1 £ 0.6* 1.0 £ 0.6 1.7 £ 0.5%

The data are expressed as the mean =+ standard error. Numerals between parentheses indicate the number of animals per group. Rats were microinjected with saline,
vehicle or DNQX (330 and 660 ng/side) into the core and shell sub-regions of the accumbens and were submitted to Trial 1/Trial 2 elevated plus-maze procedure.
*p<0.05 in relation to respective Trial 1 (three-way ANOVA followed by Duncan’s test for multiple comparisons).
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Fig. 3. Number of entries into the open and enclosed arms, as well as the total number of arm entries in rats microinjected with AMPA receptor antagonist into the
core and shell sub-regions of the accumbens nucleus. Rats were bilaterally microinjected with saline, vehicle or DNQX (330 and 660 ng/side) into the Acb core and
the Acb shell and tested twice in the elevated plus-maze. Trial 1 is depicted on the left while Trial 2 is depicted on the right. Data are represented as the mean + S.E.M.
*p <0.05 in relation to respective Trial 1 (three-way ANOVA followed by Duncan’s test for multiple comparisons).

fear-motivated behaviour) in both male and female rats [64]. Itis
difficult to explain the contrasting effect of the Acb shell AMPA
antagonist microinjection upon the animal emotionality (anxi-
olysis in the present study and anxiogenesis in the Reynolds’s
study [64]). Regarding human studies, the same dichotomy is
exhibited. Deep brain stimulation of the Acb shell reduced
the severity symptoms in patients with obsessive—compulsive-
and anxiety-disorder [80] whereas the same procedure car-
ried out at the anterior limb of the internal capsule and at
the Acb region elicited panic in an old man with refractory
obsessive—compulsive disorder [76]. Thus, both basic and clin-
ical research results are contradictory in the literature and the
role of the glutamate neurotransmission into the Acb shell, as

well as the whole Acb, on fear/anxiety modulation remains open
for further investigation.

In the literature, it has been proposed a beneficial relation-
ship between anxiety and feeding behaviour in the Acb. For
example, it may be advantageous for the animal to engage in
feeding behaviour under a wide range of environmental situ-
ations, such as novelty or unfamiliar cues and still be able to
replace feeding by defensive behaviour in the face of imminent
threat detection [39]. This assumption has been supported by
studies which demonstrated that functional inhibition of the Acb
shell by GABAR or GABA receptor activation induces hyper-
phagia [44,78] and anxiolysis in free-feeding rats [44]. Even
though the present study has not carried out an evaluation of the
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animal feeding behaviour, by showing that the AMPA recep-
tor blockade in the Acb shell suppressed the animal fear, allied
to other studies which had showed the hyperphagic effect of
the AMPA blockade in the Acb shell [40,79], the present study
suggests that, similar to GABA neurotransmission, the AMPA
receptor blockade into the Acb shell may also increase feeding
and decrease the occurrence of defensive behaviour. Thus, the
animal motivation for feeding and defence could emerge from
GABA and glutamate modulation upon the Acb shell output.

Regarding locomotion, it has been well accepted that the Acb
core is involved, preferentially, in regulating motor functions
whereas the Acb shell is involved, preferentially, in regulat-
ing limbic functions [86], even though the literature data are
contradictory. While some data have shown that the Acb core
underlie locomotion in different task [45,46,61] and mediates
the effects of psychostimulants on locomotor activity [10,54],
electrolytic and excitotoxic lesions to the Acb core have failed
to change the locomotor activity [55,83]. On the other hand,
studies which coved both excitotoxic and electrolytic lesions to
the Acb shell have shown either no effect [55,63] or increased
locomotor activity [38,62,83].

In the present study, the number of entries into the enclosed
arms, a reliable index of the animal motor activity in the EPM
[21], and rearing were not altered by the AMPA receptor antag-
onist microinjection into both the core and shell sub-regions of
the Acb. In addition, the total arm entries, another variable that
roughly represents locomotor activity, also remained unchanged
during Trial 1 after the core and shell DNQX microinjection.
These data of the present study are in accordance with prior data
of the literature, which showed that neither the number of entries
into the enclosed arms nor the number of rearing was affected
by the AMPA receptor antagonist microinjection into the Acb
[48]. Thus, in the present study, it is possible to exclude some
bias of the locomotion on the anxiolytic-like effect induced by
the AMPA receptor blockade in the Acb shell. Recently, a study
which has used electrolytic lesion of the Acb showed that rats
with lesion in the Acb shell, but not in the Acb core, exhibited
reduced locomotion and unchanged emotionality in the EPM
[35]. These contradictory results may be explained by different
methodological procedures, such as the interval of time between
surgery and test (7 months in the Horsley’s study [35] and around
7 days in the present study). In addition, it is important to keep
in mind that lesion treatments are not necessarily functionally
equivalent to pharmacological treatment due to the damage of
fibres passing through.

It has been proposed that the Acb is important for spatial
learning and memory due to its connections with cortical and
hippocampal regions [71,74,75,81]. Several studies have pro-
vided evidences that the Acb manipulations may impair spatial
learning [3,24,46,67,70]. Recently, it was demonstrated that both
the NMDA and the AMPA receptor activation were important for
short-term spatial learning in the Morris water maze task [20].
Regarding emotional learning in the EPM, it has been proposed
that as the animal engage EPM exploration, it would be able
to encode information about the maze (i.e. its position within
the maze, arms previously visited, location of areas with more
or less aversive properties, and so on), by using different sen-

sory systems, such as vibrissal and visual sense [57], in such
a way that this information would be integrated in its central
nervous system to create a representative and reliable context
of the experience. Thus, it is possible to assume that after some
time, the animal ongoing behavior in a certain minute would be
dependent on the experience obtained in the previous minute. In
fact, when the exploratory behavior of rats and mice in the EPM
is fractioned into 1-min blocks (temporal analysis), a notewor-
thy exploratory pattern emerges, with the animals exhibiting, at
the end, increased open arm avoidance, in comparison with the
beginning of the exposure [26,34,65,66]. Additionally, when the
animal is re-exposed to the maze, it displays higher open arm
avoidance in relation to the first exposure and this finding indi-
cates that prior-experience significantly alters the subsequent
EPM exploration, with the animals acquiring increased level of
fear/anxiety during Trial 1, which could be reinstated during
Trial 2 [22]. Since the open arm avoidance is motivated by the
fear of open and/or illuminated spaces, it is possible to assume
that rats and mice develop emotional learning during the EPM
exposure. It has been shown that the increased anxiety exhib-
ited by rats along EPM Trial 2 is dependent on the trial 1 length
[16] and may be facilitated by increased blood glucose level
induced by maze exploration, an effect that could be mediated
by increased glucose gift for the central nervous system or due to
central integration of sensory inputs traveling through the vagus
nerve [26].

In the present study, the AMPA receptor antagonist microin-
jection into both the core and shell sub-regions of the Acb failed
to prevent the occurrence of increased open arm avoidance along
Trial 2 EPM. This indicates that the AMPA receptor activation
into the Acb is not important for encoding the information under-
lying the emotional learning in the EPM, in contrast with the
basolateral nucleus of the amygdala and the septo-hippocampal
formation. In these two regions, either the reversible bilateral
lesion with lidocaine [23] or the selective destruction of the
cholinergic neurons of the medial septum that project to hip-
pocampus with 192-IgG-saporin immunotoxin [42], impair and
prevent the emotional learning in the EPM, respectively. How-
ever, it has been shown that the AMPA receptor activation into
the Acb core may be important for the acquisition and expres-
sion of inhibitory avoidance [19], another fear-motivated task,
just like the open arm avoidance in the EPM.

There are, yet, few studies in the literature that address the
role of the Acb in animal models of anxiety, in spite of the
several emerging evidences from the molecular biology [13,28]
as well as from behavioural [58] and neuroanatomical studies
[4,5,11,15,59,84] that support a potential role of the Acb on anxi-
ety. Thus, in order to clarify the role of the Acb on emotionality,
a more systematic evaluation of the glutamate neurotransmis-
sion within the Acb should be carried out, especially including
other animal models of anxiety.
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This study investigated the effect of the AMPA receptor antagonist 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione
(CNQX; 2.5 and 5.0 nmol/side) microinjected into the core and shell sub-regions of the accumbens
(Acb) nucleus, on food intake and the level of anxiety in female rats. Bilateral microinjections of CNQX
(5.0nmol/side) into the Acb shell (AP, +1.08 to +2.04), but not into the Acb core, induced an anxiolytic-like
effect in relation to rats microinjected with vehicle, since the animals exhibited low level of SAP in the
feeding test. The anxiolytic-like effect induced by 5.0 nmol CNQX microinjection into the Acb shell may

f:?c/ m%rg;ls not be ascribed to changes in the motor activity of the animals, because the frequency of locomotion,
Anxiety rearing and grooming remained unchanged after the drug microinjection. However, neither Acb shell nor
Food intake Acb core CNQX microinjections were able to change the animals food intake along 1 h feeding behaviour
AMPA evaluation. Food intake remained unchanged 24 h after the drug microinjections either into the Acb shell
Glutamate or into the Acb core. The data suggest that AMPA receptor blockade in the Acb nucleus may differentially
Rat change the ingestive and defensive behaviours in female rats.

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The accumbens (Acb) nucleus is an important region of the
basal forebrain involved in appetitive and aversive related functions
[34,35,37]. In the Acb, the feeding behaviour is regulated by mul-
tiple neurotransmitter systems, such as glutamate, GABA, opioids,
and dopamine [15]. Regarding the glutamate neurotransmission, it
has been shown that the microinjection of AMPA receptor antag-
onist into the shell region of the Acb in rats increases food intake
[16], while the Acb shell AMPA microinjection decreases feeding in
food-restricted rats. Increased food intake has also been induced
following the microinjection of GABA agonists into Acb shell [1,15].
Taken together, the literature indicates that hyperphagic response
may be induced in rats either removing the excitatory input to
AMPA receptors located in the shell region of the Acb or inhibiting
the Acb neural activity by GABA receptor stimulations [15].

Despite feeding behaviour, the Acb nucleus is also involved with
defensive behavioural responses elicited by noxious or threaten-
ing stimuli [2,3,9,12,18,34]. In contrast to feeding behaviour, which

* Corresponding author. Fax: +55 48 3721 9672.
E-mail address: serralvo@ccb.ufsc.br (M.S. Faria).

0166-4328/$ - see front matter © 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bbr.2008.06.003

appears to be organized along the more rostral sites of the Acb shell,
defensive behaviours appear to be organized along the more caudal
sites of the Acb shell [34,35]. For example, hyperphagia has been
induced by AMPA antagonist and GABA agonist microinjections at
the rostral regions of the Acb shell, while fear-related behaviours,
such as burying or paw-treading, appear to be evocated by both
AMPA antagonist and GABA agonist microinjection at the caudal
regions of the Acb shell [34,35].

Conversely, it has also been shown that the microinjection of
GABA receptors agonist into the Acb shell increased food intake
and decreased the level of fear/anxiety in free-feeding female rats
tested in the plus-maze, an animal model of anxiety [19]. In addi-
tion, the microinjection of AMPA receptor antagonist into the Acb
shell induced anxiolytic-like effect in the plus-maze [7]. However,
the possible occurrence of hyperphagia and anxiolysis has not been
evaluated with regard to the blockade of AMPA receptor in the
Acb nucleus, yet. The fear/feeding/Acb relationship has important
clinical implications and deserves further investigation, since these
different motivational states are disrupted in some psychiatric dis-
orders, such as anorexia and bulimia [25].

The present study aimed at evaluating the effect of AMPA antag-
onist microinjections into both core and shell regions of the Acb
nucleus on food intake and defensive behaviour in free-feeding

Please cite this article in press as: da Cunha IC, et al., The microinjection of AMPA receptor antagonist into the accumbens shell failed to change
food intake, but reduced fear-motivated behaviour in free-feeding female rats, Behav Brain Res (2008), doi:10.1016/j.bbr.2008.06.003
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female rats. Female rats were used because anxiety and eating
disorders occurrence predominate in women [24].

2. Materials and methods
2.1. Animals

Adult female Wistar rats, weighing approximately 200-250 g (2-month age),
were supplied by the animal breeding division of the Federal University of Santa
Catarina. The animals were housed in individual cages and submitted to a 7-day
period of adaptation with free access to food and water under a light/dark cycle of
12 h (lights on, at 6 a.m.). The animals were only handled for weighing, drug admin-
istration, and cage cleaning. All the experimental procedures were conducted in
compliance with the recommendations of the Ethics Commission for the use of
experimental animals of the Federal University of Santa Catarina, SC, Brazil.

2.2. Cannulae implantations

Atleast 7 days before the experiments, each animal was intraperitoneally anaes-
thetized with a ketamine hydrochloride (87 mgkg~') and xylazine (13 mgkg~')
mixture, and bilateral stainless steel guide cannulae (30G) were implanted using
stereotaxic techniques. The guiding cannulae were aimed at sites located 1 mm
close to either the Acb core or the Acb shell according to the coordinates (derived
from Paxinos and Watson Atlas [28]. The cannulae were anchored in the skull with
jeweller screw, fixed with dental cement, and maintained patent by an inner remov-
able stylet between the experiments. Shell placements were AP 1.4 mm anterior to
bregma, ML + 0.8 mm lateral to midline and DV to 5.5 mm below the surface of the
skull. Shell microinjections were distributed across the following rostrocaudal lev-
els: +1.08 (n=4),+1.2 (n=5),+1.44 (n=3),+1.68 (n=2), +1.8 (n=6) and +2.04 (n=6).
Core placements were AP 1.2 mm anterior to bregma, ML=+ 1.0 mm lateral to mid-
line and DV to 5.5 mm below the surface of the skull. Shell microinjections were
distributed across the following rostrocaudal levels: +1.08 (n=6), +1.2 (n=2), +1.44
(n=8),+1.68 (n=4), +1.8 (n=2) and +2.04 (n=3).

2.3. Drug microinjections

Injections were made through inner cannulae (33 G) extending 1 mm beyond
the ventral tip of the guiding cannulae connected by polyethylene tubing to a
Hamilton microsyringe (1 wl) fitted to an injection pump. The injected volume
(0.4 1) was administered bilaterally over a period of 60s and a further 60s was
allowed for the solution to diffuse from the cannulae. 6-cyano-7-nitroquinoxaline-
2,3-dione (CNQX) was purchased from Tocris (USA) and freshly dissolved in artificial
cerebrospinal fluid (aCFS; 147 mM Na*, 154 mM Cl-, 3.0 mM K*, 1.2 mM Ca?*, and
0.9mM Mg?*; pH 7.4). The doses of CNQX were estimated according to the litera-
ture.

2.4. Food intake evaluation

Previously to the test for food intake evaluation, each animal was submitted to
two consecutive (24 h interval) habituation sessions in the feeding cage for 30 min.
The food intake evaluation was carried out 24h after the last habituation ses-
sion. Each animal was placed in a test cage constructed with transparent glass
(49 cm x 34cm x 32 cm), containing a pre-weighed amount of food (standard rat
chow pellets) and tap water (in a bottle placed outside the test cage with a spout
projected through the wall of the cage). Each animal was allowed to explore the
environment freely for 1h (length of the session). The session was recorded by a
video camera perpendicularly located 60 cm above the cage floor, for subsequent
detailed behavioural analysis through Etholog 2.2 [23]. The back and lateral walls,
as well as the floor cage, were coated with a black adhesive plastic paper. In order
to facilitate behavioural recording, the front wall of the cage had a mirror with the
same dimensions of the transparent glass, which was arranged in a 45° angle in
relation to the vertical plane. This mirror arrangement also prevented the animal to
see its reflex on the mirror. At the end of the session, the difference between food
and water weight at the beginning and at the end of the session was taken as the
amount of food or water consumed. Food intake was also evaluated 24 h after Acb
shell and Acb core microinjections.

Throughout the session, five variables were evaluated. First, the feeding length,
defined as the amount of time the animal mouth was either touching or chew-
ing a food pellet. Second, locomotion, defined as the number of front to back cage
crossings. Third, the number of rearing, defined as the front paws raised from the
tank floor and either placed on the side of the tank or placed in front of the body.
Fourth, the number of grooming, defined as paw strokes over the face or licking of
the paws or body. Fifth, the number of stretched-attend postures (SAPs), defined as
an exploratory posture in which the body is stretched forward, then, retracted to the
original position without any forward locomotion [38]. All procedures were carried
out between 11 a.m. and 4 p.m.

2.5. Procedure

Each animal received a bilateral microinjection of either aCSF (core, n=9 and
shell, n=10) or CNQX (2.5 and 5.0 nmol) into the core (2.5nmol CNQX, n=8 and
5.0nmol CNQX, n=8)and shell (2.5 nmol CNQX, n =6 and 5.0 nmol CNQX, n=10) sub-
regions of the Acb, as described in Section 2.3. Following the drug administrations,
each animal was submitted to food intake evaluation, as described in Section 2.4.

2.6. Histological analysis

At the end of the experiments, the animals were deeply anaesthetized with
sodium pentobarbital and transcardially perfused with 0.9% saline followed by 10%
formalin. The brains were removed and subsequently cut (vibratome) in the trans-
verse plane (100 wm). Sections were stained with cresyl violet and the cannulae loci
were examined and documented through a camera lucida attached to a light micro-
scope. Cannulae placements were mapped onto the corresponding atlas drawings
of Paxinos and Watson [28]. Data from rats with misplaced cannulae in the Acb core
and Acb shell were not included in the analyses.

2.7. Statistical analysis

The data were analysed by two-way analysis of variance (ANOVA) with “Drug
Treatment” as factor 1 and “Microinjection Region” as factor 2. When appropriate,
ANOVA was followed by Duncan’s test for multiple comparisons. Only probability
values less than 5% were considered significant.

3. Results

The histological analysis indicated that 26 injection cannu-
lae tips reached the region of the Acb shell, while 25 injection
cannulae tips reached the Acb core (AP varying between +1.08
and +2.04; Fig. 1). The two-way ANOVA only revealed a signifi-
cant main effect for SAP variable in relation to the “Drug” factor
(F2.45=3.65; p<0.05). Duncan’s test indicated that the group bilat-
erally microinjected with CNQX at the dose of 5.0 nmol into the
Acb shell, displayed low frequency of SAP in relation to respective
group bilaterally microinjected with vehicle (Fig. 2). There were
no significant main effect for 1h Food intake (F,45=0.64), 24h
Food intake (F, 45 =0.55), Feeding length (F, 45 =0.35), Locomotion
(F2,45=0.51), Rearing (F; 45 = 0.08) and Grooming (F, 45 =0.42) vari-
ables, indicating that, irrespective of the drug treatment, there were
no significant differences between the groups microinjected with
aCSFand CNQX (2.5 and 5.0 nmol/side) in relation to these variables
(Table 1). Regarding factor 2 (microinjection region), ANOVA failed
to reveal any significant main effect in 1 h Food intake (F; 45 = 1.98),
24h Food intake (Fy45=2.37), Feeding length (F; 45=0.01), Loco-
motion (Fj45=3.12), SAP (F;45=0.13), Rearing (Fi45=124) and
Grooming (F; 45 = 1.22) variables, indicating that, irrespective of the
region of microinjection (core or shell), there were no significant
differences between the groups treated with aCSF and CNQX (2.5
and 5.0 nmol/side)inrelation to these variables (Table 1). There was
only a significant between factor interactions for rearing variable
(F.45=3.67; p<0.05), but not to 1h Food intake (F45=0.65), 24 h
Food intake (F, 45 =0.78), Feeding length (F, 45 =2.37), Locomotion
(F,45=2.76), SAP (F, 45 = 0.80) and Grooming (F; 45 =0.51) variables.

4. Discussion

The present study showed that when CNQX, a glutamate AMPA
receptor antagonist, was microinjected into the Acb shell the ani-
mals exhibited decreased SAP behaviour in the feeding test. SAP
has been interpreted as a specific information-gathering behaviour
displayed in potentially threatening situations [29]. It has been con-
sidered a behaviour indicative of an approach-avoidance conflict
[44] that may be elicited in a variety of threatening situations,
including social, predatory, and nonsocial contexts [4,5,14,44]. It
has also been shown that SAP behaviour is highly correlated with
corticosterone release [36] and is sensitive to the effects of anxi-
olytic and anxiogenic drugs [10,38]. Since we demonstrated that
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Fig. 1. Semi-schematic drawings of coronal sections (100 wm) of the rat brain, according to Paxinos and Watson Atlas [28], illustrating the distribution of the accumbens core
and accumbens shell sites in which artificial cerebrospinal fluid (vehicle) and CNQX (2.5 and 5.0 nmol/side) were microinjected. (®) Vehicle; (o) CNQX 2.5; () CNQX 5.0:
layer 2 of cortex; 3: layer 3 of cortex; AcbC: accumbens nucleus, core; AcbSh: accumbens nucleus, shell; aca: anterior commissure, anterior part; acer: anterior cerebral artery;
cc: corpus callosum; CB: cell bridges of the ventral striatum; CPu: caudate putamen (striatum); E: ependyma and subependymal layer; gcc: genu of the corpus callosum; ICj:
islands of Calleja; ICjM: islands of Calleja, major island; IEn: intermediate endopiriform nucleus; HDB: nucleus of the horizontal limb of the diagonal band; LAcbSh: lateral
accumbens shell; lofr: lateral orbitofrontal artery; LSD: lateral septal nucleus, dorsal part; LSI: lateral septal nucleus, intermediate part; LSS: lateral stripe of the striatum;
LSV: lateral septal nucleus, ventral part; LV: lateral ventricle; mfb: medial forebrain bundle; MS: medial septal nucleus; Pld: paralambdoid septal nucleus; Ld: lambdoid septal
zone; Shi: septo hippocampal nucleus; SIB: substantia innominata, basal part; Tu: olfactory tubercle; VDB: nucleus of the vertical limb of the diagonal band; VP: ventral
pallidum.

CNQX microinjected into the Acb shell decreases the SAP occur- since the Acb core CNQX microinjection failed to change the occur-
rence, it is possible to establish that the blockade of AMPA receptors rence of SAP in the animals. In this sense, the present study is in
into the Acb shell is anxiolytic in rats. In addition, the anxiolytic- accordance with previous studies showing that AMPA receptors
like effect induced by CNQX microinjection is selective to Acb shell, antagonist microinjection into the Acb nucleus may be anxiolytic
Table 1

Some behavioural variables exhibited by rats during food intake evaluation: each animal received bilateral microinjection of vehicle or CNQX into the core and shell sub-regions
of the accumbens nucleus before food intake evaluation

Behaviour aCSF CNQX 2.5 CNQX 5.0
Core (9) Shell (10) Core (8) Shell (6) Core (8) Shell (10)

1h Food intake (g) 0.0 £ 0.0 0.0 + 0.0 0.3 +£0.2 0.0 £ 0.0 0.13 +£ 0.1 0.0 £ 0.0
24 h Food intake (g) 114 +£ 2.5 16.4 + 0.9 125+ 13 12.8 +£ 1.1 111 +£ 2.6 13.0 + 1.8
Feeding length (s) 849 + 16.5 55.6 + 154 559 + 7.9 96.2 + 22.0 66.5 + 18.9 58.6 + 124
Locomotion 874 + 18.6 64.0 + 12.8 381+ 72 162.3 £ 35.1 46.4 +£9.9 124.0 £ 39.5
Rearing 126.4 +£ 253 75.1 £ 121 56.6 + 11.1 125.8 + 36.2 67.4 + 19.7 119.7 £ 33.2
Grooming 151 £ 25 15.0 + 4.37 124 + 1.2 84.2 + 17.8 11.8 £ 1.1 14.0 + 3.1

The data are expressed as the mean =+ standard error. Numbers in parentheses indicate the number of animals per group. Rats were microinjected with artificial cerebrospinal
fluid (aCSF) or CNQX (2.5 and 5.0 nmol/side) into the core and shell sub-regions of the accumbens and were submitted to feeding behaviour evaluation. Two-way ANOVA
failed to indicate any significant main effect.
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3.0 4 Regarding Acb core, the present study demonstrated that ani-

1 Core L - . .
&3 Shell mals microinjected with CNQX into the core sub region of the Acb
251 displayed the same level of locomotion, rearing and grooming than
% 20 those exhibited by animals microinjected with aCSF, thus, indicat-
g a ing that the blockade of the AMPA receptors into the Acb core did
5 154 not change the animal motor activity. However, it has been well
-g T accepted that the Acb core is involved, preferentially, in regulating
3 104 motor functions [46], although the literature data are contradic-
tory. While some data have shown that the Acb core underlies
0.5 ~ locomotion in different task [20,21,30] and mediates the effects
of psychostimulants on locomotor activity [6,26], electrolytic and
00:- excitotoxic lesions of the Acb core have failed to change the loco-

0 25 5.0 motor activity [27,45].

CNQX (nmol/side) Regarding food intake, it has been proposed that the gluta-

Fig. 2. Reduced fear-motivated behaviour induced by AMPA antagonist microinjec-
tions into the accumbens shell. Number of stretched-attend posture (SAP) exhibited
by rats in a feeding test after bilateral microinjection with artificial cerebrospinal
fluid (vehicle) or CNQX (2.5 and 5.0 nmol/side) into the core and shell sub-regions
of the accumbens nucleus. Data are represented as the mean+S.E.M. *p<0.05 in
relation to the group treated with vehicle. (two-way ANOVA followed by Duncan’s
test for multiple comparisons).

in rats [7,22], thus, pointing to a putative role of AMPA receptors in
Acb shell for anxiety modulation in female rats.

The present study showed that the AMPA receptor blockade
in the Acb shell was able to reduce the number of SAP, a fear-
motivated behaviour. However, it has also been shown that the
microinjections of AMPA antagonist microinjection into the Acb
shell elicited defensive burying (a fear-motivated behaviour) in
both male and female rats [34]. It is difficult to explain these
contrasting effects on the animal emotionality (anxiolysis and anx-
iogenesis) after Acb shell AMPA antagonist microinjection. Studies
on human beings have demonstrated that deep brain stimula-
tion of the Acb shell reduced the severity symptoms in patients
with obsessive-compulsive- and anxiety-disorder [43] whereas the
same procedure carried out at the anterior limb of the internal
capsule and at the Acb region elicited panic in an old man with
refractory obsessive—compulsive disorder [39]. Thus, both basic
and clinical research results are contradictory in the literature and
the role of the glutamate neurotransmission into the Acb shell on
fear/anxiety modulation deserves further investigation.

The anxiolytic-like effect induced by CNQX microinjection into
the Acb shell may not be ascribed to changes in the animal motor
activity, since other behaviours displayed by the animals in the
feeding test, such as locomotion, rearing, as well as grooming,
were not altered by the drug microinjection. In the same vein, the
microinjection of DNQX (another AMPA receptor antagonist) into
the Acb shell was able to induce anxiolytic-like effect devoid of
motor activity alteration in rats submitted to the plus-maze test
[7]. In addition, another prior data from the literature also showed
that the microinjection of AMPA receptor antagonist into the Acb
did not change the motor activity of rats tested in the plus-maze
[22]. On the other hand, studies which coved both excitotoxic and
electrolytic lesions to the Acb shell have shown either no effect
[27,33] or increased locomotor activity [13,31,45]. Recently, a study,
which has used electrolytic lesion of the Acb, showed that rats with
lesion in the Acb shell, but not in the Acb core, exhibited reduced
locomotion and unchanged emotionality in the EPM [11]. These
contradictory results may be explained by different methodologi-
cal procedures, such as the interval of time between surgery and
test (7 months as in Horsley’s study [11] and around 7 days in
the present one). Moreover, it is important to keep in mind that
lesion treatments are not necessarily functionally equivalent to
pharmacological treatment, due to the damage of fibres passing
through.

mate exerts a tonic inhibition on Acb shell medium-spiny output
neurons which projects to hypothalamic feeding-related circuitry
[15]. This assumption is supported by the fact that hyperphagia
may be induced in free-feeding rats by AMPA receptor antagonists
microinjection into the Acb shell [16,21,42]. Thus, the lacking of
Acb shell inhibitory influences on hypothalamic feeding-related cir-
cuitry would result in a motivational state for food intake [15]. In
contrast to Kelley et al’s theory, it has also been demonstrated that
AMPA receptor agonists may dose-dependent increase food intake
when microinjected into Acb shell [8], as it does when microin-
jected into the lateral hypothalamus [17,40,41]. In addition, the
AMPA Acb shell microinjection was able to enhance the hyper-
phagic effect induced by the DAMGO [32], a w-selective opioid
agonist [8], thus, reinforcing the role of glutamate and endogenous
opioids to increase food intake in the Acb shell.

In the present study, the blockade of AMPA receptor in the Acb
shell did not change the feeding behaviour. Neither food intake
along 1 h test, nor 24 h after the drug microinjection were altered
by CNQX AMPA receptor antagonist microinjection. In addition,
the feeding length, characterised by the amount of time the ani-
mal mouth was either touching or chewing a food pellet, was not
changed by CNQX microinjection into the Acb shell, either. This
result may be explained by methodological differences adopted. As
for instance, the use of individually housed animals against group
house animals, the number of prior habituation to test chamber
conditions in order to reach stable baseline levels for food intake
or even animals receiving drug or vehicle in counterbalanced order
against animals receiving only one drug microinjection. Moreover,
the influence of the hormonal levels along the different phases of
the ovarian cycle, which was not carried out either in the present
study, or in previous ones using female rats as experimental sub-
ject[34,35], is another point to ponder. However, if glutamate may
increase food intake by AMPA receptor activation into the Acb shell
[8],itis plausible to infer that AMPA receptor antagonist microinjec-
tion into the Acb shell fails to alter food intake in animals. Especially
if the influences of glutamate on feeding behaviour in the Acb shell
are neither tonic nor inhibitory on food intake.
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