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§
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RESUMO

Este estudo investigou os efeitos do tratamento com o0 agonista
serotonérgico misto dos receptores 5-HT15 € 5-HT,c, m-clorofenilpiperazina (mCPP,
4 nmol, 10 nmol e 40 nmol/lado) na regido concha do nucleo accumbens (NAc),
sobre a ingestdo de alimentos e o consumo de agua, bem como nos niveis de
comportamentos relacionados a ansiedade/medo. Foram utilizados ratos Wistar
machos (250-3009), portando canulas-guia implantadas bilateralmente 2 mm acima
da NAcc, mantidos em restricdo de alimento (159 racdo rato/ao dia) e agua ad
libitum. Os animais foram tratados, bilateralmente, com acido ascoérbico (AC; 5%;
200 nl) e mCPP e, transferidos para uma caixa de registro alimentar para avaliagéo,
por 30 min., do consumo de alimento e agua. As imagens foram gravadas utilizando
a webcam, e posteriormente foram avaliadas pelo programa Etholog 2.25. Os
resultados indicaram que as doses mais baixas e mais altas do mCPP aumentaram
ambos a duracgéo e a frequiéncia do comportamento de avaliacdo de risco, sugerindo
gue a ativacao dos receptores 5-HT1g € 5-HT,c na regido concha do NAcc evocou o
comportamento semelhante a ansiedade/medo. A ingestdo alimentar e sua
frequéncia ndo foram afetadas pelas injecdes de mCPP, embora a dose de 10nmol
de mCPP pareca induzir uma pequena diminuicdo na duracdo da ingestdao e
pequeno atraso na laténcia da alimentacdo. Esta dose também aumentou um dos
comportamentos ndo ingestivo, a exploracdo alimentar. A administracdo do mCPP
ndo alterou os comportamentos de ingestdo de 4gua e as atividades motoras, tais
como a exploracgéo vertical, a auto-limpeza e o comportamento de locomocéo. Estes
dados sugerem que as alteragbes emocionais evocadas pela manipulagao
farmacoldgica da neurotransmissao serotonérgica na regido concha NAcc ndo estéo

relacionadas as alteragdes na ingestao de alimento.

Palavras-chave: nucleo accumbens, serotonina, ingestdo alimentar, ansiedade,
mCPP.



ABSTRACT

This study investigated the effect of treatment with a 5-HTig and 5-HT,c
receptor agonist m-chlorophenylpiperazine (mCPP, 4 nmol, 10 nmol and 40
nmol/side) in the shell sub region of the nucleus accumbens (NAc), on feeding and
drinking as well as the level of fear/anxiety-related behaviors. Wistar male rats (250-
300g) were used in this study, which were implanted bilaterally guide cannulae 2 mm
above the NAcc shell and kept on food-restricted (159 rat chow/day rat) and water ad
libitum. The animals were treated bilaterally with ascorbic acid (AC; 5%; 200 nl), and
mCPP and transferred to a feeding cage for evaluation of food and water
consumption for 30 min. The images were recorded by webcam and then evaluated
by Etholog 2.25 program. The results indicated that the lowest and highest mCPP
doses increased both the stretched-attend posture (SAP) duration and frequency,
suggesting that activation of 5-HTg/oc receptor in the NAc shell evoked fear/anxiety-
like behavior. The food intake and feeding frequency were not affected by the mCPP
injections although, 10 nmol dose of mCPP seems to induce a minor decrease in
feeding duration and a slight delay in the feeding latency. This dose also increased a
non-ingestive behavior, the food pellet assessment. Administration of mCPP failed to
modify both drinking behavior and motor activity such as rearing, grooming and
locomotor behavior. These data suggest that the emotional changes evoked by
pharmacological manipulation of the serotonergic neurotransmission in the NAc shell

are not linked with changes in food intake.

Key words: nucleus accumbens, serotonin, food intake, anxiety, mCPP
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1 INTRODUCAO

1.1 SEROTONINA (5-HIDROXITRIPTAMINA; 5-HT) E RECEPTORES 5-HT;s E

SHT2c

A 5-HT € um neurotransmissor aminérgico, difusamente distribuido em
células neuronais do sistema nervoso central (SNC) e periférico dos mamiferos
(FONE et al., 1998), no trato gastrointestinal (90% em células enterocromafins) e no
sistema hematopoiético (BERTRAND et al., 2009; HASLER, 2009). Ela é derivada
do aminoacido triptofano, encontrado na dieta alimentar, através de duas etapas: o
triptofano € convertido inicialmente em um intermediario denominado 5-
hidroxitriptofano (5-HTP) pela enzima triptofano hidroxilase. O 5-HTP €& entéo
convertido em 5-HT pela enzima 5-HTP descarboxilase (BEAR, CONNORS e
PARADISO, 2006; HAIDER e HALEEM, 2000; STRUDER e WEICKER, 2001).

Em virtude de suas caracteristicas hidrofilicas, o triptofano plasmatico
atravessa a barreira hematoencefédlica (BHE) através de captagdo ativa por
carreadores de aminoéacidos neutros localizados na BHE (STRUDER e WEICKER,
2001). Ao final de sua sintese, nas células neuronais serotonérgicas, a 5-HT é
armazenada em vesiculas sindpticas e € liberada por exocitose quando o impulso
nervoso atinge as terminagcbes neurais, permitindo desta forma a liberacdo do
neurotransmissor na fenda sinaptica (BOHMAKER, BORDI e MELLER, 1992).

Apés a liberacdo na fenda sindptica a 5-HT pode interagir tanto em

receptores localizados na membrana pds-sinaptica (heterorreceptores), causando
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alteracdo do potencial de membrana dos neurbnios pos-sinapticos, como em
receptores localizados na membrana pré-sinaptica (auto-receptores) que, ativados,
promovem a sintese e a liberacdo de 5-HT (BOHMAKER, BORDI e MELLER, 1992).
A inativacao da 5-HT se deve pela acdo do transportador de 5-HT (SERT). Uma vez
de volta ao citosol do terminal axonal serotonérgico, 0 neurotransmissor é
transportado para a vesicula sinaptica pelo transportador de monoamina vesicular
de subtipo 2 (VMAT2) ou degradado pela monoaminaoxidase (MAO) (BEAR,
CONNORS e PARADISO, 2006; GINGRICH e HEN, 2001).

A 5-HT esta implicada em diversas func¢des fisiolégicas e comportamentais
(FONE et al., 1998; VICKERS, DOURISH e KENNETT, 2001) através de sete
familias de receptores: 5-HT;, 5-HT,, 5-HT3, 5-HT4, 5-HTs, 5-HTs € 5-HT;. Com
excecdo dos receptores 5-HT3, 0s quais sédo receptores ionotropicos, todos 0s outros
receptores serotonérgicos pertencem a superfamilia de receptores acoplados a
proteina G. A familia de receptores 5-HT; é subdividida em 5-HTa, 5-HT1g, 5-HT1p,
5-HT1g, 5-HT1r. O subtipo C passou a fazer parte da familia 5-HT,. As subclasses
dos receptores 5-HT, consistem dos receptores 5-HTza, 5-HT2g, 5-HT2c (BRUNNER
et al., 1999; FULLER et al., 1991; OEKELEN, LUYTEN e LEYSEN, 2003).

Os receptores 5HT1g estdo localizados nos terminais dos neurbnios pré- e
pos-sinapticos e funcionam como auto-receptores e heterorreceptores que medeiam
a liberacdo de 5-HT e outros neurotransmissores. Eles interagem com as proteinas
G e sao negativamente acoplados a adenilciclase. Estdo expressos também em
neurdnios nao serotonérgicos (BRUNNER, 1999; HOLMES, 2008; LEE et al., 2009;
NEUMAIER et al., 2002) e sdo amplamente distribuidos no SNC, incluindo o ndcleo
accumbens (NAc) - onde é densamente expressado na sub-regido concha —, globo

palido, substancia cinzenta periaquedutal, substancia negra, hipocampo e cortex
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(BAROT, FERGUSON e NEUMAIER, 2007; LEE et al., 2009; O'DELL e PARSONS,
2004; SARI, 2004).

Os auto-receptores 5HT15 sd0 encontrados, principalmente, nos terminais
sinapticos ou varicosidades axonais e, a ativacao desse receptor inibe agudamente
a liberacédo de 5-HT dos terminais axonais e reduz a quantidade de 5-HT sintetizada
ao longo do tempo (GINGRICH e HEN, 2001). Nos neurbnios ndo serotonérgico, o
receptor 5-HT;g também é encontrado perto de pontos de libera¢do do transmissor e
parece inibir a liberacdo de outros transmissores como a acetilcolina, glutamato e
GABA (CLARK et al., 2002; GINGRICH e HEN, 2001).

Os receptores 5-HT,c (previamente conhecidos como receptores 5-HTic)
sdo acoplados positivamente através da proteina Gq a fosfolipase C, e sua ativacéo
induz um actmulo de inositol fosfato e Ca®* no meio intracelular. A estimulacdo
destes receptores causa excitacéo celular (HIGGINS e FLETCHER, 2003; MOSHER
et al.,, 2005). Os receptores 5-HT,c sdo distribuidos no tecido encefélico de
mamiferos e sdo expressos na area tegmental ventral e substancia negra, bem
como nas areas de projecdo terminal do estriado e cortex pré-frontal, no hipotalamo,
amigdala, nucleo parabraquial da ponte e, em quantidades abundantes, no NAc
(GRAF et al., 2003; HACKLER et al., 2007; HIGGINS e FLETCHER, 2003; FILIP e
CUNNINGHAM, 2002; LEE et al., 1998).

No SNC, as disfungbes na transmissdo serotonérgica, podem acarretar
varias patologias. Por exemplo, a disfuncédo dos receptores 5-HT1g pode resultar em
depressao, ansiedade, estresse, transtorno de personalidade anti-social, alcoolismo
e reforco de droga de abuso (LEE et al.,, 2009; MORET e BRILEY, 2000; SARI,

2004). Por sua vez, os receptores 5-HT,c estdo envolvidos na ansiedade,
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esquizofrenia, depressao, transtorno compulsivo obsessivo e obesidade (LI et al.,
2005; WALKER et al., 2005; WALKER, BROWN e STERIOUS, 2007).

Estudos tém demonstrado que a estimulacdo de receptores serotonérgicos
5-HT1a, 5-HT15 € 5-HT,c poés-sinapticos, utilizando moduladores farmacolégicos,
diminuem a ingestdo alimentar e o peso corporal em roedores e humanos
(BLUNDELL, 1977; LOPEZ-ALONSO et al., 2007; LUCKI, KREIDER e SIMANSKI,
1988; MCTAVISH et al., 1992; GOLDSTEIN et al., 1994; GRIGNASCHI et al., 1996;
SIMANSKY, 1996).

Uma variedade de abordagens sugere que 0s subtipos de receptores 5-HT1g
e 5-HT,c séo fortes candidatos para mediar a saciedade e a acao inibitoria da 5-HT
sobre o comportamento alimentar (CLIFTON, LEE e DOURISH, 2000; HALFORD,
WANNINAYAKE e BLUNDELL, 1998; HALFORD et al., 2007; HEWITT et al., 2002;
SIMANSKY et al., 2004; VICKERS et al., 1999; VICKERS, DOURISH e KENNETT,
2001). Injecdes do agonista altamente seletivo para o receptor serotonérgico 5-HTg,
CP-94,253 demonstraram que a ativacdo destes receptores é suficiente para reduzir
a ingestdo de alimentos e aumentar a saciedade representada pela sequéncia
comportamental da saciedade - esta inicia-se com a ingestdo do alimento, seguida
da auto-limpeza e por ultimo da imobilidade - (HALFORD e BLUNDELL, 1996; LEE e
SIMANSKI, 1997). Também, infusbes de agonistas dos receptores 5-HT,g, tal como
0 RU 24969 reduziram a ingestéo alimentar em ambos os animais privados e nao
privados de alimentos (BENDOTTI e SAMANIN, 1987) e, a infusdo do agonista do
receptor 5-HT;5, CP-93,129, dentro do ndcleo parabraquial da ponte, promoveu uma
redugéo do consumo de alimentos em ratos (LEE et al., 1998).

Referente aos receptores 5-HT,c, 0 agonista destes receptores, o0 RO 60-

0175 produziu uma diminuicdo da ingestdo de alimentos. E, em um segundo



17

experimento, os efeitos especificos sobre a alimentacdo produzidos por esta droga
foram atenuados pelo pré-tratamento com o antagonista do 5-HT,c, 0 SB 242084
(HEWITT et al., 2002).

Em um recente trabalho, inje¢cdes do RO 60-0175 no nucleo paraventricular
do hipotdlamo anteciparam o inicio da sequéncia comportamental da saciedade
(LOPEZ-ALONSO et al., 2007). Dados apontam que o mCPP, agonista
serotonérgico misto dos receptores 5-HT1g € 5-HT,¢, induz uma resposta hipofagica
mais potente em roedores que outros compostos serotonérgicos (DALTON et al.,
2006; HEWITT et al., 2002). De Vry e Schreiber (2000) comentam que este efeito
ocorre em animais apos um periodo de privacao de alimento.

Manipulacbes fisioldgicas ou farmacoldgicas, que tendem a reduzir a
concentracdo plasmatica de triptofano, também diminuem a concentracao central de
triptofano e, consequentemente, podem interferir com a sintese serotonérgica
(HAIDER e HALEEM, 2000). Dados na literatura sugerem que uma restricao
alimentar suave (mantenedora de 80% do peso corporal), por um periodo inferior a 4
semanas, é suficiente para baixar os niveis de leptina e insulina e estimular o
consumo de alimento. Isto ocorre sem alterar significativamente a concentracao de
outros sistemas de neurotransmissores (Neuropeptideo Y, noradrenalina) além da 5-
HT, diferentemente do que ocorre na situacao de restricao alimentar severa ou jejum
— onde ha um significativo aumento tempo-dependente na concentracdo de
neuropeptideo Y no ndcleo paraventricular, uma reducdo nos niveis do hormonio
liberador de corticotrofina e do horménio liberador de tireotropina e um aumento na
atividade parassimpatica, assim como, uma diminuicdo na concentracdo dos niveis
plasmaticos de triptofano e uma reducdo na concentracdo de 5-HT hipotalamica

(CHAOULOFF et al., 1997; HAIDER e HALLEM, 2000).
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As regides do encéfalo, associadas ao controle do comportamento de
ingestdo de alimento séo: palido ventral, amigdala centro medial, hipotalamo lateral,
ndcleo paraventricular do hipotalamo, ndcleo arqueado medial, area tegmental
ventral, nicleo mediano da rafe e o NAc (HEIMER et al.,, 1991; KELLY, 2004;
MALDONADO-IRIZARRY e KELLY, 1995; PRATT e KELLY, 2004 e 2007;

RAGNAUTH et al., 2000; STRATFORD, 2005).

1.2 NUCLEO ACCUMBENS (NAc)

A inervacdo serotonérgica do NAc origina-se do nucleo dorsal da rafe
(LUKKES et al., 2008; SARI, 2004). Estudos sugerem que 0 neurotransmissor 5-HT
participa de circuitos no NAc, tanto para a motivagdo positiva, representada pelo
comportamento ingestivo e de recompensa, quanto para a negativa, caracterizada
pelos comportamentos aversivos e de medo (BAROT, FERGUSON e NEUMAIER,
2007; INOUE, KOYAMA e YAMASHITA, 1993; INOUE, TSUCHIYA e YAMASHITA,
1994; JEAN et al., 2007; PRATT et al., 2009).

O NAc é um dos componentes dos nucleos da base (HEIMER, SWITZER e
VAN HOESEN, 2003) e divide-se em duas sub-regides, 0 centro ou nucleo - area
central que envolve a comissura anterior - e a concha - regido que se estende
medianamente e ventralmente ao redor do centro — (Figura 1) (IKEDA et al., 2007).
Estas duas sub-regibes possuem diferencas histoquimicas (MALDONADO-
IRIZARRY e KELLY, 1995), citoarquitetdnicas e respostas funcionais variadas aos

estimulos ambientais (BALDO et al.,, 2002; HANLON et al., 2004), além de
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diferencas em relacédo as suas aferéncias e eferéncias (ZAHM e BROG, 1992). Os
neurénios da regido centro conectam-se com nucleos da base, como o palido-
ventral, nacleo subtalamico e substancia negra. A regido concha conecta-se com as
regides subcorticais limbicas, o hipotalamo lateral, a area tegmental ventral e a
amigdala (MALDONADO-IRIZARRY et al.,, 1995; MALDONADO-IRIZARRY e
KELLY, 1995).

O NAc esta envolvido em varios processos comportamentais, tais como:
atividades motoras (GARGIULO, 1996), controle alimentar (STRATFORD,
SWANSON e KELLY, 1998; MALDONADO-IRIZARRY et al., 1995), motivacdo e
reforco (SALAMONE, 1994), funcdes cognitivas (USIELLO et al., 1998),
comportamento sexual, aprendizagem instrumental (KELLY et al.,, 2002 e 2005),
aprendizagem emocional, particularmente sobre eventos aversivos
(SCHWIENBACHER et al., 2004), e também no uso e abuso de drogas (DI CHIARA,
1998; PONTIERI, TANDA e DI CHIARA, 1995; CARLEZON e WISE, 1996; TANDA,
PONTIERI e DI CHIARA, 1997).

Este ndcleo tem sido considerado como uma interface entre o sistema
limbico e motor (MONGENSON, JONES e YIN, 1980). Segundo estes autores, 0
NAc recebe aferéncias de estruturas do prosencéfalo limbico, direta ou
indiretamente, através da area tegmental ventral, e envia sinais para o cortex motor
através do globo palido. O NAc recebe convergéncias aferentes da amigdala,
hipocampo e cortex pré-frontal — areas que formam uma complexa rede envolvida na
aprendizagem emocional (SCHWIENBACHER et al.,, 2004). De acordo com essa
interface limbico-motora considera-se que para iniciar uma acao, seja necessario

que diversas estruturas do prosencéfalo limbico, realizem variados processos
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cognitivos, envolvendo experiéncias prévias e aprendizagem (MONGENSON,

JONES e YIN, 1980).

CPu

Bregma 1.44 mm

Figura 1: Localizagdo do NAc. AcbC: regido nucleo do NAc; AcbSh: regido concha do NAc; aca:
parte anterior da comissura anterior; LAcbSh: regido lateral da concha do NAc; CPu:
caudado/putédmen; cc: corpo caloso; LV: ventriculo lateral; E: epéndima; ICjM: ilhas de Calleja maior.
Adaptacdo dos cortes coronais do encéfalo de ratos de acordo com o Atlas de Paxinos e Watson
(2007).

O NAc pode ser considerado como uma area receptora das projecdes de
células dopaminérgicas situadas na area tegmental ventral (FRITSCHY e MOHLER,
1995), que atua como um local de convergéncia para estimulos procedentes da
amigdala, hipocampo, area cingulada anterior e parte do lobo temporal. Deste
nacleo, partem eferéncias para o hipotalamo, area cingulada anterior e lobos
frontais. Devido as suas conexdes aferentes e eferentes, o NAc desempenha

relevante papel na regulacédo da emocéo, motivacao e cognicao (KELLY, 2004).
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A literatura relata que as funcdes da regido concha do NAc estdo envolvidas
no circuito cortical e hipotalamico como controle de ingestdo alimentar, enquanto
qgue a regido do centro do NAc tem seus circuitos envolvidos com a aprendizagem e
execucao de acbes. Ambas as regibes, centro e concha, estdo conectadas com 0s
circuitos centrais de controle da percepcéo gustativa, ingestao de alimento, controle
autondmico visceral e somatossensorial (KELLY, 2004).

Em experimentos sobre alimentacdo constatou-se que a concha €
especialmente responsiva a ingestao (TANDA e DI CHIARA, 1998; BASSAREO e DI
CHIARA, 1999), sendo considerada um importante componente de um sistema
neuronal envolvido no comportamento de ingestdo de alimentos em ratos
(MALDONADO-IRIZARRY e KELLY, 1995; PRATT e KELLY, 2004 e 2007;
RAGNAUTH et al., 2000; STRATFORD, 2005; KELLY, 2004).

A concha do NAc parece regular o comportamento de ingestdo através de
multiplos sistemas de neurotransmissores como 0 glutamato, 4cido gama amino
butirico (GABA), opibides, dopamina e 5-HT (BASSO e KELLY, 1999; HANLON et
al., 2004; KELLY, 2004; KELLY et al., 2005; KELLY e SWANSON, 1997; HANLON et
al., 2004; LOPES et al., 2007; MALDONADO-IRIZARRY e KELLY, 1995; PRATT et
al., 2009; RAGNAUTH et al., 2000; REYNOLDS e BERRIDGE, 2001 e 2003;
STRATFORD e KELLY, 1997; STRATFORD, SWANSON e KELLY, 1998).

A microinjecao bilateral do agonista do receptor 5-HTy7, 0 maleato de 5-
carboxamidotriptamina (5-CT) na concha do NAc, reduziu a ingestdo de alimentos
em ratos com restricdo alimentar e em ratos com acesso livre ao alimento altamente
palatavel (PRATT et al., 2009). Estes autores também observaram que infusdo
bilateral do agonista do receptor 5-HTs, 0 EMD 386088, na concha do NAc, provocou

um aumento da ingestdo alimentar destes animais em ambos os paradigmas de
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alimentacdo. Entretanto, nenhum destes efeitos foi apontado ao se administrar o
agonista do receptor 5-HT,c, 0 RO 60-0175, no local supracitado.

Projecdes neurais noradrenérgicas partem do grupo celular A2 do nucleo do
trato solitario e estabelecem sinapse com neur6nios da regido posterior da concha
do NAc (DELFS et al.,, 1998). Nesta mesma regido, ha sitios de ligacdo para a
amilina, um peptideo co-secretado pelo pancreas junto com a insulina (SEXTON et
al., 1994; VAN ROSSUM et al.,, 1994). Através de estudos imunohistoquimicos,
foram observadas projecGes peptidérgicas, contendo a orexina, oriundas de
neurdnios hipotalamicos dirigindo-se a concha do NAc, ndo atingindo o centro do
NAc (BALDO et al., 2003). Esse conjunto de evidéncias indica uma relacdo bastante
estreita entre a regido da concha do NAc e estruturas neurais que processam
informacdes associadas ao balanco energético e informacdes viscerais e, por isso,
permitem denominar a regido da concha do NAc como estriado viscero-enddécrino
(KELLY, 1999).

Stratford e Kelly (1997) descrevem que o comportamento ingestivo é
regulado, em parte, por uma populagéo de neurdnios situados na concha do NAc, e
a inibicdo destes neurbnios € o evento celular que conduz a resposta de
alimentacdo. Pratt e colaboradores (2009) relatam que muito dos efeitos referentes a
alimentacdo € mediada via influéncias serotonérgicas nos circuitos hipotalamicos e

que a reducéao central de 5-HT resulta em hiperfagia e ganho de peso.
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2 JUSTIFICATIVA

As projecdes serotonérgicas da regido concha do NAc medeiam a resposta
do comportamento de ingestdo alimentar. Microinje¢cdes de agonistas serotonérgicos
5-HTy7 e 5-HT4 nesta regido do NAc, induziram a hipofagia em animais privados e
nao privados de alimentos (JEAN et al., 2007; PRATT et al., 2009).

O nosso grupo observou que microinjecdes bilaterais de agonistas
GABAérgicos GABAA e GABAg na concha do NAc induzem hiperfagia e estado
ansiolitico em animais com acesso livre ao alimento (LOPEZ et al., 2007) e, que
microinjecdes bilaterais de antagonistas dos receptores AMPA provocam um efeito
ansiolitico quando administradas na concha e ndo no centro do NAc, no teste de
ingestdo de alimento e no teste de labirinto em cruz elevado, mas ndo promovem
qualquer alteracdo no comportamento de ingestdo de alimentos (Da CUNHA et al.,
2008a e 2008b). A presente pesquisa foi uma extensédo destes trabalhos a fim de
caracterizarmos uma possivel participacdo do sistema serotonérgico na concha do
NAc sobre o comportamento de ingestdo de alimentos. Para isto, avaliamos os
efeitos de microinjecdes bilaterais do agonista misto dos receptores serotonérgico 5-
HTis e 5-HT,c, m-clorofenilpiperazina (mCPP), na NAc em ratos Wistar machos,
com restricado parcial de alimentos (15g racéo/rato ao dia). A restricdo de alimento
tinha como objetivo motivar o comportamento ingestivo. A decisdo de utilizar
microinjecdes do agonista serotonérgico mCPP deu-se em razdo desta droga exibir
influéncias significativas na ingestdo de alimentos (De VRY e SCHREIBER, 2000;

DRYDEN et al., 1996).
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o envolvimento de receptores serotonérgicos na concha do NAc

de ratos sobre o comportamento de ingestao de alimentos.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Investigar a participacdo de receptores 5-HTig € 5-HT,c empregando a
técnica de injecdes locais do agonista serotonérgico mCPP na concha do NAc nas
doses de 4 nmol, 10 nmol, 40 nmol, sobre o comportamento de ingestdo de
alimentos em ratos Wistar machos (Rattus norvegicus) submetidos a restricao

parcial de alimentos (159 racao/rato ao dia).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre 250 e 300g, oriundos
do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina. Estes animais foram
mantidos por sete dias no biotério do laboratorio em uma caixa de polipropileno (49 x
34 x 16 cm) forrada de maravalha contendo cinco animais em cada caixa. A
temperatura da sala foi mantida entre 24 + 2°C com ciclo claro/escuro de 12 horas
(luzes acendendo as 06:00 hs). Nesse periodo os animais tiveram acesso livre a
agua e racao (CR-1, Nuvilab), sendo manipulados a cada 48 horas para a limpeza
das caixas. Apdés a implantacdo cirdrgica bilateral das canulas-guia, os ratos
retornaram para o mesmo ambiente, porém mantidos em gaiolas individuais. O
periodo de recuperacado pos-cirargico foi de quatro dias, quando entdo se iniciou o
periodo de restricdo alimentar (15g racdo/rato ao dia) com acesso livre a agua,
permanecendo desta forma durante todo o periodo experimental. Os experimentos
foram realizados no periodo entre 9:00 e 12:00hs.

O protocolo de experimentacao (n°. PP00256/CEUA) utilizado neste trabalho
foi aprovado pelo Comité de Etica para o Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal de Santa Catarina e estava de acordo com o0s principios éticos postulados

pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal.
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4.2 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Para a implantacdo das canulas-guia bilateralmente na concha do NAc cada
animal foi anestesiado com uma mistura de cloridrato de xilazina e cloridrato de
cetamina (0,5 ml/100g de xilazina a 2%; 0,15 ml/100g de cetamina) por via
intraperitoneal. A seguir, o animal foi adaptado ao aparelho estereotaxico, tendo sua
cabeca fixada por intermédio de barras posicionadas no conduto auditivo e na fossa
incisiva. ApGs a anti-sepsia com alcool iodado, foi realizada uma incisao longitudinal
no escalpo do animal para acesso a calota craniana. A por¢cao exposta do cranio foi
raspada e seca para melhor visualizacdo do bregma e consequiente marcacao dos
pontos para as perfuragcbes e implantacbes das céanulas-guia. Estas foram
confeccionadas a partir de uma agulha hipodérmica, 0,7 mm de diametro externo e
15 mm de comprimento e posicionadas bilateralmente a 2 mm acima da NAc de
acordo com as coordenadas descritas por Paxinos e Watson (2007) (AP= + 1,44 mm
anterior ao bregma; L= + 0,8 mm bilateral ao bregma; DV= - 5,5 mm dorso-ventral
abaixo da dura-mater). O orificio (1 mm de diametro) para a introducdo das canulas-
guia foi feito com o auxilio de uma broca esférica de uso odontolégico. As canulas-
guia foram fixadas a calota craniana com acrilico autopolimerizavel de uso
odontologico e auxilio de parafusos de joalheiro (1 mm de comprimento e 2 mm de
diametro previamente fixados a calota), formando uma estrutura solida capaz de
resistir aos eventuais choques mecanicos e a manipulacéo para injecao das drogas.
A fim de evitar obstrucdo das canulas-guia foi colocado em seu interior um fino fio de

aco (mandril), que nédo ultrapassou o comprimento da guia e teve sua extremidade
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externa fixada ao acrilico. Ao final do procedimento cirdrgico os animais retornaram

para o biotério sendo mantidos individualmente em caixas de polipropileno.

4.3 SOLUCAO E DOSES ADMINISTRADAS

O tratamento utilizado foi o m-Clorofenilpiperazina (mCPP), agonista
serotonérgico misto dos receptores 5-HTig € 5HT,c, obtido da Tocris (USA) e
dissolvido em solucéo de &cido ascérbico 5% (AC). Esta solucao foi utilizada como
veiculo. O mCPP foi administrado localmente nas doses de 4 nmol, 10 nmol e 40
nmol. A droga e suas respectivas doses foram selecionadas com base nos dados e
analise de relatérios anteriores aos seus efeitos sobre o comportamento ingestivo e
metabolismo energético e com base nas propriedades de ligacdo das mesmas aos
receptores 5-HT;g € 5HT,c (conforme CASTRO et al., 2002, CURRIE et al., 2002 e
GRIGNASCHI, SIRONI e SAMANI, 1996). As solucdes, acido ascérbico e droga

foram administrados num volume de 200nl.

4.4 INJECOES INTRACEREBRAIS

As injecBes intracerebrais bilateralmente da droga e do &cido ascorbico na
concha do NAc foram administradas através de uma agulha injetora (0,3 mm de
diametro), introduzida nas canulas-guia (2 mm menor que a injetora). A agulha

injetora estava conectada por um tubo de polietileno (PE10) a uma microsseringa de
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capacidade de 1pl. A administracdo das solucdes nas regides concha do NAc foi
realizada primeiramente através de uma das canulas e logo em seguida através da
outra. A fim de minimizar variacbes na pressao intracerebral, as solucdes foram

administradas em cada lado, no periodo de 1 min. ou mais.

4.5 CAIXA EXPERIMENTAL

A caixa experimental utilizada para o registro comportamental e avaliacao
da ingestdo de alimento esta representada na figura 3. A mesma foi confeccionada
em vidro transparente de 4mm de espessura do mesmo comprimento e largura da
caixa de hospedagem (49 x 34 cm), tendo porém, uma altura maior (40 cm) para
evitar fugas. O assoalho 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 deste vidro foi colocado um espelho para possibilitar a
visualizagao lateral do comportamento do animal e registro da mesma pela webcam.
O espelho encontrava-se num angulo que ndo permitia que o animal visualizasse
sua imagem refletida durante o experimento. Nesta caixa foi acoplado um

comedouro e um bebedouro.
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Figura 2: Fotografia da caixa experimental. Laboratério de Neurofisiologia 1. Departamento de
Ciéncias Fisiolégicas (CFS) / UFSC.

4.6 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Quatro dias apés a implantacdo das canulas-guia, os animais foram
mantidos em um regime de restricado alimentar (15g racdo/rato ao dia) e com acesso
livre & agua durante uma semana, tempo suficiente para motivar o comportamento
ingestivo (conforme HAIDER e HALEEM, 2000; CHAOULOFF et al., 1997). A média
do peso corporal destes animais (n=27) no primeiro dia de restricao alimentar foi de
290 £ 6 (g) e no primeiro dia de experimentacdo, ou seja, no oitavo dia em que se
encontrava em restricao de alimento foi de 257 + 4 (g), tendo uma variagéo de 11 *
0,5% de reducgéo de peso corporal durante a semana de restricao alimentar.

Dois dias antes da primeira sessao experimental cada animal era transferido
para a sala onde o registro comportamental ocorreria, com as mesmas condi¢des de

temperatura ambiente e luminosidade encontrada no biotério de origem para serem
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habituados a manipulacdo, aos procedimentos de infusdo simulada da droga e as
condicbes do ambiente dentro da caixa experimental. No segundo dia de
habituacao, adicionalmente, o mandril era desprendido do acrilico e o animal recebia
uma injecdo simulada em tempo real (1 min. ou mais), como um procedimento real
de infusdo de drogas. Essas medidas foram utilizadas para proporcionar ao animal
um periodo de adaptacdo ao ambiente e condicfes experimentais, minimizando
provaveis efeitos relacionados ao estresse.

Apos o periodo de habituacdo, os procedimentos experimentais foram
iniciados. Cada rato recebeu bilateralmente a injecdo do AC ou de uma das doses
de mCPP (4 nmol, 10 nmol ou 40 nmol) intercalado por um dia. A administracdo dos
tratamentos foi realizada primeiramente através de uma das canulas e logo em
seguida através da outra. Em cada lado, as solucBes foram administradas por um
periodo de 1min. ou mais. Os animais foram controles deles mesmos. Logo apés as
injecdes nas regides concha do NAc, o animal foi colocado na caixa experimental
contendo racdo e agua previamente pesada para o registro do comportamento de
ingestdo com o auxilio de uma webcam, durante 30 min. A ragéo restante foi
recolhida e pesada, sendo o consumo de alimento a diferenca entre a quantidade de
alimento inicial e a final. Ao final do experimento o animal era levado ao biotério e
recebia a quantidade de racdo necessaria para complementar aquela ja ingerida
para totalizar a quantidade de racdo estabelecida (15g/rato ao dia). Para evitar
pistas odoriferas, apds cada teste, a caixa experimental foi limpa com um tecido
umedecido em solucao alcodlica 20%. Essa rotina foi seguida até que, para cada
condicéo de tratamento averiguada, houvesse um numero de sujeitos experimentais

suficientes para a analise estatistica.
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4.7 CATEGORIZACAO COMPORTAMENTAL

As provaveis alteracbes comportamentais ocasionadas pela administracéo
das diferentes doses de mCPP sobre o comportamento alimentar, foram
criteriosamente analisadas de acordo com as categorias comportamentais propostas
e utilizadas por HALFORD, WANNINAYAKE e BLUNDELL (1998). Os registros em
webcam foram analisados com o programa de analise comportamental Etholog 2.2
(OTTONI, 2000), considerando a postura e 0s movimentos corporais do rato, como

descritos no Tabela 1.
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Tabela 1: Descricdo comportamental e critérios de analise utilizados para a avaliacdo dos efeitos da
administragdo de AC e de mCPP nas doses de 4 nmol, 10 nmol e 40 nmol na concha do NAc.
Avaliacdo comportamental realizada durante 30 minutos.

COMPORTAMENTO DESCRICAO COMPORTAMENTAL VARIAVEIS
DE ANALISE
Ingestdo de Quando o animal estiver efetivamente ingerindo | Quantidade
Alimento alimento soélido, com comportamentos | Laténcia
caracteristicos de degluticdo. Duragéo
Freqgluéncia
Ingestdo de Quando o animal lambe a ponta do bebedouro; Quantidade
Agua Laténcia
Duragéo
Freqluiéncia
Exploragéo de Quando cheira, carrega ou manipula a racdo sem | Duracdo
Alimento ingeri-la, ou seja, sem apresentar comportamentos | Freqiéncia
caracteristicos de degluticéo;
Exploragéo Quando o animal estiver ativamente explorando o | Duracdo
nao locomotora ambiente com a cabecga, seja cheirando o ar ou o | Freqiéncia
chéo, sem tirar as quatro patas do local onde se
encontra;

Exploracéo vertical | Quando o animal estiver explorando o ambiente | Duragéo
apoiado somente nas patas traseiras, estando as | Freqiiéncia
patas dianteiras livres e ndo apoiadas no fundo da
caixa ou comedouro;

Auto-limpeza Quando o animal executar comportamentos | Duracdo
orofaciais tipicos de auto-limpeza, como limpar ou | Freqiiéncia
roer as unhas, lamber a cabeca e o corpo; ou
cocar-se com a boca;

Avaliagéo de risco | Movimento no qual o animal explora a sua volta | Duracdo
com as patas traseiras fixas ao chdo e as patas | Freqiéncia
dianteiras se movem e retornam a posicdo, com a
cabeca observando ao redor;

Locomogéo Quando o animal estiver deambulando pela caixa, | Duracdo
sem apresentar qualquer dos comportamentos ja | Frequéncia
citados;

Imobilidade Quando o animal permanecer imovel, sem | Duragéo
apresentar qualquer comportamento ja citado. FreqgUéncia
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Concernente aos critérios adotados da analise comportamental:

> Quantidade: refere-se a diferenca entre a quantidade de racédo (g)
e/lou agua (ml) apresentada ao animal no inicio da sessdo experimental e a
guantidade dos mesmos no final da sessao, representando um registro do consumo

dos mesmos durante os 30 minutos;

»  Laténcia: refere-se ao tempo, medido em segundos, que o animal leva

para realizar pela primeira vez determinada resposta comportamental;

»  Duracao: refere-se ao tempo acumulado, medido em segundos, que 0

animal permanece executando determinada resposta comportamental;

>  Frequéncia: refere-se ao niumero de vezes, durante os 30 minutos da

sesséo experimental, que o animal exibe determinada resposta comportamental.

4.8 HISTOLOGIA

Posteriormente aos procedimentos experimentais, 0s animais foram
anestesiados profundamente e perfundidos transcordialmente com salina 0,9%,
seguido de formol 10%. O posicionamento das canulas foi verificado por meio da
injecdo de 200 nl de Azul de Evans. Depois de dissecadas, as pecas permaneceram

imersas em formol 10% por um periodo de cinco a sete dias, sendo posteriormente
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cortada em fatias de 100um de espessura por um vibratomo. Os cortes foram
montados em laminas gelatinizadas e permaneceram secando cerca de uma
semana; depois foram coradas pelo método de Nissl e permaneceram secando por
igual periodo antes de serem analisadas ao microscopio Optico. A reproducao
grafica dos cortes e dos pontos de injecdo analisados ao microscopio foi realizada a

partir do Atlas do encéfalo de rato de PAXINOS e WATSON (2007).

4.9 ANALISE DE DADOS

Os dados foram analisados por meio de andlise de variancia (ANOVA) de
uma via. A variavel independente foi o tratamento (AC e Droga, mCPP nas doses de
4, 10 e 40 nmol). As variaveis dependentes foram os comportamentos ingestivos e
ndo ingestivos. Os comportamentos ingestivos foram ingestdo de alimento e agua
(quantidade, laténcia, duracdo e freqiéncia), e os comportamentos ndo ingestivos
foram exploracdo de alimento, exploragdo ndo locomotora, exploracao vertical, auto-
limpeza, locomocao, imobilidade e avaliacdo de risco (duracdo e frequéncia). A
comparacao entre os grupos foi feita aplicando o teste Duncan. Apenas valores de
probabilidade de acaso menores que 5% (p < 0,05) foram considerados

significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 LOCAIS ATINGIDOS PELA ADMINISTRACAO DE AC E mCPP NA CONCHA

DO NAc EM RATOS SUBMETIDOS A RESTRICAO ALIMENTAR.

A analise histolégica revelou que vinte e sete animais tiveram a canula-guia
implantada bilateralmente na regido da concha do NAc (Figura 4). Nao foram
incluidos na analise estatistica animais que apresentaram implantacdo da canula-
guia em outros sitios de microinjecdo ou quando ndo houve acerto bilateral na regido

da concha do NAc. Os animais foram controle deles mesmos.

Os animais foram distribuidos da seguinte forma:

o 27 animais receberam microinjecao de AC;
. 10 animais receberam mCPP na dose de 4 nmol;
. 8 animais receberam mCPP na dose de 10 nmol;

. 9 animais receberam mCPP na dose de 40 nmol.
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Figura 3: Representacdo esquemaética de cortes coronais (100 um) do encéfalo de ratos de acordo
com o Atlas Paxinos e Watson (2007), ilustrando os locais que atingiram as microinjecdes de AC (e) e
mCPP 4 nmol (A); mCPP 10 nmol ( gy ) € mCPP 40 nmol ( ¢ ) na regido concha do nicleo
accumbens (NAc). AC: acido ascorbico; mCPP: m-clorofenilpiperazina; AcbC: regido nicleo do NAc;
AcbSh: regido concha do NAc; aca: parte anterior da comissura anterior; acer: artéria cerebral
anterior; ICj: ilhas de Calleja; ICjM: ilhas de Calleja maior; LAcbSh: regido lateral da concha do NAc;
LSV: parte ventral do nucleo septal lateral; mfb: fibras do prosencéfalo medial; MS: nucleo septal
lateral; Pld: nacleo septal paralambdoide; LSD: parte dorsal do nucleo septal lateral; Tu: tubérculo
olfatério; VDB: parte diagonal da regido limbica; VP: palido ventral; E: epéndima; LSI: ndcleo septal
lateral; gcc: joelho do corpo caloso; LV: ventriculo lateral; SHi: ndcleo do septo hipocampal; LSS:
parte lateral do estriado; CPu: caudado/putamen.
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5.2 ADMINISTRACAO DE mCPP NA REGIAO DA CONCHA DO NAc EM RATOS
SUBMETIDOS A RESTRICAO ALIMENTAR E SEUS EFEITOS SOBRE OS

COMPORTAMENTOS INGESTIVOS.

5.2.1 Ingestdo de alimentos

A ANOVA de uma via mostrou que ndo houve alteracdo na quantidade de
alimento ingerido (IALI) [F (5,48) = 1,1720; p = 0,34] e na frequéncia de exibicdo do
comportamento de ingestdo alimentar dos ratos [F (5,48) = 1,5719; p = 0,18]
submetidos a microinjecdo de AC e mCPP nas doses de 4, 10 e 40 nmol na regido
concha do NAc (Tabela 2).

Em relacdo a variavel laténcia para iniciar a ingestdo alimentar [F (5,48) =
2,1188; p = 0,08] a ANOVA revelou uma tendéncia em indicar diferengas
estatisticamente significantes entre as doses de mCPP utilizadas. O mesmo fato
ocorreu com a analise dos dados da variavel duracdo de ingestdo de alimento.

(Figura 4 A e 4 B).
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Tabela 2: Quantidade de alimento ingerido (IALI) e sua freqiiéncia (média + erro padrdo da média, em segundos) observadas durante 30 min.
apos microinjecédo de acido ascorbico (AC) e m-clorofenilpiperazina (mCPP) nas doses de 4, 10 e 40 nmol na regido concha do NAc de ratos
submetidos a restricao alimentar.

AC mCPP 4 AC mCPP 10 AC mCPP 40
(n=9) (n=9) (n=8) (n=8) (n =10) (n =10)
IALI 7+0,6 7104 6+04 6+04 6+0,5 5+0,7
9)
Freqléncia 16+1 17+2 20+ 3 13+2 21+2 20+ 2

da IALI
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Figura 4: Laténcia (A) para iniciar e a duracdo (B) da resposta de ingestdo alimentar observadas
durante 30 min. ap6s a microinjegdo de &cido ascorbico 5% (AC; n= 27) e de m-clorofenilpiperazina
(mCPP) nas doses de 4 nmol (nh = 9), 10 nmol (n = 8) e 40 nmol (n = 10) na regido concha do NAc de
ratos submetidos a restricao alimentar.
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5.2.2 Ingestdo de agua

A ANOVA de uma via indicou que ndo houve diferenca estatistica entre os
tratamentos administrados (AC e mCPP nas doses de 4, 10 e 40 nmol) na concha
do NAc para as variaveis laténcia para iniciar a resposta dipsogénica, na duracao
dessa resposta ou na frequéncia para exibir o comportamento de ingestdo agua

(IAGUA) conforme é mostrado na tabela 3.
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Tabela 3: Laténcia para iniciar o comportamento de ingestdo de agua, sua duracdo e sua frequéncia (média + erro padrdo da média, em
segundos) observados durante 30 min. apds a microinjecdo de acido ascérbico (AC) e mCPP (m-clorofenilpiperazina) nas doses de 4, 10 e 40
nmol na regido concha do NAc de ratos submetidos a restricdo alimentar.

AC mCPP 4 AC mCPP 10 AC mCPP 40
(n=29) (n=29) (n=8) (n=8) (n =10) (n =10)
IAGUA 00 00 0+0 0+0 0+0 0+0
(ml)
Laténcia
1800+ 0 1800+ 0 1799 +1 1357 + 219 1800+ 0 1800+ 0
Duracéo
00 00 0+0 7+6 00 00
Frequéncia 0x0 0x0 00 1+£0,5 00 0x0
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5.3 ADMINISTRACAO DE mCPP NA REGIAO DA CONCHA DO NAc EM RATOS
SUBMETIDOS A RESTRICAO ALIMENTAR E SEUS EFEITOS SOBRE OS

COMPORTAMENTOS NAO INGESTIVOS.

5.3.1 Duracéo e freguiéncia da avaliacdo de risco

A ANOVA de uma via indicou alteracbes significativas na duracdo dos
comportamentos de avaliacdo de risco (AvR) [F (5,48) = 7,7826; p = 0,000020] e na
frequéncia do comportamento de AvR [F (5,48) = 8,0147; p = 0,000015], apos a
microinjecao bilateral de AC e mCPP na regido da concha do NAc em ratos.

Os animais que receberam a microinjecéo bilateral de mCPP, nas dosagens
de 4 nmol e 40 nmol apresentaram um aumento da duracdo (Figura 5 A) e
frequéncia (Figura 5 B) do comportamento de AVR em relacdo ao controle. Porém,
nao se observou modificagcdo nesse comportamento em ratos tratados com o mCPP

na dosagem de 10 nmol.
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Figura 5: AlteracBes na duracéo (A) e na frequiéncia de exibicdo (B) do comportamento de avaliacdo
de risco observadas durante 30 min. ap6s a microinjecao do 4cido ascérbico a 5% (AC; n=27) e de m-
clorofenilpiperazina (mCPP nas doses de 4 nmol (n = 9), 10 nmol (n = 8) e 40 nmol (n = 10) na regiéo
concha do nlcleo accumbens (NAc) de ratos submetidos a restricdo alimentar. (*) p < 0.05 em
relacdo ao controle, AC.



44

5.3.2 Duracéo da exploracéo do alimento

A ANOVA de uma via mostrou alteracdes significativas na duracdo do
comportamento de exploracdo do alimento (EALI) [F (5,48) = 3,7623; p= 0,0059]
apos a microinjecao de AC e mCPP na concha do NAc. A microinjecdo de 10 nmol
de mCPP aumentou significativamente a duracdo da EALI dos ratos. Os dados
indicam que 0 mesmo n&ao ocorreu com 0S animais submetidos ao tratamento com 4

e 40 nmol da droga (Figura 6).
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Figura 6: Efeito da duracdo do comportamento de explora¢do do alimento (EALI) observado durante
30 min. ap6s a microinjecdo do acido ascoérbico 5% (AC) e de m-clorofenilpiperazina (MCPP) nas
doses de 4 nmol (n = 9), 10 nmol (n = 8) e 40 nmol (n = 10) na regido concha do NAc de ratos
submetidos a restrigdo alimentar. (*) p <0.05 em relagdo ao controle.
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5.3.3 Duracéo da exploracao vertical, auto-limpeza, locomocéao, exploracdo néo

locomotora e imobilidade

A andlise de variancia ndo indica alteracdes significativas para a duracao
dos comportamentos de exploracdo vertical (EV), auto-limpeza (AL), locomocéo

(Loc), exploracao ndo locomotora (ENL) e imobilidade (IMO) (Tabela 4).
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Tabela 4: Duracdo (média + erro padrdo da média, em segundos) dos comportamentos de exploracdo vertical (EV), auto-limpeza, locomogéo (Loc),
imobilidade (IMO) e exploragdo ndo locomotora (ENL) observada durante 30 min. apés microinjecdo de acido ascérbico (AC) e mCPP (m-
clorofenilpiperazina) nas doses de 4, 10 e 40 nmol na regido concha do NAc de ratos submetidos a restricdo alimentar.

AC

mCPP 4

AC

mCPP 10 AC mCPP 40
(n=29) (n=29) (n=8) (n=8) (n =10) (n =10)
EV 46 + 22 339 38+ 15 73120 55+ 20 66 £ 21
AL 36 +11 43 +19 50+21 22+6 55+ 19 57 + 37
L 20+8 165 29+10 44 +7 22+6 277
IMO 73 73 44 + 40 22+17 0x0 12+8 32+25
ENL 446 + 66 501 + 66 486 + 69 540 + 73 491 + 86 481 + 52
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5.3.4 Frequéncia da exploracao vertical, auto-limpeza, locomocéao, exploracao

ndo locomotora, imobilidade e da exploracdo alimentar

Através da ANOVA de uma via ndo se observou diferenca estatistica na
frequéncia de nenhum dos comportamentos néo ingestivos analisados nesta
pesquisa (Tabela 5) excetuando a frequéncia do comportamento de AvR descrito

anteriormente.
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Tabela 5: Frequiéncia (média + erro padrdo da média, em segundos) dos comportamentos de exploracgao vertical (EV), auto-limpeza (AL), locomogé&o (Loc),
imobilidade (IMO) e exploracdo ndo locomotora (ENL) e exploracao do alimento (EALI) observada durante 30 min. apds microinjecédo de acido ascorbico (AC)

e mCPP (m-clorofenilpiperazina) nas doses de 4, 10 e 40 nmol na regido concha do NAc de ratos submetidos restricdo alimentar.

AC mCPP 4 AC mCPP 10 AC mCPP 40
(n=29) (n=29) (n=8) (n=8) (n =10) (n =10)
EV 17+8 16 +5 14+5 27+6 18+5 19+5
AL 4+1 66 + 2 4+1 4+1 4+1 4+1
ENL 21+9 19+6 30+10 48 +8 23+6 24 +6
L 3+3 2+1 1+1 0+0 2+1 1+1
IMO 54 +13 58 +12 69 + 10 89+9 52+ 10 55+7
EALI 17 +2 22+2 32+6 35+4 24 +7 19+4
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6 DISCUSSAO

Os dados obtidos neste trabalho sugerem que as microinjecbes de mCPP
administradas bilateralmente na regido concha do NAc provocam um efeito
ansiogénico e um aumento da exploracdo de alimento em ratos submetidos a
restricdo alimentar. O efeito ansiogénico foi caracterizado por um aumento
significativo da frequiéncia e duracdo da avaliacdo de risco em relacédo ao controle.

A literatura descreve que o aumento da freqiiéncia da avaliacdo de risco € o
aspecto comportamental mais significativo de um efeito ansiogénico em ratos
(GRIEBEL et al., 1997; RODGERS, et al., 1997). Este comportamento € considerado
indicador de ansiedade (BLANCHARD, BLANCHARD e RODGERS, 1991,
BLANCHARD et al., 1993).

Tem sido relatado que o comportamento de avaliacdo de risco é um
comportamento indicativo de um conflito entre explorar e evitar a exploracdo de um
determinado ambiente (VAN der POEL, 1979). Ele é interpretado também como um
comportamento especifico de coleta de informac6es do ambiente quando o animal
encontra-se em situacdes potencialmente ameacadoras (PINEL e MANA, 1993).

Os estudos relatam que o comportamento de avaliagdo de risco € sensivel
ao efeito de drogas ansiogénicas e ansioliticas (GRIEBEL et al., 1997; SETEM et al.,
1999) e que, diferentemente dos demais comportamentos etoldgicos, a avaliacdo de
risco pode servir como um modelo para distinguir os efeitos destas drogas
(MOLEWIJK, VAN der POEL e OLIVER, 1995).

Alguns trabalhos sugerem que os roedores continuam a exibir o

comportamento de avaliacdo de risco, mesmo apos deixarem de evitar uma area
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desprotegida, sugerindo que esse padrao defensivo pode ser ainda mais sensivel as
drogas que modulam a ansiedade do que as medidas espaco-temporal relacionadas
a esquiva (GRIEBEL et al., 1997; RODGERS, 1997; SENTEM et al., 1999).

A avaliacdo de risco esta intimamente relacionada com o medo e a
ansiedade em situacdes potencialmente perigosas (BLANCHARD, BLANCHARD e
RODGERS, 1991; BLANCHARD et al., 1993; RODGERS et al., 1997) e é uma
resposta comum de ratos frente a estimulos nocivos (PINEL, MANA e WARD, 1989)
podendo ser evocado em contexto ndo social (MOLEWIJK, VAN DER POEL e
OLIVIER, 1995).

Neste trabalho, o0 mCPP (agonista misto dos receptores serotonérgicos 5-
HTig € 5-HTyc), na menor e na maior dose indicou um aumento significativo da
freqiéncia e a duracdo do comportamento de avaliacdo de risco em relacdo ao
grupo controle sugerindo que os receptores 5-HT,5 € 5-HT,c da concha do NAc
modulam o comportamento ansiedade/medo.

A 5-HT tem sido implicada h& véarias décadas na fisiopatologia e tratamento
dos transtornos da ansiedade (HEISLER et al, 2007). Um aumento da
neurotransmissao serotonérgica esta associado com ansiogénese, enquanto uma
diminuida funcdo serotonérgica esta associada com ansiblise (LIN e PARSONS,
2002). O mCPP tem sido usado para induzir o comportamento da ansiedade em
humanos e também em animais (GUITTON e DUDAI, 2004; LIN e PARSON, 2002).
Em humanos, o mCPP tem mostrado agravar o sintoma de inUmeros transtornos da
ansiedade, incluindo o transtorno do panico, da ansiedade aguda e do transtorno
obsessivo compulsivo (CAMPBELL e MERCHANT, 2003). Em modelos animais de
ansiedade esta substancia provoca um efeito ansiogénico em ratos e camundongos

(GREWAL et al., 1997). GREWAL et al. (1997) relatam que houve um aumento
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significativo da freqiéncia do comportamento de avaliacdo de risco em ambas as
espécies apd6s o tratamento com o mCPP. A administracdo do mCPP também
induziu um aumento do comportamento de ansiedade em roedores evidenciado no
teste de labirinto em cruz elevado (LIN e PARSONS, 2002).

A literatura aponta a participacdo dos receptores 5HTig no controle da
ansiedade. Em seu estudo, Lin e Parsons (2002) observaram um aumento do
comportamento semelhante a ansiedade em ratos submetidos ao tratamento com o
agonista dos receptores 5-HT15, 0 CP 94,253 no teste de labirinto em cruz elevado.
E, tem sido descrito que o bloqueio do receptor 5-HT;g com propranolol ou
isamoltane produz efeitos ansioliticos ou anti-aversivos (NOGUEIRA e GRAEFF,
1995). Além disso, estudos utilizando camundongos knockout para o receptor 5-
HT.g, tem mostrado uma reducdo do comportamento de ansiedade (BRUNNER et
al., 1999; GROENINK et al., 2003; ZHUANG et al., 1999). E, um aumento da
expressdo dos receptores 5-HTig estd associado com um aumento da ansiedade
relacionado ao estresse (Lee et al., 2009). Estas caracteristicas indicam que estes
receptores estao intrinsecamente envolvidos no comportamento de ansiedade.

A literatura também demonstra que o0s receptores serotonérgicos 5HT,c
participam dos mecanismos de inducdo do comportamento ansiogénico. Estudos
farmacoldgicos com diferentes antagonistas revelaram que a maioria dos efeitos
ansiogénicos no SNC é mediada pelo receptor 5-HT,c (GRAF et al.,, 2003). Ha
relatos que a ativacdo destes receptores pode agravar ataques de ansiedade
(ERIKSSON et al., 1999). Além disso, outros estudos mostram que a ativacao destes
receptores no hipotalamo induz a liberacdo do hormonio liberador de corticotrofina

(FONE et al., 1998; GRAF et al., 2003).
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Kimura et al. (2009) relatam que um aumento da expressao dos receptores
5-HT,c em camundongos transgénicos, provocou um efeito ansiogénico (KIMURA et
al.,, 2009). Todavia, Heisler e colaboradores (2007), utilizando camundongos
knockout para o receptor 5-HT,c, observaram um efeito ansiolitico em diversos
modelos de ansiedade, tais como o labirinto em cruz elevado e o teste de campo
aberto. Este mesmo efeito ocorreu em ratos tratados com o antagonista do receptor
5-HT,c, 0 SB 242084 (KENNETT et al., 1997).

A concha do NAc possui um importante papel nos estados motivacionais
negativos, tais como o medo, 0 estresse e respostas comportamentais defensivas
provocadas por estimulos nocivos ou ameacadores (BECK e FIBIGER, 1995;
BERRIDGE et al., 1999; GRAY, 1995; Da CUNHA et al., 2008a e 2008b; KELLY et
al., 1999; LOPEZ et al, 2007; REYNOLDS e BERRIDGE, 2001 e 2003). A
estimulacdo dos receptores GABA na concha do NAc reduziu o comportamento de
ansiedade-medo em modelos animais de ansiedade (LOPEZ et al., 2007). Em seu
trabalho, Lopez e colaboradores (2007) mostraram que injecOes bilaterais de
agonistas GABAérgicos dentro da concha do NAc evoca o comportamento
ansiolitco em ratos. Os dados destes autores indicaram uma reducdo do
comportamento de avaliacdo de risco em ratos. Da mesma forma, Da CUNHA et al.
(2008) relatam que microinjecdes bilaterais de antagonistas dos receptores AMPA,
na regido concha e nao na regido centro do NAc, reduzem o comportamento de
avaliacdo de risco em ratos testados no labirinto em cruz elevado e no teste de
ingestdo (Da CUNHA et al., 2008a e 2008b; MARTINEZ et al., 2002). Também tem
sido relatado uma reducédo dos niveis de glutamato na concha do NAc durante
exposicao de roedores a estimulos nocivos (REYNOLDS e BERRIDGE, 2003). Além

disso, o resultado do presente estudo indicou que os receptores 5-HTig € 5-HTc,
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localizados na concha do NAc, podem ser também um componente do circuito
neuronal ansiogénico.

Utilizando o teste de interacdo social em ratos, Walker, Brown e Sterious
(2007) observaram que a ansiedade induzida pelo mCPP foi revertida por um
antagonista do receptor 5-HT,c. Entretanto, estudos utilizando camundongos
knockout para o receptor 5-HT1g, em diversos modelos de ansiedade, tais como o
labirinto em cruz elevado e o teste de campo aberto indicaram um efeito ansiolitico
(ZHUANG et al.,, 1999). Ademais, os agonistas dos receptores 5-HT;g sao
ansiogénicos (BRUNNER et al.,, 1999). Estes fatores sustentam a idéia de que a
falta destes receptores poderiam resultar numa resposta comportamental reduzida
frente as situacfes de ansiedade e que estes receptores no NAc participam na
modulacao do efeito de ansiedade.

A concha do NAc possui propriedades histologicas e bioquimicas
semelhantes aquelas dos nucleos amigdaldides (STURM et al., 2003) e recebe
diversas conexdes de neurdnios glutamatérgicos das areas limbicas, tais como: a
amigdala basolateral, a regido ventral do hipocampo, o cortex pré-frontal e a area
tegmental ventral (MALDONADO-IZARRY e KELLY, 1995) além de possuir
conexdes eferentes com estas areas (SCHWIENBACHER et al., 2004) e outras do
encéfalo, como: o hipotalamo lateral e talamo (BROG et al., 1993; KELLY, 2004).
Todas estas areas foram associadas a estimulos estressantes e de ansiedade
(ASTON-JONES e HARRIS, 2004; BANNERMAN, 2004; CHARNEY, 2003;
CHARNEY e DEUTCH, 1996; PICCIOTTO, BRUNZEL e CALDARONE, 2002;
PLIAKAS et al., 2001). O fato da concha do NAc integrar as informacdes de todas
estas estruturas pode explicar o seu provavel potencial na expressdo do

comportamento do estresse e ansiedade. Desta forma, nossos dados sugerem que
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o NAc participa nos mecanismos neurobiolégicos da expressdo de estados da
ansiedade, através da atuacdo dos receptores 5-HTig € 5-HT,c, por intermédio da
microinjecao local de mCPP na concha do NAc dose-efeito.

Este estudo indica um aumento na duracdo do comportamento de
exploracdo de alimento dos ratos tratados com a dose de 10 nmol de mCPP.
Segundo Halford, Wanninayake e Blundell (1998), este comportamento pode indicar
a natureza da anorexia induzida pela droga. Porém, ndo h& outros trabalhos na
literatura que descrevem tal relato e ndo houve em nossos estudos alteracdo na
guantidade de alimento ingerido, na laténcia para iniciar a resposta de ingestao
alimentar, na duracdo e na frequéncia desta resposta. Por isto, sdo necessarios
estudos adicionais para a compreensao do presente resultado.

A resposta a ingestdo alimentar pelo mCPP neste trabalho foi semelhante
aguela relatada por Pratt et al. (2009). Os dados obtidos por este autor e seus
colaboradores mostraram que o tratamento com agonista dos receptores 5-HT,c na
regido concha do NAc néo teve efeito sobre o consumo de alimento, de 4gua e na
locomocédo de ratos em restricdo alimentar. Os dados do presente estudo confirmam
a nao participacao dos receptores serotonérgicos (5-HT,c) na regido concha do NAc,
no controle do comportamento de ingestdo de alimento, bem como nos mecanismos
gue envolvem o balanco de agua e locomocéo em ratos com restricdo de alimento.

A dose de 10 nmol de mCPP parece induzir pequena diminui¢cdo na duracao
da alimentacdo e pequeno atraso na laténcia para iniciar a alimentacdo, mas o0s
dados nao atingiram significancia estatistica. Estes efeitos do mCPP sobre o
comportamento alimentar pode ser parcialmente atribuido a ativacdo do receptor 5-
HTg, Visto que a injecéo da dose mais alta do agonista dos receptores 5-HT7, 5-CT

na concha do NAc, atrasou o inicio deste comportamento e a ativacdo do receptor 5-
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HT.c ndo teve nenhum efeito sobre o consumo de alimentos, o consumo de agua,
bem como medidas de locomocao nos animais com restricdo de alimentos (PRATT
et al., 2009).

Além de atrasar a laténcia para iniciar a alimentacdo, o tratamento com o
agonista dos receptores 5-HTy7, 5-CT, na concha do NAc reduziu a ingestao de
alimentos e de agua em ratos com restricdo de alimentos (PRATT et al., 2009).
Como o presente resultado exclui os receptores 5-HTig da concha do NAc no
controle da ingestdo de agua e alimento, € provavel que os efeitos ingestivos da
ativacdo dos receptores 5-HTy; possa ser mediado pelos subtipos de receptores 5-
HT7 ou outros subtipos de receptores 5-HT; como o0 5-HT;a. Neste sentido, Steffens
et al. (2008) demonstraram que a estimulacdo de 5-HT1a no hipotalamo lateral ou no
ndcleo arqueado promoveu diminuicdo da ingestdo de alimentos. Além disso, a
estimulacdo de receptores 5-HT;4 no hipotdlamo parece adiantar os processos de
saciedade (LOPEZ-ALONSO et al., 2007).

Os receptores 5-HTg e 5-HT4, na concha do NAc, parecem fazer parte dos
circuitos serotonérgicos no controle do comportamento de ingestdo de alimentos,
uma vez que, a ativacao destes receptores afetou o comportamento alimentar (JEAN
et al., 2007; PRATT et al., 2009). Enquanto a estimulacdo dos receptores 5-HTs da
concha do NAc, com o agonista EMD 386088, aumentou a ingestdo de alimentos
(PRATT et al., 2009), a estimulacdo dos receptores 5-HT4 reduziu o consumo de
alimentos em ratos (JEAN et al., 2007).

Pratt e colaboradores (2009) descrevem que estes subtipos de receptores
de 5-HT (5-HTy7, 5-HTe e o 5HT,c) no NAc, mantém diferentes fungbes na
modulacdo da ingestédo alimentar e na atividade locomotora. Também relatam que a

utilizacado de antagonistas destes receptores ndo afeta a ingestdo de alimento, agua
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ou as medidas de locomo¢cdo em animais submetidos a restricdo alimentar e,
também, que o nivel tbnico de uma ativacdo enddgena desses receptores na concha
do NAc nao é exigida para que ocorra uma alimentacdo normal.

Varios estudos tém demonstrado que a injecdo sistémica ou
intracerebroventricular de mCPP induz hipolocomocao (FONE et al., 1998; FREO et
al., 1992; GLEASON e SHANNON, 1998; KENNETT et al., 1994 e 1997; LUCKI,
WARD e FRAZER, 1989; SILLS, LUCKI e FRAZER, 1985; STIEDL et al., 2007), a
qgual pode ser blogueada por antagonista de receptores 5-HT,c. Além disso, 0 mCPP
induz uma resposta hiperativa nos ratos Knockout para os receptores 5-HTyc
(HEISLER e TECOTT, 2000).

Os nossos dados sugerem que ndo ha envolvimento dos receptores 5-HTc,
na concha do NAc, no efeito da hipolocomocédo provocada pela mCPP, visto que, a
atividade motora permaneceu inalterada apdés o tratamento com mCPP. Os
receptores 5-HT;5, na concha do NAc, parecem desempenhar um papel na resposta
comportamental de psicoestimulantes, visto que, a hiperlocomoc¢éao induzida pela
cocaina pode ser modificada por microinjecdes de agonistas (CP 93129) e
antagonistas (GR 55562) dos receptores 5-HT1g na regido concha, e este efeito ndo
ocorre na regido centro do NAc (PRZEGALINSKI et al., 2002).

O nosso grupo tem relatado que a manipulacdo dos neurotransmissores
GABA e glutamato, no NAgc, influencia a alimentagcdo e 0s comportamentos de
ansiedade, mas sem estabelecer relacfes funcionais entre os dois fatores. Injecdes
bilaterais de CNQX (antagonista do receptor AMPA) na concha do NAc induziram
um efeito ansiolitico, uma vez que 0s animais apresentaram baixo nivel de
comportamento de avaliacdo de risco no teste de ingestdo, sem modificar o

comportamento de alimentacdo (Da CUNHA et al., 2008a). InjecGes bilaterais do
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agonista dos receptores GABAA (Muscimol) ou GABAg (Baclofen) na concha do NAc
induziu um efeito ansiolitico e um aumento da ingestdo de alimentos, mas sem
correlacdo positiva entre os dois parametros (LOPES et al., 2007). No presente
estudo, mostramos que a estimulacdo dos receptores 5-HT;g € 5-HT,c dentro da
concha do NAc evocou 0 comportamento ansiogénico sem mudancas consistentes
no comportamento alimentar. Juntos, estes dados sugerem que as alteracbes
emocionais evocadas por manipulacdo farmacologica do GABA, glutamato ou
neurotransmissao serotonérgica na concha do NAc ndo estdo correlacionados com
alteracdes na ingestédo de alimentos.

A inervacdo serotonérgica do NAc origina-se do nucleo dorsal da rafe
(LUKKES et al.,, 2008; SARI, 2004). A liberacdo de 5-HT no NAc pode ser
influenciada pelo estresse e interacdo social (LUKKES et al., 2008). Um aumento na
atividade serotonérgica no NAc esta associado a condi¢cdes de estresse (INOUE,
KOYAMA e YAMASHITA, 1993; LUKKES et al.,, 2009; KIRBY, ALLEN e LUCKI,
1995), como no teste de nado forcado (KIRBY, ALLEN e LUCKI, 1995). Além disso,
o tratamento, com CRF (neurotransmissor que medeia o0 estresse e a ansiedade) no
nacleo dorsal da rafe, altera a liberacdo da 5-HT nas sub-regides concha e nucleo
do NAc (LUKKES et al., 2008). Estas observacdes reforcam nossos dados presentes
sugerindo que os circuitos serotonérgicos no NAc contribuem para controlar o

comportamento de ansiedade.

Com base nos resultados apresentados, podemos concluir que:

o Os receptores serotonérgicos 5-HTig € 5-HT,c na concha do NAc parecem

nao participar do controle da ingestédo de alimento.
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o A ativacdo dos receptores serotonérgicos 5-HT1g € 5-HT,c na concha do NAc
produz uma elevacédo do comportamento de avaliacdo de risco dependente de dose,
indicando que a concha do NAc pode estar envolvida no circuitaria neural que

modula o comportamento ansiedade/medo.

Enfim, este estudo representa um empenho para aumentar 0 NnOSSO
entendimento sobre a circuitaria neural envolvida na regulacdo do comportamento
ingestivo. Partindo dele, estudos utilizando modelos de ansiedade tais como o
labirinto em cruz elevado, teste de campo aberto, anti-conflito e interacdo social
podem prover subsidios irrefutaveis e inéditos para a comunidade cientifica. Uma
vez que estes modelos servem como testes investigatorios de agentes ansioliticos e
ansiogénicos e procuram justificar varios tipos de ansiedade, conforme o Manual de
Diagnostico e Estatistico de Doenca Mental — IV edicdo (SSM-IV) (IMAIZUMI e

ONODERA, 2000; LISTER, 1987).
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