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RESUMO

LOPES, Ana Paula Fraga. Efeitos das injecGes de agonistas e
antagonistas gabaérgicos e agonistas serotonérgicos na concha do
nucleo accumbens sobre comportamentos defensivos e ingestivos em
ratos. 2012. Tese (Doutorado em Neurociéncias) - Universidade Federal
de Santa Catarina, Floriandpolis.

A fim de estabelecer uma relacdo funcional entre o controle dos
comportamentos defensivos e ingestivos em ratos, esse estudo
investigou o efeito de injecBes locais de Muscimol (MUS, agonista do
receptor GABA, 25 e 50 ng/lado), Baclofen (BAC, agonista do receptor
GABAg 32 e 64 ng/lado), Bicuculina (BIC, antagonista do receptor
GABA,, 75 e 150 ng/lado), Saclofen (SAC, antagonista do receptor
GABAg 1,5 e 3 pg/lado), 8-hidroxi-2-(di-n-propilamino)-tetralina (8-
OH-DPAT, agonista do receptor 5-HT;4 0,6 e 6 nmol/lado), 2-(3-
clorobenziloxi)-6-(piperazin-1-il)pirazina (CP-80,9101, agonista do
receptor 5-HT,c 0,75 e 1,5 pg/lado) e 3-(1,2,5,6-tetra-hidro-4-piridil)-5-
propoxypyr-rolo[3,2-b]piridina (CP-94,253, agonista do receptor 5-
HT5 0,56 e 1,0 pg/lado) na concha do nucleo accumbens (NAcc) em
ratos privados de alimento por 24 horas. Os animais foram colocados no
labirinto em cruz elevado (LCE) para avaliacdo de variaveis espago-
temporais e etoldgicas. Na sequéncia, 0s comportamentos ingestivos e
ndo-ingestivos foram registrados durante 30 min e a quantidade de racéo
e agua consumida foram mensuradas. Os resultados indicaram que
ambas as doses de MUS e BAC, agonistas de receptores GABAA e
GABAg respectivamente, diminuiram a frequéncia do comportamento
de avaliacdo de risco no LCE, mas ndao afetaram o comportamento
ingestivo. Este resultado sugere que a ativacdo de receptores GABA, €
GABAg na concha do NAcc provocou um efeito ansiolitico sem causar
mudancga no comportamento ingestivo. Por outro lado, o bloqueio desses
receptores, GABA, e GABAg na mesma regido do NAcc, ndo alterou
nenhuma das variaveis espago-temporais ou etoldgicas testadas no LCE,
no entanto, o blogueio do receptor GABA provocou uma diminuigéo
da ingestdo de alimentos, acompanhada por uma reducdo da duracéo
deste comportamento, indicando um efeito hipofagico. Os resultados
mostraram que as varidveis espago-temporais e etoldgicas avaliadas no
LCE ndo foram afetadas pelo tratamento com 8-OH-DPAT, mas esse
tratamento provocou uma reducdo na ingestdo de alimentos,



acompanhada por uma diminuicdo na duracdo desse comportamento
ingestivo, indicando um efeito hipofagico. Em contrapartida, a ativagdo
do receptor 5-HT,c ndo afetou o comportamento defensivo e ingestivo.
Ja o tratamento com CP-94,253 diminuiu o nimero de entradas nos
bracos abertos e a porcentagem de permanéncia nesses bragos, além de
reduzir o comportamento de imersdo de cabeca no LCE. Esse resultado
sugere que ativagdo do receptor 5-HT 1 provocou um efeito ansiogénico,
sem alterar o comportamento ingestivo. Além disso, esses resultados
demonstraram que, enquanto o comportamento defensivo foi afetado
pela ativagdo do receptor 5-HTig, 0 comportamento ingestivo foi
modificado pela estimulacdo do receptor 5-HTa. Coletivamente, os
resultados do estudo sugerem que 0s circuitos gabaérgicos e
serotonérgicos na concha do NAcc, em ratos privados de alimento,
regulam os comportamentos defensivos e ingestivos separadamente.

Palavras-chave: concha do nucleo accumbens; comportamento
defensivo; comportamento ingestivo; receptores GABAA e GABAg;
receptores 5-HTa, 5-HT15¢ 5-HT o,



ABSTRACT

LOPES, Ana Paula Fraga. Effects of injections of GABAergic agonists and
antagonists and serotonergic agonists in the nucleus accumbens shell on
defensive and ingestive behaviour in rats. 2012. Thesis (Doctorate
Neuroscience) - Federal University of Santa Catarina, Florianépolis.

In order to establish a functional relationship between the control of
ingestive and defensive behaviours in rats, this study investigated the effect
of local injections of Muscimol (MUS, GABA receptor agonist, doses 25 e
50 ng/side), Baclofen (BAC, GABAGg receptor agonist, doses 32 e 64 ng/side),
Bicuculline (BIC, GABAA receptor antagonist, doses 75 e 150 ng/side),
Saclofen (SAC, GABAg receptor antagonist, doses 1,5 e 3 ug/side), 8-
hydroxy-2-(di-n-propylamino)-tetralin ~ (8-OH-DPAT, selective 5-HTia
receptor agonist, 0.6 and 6nmol/side), 2-(3-chlorobenzyloxy)-6-(piperazin-1-
yl) pyrazine (CP-80,9101, 5-HT,c receptor agonist, doses 0.75 and
1.5pg/side), and 3-(1,2,5,6-tetrahydro-4-pyridyl)-5-propoxypyr-rolo [3,2-b]
pyridine (CP-94,253 highly selective 5-HT g receptor agonist, doses 0.56 and
1.0pg/side) in the nucleus accumbens shell (AcbSh) of food-deprived rats.
The animals were exposed to the elevated plus maze (EPM) to analyse
spatial-temporal and ethological variables. Subsequently, ingestive and non-
ingestive behaviours were recorded for 30 min and the food intake was
measured. The results indicated that both doses of MUS and BAC, GABAA
and GABAg receptors agonists, respectively, decreased the frequency of risk
assessment behaviour in the EPM, but did not affect feeding behaviour. This
result suggests that activation of GABAA and GABAg receptors in the AcbSh
caused an anxiolytic effect without causing a change in feeding behaviour.
Furthermore, blockade of these receptors, GABAA and GABAg in the AcbSh,
did not change any of the variables spatio-temporal or ethological tested in
the EPM, but however, the GABA, receptor blockade resulted in a decrease
in food intake monitored by a reduction in the duration of this behaviour,
indicating a hypophagic effect. The results indicated that both doses of 8-OH-
DPAT did not affect the spatial-temporal and ethological variables in EPM,
but provoked a reduction in both food intake and the feeding duration,
indicating a hypophagic effect. In contrast, activation of 5-HT,c receptor did
not affect the defensive and ingestive behaviour. The treatment with CP-94,
253 decreased the number of entries into open arms and the percentage spent
in these arms, besides reducing the head dipping behaviour in the EPM. This



result suggests that activation of 5-HTg receptor induced an anxiogenic,
without changing feeding behaviour. Moreover, these results demonstrate
that, while the defensive behaviour is affected by the activation of the 5-HT 5
receptor, ingestive behaviour was modified by stimulation of 5-HTia
receptor. Collectively, our results suggest that the GABAergic and
serotonergic circuits in the AcbSh of food-deprived rats regulate defensive
and ingestive behaviours separately.

Keywords: nucleus accumbens shell, defensive behaviours; ingestive
behaviours; GABAA and GABAg receptors; 5-HT 1, 5-HTig and 5-HTo¢
receptors.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Fotomicrografia de um corte transverso do telencéfalo
0TS (| RSP 23

Figura 2. Estruturas da regido do estriado ventral..........c.c.ccocevereenne. 24

Figura 3. Aferéncias e eferéncias do centro e da concha do NAcc..... 25

Figura 4. Fotografia do aparelho estereotadxico (UFSC)...........coc....... 33
Figura 5. Local aproximado dos orificios feitos para atingir
bilateralmente a concha do NACC.........cccvviinienei i 34
Figura 6. Fotografia do labirinto em cruz elevado (UFSC) ............... 37

Figura 7. Fotografia da caixa de registro dos comportamentos
ingestivos e NAo-ingestivos (UFSC)........cccocovvviiiiiciie e 39

Figura 8. Fotomicrografia (Barra de escala = 100 um) e representagdo
esquematica de cortes coronais do cérebro do rato, de acordo com o
Atlas de Paxinos € Watson (2007).......c.ccceveeriereresinsieseeeeniesesesensnens 43

Figura 9. Efeitos de injecdes bilaterais de veiculo (salina — 0), de (A)
agonistas de receptores GABA,, Muscimol (MUS 25 ou 50 ng), e
GABAg, Baclofen (BAC 32 ou 64 ng), ou (B) antagonistas de
receptores GABA,,, Bicuculina (BIC 75 ou 150 ng), e GABAg,
Saclofen (SAC 1,5 ou 3 pg), na concha do NAcc dos ratos privados de
alimentos POF 24N........co i 47

Figura 10. Representacdo esquematica de cortes coronais do cérebro do
rato, de acordo com o Atlas de Paxinos e Watson (2007)..................... 50

Figura 11. Efeitos de injecdes bilaterais de veiculo (acido ascorbico 5%
- 0) ou agonista do receptor 5 HTya, 8-hidroxi-2-(di-n-propilamino)
tetralina - 8-OH-DPAT 0,6 ou 6 nmol, na concha do NAcc de ratos
privados de alimentos por 24h,..........cccureiniiinneeeeee s 54

Figura 12: Efeito da injecdo bilateral de salina (0) ou 5-HT.g (CP-
94,253 0,56 e 1 pg) na concha do NAcc de ratos privados de alimentos
00 2o SRRSO 62



LISTA DE QUADROS

Quadro 1. Resumo dos resultados



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Efeitos de inje¢des de salina, agonistas de receptores GABAA
(Muscimol - MUS 25 ou 50 ng) ou GABAg (Baclofen - BAC 32 ou 64
ng) na concha do NAcc nas varidveis espago-temporais e etoldgicas dos
ratos privados de alimentos por 24h durante 5 minutos de exposicao ao
L CE it 45

Tabela 2. Efeitos das inje¢des de salina, antagonistas de receptores
GABA (Bicuculina - BIC 75 ou 150 ng) ou GABAg (Saclofen - SAC
1,5 ou 3 pg) na concha do NAcc, nas varidveis espago-temporais e
etoldgicas dos ratos privados de alimentos por 24h durante 5 minutos
de eXPOSICAD 80 LCE......c.ccvcveieecee s 46

Tabela 3. Efeitos das injecbes de salina, agonistas de receptores
GABAA (MUS 25 ou 50 ng) ou GABAg (BAC 32 ou 64 ng) na concha
do NAcc dos ratos privados de alimentos por 24h, na duracdo dos
comportamentos ndo-ingestivos avaliados durante os 30 minutos de
registro de comportamento iNQeStiVO........cccveveverere i, 48

Tabela 4. Efeitos das injecGes de salina, antagonistas de receptores
GABA, (BIC 75 ou 150 ng) ou GABAg (SAC 1,5 ou 3 pg) na concha
do NAcc dos ratos privados de alimentos por 24h na duragdo dos
comportamentos ndo-ingestivos avaliados durante 30 minutos de
registro do comportamento iNGESLIVO.........cccccvvvvveinieeiericeeee e 49

Tabela 5. . Efeitos das injecdes de acido ascorbico 5 % (Ac..Asc) ou
agonista de receptor 5-HT;5 (8-hidroxi-2-(di-n-propilamino) tetralina -
8-OH-DPAT 0,6 ou 6 nmol) na concha do NAcc, nas varidveis espago-
temporais e etoldgicas dos ratos privados de alimentos por 24h durante 5
mMinutos de expPoSiGA0 @0 LCE..........ccoierieiinne s 53

Tabela 6. Efeitos das injecGes de &cido ascorbico 5 % (Ac.Asc) ou
agonista do receptor 5-HT 4 (8-OH-DPAT 0,6 ou 6 nmol) na concha do
NAcc dos ratos privados de alimentos por 24h na duracdo dos
comportamentos ndo-ingestivos avaliados durante 30 minutos de
registro do comportamento INGESIVO..........cccoeerrieeineiinseeseeees 55

Tabela 7. Efeitos das inje¢des bilaterais de salina ou agonista do
receptor 5-HT,c (2-(3-clorobenziloxi)-6-(piperazin-1-il) pirazina, CP-



80,9101 - 0,75 e 1,50 pg) na concha do NAcc, nas variaveis espaco-
temporais e etoldgicas dos ratos privados de alimentos por 24h, durante
5 minutos de exposiG80 a0 LCE.........ccccocvvevvvivvinneeieeeene e 56

Tabela 8. Efeitos das injecGes de salina ou agonista do receptor 5-HT ¢
(CP-80,9101 0,75 ou 1,5 pug) na concha do NAcc dos ratos privados de
alimentos por 24h, na duragdo dos comportamentos ingestivos e néo-
ingestivos avaliados durante 30 minutos de registro do comportamento
10T L= (Yo PSS 57

Tabela 9. Efeitos das injecdes bilaterais de salina ou agonista do
receptor 5-HT1s (3-(1,2,5,6-tetra-hidro-4-piridil)-5-propoxypyr-rolo[3,2-
b] piridina, CP-94,253 - 0,56 e 1 pg) na concha do NAcc, nas variaveis
espaco-temporais e etolgicas dos ratos privados de alimentos por 24h
durante 5 minutos de exposiCao a0 LCE..........ccccovvevrieinnnnnecnn 59

Tabela 10. Efeitos das injecGes de salina ou agonista do receptor 5-
HT g (CP-94,253 0,56 e 1ug) na concha do NAcc, dos ratos privados de
alimentos por 24h, na duracdo dos comportamentos ingestivos e nao-
ingestivos avaliados durante 30 minutos de registro do comportamento
INQESTIVO. ..ttt 60



LISTA DE ABREVIATURAS

5-CT - Maleato carboxamidototryptamina

5-HT - 5-hidroxitriptamina — Serotonina

8-OH-DPAT - 8-hidroxi-2-(di-n-propilamino) tetralina

% TA - Porcentagem do tempo (em segundos) de permanéncia nos
bracos abertos do labirinto em cruz elevado

% EA - Porcentagem de entradas nos bracos abertos do labirinto em
cruz elevado

Ac. Asc - &cido ascorbico

AL - Auto-limpeza

AMPA - a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolproprionato

AR - Avaliagéo de risco

ANOVA - Analise de variancia

CART - Transcrito regulado pela cocaina e anfetamina

CEUA - Comité de Etica para o uso de animais

CNQX - 6- Ciano-7-nitroquinoxalina-2,3-diona

CP-80,9101 - (2-(3-clorobenziloxi)-6-(piperazin-1-il) pirazina,
CP-94,253 - (3-(1,2,5,6-tetra-hidro-4-piridil)-5-propoxypyr-rolo[3,2-
b]piridina)

EF - Numero de entrada nos bragos fechados do labirinto em cruz
elevado

EPM - Erro padrdo da média

EV - Exploragdo vertical

EXALLI - Exploracdo do alimento

GABA - Acido gama-aminobutirico

GLP-1 - Peptideo semelhante ao glucagon-1

GLU - Glutamato

i.c.v. - intracerebroventricular

i.p - intraperitoneal

IC — Imersdo da cabeca no labirinto em cruz elevado

IM — Imobilidade

LCE - Labirinto em cruz elevado

LOC - Locomocao



MCH - Horménio concentrador de melanina
NAcc - Nicleo accumbens

POMC - Pro-opiomelanocortina
TE - Numero total de entradas efetuadas no labirinto em cruz elevado

WAY 100635 - Maleato de ciclo hexano carboxamida n-[2-[4-(2-
metoxifenil)-1-piperazinil]etil]-n-(2-piridinil)



SUMARIO

1. INTRODUGAO........cooiiereeereeeeesesesies s iessessesssassessensass s 23
1.1 Nucleo Accumbens: aspectos gerais e Sub-regioes ...........ccccceenee 23
1.2 Relagéo entre comportamento defensivo e ingestivo ..................... 26
1.3 ReceptoreS GABA NO NACC ......ooiiiiiiinieieee e 26
1.4 ReceptoreS 5-HT NO NACC .....veeviiiiiieiee e 27
2. OBIETIVOS ..ottt 31
2.1 ObJEtivo GEral .....cccveiieeiiciiiecee e 31
2.2 Objetivos ESPECITICOS. .......cevreiireei e 31
3. MATERIAIS E METODOS.......cconrimiimiiniesisesineisesisssssesesssesenns 32
UL ANIMAIS. ..ttt et 32
3.2 Procedimentos CIrlrgiCOS........covieveerreriensieeeesreseeeseeeseeseesaeseseens 32
3.3 SolugBes e drogas iNJetadas.........cccuverveerereieneniee e 34
3.3.1 Experimento |: agonista e antagonistas de receptores GABA, €
GABAG. ...ttt rene s 34
3.3.2 Experimento Il: agonistas de receptores 5-HTa, 5-HT,c € 5-
[ 1T YRR 35
3.4 INjecOes INtra-Cerebrais .....c.covvivrereeieie e 35
3.5 Registro dos comportamentos defensivos no LCE.............c.c.......... 36
3.6 Registro dos comportamentos ingestivos e ndo ingestivos............. 37
3.7 Procedimentos EXPerimentais.........ccccvvevvereeereneseseneseeseesnennnans 39
3.8 Perfusdo € Histologia.........c.covvvveiveriiieiec s 40
3.9 Analise eStatiStiCa.......c.cvveieiiiiicececee e 41
4. RESULTADOS ...ttt 42
4.1 Injegdes de agonistas e antagonistas de receptores GABA ............ 42

4.1.1 Efeitos das diferentes doses de agonistas e antagonistas de
receptores GABA, ou GABAg injetados na concha do NAcc sobre os
comportamentos defenSiVos .........ccoveirrerrieeree e 42
4.1.2 Efeitos das diferentes doses de agonistas e antagonistas de
receptores GABAA ou GABAg injetados na concha do NAcc sobre o
comportamentos ingestivos € NA0-INQEStIVOS .........cccevvevereveriesieenen, 44
4.2 InjecOes de agonistas de receptores 5-HT........ccccovoveinncieininne. 50
4.2.1 Efeitos das diferentes doses de agonista do receptor 5-HTa
injetado na concha do NAcc sobre os comportamentos defensivos.......51



4.2.2 Efeitos das diferentes doses de agonista do receptor 5-HTa
injetado na concha do NAcc sobre o comportamentos ingestivos e ndo-
INQESTIVOS.....eiitecie ettt sr e e neeneas 51
4.2.3 Efeitos das diferentes doses de agonista do receptor 5-HT,c
injetado na concha do NAcc sobre os comportamentos defensivos
............................................................................................................. 51
4.2.4 Efeitos das diferentes doses de agonista do receptor 5-HT,c
injetado na concha do NAcc sobre os comportamentos ingestivos e nao-
INGESTIVOS ...ttt nreeneere e 52
4.2.5 Efeitos das diferentes doses de agonista do receptor 5-HTig
injetado na concha do NAcc sobre os comportamentos defensivos
............................................................................................................ 52

4.2.6 Efeitos das diferentes doses de agonista do receptor 5-HTip
injetado na concha do NAcc sobre os comportamentos ingestivos e nao-

INGESTIVOS ..ttt 52
5. DISCUSSAQ .....cooiiirieieieieisesee s 62
5.1 Agonistas e antagonistas de receptores GABAA ou GABAg:
comportamento defenSiVo ........ccocvvveiriicere e 62
5.2 Agonistas e antagonistas de receptores GABA, ou GABAg:
comportamento ingestivo e NA0-INGESLIVO .........c.cccevveveieieie e 64
5.3 Agonista do receptor 5-HT (.. cvurereiiiinii s 65
5.4 Agonista do receptor 5-HToc....ooivvviiviierieieeeie e 67
5.5 Agonista do receptor 5-HT g ..cccoreiriririeireice e 68
6. CONCLUSOES ......coooiieieieieeieeiseess s 70
7. REFERENCIAS ..ottt 71
8. ANEXOS ..o 89
8.1 Artigo PUBLICAUO. .....ccviviiieeiecc e 89
8.2 Artigo SUDMELIO .....ocviviiiiiiieicc e 90

8.3 Artig0 COMO CO-AULOT .....ovvviniieieiirieiie et 91



23

1. INTRODUCAO

1.1. Nucleo Accumbens: aspectos gerais e sub-regifes

O nuicleo accumbens (NAcc) estd localizado na regido do
estriado ventro-medial (Maldonado-Irizarry et al., 1995). O estriado
ventral é composto pelo accumbens, pelos elementos estriatais do
tubérculo olfatério localizados na lamina Il e pela parte vento-medial do
caudado e putamen (Heimer et al., 1991).

e s}

Figura 1. Fotomicrografia de um corte transverso do telencéfalo rostral
corado com a técnica de Nissl, ilustrando o estriado. Cpu: caudado-
putdmen; TU: tubérculo olfatdrio; ac: comissura anterior; AcC: centro
do accumbens; AcSh: concha do accumbens. Adapatado de Paxinos e
Watson, 2007.

O NAcc recebe conexdes tanto a partir de estruturas limbicas,
gue sdo criticas para o processamento afetivo, bem como a partir de
estruturas neurais que coordenam desempenho motor (Mogenson et al.,
1980). Através dessas conexdes, 0 NAcc pode desempenhar um papel
relevante na regulacdo da emoc¢do, motivacdo e cognicdo (Kelley, 2004),
além de estar envolvido em processos comportamentais, como
atividades motoras (Gargiulo, 1996), controle alimentar (Maldonado-
Irizarry et al., 1995; Stratford et al., 1997), funcBes cognitivas (Usiello
et al., 1998), aprendizagem emocional, particularmente sobre eventos
aversivos (Schwienbacher et al., 2004) e também uso e abuso de drogas
(Carlezon e Wise, 1996; Di Chiara, 1998; Pontieri et al., 1995; Tanda et
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al., 1997). O NAcc ndo é uniforme e pode ser anatomicamente (Heimer
et al., 1991) e funcionalmente (Cadoni e Di Chiara, 2000; Pontieri et al.,
1995) subdividido em centro (em inglés, “core”) e concha (em inglés,
“shell”). Essa distincdo foi estabelecida originalmente com base na
reacao histoquimica para acetilcolinesterase e na imunorreatividade para
colicistocina, sendo a concha mais intensamente reativa do que o centro
para estes compostos (Zaborszky et al., 1985). Atualmente varios outros
atributos neuroquimicos (por exemplo, neurotensina, calbindina, e
substancia P) permitem diferenciar o centro da concha (Deutch et al.,
1993; Heimer et al., 1995). O centro inclui a area em torno da comissura
anterior e a concha é a regido que se estende medial, ventral e
lateralmente em torno do centro (David et al., 1998; Heimer et al., 1995;
Jones et al., 1996; kelley e Berridge, 2002; Zahm e Heimer, 1993).
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Figura 2. Estruturas da regido do estriado ventral, representada em trés
dimensdes. Adaptado de Basar et al. 2010.

O centro do NAcc recebe aferéncias de regifes dorsais do
cortex medial pré-frontal, incluindo areas pré-limbicas e area cingulada
anterior (Basar et al., 2010), possuindo conexdes bem estabelecidas com
estruturas dos nucleos basais, incluindo o nicleo subtaldmico, o globo
palido e a substancia negra. A concha esta intimamente associada com o
sistema limbico e interconectada com estruturas como o palido ventral,
area tegmental ventral, hipotalamo lateral, nlcleo leito da estria terminal
e substancia cinzenta periaquedutal (Delfs et al., 1998). Portanto,
enquanto o centro participa de circuitos envolvidos na aprendizagem de
controle e execucdo das acles, a concha processa informagdes sobre as
caracteristicas afetiva e contextual de novas experiéncias de
aprendizagem (Brog et al., 1993; French e Totterdell, 2003;
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Groenewegen et al., 1987; Meredith et al., 1990; Mogenson et al., 1980;
Petrovich et al., 1996; Wang et al., 1992). Além disso, a regido da
concha também estd envolvida no controle da ingestdo de alimentos
(Kelley, 2004; Pratt et al., 2009; Shelly et al., 2010; Stratford, 2007,
Stratford e Wirtshafter, 2012; Voorn et al., 2004; Zahm, 2000; Zahm e
Brog, 1992; Zahm e Heimer, 1993) e nas respostas comportamentais
defensivas eliciadas por estimulos nocivos ou ameagadores (Beck e
Fibiger, 1995; Berridge et al., 1999; Gray, 1995; Liberzon et al., 1999;
Lowe et al., 2007; Reynolds e Berridge, 2001; Richard e Berridge, 2011,
Roitman et al., 2005; Wheeler et al., 2008).
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Figura 3. Aferéncias e eferéncias do centro e da concha do NAcc.
Adaptado de Basar et al., 2010

Os comportamentos ingestivos e defensivos (relacionados a
ansiedade) sdo gerados em diferentes localiza¢des anatdmicas ao longo
da regido rostro-caudal na concha do NAcc. Embora as regides rostrais
produzam aumento intenso do comportamento alimentar, as regides
mais caudais do NAcc podem gerar comportamentos defensivos
(Reynolds e Berridge, 2001,2003; Richard e Berridge, 2011).

O controle do comportamento ingestivo na concha do NAcc
incluem varios sistemas de neurotransmissores, tais como o glutamato
(GLU) (Kelley e Swanson, 1997; Maldonado-Irizarry et al., 1995), o
acido gama-aminobutirico (GABA) (Basso e Kelley, 1999; Kandov et
al., 2006; Lopes et al., 2007; Lopes et al., 2012; Stratford e Kelley,
1997), os opiéceos (Hanlon et al., 2004), a serotonina (5-HT) (Jean et
al., 2007; Pratt et al., 2009; Pratt et al., 2012) , a dopamina (Wirtshafter
e Stratford, 2010) e os neuropeptidios, tais como nociceptina, transcrito
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regulado pela cocaina e anfetamina (CART), horménio concentrador de
melanina (MCH), a orexina, os opidides, a amilina e o peptideo
semelhante ao glucagon 1 (GLP-1) (Alhadeff et al., 2012; Dickson et al.,
2012). Além disso, diversos sistemas de neurotransmissores, como
glutamato, dopamina, opidides e acetilcolina na concha do NAcc
também mostraram ser cruciais para 0 controle de processos
motivacionais e a aprendizagem de respostas para obter recompensa do
alimento (Berridge, 2007; Kelley et al., 2003 ; Kelley et al., 2005;
Salamone e Correa, 2002).

1.2. Relagdo entre comportamento defensivo e ingestivo

A fim de caracterizar a relacdo entre o comportamento
defensivo e a ingestdo de alimento, estudos realizados em nosso
laboratério demonstraram que a ativacdo de ambos o0s receptores
GABAA e GABAg na concha do NAcc diminuiu comportamentos
defensivos e aumentou o consumo de alimentos em animais com
alimentacdo livre, sem wuma correlagdo positiva entre esses
comportamentos (Lopes et al., 2007). Por outro lado, a inje¢do de 6-
ciano-7-nitroquinoxalina-2,3-diona  (CNQX), um antagonista do
receptor de glutamato do tipo a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolproprionato (AMPA), na concha do NAcc ndo alterou a
ingestdo de alimentos, mas reduziu os comportamentos defensivos,
induzindo um efeito ansiolitico em animais com alimentacdo livre
(Cunha et al., 2008a,b). Estudos sobre circuitos adrenérgicos na concha
do NAcc indicam que a injecdo de clonidina, um agonista o2-
adrenoceptores, induziu a um efeito ansiolitico semelhante, sem
modificar o comportamento ingestivo. Em contraste, a fenilefrina,
agonista ol-adrenoceptores, ndo alterou o comportamento defensivo e
ingestivo em animais com alimentacdo livre (Kochenborger et al.,
2012). Coletivamente, esses dados revelam que os circuitos gabaérgicos,
glutamatérgicos e adrenérgicos, na concha do NAcc, controlam o
consumo de alimentos separadamente do comportamento defensivo.

1.3. Receptores GABA no NAcc

O GABA é o principal neurotransmissor inibitério do sistema
nervoso central, localizado em muitas células neuronais, incluindo
interneurdnios e células glias. Pode ativar dois tipos de receptores, 0s
ionotrépicos (GABAA e GABAC), que estdo ligados aos canais idnicos
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de cloreto, com sitios de ligacdo para benzodiazepinicos, barbitiricos e
neuroesterdides; e os receptores metabotrépicos (GABAg), que estdo
acoplados a proteina G (Bormann, 2000; Bowery et al., 2002; Chebib e
Johnston, 1999). O GABA tem um papel importante nas disfuncdes de
ansiedade e pode ser considerado um elemento chave na regulacéo
central de fungdes somaticas e mentais (Mohler, 2006), além de auxiliar
na regulacdo do comportamento emocional (McDonald et al., 2004).
Estudos de Reynolds e Berridge (2001) mostram que 0 neurotransmissor
GABA participa de circuitos no NAcc para motivagdo positiva, que
representa comportamento ingestivo e de recompensa, e também para
motivacao negativa, que caracteriza-se como comportamentos aversivos
e defensivos.

A estimulacdo dos receptores GABAA e GABAg, bem como o
bloqueio do receptor glutamatérgico do tipo AMPA, na concha do NAcc
causa um aumento da ingestdo de alimentos em ratos com alimentacdo
livre (Kelley e Swanson, 1997; Maldonado-Irizarry et al., 1995;
Stratford e Kelley, 1997). Além disso, os antagonistas de receptores
gabaérgicos administrados na concha do NAcc provocam a diminui¢do
da ingestdo de alimentos em ratos privados de alimentos por 24 horas
(Kandov et al., 2006). Embora, tradicionalmente, a concha do NAcc ndo
tenha sido considerada uma regido envolvida na regulagdo da ansiedade,
hd uma evidéncia substancial da implicacdo dessa regido com
comportamentos defensivos (Avena et al., 2008; Martinez et al., 2002;
Pliakas et al., 2001; Reynolds e Berridge, 2001, 2003; Sturm et al.,
2003). O efeito ansiolitico causado por ativacdo de receptores GABAA
(Crestani et al., 2002; Kash et al., 1999; Rudolph et al., 2001; Sasaki et
al., 2002; Stork et al., 2003) e GABAg (Cryan et al., 2004; Cryan e
Kaupmann, 2005; Dalvi e Rodgers, 1996; Jacobson et al., 2007;
Mombereau et al., 2004a, 2004b) tem sido amplamente descritos.

1.4. Receptores 5-HT no NAcc

A inervagdo serotonérgica do NAcc origina-se no nicleo dorsal
da rafe (Lukkes et al., 2008). Estudos sugerem que a 5-HT participa dos
circuitos do NAcc no comportamento ingestivo e de recompensa, bem
como nos comportamentos aversivos e de medo (Barot et al., 2007;
Inoue et al., 2004; Jean et al., 2007; Pratt et al., 2009). A 5-HT tem um
papel inibitorio na modulacdo da ingestdo de alimento (Blundell, 1986;
Halford et al., 1998; Leibowitz e Alexander, 1988; Simansky, 1996).
Tem-se demonstrado em mamiferos que a reducdo da neurotransmissdo
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serotonérgica estimula a ingestéo de alimentos, enquanto que o aumento
na liberacdo central de 5-HT induz hipofagia (Blundell, 1986;
Simansky, 1996). O efeito hipofagico dos agonistas de receptores
serotonérgicos parece ser mediado por diversos subtipos de receptores
pos-sindpticos localizados em circuitos hipotaldmicos (Bovetto e
Richard, 1995). Os agonistas seletivos que ativam o0s subtipos de
receptores 5-HT,¢ reduzem a alimentagdo em ratos, quando injetados no
nucleo paraventricular do hipotalamo (Lopez-Alonso et al., 2007). Na
literatura, foi descrito que ativacdo de receptores 5-HT1B (Kennett e
Curzon, 1988; Lee e Simansky, 1997) reduz a ingestdo alimentar
guando administrado via i.p. em ratos em jejum. A ativacdo de
receptores 5-HT1B ou 5-HT,c também reduz a ingestdo alimentar
guando administrado via i.c.v e/ou i.p em ratos saciados (De Vry e
Schreiber, 2000). Por outro lado, a ativacdo de receptores 5-HT1A pode
causar hiperfagia em ratos saciados (Coscina et al., 1994; Currie e
Coscina, 1993; Dourish et al., 1985, 1988; Ebenezer, 1992; Gilbert e
Dourish, 1987; Parker e Coscina, 2001) ou reducdo na ingestdo de
alimento com ratos em jejum (Arkle e Ebenezer, 2000; Coscina et al.,
2000; Ebenezer, 1992; Ebenezer e Tite, 2003; Ebenezer et al., 2007;
Lépez-Alonso et al., 2007).

Evidéncias substanciais indicam que as manipulagbes
farmacoldgicas de vias neurais de serotonina afetam os comportamentos
ingestivos (Blundell, 1986; Garfield e Heisler, 2009; Halford et al, 2005;
Leibowitz e Alexander, 1998; Simansky, 1996; Vickers e Dourish,
2004;). Os modelos experimentais sugerem que a sinalizacdo da 5-HT
desempenha um papel inibitério na regulacdo da ingestao de alimentos e
do balango de energia, uma vez que a deplecdo central de 5-HT resultou
em hiperfagia e ganho de peso (Breisch et al., 1976; Saller e Stricker,
1976). Apesar da presenca de receptores de serotonina no NAcc
(Bendotti e Samarin., 1986; Bruinvels et al., 1994), o papel destes
receptores no comportamento ingestivo nesse nicleo comegou a ser
investigado apenas recentemente. Esses estudos revelaram que a
administragdo de agonista do receptor 5-HT4 no NAcc reduziu a
ingestdo de alimentos em ambos os ratos alimentados e privados de
alimentos (Jean et al., 2007). Além disso, a injecdo do agonista do
receptor 5-HT1/7 no NAcc reduziu ingestdo de alimentos em ratos
privados de alimento que receberam 2 h com livre acesso & ragdo de
laboratério (durante o experimento), bem como em ratos privados que
receberam 2 h de acesso a uma dieta altamente palatdvel. Em contraste,
a estimulacéo do receptor 5-HTe provocou um aumento na ingestdo de
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alimentos em ambas as condi¢bes de alimentacdo. A ativacdo do
receptor 5-HT,c ndo teve nenhum efeito sobre o consumo de ragdo em
ratos privados e diminuiu modestamente a ingestdo da dieta de gordura
em animais saciados (Pratt et al., 2009).

O papel da 5-HT no comportamento defensivo é complexo e
pode ser dependente da neurotransmissdo de 5-HT em varias regides do
encéfalo, os tipos de paradigmas comportamentais utilizados para
avaliar a ansiedade, bem como 0s contextos emocionais e cognitivos dos
testes (Handley et al., 1993). O duplo papel da 5-HT na hipotese de
defesa assume que a 5-HT facilita as respostas de defesa a ameaca
potencial, como esquiva inibitéria, que esta relacionado a ansiedade, ao
passo que inibe respostas defensivas ao perigo proximal, como um
caminho de fuga, relacionada ao panico. Esta acdo seria exercida na
parte frontal do cérebro, principalmente no cértex pré-frontal medial e
na amigdala, enquanto a Gltima seria exercida na substancia cinzenta
periaquedutal dorsal do mesencéfalo (Graeff e Zangrossi, 2010). O
receptor 5-HT A tem sido implicado na patogénese e no tratamento de
desordens de ansiedade e depressdo. Esses receptores funcionam como
ambos os receptores pré-sinapticos (auto receptor) e pds-sinapticos em
regides especificas do cérebro, tais como as areas limbicas, septal e
nicleos da rafe (Ohno, 2010). Tem-se relatado que a ativacdo de auto
receptores pré-sinapticos 5-HT 14 localizados no nicleo mediano da rafe
(NMR) diminui o comportamento defensivo em ratos expostos ao
labirinto em cruz elevado (LCE) (Andrade e Graeff, 2001; Canto-de -
Souza et al., 2002; File et al., 1979; Neto et al., 2002), enquanto esse
efeito ansiolitico é antagonizado pela infusdo do antagonista do receptor
5-HT1a, WAY 100.635 (File et al., 1979). Além disso, a injecdo de 8-
OH-DPAT no hipocampo dorsal evoca um efeito ansiogénico (Dos
Santos et al., 2008; Neto et al., 2002; Nunes-de-Souza et al., 1999;
Nunes-de-Souza et al., 2000). Os estudos de Lin e Parsons (2002)
indicaram que a estimulacdo periférica dos receptores 5-HT;g aumenta o
comportamento defensivo dos ratos testados no LCE, sugerindo que a
estimulacdo desses receptores produz efeitos ansiogénicos semelhantes.
Em estudo recente (Solati et al., 2011), a injecdo de agonista do receptor
5HT1B, CGS 12066A, no cortex pré-frontal medial mostrou uma
diminuicdo na porcentagem de exploracdo dos bracos abertos e
porcentagem de entradas nos bracos abertos do LCE, indicando também
um efeito ansiogénico, sem qualquer alteracdo na atividade locomotora,
sugerindo que os receptores 5-HT.g de cortex pré-frontal medial



30

também modulam comportamentos ansiogénicos em ratos. Além disso,
0 estresse cronico social aumentou a expressdo de acido ribonucleico
mensageiro (MRNA) no receptor 5-HT,g na regido caudal da concha do
NAcc (Furay et al., 2011). A injecdo de mCPP, um agonista do receptor
5HT2B/2c, no complexo da amigdala aumentou os indices de
comportamento defensivo, sem alterar significativamente os niveis de
atividade geral (Cornélio e Nunes-de-Souza, 2007). Esse efeito
ansiogénico de mCPP foi seletivamente e completamente bloqueado por
injecdo local de uma dose de SDZ SER-082, um antagonista
preferencial do receptor 5-HT,c, sugerindo que o envolvimento desses
receptores localizados no complexo amigdaldide desempenhem um
papel facilitatorio, no LCE, no controle do comportamento defensivo
(Cornélio e Nunes-de-Souza, 2007).

Enquanto os dados da literatura revelam que os circuitos
serotonérgicos da amigdala e o cértex pré-frontal medial participam no
controle do comportamento defensivo, h& uma escassez de
conhecimento sobre circuitos serotonérgicos nessa regido do NAcc no
controle do comportamento emocional. A fim de determinar o papel
funcional dos receptores gabaérgicos e serotonérgicos, e estabelecer
uma correlacdo positiva entre comportamento emocional e o ingestivo, 0
presente estudo avaliou o efeito das injegdes de agonistas e antagonistas
de receptores GABA, e GABAGg, além de agonistas de receptores 5-
HTa, 5-HT,c € 5-HT1z na concha do NAcc sobre os comportamentos
defensivos de ratos testados no LCE, seguido pela avaliacdo do
comportamento ingestivo.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos de injecBes de agonistas e antagonistas de
receptores GABAA € GABAg e de agonistas de receptores 5-HTya, 5-
HT,c e 5-HTyg, na concha do NAcc sobre comportamentos defensivos
(relacionados a ansiedade) e ingestivos em ratos privados, além de
investigar uma possivel relagdo entre esses comportamentos.

2.2. Objetivos Especificos

e Avaliar os efeitos do agonista de receptores GABAa
(Muscimol) e GABAg (Baclofen), na concha do NAcc, sobre
comportamentos defensivos no labirinto em cruz elevado, e
comportamentos ingestivos e ndo-ingestivos na caixa de
registro comportamental.

e Avaliar os efeitos do antagonista de receptores GABAa
(Bicuculina) e GABAg (Saclofen), na concha do NAcc, sobre
0s comportamentos supracitados.

e Avaliar os efeitos do agonista de receptores 5-HT;a (8-OH-
DPAT), 5-HT,c (CP-80,9101) e 5-HT;g (CP-94,253), na
concha do NAcc, sobre os comportamentos supracitados.
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3. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados de acordo com os principios
éticos de experimentacdo animal, postulados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal e o protocolo de experimentagdo foi submetido
a apreciacio do Comité de Etica ao Uso de Animais (CEUA) da UFSC e
esta aprovado sob o nimero PP00283.

3.1. Animais

Foram utilizados 140 ratos da linhagem Wistar adultos (Rattus
novergicus), machos, com massa corporal entre 260-290g, e dois meses
de idade, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC). Os animais foram alojados em caixas de
polipropileno (49 x 34 x 16 cm), forradas com maravalha, contendo
cinco ratos em cada caixa e dispondo de agua e alimento granulado
(CR-1 Nuvilab - Nuvital Nutrientes, Brasil) ad libitum. Os mesmos
foram submetidos a sete dias de adaptacdo ao novo ambiente, em uma
sala com temperatura controlada entre 21 + 2°C, ciclo claro-escuro de 12
horas (claro das 7 - 19h) e manipulados nesse periodo somente durante a
limpeza das caixas, trés vezes por semana.

3.2. Procedimentos cirdrgicos

Os animais foram anestesiados com uma mistura de xilazina (13
mg/Kg) e cetamina (87 mg/Kg), ambas do laboratério Konig S.A,
injetadas por via intraperitoneal (i.p.). Em seguida, os animais foram
adaptados ao aparelho estereotéxico (Figura 4), tendo a cabeca fixada
por intermédio de barras posicionadas no conduto auditivo e na presilha
dental. Apds a tricotomia na regido, uma incisdo longitudinal foi
realizada no escalpo expondo a calota craniana. O periésteo foi
removido e a regido exposta do cranio foi limpa com agua oxigenada
(10 vol.) e seca com algoddo cirrgico, com o objetivo de garantir
adesdo do acrilico. Com o auxilio de uma broca ortodontica (n° 6), foi
feito um orificio na calota craniana e colocados dois parafusos (do tipo
relojoeiro) para fixacdo do acrilico auto-polimerizavel. A seguir, foi
marcada a posi¢do para a perfuragéo e implantacdo das canulas-guia (33
G), confeccionadas a partir de agulhas hipodérmicas com 18 mm de
comprimento cada, sendo posicionadas 2 mm acima da regido da concha
do NAcc, bilateralmente. As coordenadas usadas, de acordo com
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Paxinos e Watson (2007), foram: AP (antero-posterior), 1,5 mm anterior
ao Bregma; L (lateral), 1,0 mm para cada lado da sutura sagital; DV
(dorso-ventral), 5,6 mm abaixo da calota (Figura 5). As canulas-guia
foram envolvidas parcialmente por acrilico auto-polimerizavel para
fixacdo na calota craniana, formando uma estrutura sélida capaz de
resistir aos eventuais choques mecanicos com a caixa e a grade de
protecdo. A fim de evitar obstrucdo das canulas-guia, foi colocado um
mandril de aco inoxidavel em cada uma, tendo sua extremidade externa
fixada ao acrilico. No término do procedimento cirlrgico, os animais
foram alojados individualmente nas caixas de polipropileno e mantidos
em local aquecido até a recuperagdo da anestesia e, posteriormente,
levados para o biotério do laboratdrio. Neste local permaneceram sob
temperatura e luminosidade controladas, com agua e racdo ad libitum,
recebendo acompanhamento diario durante sete dias e manipulados
somente durante a limpeza das caixas. Apds esse periodo, os ratos foram
agudamente privados de alimentos por 24 horas e 0s experimentos no
labirinto em cruz elevado (LCE) e na caixa de registro dos
comportamentos ingestivos e ndo-ingestivos foram iniciados.

Figura 4. Fotografia do aparelho estereotaxico (UFSC).
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Figura 5. Local aproximado dos orificios feitos para atingir
bilateralmente a concha do NAcc (Retirado do Paxinos e Watson, 2007).

3.3. Solugdes e drogas injetadas

Para um cada dos procedimentos experimentais, foram
utilizados os tratamentos a seguir.

3.3.1. Experimento I: agonistas e antagonistas de receptores
GABA, e GABAg.

Nesse experimento, as doses utilizadas foram baseadas em
estudos prévios do laboratorio sobre os efeitos da injecdo central dos
agonistas de receptores GABAA (Muscimol) e GABAg (Baclofen),
antagonistas de receptores GABA, (Bicuculina) e GABAg (Saclofen)
efetivas em influenciar seletivamente os comportamentos relacionados a
ansiedade e, também, os comportamentos ingestivos e ndo-ingestivos
em ratos. Todos os agentes farmacoldgicos foram adquiridos da Aldrich
Chemical Company-Sigma (St. Louis, EUA) e dissolvidos em solugdo
salina estéril 0,9%.

e Veiculo (SAL): solucdo de cloreto de sodio 0,9%, estéril, livre
de pirégenos e volume de 0,2 pl.
e Muscimol (MUS): agonista do receptor GABA,, nas doses de

25 e 50 ng/lado, o equivalente a 128 e 256 pmol utilizado em

nosso estudo anterior (Lopes et al., 2007).

e Baclofen (BAC): agonista do receptor GABAg, nas doses de 32

e 64 ng/lado, o equivalente a 128 e 256 pmol utilizado em

nosso estudo anterior (Lopes et al., 2007).

e Bicuculina (BIC): antagonista do receptor GABA,, nas doses
de 75 e 150 ng/ lado, derivadas de estudos de comportamento

(Kandov et al.,2006).
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e Saclofen (SAC): antagonista do receptor GABAg, nas doses de
1,5 e 3,0 ug/lado, derivadas de estudos de comportamento
(Kandov et al.,2006).

3.3.2. Experimento I1: agonistas de receptores 5-HTa, 5-HT ¢
e 5-HTp

Nesse experimento, as doses utilizadas foram baseadas em
estudos prévios sobre efeitos das inje¢des centrais de agonistas de
receptores 5-HTia, 5-HT,c e 5-HTig efetivas em influenciar
seletivamente os comportamentos relacionados a ansiedade e, também,
0S comportamentos ingestivos e ndo-ingestivos em ratos. Todos esses
agentes farmacoldgicos foram adquiridos da Sigma Chemical Co., (St.
Louis, EUA); Tocris House, 10 Centre (Bistol, UK); e Tocris House,
Hung Road (Bristol, UK) respectivamente. Para diluicdo do agonista do
receptor 5-HT1a, foi utilizada uma solugdo de &cido ascorbico 5%
estéril, livre de pirdgenos, pH 7,4 e, para os agonistas de receptores 5-
HT2c e 5-HT1B, uma solucgdo de cloreto de sddio a 0,9%.

e Veiculo (Ac. Asc): solucdo de acido ascorbico 5%, estéril, livre
de pirégenos e volume de 0,2 pul, controle para o grupo 8-OH-
DPAT.

e  8-hidroxi-2-(di-n-propilamino)-tetralina  (8-OH-DPAT): nas
doses de 0,6 e 6nmol/lado, derivadas de estudos de
comportamento (Steffens et al., 2008).

e Veiculo (SAL): solucdo de cloreto de sodio 0,9%, estéril, livre
de pirégenos e volume de 0,2 pl, controle para o grupo CP-
80,9101.

e 2-(3-clorobenziloxi)-6-(piperazin-1-il)pirazina  (CP-80,9101):
nas doses de 0,75 e 1,5 pg/lado (Pratt et al., 2009).

e Veiculo (SAL): solucdo de cloreto de sodio 0,9%, estéril, livre
de pirégenos e volume de 0,2 pl, controle para o grupo CP-
94,253.

o 3-(1,2,5,6-tetra-hidro-4-piridil)-5-propoxypyr-rolo[3,2-
b]piridina (CP-94,253): nas doses de 0,56 e 1,0 pg/lado (Solati
etal., 2011).

3.4. InjecOes intracerebrais

A injecdo intracerebral do veiculo e das drogas foi realizada por
meio de uma agulha injetora (33 G), excedendo 2 mm o comprimento da
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canula-guia e conectada por um tubo de polietileno a uma seringa
Hamilton (capacidade de 1ul). A agulha injetora foi introduzida na
canula-guia para as injecdes intracerebrais. Com o objetivo de
minimizar variacbes na pressdo intracerebral, as solugdes foram
injetadas durante 2 min, com volume de 0,2 ul para qualquer condi¢édo
de tratamento.

3.5. Registro dos comportamentos defensivos no LCE

O LCE (Figura 6) é constituido por duas passarelas de madeira
dispostas perpendicularmente, formando uma cruz simétrica. Cada um
dos quatro bragos possui 50 cm de comprimento por 10 cm de largura.
Dois bragos opostos sdo fechados por paredes laterais de vidro fumé de
40 cm de altura, enquanto os outros dois bragos sdo abertos, circundados
por uma pequena borda de acrilico (1 cm) para reduzir a ocorréncia de
quedas. Na jun¢do entre os quatros bracos delimita-se uma érea central
de 10 cm?. O labirinto como um todo ¢ elevado a 50 cm do solo. Quatro
lampadas fluorescentes (15 W cada), dispostas igualmente em forma de
cruz a 100 cm acima do labirinto, foram utilizadas como fonte de
iluminacdo do experimento. Essas lampadas forneceram diferentes
médias de luminosidade incidentes nos bracos abertos (373 Lux) e
fechados (284 Lux), obtendo o gradiente de luminosidade de 89 Lux
entre os bragos abertos e fechados do labirinto (Sakae et al., 2008).

Para cada experimento, o animal foi colocado no centro do
labirinto com a cabega voltada para um dos bragos fechados, deixando-o
explorar o LCE durante um periodo de 5 minutos (min). Apds cada
exposicdo ao LCE, o mesmo foi limpo com tecido umedecido em uma
solucéo de alcool 20% para evitar pistas odoriferas. A eventual queda de
um rato do labirinto implicou necessariamente em sua exclusdo do
estudo. Os comportamentos foram filmados por meio de uma camera e
analisados posteriormente com o Programa Etholog 2.25 (Ottoni, 2000).

A anélise comportamental foi realizada considerando-se as
varidveis espago-temporais tradicionais (Pellow et al., 1985): nimero de
entradas nos bracos abertos (EA), nimero de entradas nos bracos
fechados (EF), total de entradas (TE), porcentagem de entradas nos
bragos abertos (% EA) e porcentagem do tempo (em segundos) de
permanéncia nos bracos abertos (% TA). Para o calculo das
porcentagens (% EA e % TA) utilizou-se a regra de trés simples: % EA
= total de EA x 100 + pelo total de entradas (TE = EA + EF); % TA =
TA x 100 =+ por 300 segundos (total de segundos em 5 minutos).
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Além da analise espaco-temporal, foi realizada a andlise

etoldgica envolvendo a avaliacdo da frequéncia dos comportamentos a

sequir:
[ ]

Avaliacdo de risco (AR): Movimento no qual o animal
investiga em sua volta com as patas traseiras fixas e as
dianteiras se movem e retornam a posicdo original, com a
cabeca observando ao redor (Setem et al., 1999). Nesse estudo,
a AR foi identificada pelo movimento chamado stretched attend
posture (SAP). O SAP é um tipo de AR em que o animal alonga
Seu corpo ao mover as patas dianteiras (Rodgers et al., 1995).
Imersdo da cabeca (IC): Movimento de projecéo da cabeca para
fora e para baixo dos bracos abertos (Setem et al., 1999).
Exploracéo vertical (EV): Quando o animal estiver explorando
0 ambiente e elevar o corpo, estando apoiado somente nas patas
traseiras (Setem et al., 1999).

Auto-limpeza (AL): Ato de limpar qualquer parte da superficie
corporal com a lingua, dentes e/ou patas dianteiras (Setem et
al., 1999).

Figura 6. Fotografia do labirinto em cruz elevado (UFSC)

3.6. Registro dos Comportamentos Ingestivos e Nao-ingestivos

A caixa de registro dos comportamentos ingestivos e ndo-

ingestivos (Figura 7) é constituida por vidro transparente de 4 mm de
espessura, possuindo as medidas do comprimento e da largura iguais aos
da caixa de hospedagem (49 x 34 cm) e a medida da altura maior (40
cm) para evitar fugas. A parte traseira e paredes laterais, bem como o
piso sdo revestidas com plastico adesivo preto. A fim de facilitar a
gravacdo de comportamento, a parede da frente da caixa possui um
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espelho com as mesmas dimensdes dispostas em um angulo de 45° em
relacdo ao plano vertical. Esta disposicdo também impede que o animal
visualize sua imagem refletida no espelho.

Cada registro do comportamento ingestivo teve a duracdo de 30
minutos, sendo que a caixa foi limpa ao final com tecido umedecido em
uma solucdo de alcool 20% para evitar pistas odoriferas. Ao longo do
procedimento experimental, 0os comportamentos ingestivos e ndo-
ingestivos foram filmados por uma c&mera perpendicularmente
localizada a 60 cm acima do assoalho da caixa, para analise detalhada
posterior, através software Etholog 2.25 (Ottoni, 2000).

Na caixa de registro alimentar foram analisados
comportamentos ingestivos e ndo-ingestivos. Os comportamentos
ingestivos observados foram a ingestdo de alimento e a ingestdo de
agua. Estes comportamentos foram avaliados quanto a:

e Quantidade: Mensurada quanto a diferenca entre a quantidade
de racdo (@) ingerida entre o inicio e o término do registro (30

min).

e Laténcia: Tempo, em segundos (s), para iniciar a ingestdo de
alimento.

e Duracdo: Tempo de duragdo, em segundos (s), da ingestdo de
alimento.

Os comportamentos nao-ingestivos listados a seguir foram
analisados, quanto a duracdo (s) na caixa de registro alimentar e estdo
definidos no item 3.5:

e Exploragdo do alimento (EXALI): E quando o animal cheira ou
manipula a racéo, sem ingeri-la (Halford et al.,1998).

e Imobilidade (IM): E quando o animal permanece imével, em
postura de relaxamento, com a cabeca curvada ao corpo ou
apoiada na caixa, sem apresentar qualquer outro
comportamento j& citado (Halford et al.,1998).

e Locomocdo (LOC): E o ato de se deslocar, deambular pela
caixa experimental (Halford et al.,1998).
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Figura 7. Fotografia da caixa de registro de comportamento ingestivos
e ndo-ingestivos (UFSC)

3.7. Procedimentos Experimentais

O inicio dos procedimentos experimentais ocorreu com a
chegada dos animais provenientes do biotério da UFSC ao nosso
laboratério, local em que foram alojados em caixas apropriadas (item
3.1). Apbs sete dias de adaptacdo e cuidados, os animais foram
submetidos a cirurgia estereotaxica para implantacdo das canulas-guias
na concha do NAcc bilateralmente (item 3.2). Decorrido o periodo de
recuperacdo cirdrgica (item 3.2), cada animal foi privado agudamente de
ingesta alimentar (por 24h), mas continuou a ter acesso livre a agua. No
dia seguinte a essa privagdo alimentar, os animais receberam inje¢des
locais (item 3.4) de veiculo ou drogas (item 3.3). Em seguida a injecdo,
foram submetidos durante 5 min aos experimentos no LCE (item 3.5) e,
imediatamente depois do registro do comportamento de ansiedade,
colocados durante 30 min na caixa de registro dos comportamentos
ingestivos e ndo-ingestivos (item 3.6). Os experimentos foram
realizados entre 11:00 e 15:00 hs. Os animais ndo foram ambientados
aos modelos comportamentais. Foi usado um animal para cada
tratamento. Abaixo, esta descrito o nimero de animais em cada grupo
experimental.

Experimento 1: Foi realizado para avaliar os efeitos das
injecbes de MUS, BAC, BIC e SAC na concha do NAcc sobre os
comportamentos relacionados a ansiedade e também sobre
comportamentos ingestivos e ndo-ingestivos. Durante o experimento, 0s
ratos foram tratados com: agonista do receptor GABAA: MUS nas
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doses de 25 ng/lado (n=7) e 50 ng/lado (n=7); agonista do receptor
GABAg: BAC nas doses de 32 ng/lado (n=7) e 64 ng/lado (n=6) ou
veiculo (SAL, n=9); antagonista do receptor GABAA: BIC nas doses
de 75 ng/lado (n=7) e 150 ng/lado (n=7); antagonista do receptor
GABAg: SAC nas doses de 1,5 pg/lado (n=8) e 3,0 ug/lado (n=8) ou
veiculo (SAL, n=9).

Experimento Il: Foi realizado para avaliar os efeitos das
injecGes de 8-OH-DPAT, CP-80,9101 e CP-94,253 na concha do NAcc
sobre os comportamentos relacionados a ansiedade e também sobre
comportamentos ingestivos e ndo-ingestivos. Durante o experimento, 0s
ratos foram tratados com: agonista do receptor 5-HTa: 8-OH-DPAT
nas doses 0,6 nmol (n=7) e 6 nmol (n=7) ou veiculo (Ac. Asc, n=7);
agonista do receptor 5-HT,c: CP-80,9101 nas doses 0,75 pg (n=7) e
1,50 yg (n=7) ou veiculo (SAL, n=8); agonista do receptor 5-HTz:
CP-94,253 nas doses 0,56 pg (n=7) e 1,00 pg (n=7) ou veiculo (SAL,
n=8).

3.8. Perfusdo e histologia

Ao término dos experimentos, 0s animais foram anestesiados
com pentobarbital sodico (50 mg/kg, i.p.) e 0 correto posicionamento
das canulas, foi verificado pela marcacdo prévia com azul de Evans
(injecdo de 0,2 pl administrado através da canula-guia, com auxilio da
canula injetora) para marcar os locais da inje¢do na regido da concha do
NAcc. Os animais foram perfundidos transcardialmente com solugéo
salina 0,9% (100 — 150 ml), seguida de formalina 10%. Depois de
dissecados, os cérebros permaneceram imersos em formalina 10% por
um periodo de sete dias, sendo posteriormente cortados de forma seriada
em secc¢des de 100 pm de espessura por um vibratomo. Os cortes foram
montados em laminas gelatinizadas e deixados até secar, em torno de
mais sete dias. Apds esse periodo, foram coradas pelo método de Nissl
(método que utiliza o 39 cresil violeta, um corante béasico para
evidenciar o citoplasma de neur6nios) e permaneceram secando por
igual periodo antes de serem analisadas ao microscépio Optico. A
reproducdo grafica dos cortes e dos pontos de injecdo analisados ao
microscopio foi realizada com o auxilio do atlas de Paxinos e Watson
(2007). Néo foram incluidas nas andlises estatisticas os cortes em que a
canula apresentou-se deslocada da regido da concha do NAcc.
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3.9. Analise estatistica

Experimento 1: agonistas e antagonistas de receptores
GABAA e GABAg: Os efeitos do tratamento com salina e dos agonistas
de receptores GABA,, nas doses de 25 e 50 ng/lado, e GABAg, nas
doses de 32 e 64 ng/lado, injetados na concha do NAcc sobre os
comportamentos defensivos e comportamentos ingestivos e ndo-
ingestivos, foram analisados separadamente por intermédio da analise de
variancia (ANOVA) de uma via. Os efeitos dos tratamentos com salina
e dos antagonistas de receptores GABA,, nas doses de 75 e 150 ng/lado,
e GABAg, nas doses de 1,5 e 3,0 pg/lado, injetados na concha do NAcc
sobre os comportamentos relacionados a ansiedade e comportamentos
ingestivos e ndo-ingestivos, foram analisados separadamente por meio
da ANOVA de uma via. Quando apropriado, as andlises de variancia
foram seguidas pelo teste post hoc de Duncan para multiplas
comparagdes, sendo que o nivel alfa foi ajustado por meio da correcéo
de Bonferroni. Os resultados foram expressos como média + erro padréo
da média (EPM). Somente os valores de probabilidade (p) menores do
que 0,0125 foram considerados significativos.

Experimento 11 agonistas de receptores 5-HT, 5-HTyc € 5-
HTyg: Os efeitos do tratamento com: acido ascérbico e agonista do
receptor 5-HT;4 nas doses de 0,6 e 6 nmol/lado; salina e agonista do
receptor 5-HT,c nas doses de 0,75 e 1,50 ug; e salina e agonista do
receptor 5-HT 5 nas doses de 0,56 e 1 ug injetados na concha do NAcc
sobre 0s comportamentos relacionados a ansiedade e comportamentos
ingestivos e ndo-ingestivos, foram analisados separadamente por
intermédio da ANOVA de uma via. Quando apropriado, as analises de
variancia foram seguidas pelo teste post hoc de Duncan para multiplas
comparagdes. Os resultados foram expressos como média + erro padréo
da média (EPM). Somente os valores de probabilidade (p) menores do
que 0,05 foram considerados significativos.



42

4. Resultados
4.1 Injecdes de agonistas e antagonistas de receptores GABA

A andlise histologica mostrou que 36 pontos de inje¢cdo com
agonistas de receptores GABAA, GABAg ou salina alcancaram
corretamente a concha do NAcc bilateralmente. Enquanto 39 pontos de
injecdo com antagonistas de receptores GABA,, GABAg ou salina
também alcancaram a mesma regido do NAcc (Figura 8).

4.1.1 Efeitos das diferentes doses de agonistas e antagonistas de
receptores GABAA ou GABAg injetados na concha do NAcc sobre
0s comportamentos defensivos

A analise de variancia de uma via (ANOVA) mostrou que
somente a frequéncia de exibicdo do comportamento de avaliacdo de
risco (AR), avaliado no LCE, foi afetada pelo tratamento com os
agonistas GABA [F (4,31) = 4,34, p = 0,0066]. A frequéncia do
comportamento de AR diminuiu apds a injecdo de ambas as doses de
agonista do receptor GABAA (MUS) administrados na concha do NAcc
em ratos expostos ao LCE, privados de alimentos por 24h. Resultados
semelhantes foram obtidos apds o tratamento com ambas as doses de
agonista do receptor GABAg (BAC) na concha do NAcc. As outras
variaveis espaco-temporais (EA, EF, TE, % EA e % TA) e etoldgicas
(IC, EV, AL) permaneceram inalteradas ap06s a injecdo bilateral de
ambos agonistas de receptores GABAA € GABAg na concha do NAcc
(Tabela 1).

A ANOVA mostrou que as variaveis etologicas (AR, IC, EV e
AL) e espago-temporais (EA, EF, TE, % EA e % TA) permaneceram
inalteradas ap6s o tratamento com ambas as doses antagonistas de
receptores GABA, (BIC) e GABAg (SAC) na concha do NAcc em ratos
privados de alimentos por 24h (Tabela 2)
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Figura 8. Fotomicrografia (Barra de escala = 100 pm) e representacdo
esquematica de cortes coronais do cérebro do rato, de acordo com o Atlas de
Paxinos e Watson (2007). Os cortes ilustram as distribuicbes dos locais da
injecdo bilateral na concha do NAcc. Os 75 ratos receberam injeces: de veiculo
(Salina, n = Q,A), agonista do receptor GABA, (MUS, 25 ng/lado, n = 7,m; 50
ng/lado, n = 7,0) e agonista do receptor GABAg (BAC, 32 ng/lado, n = 7,A; 64
ng/lado, n = 6, =); de veiculo (salina n = 9,A), antagonista do receptor GABA 5
(BIC, 75 ng/lado, n = 7, L]; 150 ng/lado, n = 7,0) e antagonista do receptor
GABA; (SAC, 1,5 pg/lado, n = 8,®; 3 pug/lado, n = 8,®). Todas as canulas
foram localizados na concha do NAcc, 1,20 a 1,92 mm, anterior a estrutura
bregma. AcbC: centro do nudcleo accumbens; AcbSh: concha do ndcleo
accumbens; aca: comissura anterior, parte anterior.
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4.1.2 Efeitos das diferentes doses de agonistas e antagonistas de
receptores GABA, ou GABAg injetados na concha do NAcc sobre
0s comportamentos ingestivos e ndo-ingestivos

A ANOVA mostrou que 0 comportamento ingestivo (a
guantidade de alimento, a duracdo deste comportamento e a laténcia
para iniciar o consumo) ndo foi afetado pela injecdo bilateral de
agonistas de receptores GABAA e GABAg na concha do NAcc dos ratos
privados de alimento por 24h (Figura 9A). A ANOVA de uma via
indicou, também, que os comportamentos ndo-ingestivos (LOC, IM,
EXALI, EV e AL) também permaneceram inalterados apds o tratamento
com 0s agonistas dos receptores GABA e GABAg (Tabela 3).

A ingestdo de alimentos [F (4,34) = 3,66, p = 0,01] e a duracdo
desse comportamento [F (4,34) = 5,21, p =0,002] foram afetadas
significativamente ap6s o tratamento com o antagonista do receptor
GABA, bicuculina - BIC 75 e 150 ng, na concha do NAcc dos ratos
privados de alimentos por 24h. Ambas as doses de BIC provocaram uma
redugdo na quantidade de alimento ingerido, bem como uma redugéo na
duragdo desse comportamento (Figura 9B) em relacdo ao grupo controle
(SAL). A laténcia para iniciar esse comportamento ndo foi afetada
nesses tratamentos. A duragdo dos comportamentos ndo-ingestivos
(LOC, IM, EXALLI, EV e AL) também néo foi alterada com ambas as
doses de BIC (Tabela 4).

A ANOVA também mostrou que o tratamento com antagonista
do receptor GABAg, Saclofen - SAC 15 e 3 pug, ndo afetou o
comportamento ingestivo (a quantidade de alimento, a dura¢do do
comportamento e a laténcia para iniciar o consumo) (Figura 9B), bem
como 0s comportamentos nao-ingestivos (LOC, IM, EXALI, EV e AL)
avaliados durante o registro do comportamento alimentar (Tabela 4), na
concha do NAcc dos ratos privados de alimentos por 24h.
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Tabela 1: Efeitos das injecdes de salina, agonistas de receptores GABAA (Muscimol - MUS 25 ou 50 ng) ou GABAg
(Baclofen - BAC 32 ou 64 ng) na concha do NAcc nas variaveis espaco-temporais e etologicas dos ratos privados de
alimentos por 24h, durante 5 minutos (300 segundos) de exposi¢do ao LCE.

VARIAVEIS SAL MUS MUS BAC BAC ANOVA
(9) 25ng(7) 50ng(7) 32ng(7) 64ng(6)

Entrada nos bragos abertos 5+05 31 4+1 20,7 5+0,9 F(4,31)=2,35; NS
Entrada nos bracos fechados 6 £1 8+1 61 5+09 8+2 F(4,31)=0,89; NS
Total de entradas 11+1 11+£2 10+2 71 13+3 F(4,31)=1,61; NS
% Entradas nos bracos abertos 49+7 22+7 29+8 32+13 41+4 F(4,31)=1,73; NS
% Tempo nos bracos abertos 367 145 14 £5 10+4 206 F(4,31)=3,37; NS
Avaliacéo de risco 1+02 01x01* 03%+0,2* 03+0,2* 0,2+02* F(4,31)=4,34; p<0,006
Imersdo de cabeca 5+1 5+1 4+1 31 5+1 F(4,31)=0,42; NS
Exploracdo vertical 71 11+4 10+2 7T%2 11+2 F(4,31)=0,73; NS
Auto-limpeza 3+0 3+0 2+1 1+0 2+0 F(4,31)=1,05; NS

Os valores sdo média + E.P.M. Nameros entre parénteses indicam o ndmero de animais por grupo. As varidveis
acima possuem valores de p ndo significantes, exceto para * p < 0,0125.



Tabela 2: Efeitos das inje¢des de salina, antagonistas de receptores GABA, (Bicuculina - BIC 75 ou 150 ng) ou
GABAg (Saclofen - SAC 1,5 ou 3 ug) na concha do NAcc, nas varidveis espago-temporais e etolégicas dos ratos
privados de alimentos por 24h, durante 5 minutos (300 segundos) de exposicdo ao LCE.

VARIAVEIS SAL BIC BIC SAC SAC ANOVA
©) 75ng(7) 150ng(7) 1.5ug(8)  3pg(8)
Entrada nos bragos abertos 5+0,6 5+1 6+1 5+1 3+1 F(4,34) =0,63; NS
Entrada nos bracos fechados 7+£07 8+1 8+05 5+1 5+0,6 F(4,34) =2,18; NS
Total de entradas 12+1 13+1 14+£2 10+£2 9+1 F(4,34) =1,75; NS
% Entrada nos bracos abertos 24+4 20+6 215 34+10 19+8 F(4,34) =0,88; NS
% Tempo nos bragos abertos 45+ 4 3B +5 36 £8 48+ 7 30+11 F(4,34) =0,65; NS
Avaliacéo de risco 1+£05 05%0,2 0,1+0.1 05%0,3 1+£05 F(4,34) =1,40; NS
Imersdo de cabeca 6+1 6+2 6+2 7+2 5+1 F(4,34) =0,27; NS
Exploracéo vertical 11+1 9+2 7+2 812 9+3 F(4,34) =1,19; NS
Autolimpeza 3+05 2+0,7 2+05 2+0,6 2+0,3 F(4,34) =0,44; NS

Os valores sdo média + E.P.M. NUmeros entre parénteses indicam o nimero de animais por grupo. As variaveis
acima possuem valores de p ndo significantes para p < 0,0125.
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B. Antagonistas GABAa ou GABAs
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Figura 9. Efeitos de injeces bilaterais de veiculo (salina — 0), de (A) agonistas
de receptores GABA,, Muscimol (MUS 25 ou 50 ng), e GABAg, Baclofen
(BAC 32 ou 64 ng), ou (B) antagonistas de receptores GABA,, Bicuculina
(BIC 75 ou 150 ng), e GABAg, Saclofen (SAC 1,5 ou 3 pg), na concha do
NAcc dos ratos privados de alimentos por 24h, na quantidade de ingestdo de
alimentos, na duracdo desse comportamento e na laténcia para iniciar o

consumo

avaliados durante 30 minutos de registro do comportamento

ingestivo. Cada coluna representa a média = E.P.M. * p <0,0125 comparado ao
grupo controle (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Duncan para

comparagdes multiplas, com ajuste do alfa pela Correcdo de Bonferroni).
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Tabela 3: Efeitos das inje¢des de salina, agonistas de receptores GABAA (MUS 25 ou 50 ng) ou GABAg (BAC 32
ou 64 ng) na concha do NAcc dos ratos privados de alimentos por 24h na duragdo dos comportamentos nao-
ingestivos avaliados durante os 30 minutos (1800 segundos) de registro de comportamento ingestivo.

VARIAVEIS SAL MUS MUS BAC BAC ANOVA
(9) 25ng(7) 50ng(7) 32ng(7) 64 ng (6)
Locomogéo 143+33 158 %40 75 +17 90 +£23 107 £40  F(4,31)= 1,16; NS
Imobilidade 51+33 20+ 19 16+8 4021 28+28 F(4,31)= 0,89; NS
Exploracdo de alimento 116 + 33 73+ 16 108 +22 147 +57 78 +12 F(4,31)= 0,89; NS
Exploracdo vertical 66 +21 106 +32* 32+5 277 44 +18 F(4,31)=3,57; NS
Auto-limpeza 12327 10129 97 29 98 £ 27 95+ 27 F(4,31)= 0,00; NS

Os valores sdo média + E.P.M. NUmeros entre parénteses indicam o nimero de animais por grupo. As variaveis acima possuem
valores de p ndo significantes para p < 0,0125.



49

Tabela 4. Efeitos das injegdes de salina, antagonistas de receptores GABAA (BIC 75 ou 150 ng) e GABAg (SAC 1,5
ou 3 pg) na concha do NAcc dos ratos privados de alimentos por 24h na duragdo dos comportamentos ndo-ingestivos
avaliados durante 30 minutos (1800s) de registro do comportamento ingestivo.

VARIAVEIS SAL BIC BIC SAC SAC ANOVA

©) 75ng (7) 150ng(7)  15K9(8)  3ug(8)
Locomogao 112420 166 + 31 127 +61 83+18 65+22  F(4,34)= 1,42; NS
Imobilidade 03%0,2 131+48 61+ 26 95 + 39 47+31  F(4,34)= 0,91; NS
Exploragéo de alimento 85+13 82+10 135+25 118+45  117+50 F(4,34)= 1,34;NS
Exploragao vertical 45+8 67 +13 72+36 52+12 27+10  F(4,34)= 081;NS
Autolimpeza 102 +32 129+30 121+ 44 160+44  117+29 F(4,34)= 0,24; NS

Os valores s&o média + E.P.M. NUmeros entre parénteses indicam o nimero de animais por grupo. As varidveis acima possuem
valores de p ndo significantes para p < 0,0125.
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4.2 InjecBes de agonistas 5-HT

A andlise histologica mostrou que 21 pontos de injecdo com o
agonista do receptor 5-HT4 ou éacido ascdrbico; 22 pontos de injecdo
com agonista do receptor 5-HT,c ou salina; e 22 pontos de inje¢cdo com
agonista do receptor 5-HT.;g ou salina alcancaram corretamente a
concha do NAcc bilateralmente (Figura 10).
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Figura 10. Representacdo esquematica representando cortes coronais do
cérebro do rato, de acordo com o Atlas de Paxinos e Watson (2007). Os cortes
ilustram as distribui¢fes dos locais da injecdo bilateral na concha do NAcc. Os
65 ratos receberam injecdes: de veiculo (&cido ascorbico 5%, n = 7 O), agonista
do receptor 5-HT;5 (8-OH-DPAT - 0,6 nmol/lado, n = 7 O; 6 nmol/lado, n = 7
®); de veiculo (salina n = 8 A), e agonista do receptor 5-HT,c (CP-80,9101 -
0,75 ug/ lado, n = 7 [0; 1,5 ug/lado, n = 7 []); de veiculo (salinan =8 @), e
agonista do receptor 5-HT,5 (CP-94,253 - 0,56 ug/lad n = 7 ®; 1 ug/lado, n = 7
A). Todas as canulas foram localizados na concha do NAcc, 1,08 a 1,92 mm,
anterior a estrutura bregma. AcbC: centro do nlcleo accumbens; AcbSh: concha
do ndcleo accumbens; aca: comissura anterior, parte anterior.
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4.2.1 Efeitos das diferentes doses de agonista do receptor 5-HTp
injetado na concha do NAcc sobre os comportamentos defensivos

A ANOVA mostrou que a porcentagem de tempo nos bragos
abertos (% TA), avaliada no LCE, foi significativamente afetada pelo
tratamento com 8-OH-DPAT, agonista do receptor 5-HT4 (Tabela 5),
na concha do NAcc. Os ratos tratados com injecéo bilateral de agonista
do receptor 5-HT 4, em relacdo a % TA ndo diferiram do grupo controle.
A diferenca estatistica mostrada na ANOVA foi entre as doses de 8-OH-
DPAT (Tabela 5). As outras variaveis etoldgicas (AR, IC, EV e AL) e
as variaveis espago-temporais (EA, EF, TE e %TA) permaneceram
inalteradas ap6s o tratamento com ambas as doses de 8-OH-DPAT na
concha do NAcc em ratos privados de alimentos por 24h (Tabela 5).

4.2.2 Efeitos das diferentes doses de agonista do receptor 5-HTa
injetado na concha do NAcc sobre os comportamentos ingestivos e
nao-ingestivos

A ANOVA mostrou que a ingestdo de alimentos [F (2,19) =
14,12, p = 0,0001] e a duragdo deste comportamento [F (2,19) = 7,37, p
= 0,0042] foram significativamente afetadas pelo tratamento com
agonista do receptor 5-HT5, 8-OH-DPAT na concha do NAcc em
ratos privados de alimentos por 24h. Enquanto a ingestdo de alimentos
e duracdo desse comportamento diminuiu apés a injecdo de dose mais
elevada de 8-OH-DPAT, a laténcia para iniciar a alimentacdo manteve-
se inalterada apds o tratamento com ambas as doses de 8-OH-DPAT na
concha do NAcc (Figura 11). As duragdes dos comportamentos nao-
ingestivos (LOC, IM, EXALI, EV e AL) permaneceram inalteradas
apos o tratamento com ambas as doses de 8-OH-DPAT (Tabela 6).

4.2.3 Efeitos das diferentes doses de agonista do receptor 5-HT,c
injetado na concha do NAcc sobre os comportamentos defensivos

A ANOVA mostrou que as variaveis espago-temporais (EA,
EF, TE, % TA e % EA) e etoldgicas (AR, IC, EV E AL) permaneceram
inalterada ap6s o tratamento com ambas as doses de CP-80,9101,
agonista do receptor 5-HT,¢, na concha do NAcc em ratos privados de
alimento por 24 h (Tabela 7).
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4.2.4 Efeitos das diferentes doses de agonista do receptor 5-HT2c
injetado na concha do NAcc sobre os comportamentos ingestivos e
ndo-ingestivos

O comportamento ingestivo (ingestdo de alimento, duracdo do
comportamento e laténcia para iniciar o consumo) ndo foram afetadas
pela injecdo bilateral de CP-80,910, agonista do receptor 5-HT,c, na
concha do NAcc em ratos privados de alimentos por 24 horas (Tabela
8). A ANOVA mostrou, também, que a duracdo dos comportamentos
ndo-ingestivos avaliados durante o registro de comportamento ingestivo
(LOC, IM, EXALI, EV e AL) permaneceram inalterados apds o
tratamento com ambas as doses de CP-80,9101(Tabela 8).

4.2.5 Efeitos das diferentes doses de agonista do receptor 5-HTp
injetado na concha do NAcc sobre os comportamentos defensivos

A ANOVA mostrou que as entradas nos bracos abertos (EA) [F
(2,19) = 8,28, p = 0,0025] e a porcentagem de tempo no braco aberto (%
TA) [F (2,19) = 8,97, p = 0,0361] avaliados no LCE foram
significativamente afetados pelo tratamento com CP-94,253, agonista do
receptor 5-HTs. As EA e % TA diminuiram apds a injecdo da dose
mais elevada de CP-94,253 na concha do NAcc de ratos privados de
alimento por 24 h (Figura 11). As demais variaveis espago-temporais
(EF, TE e % EA) permaneceram inalteradas apds o tratamento com
ambas as doses do agonista do receptor 5-HT;g na concha do NAcc
(Tabela 9). Entre os comportamentos etologicos avaliados no LCE,
apenas a frequéncia de imersdo de cabeca (IC) [F (2,19) = 4,92, p =
0,0189] foi significativamente afetada com o tratamento de CP-94,253.
A IC diminuiu apoés a injecdo de ambas as doses de 5-HT;g na concha
do NAcc em ratos privados de alimento por 24h (Figura 8). As outras
variaveis etoldgicas (AR, EV e AL) permaneceram inalteradas apds o
tratamento com ambas as doses de CP-94,253 (Tabela 9).

4.2.6 Efeitos das diferentes doses de agonista do receptor 5-HTp
injetado na concha do NAcc sobre o comportamentos ingestivos e
nao-ingestivos

Os comportamentos ingestivos (ingestdo de alimento, duragéo
deste comportamento e laténcia para iniciar o consumo de alimento) e
ndo-ingestivos (LOC, EXALL, IM, e EV) ndo foram afetados por ambas
as doses de CP-94,253, exceto a duragdo da auto-limpeza (Tabela 10).
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Tabela 5: Efeitos das injecOes de acido ascérbico (Ac.Asc) ou agonista de receptor 5-HTya (8-hidroxi-2-(di-n-
propilamino) tetralina - 8-OH-DPAT 0,6 ou 6 nmol) na concha do NAcc, nas varidveis espago-temporais e etologicas
dos ratos privados de alimentos por 24h, durante 5 minutos (300 segundos) de exposicdo ao LCE.

VARIAVEIS Ac.Asc (8) 8-OH-DPAT  8-OH-DPAT ANOVA
0,6 nmol (7) 6 nmol (7)

Entrada nos bragos abertos 3+05 31 4+0,6 F(2,18)= 0,95, NS
Entrada nos bracos fechados 4+0,3 5+1 7+1 F(2,18)=1,77, NS
Total de entradas 7+0,8 8+2 11+1 F(2,18)= 1,46, NS
% Entradas nos bracos abertos 41+4 23+8 39+3 F(2,18)= 3,00, NS
% Tempo nos bragos abertos 205 10£5# 272 F(2,18)= 3,69, p=0,0451
Avaliacdo de risco 1+0,3 0,4+£0,3 06+04 F(2,18)= 0,17, NS
Imerséo de cabeca 6+1 4+£2 6+1 F(2,18)=1,29, NS
Exploracdo vertical 10 £2 102 8x1 F(2,18)= 0,42, NS
Autolimpeza 3+x04 4+0,7 2+0,9 F(2,18)=2,32, NS

Os valores sdo média + E.P.M. NUmeros entre parénteses indicam o nimero de animais por grupo. As variaveis acima
possuem valores de p néo significantes, exceto para # p < 0,05, entre doses.
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Figura 11. Efeitos das injecOes bilaterais de veiculo (acido ascérbico 5% - 0)
ou agonista do receptor 5-HT 1, 8-hidroxi-2-(di-n-propilamino) tetralina - 8-
OH-DPAT 0,6 ou 6 nmol, na concha do NAcc de ratos privados de alimentos
por 24h, na quantidade de ingestdo de alimentos (A), na duragdo de ingestdo de
alimento (B) e na laténcia para iniciar este comportamento (C) avaliados
durante 30 minutos de registro do comportamento ingestivo. Cada coluna
representa a média + S.E.M. * p <0,05 comparado ao grupo controle (ANOVA
de uma via seguido pelo teste de Duncan para comparagdes multiplas).
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Tabela 6: Efeitos das injecdes de acido ascdrbico ou agonista do receptor 5-HT 4 (8 OH-
DPAT 0,6 ou 6 nmol) na concha do NAcc dos ratos privados de alimentos por 24h, na
duracdo dos comportamentos ndo-ingestivos avaliados durante 30 minutos (1800
segundos) de registro do comportamento ingestivo.

VARIAVEIS Ac. Asc 8-OH-DPAT  8-OH-DPAT ANOVA

@) 0,6 nmol (7) 6 nmol (7)
Locomogdo 137 +£28 105+ 29 205+ 49 F(2,18)=1,95, NS
Exploracdo de alimento 153 + 32 103 +20 117+ 34 F(2,18)=0,74 NS
Imobilidade 0+0 42 + 42 0+0 F(2,18)=1,00, NS
Exploracdo Vertical 72+ 17 34+10 88 + 26 F(2,18)=2,18, NS
Auto-limpeza 120+ 24 7326 96 + 28 F(2,18)= 0,81, NS

Os valores s&o média + E.P.M. NUmeros entre parénteses indicam o numero de animais por grupo. As variaveis
acima possuem valores de p ndo significantes para p < 0,05.
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Tabela 7. Efeitos das injecBes bilaterais de salina ou agonista do receptor 5-HT,¢ (2-(3-clorobenziloxi)-6-(piperazin-
1-il) pirazina, CP-80,9101 - 0,75 e 1,50 ug) na concha do NAcc, nas variaveis espago-temporais e etoldgicas dos
ratos privados de alimentos por 24h, durante 5 minutos (300 segundos) de exposicdo ao LCE.

Variaveis SAL CP-80,9101 CP-80,9101 ANOVA
8 0.75 pg (7) 1.50 ug (7)
Entrada nos bragos abertos 2+0,8 16+0,6 2+04 F(2,19) = 0,50, NS
Entrada nos bragos fechados 61 4+1 61 F(2,19)=0,75, NS
Total de entradas 8+1 61 8+1 F(2,19)=0,90, NS
% Entradas nos bracos abertos 31+6 22+6 31+6 F(2,19)= 0,62, NS
% Tempo nos bragos abertos 28+13 9+3 21+9 F(2,19) = 0,96, NS
Avaliago de risco 1,2+04 0,7+0,5 1,1+£0,6 F(2,19)= 0,26, NS
Imersédo de cabega 4+1 4+1 6+2 F(2,19)= 0,39, NS
Exploracdo vertical 6 +2 8+1 8+2 F(2,19)=0,12, NS
Autolimpeza 2+05 2+05 20,6 F(2,19)= 0,48, NS

Os valores sdo média + E.P.M. NUmeros entre parénteses indicam o nimero de animais por grupo. As
variaveis acima possuem valores de p néo significantes para p < 0,05.
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Tabela 8: Efeitos das injecGes de salina ou agonista do receptor 5-HT,c (CP-80,9101 0,75 ou 1,5 pg) na concha do
NAcc dos ratos privados alimentos por 24h, na duragcdo dos comportamentos ingestivos e ndo-ingestivos avaliados
durante 30 minutos (1800 segundos) de registro do comportamento ingestivo.

SAL CP-80,9101 CP-80,9101
Variaveis (8) 0.75 ug (7) 1.50 pg (7) ANOVA
Ingestdo de alimento (g) 4,2+0,5 3,7+0,3 34+0,2 F(2,19)= 1,60, NS
Duracéo da ingestdo 1020 + 136 880 £ 105 832 £ 82 F(2,19)= 0,77, NS
Laténcia da ingestdo 213 +61 181 +55 199 + 43 F(2,19)= 0,08, NS
Locomogdo 134 +£23 102 + 36 205 +49 F(2,19)= 0,26, NS
Exploracdo de alimento 178 + 36 105+21 117 + 34 F(2,19)= 0,10, NS
Imobilidade 0+0 28+ 28 0+0 F(2,19)= 0,89, NS
Exploracéo vertical 47 +£11 76 £ 20 88 + 26 F(2,19)= 1,39, NS
Autolimpeza 137 £ 27 223 £50 96 + 28 F(2,19)= 0,92, NS

Os valores sdo média + E.P.M. NUmeros entre parénteses indicam o nimero de animais por grupo. As variaveis
acima possuem valores de p ndo significantes para p < 0,05.
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Figura 12: Efeito das injec@es bilateraisl de salina (0) ou 5-HTg (CP-94,253
0,56 e 1 pg) na concha do NAcc de ratos privados de alimentos por 24h na
entrada dos bragos abertos (A), na % de tempo nos bracos abertos (B) e na
imersdo de cabeca (C), avaliados durante 5 minutos de exposi¢do no LCE.
Cada coluna representa a média £ E.P.M. * p < 0,05 comparado ao grupo
controle (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Duncan para comparagdes
multiplas).
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Tabela 9: Efeitos das injecdes bilaterais de salina ou agonista do receptor 5-HT,g (3-(1,2,5,6-tetra-hidro-4-piridil)-5-
propoxypyr-rolo[3,2-b]piridina, CP-94,253, 0,56 ¢ 1 ug) na concha do NAcc, nas varidveis espago-temporais e
etolégicas dos ratos privados de alimentos por 24h, durante 5 minutos (300 segundos) de exposicdo ao LCE.

Variaveis SAL CP-94,253 CP-94,253 ANOVA
®) 0.56 pg (7) 1.0 pg (7)
Entrada nos bragos fechados 5+1 4+1 3+0,7 F(2,19) =2,08, NS
Total de entradas 8+2 7+1 4 +0,8* F(2,19) = 4,69, p=0,0220
% Entradas nos bragos abertos 41+5 45+ 6 25+8 F(2,19)=2,47,NS
Avaliagdo de risco 0,7+0,3 1,2+0,8 1,1+05 F(2,17)=0,32, NS
Exploracéo vertical 10 £2 9+2 6+2 F(2,17)=0,72, NS
Autolimpeza 2+0,6 3+05 1,2+0,3 F(2,17)= 1,59, NS

Os valores sdo média + E.P.M. NUmeros entre parénteses indicam o

grupo controle.

nimero de animais por grupo.* p<0,05 comparado ao
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Tabela 10: Efeitos das inje¢des de salina ou agonista do receptor 5-HT;g (CP-94,253, 0,56 e 1ug) na concha do
NAcc, dos ratos privados de alimentos por 24h, na duragdo dos comportamentos ingestivos e ndo-ingestivos
avaliados durante 30 minutos de registro do comportamento ingestivo.

Variaveis SAL CP-94,253 CP-94,253 ANOVA
8 0.56 ug (7) 1.0 ug (7)
Ingestéo de alimento (g) 42+05 36104 3604 F(2,19)=0.60, NS
Durag8o da ingestao 1020 + 136 852 + 128 930 + 150 F(2,19)=0.27, NS
Laténcia da ingestéo 213+ 61 280 +93 308 £119 F(2,19)=0.29, NS
Locomocéo 134 +23 161 +29 98 + 37 F(2,19)= 1.56, NS
Exploragdo de alimento 178 + 36 101+13 124 +24 F(2,19)=2.35,NS
Imobilidade 0x0 0x0 20+ 20 F(2,19)=0.71, NS
Exploragao vertical 47+11 92 + 36 47+15 F(2,19)=0.93, NS
Autolimpeza 63 +31 223 +53* 131+ 22 F(2,19)=4.75 p=0.0211

Os valores sao média = E.P.M. NUmeros entre parénteses indicam 0

grupo controle.

nimero de animais por grupo.* p<0,05 comparado ao



Quadro 1. Resumo dos resultados

Tratamento/receptor

Efeitos das injecOes das drogas na concha do
NAcc sobre 0os comportamentos

Agonistas GABA Defensivos Ingestivos
Ansiolitico
MUS — GABAA (por modesta Sem alteracéo
(25 e 50 ng/lado) diminuicdo da AR
no LCE)
Ansiolitico
BAC - GABAg (por modesta Sem alteracéo
(32 e 64 ng/lado) diminuicdo da AR
no LCE)
Antagonistas GABA Defensivos Ingestivos
Hipofagico (por
BIC - GABAA Sem alteracéo diminuicdo da

(75 e 150 ng/lado)

quantidade de ingestdo
de alimento e na
duracéo deste

comportamento)
SAC - GABAg Sem alteracéo Sem alteracéo
(1,5 e 3 pg/lado)
Agonistas 5-HT Defensivos Ingestivos
Hipoféagico (por
8-OH-DPAT - 5-HT;a Sem alteracédo diminuicdo na

(0,6 e 6 nmol/lado)

guantidade de ingestdo
de alimento e na
duracéo deste
comportamento)

CP-80,9101 - 5-HTyc
(0,75e1,5u0)

Sem alteracéo

Sem alteracéo

CP'94,253 - 5-HTlB
(0,56 e 1 ug)

Ansiogénico
(por diminuicéo de
EA, % TAelICno

LCE)

Sem alteracéo

61
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5. Discussao

5.1. Agonistas e antagonistas de receptores GABAA € GABAg:
comportamento defensivo

Os resultados do presente estudo mostraram que a ativacao dos
receptores GABAA e GABAg na concha do NAcc causaram ansiolise
em ratos privados de alimentos por 24h. Ambas as doses de MUS e
BAC, agonistas de receptores GABAA e GABAg respectivamente,
diminuiram a frequéncia do comportamento de avaliacdo de risco. Esses
resultados indicaram que receptores de GABAA e GABAg na concha do
NAcc podem evocar efeito ansolitico. Em nosso estudo anterior, o efeito
ansiolitico evocado por agonistas desses receptores, injetados na concha
do NAcc em ratos com alimentacdo livre, também indicou uma
diminuicdo no avaliacdo de risco, e as variaveis espago-temporais, tais
como % TA e % EA também mostraram uma tendéncia marginal
significativa, reforcando esse efeito (Lopes et al., 2007). No presente
estudo, as variaveis espaco-temporais nao foram afetadas pelo
tratamento com 0s mesmos agonistas de receptores GABAA e GABAg.

As modestas mudangas na avaliacdo de risco ndao podem
fornecer provas convincentes de que os ratos estavam em um estado
menos ansioso. No entanto, os presentes dados, adicionados com nosso
resultado anterior (Lopes et al., 2007), reforcam o efeito ansiolitico
evocado por agonista GABA na concha do NAcc. Uma possivel razdo
para 0 nimero mais baixo de avaliacdo de risco poderia ser devido as
condi¢des nutricionais. Tem-se relatado que, apds restricdo alimentar
aguda e crbnica e ap0s a realimentacéo por 10 dias, os ratos aumentam a
exploracdo do brago aberto em comparacdo a ratos com acesso a
alimentacdo livre (Genn et al., 2003; Inoue et al., 2004). Esses dados
indicam que os ratos privados de alimentos foram menos ansiosos que
0s ratos saciados. Nossa estudo anterior (Lopes et al., 2007) e os dados
presentes confirmam que pode haver uma influéncia nutricional, pois
enquanto a frequéncia de avaliacdo de risco exibida em ratos privados
de alimento por 24 horas sob condicdo de controle foi de 1 + 0,2, em
ratos com alimentacdo livre foi de 4 + 0,6 (Lopes et al, 2007). Essa
diferenca também foi estatisticamente significativa de acordo com o
teste t, t = 3,91 p = 0,000368. Além disso, o estado de ansiedade
indicado por % TA sob condicGes de controle com alimentacdo livre foi
de 12 + 3 (n = 22) (Lopes et al, 2007) e para ratos privados de alimento
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por 24h foi de 30 + 4 (n = 18). Essa diferenca também foi
estatisticamente significante de acordo com o teste t, t = 3,61 p =
0,00087 e indicou que ratos privados de alimentos por 24 h passaram
mais tempo nos bracos abertos do que ratos com alimentacdo livre.
Portanto, nossos resultados confirmam que a condicdo nutricional afeta
a o nivel de ansiedade, associada a ativacdo dos receptores.

Esse efeito ansiolitico de acdo associada a privacdo de alimento
ndo poderia ser atribuido a motivagdo para procurar alimentos ou uma
ativacdo de um comportamento inespecifico em oposicdo a uma
diminuigdo real no comportamento defensivo (tipo ansiedade), porque
0s ratos nao apresentavam aumento na EF, que é um indice de atividade
motora (File, 1992). Esses resultados sugerem que a restri¢do alimentar
poderia causar uma reducdo no comportamento defensivo, o que persiste
além da normalizacdo da ingestdo de alimentos (Inoue et al., 2004).
Além disso, o comportamento defensivo de enterrar a pata, uma resposta
ansiogénica também foi reduzida durante a privacao de alimentos (Davis
etal., 1981).

O efeito ansiolitico causado pela ativacdo de receptores GABAA
(Crestani et al, 2002; Kash et al, 1999; Rudolph et al, 1999; Sasaki et al,
2002; Stork et al, 2003) e GABAg (Cryan et al, 2004; Cryan e
Kaupmann, 2005; Dalvi e Rodgers, 1996; Jacobson et al, 2007
Mombereau et al, 2004a, 2004b) tem sido amplamente descrito e o
efeito ansiogénico associado a ativacdo do receptor GABA também foi
documentado.

Tem sido demonstrado que a injecdo de MUS na concha do
NAcc pode evocar comportamento defensivo de enterrar a pata
(Reynolds e Berridge, 2001), uma oposicdo quando comparado aos
nossos dados anteriores ou presentes. O efeito ansiolitico mediado por
ativacdo de ambos os receptores GABAA € GABAg em ratos privados
de alimentos (resultado presente) e ratos com alimentacao livre (Lopes
et al, 2007) poderia ser atribuido aos locais diferentes de injegao (rostral
x caudal) na regido da concha do NAcc. Enquanto, a resposta
ansiolitica foi provocada por agonistas GABA injetado na regido mais
rostral da concha do NAcc (AP: 1,20-1,68 mm), o comportamento
defensivo em ratos foi induzido por agonista do receptor GABAA
injetado na regido mais caudal (AP: 1,20 a + 0,48 mm). No entanto, uma
resposta ansiogénica também foi observada apds a ativacdo de
receptores GABA na regido mais rostral da concha do NAcc (Reynolds
e Berridge, 2001). Nds ndo temos uma explicacdo para o efeito de
contraste na emocionalidade de animais apds a inje¢do de agonista
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GABA na concha do NAcc, mas nossos presentes dados reforcam o
efeito ansiolitico evocado por ativacdo de ambos os receptores GABAA
e GABAg nesta regido do NAcc.

5.2 Agonistas e antagonistas de receptores GABA, €
GABAg: comportamento ingestivo e ndo-ingestivo

O presente estudo também mostrou que o comportamento
ingestivo néo foi afetado pela injecdo bilateral de ambos os agonistas de
receptores GABA, MUS e BAC na concha do NAcc de ratos privados
de alimentos por 24h. Resultados similares foram observados apds a
injecdo sisttmica de BAC em ratos privados de alimentos por 22h
(Ebenezer, 1996; Ebenezer e Patel, 2011). Em contraste, em animais
com alimentagdo livre, o tratamento com ambos o0s agonistas de
receptores GABA na concha do NAcc tiveram resposta hiperfagica
acompanhada por um aumento na duracdo de alimentacdo (Kelley et al,
2005; Lopes et al, 2007; Reynolds e Berridge, 2001; Soderpalm e
Berridge, 2000; Stratford e Kelley, 1997). A auséncia de efeito sobre o
comportamento ingestivo ap6s a injecdo de agonistas GABA na concha
do NAcc de ratos privados de alimentos por 24h pode ser atribuida a
uma ocupacao intensa dos receptores de GABAg (conhecido por ser
localizado em terminais nervosos de glutamato) ou GABA (localizado
na saida do neurbnio espinhal médio). Devido a intensa estimulagdo das
projecdes dos neurbnios gabérgicos na concha do NAcc, que poderia
resultar na eliminacdo de influéncias inibitorias sobre circuitos de
alimentacdo relacionados ao hipotadlamo, provendo a motivagdo para
iniciar a alimentacdo de um rato faminto (Kelley et al., 2005).

Os resultados também mostraram que o bloqueio do receptor
GABA,, pela injecdo de antagonista desse receptor na concha do NAcc
de ratos privados de alimentos por 24h, provocou uma diminui¢do da
ingestdo de alimentos acompanhada por reducdo da duracdo desse
comportamento. Esses dados sugerem a presenca de impulsos neurais
mediados por receptores GABAA nessa regido do NAcc que provocam a
motivacdo para ingestdo de alimentos em ratos famintos, e reforcam a
sugestdo anterior de que em condi¢Bes com privacdo de alimento, a
ocupagéo de receptores GABA na concha do NAcc poderia ser intensa.
A participacdo dos receptores GABAg na mediacdo da motivagdo para o
comportamento alimentar ndo pode ser excluida, ja que as injecdes de
agonista do receptor GABAg em ratos privados de alimentos por 24h na
concha do NAcc também resultaram em hipofagia (Kandov et al.,
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2006). A razdo para a falta de efeito hipofagico apds o bloqueio dos
receptores GABAg na concha do NAcc no presente estudo poderia ser
atribuida a um menor tempo de experimento (30 min) do que o
registrado por Kandov e colegas (2006) (a partir de 30 min a 4h). Além
disso, Patel e colaboradores (2004) tém mostrado que a administracdo
intracerebroventricular (i.c.v) do antagonista do receptor GABAg, CGP
35348, diminuiu a alimentacdo a partir de 15 min ap6s injecdo em ratos
em jejum de 22h. O inicio rapido da hipofagia evocada por antagonista
do receptor GABAg pode ter sido devido a uma agdo em um local fora
do NAcc, sugerindo o envolvimento de outras dareas centrais na
mediacgdo do efeito de GABAg sobre a motivacéo alimentar.

Foi proposto que os dois antagonistas GABAA € GABAg estdo
funcionalmente envolvidos na manutencdo, mas nao no inicio da
ingestdo de alimentos de animais que foram induzidos a privacdo de
alimentos, uma vez que ambos 0s antagonistas GABA ndo afetaram a
ingestdo de alimentos 30 minutos ap6s a injecdo na concha do NAcc
(Kandov et al., 2006). No entanto, o bloqueio do receptor GABAA
resultou na diminuicdo da ingestdo de alimentos acompanhada por uma
reducdo na duracdo de alimentagdo, sem afetar a laténcia de
alimentacdo. Uma alteragdo na duracdo de alimentacdo também foi
observada ap6s a ativagdo do receptor GABA,, na concha do NAcc de
ratos com alimentagdo livre. Tomados em conjunto, esses dados
reforcam a nossa sugestdo anterior de que os circuitos de GABAA na
concha do NAcc poderiam interferir com os sinais decorrentes do trato
digestorio para controlar o tamanho da refeicdo (Heisler e Tecott, 2000;
Inoue et al, 1994; Jean et al, 2007).

5.3 Agonista do receptor 5-HT

O presente estudo mostrou que as variaveis espago-temporais e
etoldgicas avaliadas no LCE ndo foram afetadas pelo tratamento com 8-
OH-DPAT, agonista do receptor 5-HT,, na concha do NAcc. O efeito
significativo de 8-OH-DPAT foi revelado pela andlise de variancia de
uma via (ANOVA), onde a % de entradas nos bracos abertos apresentou
uma reducdo estatistica significativa entre as doses de 8-OH-DPAT, o
gue poderia indicar uma tendéncia para a resposta ansiogénica. Efeito
ansiogénico tem sido relatado ap6s a administracdo de 8-OH-DPAT na
amigdala (Gonzalez et al., 1996; Higgins et al., 1991; Hodges et al.,
1987), e também no hipocampo dorsal (Andrews et al., 1994; File et al.,
1996). Embora os resultados atuais sugiram que 0s receptores 5-HT 4 na
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concha do NAcc ndo desempenhem um papel relevante no controle do
estado emocional, ndo é excluida uma participacdo desses receptores na
iniciacdo de ansiogénese de forma semelhante a encontrada no
hipocampo e na amigdala.

Os presentes resultados indicaram que a ativacdo do receptor 5-
HT 4 na concha do NAcc causou uma reducdo na ingestdo de alimentos,
acompanhada por uma diminuigdo na duragdo desse comportamento
ingestivo, sem alterar o tempo de laténcia para iniciar o consumo de
racdo. Esse efeito hipofagico ndo pode ser atribuido a mudancas na
atividade motora, ja que as duragbes dos comportamentos nao-
ingestivos (AL, EV e LOC) avaliados nesse estudo, ndo foram afetadas
pelo tratamento 8-OH-DPAT, agonista do receptor de 5-HT;4 na concha
do NAcc. A acdo inibitéria da 5-HT na ingestdo de alimentos, mediada
pela ativagdo de receptores 5-HT;a na concha do NAcc foi revelada
anteriormente por tratamento com o agonista do receptor 5-HTy;, 5-
carboxamidotriptamina, injetado na mesma regido do NAcc de ratos que
receberam 2 h de livre acesso a racao de laboratério, bem como em ratos
saciados com acesso a uma dieta altamente palatavel durante 2h (Pratt et
al., 2009). O antagonista do receptor 5-HT7, SB 269,970, ndo teve
nenhum efeito sobre o consumo de alimentos, quando injetado na
concha do NAcc, excluindo assim a possibilidade de que hipofagia é
mediada por ativacdo do receptor 5-HT7 e reforcando a participacdo do
receptor 5-HT;5o na concha do NAcc na mediacdo de influéncia
inibitéria da 5-HT sobre a ingestdo de alimentos (Pratt et al., 2009). A
resposta hipofagica mediada pela ativa¢do do receptor 5-HT pode ser
devido a reducdo na motivacgdo para buscar o alimento, uma vez que a
estimulacdo do receptor 5-HTy,7, com a dose mais elevada de 5-CT (na
concha do NAcc), provocou uma diminui¢do no esforgo para ganhar o
reforgo de acUcar, ja que essa dose reduziu o ato da busca pelo aglcar
pelos ratos ndo privados (Pratt et al., 2012).

A ingestdo de alimentos evocada por injecOes sistémicas de 8-
OH-DPAT pode ser diferente, dependendo do estado nutricional dos
animais. A ativacdo do receptor 5-HT;5 pode causar uma redugdo na
ingestdo de alimentos em ratos em jejum (Arkle e Ebenezer, 2000;
Coscina et al., 2000; Ebenezer, 1992; Ebenezer e Tite, 2003; Ebenezer
et al., 2007; Lopez-Alonso et al., 2007), enquanto que poderia causar
uma hiperfagia em ratos saciados (Coscina et al., 1994; Currie e
Coscina, 1993; Dourish et al., 1985, 1988; Ebenezer, 1992; Gilbert e
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Dourish, 1987; Parker e Coscina, 2001). A resposta hipofagica também
foi observada ap6s a injecdo de 8-OH-DPAT no nucleo paraventricular,
no nicleo arqueado e no hipotalamo lateral de ratos com dieta de
alimentos palativeis (Dourish et al., 1988; Mancilla-Diaz, 2005;
Steffens et al., 2008; Voigt et al., 2000). Em circuitos hipotalamicos, o
receptor 5-HT;a na concha do NAcc, pode contribuir para a resposta
hipofagica apés a injecdo de 8-OH-DPAT. A anélise de correlagdo (r=
0,1471) indicou que ndo h& nenhuma correlagdo positiva entre o
comportamento relacionado a ansiedade e a ingestdo de alimentos, uma
vez que o tratamento com ambas as doses de 8-OH-DPAT néo afetou as
variaveis espago-temporais e etoldgicas avaliadas no LCE, mas induziu
uma resposta hipofagica.

5.4 Agonista do receptor 5-HT ¢

A analise do comportamento relacionado a ansiedade no LCE
mostrou que o tratamento com CP-80,9101, agonista do receptor 5-
HTzc, na concha do NAcc ndo alterou as varidveis espaco-temporais
(EA, EF, TE, % EA e % TA) e etoldgicas (AR, IC, EV e AL) em ratos
privados de alimento por 24h. Portanto, os nossos dados nao incluem a
participacdo do receptor 5-HT2c na concha do NAcc no controle do
comportamento relacionado a ansiedade.

Os presentes dados mostraram que a injecdo de CP-80,9101,
agonista do receptor 5-HT,¢, na concha do NAcc em ratos privados de
alimentos por 24h ndo afetaram o0 comportamento ingestivo. A
quantidade de ragdo consumida, a laténcia para iniciar 0 consumo e a
duragdo dessa resposta de ingestdo ndo diferiu do grupo controle. De
acordo com 0s nossos dados atuais, as infusdes de RO 60-0175, agonista
do receptor 5-HT,c, injetado na concha do NAcc néo teve efeito sobre o
consumo de ragdo dos ratos que receberam 2 h de livre acesso a ragao de
laboratério, e diminuiu modestamente a ingestao de dieta de gordura em
animais saciados (Pratt et al., 2009). Além disso, a ativacdo do receptor
5-HT,c ndo teve efeito sobre o esforco exercido para ganhar uma
recompensa (racdo especial de aglcar) (Pratt et al., 2012), sugerindo que
esse receptor ndo influenciou a motivagdo do apetite. Tomados em
conjunto, esses resultados ndo incluem o envolvimento de receptor de 5-
HT,c sobre o controle do consumo de alimento, apesar de uma
distribuicdo densa deste receptor 5-HT,c na concha do NAcc (Higgins e
Fletcher, 2003).
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5.5 Agonista do receptor 5-HT g

Os presentes dados mostraram que a injecdo de ambas as doses
de CP-94, 253, agonista do receptor 5-HTg, na concha do NAcc
provocou uma diminuicdo no nimero de entradas nos bragos abertos
(EA) e na porcentagem de tempo nos bracos abertos (% TA) no LCE.
As outras variaveis (EF, TE e % EA) avaliadas no LCE permaneceram
inalteradas. A diminuicdo dessas varidveis sdo indicativos de um
aumento do estado de ansiedade (Setem et al., 1999) e sugere que a
estimulacdo deste receptor na concha do NAcc provocou uma resposta
ansiogénica. Ambas as doses de CP-94,253 injetadas nessa regido do
NAcc também causaram uma reducdo na frequéncia do comportamento
de imersdo de cabeca (IC), reforcando o efeito ansiogénico evocado pela
ativacdo de 5-HT;g na concha do NAcc. Essa variavel etoldgica, IC, é
considerada como um parametro indispensavel para avaliacdo de
desempenho de ansiedade no LCE (Rodgers et al., 1997; Setem et al.,
1999). O tratamento com ambas as doses de CP-94,253 na concha do
NAcc ndo alterou o numero de entradas nos bracos fechados (EF),
sugerindo que essa droga ndo afetou a atividade locomotora e,
provavelmente, isso reflete um efeito ansiogénico especifico desse
agonista 5-HT .

A administracdo subcutanea de CP-94,253 também diminui a
exploragdo dos bracos abertos do LCE, indicando que a estimulagéo do
receptor 5-HT;z aumenta o comportamento relacionado a ansiedade em
ratos testados no LCE (Lin e Parsons, 2002). Embora se saiba que a
distribuicdo do receptor 5-HTg no cérebro é heterogénea (Bruinvels et
al., 1994), esse receptor na concha do NAcc poderia contribuir com a
ansiogénese observada apds administracdo periférica dessa droga.

A inervacdo serotonérgica na concha do NAcc origina-se das
asas laterais do nucleo dorsal da rafe (Van der Poel, 1979). Um aumento
na atividade serotonérgica na concha do NAcc esta associada com
condi¢des de estresse (Moser e Sanger, 1999; Petty et al, 1994; Rueter e
Jacobs, 1996; Summers et al., 2003; Wilkinson et a.l, 1996), tais como o
teste de natacdo forcada (Amat et al, 1998a,b; Kirby et al, 1997). Além
disso, o tratamento com fator de liberagdo da corticotropina (CRF-um
neurotransmissor que medeia o estresse e ansiedade) no nicleo dorsal da
rafe altera a liberacdo de 5-HT no nicleo e as regides da concha do
NAcc (Lukkes et al., 2008). Em conjunto essas observagdes reforgam os
nossos dados presentes, sugerindo que 0s circuitos serotoninérgicos na
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concha do NAcc contribuem para controlar o comportamento
relacionado a ansiedade através do receptor 5-HTg.

Os presentes dados ndo incluem a participacdo de receptores 5-
HT,g na concha do NAcc no controle do comportamento alimentar, uma
vez que o consumo de alimentos, a laténcia para iniciar a alimentacéo e
a duracdo desta resposta ingestiva mantiveram-se inalteradas ap6s o
tratamento com agonista do receptor 5-HT;g nessa regido do NAcc. O
efeito hipofagico evocado pela administracdo periférica do agonista do
receptor 5-HTg (Dalton et al., 2006; Halford e Blundell, 1996; Lee et
al., 2002; Lee et al., 2004a), pode ser mediado por circuitos
hipotalamicos, uma vez que a ativacdo do receptor 5-HT;g induz um
aumento na expressao do gene pro-opiomelanocortina (POMC) e do
transcrito regulado pela cocaina e anfetamina (CART), e uma
diminuigdo na expressdo do gene hipotalamico de orexina, levando a
efeitos hipofagicos (Nonogaki et al.,2007).

De acordo com 0s nossos dados, ndo ha nenhuma correlagéo (r=
0,1652) entre o comportamento relacionado a ansiedade e o
comportamento ingestivo evocado pela administragdo de CP-94,253 na
concha do NAcc, uma vez que o tratamento com a dose mais elevada de
CP-94,253 causou uma reducdo EA, % TA e na IC, indicativa de
ansiogénese, sem causar qualquer alteragdo no comportamento
ingestivo.
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6. CONCLUSOES

No presente estudo demonstramos que, enquanto a estimulacao
dos agonistas de receptores de GABA, e GABAg evocou um efeito
ansiolitico, o comportamento ingestivo manteve-se inalterado. Além
disso, enquanto ambos 0s antagonistas GABA, e GABAg injetados na
concha do NAcc ndo afetaram os comportamentos defensivos, ambas as
doses de antagonista GABA, causaram uma resposta hipofagica.

A ativacdo do receptor 5-HT1g ha concha do NAcc participa nos
circuitos serotonérgicos envolvidos na ansiogénese. Além disso,
enquanto que o comportamento defensivo foi afetado pela ativagdo do
receptor 5-HT;g, 0 comportamento ingestivo foi modificado pela
estimulacdo do receptor 5-HT;a. Em contrapartida, a ativacdo do
receptor 5-HT,c ndo afetou os comportamentos defensivos e nem os
ingestivos.

Coletivamente, estes resultados sugerem que 0S circuitos
gabaérgicos e serotonérgicos na concha do NAcc, em ratos privados de
alimento regulam os comportamentos defensivos e ingestivos
separadamente.
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