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RESUMO

A reducdo da exploracédo dos bracos abertos do labirinto em
cruz elevado (LCE) observada em ratos pré-tratados com PTZ é
interpretada como um efeito tipo-ansiogénico. Um perfil
semelhante de comportamento é observado em ratos submetidos ao
LCE apds a estimulacdo quimica com glutamato da SCPdl. Baseado
nesses fatos, o objetivo do presente trabalho foi investigar
se a SCPdl ©participaria da modulagcdo do efeito tipo-
ansiogénico do PTZ. Ratos Wistar machos, previamente
implantados com cdnulas dirigidas a SCPdl, foram submetidos ao
LCE 30 min apdés a injecdo intraperitoneal de PTZ 30 mg/kg ou
salina e 10 min apdés a microinjecdo na SCPdl de um anestésico
local [lidocaina (LIDO; 40 nmol)], de um antagonista do
receptor NMDA [AP5S (3,0 ou 6,0 nmol)]l, de um agonista
GABAérgico [muscimol (MUS; 0,25 ou 0,50 nmol)] ou de liquor. A
analise estatistica confirmou o efeito tipo ansiogénico no
grupo PTZ/liquor, com reducdo na porcentagem de entradas (%EA;
de 39 + 4 para 15 * 4) e no tempo de permanéncia (%TA; de 15 +
2 para 5 * 1) nos bracos abertos. Essa reducdo da exploracgdo
dos bracos abertos ndo foi observada no grupo PTZ/LIDO (SEA:
27 + 6; %TA: 15 + 4), PTZ/AP5 3,0 nmol (%EA: 36 + 8; %TA; 15 +
4), PTZ/AP5 6,0 nmol (%EA: 40 + 7; S%$TA; 18 + 4), PTz/MUS 0,25
nmol (%EA: 56 + 4; %$TA; 39 = 7) e PTZ/MUS 0,50 nmol (%EA: 42 +
8; S%TA; 26 * 7). Esses resultados sugerem que uma atividade
neural aumentada na SCPdl poderia mediar o efeito tipo-

ansiogénico induzido pelo PTZ administrado sistemicamente em

ratos submetidos ao LCE. Esses resultados sugerem também um
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para um medo aumentado, como o produzido pelo PTZ.
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ABSTRACT

Systemic administration of pentylenetetrazole (PTZ) elicits
anxiogenic-1like responses 1in rats submitted to the elevated
plus-maze (EPM) task. The involvement of the dorsolateral
periaqueductal gray (dl1PAG) with fear and anxiety prompted us
to investigate whether this PTZ anxiogenic action could be
affected by pharmacological inactivation of this brain region.
Male Wistar rats were implanted with a guide cannula within
d1PAG, and submitted to the EPM 30 min after receiving a
systemic injection of PTZ (30 mg/kg) or saline (SAL), and 10
min after receiving an intra-dlPAG injection (0.3 wul) of
artificial cerebral spinal fluid (CSF), 1lidocaine (LIDO; 40
nmol), a drug which produces a reversible functional
deactivation, (%)-2-Amino-5-phosphonopentanoic acid (AP5; 3.0
and 6.0 nmol) or muscimol (MUS; 0.25 and 0.5 nmol), a NMDA
receptor antagonist and a GABA-A receptor agonist,
respectively. According to the results, the PTZ/CSF group
decreased open arms activity relative to controls. This
anxiogenic-like response to PTZ was counteracted by the intra-
dl1PAG administration of LIDO, AP5 or MUS. These results were
observed in the absence of changes in enclosed arms entries,
and EPM general exploratory index. The present findings
suggest that an enhancement of the dl1PAG neural activity, by
an enhanced excitatory amino acid and/or by a decreased GABA-A
activity, may underlie the anxiogenic-like effect of PTZ, and

strengthen the dlPAG role in the organization of the animal
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response to an increased fear such as those provided by the

PTZ, and by other stimuli as well.
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1. INTRODUGCAO

Do ponto de wvista histdédrico, o estudo da neurobiologia do
medo e da ansiedade se inicia nos relatos de Darwin sobre o
cardter evolutivo do comportamento emocional no homem. Seus
trabalhos, na segunda metade do século XIX, indicavam gque o
estudo de outros animais era o caminho para a compreensdo das
emocdes no homem (para revisdo ver Branddo et al., 2003).

Somente no inicio do século XX, na década de 30, o advento
da estereotaxia associado a metodologia de estimulacéo
elétrica, permitiram o estudo mais detalhado de estruturas
cerebrais, dentre elas a substdncia cinzenta periaquedutal
(SCP) .

Na década de 40, Hess e Brugger (1943) demonstraram que a
estimulacdo elétrica do hipotdlamo medial de gatos era capaz
de produzir um comportamento complexo, caracterizado por uma
postura imdével com o dorso levemente argqueado, exposicdo dos
dentes e garras, retracéao auricular, silvar, rosnar,
piloerecdo e acentuada midriase, denominado de reacdo afetiva
de defesa.

Posteriormente, Hunsperger (1956) e Fernandez de Molina e
Hunsperger (1959; 1962) verificaram qgue as respostas
comportamentais observadas em gatos por Hess e Brugger (1943)
eram igualmente obtidas gquando a estimulacdo elétrica era
aplicada em uma &rea que se estendia desde a matéria cinzenta
da area pré-oéptica até a SCP.

1.1. Substéncia Cinzenta Periaquedutal
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A SCP refere-se a regido que circunda o aqueduto cerebral.
A porcdo mais rostral da SCP se localiza prdéximo a comissura
posterior e a porcdo mais caudal prdéxima ao nucleo tegmental
dorsal (Behbehani, 1995). Devido as conexdes reciprocas entre
a SCP e o sistema limbico prosencefalico, a SCP foi postulada
como pertencente a chamada &rea limbica mesencefalica (Nauta,
1958).

A partir da década de 70, a citoarquitetura da SCP passou a
ser alvo de muito interesse, e estudos anatdmicos passaram a
sugerir que esta estrutura poderia ser subdividida em regides
distintas. Varios esquemas tém sido propostos para dividir a
SCP em subntcleos baseados nas suas caracteristicas
citoarquitetdnicas (Hamilton, 1973; Laemle, 1977; Beitz and
Shepard, 1985; Mantyh, 1982, 1982a; Conti et al., 1988).
Prichar e Beitz (1980) e Beitz (1985) sugeriram que a SCP
poderia ser subdividida em quatro areas: 1) medial, composta
de pequenos neurdnios Dbipolares, que circundam firmemente o
aqueduto; 2) ventrolateral, que contém predominantemente
neurdénios fusiformes e neurdnios multipolares grandes, além de

neurbnios bipolares pequenos, orientados em &angulo de 100 -

150° em relacdo ao aqueduto; 3) dorso-lateral, composta

predominatemente de células triangulares, pegquenos neurdnios

bipolares e multipolares, orientados em &ngulo de 30 - 70° em
relacdo ao aqueduto e, 4) dorsal, constituida por pequenos
neurdnios bipolares e multipolares sem orientacdo

preferencial.
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Na década de 90, Carrive e Bandler (1991), Bandler e
colaboradores (1991, 1991a) e Carrive (1993) propuseram uma
nova organizacdo para a SCP, Dbaseada na citoarquitetura
funcional, utilizando-se de respostas neurovegetativas e
comportamentais evocadas pela administracédo local de
aminoacidos excitatdérios (AAE). Segundo esses autores, a SCP
poderia ser subdividida de forma radial em cinco regides
distintas: dorso-medial, dorso-lateral, lateral, ventro-
lateral e ventral, cada uma delas formando uma coluna ao longo
do seu eixo rostro-caudal (Figura 1). Atualmente se destacam
apenas as primeiras 4 regides. Estas parecem possuir algumas
caracteristicas distintas entre si, principalmente no que diz
respeito a imunorreatividade celular, densidade de receptores,
conexbes aferentes e eferentes e funcdo (para revisdo ver
Bandler et al., 199la; Vianna e Branddo, 2003). Tal subdiviséo
mostrou ndo somente a importdncia de se levar em consideracéo
todas as dimensdes (dorso-ventral, medio-lateral e rostro-
caudal) da SCP, como também suscitou a necessidade de
caracterizacdo da area na SCP estudada nos diferentes
laboratdérios (Bandler et al., 1985; Beart et al., 1988;
Bandler e Depaulis, 1991; Rizvi et al., 1991, 1992; Bandler e
Shipley, 1994; Bandler e Keay, 1996; Chen e Aston-Jones, 1996;
Valverde-Navarro et al., 1996; Lonstein e Stern, 1997; Walker
et al., 1997; Fendt, 1998; De Oca et al., 1998; Vander-Horst
et al., 1998; Murphy et al., 1999; Teixeira e Carobrez, 1999;
Adamec, 2001; Omori et al., 2001; Molchanov e Guimaries,

2002) .
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Atualmente, essa é a subdivisdo mais aceita, pois baseia-se
em estudos que sugerem que a SCP ndo é uma estrutura cerebral

funcionalmente homogénea.

Intermediaria

rostral il
Intermediari

a caudal

L

.&ﬂ
%%
Fig. 1. Drawings illustrating the location and organisation of the PAG sub-
divisions along its rostrocaudal extent (after Ref. 2).

Figura 1. Esquema ilustrando a localizacgdo e a organizacgdo das
subdivisdes da SCP ao longo do seu eixo rostro-caudal
(DM=dorsomedial; DL=dorsolateral; L=lateral; VL=ventrolateral;
V=ventral). Adaptado de Bandler e Depaulis, 1991.

Nosso laboratério tem trabalhado desde 1983 (Carobrez et
al., 1983) com a porcdo dorsal da SCP (SCPd), qgque compreende
as colunas dorso-medial e dorso-lateral (SCPdl) descritas por
Bandler e colaboradores (Bandler et al., 1991, 1991a).

A SCPd parece possuir um conjunto de aferentes e eferentes
bastante especial, possuindo conexdes reciprocas com
estruturas cerebrais anteriores relacionadas com reacdes de
estados emocionais tais como coértex limbico, amigdala e
hipotalamo
(Krieger et al., 1979; Beitz, 1982; Meller e Dennis, 1986;
Beart et al., 1988; Graeff, 1990; Rizvi et al., 1991, 1992;

Canteras e Swanson, 1992; Cameron et al., 1995), sugerindo sua
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importéncia na regulacdo de estados emocionais, como a
ansiedade (Carrive, 1993)

, e com Aareas do tronco cerebral tais como ponte, bulbo,
cerebelo (Beitz, 1982; Holstege, 1991; Redgrave e Dean, 1991).
Além disso, a SCPd possui conexdes 1intrinsecas com outras
subdivisdes da SCP (Sandkuhler e Herdegen, 1995; Jansen et
al., 1998).

Essa interconectividade diversa mantém a SCPd em conex&o
com diferentes estruturas relacionadas ao sistema motor,
sensorial, limbico e autondmico (Beitz, 1982) e é o que
provavelmente possibilita a participacdo desta porg¢do da SCP

na mediacdo do comportamento defensivo.

1.2. Aspectos funcionais da SCP e Comportamento Defensivo

Importantes estudos, durante os Ultimos anos, tém associado
a SCP a cinco fungdes principais: 1) controle autondmico, 2)
lordose reflexa, 3) vocalizacdo, 4) modulacdo da dor e 5)
emocdes relacionadas ao medo e ansiedade (para revisdo ver
Behbehani, 1995). Recentemente, estudos com ratos demonstraram
o envolvimento da SCP no comportamento maternal (Miranda-Paiva
et al., 2003) e predatério (Comoli et al., 2003).

Desde a década de 60, o entendimento das funcgdes da SCP é
alvo de muito interesse. Um dos desencadeadores desse evento
foi o relato de Reynolds (1969) de que a estimulacdo da SCP
produzia uma analgesia tdo profunda em ratos gque uma
laparotomia poderia se realizada sem o uso de anestésicos

quimicos.
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Outro trabalho fundamental no entendimento da importéncia
funcional da SCP foi realizado por Nashold e colaboradores
(1969), que relataram que a estimulacdo da SCP em humanos
produzia fortes reacdes emocionais, descritas como sensacdes
de medo e morte iminente, acompanhadas de alteracdes
autondémicas: piloerecéo, sudorese, aumento da freqiéncia
cardiaca e ruborizacdo da face e pescogo.

Os comportamentos defensivos parecem ser as reacgdes mais
coordenadas e constantes em todos os animais vertebrados, o
que ¢é a principal garantia da ©preservacdo das espécies
(Endler, 1986). Varios investigadores relatam que o tipo de
oponente, seu tamanho e proximidade, a existéncia ou ndo de
vias de fuga determinam as tendéncias naturais do animal em
ameacar, atacar ou escapar (para revisdo ver Bandler, 1988;
Graeff, 1990).

Em 1981, Graeff postulou que a amigdala, o hipotdlamo e a
SCP seriam os principais componentes de um Sistema Cerebral
Aversivo, responséavel pela elaboracéao de manifestacdes
fisioldgicas e psicoldgicas de estados motivacionais negativos
(para revisdo, ver Graeff, 1990). A estimulacdo elétrica e
quimica destas regides induzem padrdes de comportamento
defensivo espécie-especifico e também causam manifestacgdes
comportamentais e subjetivas gque sugerem dgque o animal em
experimento estd submetido a uma experiéncia aversiva (Graeff,
1993) .

Estudos com gatos e ratos indicam que a SCP e o tegmento

adjacente préximo ao coliculo superior contém elementos
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neurais que medeiam a expressdo coordenada de reacdo de
defesa, seja provocada por estimulacéo elétrica ou
naturalmente (Adams, 1979). Em adicdo, muitos estudos mostram
que lesdes que destroem a SCP eliminam ou atenuam
drasticamente as reacdes desencadeadas por estimulo
nociceptivo, tanto por confrontacdo com outro animal, como por
estimulacdo do hipotdlamo ou da amigdala, sugerindo assim que
a regido central mesencefalica seria uma ‘via comum’ para a
reacdo defensiva, cuja integridade parece ser essencial para a
coordenacdo da reatividade defensiva do animal (Bandler, 1988;
Graeff et al., 1988).

Varios estudos tém demonstrado que diferentes formas das
reacdes emocionais sdo representadas em diferentes regides da
SCP. A reacdo de defesa, por exemplo, é melhor visualizada em
niveis mais caudais da SCP (Bandler et al., 1985). A
estimulacdo quimica de sitios laterais, préximos ao aqueduto,
evoca forte reacdo de defesa em gatos conscientes ou
decerebrados (Carrive et al., 1986), ao passo que o0s estimulos
quimicos aplicados em sitios ventrolaterais induzem
comportamento caracterizado por uma diminuic¢cdo da atividade
espontédnea e completa 1imobilidade (Zhang et al., 1990).
Alteracgdes autondmicas também podem ser observadas nestas
regides. A estimulacdo gquimica da coluna lateral da SCP
intermedidria evoca aumento da atividade autondmica simpéatica
e da atividade somatomotora associada a formas especificas de
comportamento defensivo. Em contrapartida, este tipo de

estimulacéo na coluna ventrolateral desencadeia efeitos
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opostos aos visualizados na coluna lateral (Bandler et al.,
1991).

Outro estudo a respeito do papel da SCPd na reacdo de
defesa foili realizado em ratos por Bandler e Depaulis (1991),
onde foi wverificado que o comportamento defensivo obtido
através de estimulacdo quimica ao longo do eixo
anteroposterior da SCP pode apresentar caracteristicas
distintas, que variam desde recuo defensivo (porcdo rostral)
até esquiva ofensiva (porcédo caudal).

Em resumo, esses estudos indicam qgque partes da SCP contém
elementos neurais responsaveis pela expressdo coordenada da
reacdo de defesa espontédnea ou induzida artificialmente

através da estimulacdo elétrica ou gquimica (Carobrez, 2003).

1.3 Participagcdo dos AAE no Comportamento Defensivo

Curtis e colaboradores (1959; 1960) foram os primeiros
pesquisadores a obter evidéncias concludentes sobre a poderosa
acdo excitatdéria do glutamato (GLU) e do aspartato sobre
neurdénios. Porém, somente a partir da década de 70, o GLU
tornou-se amplamente conhecido por ser O principal
neurotransmissor excitatdério dentro do sistema nervoso central
(SNC) de vertebrados (Meldrum, 2000).

O GLU pode exercer muitos papéis centrais, atuando em
diversos receptores especificos para AAE (Collingridge e
Lester, 1989). Os receptores do GLU podem ser classificados
genericamente como metabotrdépicos (mGLU) e ionotrdpicos (iGLU)

(para revisdo, ver Carobrez, 2003). Os receptores mGLU séo
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acoplados a proteina G e também representam alvos de acdo do
GLU no SNC (Monaghan et al., 1989)
Enquanto 1sso, o0s receptores 1iGLU foram subseqglientemente

classificados de acordo com o agonista mais seletivo e

subdividos em NMDA (n-metil-d-aspartato), AMPA (dcido O-amino-
3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropidnico) e cainato. Todos esses
receptores incorporam canais de ions que sdo permedveis a
cations, embora a permeabilidade relativa aos ions Na' e aos
ions Ca?" varie de acordo com a familia e a composicdo de
subunidades do receptor (Meldrum, 2000). Dentre os receptores
glutamatérgicos, o subtipo NMDA (Figura 2) tem sido o mais
estudado, em virtude da existéncia de antagonistas altamente

seletivos para esse receptor (Leeson, 1993).
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Figura 2. Esquema ilustrativo das subunidades do receptor NMDA
(A) seus diversos sitios de ligacdo (B).

O receptor NMDA é composto pelo agrupamento de gquatro ou
cinco subunidades (NR;, onde se liga a glicina, NRyy,p onde se
liga o GLU e NRsap), sendo a presenca de NR; e NR, necessaria
para tornar o receptor funcional (Yamakura e Shimoji, 1999;
para revisdo ver Carobrez, 2003). A composicdo de duas
subunidades NR; e duas NR, comporiam os receptores presentes em
maior numero no SNC (Dingledine et al., 1999) (Figura 2). Nas
condic¢bes de potenciais de membrana de repouso, 0s receptores
NMDA, gque sdo dependentes de voltagem, estdo inativos em
decorréncia do blogqueio por 1ions Mg?", prevenindo assim a
corrente de fluxo. No entanto, a despolarizacdo da membrana
pbds—-sindptica pela ativacdo de outros subtipos de receptores
ionotrbépicos (por exemplo, os AMPA) removerd o Dbloqueio
ocasionado pelo magnésio, resultando no influxo de céations
monovalentes (principalmente ions Na*) e divalentes
(principalmente ions Ca?') através do canal presente neste
receptor (para revisdo, ver Carobrez, 2003).

Outra caracteristica interessante é que esse receptor
possui diversos sitios de 1ligac¢do regulatdérios (Figura 2).
Além do sitio de ligagdo para o GLU, h& um sitio de
reconhecimento para o magnésio, um para o =zinco, um para as
poliaminas e outro sitio que reconhece concentracdes

submolares de glicina (GLI; Leeson e Iversen, 1994). A GLI é
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um neurotransmissor com papel duplo no SNC, exercendo efeitos
inibitérios em receptores sensiveis a estricnina (receptor
GLI.), ©presentes principalmente na medula (Delorey e Olsen,
1989; McGeer e McGeer, 1989) e efeito estimulatdério no
receptor NMDA, onde atua como “co-agonista” deste complexo-
receptor (Kemp e Leeson, 1993; Leeson e Iversen, 1994), sendo
insensivel a estricnina (Thomson, 1990).

O complexo do receptor NMDA estd envolvido em muitos
processos funcionais, tais como: memdria, aprendizado,
desenvolvimento neuronal e plasticidade sinadptica (Morris,
1989; Cotman e Monaghan, 1988; Bliss e Collingridge, 1993;
Lujan et al., 2005), excitotoxicidade neuronal decorrente de
isgquemia e hipoglicemia (McCulloch, 1992; Lipton e Rosenberg,
1994; Whetsell, 1990), epilepsia e outros transtornos
neurodegenerativos (Meldrum, 1985) dependéncia e toleréncia
quimica (Marek et al., 1991; Rossetti e Carboni, 1995), dor
neuropatica (Parsons, 2001; Aley e Levine, 2002) e disturbios
afetivos como depressdo e ansiedade (Graeff et al., 1988;
Graeff, 1991; Matheus et al., 1994; Maes et al., 1995; para
revisdo ver, Bergink et al., 2004).

Nos UGltimos anos, estudos comportamentais destacam o
envolvimento dos receptores NMDA na mediacdo das reacdes
defensivas (Teixeira, 2002; Moreira et al., 2004). De maneira
complementar, estudos revelaram que o0s receptores NMDA estdo
presentes de forma expressiva na coluna dorsolateral em toda a
extensdo rostrocaudal da SCP (Albin et al., 1990; Beitz,

1995).
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Os estudos pioneiros a respeito da relacédo entre
comportamento defensivo e SCPd foram realizados através de
estimulacdo elétrica (Bandler e Depaulis, 1991). Porém, desde
que a estimulacdo elétrica é incapaz de discriminar axdénios de
passagem de corpos celulares (Ranck Jr, 1975), Goodchild e
colaboradores (1982) sugeriram que a técnica de microinjecédo
de AAE poderia resolver este problema, pois os AAE estimulam
apenas 0s corpos celulares (e seus processos dendriticos).

Krieger e Graeff (1985) demonstraram que microinjecdes de
GLU induziam repostas comportamentais e neurovegetativas
caracteristicas da reacdo de defesa, o mesmo ndo ocorrendo
quando as microinjecdes eram feitas em regides fora da SCPd.

Desde 1985, nosso laboratdério investiga o papel dos AAE no
comportamento defensivo (para revisdo ver Carobrez, 2003). Os
resultados iniciais mostraram que a microinjecdo de GLU na
SCPd era capaz de evocar o comportamento defensivo em ratos,
um efeito que poderia ser Dbloqueado seletivamente por
antagonistas dos AAE (Carobrez, 1987; Graeff et al., 1988;
Carobrez, 2003).

Nesse sentido, demais estudos revelaram que 1injecdes de
antagonistas do receptor NMDA tanto sistémicas (Wenger, 1980;
Branddo et al., 1980; Bennett and Amrick, 1987; Stephens et
al., 1986; Trullas et al., 1989; Kehne, et al., 1991;
Blanchard et al., 1992; Cobert e Dunn, 1991; 1993; Kotlinska e
Liljequist, 1998; Bertoglio e Carobrez, 2003) quanto intra-
SCPd (Dunn et al., 1989; Schmmitt et al., 1990; Guimardes et

al., 1991; 1993; Matheus et al., 1994; Teixeira e Carobrez,
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1999; Carobrez et al., 2001; Molchanov e Guimardes, 2002)
resultaram em um perfil ansiolitico em diversos modelos
animais de ansiedade. Pelo contrario, agonistas da subunidade
NR, (GLU, NMDA) ou NR; (glicina, D-serina) do receptor NMDA
produziram efeitos ansiogénicos, quando microinjetados na SCPd
(Schmitt et al., 1995, Teixeira e Carobrez, 1999; Carobrez et
al., 2001). Evidéncias do envolvimento da SCPd no efeito de
compostos ansio-seletivos foram obtidas em um estudo onde
microinjecdes do antagonista competitivo do sitio da glicina
na SCPd aboliram os efeitos ansiogénicos do pentilenotetrazol
(PTZ), aplicado intra-peritonealmente (IP). Ja as
microinjecdes de glicina na SCPd reduziram os efeitos
ansioliticos do diazepam, uma droga que facilita a transmisséao
GABAérgica, injetado pela wvia sistémica, sugerindo que a
atividade excitatdéria do receptor glutamatérgico do tipo
NMDA/GLIs na SCPd poderia comprometer o efeito ansiolitico de
benzodiazepinicos (De-Souza et al., 1997; Carobrez, 2003).

Em adicdo, o fato de que o GLU pode induzir a formacdo de
6xido nitrico (NO) merece ser relatado, pois alguns autores
sugerem que o NO pode ter um papel em mediar a fisiologia e a
neurotoxicidade do GLU (Dawson et al,., 1991). Além disso, o
NO parece mediar o aumento de 3’,5’-monofosfato ciclico de
guanosina (GMPc) que ocorre na ativacdo dos receptores NMDA

(Garthwaite e Boulton, 1995).

1.4. Participacgéao dos Amino Acidos Inibitérios no

Comportamento Defensivo
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0 adcido y-Aminobutirico (GABAR) é o} principal
neurotransmissor inibitério do SNC de vertebrados tanto pelo
numero de sinapses, como pela importédncia funcional (Krnjevic,
1974; DeFeudis, 1977; H6sli e H6sli, 1978; Johsnton, 1978;
Mehta e Ticku, 1999). O GABA atua em trés classes diferentes
de receptores: GABA,, GABAz e GABRA. (Bowery et al., 1980; Hill e
Bowery, 1981; Drew et al., 1984; para revisdo, ver Chebib e
Johnston, 1999).

Os receptores GABA, s&o uma familia de proteinas hetero-
oligoméricas sinédpticas e extra-sinapticas capazes de
transduzir o sinal inibitdério intrinseco do GABA (Barnard et
al., 1998; Korpi et al., 2002a,b; Basile et al., 2004). O
receptor GABA, consiste de cinco subunidades (Figura 3)

arranjadas ao redor de um poro central (Haefely et al., 1993).
Estas subunidades derivam de sete familias (a, B, Yy, o, € 0 e

P) codificadas por 16-19 genes diferentes (Rudolph et al.,

2001; Korpi et al., 2002a). Grande parte dos receptores GABA, é
composta pelas subunidades d, B e Yy (Barnard et al., 1998),

sendo a combinacdo 01B2y2 a que prevalece em cérebros de ratos

(McKernan e Whiting, 1996). Demonstrou-se ainda que o GABA
liga-se a uma subunidade [, enquanto os benzodiazepinicos e

drogas relacionadas ligam-se a uma das subunidades a (Doble,
1999). Quando o GABA liga-se no seu sitio de reconhecimento
(Figura 3), o complexo do receptor ¢é ativado, causando a
abertura do canal de Cl°, segquido do influxo do ions Cl- no

neurdénio. Este influxo de ions Cl° produz uma corrente pbds-
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sindptica inibitéria que  hiperpolariza o neurdnio pobs-
sindptico. A diminuicdo da atividade neuronal seguida da
ativacdo do complexo do receptor GABA, pode alterar rapidamente
a funcéo cerebral (Basile et al., 2004).

Os receptores GABA; sdo acoplados a canais de Ca** ou K,
assim como a sistemas de segundos mensageiros (Chebib e
Johnston (1999). Enquanto 1sso, o0s receptores GABA. parecem

estar simplesmente ligados a canais de cloreto (Enz e Cutting,

1998) .
Sitio da
picrotoxina Sitio dos esteroides
Figura 3. Esquema iriustrativo do recepror uwabs, e seus sitios
de ligac: Sitio dos iferentes compostos. Sitio dos
barbitdricos Benzodiapinicos

Um grande numero de interne1g§&$)s GABAérgicos é encontrado
em estruturas mesolimbicas envolvidas na modulacéao do
comportamento defensivo, tais como hipocampo, septo lateral,
amigdala e SCP (Scheel-Kriiger e Petersen, 1982; Sanger, 1985;
Shepard, 1986, 1987; Cherrubini%mfm_Conti, 2001, Mody, 2001;
para revisdo, ver Millan 2003). nna..ses imunocitoquimicas de
neurbnios contendo GABA ou GAD (glutamato descarboxilase)
mostraram que esse aminoadcido inibitério estd presente, de
maneira ndo uniforme, ao longo de todo eixo rostro-caudal
(Barbaresi e Manfrini, 1988; Williams e Beitz, 1990, Beitz,
1995) e, em relacdo ao plano coronal, na coluna dorsolateral
da SCP (Reichling e Basbaum, 1990; Beitz, 1995; Lovick e Paul,
1999; Griffiths e Lovick, 2002).

Relatos obtidos a partir de estudos comportamentais, usando

modelos animais de aversao, tém fornecido evidéncias
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consistentes para a 1interacdo da acdo anti-aversiva de
benzodiazepinicos com mecanismos GABAérgicos na SCP.

Estudos mostraram gque respostas aversivas evocadas pela
estimulacdo da SCPd de ratos s&do atenuadas apds injecdes
sistémica ou intra-SCPd de drogas ansioliticas como
benzodiazepinicos e barbituricos (Schenberg and Graeff, 1978;
Schenberg et al., 1981; Branddo et al., 1982; Clarke and File,
1982; Schenberg et al., 1983; Russo et al., 1993). Em adicédo,
efeitos anti-aversivos foram relatados apds a microinjecdo de
agonistas dos receptores GABA, (ex: prograbide, muscimol), mas
ndo de receptores GABA; (baclofen), intra-SCPd (Bovier et al.,
1982; Audi e Graeff, 1984; Graeff et al., 19806) e
intracerebroventricular, respectivamente, sugerindo que a
estimulacéo dos receptores GABA,, mas nao dos GABAg,
participariam da induc¢do do perfil ansiolitico em ratos
(Zarrindast et al., 2001).

Pelo contrario, antagonistas GABAérgicos (como a bicuculina
e a picrotoxina) aplicados intra-SCPd desencadeavam o)
aparecimento das mesmas respostas comportamentais que @ as
induzidas por estimulacdo elétrica, caracteristicas de reacgdes
de defesa (Branddo et al., 1982; Schenberg et al., 1983;
Depaulis e Vergner, 1986; Graeff et al., 1986; Bandler, 1988;
Graeff, 1990; Shaikh e Siegel, 1990; Branddo et al., 1999).
Nesse contexto, a injecdo sistémica de PTZ, um antagonista do
sitio da picrotoxina acoplado no receptor GABA, (Ramamjaneyulu
and Ticku, 1984; Squires et al., 1984; Huang et al., 2001)

(Figura 3), tem demonstrado, em doses subconvulsivantes,
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propriedades ansiogénicas em humanos (Rodin, 1958; Rodin and
Calhoun, 1970;) e numa variedade de modelos animais (Lal and
Emmett-Olglesby, 1983; File e Lister, 1984; File e Pellow,
1985; Corda et al., 1992; Jung et al., 2001; Jung et al.,
2002), incluindo o teste do LCE (Pelow et al., 1985; Lopes-da-
Silva et al., 1996; De Souza et al., 1997).

De-Souza e colaboradores (1997) demonstraram que o efeito
ansiogénico induzido pelo PTZ em ratos submetidos ao LCE foi
revertido pela administracdo de &cido 7-cloroquinurénico, um
antagonista do sitio GLIg, na SCPd. Em adicéo, estudos
realizados por Rocha e colaboradores (1996) demonstraram que
uma Unica injecdo intraperitoneal (IP) de PTZ foi capaz de
produzir uma diminuicdo da ligacdo de benzodiazepinicos na
SCPd1l.

Esses dados sugerem gque a SCPd tem uma importante
participacéo nos efeitos induzidos pela administracgéo

sistémica de PTZ.

1.5. Labirinto em Cruz Elevado e Comportamento Defensivo

Os modelos animais de ansiedade tém sido amplamente
utilizados para estudar os comportamentos de defesa, o0s
diferentes sistemas de neurotransmissdo e as diferentes
estrututras neurais envolvidas nesse comportamento (Griebel,
1995; De-Souza et al., 1997; Walker e Davis, 1997; Menard e
Treit, 1999; Teixeira e Carobrez, 1999; Adamec, 2001;
Teixeira, 2002; Nelovkov et al., 2003). A maioria deles &

baseada na medida de comportamentos exploratdrios em ambientes
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novos e aversivos (para reviséo, ver Rodgers, 1997). O
comportamento exploratdério ¢é caracterizado como um balancgo
entre a Dbusca da novidade e o comportamento de esquiva
(Nelovkov et al., 2003). Um teste amplamente utilizado para se
avaliar medidas de comportamento exploratério ¢é o LCE
(Rodgers, 1997).

O LCE originou-se de observacdes realizadas por Montgomery
(1955), no que diz respeito a relagdo entre medo e
comportamento exploratdédrio dos ratos. Esta relacdo entre medo
e curiosidade, que ocorre gquando o rato ¢é colocado em
ambientes novos, provoca um conflito caracteristico de
aproximacdo-esquiva. O modelo assenta-se no comportamento
exploratério espontdneo de roedores em um ambiente com dois
niveis de maior (bracos abertos) ou menor (bracos fechados)
aversividade. Esse fato gera inicialmente um conflito
aproximacdo-esquiva aos bracos abertos, resultado da tendéncia
exploratéria do roedor e do medo/novidade (Carobrez, 2003).
Assim, as proporc¢des das atividades (fregliiéncia de entradas e
tempo) nos bracos abertos do LCE s&o tidas como indices
cldssicos de ansiedade (Handley e Mithani, 1984; Pellow et
al., 1985). Neste contexto, animais tratados com drogas
ansiogénicas diminuem significativamente a atividade
exploratéria dos bracos abertos, quando comparados aos animais
controle, enquanto o tratamento com drogas ansioliticas induz
efeitos opostos (Pelow et al., 1985).

Uma caracteristica marcante do LCE é que ele é capaz de

evocar aversdo/medo “per se” (Teixeira, 1999). 0Os principais
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argumentos para essa proposicdo sdo: 1) aversdo aos bracgos
abertos do labirinto (Pellow et al., 1985); 2) medo aprendido,
sem habituacdo (Treit et al., 1993; Bertoglio e Carobrez,
2000); 3) aumento da corticosterona plasméatica (Pellow et al.,
1985; Rodgers et al., 1999); 4) analgesia Dblogqueada por
ansioliticos (Lee e Rodgers, 1990) . Em adicéo, estudos
imunohistoquimicos evidenciam uma possivel relagdo entre os
comportamentos evocados no LCE, comportamentos de medo/defesa
e estruturas cerebrais ativadas. Expressdo aumentada de Fos na
SCP foi detectada apds a exposicdo ao LCE (Silveira et al.,
1993), a um predador (Canteras e Goto, 1999), ao odor de um
predador (Dielenberg et al., 2001), ao som ultrassodnico
aversivo (Beckett et al., 1997), durante sobressalto aclUstico
potencializado pelo medo (“startle”) (Campeau et al, 1997), e
como resultado de injecdo sistémica de drogas ansiogénicas
(Singewald e Sharp, 2000).

Nos Ultimos anos, a andlise dos 1indices <cléassicos de
ansiedade no LCE tem sido uma ferramenta Util na avaliacdo dos
efeitos ansiogénicos e ansioliticos de muitas drogas (Pellow
et al., 1985; Guimardes et al., 1991; File, 1992; Russo et
al., 1991; 1993; Handley e MacBlane, 1993; Treit et al., 1993;
Guimarédes et al., 1994; Rodgers e Cole, 1994; Schmitt et al.,
1995; De-Souza et al, 1997; Molchanov e Guimardes, 2002). No
entanto, estudos recentes indicam que a sensibilidade do
modelo pode ser incrementada adotando-se uma abordagem mais
detalhada, que inclua a anédlise de parémetros etoldgicos

(posturas defensivas, reagdes de congelamento, comportamento
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de avaliacdo de risco e esquiva) e/ou andlise minuto a minuto
(Rodgers et al., 1996; Holmes e Rodgers, 1998; Lamprea et al.,
2000; Bertoglio e Carobrez, 2002; Teixeira, 2002). Outro
aspecto a ser considerado é o efeito da experiéncia prévia ao
LCE. Algumas pesquisas revelaram gue uma exposicdo ao LCE é
suficiente para afetar as respostas comportamentais e
farmacoldédgicas de roedores numa segunda exposicdo ao mesmo
labirinto (Rodgers et al., 1996; Holmes e Rodgers, 1998;
Bertoglio e Carobrez, 2000; Teixeira, 2002), 1isso porque o
medo ou ansiedade gerados pela exposicdo inicial ao LCE
parecem ser do tipo 1incondicionado, enquanto na segunda
exposicdo o medo parece ser condicionado (File e Zangrossi,
1993; File et al., 1996) e adquirido ao longo dos minutos da

primeira exposicéao (Holmes e Rodgers, 1998; Bertoglio e

Carobrez, 2002).
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2. OBJETIVOS

Tendo em vista os fatos relatados na introducdo, nos
propusemos a 1nvestigar se a SCPdl modularia o efeito
ansiogénico induzido pelo PTZ em ratos submetidos ao LCE. Esta
andlise foi realizada através da manipulacdo quimica dessa
estrutura cerebral associada a administracdo de PTZ pela via
sistémica. Para tanto, o0s seguintes objetivos especificos

foram delineados:

a) verificar a acdo da lidocaina microinjetada na regido
caudal da SCPdl no efeito tipo ansiogénico do PTZ administrado

IP em ratos submetidos ao teste do LCE;

b) wverificar a acdo do muscimol microinjetado na regiéo
caudal da SCPdl no efeito ansiogénico do PTZ administrado 1IP
em ratos expostos ao teste, e observar as conseqgliéncias

comportamentais durante o re-teste no LCE;

c) verificar o acdo do APS5 microinjetado na regido caudal
da SCPdl no efeito ansiogénico do PTZ administrado IP em ratos
expostos ao teste, e observar as conseqiiéncias comportamentais

durante o re-teste no LCE.
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Consideracdes Eticas

O presente trabalho envolveu procedimentos experimentais
que estdo de acordo com as normas da Sociedade Brasileira de
Neurociéncias, e que foram aprovados pelo Comité de Etica da
Universidade Federal de Santa Catarina (278/CEUA e
23080.006118/2004-36/UFSC). Em adicdo, procuramos utilizar um
tamanho de amostra minimo e adequado para as analises
estatisticas e extrair o maximo de informacdes relevantes para

o cumprimento dos objetivos propostos.

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar albinos machos, com 3-4 meses
de idade, pesando entre 300 e 400 g. Os animais foram alojados
em gaiolas plésticas (15 x 36 x 30 cm), em duplas ou trios.
Durante todo o periodo de permanéncia no biotério, os animais

tiveram 1livre acesso a 4&gua e racdo, e foram mantidos em

ambiente com temperatura (23 £ 1 °C) e ciclo de 1luz (12 h

claro/escuro) controlados, iniciando o claro as 7 h.

3.2. Drogas e Solucgdes

Nos experimentos realizados as seguintes drogas foram

utilizadas: xilazina (10 mg/ml; Rompun®, Bayer, Brasil),
quetamina (58 mg/ml; Dopalen®, Agribrands, Brasil),
pentilenotetrazol (6,7,8,9-tetrahidro-5H-tetrazolo-[1,5-a]

azepine; Sigma, Alemanha) 30 mg/kg/ml, liquor artificial (NaCl
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126,606 mM, NaHCO; 27,4 mM, KCl1 2,4 mM, KH,PO, 0,5 mM, CaCl, 0,89
mM, MgCl, 0,8 mM, Na,HPO, 0,48 mM e glicose 7,1 mM com pH =

7,4), lidocaina (2-dietil-N-[2, 6-dietifenil]-acetamida HC1,

RBI, EUA) 40 nmol, AP5 (4cido *-2-amino-5-fosfonopentandico,
RBI, EUA) 3,0 e 6,0 nmol, muscimol (Tocris, UK) 0,25 e 0,50

nmol e Azul de Evans (Sigma, EUA).

3.3. Cirurgia Estereotaxica

Cada animal foi anestesiado com uma injecdo IP de 1,5 ml/kg
de uma solucdo combinada de xilazina (10 mg/ml; Rompun®, Bayer,
Brasil) e quetamina (58 mg/ml; Dopalen®, Agribrands, Brasil).
Uma vez verificada a perda total dos reflexos, procedeu-se a
tricotomia de toda a parte superior da cabeca do animal.

Apbs a adaptacdo do animal ao aparelho estereotéaxico
(Stoelting, mod. 300, EUA), realizou-se a assepsia da area
desejada com alcool iodado. Injetou-se entdo, uma solucgdo de
xilocaina com adrenalina (2 %) por via subcutdnea, visando a
formacdo de uma papula, que ndo sbé6 tinha efeito anestésico
local e vasoconstritor, como também orientou na retirada de
uma pequena area ovalada da pele. Em seguida, realizou-se a
raspagem do peridsteo, deixando a calota craniana exposta
permitindo a visualizacdo da sutura lambddéide e da coronéaria.
O crénio foi posicionado no aparelho estereotédxico de forma
que o bregma e o lambda ficassem situados em um mesmo plano
horizontal. O osso foi novamente seco e a calota craniana foi
perfurada com uma broca odontoldgica para a fixacdo de dois

parafusos de aco inoxidavel e de uma cénula-guia. Os dois
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parafusos foram colocados logo atrds da sutura corondria. Para
o implante da cdnula na SCPdl, as coordenadas obedecidas,
segundo Paxinos e Watson (1998), foram as seguintes: antero-
posterior = -7,6 mm, em relacdo ao bregma, médio-lateral = 1,9
mm e dorso-ventral = 2,0 mm a partir da superficie externa do

o

osso craniano, em um angulo de 22 °. A canula foi adaptado um

mandril n°® 30, com o intuito de prevenir o seu entupimento.

Uma vez adaptados, os parafusos, a cénula e o mandril,
novamente o osso fol seco e a Area aberta foi preenchida com
uma camada de acrilico auto-polimerizavel que, ao endurecer,
incorporou todas as pecas em uma probdtese sbdlida. Decorridos
alguns minutos para a secagem total desta, o animal pdde ser
retirado do aparelho estereotaxico.

Apbs a cirurgia, cada animal foi colocado numa caixa
especifica para recuperacdo, dotada de uma lampada de 40 W
para evitar a hipotermia conseqiiente a anestesia geral.
Posteriormente, o©os animais foram colocados aos ©pares em
gaiolas, com livre acesso a agua e comida, onde permaneceram

por no minimo 5 dias, até a data do experimento.

3.4. Canulas

As cénulas-guia implantadas a fim de ©possibilitar as
microinj¢des na SCPhd1 foram confeccionadas em nosso
laboratério a partir de agulhas descartéaveis 25 x 7 mm. Com o
auxilio do paquimetro (Mitutoyo - Brasil), as cédnulas foram
cortadas no comprimento de 13 mm. Cada cénula possuia um

anteparo (préoprio da agulha utilizada), o qual nédo permitia
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sua total introducdo pelo orificio feito previamente com a

broca odontolébgica.

3.5. Microinjec¢do Intracerebral
Foram utilizadas agulhas de 16,2 mm confeccionadas a

partir de agulhas odontoldgicas, conectadas por um tubo de

polietileno a microseringa (Hamilton, 5 Ml). A seringa foi
preenchida com &gua destilada e as solugdes a serem injetadas,
separadas por uma bolha de ar. A agulha possuia 3,2 mm a mais
do que a cénula-guia, de maneira que as drogas fossem
realmente microinjetadas na SCPdl.

Para a microinjeg¢do, o animal foi imobilizado manualmente e
fol retirado o mandril adaptado a cénula-guia durante o ato
cirtrgico. Com o auxilio de limas odontoldgicas, cortadas de
maneira a ndo ultrapassar 13 mm de comprimento, a canula-guia

foi limpa. Posteriormente, a agulha foi introduzida pela

cidnula. Em cada animal foi injetado 0,3 M1 de solucgédo, em 30 s.
Em seguida, o animal permaneceu na sua gaiola, até o momento

de sua exposicdo ao LCE.

3.6. Teste Comportamental
Esse equipamento, em forma de cruz, elevado 50 cm do ché&o,
é composto por dois bracos fechados por paredes (50 x 10 x 40

cm) opostos a dois bracgos abertos (50 x 10 cm), sendo que tais
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bracos abertos sdo circundados por um anteparo de acrilico (1
cm de altura) para evitar a queda dos animais.

O modelo estava localizado numa sala com luz amarela, cuja
intensidade n&o ultrapassava 44 lux. Apbs o teste de cada

animal, os equipamentos foram limpos com solugdo de etanol 10

o°

3.7. Protocolo Experimental

O trabalho teve 3 etapas. Com excecdo da primeira etapa na
qual os animais foram submetidos somente ao teste, todos os
outros animais foram submetidos ao teste e re-teste no LCE,
durante 5 min cada, num intervalo de 24 h. As duas exposicdes
ao LCE foram gravadas em fitas para leitura posterior.

Na etapa I, foram avaliados os efeitos da microinjecd&o de
lidocaina na SCPdl de ratos previamente tratados com uma
injecdo IP de PTZ.

Na etapa II, foram avaliados os efeitos da microinjecdo de
um agonista do receptor GABA,, muscimol, na SCPdl de ratos
previamente tratados com uma injecdo IP de PTZ.

Na etapa III, foram avaliados os efeitos da microinjecdo de
um antagonista do receptor NMDA , AP5, na SCPdl de ratos
previamente tratados com uma injecdo IP de PTZ.

No dia do teste, os animais eram transferidos para uma sala
onde permaneciam por 1 hora para ambientalizacdo. Em seguida,
os animais recebiam a injecdo IP (salina ou PTZ 30 mg/kg) e,

20 min depois, estes animais eram transferidos isoladamente
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para uma ante-sala onde recebiam a microinjecdo intra-SCPdl de
uma das seguintes solucdes:

a. liquor artificial;

b. lidocaina (40 nmol);

c. AP5 (3,0 ou 6,0 nmol);

d. Muscimol (0,25 ou 0,50 nmol).

Apbs a microinjecdo, o animal era recolocado na sua gaiola
onde permanecia por mais 10 min sendo entdo submetido ao
teste.

O animal era transferido para a sala do teste, onde era
colocado diretamente na plataforma central do LCE com a cabeca
voltada para um dos bracos fechados e seu comportamento era
registrado com uma camera de video por um periodo de 5 min, de
acordo com o procedimento descrito por Pellow e colaboradores
(Pellow et al., 1985). Vinte e quatro h apds, os diferentes
grupos foram novamente submetidos ao LCE por 5 min, sem
administracédo de drogas.

E interessante salientar que os grupos experimentais e os
controles foram realizados em paralelo; todos os experimentos
foram realizados entre 13 e 17 h e as doses, assim como oOs
tempos de tratamento, foram selecionados de acordo com dados
da literatura (De-Souza et al., 1997; Panddssio e Brandéao,
1999; Pessatti, 1999; Teixeira, 2002).

Apds os experimentos, os registros em videos foram lidos e

os comportamentos anotados minuto-a-minuto.

3.8. Andlise Comportamental de ratos submetidos ao LCE
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Os parémetros comportamentais registrados minuto a minuto
durante o teste e/ou re-teste foram:
- Freqiiéncia de entradas dos animais nos bracgos abertos e nos
bracos fechados do labirinto;

- Tempo de permanéncia dos animais nos bragos abertos e nos

bracos fechados do labirinto;

- Freqgiéncia de tentativas de entradas nos bragos abertos,
sendo considerado tentativa, o ato do animal colocar até 3
patas em um dos bracos abertos, seguida de retracdo a
posicdo original. Este parédmetro parece estar relacionado a
comportamento de avaliacdo de risco (Bertoglio e Carobrez,
2000) .

Posteriormente calculou-se os indices classicos de
ansiedade: a porcentagem de numero de entradas nos Dbracos
abertos em relacdo ao numero total de entradas em qualgquer um
dos bracos (%EBA) e a porcentagem de tempo nos bracos abertos
($TBA), durante os 5 minutos de exposicdo ao LCE.

De maneira complementar, foi feita uma andlise minuto-a-
minuto da $TBA visando fornecer uma avaliacdo temporal do
comportamento de esquiva e tragar um panorama geral sobre o
perfil comportamental de ratos submetidos ao teste/reteste no

LCE.

3.9. Perfusdo e Histologia
Apbs o teste comportamental, os animais foram novamente
anestesiados com a combinacdo anestésica descrita no item

3.2., por via IP e perfundidos, via intracardiaca, com solucédo
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salina (NaCl 0,9 %), seguida por uma solucdo de formaldeido

Posteriormente, os animais foram decapitados e receberam

uma microinjecgdo de Azul de Evans (0,30 Ml) para determinar o
sitio da microinjecdo. Seguiu-se a remocdo dos cérebros que
foram acondicionados em solucdo formaldeido (10 %), por um
minimo de 3 dias. Os cérebros foram fatiados em um micrdétomo
de congelamento. Os sitios das injecdes podem ser visualizados
na Figura 4, os quais foram identificados através da
comparacdo do corte com o diagrama do atlas de Paxinos e
Watson (1998). Foram incluidos na andlise estatistica os
animais com histologia positiva, ou seja, com microinjecdo na
SCPdl. E importante ressaltar que animais cuja microinjecédo
localizou-se no coliculo superior foram considerados como

controle “out”.




44

Fig. 4. Diagrama de cortes mesencefalicos coronais de cérebro
de rato, ilustrando os sitios das microinjecdes, marcados com
Azul de Evans, na porcdo caudal da SCpdl. Os <circulos
representam os acertos na area de interesse e os asteriscos
outros locais, como coliculo superior. Os sitios aparecem em
numero reduzido devido a sobreposicido dos mesmos (Adaptado de
Paxinos e Watson, 1998).

3.10. Analise Estatistica

Os dados do teste e/ou re-teste (sessdes de 5 minutos),

expressos como média * erro padrdo da média (EPM), foram
inicialmente submetidos ao teste uni-variado de Bartlett, para
a verificacdo de homogeneidade das variéncias; os dados $TBA
dos grupos AP5 nao eram homogéneos, sendo, portanto,
transformados pela raiz quadrada, com o objetivo de
homogeneizar a amostra.

Todos os pardmetros estudados foram submetidos a anadlise de
varidncia (ANOVA) de duas vias. Os tratamentos IP e intra-
SCPdl e o teste/re-teste ou minuto-a-minuto (medida repetida)
foram considerados como variaveis independentes; os paradmetros
comportamentais observados foram considerados como variaveis
dependentes e a histologia positiva foi considerada como
condicéo.

Valores significativos de tratamento e teste/re-teste (ou
minuto-a-minuto) indicados pela ANOVA foram submetidos ao
teste post hoc de Newman-Keuls, de comparacdo combinada. As
diferencas foram consideradas significativas para p<0,05 e os

valores entre 0,05<p<0,1 foram consideradas como tendéncias.
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4. RESULTADOS

4.1 ETAPA 1. Efeitos da inativagdo temporaria e reversivel com
lidocaina microinjetada na SCPdl sobre o comportamento de
ratos previamente tratados com PTZ submetidos ao LCE.

Os resultados obtidos nesta etapa experimental estéo
representados nas figuras 5 a 7 e na Tabela I.

A Fig. 5 mostra os efeitos da interacdo entre os
tratamentos com PTZ sistémico e microinjecdo intra-SCPdl de
liguor ou lidocaina. A ANOVA de duas vias mostrou que héa uma
interacdo entre o tratamento IP versus o tratamento intra-
SCPdl para os parédmetros STBA (Fi,4 = 14,42; p<0,001) e SEBA
(Fi1,48 = 12,09; p<0,01). A andlise post hoc mostrou que em ratos
gue receberam liquor, o) PTZ (30 mg/kqg) reduziu
significativamente a atividade nos bracos abertos (%$TBA e %
EBA) do LCE, confirmando a propriedade tipo ansiogénica desta
droga. Entretanto, em animais que receberam lidocaina (40
nmol) intra-SCPdl, a injecdo sistémica de PTZ ndo foil capaz de
alterar a atividade nos Dbracos abertos do LCE, quando
comparado ao grupo controle microinjetado com liquor (grupo

PTZ-1liquor) .
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FiguB 5. Efeitos da administracdo intra-SCPdl de lidocaina
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significativa entre a lidocaina e seu respectivo controle.

bracos abertos do LCE em ratos pré-
tratados com pentilenotetrazol (PTZ; IP). Os dados representam
(n= 11-15). * p<0,05 diferenca significativa
seu respectivo controle. # p<0,05 diferenca
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Na Figura 6 podemos observar a $TBA ao longo dos 5 min de
exposicdo no LCE. Nos animais gque receberam salina (Figura
6A), a ANOVA para medidas repetidas detectou efeito marginal
do tratamento intra-SCPdl (Fi,.6 = 3,96; p = 0,057) e da
exposicdo minuto-a-minuto (F4,10. = 4,30; p<0,01), independente
do tratamento 1intra-SCPdl sobre a STBA. O teste post hoc

mostrou dgque para ambas as curvas referentes ao tratamento

intra-SCPd1l (liquor e lidocaina) ha uma diminuicdo
significativa (p<0,05) na S%$TBA ao longo dos 5 min da

exposicdo, isto é, no Ultimo min da sessdo a %TBA & menor do
que nos trés primeiros min, sugerindo que ha& uma aquisicdo
gradual da resposta de esquiva aos bracos abertos.

Para o grupo dque recebeu PTZ (Figura 6B), a ANOVA para
medidas repetidas detectou um efeito significativo tanto do
tratamento intra-SCPdl (F;,,, = 10,99; p<0,003) quanto do tempo
(Fy,8 = 6,74; p<0,0001). Em relacdo ao tratamento intra-SCPdl,
o teste post hoc mostrou que a administracdo de lidocaina em
ratos previamente tratados com PTZ IP aumentou
significativamente (p<0,05) a $%$TBA qgquando comparados aos qgue
receberam ligquor. Quanto a exposicdo minuto-a-minuto, o teste
post hoc mostrou também gque h& uma diminuicdo gradativa

(p<0,05) ao longo dos 5 min de exposicdo ao modelo, isto &, a

$TBA ¢é menor no 3°, 4° e 5° min quando comparados ao 1° min

somente para o grupo lidocaina.
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Figura 6. Perfil minuto-a-minuto da S%TBA apds a inativacdo da
SCPdl com microinjecdo de lidocaina 40 nmol, 10 minutos antes,
em ratos pré-tratados com SALINA (A) ou PTZ 30 mg/kg (B) 30
minutos antes da exposigcdo ao teste do LCE. As curvas
representam as médias da %$TBA do LCE. * p<0,05 diferenca
significativa entre as curvas.

Por fim, todos esses resultados foram observados na
auséncia de efeitos sobre a atividade exploratdéria geral,

representada pelo ntmero de EBF (Figura 7A).
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A ANOVA mostrou um efeito significativo para o tratamento
IP no parédmetro avaliacdo de risco (Fi,4¢ = 4,77; p<0,04). O
teste post hoc revelou que ratos qgque receberam PTZ reduziram
comportamentos de avaliagdo de «risco 1independentemente do
tratamento intra-SCPdl (Figura 7B).

Na Tabela I podemos observar que o tratamento com lidocaina
em outra estrutura cerebral, o coliculo superior, ndo impediu

a expressdo do efeito ansiogénico do PTZ.

Tabela I. Efeito comportamental da administracdo IP de PTZ 30
mg/kg em ratos microinjetados com liquor ou lidocaina na SCPdl

(n=11-15) ou no coliculo superior (CS) (n=6-10).
SCPdl CS

Liquor Lidocaina Liquor Lidocaina
% TBA 6.9+2.0 19.1+£32* 6.5+3.2 6.7+3.1
% EBA 16.7 £3.8 35636 % 21.7+8.8 18.6 £7.0
EBF 5707 6.5+0.9 3.3+0.7 3.1%0.7
Avaliagdo de risco 6.5+0.7 52+0.8 48+1.3 58+1.1
OBS: Os valores representam a média + EPM. * p<0,05,

significativemente diferente do grupo liquor.
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Figura 7. Efeitos da microinjecd&o (0,3 M1l) de lidocaina 40 nmol
na SCPdl em ratos previamente tratados com PTZ IP 30 mg/kg,
10 e 30 minutos antes, respectivamente, da exposicdo ao LCE,
sobre o nUmero de EBF (A) e a avaliacdo de risco (B). Os dados

sdo expressos na forma de média * EPM. * p<0,05 entre
tratamentos IP.
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4.2 ETAPA 2. Efeitos do muscimol microinjetado na SCPdl sobre
o comportamento de ratos previamente tratados com PTZ
submetidos ao teste e re-teste do LCE.

Os resultados obtidos nesta etapa experimental estéo
representados nas figuras 8 a 10 e na Tabela II.

Na Figura 8 estdo representados os dados obtidos apds o
tratamento com muscimol na SCPdl de ratos previamente tratados
com PTZ submetidos ao teste no LCE.

A ANOVA detectou um efeito significativo sobre a $TBA
(tratamento intra-SCPdl: F,4 = 14,57; p<0,001 e interacéao
entre tratamentos IP versus intra-SCPdl: F, 4. = 4,14; p<0,02) e
sobre a $%EBA (tratamento intra-SCPdl: F, 4 = 12,15; p<0,001 e
interacdo entre tratamentos IP versus intra-SCPdl: F,, 4, = 7,20;
p<0,001). O teste post hoc mostrou uma diminuicdo de ambos os
pardmetros no grupo PTZ-liquor quando comparado ao grupo
salina-liquor, sugerindo um efeito tipo-ansiogénico provocado
pela administracdo IP de PTZ. Esta reducdo da atividade nos
bracos abertos do LCE ndo foi observada nos grupos PTZ-
muscimol 0,25 e PTZ-muscimol 0,50, indicando que a inativacéao
da SCPdl com muscimol promove um bloqueio do efeito tipo-
ansiogénico do PTZ. Em relacdo ao efeito sobre o tratamento
intra-SCPdl, o teste post hoc revelou que a administracdo de
muscimol 0,5 nmol em ratos previamente tratados com salina
aumentou tanto a %TBA quanto a %EBA qgquando comparado aos
animais que receberam liquor, sugerindo um efeito tipo-

ansiolitico desta droga nesta dose.
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jura 8. Efeitos da administracdo intra-SCPdl de muscimol em
ratos previamente tratados com PTZ IP sobre a atividade nos
bracos abertos do LCE durante o teste. Os dados estéado

representados como média * EPM (n = 8-12). * p<0,05 diferentes
entre tratamentos IP e seu respectivo controle. # p<0,05
diferentes entre tratamento intra-SCPdl e seu respectivo
controle.

Com relacdo ao nuUmero de EBF (Figura 92A), a ANOVA detectou
um efeito significativo para o tratamento IP (Fy,47 = 7,84;
p<0,007), sendo que o teste post hoc mostrou uma diminuicdo do

numero de EBF nos grupos tratados com PTZ, gquando comparados
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aos seus respectivos grupos salina, independentemente do
tratamento intra-SCPdl.

Quanto a avaliacdo de risco (Figura 9B), a ANOVA detectou
um efeito significativo do tratamento IP (Fi,4; = 7.93, p<0.007)
e do tratamento intra-SCPdl (F,,4, = 15,08; p<0,0001). O teste
post hoc mostrou gque nos grupos tratados com PTZ houve uma
diminui¢cdo da avaliacdo de risco quando comparados aos sSeus
respectivos controles, independentemente do tratamento intra-
SCPdl, e qgue no grupo tratado com muscimol 0,50 nmol também
houve uma reducao nesse pardmetro, independemente do

tratamento IP.
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Figura 9. Efeitos da microinjecdo intra-SCPdl de muscimol em
ratos previamente tratados com PTZ IP sobre a atividade
locomotora e exploratdéria de animais submetidos ao teste no

LCE. Os dados sdo expressos na forma de médias * EPM (n = 8-
12). * p<0,05 diferente entre tratamento IP e seu respectivo
controle. # p<0,05 diferente entre tratamentos intra-SCPdl e
seus respectivo controle.

Na Figura 10 podemos observar a $TBA ao longo dos 5 min de
exposicdo ao teste e ao re-teste. Com relacdo ao teste, em
animais que receberam salina (Figura 9A), a ANOVA detectou um
efeito marginal referente ao tratamento intra-SCPdl (F,,2s =

2,81; p<0,07), um efeito significativo da exposicdo minuto-a-
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minuto (F4,1., = 12,21; p<0,0001) e wuma interagcdo entre o
tratamento-intra-SCPdl e a exposicdo minuto-a-minuto (Fg 11, =
2,34; p<0,02) para STBA. O teste post hoc mostrou qgue ha um

decréscimo (p<0,05) da %TBA ao longo dos 5 min de exposicdo-
teste, sendo que o resultado no 1° min é significativamente

diferente dos 3°, 4° e 5° min, para todos o0s grupos, sugerindo
que héa aquisicdo gradual da resposta de esquiva aos bracos
abertos do LCE.

Na Figura 10B podemos observar o perfil minuto-a-minuto dos
animais pré-tratados com PTZ e tratados intra-SCPdl com liquor
ou muscimol (0,25 e 0,50 nmol). A ANOVA para medidas repetidas
detectou um efeito significativo do tratamento intra-SCPdl
(Fp,19 = 11,28; p<0,001) e da exposicdo minuto-a-minuto (F4,76 =
5,99; p<0,001) na %TBA. O teste post hoc mostrou que as curvas
dos animais tratados com muscimol, em ambas as doses,
aumentaram significativamente a $TBA quando comparados ao
controle, indicando que a inativacdo da SCPdl com muscimol
impediu o aparecimento do efeito ansiogénico do PTZ.

No re-teste ndo houve diferencas entre os grupos.
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FigurB J. Perfil minuto-a-minuto da S%TBA apds administracédo
intra ’dl de muscimol (MUS 0,25 e 0,50 nmol) em ratos
previamente tratados com injecdo IP de SALINA (A) ou PTZ 30
mg/kg (B), submetidos ao teste do LCE. O re-teste foi
realizado 24 h apds sem a administracdo de drogas. As curvas
representam as médias das %$TBA do LCE (n = 8-12).
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Na Tabela II podemos observar a comparacdo entre os valores
do teste e do re-teste. A ANOVA para medidas repetidas
detectou um efeito sobre a $%TBA (teste/re-teste: Fi,4.7 = 66,54;

p<0,0001 e interacdo entre tratamentos IP versus intra-SCPdl

versus teste/re-teste (F,4, = 3,45; p<0,04) e sobre a %EBA
(teste/re-teste: Fi4 = 20,56; p<0,0001 e interacdo entre

tratamentos IP versus intra-SCPdl versus teste/re-teste: Fy 47 =
2,47; p<0,005). O teste post hoc revelou gque houve uma
diminuicdo significativa nesses pardmetros no re-teste em
relacdo aos valores do teste em todos os grupos, exceto os
grupos PTZ/MUS 0,5 que ndo se alterou e o PTZ/liquor cujo
valor da $%EBA aumentou significativamente. Quanto ao pardmetro
nimero de EBF ndo houve diferenca entre os valores do teste e
do re-teste.

Ainda na Tabela II podemos verificar que a ANOVA detectou
um efeito significativo do tratamento IP (Fi,4 = 7,95;
p<0,007), do tratamento intra-SCPdl (F;,4+7 = 9,38; p<0,001) e da
interacdo entre tratamento intra-SCPdl versus tratamento IP
sobre a avaliacgdo de risco (F;,47 = 4,89; p<0,01). O teste post
hoc mostrou que tanto os grupos tratados com PTZ IP, quanto os
com muscimol 0,50 nmol intra-SCPdl, aumentaram a avaliacdo de
risco no re-teste, quando comparados aos seus valores no

teste.
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Tabela II. Efeitos da administracdo de muscimol na SCPdl de
ratos previamente tratados com PTZ 30 mg/kg sobre os
diferentes parémetros analisados em ratos submetidos ao teste
e ao re-teste no LCE.

Tratamento Teste Re-teste
A % TEMPO BRACOS ABERTOS
Sal-liquor 21,9+3,6 9,10 3,0 *
PTZ-liquor 6,80 +2.5 930+ 1,9
Sal-MUS 0,25 nmol 273+54 6,00 3,4 *
PTZ-MUS 0,25 nmol 39,4+7,0 11,9 £33 *
Sal-MUS 0,50 nmol 36,4+ 4.8 16,8 £2,0 *
PTZ-MUS 0,50 nmol 26,4+ 7,0 18,6 1,9
B % ENTRADAS BRACOS ABERTOS
Sal-liquor 41,0 £3,4 29,0 £ 6,6 *
PTZ-liquor 15,8 4,9 40,0 £5,7 *
Sal-MUS 0,25 nmol 41,6 £ 6,8 13,872 *
PTZ-MUS 0,25 nmol 56,4 +43 222+6,8*
Sal-MUS 0,50 nmol 582 +4,0 39,0+2,2 %
PTZ-MUS 0,50 nmol 423+83 38,9+2,3
C FREQUENCIA DE ENTRADAS BRACOS FECHADOS
Sal-liquor 8,00+ 0,7 8,50 +0,9
PTZ-liquor 5,60 + 0,8 7,80 0,9
Sal-MUS 0,25 nmol 10,6 £ 0,8 8,40 + 1,3
PTZ-MUS 0,25 nmol 730+ 0,9 11,3 £2,0
Sal-MUS 0,50 nmol 6,40 + 0,8 9,20 £ 1,1
PTZ-MUS 0,50 nmol 6,00 + 0,7 112+1,0
D AVALIACAO DE RISCO
Sal-liquor 7,10£0,8 6,60 = 1,1
PTZ-liquor 520+0,9 420 +0,7
Sal-MUS 0,25 nmol 7,70 + 1,6 7,60 0,9
PTZ-MUS 0,25 nmol 3,00+ 1,0 570+ 1,0 *
Sal-MUS 0,50 nmol 1,20+ 0,6 440+ 1,3%*
PTZ-MUS 0,50 nmol 0,80+ 0,5 420+12%
OBS: Os dados sédo expressos na forma de média = EPM (n = 8-12).

* = p<0,05, significativamente diferente do valor no teste.
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4.3 ETAPA 3. Efeitos do bloqueio dos receptores NMDA na SCPdl
com microinjeg¢do de AP5 sobre o comportamento de ratos
previamente tratados com PTZ submetidos ao LCE.

Os resultados obtidos nesta etapa experimental estédo
representados nas figuras 11 a 13 e na Tabela 3.

Na Figura 11 estdo representados os dados obtidos apds o
bloqueio dos receptores NMDA com AP5 em ratos previamente
tratados com injecdo IP de PTZ. A ANOVA detectou um efeito na
$TBA [tratamento IP (Fi,50 = 16,17; p<0,0002); tratamento intra-
SCPdl (F;,50 = 11,26; p<0,0001)]; interacdo tratamento IP versus
tratamento intra-SCPdl (Fa,50 = 2,72; p<0,07) e na %EBA
[tratamento IP (Fi,50 = 14,28; p<0,0004); tratamento intra-SCPdl
(Fz,50 = 14,66; p<0,0001)]; interacdo tratamento IP versus
tratamento intra-SCPdl (F;,s0 = 2,55; p<0,08) no teste. O teste
post hoc mostrou que o PTZ foi capaz de diminuir tanto a %TBA
quanto a $%$EBA em ratos que receberam liquor, sugerindo um
efeito tipo-ansiogénico do PTZ. Entretanto, a administracédo de
AP5, em ambas as doses, em animais pré-tratados com PTZ
aumentou os valores desses indices quando comparados ao grupo
que recebeu liquor. O teste post hoc também mostrou que
animais que receberam injecdo IP de salina e tratados intra-
SCPdl com AP5 na maior dose aumentaram a atividade nos bracos
abertos (%TBA e S%EBA) do LCE gquando comparados ao grupo
controle, indicando um efeito tipo-ansiolitico desta droga

nesta dose.
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B Jura 11. Efeitos da aministracdo intra-SCPdl de AP5 em ratos
t-tratados com PTZ IP sobre a exploracdo dos bracos abertos
do LCE durante o teste. Os dados estao representados como

média £ EPM (n = 6 - 10). * = p<0,05 diferenca entre tratamento
IP e seu respectivo controle. # = p<0,05 diferenca entre
tratamento intra-SCPdl e seu respectivo controle.

A ANOVA mostrou um efeito significativo do tratamento 1IP
(Fi,50 = 15,22; p<0,0003) para o pardmetro numero de EBF (Figura
12A) no teste, sendo que o teste post hoc demonstrou que
animais que receberam PTZ diminuiram o numero de EBF, quando

comparados aos seus respectivos controles.
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A ANOVA também detectou um efeito significativo, tanto do

tratamento IP (Fi,50 = 4,77; p<0,03), gquanto do tratamento
intra-SCPdl, (F.,50 = 4,95; p<0,01) para a avaliacdo de risco
(Figura 12B). O teste post hoc revelou dgue animais que

receberam AP5 intra-SCPdl, em ambas as doses, pré-tratados com
salina, tiveram uma diminuicdo na avaliacdo de risco, gquando
comparados aos que receberam liquor. Em adicdo, os animais
tratados com PTZ reduziram a avaliacéo de risco

independentemente do tratamento intra-SCPdl.
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Figura 12. Efeitos da administracdo intra-SCPdl de AP5 em
ratos pré-tratados com PTZ IP sobre a atividade locomotora e
exploratéria dos animais submetidos ao teste no LCE. Os dados

sdo expressos na forma de médias * EPM (n = 6-10). * = p<0,05
diferenca significativa entre o tratamento IP e seu respectivo
controle. # = p<0,05 diferenca significativa entre tratamentos

intra-SCPdl e seus respectivos controle.
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A Figura 13 mostra perfil minuto-a-minuto da %TBA dos
animais submetidos ao LCE. Na Figura 12A observa-se a analise
dos animais que receberam salina IP e liquor ou AP5 (3,0 e 6,0
nmol) intra-SCPdl. A ANOVA para medidas repetidas detectou
efeito significativo do tratamento intra-SCPdl (F;,.9 = 4,92;
p<0,01) na %TBA, sendo que o teste post hoc mostrou que ha um
aumento da %TBA no grupo AP5 6,0 nmol, corroborando dados da
sessdo total (Figura 114), sugerindo um perfil tipo-
ansiolitico desta droga. A ANOVA detectou ainda um efeito da
exposicdo minuto-a-minuto.

A Figura 13B mostra o perfil minuto-a-minuto dos animais
pré-tratados com PTZ IP e que foram tratados com ligquor ou APS
(3,0 ou 6,0 nmol) intra-SCPdl. A ANOVA mostrou um efeito
significativo do tratamento intra-SCPdl (F,,,, = 7,84; p<0,003),
da exposicdo minuto-a-minuto (F4,3¢ = 20,4; p<0,00001) e uma
interagdo entre esses fatores (Fg,3s = 7,1; p<0,00001) para a %
TBA. O teste post hoc mostrou gque ambas as doses de APS
aumentaram esse pardmetro em comparacdo ao controle, indicando

que o efeito tipo-ansiogénico do PTZ foi bloqueado. O teste
post hoc mostrou também que o 1° min de todos os grupos foi

diferente do 3°, 4° e 5° min, indicando uma aquisicdo de
esquiva ao longo dos 5 min de exposicdo. A ANOVA ndo detectou

diferencas entre a exposicdo teste e re-teste.
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FigurB 3. Perfil minuto-a-minuto da %TBA apds o bloqueio dos
recep »s NMDA com microinjeg¢do (0,3 Ml1) de APS5 (3,0 e 6,0
nmol) na SCPd1, 10 minutos antes, em ratos previamente

tratados com injecdo IP de SAL (A) ou PTZ 30 mg/kg (B), 30
minutos antes, da exposicdo ao teste do LCE. O re-teste foi
realizado 24 h antes sem administracdo de drogas. As curvas
representam as médias das $TBA do LCE (n = 6-10).
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Na Tabela III é possivel observar uma comparacdo entre os
valores do teste e do re-teste. A ANOVA detectou um efeito na
atividade dos bracos abertos (%TBA e SEBA) referentes ao
teste/re-teste (Fi,4; = 29,15; p<0,0001 e Fi,4 = 23,62; p<0,0001
respectivamente). O teste post hoc mostrou gque houve uma
diminuicdo significativa nesses parédmetros tanto para o grupo
controle quanto para os grupos tratados, mostrando que no re-
teste estes grupos apresentaram uma resposta de esquiva aos
bracos abertos maior do gque no teste. O grupo PTZ-liquor,
entretanto, mostrou um aumento tanto na $%$TBA, quanto na S3%EBA
no re-teste, gquando comparado ao seu valor no teste.

Quanto ao numero de EBF, a ANOVA detectou um efeito
significativo do tratamento IP (Fi,.7 = 6,26; p<0,0l) e da
exposicdo teste/re-teste (Fi,,7 = 29,47; p<0,0001), sendo que os
teste post hoc mostrou aumento do numero de EBF no re-teste
dos grupos tratados com PTZ IP.

Um efeito significativo foi detectado pela ANOVA na
avaliacdo de risco referente ao teste/re-teste (Fi,57 = 23,62;
p<0,0001), sendo que o teste post hoc mostrou um aumento da
avaliacdo de risco no re-teste dos grupos PTZ-AP5 3,0 nmol e

PTZ-AP5 6,0 nmol.
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Efeitos da administracdo de AP5 na SCPdl de ratos

tratados

com PTz

30 mg/kg sobre os

diferentes

parémetros analisados em ratos submetidos ao teste e ao re-
teste no LCE.

Tratamento Teste Re-teste

A % TEMPO BRACOS ABERTOS
Sal-liquor 17,7 £ 2,1 6,70 £ 1,2 *
PTZ-liquor 4,90 +2.4 11,4+3,1%

Sal-AP5 3,0 nmol 18,0+2.9 3,80 £2,0 *
PTZ-AP5 3,0 nmol 15,8+24 7,80 £3,0 *
Sal-AP5 6,0 nmol 33,4+6,0 9,50 £2,6 *
PTZ-AP5 6,0 nmol 18,4+ 4,0 9,40 £2,3 *

B % ENTRADAS BRACOS ABERTOS
Sal-liquor 36,7 +3,3 17,7+3,7 *
PTZ-liquor 10,4 £4,5 31,040 *

Sal-AP5 3,0 nmol 43,0+ 3,2 122+52*
PTZ-AP5 3,0 nmol 36,8 + 8,5 21,7+6,3 *
Sal-AP5 6,0 nmol 549+55 24+52%
PTZ-AP5 6,0 nmol 40,1+5,8 23,9+2,8%

C FREQﬂENCDXDEENTRADASBRACOSFECHADOS
Sal-liquor 7,60 £0,7 8,80+1,0
PTZ-liquor 570+ 1,0 7,80 £0,8 *

Sal-AP5 3,0 nmol 7,80 + 0,8 8,20 + 0,9
PTZ-AP5 3,0 nmol 4,70 £0,9 8,70 0,3 *
Sal-AP5 6,0 nmol 6,80 + 1,2 9,60 + 1,0
PTZ-AP5 6,0 nmol 3,40+ 0,7 9,10+ 1,2 *

D AVALIACAO DE RISCO
Sal-liquor 7,10+ 1,0 7,80 £ 1,1
PTZ-liquor 5,20+ 0,9 6,90 + 1,2
Sal-AP5 3,0 nmol 4,30 + 0,4 6,80 = 1,1
PTZ-AP5 3,0 nmol 2,80+ 0,9 8,50+1,2*

Sal-AP5 6,0 nmol 5,10+ 1,0 8,50 +0,9
PTZ-AP5 6,0 nmol 2,30 0,7 10,6 + 1,4 *
OBS: Os dados sédo expressos na forma de média * EPM (n = 6-11).

* = p<0,05,

significativamente diferente do valor no teste.
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5. DISCUSSAO

De acordo com o0s resultados obtidos neste trabalho, foi
possivel verificar a participacéao da SCPd1l no efeito
ansiogénico do PTZ. As evidéncias para essa afirmacdo mostram
que as microinjeg¢des de lidocaina, muscimol ou AP5 na SCPdl
foram capazes de bloquear os efeitos ansiogénicos
caracteristicos da administracdo de PTZ em animais submetidos
ao LCE.

Desde Hunsperger (1963), a SCP tem sido vista como uma via
final comum onde sdo executados os mecanismo das respostas
defensivas (Adams, 1979; Fanselow, 1991; Sudré et al., 1993).
A estimulacdo qguimica ou elétrica de algumas estruturas
localizadas mais rostralmente, como a amigdala ou o hipotalamo
medial, podem induzir reacgdes de defesa (Graeff, 1994), as
quals sdo permanentemente abolidas depois de lesdes na SCP
(Husperger, 1963). O inverso nédo é verdadeiro, pois nem a
ablacdo do telencélafo (Tomaz et al., 1988) nem lesdes no
hipotdlamo posterior ou medial (Hunsperger, 1963) bloguearam
reacdes de defesa geradas pela estimulacdo da SCP. Lesdes na
SCP podem também abolir ou causar reducdes dramaticas de
comportamentos defensivos inatos (Blanchard et al., 1981) ou
aprendidos (LeDoux et al., 1988) . Esses achados foram
reforcados pela descoberta da organizacdo da SCP em colunas
longitudinais, as quais s&o divididas em regides anatdmicas
associadas a funcdes especificas desta estrutura (Carrive e

Bandler, 1991). Como j& visto na introducdo, quatro principais
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subdivisdes da SCP sdo aceitas: dorsomedial, dorsolateral,
lateral e ventrolateral, cada uma delas formando uma coluna ao
longo do seu eixo rostro-caudal (Bandler et al., 1991).

Véarios estudos tém sugerido que a porgdo dorsal (a qual
inclui dorso-medial e dorso-lateral) da SCP faz parte de um
substrato neural responsavel pela elaboracdo de comportamentos
defensivos (Graeff, 1981, 1984). Em humanos, emoc¢des cComo
medo, ansiedade, terror ou sentimento de morte iminente foram
relatadas depois da estimulacdo da SCP (Nashold et al., 1969;
Young, 1989). Em animais, estudos demonstraram que respostas
de medo evocadas pela estimulacdo da SCPd foram atenuadas com
benzodiazepinicos e Dbarbituricos (Schenberg e Graeff, 1978;
Branddo et al., 1982; Clarke e File, 1982; Russo et al., 1991;
1993), sugerindo uma relacéo desta estrutura com 0s
comportamentos defensivos relacionados a ansiedade ao medo
(Graeff, 1990, 1991, 1994).

Em nosso estudo, os efeitos das drogas microinjetadas na
SCPdl associadas a 1injecdes periféricas foram analisados de
acordo com os comportamentos observados no LCE, um modelo
animal de ansiedade j& descrito na introducéo.

Analisando os dados comportamentais obtidos do LCE, os
resultados obtidos na etapa I mostraram que o estimulo tipo-
ansiogénico do PTZ, caracterizado pela reducdo da S$TBA e da %
EBA, foi blogueado em ratos que receberam microinjecdo de
lidocaina na porcg¢do caudal da SCPdl, mas ndo no CS, sugerindo
uma participacdo seletiva desta regido. E importante ressaltar

que a microinjecdo de anestésicos locais, como a lidocaina, é
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um dos métodos mais utilizados para a inativacdo temporaria e
reversivel de estruturas cerebrais, sem danos a estrutura-alvo
(Malpeli, 1999). A lidocaina, um bloqueador dos canais de Na®,
previne o inicio do potencial de acdo em ambos, CcoOrpos
celulares neuroniais e axbnios (Malpeli e Schiller, 1979;
Martin e Ghez, 1999) e sua microinjecdo intracerebral pode ser
utilizada para o estudo do envolvimento de estruturas
especificas em determinadas situagdes (Lino-de-Oliveira, 2002;
Teixeira, 2002; Bertoglio et al., submetido). Sendo assim, a
administracdo de lidocaina mostrou que a inativacdo da SCPdI1,
ndo afeta o comportamento dos animais que receberam salina,
entretanto ela bloqueia o aparecimento do efeito ansiogénico
em animais previamente tratados com PTZ. De maneira
complementar, os resultados obtidos a partir da anédlise
minuto-a-minuto mostram que, em animais controle expostos ao
teste, hé& uma diminuicdo da atividade nos bracos abertos do
LCE, a qual é gradual e ocorre ao longo dos cinco minutos de
exposicdo, sugerindo uma aquisicdo da resposta de esquiva aos
bracos abertos (Rodgers et al., 1996; Holmes e Rodgers, 1998;
Lamprea et al., 2000; Bertoglio e Carobrez, 2002; Teixeira,
2002). Da mesma maneira, a inativacdo temporaria da SCPdl com
lidocaina, ndo prejudicou a aquisicdo da resposta de esquiva
ao longo da exposicdo ao LCE, havendo assim uma redugdo da
exploracdo aos bracos abertos nos grupos pré-tratados com
salina. O grupo tratado com PTZ-liquor, entretanto, mostra um
perfil minuto-a-minuto diferente: logo no primeiro minuto os

animais apresentam uma esquiva aumentada aos bracos abertos do
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LCE, gquando comparado ao grupo controle, permanecendo desta
forma durante toda a exposicdo. A administracdo de lidocaina
intra-SCPdl, entretanto, reverte este perfil uma vez que esses
animais permanecem mais tempo nos bracos abertos do que
aqueles tratados com liquor.

Esses resultados sugerem que a integridade da SCPdl é
essencial para a expressdo do efeito tipo-ansiogénico do PTZ e
reforcam a idéia de que a estrutura tem um papel importante na
organizacdo de respostas defensivas (Fanselow, 1991). Esses
resultados estdao de acordo com estudos que mostram que a
administracdo sistémica de compostos ansiogénicos causam um
aumento significativo no numero de células que expressam Fos
no hipotdlamo, na amigdala (Singewald et al., 2003) e na
SCPdl, regides fortemente implicadas nas respostas emocionais
e autonbmicas frente a estimulos de medo e ansiedade
(Singewald e Sharp, 2000).

Contudo, uma desvantagem da wutilizacdo da lidocaina como
anestésico local é que ela previne o inicio do potencial de
acdo tanto em corpos celulares neuroniais quanto em axdénios
(Malpeli e Schiller, 1979; Martin e Ghez, 1999), impedindo
desta forma uma avaliacdo mais profunda da participacdo dos
neurdnios presentes na SCPdl. Com base nesse fato, nas etapas
posteriores procuramos utilizar drogas mais seletivas para
avaliar a neurotransmissdo excitatdéria (GLU) e a 1inibitdria
(GABA) que predominam nesta regido do cérebro.

O PTZ é um antagonista do receptor GABA, que age no sitio

da picrotoxina (Ramamjaneyulu and Ticku, 1984; Squires et al.,



72

1984; Huang et al., 2001) e seu efeito resume-se a reducdo da
neurotransmissédo mediada pelo GABA (Corda et al., 1992).

Apesar de ser conhecida por ser uma droga convulsivante,
estudos revelaram que em doses subconvulsivantes o PTZ possui
propriedades ansiogénicas em humanos (Rodin, 1958; Rodin and
Calhoun, 1970;) e em uma variedade de modelos animais (Lal and
Emmett-0Olglesby, 1983; File e Lister, 1984; File e Pellow,
1985; Pelow et al., 1985; Corda et al., 1992; Lopes-da-Silva
et al., 1996; De Souza et al., 1997; Jung et al., 2001; Jung
et al., 2002).

Os estimulos enddgenos produzidos pelo PTZ sao
fisiologicamente similares aos sintomas da ansiedade,
caracteristicas pelas quais essa droga é utilizada em estudos
comportamentais relacionados aos estados de ansiedade (Harris
et al., 1989). A reversdo desses estimulos enddgenos de
cardter ansiogénico é obtida com o uso de drogas ansioliticas
que atuam por mecanismos GABAérgicos (Wilson e Bennett, 1989).

Em adicdo, estudos prévios demostraram que o GABA esté
presente em toda a extensdo rostro-caudal da coluna
dorsolateral da SCP (Barbaresi e Manfrini, 1988; Reichling e
Basbaum, 1990; Williams e Beitz, 1990; Beitz, 1995; Lovick e
Paul, 1999; Griffiths e Lovick, 2002).

Na segunda etapa experimental, avaliamos os efeitos da
microinjecdo de um agonista GABAérgico, o muscimol, no efeito
tipo-ansiogénico do PTZ. Assim como a lidocaina, o muscimol é
um agente que causa 1nativacdo reversivel, porém mais

seletivo, pois sua acgcdo no receptor GABAérgico hiperpolariza
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somente as membranas onde esse receptor estd ©presente,
prevenindo a geracdo do potencial de acdo (Martin e Ghez,
1999). Além disso, sabe-se que o muscimol é um potente ligante
dos receptores GABA, neuroniais e gliais, muito mais do que o
préprio  GABA (Krogsgaard Larsen e Johnston, 1978) e,
provavelmente por 1isso, possui um tempo de atuacdo mais
prolongado do que o da lidocaina (Martin, 1991). Os resultados
obtidos com a administracdo intra-SCPdl de muscimol na dose de
0,5 nmol estdo de acordo com a literatura (Bovier et al.,
1982; Audi e Graeff, 1984; Graeff et al., 1986) e mostram uma
diminuicéao da aversao dos animais aos bracos abertos,
representada neste trabalho pelo aumento da STBA e S%SEBA em
ratos submetidos ao LCE, sugerindo um perfil tipo-ansiolitico
induzido pela droga. A menor dose de muscimol (0,25 nmol),
entretanto, ndo alterou os indices tradicionais de ansiedade e
nem a atividade locomotora. Ambas as doses, contudo, foram
capazes de Dbloquear o efeito ansiogénico produzido pelo PTZ
administrado sistemicamente em ratos submetidos ao teste do
LCE. Uma anadlise minuto-a-minuto do perfil de atividade nos
bracos abertos do LCE reforcam os dados da sessdo total de 5
minutos pois, em ratos tratados previamente com salina, mostra
um perfil ansiolitico do grupo tratado intra-SCPdl com
muscimol 0,50 nmol, caracterizado por uma S$TBA aumentada
durante quase toda a sessdo. Animais pré-tratados com PTZ IP
que receberam muscimol intra-SCPdl1, em ambas as doses,
aumentaram a S%TBA e a %EBA, guando comparados ao Jgrupo que

recebeu liquor. o) grupo salina-liquor apresentou uma
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diminuicdo da %TBA ao longo dos cinco minutos de exposicdo ao
teste e retencdo de esquiva no re-teste. Como relatado
anteriormente, esses resultados concordam com dados da
literatura que sugerem que o animal adgquire um aumento
gradativo da esquiva aos bracos abertos durante a exposicdo ao
teste e uma retencdo da esquiva no re-teste, indicando que a
experiéncia prévia no LCE aumenta o medo evocado numa segunda
sessdo neste modelo (Rodgers et al., 1996; Holmes e Rodgers,
1998; Lamprea et al., 2000; Bertoglio e Carobrez, 2002;
Teixeira, 2002).

Em conjunto, esses dados revelam que a administracdo de
muscimol na SCPdl interfere no efeito tipo-ansiogénico do PTZ,
sugerindo gque a ativacdo da estrutura se faz necesséaria para a
expressdo deste efeito. Embora estudos prévios tenham mostrado
que uma Unica injecéo sistémica de PTZ, numa dose
subconvulsivante, reduz em até 40 % a ligacéo de
benzodiazepinicos ao seu sitio no receptor GABA,, na regido
dorsolateral da SCP (Rocha et al., 1996), nossos resultados
sugerem que a funcdo do sitio do GABA no receptor GABA, ndo foi
prejudicada, uma vez que a microinjecdo de um agonista
competitivo deste receptor impediu a expressdo do efeito tipo-
ansiogénico do PTZ.

Na terceira etapa experimental do nosso estudo, passamos a
avaliar o papel dos receptores NMDA presentes na SCPdl na
mediacdo do efeito tipo-ansiogénico do PTZ IP. Foi verificado
que a microinjecdo de AP5 na SCPdl causou um aumento dos

indices de ansiedade, somente na dose maior (6,0 nmol),



75

sugerindo um efeito tipo-ansiolitico da droga. Esses dados
concordam com relatos da literatura que mostram que
antagonistas do receptor NMDA injetados sistemicamente ou
intra-SCPdl diminuem a aversdo dos animais aos bracos abertos
do LCE (Schmitt et al., 1990; Guimardes et al., 1991; Russo et
al., 1993; Matheus et al., 1994; Teixeira e Carobrez, 1999;
Molchanov e Guimardes, 2002; Bertoglio e Carobrez, 2003).
Assim como nas etapas anteriores, a andlise temporal dos dados
mostrou que o grupo controle adgquiriu a esquiva ao longo dos
cinco minutos do teste, e apresentou a retencdo desta esquiva
no re-teste. Da mesma forma, o0s grupos tratados apresentaram
uma curva de aquisicdo de esquiva semelhante ao grupo
controle. O grupo PTZ-liquor, como mencionado anteriormente,
apresenta uma esquiva aumentada desde o primeiro minuto,
permanecendo desta forma até o final da exposicdo. Nesta etapa
experimental, porém, quando este mesmo grupo foi submetido ao
re-teste, observou-se que ele ndo reteve a resposta de
esquiva. Estes resultados corroboram nossos dados anteriores
(Bertoglio e Carobrez, 2000) que mostram gque os animais
necessitam de uma experiéncia prévia em todo o LCE para
adquirirem esquiva aos Dbracos abertos do modelo. Como esses
animais permaneceram praticamente todo o tempo da primeira
exposicdo nos Dbracos fechados do LCE, sugerimos que estes
animais ndo tiveram experiéncia suficiente nos bracos abertos
do LCE.

Os resultados referentes a microinjecdo de AP5 estdo de

acordo com estudos que revelam a presenca expressiva de
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receptores NMDA em toda extensdao da coluna dorso-lateral da
SCP (Albin et al., 1990; Beitz, 1995), e que eles estariam
envolvidos na mediacdo de comportamentos defensivos (Teixeira,
2002; Molchanov e Guimardes, 2002). E importante ressaltar que
o bloqueio da neurotransmissdo excitatdéria ndo necessariamente
produz inativacdo. A inativacdo depende da auséncia de
miltiplos determinates de excitacdo na area determinada (ex:
receptores NMDA e n&do-NMDA), as qualis ndo podem ser sempre
controladas (Martin e Ghez, 1999).

A administracdo de AP5 na dose de 3,0 nmol ndo alterou a %
TBA e a S%EBA quando comparado com o controle. Ambas as doses
de AP5, entretanto, impediram o aparecimento do efeito tipo-
ansiogénico caracteristico do PTZ. Estes dados sugerem que O
efeito tipo-ansiogénico do PTZ poderia ser resultante de um
desequilibrio entre a atividade GABAérgica e glutamatérgica,
pois quando Dbloqueamos os dois sistemas com PTZ e AP5,
respectivamente, o animal se comporta semelhante ao controle;
além disso, esses resultados também sugerem que uma atividade
aumentada dos receptores NMDA na SCPdl é necessaria para o
aparecimento do efeito ansiogénico induzido pela administracéo
sistémica de PTZ. Isto estd de acordo com estudos anteriores
do nosso laboratério, onde microinjecdes do antagonista
competitivo do sitio do receptor de glicina na SCPd aboliram
os efeitos ansiogénicos do PTZ aplicado (De-Souza et al.,
1997) . Em adicéo, ha relatos da reducdo dos efeitos
convulsivantes do PTZ apds administracdo de AP7 e MK-801,

antagonistas do receptor NMDA (Czucawar e Meldrum, 1982).
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Em contraste aos nossos resultados, Stephens e
colaboradores (1986) mostraram gque, embora a administracdo de
AP-7, outro antagonista competitivo do receptor NMDA, tenha
mostrado efeito tipo-ansiolitico em camundongos submetidos ao
LCE, ele ndo antagonizou os efeitos do PTZ em camundongos
submetidos ao modelo do estimulo discriminativo. Uma hipotése
para explicar essa contradigdo poderia ser |baseada nos
diferentes modelos utilizados. Enquanto utilizamos um modelo
que envolve comportamento incondicionado, o LCE, Stephens e
colaboradores utilizaram o modelo discriminativo induzido pelo
PTZ, o qual baseia-se no comportamento condicionado. Assim,
modelos comportamentais incondicionados e condicionados de
ansiedade poderiam estar relacionados a diferentes mecanismos
centrais.

Nossos estudos reforcam que o sistema glutamatérgico, via
modulacdo dos receptores NMDA, estd implicado no comportamento
tipo-ansiedade em ratos. Tem sido mostrado que o NO atua como
um mensageiro retrdgrado que aumenta a liberacdo pré-sinédptica
de glutamato (Montague et al., 1994; Lin et al., 2000). A
ativacdo dos receptores NMDA induzem a producdo de NO wvia NOS
neuronal (Garthwaith et al., 1988). 0Os substratos neurais
relacionados a ansiedade e comportamento defensivo, como a
SCPdl, s&do ricos em neurdbnios sintetizantes de NO (Vincent e
Kimura, 1992; De-Oliveira et al., 2000), e a administracéo
sistémica ou intra-SCPdl de inibidores da NOS produzem efeito
tipo-ansiolitico (Guimardes et al., 1994; De-Oliveira et al.,

1997; Eroglu and Caglayan, 1997; Faria et al., 1997; Volke et
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al., 1997; Dunn et al., 1998; Yildiz et al., 2000). Em adicé&o,
estudos mais recentes sugerem que o NO participaria da
modulacdo de respostas defensivas induzidas pela SCPdl (para
revisdo ver De-Oliveira et al, 2001; Moreira et al., 2004).

Estudos revelaram dque a administracdo sistémica de um
inibidor nédo seletivo da NOS, o L-NAME, inibiu os efeitos
convulsivantes induzidos pelo PTZ (Kaputlu e Uzbay, 1997).
Entretanto, esta mesma droga, assim como outros inibidores da
NOS, n&o foram capazes de inibir o efeito tipo-ansiogénico do
PTZ em ratos submetidos ao modelo de estimulo discriminativo,
sugerindo que, neste modelo, os efeitos do PTZ nao séao
mediados por mecanismos relacionados ao NO (Uzbay e Lal,
2002) . Nesse sentido, estudos preliminares obtidos em nosso
laboratério revelaram que o efeito tipo-ansiogénico do PTZ néo
é revertido pela microinjeg¢do de L-NAME na SCPdl de ratos
submetidos ao LCE. Estes dados, porém, nao excluem a
possibilidade dos mecanismos associados ao NO estarem
relacionados ao efeito ansiogénico induzido pelo PTZ em ratos.
Assim sendo, estudos futuros s&o necessarios para uma melhor
compreensdo dos mecanismos que correlacionam a SCPdl e
comportamentos defensivos com o sistema de neurotransmisséao
mediado pelo NO.

Em resumo, nossos resultados reforgcam a hipdétese de que a
SCPdl estd realmente envolvida com a expressdo da ansiedade,
uma vez que a administracdo de drogas como anestésicos locais
e antagonista do receptor NMDA na estrutura bloqueiam o efeito

tipo-ansiogénico do PTZ administrado IP.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos com este trabalho podemos

concluir que:

- a reducdo da atividade nos bracos abertos observada em ratos
tratados com PTZ sistémico confirma o efeito tipo-
ansiogénico desta droga;

- a lidocaina injetada na SCPdl, mas ndo no coliculo superior,
bloqueou o efeito tipo-ansiogénico do PTZ demonstrando que
essa estrutura é chave no efeito ansio-seletivo do PTZ;

- 0s resultados sugerem que 0S neurotransmissores GABA e GLU
presentes na SCPdl parecem mediar a expressdo do efeito
tipo-ansiogénico do PTZ, uma vez que o aumento da atividade
GABAérgica ou a reducéo da atividade glutamatérgica
bloquearam o efeito do PTZ sistémico;

- o0s resultados obtidos a partir do protocolo teste/re-teste
sugerem que a SCPdl estaria envolvida na mediacdo da
expressdo do efeito ansiogénico do PTZ, porém né&o estaria

relacionada a aquisicdo de aprendizado.
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