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RESUMO

ESTUDO FARMACOLOGICO, FISIOLOGICO E
COMPORTAMENTAL DE RATOS TRATADOS COM DOSE
SUBCONVULSIVANTE DE PILOCARPINA.

Este trabalho teve como objetivo ampliar e aprofundar o entendimento
do modelo proposto de ansiedade-traco pelo 0 uso de uma injecdo Unica
sisttmica de dose subconvulsivante de pilocarpina (150 mg/Kg), um
agonista colinérgico tradicionalmente usado para modelar a epilepsia do
lobo temporal. Utilizando os testes do labirinto em cruz elevado, campo
aberto e neofagia buscou-se avaliar o perfil do tipo-ansioso causado pela
administragdo da pilocarpina e sua sensibilidade & farmacos padréo
como o diazepam, flumazenil, pentilenotetrazol e buspirona. Foram
avaliadas também alteracBes metabolicas como o ganho de peso,
eficacia caldrica e ingestdo de racdo e &4gua. Ainda foram analisadas as
alteragdes pressoricas e sensdrio-motoras dos animais submetidos a este
modelo. Os animais que receberam uma Unica dose subconvulsivante de
pilocarpina (150 mg/Kg) apresentaram nos testes comportamentais um
perfil do tipo-ansioso que foi revertido pela administracdo de diazepam.
O flumazenil mostrou um perfil ansiolitico para os animais pré-tratados
com pilocarpina possivelmente pela ocorréncia do blogueio da agdo de
agonistas inversos enddgenos dos receptores benzodiazepinicos. A dose
utilizada do pentilenotetrazol ndo produziu o efeito ansiogénico
esperado. E apenas as fémeas foram sensiveis ao efeito ansiolitico da
buspirona, mostrando diferencas quanto ao género para 0 modelo. Em
relacdo aos parametros metabodlicos, 0s machos se mostraram mais
afetados. Foi observada uma reducdo no ganho de peso e na ingestdo de
racao e agua e um aumento na eficécia caldrica. As fémeas apresentaram
somente aumento da eficacia caldrica mostrando serem menos sensiveis
aos danos metabolicos causados pela administracdo de pilocarpina. A
pilocarpina foi também capaz de aumentar a pressdo sanguinea dos
animais, aumento que ndo se mostrou relacionado ao comportamento do
tipo-ansioso, ja que ndo foi revertido pela administracdo de atenolol, um
antagonista B1 adrenérgico. Na avaliacdo sensorio-motora, feita através
do teste de inibi¢do por pré-pulso do comportamento de sobressalto
acustico, pode-se observar que a administracdo de uma Unica dose
subconvulsivante de pilocarpina nao foi capaz de alterar o PPl dos
animais per se, porém causou uma diminui¢do da sensibilidade ao



antagonista especifico dos receptores NMDA (MK-801). Néao foi
encontrada nenhuma alteragdo nos indicadores de estresse oxidativo no
tecido hipocampal. Os resultados do presente estudo mostram que a
administragdo sistémica de dose Unica subconvulsivante de pilocarpina
parece ser um modelo adequado para o estudo da ansiedade-traco, bem
como de alteragbes metabdlicas e fisiolégicas associadas a esta
psicopatologia.

Palavras-chave: ansiedade-traco; pilocarpina; sensibilidade
farmacoldgica; metabolismo.



ABSTRACT

PHARMACOLOGICAL, PHYSIOLOGICAL AND BEHAVIORAL
STUDY IN RATS TREATED WITH A SUBCONVULSANT DOSE
OF PILOCARPINE

This study aimed to open up and further understand the proposed model
of trait anxiety by using a single injection of systemic subconvulsant
dose of pilocarpine (150 mg/kg i.p.), a cholinergic agonist traditionally
used to model the epilepsy of temporal lobe. Using the following tests:
elevated plus maze, open field and neophagia, we aimed to evaluate the
anxiogenic-like profile caused by the systemic administration of
pilocarpine and its sensitivity to standard drugs such as diazepam,
flumazenil, buspirone and pentylenetetrazol. Metabolic changes as
weight gain, caloric efficiency and food and water intake were also
evaluated. The pressoric and sensorimotor changes were also analyzed
in animals submitted to this model. Animals that received a single
subconvulsant dose of pilocarpine (150 mg/kg) showed an anxiogenic-
like profile in behavioral tests of anxiety that was reversed by diazepam.
Flumazenil promoted an anxiolytic-like profile for the animals
pretreated with pilocarpine which could be due to a possible blockade of
endogenous inverse agonists at the benzodiazepine receptors. The dose
of pentylenetetrazol here used did not produce any anxiogenic effect as
expected. Only the female rats were sensitive to the anxiolytic effect of
buspirone, showing a gender difference for the model. Regarding the
metabolic parameters, males were more affected than females. It was
observed a reduction in weight gain, food and water intake and an
increase in caloric efficiency. Only females showed an increased caloric
efficacy, suggesting that they are less sensitive to metabolic damage
caused by the administration of pilocarpine. Pilocarpine was also able to
increase the animals' blood pressure, an effect not related to the anxiety-
like behavior that it was not reversed by the administration of atenolol, a
B1 adrenergic antagonist. Concerning the sensorimotor evaluation, by
testing pre-pulse inhibition of startle acoustic behavior. It was observed
that the administration of a single sub-convulsant dose of pilocarpine
was not able to change the animal PPl per se, but decreased the
sensitivity to the specific NMDA receptor antagonist (MK-801). When
the indicators of oxidative stress were evaluated on the hippocampal
tissue, no changes were found. The results of this study confirmed that
the systemic administration of a single subconvulsant dose of



pilocarpine seems to be a suitable model for the study of trait anxiety, as
well as of metabolic and physiological changes associated with this
psychopathology.

Keywords: trait anxiety; pilocarpine; pharmacological sensitivity;
metabolism.
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1 INTRODUCAO
1.1. ANSIEDADE

O termo ansiedade provéem do grego anshein, que tem como
significado estrangular, sufocar, oprimir. E definida como um estado de
humor desagradavel com manifestacdo de apreensdo, temor, angustia e
desconforto, acompanhado de comportamentos que visam antecipar a
ameaca potencial, sem haja presenca do estimulo aversivo (Blanchard et
al,. 1997). Do ponto de vista evolutivo, a ansiedade, assim como 0
medo, tem suas origens nos comportamentos de defesa dos animais,
como forma de manter a integridade fisica e sua sobrevivéncia (Graeff,
1999). Em modelos animais, a ansiedade comumente é representada por
um conflito entre uma atividade exploratédria e a aversdo ao estimulo
danoso (McNaughton & Gray, 2000).

Os transtornos de ansiedade s&o classificados através do Manual
Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais (Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders — DSM), de acordo com a
Associacdo Americana de Psiquiatria. Nesse manual a ansiedade é
classificada em: agorafobia, ataque de pénico, transtorno de panico sem
agorafobia, transtorno de panico com agorafobia, agorafobia sem
historia de transtorno de panico, fobia especifica, fobia social, transtorno
obsessivo-compulsivo, transtorno de estresse pds-traumatico, transtorno
de estresse agudo, transtorno de ansiedade generalizada, transtorno de
ansiedade devido a uma condi¢do médica geral, transtorno de ansiedade
induzido por substdncia e transtorno de ansiedade sem outra
especificacdo (DSM-V).

Além dessa classificacdo, temos a divisdo dos diferentes tipos de
ansiedade em ansiedade-estado e ansiedade-traco. A ansiedade-estado é
um processo emocional transitorio, caracterizado por sentimentos
subjetivos de tensdo que podem variar em intensidade ao longo do
tempo, enquanto a ansiedade-traco se refere a uma disposicdo pessoal,
relativamente estavel, levando o individuo a considerar um nimero
maior de situacdes como ameacadoras (Spielberger, Gorsuch &
Lushene, 1970).

Estudos epidemioldgicos em paises europeus mostram que entre
individuos na faixa etaria de 18 e 65 anos, cerca de 14% ja foram
acometidos por algum transtorno de ansiedade em um periodo de 12
meses enquanto 21% ao longo da vida. Foi observada também uma
incidéncia 2,5 vezes maior em mulheres (Wittchen et al., 2011). No
Brasil esses dados ainda sdo escassos. Um estudo realizado na cidade de
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S&o Paulo mostrou que 12,5% dos entrevistados tiveram ao longo da
vida algum transtorno de ansiedade, sendo 7,7% no ultimo ano e 6% no
més anterior a pesquisa (Andrade et al., 2002).

Esses individuos apresentam sintomas como agitagdo,
preocupacdo persistente e irritabilidade, aléem de poder associar-se a
disfunges cognitivas, fadiga, alteracfes no apetite, peso corporal,
disfuncbes sexuais, do sono e hipertensdo (Alldredge, 2010). Graus
elevados de ansiedade podem também levar o individuo a apresentar
baixa autoestima, dificuldades nas interagdes sociais e reducdo na
produtividade (Spielberger, 1981).

1.2. TRATAMENTOS

Para melhorar a qualidade de vida e reduzir os sintomas dos
individuos portadores de transtornos relacionados a ansiedade, diversos
tratamentos tém sido desenvolvidos. Os farmacos mais utilizados séo o0s
benzodiazepinicos (BDZ), sejam em tratamentos de curto prazo para
casos de fobia e panico ou em tratamentos prolongados para 0s
pacientes com ansiedade generalizada.

Os BDZ agem se ligando a um receptor benzodiazepinico
especifico no receptor do tipo A para 0 neurotransmissor acido gama-
aminobutirico (GABA), o principal neurotransmissor inibitorio do SNC.
O GABA, atua nesses receptores abrindo canais de cloreto,
hiperpolarizando o neurdnio e inibindo a geragdo de potencial de acéo.
Ao se ligarem ao seu receptor os BDZ tornam os receptores GABAA
mais permeaveis aos ions cloreto.

Por muitos anos, o diazepam foi o BZD mais amplamente
prescrito, mas o alprazolam é o farmaco mais usado dessa classe
terapéutica atualmente por causar menor incidéncia de sedagdo (Shader
& Greenblatt, 1993). Porém, por causarem muitos efeitos colaterais e
ainda gerarem dependéncia, outras classes de farmacos tém sido testadas
para o tratamento dos distirbios relacionados a ansiedade, entre eles a
buspirona.

Ao contrério dos BZD, a buspirona, um agonista parcial dos
receptores 5-HT;a (Altesman & Cole, 1983), ndo provoca sedacdo,
disfuncéo psicomotora ou cognitiva. Além disso, também tem um baixo
potencial de abuso, sendo uma alternativa adequada para pacientes com
histérico de dependéncia (Laakmann et al., 1998).

Os antidepressivos (AD) também tém sido empregados no
tratamento de transtornos de ansiedade e se mostraram efetivos
principalmente sobre os sintomas psiquicos (tensdo, apreensdo e
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preocupacdo) (Zohar & Westenberg, 2000). Além disso, um estudo
mostrou que a administracdo concomitante de imipramina aumenta
significativamente a taxa de sucesso na tentativa de retirada gradual de
BZD (Rickels et al., 2000).

Existem também varios relatos sobre o papel de drogas anti-
histaminicas na modulag&o do perfil tipo-ansioso (Imaizumi & Onodera,
1993; Imaizumi, Miyazaki & Onodera, 1996; Privou et al., 1998). A
hidroxazina, um antagonista dos receptores Hy, tem sido o farmaco mais
avaliado deste grupo. Estudos indicam um efeito ansiolitico da
hidroxazina desde o inicio do tratamento, ndo sendo observados
sintomas de retirada até uma semana apds sua descontinuidade. Este
farmaco se mostra bastante eficaz na redugéo de sintomas relacionados a
ansiedade psiquica (irritabilidade, apreensdo, dificuldades de
concentracdo e de contatos sociais), € bem tolerado, sendo o efeito
colateral mais comum a sonoléncia (28% dos pacientes), que diminui
com a manutenc¢do do tratamento (Ferreri & Hantouche, 1998).

Algumas das principais linhas de pesquisa para a descoberta de
novos farmacos eficazes no tratamento de distdrbios relacionados a
ansiedade sdo derivadas do mecanismo de acdo de drogas ja disponiveis
(drogas serotonérgicas e agonistas parciais ou seletivos de receptores
BZD), enquanto outras linhas trabalham com a observagdo, por meio de
estudos clinicos e pré-clinicos, do envolvimento de outros
neurotransmissores, neuromoduladores e diferentes vias neurais
relacionadas & ansiedade.

No entanto, ainda ndo temos alternativas terapéuticas adequadas
para todos os pacientes com ansiedade, que difere em tipo e grau.
Porém, com numero crescente de psicofarmacos sendo estudados, é
importante ter em mente o ditado citado por Hollister, 1983: “aprender a
usar bem poucos medicamentos do que saber pouco sobre todas as
drogas”.

1.3. MODELOQOS

Na tentativa de desenvolver novas alternativas terapéuticas para
tratar os distarbios de ansiedade, bem como entender melhor o
funcionamento das redes neuronais envolvidas, inimeros estudos tém
utilizado modelos animais capazes de identificar a atividade ansiolitica e
ansiogénica de substancias endégenas e medicamentos.

Em 1865, Claude Bernard, em seus estudos de fisiologia, lancou
0s principios do uso de animais como modelo de estudo e transposicao
para a fisiologia humana. Situacdes fisicas e quimicas foram
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provocadas, resultando em alteragBes nos animais semelhantes a de
doencas em humanos. O modelo deve ser escolhido para que o animal
reaja ndo somente a doenca de forma semelhante aos humanos, mas
também ao seu tratamento (Normandin, 2007). Para que o modelo seja
considerado vélido deve cumprir trés diferentes critérios: a validade
analdgica (face validity), a tedrica (construct validity) e a preditiva
(predictive validity) (Willner, 1986).

A validade analdgica avalia a capacidade do modelo em
reproduzir sintomas e/ou comportamentos da patologia em estudo. Ela é
geralmente limitada a alguns comportamentos, visto que muitos
sintomas sdo definidos em termos subjetivos. Os comportamentos mais
estudados em modelos relacionados a distirbios emocionais tém sido:
interacdo social, agressividade, aumento ou reducdo na atividade
motora, comportamento sexual, consumo de alimentos palataveis,
memoria, ansiedade, estereotipia e submisséo.

O critério que avalia a reproducdo dos mecanismos
neurobioldgicos da doenca é a validade tedrica. Se um determinado
transtorno esta associado a reducdo nos niveis de serotonina em &reas
cerebrais que controlam o humor, espera-se que essa redugdo esteja
também presente em um modelo animal para aquele transtorno. Essa
validacdo € extremamente importante, pois possibilita a extrapolago
para os seres humanos dos resultados encontrados no estudo pré-clinico.

Finalmente, a validade preditiva espera que o comportamento
patoldgico induzido no animal seja revertido, prevenido ou atenuado
com a administragdo de farmacos eficazes em humanos para aquela
condicao.

Diferentes modelos animais apresentam diferentes graus de
validacdo revelando, portanto, vantagens e desvantagens especificas
para cada caso. Quando se utilizam modelos animais, o ideal é que
sejam usados mais de um modelo para o estudo de uma mesma doenca,
incluindo o uso de espécies animais diferentes, a fim de se verificar os
diferentes aspectos relacionados a patologia.

Diversos sdo os modelos animais desenvolvidos para se estudar
os disturbios de ansiedade. Todos possuem uma limitacao inicial, ja que
para esses distlrbios o principal determinante do diagndstico se baseia
no relato do proprio paciente, 0 que ndo pode ser obtido diretamente de
animais.

Nos modelos usados atualmente para distirbios de ansiedade 0s
animais sdo comumente expostos a estimulos aversivos, sejam internos,
como drogas capazes de causar ansiedade em humanos (p.ex.,
pentilenotetrazol) ou externos, como a exposi¢do do animal a um
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ambiente novo. Quando a resposta comportamental produzida por esses
estimulos é antagonizada por ansioliticos classicos sdo consideradas
como analogas a ansiedade.

Esses modelos costumam evocar nos animais comportamentos
defensivos que podem ser transpostos para comportamentos
apresentados por individuos com tais transtornos. Animais expostos ao
labirinto em cruz elevado, por exemplo, apresentam o comportamento
de avaliacdo de risco (“risk assessment”), uma antecipagdo de um perigo
potencial, que pode ser relacionado & hipervigilancia, presente em
individuos ansiosos (Blanchard et al., 2001).

Outra caracteristica dos modelos existentes para distarbios de
ansiedade é que, em sua grande maioria, eles simulam nos animais
comportamentos referentes a ansiedade-estado, relacionados com
experiéncias subjetivas num determinado momento que sdo aumentados
pela presenca de um estimulo ansiogénico. Porém h& uma escassez de
modelos que simulem a ansiedade-traco, sendo este um quadro
persistente e duravel, refletindo a maneira como o individuo interage
com o ambiente (Lister, 1990).

Assim, apesar de valida essa abordagem, ela ignora
caracteristicas que contribuem para a ansiedade-traco, um importante
fator para o desenvolvimento do transtorno de ansiedade generalizada,
pois tratamentos efetivos em modelos para ansiedade-estado podem nao
ser tdo efetivos quando utilizados por pacientes que sofrem de ansiedade
cronica.

Para a ansiedade-estado existem cerca de 30 modelos e testes
utilizados para se avaliar diferentes aspectos e transtornos relacionados a
ansiedade. Eles sdo divididos em testes etoldgicos, de conflito
(condicionado), hiponeofagia e testes fisioldgicos.

Os testes etoldgicos utilizam caracteristicas intrinsecas dos
animais testados, como a aversdo de roedores a ambientes abertos e altos
ou a exposicdo a um predador natural, a fim de causar uma situacéo
estressante. Um dos mais utilizados é o teste do labirinto em cruz
elevado (LCE), desenvolvido por Handley e Mithani (1984) para ratos e
por Lister (1987) para camundongos com base no estudo de
Montgomery, em 1955, onde foi observado que ambientes novos levam
roedores a comportamentos de curiosidade e medo, gerando um conflito
tipico de aproximagao/esquiva interpretando, dessa forma a averséo aos
bragos abertos como sendo gerada pela neofobia (“medo da novidade™)
e pela elevacéo do brago aberto.

Os animais sdo colocados em um labirinto em forma de cruz
elevado do chéo, consistindo de dois bragos abertos e dois bragos
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fechados ligados por uma plataforma central. Sdo contabilizadas as
entradas nos bracos abertos e fechados, assim como comportamentos de
avaliagcdo de risco, levantamentos e autolimpeza. Drogas ansioliticas
como benzodiazepinicos, barbitdricos, etanol e agonistas dos receptores
5-HT;5 aumentam a quantidade de entradas nos bracos abertos, bem
como o tempo de permanéncia neles, o que é considerado um padrao
ansiolitico (Lister, 1987; Moser et al., 1990; Hogg, 1996; Braun et al.,
2011).

Derivado do LCE foi desenvolvido o labirinto em T elevado
(LTE). Também se baseia na aversdo que os roedores possuem de locais
elevados e desprotegidos, porém permite avaliar separadamente as
resposta de esquiva inibitéria e fuga do animal (Graeff et al., 1993;
Viana, Tomaz & Graeff, 1994). O aparato consiste de trés bragos
elevados do chéo, sendo um fechado e dois abertos. Para a avaliacdo da
esquiva inibitéria, o animal é colocado trés vezes consecutivas na
extremidade do brago fechado e se verifica 0 tempo levado para sair
completamente desse braco. Verifica-se que o tempo aumenta a cada
exposicdo devido ao carater aversivo do estimulo apresentado
(Zangrossi & Graeff, 1997). Ap0s as sessdes de esquiva é verificado o
comportamento de fuga, colocando-se o animal trés vezes consecutivas
na extremidade distal de um dos bragos fechados e medindo-se a
laténcia para que o animal entre completamente no brago fechado.
Benzodiazepinicos e a buspirona reduzem a laténcia para a esquiva
inibitoria e ndo alteram o comportamento de fuga. A imipramina atua
inibindo a fuga e aumentando a laténcia para a esquiva, indicando que o
teste, em especifico o0 comportamento de fuga, teria uma
correspondéncia clinica com os transtornos de panico (Graeff, Netto &
Zangrossi, 1998).

Outro teste etoldgico bastante utilizado é o campo aberto (CA).
Desenvolvido por Hall (1936), consiste originalmente de uma arena
circular bem iluminada com aproximadamente 1,2 m de diametro,
circundada por uma parede circular de 0,45 m de altura, mas também
sdo utilizadas variacBes onde o aparato é quadrado com diferentes
dimensfes e materiais. O teste consiste em confrontar o animal com a
novidade do ambiente e observar comportamentos de locomogédo
(nimero de quadrantes percorridos pelo animal), frequéncia de
levantamentos, defecagdo e o tempo gasto para deixar a area central. Os
roedores parecem preferir a periferia ao centro do aparelho, devido a
tigmotaxia (Choleris et al., 2001) normalmente ambulando em contato
com as paredes. Assim, além da ansiedade, o teste também é capaz de
avaliar a locomogdo dos animais. Farmacos ansioliticos como
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benzodiazepinicos, buspirona e fluoxetina aumentam a exploragdo da
area central (Crawley, 1981; Stefanski et al., 1992; de Angelis, 1996;
Schmitt & Hiemke, 1998; Prut & Belzung, 2003).

O teste de esconder esferas é bastante utilizado para a analise do
comportamento tipo-ansioso em ratos e camundongos e, recentemente,
para avaliagdo do comportamento compulsivo relacionado aoc TOC
(transtorno obsessivo compulsivo) (Jimenez-Gomez, Osentoski &
Woods, 2011). Nesse teste, esferas de vidro (“bolas de gude”) sdo
distribuidas de maneira uniforme sobre a serragem de uma caixa. O
animal é entdo colocado na caixa e sdo contabilizadas as esferas que
forem enterradas no periodo do teste. Um maior nimero de esferas
escondidas indica um maior nivel de ansiedade (Treit, Pinel & Fibiger,
1981). A administracdo de drogas como inibidores da recaptacdo de
serotonina,  benzodiazepinicos e  pentobarbital reduz  esse
comportamento (Njung'e & Handley, 1991; De Boer & Koolhaas, 2003;
Joel, 2006).

Em 1980, Crawley & Goodwin padronizaram o teste da caixa
claro-escuro, que consiste em um aparato com dois compartimentos,
sendo um deles muito iluminado e o outro escuro. Uma abertura liga os
compartimentos permitindo o livre acesso a ambos. O animal é colocado
no centro do compartimento claro e sdo avaliados o tempo de
permanéncia em cada compartimento, o nimero de transicfes e o tempo
para a primeira transicdo do compartimento claro para o escuro.
Roedores, sendo animais noturnos, preferem lugares menos iluminados,
dessa forma, um aumento no tempo de permanéncia no compartimento
claro sinaliza uma reducdo nos niveis de ansiedade. Farmacos como
benzodiazepinicos e a buspirona aumentam esse tempo de permanéncia
(Onaivi & Martin, 1989; Bourin & Hascoét, 2003).

Os testes de comportamento condicionado consistem em expor o
animal a uma situacdo onde determinado comportamento seja punido de
modo a condicionar o animal, gerando uma situacdo estressante e,
assim, um comportamento tipo-ansioso. Trés principais modelos se
destacam nessa categoria, 0 teste das quatro placas, o sobressalto
potencializado pelo medo e o teste do conflito de Vogel.

O teste das quatro placas foi desenvolvido por Boissier e
colaboradores (1968) e se baseia na supressdo do comportamento
exploratdrio através de um choque nas patas. O aparato consiste de uma
caixa com chdo feito de quatro placas de metal. Toda vez que o animal
passa de uma placa para outra recebe um choque nas patas.
Benzodiazepinicos aumentam o nimero de cruzamentos punidos aceitos
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pelo animal que é observado por um aumento da locomocédo (Hascoét et
al., 2000).

Em 1951, Brown e colaboradores desenvolveram o teste de
sobressalto potencializado pelo medo. Esse teste se divide em duas
etapas, a primeira consiste em condicionar os animais para que eles
associem um estimulo neutro (luz ou som) com um estimulo aversivo
(choque nas patas). Na segunda fase o animal é apresentado a um
estimulo neutro ndo condicionado, ou ao estimulo ao qual foi
condicionado, seguido de um som alto. O sobressalto em resposta ao
estimulo sonoro é potencializado quando é apresentado junto ao
estimulo condicionado (choque). Ansioliticos produzem uma reducao na
amplitude do salto sem redugdo na amplitude observada quando apenas
0 estimulo condicionado é apresentado.

O teste de conflito de Vogel foi desenvolvido por Vogel e
colaboradores em 1971. Animais privados de agua por um periodo
longo recebem &gua através de um bebedouro que dispara um choque
todas as vezes que é lambido. Os animais tendem a reduzir o nimero de
lambidas conforme sdo condicionados. Diazepam, fenobarbital e
buspirona aumentam o nimero de lambidas (Shibata et al., 1989; Millan
& Brocco, 2003).

Os testes de hiponeofagia utilizam-se do conflito entre 0 ambiente
novo, potencialmente aversivo, e a necessidade de ingestdo de comida
do animal. A neofagia é um desses testes, padronizado por Soubrie e
colaboradores em 1975, que avalia a quantidade de alimento ingerido,
bem como a laténcia para o inicio da ingesta em animais que passaram
por um periodo de jejum prévio e sdo expostos a um ambiente novo
onde ha um alimento conhecido disponivel, o que gera conflito entre o
comportamento alimentar e a aversdao natural ao novo ambiente.
Farmacos como antidepressivos triciclicos, benzodiazepinicos e
inibidores da recaptacdo de serotonina aumentam a quantidade de
alimento ingerido bem como reduzem a laténcia para o inicio da ingesta
(Bodnoff et al., 1989).

Além de avaliacbes comportamentais, parametros fisiologicos
podem ser utilizados como indicadores de ansiedade. Pardmetros como
temperatura, frequéncia cardiaca e pressdo arterial sdo afetados pela alta
ativacdo simpatica desses animais. Estudos mostram que animais
ansiosos apresentam hipertermia. Essa hipertermia é reduzida com a
administracdo de farmacos ansioliticos como os benzodiazepinicos e a
buspirona (Bouwknecht et al., 2007; Vinkers et al., 2008). Animais com
niveis de ansiedade elevados também apresentam aumento na pressdo
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sanguinea e frequéncia cardiaca, parametros que se normalizam com a
administracdo de diazepam (van Bogaert et al., 2006).

O modelo utilizado especificamente para a avaliacdo da
ansiedade-traco é o da selecdo de animais espontaneamente ansiosos. Os
animais sdo selecionados mediante testes como o labirinto em cruz
elevado ou a esquiva inibitéria e divididos em dois grupos, de acordo
com os niveis de ansiedade apresentados. Eles entdo sdo cruzados com
membros do mesmo grupo formando sub-linhagens, uma de elevado
comportamento do tipo-ansioso e outra de baixo comportamento do
tipo-ansioso (Landgraf & Wigger, 2002). Esse modelo permite avaliar
alteragdes neurobiol6gicas nos animais que possam resultar em sua
alteracdo de comportamento bem como fatores genéticos que estejam
relacionados. No entanto, este modelo demanda tempo e um ndmero
muito grande de animais para a sele¢do destas subpopulacdes distintas.

Os atuais modelos animais para transtornos de ansiedade
possuem Vvarios aspectos positivos, permitindo a avaliacdo de
importantes caracteristicas de diversos transtornos, porém nao
satisfazem plenamente todos os critérios de validacdo desejados. Um
exemplo é a dificuldade em se obter uma resposta satisfatéria para os
ansioliticos que agem no sistema serotoninérgico em modelos animais,
apesar de serem bastante eficientes na clinica (Rodgers, 1997). Ha
também o fato que os estados de ansiedade sdo comumente crénicos,
enquanto os testes utilizados exploram manifestacGes comportamentais
agudas em sua grande maioria.

Para se obter resultados mais fidedignos, diversos modelos tém
sido modificados e novos modelos que reproduzem niveis cronicos de
ansiedade tém sido desenvolvidos. Padrdes etologicos estdo sendo
inseridos em avaliagBes do LCE e outros testes para se ter uma maior
precisdo dos resultados (Grewal, Shepherd & Bill, 1997). Experimentos
envolvendo instabilidade social, por exemplo, se mostraram efetivos em
aumentar o nivel de ansiedade em roedores, sendo que esses animais se
mostraram sensiveis ao tratamento com ansioliticos serotoninérgicos e
ao etanol (Haller, et al,. 2004; Schmidt, et al,. 2010; Pohorecky, 2008).

Novas espécies animais também estdo sendo utilizadas para
transtornos de ansiedade. Uma das novas espécies que tem mostrado
resultados bastante promissores € a do peixe paulistinha (zebrafish -
Danio rerio), que mostrou possuir circuitos neuronais evolutivamente
conservados para avaliar transtornos de ansiedade (Stewart et al., 2012).
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1.4. PILOCARPINA

A pilocarpina é um alcal6ide extraido das folhas do jaborandi
(Pilocarpus microphyllus) e trata-se de um agonista muscarinico, sem
efeitos nicotinicos. Na clinica usada como midtico e no tratamento do
glaucoma, empregada na forma de colirio.

Em 1973, Turski e colaboradores desenvolveram um modelo para
estudar a epilepsia do lobo temporal (ELT) em roedores. Nesse modelo
a pilocarpina administrada sistemicamente, em doses acima de 300
mg/Kg (lnica ou fragmentada), sdo capazes de induzir status epilepticus
(SE), culminando com lesbes encefalicas especificas e movimentos
estereotipados convulsivantes. As crises convulsivas motoras e limbicas
iniciam-se cerca de 20 minutos ap6s a administracdo e 0s animais
evoluem para um estado de crises continuas (cl6nicas), que caracterizam
0 SE (Sanabria & Cavalheiro, 2000).

O modelo de ELT induzida por pilocarpina mostrou um perfil
crbnico, sendo que 0s animais que recebem essa droga passam a
apresentar o0s sintomas até o final da vida. Desse modo, 0s
comportamentos causados pela administracdo de pilocarpina foram
classificados em trés fases. A primeira fase, denominada de fase agudo,
com duracdo de 1 a 2 dias, corresponde ao periodo em que o animal
apresenta convulsbes comportamentais somadas a descargas
eletroencefalograficas (EEG) que tendem a aumentar em duracdo e
complexidade, gerando o SE; a segunda fase, ou periodo silencioso, €
caracterizado pelo retorno gradativo do EEG e comportamento normal
sem que sejam observadas crises convulsivas, essa fase dura uma média
de 15 dias nos animais. Apds esse periodo, tem inicio a terceira fase ou
fase cronica em que surgem as crises convulsivas recorrentes
espontaneas, sendo que essa fase permanecera durante toda a vida do
animal (Cavalheiro et al., 1991).

Ja foram descritos, no modelo de epilepsia induzido pela
pilocarpina, perda neuronal em algumas areas do cérebro como o
hipocampo, amigdala, cdrtex piriforme, talamo e substancia nigra, o que
sugere que essas areas estariam envolvidas no desenvolvimento e
manutencdo do SE nesse modelo (Clifford et al., 1987). Além disso,
essas lesdes em diferentes areas se assemelham em diversos aspectos a
lesbes encontradas no cérebro de pacientes epiléticos (Turski et al.,
1983).

Estudos mostraram que a administracdo de atropina, um
antagonista dos receptores My, bloqueia o desenvolvimento das
convulsGes e bloqueia seu avanco para o SE, confirmando o importante
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papel desses receptores nesse modelo (Marinho et al., 1998; Dorandeu et
al., 2005). Além da ativacdo dos receptores muscarinicos, as convulsdes
induzidas pela pilocarpina parecem estar relacionadas também a
alteracGes na atividade de enzimas antioxidantes. O trabalho de
Bellissimo e colaboradores em 2001 mostrou que no hipocampo de ratos
submetidos ao modelo de ELT por pilocarpina hd uma redugdo na
atividade da enzima superéxido desmutase bem como um aumento na
concentracdo de hidroperdxido, indicando uma maior vulnerabilidade do
tecido hipocampal ao estresse oxidativo bem como maiores niveis de
lipoperoxidacéo, apds a administracdo de pilocarpina.

Outros sistemas de neurotransmissores parecem desempenhar
papéis importantes no modelo de ELT por pilocarpina como as vias
dopaminérgica (Barone et al., 1990), Gabaérgica (Loup et al., 1999),
noradrenérgica (Cavalheiro et al., 1994), serotoninérgica (Cavalheiro,
Priel & Santos, 1996), e glutamatérgica (Massieu, Rivera & Tapia,
1994).

O sistema dopaminérgico possui dois papéis distintos em relacdo
as crises convulsivas, sendo que os receptores D; quando estimulados
apresentam efeitos prdé-convulsivantes, enquanto que os receptores D,
ao serem ativados tém papel anticonvulsivante, em ratos tratados com
pilocarpina (Al-Tajir et al., 1990).

Estudos mostraram que o tratamento com um antagonista dos
receptores Dy, 5 minutos antes da administracdo de pilocarpina foi capaz
de reduzir o ndmero de animais que apresentaram convuls@es e SE, além
de inibir convulsdes eletroencefalograficas nesses animais, enquanto que
um antagonista dos receptores D, causou efeito oposto, potencializando
as crises convulsivas e facilitando a instalacdo do SE (Barone et al.,
1991).

A pilocarpina também altera os niveis de GABA, levando a um
aumento na concentracdo do mesmo apds o SE e sua diminuicdo 24
horas apds a fase aguda (el-Etri et al., 1993). Além disso, estudos de
binding em neurénios hipocampais, estriatais e corticais mostraram que
a pilocarpina reduz a densidade maxima dos receptores Gabaérgicos
(Freitas et al., 2004).

Em outros trabalhos, a administracdo sistémica de pilocarpina
reduziu os niveis de noradrenalina no locus ceruleus (el-Etri et al., 1993)
e no hipocampo de ratos, sendo essa reducdo independente da fase do
modelo (Cavalheiro, Priel & Santos, 1996). Além da reducdo nos niveis
desse neurotransmissor, foi encontrado também um aumento na taxa de
metabolizacdo do mesmo durante o SE e na fase cronica do modelo de
ELT por pilocarpina (Cavalheiro et al., 1994).
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Para os animais tratados com pilocarpina observou-se que, as
convulsbes induzidas pelo modelo produzem um aumento da
concentracgdo de serotonina no hipocampo, induzindo uma atividade pré-
convulsiva, além disso, foi observado um aumento nos niveis de
serotonina no tecido prosencefalico, durante a fase aguda (el-Etri et al.,
1993) e que a administracdo de antagonistas do receptor 5-HT, se
mostrou eficiente em inibir as crises convulsivas nesse modelo (Jope &
Williams, 1995).

Outra evidéncia que mostra a importincia das vias
serotoninérgicas na ELT foi obtida observando que a fluoxetina, um
inibidor da receptacdo de serotonina, potencializou as convulsdes
induzidas pela pilocarpina, reduzindo a laténcia para a primeira
convulséo e a laténcia para a instalacdo do SE (Jope & Williams, 1995).
Na clinica, altas doses de fluoxetina estdo associadas a efeitos
epileptogénicos em pacientes sem historico prévio de desordens
convulsivas (Ware & Stewart, 1989).

Outro sistema de neurotransmissores que parece estar relacionado
ao processo convulsivo decorrente da administracdo de pilocarpina é o
sistema glutamatérgico. Trabalhos mostraram um aumento da ativacdo
dos receptores NMDA de glutamato durante os episodios convulsivos
que leva a um aumento nas concentragcbes de clcio intracelular e
reducdo na resposta dos receptores GABA, (Isokawa, 1998).

Experimentos utilizando MK-801, um antagonista dos receptores
NMDA glutamatérgicos, mostraram que 0s animais previamente
tratados com pilocarpina deixam de apresentar comportamentos
estereotipados e hiperlocomocdo caracteristicos da administracdo desse
antagonista, sugerindo uma provavel alteracdo nas vias relacionadas a
esse neurotransmissor (Groticke, Hoffmann & Ldscher, 2007).

Estudos mostraram também que a pilocarpina induz um aumento
dos niveis de glutamato no hipocampo, sendo que esse aumento o
possivel responsavel pela manutencdo das convulsbes apds a ativacdo
dos receptores M, ter cessado. (Smolders et al., 1997).

1.5. PILOCARPINA X COMPORTAMENTO

Além das recorrentes crises convulsivas, que sdo a principal
caracteristica da ELT, outras psicopatologias sdo descritas para
pacientes acometidos por essa doenca. Um estudo mostrou que a
prevaléncia de transtornos psiquiatricos entre pacientes epilépticos varia
de 19 a 48%. Dentre as psicopatologias que atingem esses pacientes sao
a ansiedade que afeta 20,5% (Mensah et al., 2007) dos epilépticos e a
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depressao que possui uma prevaléncia de 30 a 45% nesse grupo (Gilliam
et al., 2004).

Sabe-se também que uma éarea bastante afetada em pacientes
epilépticos e no modelo de ELT por pilocarpina é o hipocampo,
estrutura com importante papel na aprendizagem e memoria, além de
responsavel pela modulacdo de comportamentos relacionados a
ansiedade e depressdo. Essas observacGes levaram alguns pesquisadores
a avaliar ndo apenas as caracteristicas relacionadas as convulsdes em
modelos animais de epilepsia, mas também possiveis alteracdes
comportamentais.

A administragdo de Unica dose convulsivante de pilocarpina (350
mg/kg i.p.) em fémeas foi capaz de causar prejuizo no comportamento
sexual desses animais, reduzindo a receptividade das mesmas ao macho
(Alvarenga et al., 2013). Alem disso, fémeas que receberam pilocarpina
anteriormente ao periodo gestacional tiveram o comportamento de
cuidado maternal da prole abolido (Peredery et al., 1992).

Outro estudo, conduzido por Liu e colaboradores (1994) mostrou
um aumento na agressividade bem como uma maior atividade
locomotora no campo aberto e um aprendizado mais lento no labirinto
aquatico para ratos machos tratados com pilocarpina (380 mg/kg i.p.)
em comparagdo aos animais controle que receberam salina.

Durante 0s estudos com o modelo da pilocarpina para ELT
observou-se também que alguns animais tratados com uma dose
convulsivante ndo apresentavam SE, sendo entdo descartados (dos
Santos et al., 2000; Turski et al., 1983). No entanto, a auséncia de crises
convulsivas é uma vantagem na avaliagio de alteracles
comportamentais induzidas pela pilocarpina, ja que dessa forma os
diferentes testes empregados ndo seriam afetados por uma possivel crise
durante seu decorrer.

Um estudo avaliou ratos que receberam pilocarpina (300 mg/kg
i.p.) mas ndo desenvolveram SE, 21 meses ap0s a administracao, através
do teste do labirinto aquatico de Morris e 0s resultados sugeriram que a
pilocarpina seria capaz de prevenir a deficiéncia cognitiva relacionada a
idade (De-Mello, Souza-Junior & Carobrez, 2005).

Ainda relacionado aos processos de envelhecimento e a
pilocarpina, outro estudo, utilizando uma administracdo crénica de
pilocarpina em doses baixas (30 mg/kg i.p.) durante 21 dias, observou
que esse tratamento foi capaz de reduzir a perda olfatéria decorrente do
envelhecimento em uma avaliagdo desses animais aos 24 meses de idade
através dos testes de descriminacdo olfativa e reconhecimento social
(Prediger, De-Mello & Takahashi, 2006).
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Em nosso laboratério, foram avaliadas diferentes doses de
pilocarpina na tentativa de se encontrar a menor dose capaz de alterar os
niveis de ansiedade de ratos. Nesse estudo verificou-se que a dose de
150 mg/kg via intraperitoneal foi capaz de gerar um perfil ansiogénico
nos animais quando avaliados no teste do LCE. Observou-se ainda que
esse perfil pode ser detectado a partir do primeiro dia ap6s a
administracdo e se mantinha até 3 meses depois da mesma (Duarte et al.,
2010).

Outro estudo demonstrou novamente um perfil tipo-ansioso no
LCE para ratos tratados com pilocarpina na dose de 150 mg/kg e 350
mg/kg e também que esses animais apresentavam aumento na laténcia
para a esquiva no teste do LTE sem alterar a laténcia de fuga e reducéo
na quantidade de quadrantes centrais percorridos e tempo de
permanéncia nessa area no teste do CA. Além disso, a dose de 350
mg/kg reduziu a captacdo de glutamato e a porcentagem de viabilidade
celular em fatias do hipocampo desses animais (Duarte et al., 2012).

Observando os diversos trabalhos presentes na literatura
relacionados ao modelo de ELT por pilocarpina, as alteragdes
comportamentais presentes em animais que apresentam e nao
apresentam SE ap6s sua administracdo e os resultados de experimentos
anteriores de nosso laboratério, criamos a hipotese de que a
administragdo de uma Unica dose subconvulsivante de pilocarpina (150
mg/kg) poderia ser utilizada um modelo para o estudo da ansiedade-
trago, assim, animais foram avaliados em diferentes testes
comportamentais, parametros metabolicos e testes bioquimicos na
tentativa de se comprovar essa hipétese.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Ampliar e aprofundar o entendimento do modelo proposto de
ansiedade-traco pelo uso de uma injecdo Unica sistémica de uma dose
subconvulsivante  de  pilocarpina, um agonista  colinérgico
tradicionalmente usado para modelar a epilepsia do lobo temporal.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar comportamentalmente o modelo proposto em
diferentes testes de atividade ansiolitica/ansiogénica em
ratos machos e fémeas;

e Validar farmacologicamente o modelo proposto usando
farmacos ansioliticos e ansiogénicos padrdo em ratos
machos e fémeas;

e Investigar possiveis alteracbes fisiolégicas no modelo
proposto verificando:

(i) Parametros metabdlicos em ratos de ambos 0s
géneros;

(if) Niveis pressoricos;

(iii) Respostas sensoriomotoras;

(iv) Pardmetros de estresse oxidativo.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, com 60 dias de idade,
totalizando 202 machos e 149 fémeas, provenientes do Biotério Central
da Universidade Federal de Santa Catarina. Os protocolos experimentais
utilizados nesse trabalho foram aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina
(protocolo no. 23080.006511/2011-59, anexo 1).

Os animais foram mantidos durante o periodo experimental no
biotério do Laboratério de Neurofarmacologia, acondicionados em
caixas-moradia plasticas (40 x 32 x 16,5 cm), cinco animais por caixa,
com acesso livre a dgua e comida (salvo quando o protocolo exigia
restricdo alimentar, como sera indicado adiante), temperatura controlada
(21 £ 1 °C) e ciclo claro-escuro de 12 h (luzes ligadas as 07:00h), em
estantes ventiladas Alesco®. Todos os experimentos de analise
comportamental foram executados no periodo entre 8 e 12 h para
minimizar a influéncia do ciclo circadiano sobre as respostas
comportamentais e fisioldgicas.

Foram utilizados animais independentes para cada um dos testes,
salvo 0s animais que passaram pelo labirinto em cruz elevado e, logo
apos, pelo campo aberto. Isso foi feito para que ndo houvesse
interferéncia entre os testes.

Em relacdo as fémeas, foi verificada a fase do ciclo em que se
encontravam apds os testes a que foram submetidas (dados ndo
mostrados), porém, ndo encontramos alteracdo relacionada & fase do
ciclo estral.

3.2. DROGAS

Foram utilizadas as seguintes drogas e solucdes:

* Solucéo de cloreto de sddio a 0,9% (salina, Laborasa Industria
Farmacéutica Ltda, Brasil), solucdo controle, injetada
intraperitonealmente (i.p.), 30 min antes dos animais serem submetidos
ao LCE.

» Brometo de metil-escopolamina, (Sigma, St. Louis, MO, EUA),
antagonista dos receptores muscarinicos incapaz de atravessar a barreira
hematoencefélica. O composto foi diluido em salina na dose de 1 mg/Kg
e injetado s.c. 30 min antes da administracéo de pilocarpina.
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« Hidrocloridrato de pilocarpina, (Sigma, St. Louis, MO, EUA),
agonista colinérgico, diluido em salina na dose de 150 mg/Kg e
administrad via i.p.

* Diazepam (DZP), agonista do receptor benzodiazeopinico. O
DZzP foi diluido em salina na dose de 1 mg/Kg e injetado i.p. 30 min
antes dos animais serem submetidos ao LCE (Dunn et al., 1998).

* Flumazenil (FMZ) (Sigma, Chemical, EUA), antagonista
seletivo benzodiazepinico, diluido em salina na dose de 7 mg/Kg e
administrado i.p.15 min antes dos animais serem submetidos ao LCE
(Duarte et al., 2008).

« Pentilenotetrazol (PTZ) (Sigma, Chemical, EUA), antagonista
do receptor GABAA, diluido em salina na dose de 15 mg/Kg e injetado
i.p. 30 min antes dos animais serem expostos ao LCE (Garcia, Cardenas
& Morato, 2011).

* Buspirona (Busp) (Sigma, Chemical, EUA), agonista parcial
dos receptores SHT1A. A buspirona foi diluida em salina na dose de 0,8
mg/Kg e injetado i.p. 30 min antes dos animais serem expostos ao LCE
(Majercsik et al., 2003).

* Dizocilpina (MK-801) (Sigma, St. Louis, MO, EUA),
antagonista seletivo dos receptores NMDA, diluido em salina na dose de
0,1 mg/Kg e injetado i.p. 30 min antes da avaliagdo no aparato de
sobressalto (Gogos, Kwek & van den Buuse, 2012).

« Atenolol (Sigma, Chemical, EUA) antagonista seletivo dos
receptores B1 adrenérgicos, diluido em salina na dose de 20 mg/kg e
administrado 30 min antes dos animais serem submetidos ao LCE
(Gilbson, Barnfield & Curzon, 1994).

3.3. ADMINISTRACAO DE PILOCARPINA

Trinta minutos antes da administracdo sistémica de pilocarpina,
0s animais receberam brometo de metil-escopolamina (1 mg/Kg) pela
via subcutanea (s.c.) com o intuito de bloquear os efeitos periféricos que
poderiam resultar da administracdo do agonista colinérgico.

Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos
(grupo controle e grupo pilocarpina - PILO); o grupo controle recebeu
pela via intraperitoneal (i.p.) salina 0,9% em um volume de 1 ml/Kg,
enquanto que o grupo PILO recebeu pela mesma via i.p. hidrocloridrato
de pilocarpina (150 mg/Kg).

Foram entdo observados por um periodo de 2h para verificar a
presenga de comportamentos convulsivos. Os animais que apresentaram
qualquer comportamento convulsivo foram descartados (dois machos e
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uma fémea no total durante este trabalho, representando 1% dos animais
utilizados). Aqueles que ndo apresentaram qualquer alteracdo
comportamental foram realojados no Biotério do Laboratério de
Neurofarmacologia, onde permaneceram durante um periodo de trinta
dias até as avaliagdes comportamentais e fisioldgicas.

3.4. TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO (LCE)

O labirinto em cruz elevado é um teste amplamente utilizado para
avaliacdo de compostos ansioliticos e ansiogénicos, bem como uma
importante ferramenta na pesquisa da neurobiologia da ansiedade. Este
teste se baseia em respostas ndo condicionadas a ambientes abertos e
potencialmente perigosos (Pellow et al.,1985).

Padronizado por Pellow e colaboradores, em 1985, o teste
consiste de um aparato elevado do solo em 50 cm, com dois bragos
abertos de frente um para o outro e dois fechados, perpendiculares aos
abertos, de 50 cm de comprimento por 10 cm de largura, sendo que 0s
bragos fechados sdo cercados por paredes com 40 cm de altura,
enquanto os bragos abertos apenas apresentam uma pequena aba de 1
cm em seu entorno para evitar a queda do animal (figura 1).

— Bragoaberto

Brago fechado

Figura 1 — Labirinto em cruz elevado.

Os indices primarios de aversdo no labirinto em cruz elevado séo
as porcentagens de entradas e o total de tempo gasto nos bragos abertos.
O nUmero de entradas (total de entradas = nimero de entradas nos
bracos abertos + nimero de entradas nos bracos fechados) é considerado
como indice de atividade locomotora (Pellow et al.,1985). Além desses
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parametros, outros foram propostos para um maior refinamento da
resposta do teste, tais como a defecacdo, levantamentos (rearing -
comportamento exploratério em que o animal estende acima seu corpo e
patas dianteiras, apoiado sobre as traseiras), avaliacbes de risco
(stretched attend postures - postura em que o animal se estende
cautelosamente adiante, sem, no entanto, retirar do lugar suas patas
traseiras, voltando em seguida, a mesma posi¢do), autolimpeza
(grooming) e mergulhos de cabeca (head dippings - movimentos
exploratorios de cabeca e ombro abaixo do chdo dos bracos abertos)
(Rodgers & Johnson, 1995, Rodgers, 1997).

Durante os testes 0 aparato foi mantido em uma pequena sala com
uma luz vermelha de 15-W que fornecia 3 lux de iluminac&o nos bragos
abertos. Cada animal foi colocado voltado para um dos bragos fechados
e sua movimentagdo registrada por um sistema de camera capaz de
captar imagens em condi¢des de baixa iluminagdo e gravados através do
programa GeoVision GV-250 (Multicam surveillance system, versdo
8.2) para posterior analise manual utilizando o programa X-Plo-Rat
2005 versdo 1.1.0 fornecido gratuitamente pelo Laboratério de
Comportamento  Exploratério — USP/RP  através do  site:
<http://scotty.ffclrp.usp.br/page.php?6> acesso em: 6 abril 2011. A
exposicdo de cada animal ao aparato foi de 5 min e quando o animal foi
retirado procedeu-se a contagem de bolos fecais e o aparato foi limpo
com etanol 10% antes da exposicao do proximo animal.

Como parametros foram analisados as entradas e o tempo nos
bragos abertos, 0 nimero total de entradas, de avaliagdo de risco, de
levantamentos, mergulhos de cabeca e autolimpeza, assim como a
exploracdo das extremidades dos bragos abertos e a quantidade de bolos
fecais.

3.5. CAMPO ABERTO (CA)

O campo aberto é um teste amplamente utilizado consistindo em
um aparato de 100x100 cm circundado por uma parede de 40 cm de
altura, dividido em 25 quadrantes de 20x20 cm (figura 2). Nele o animal
é confrontado com a novidade do ambiente desconhecido e com uma
grande area aberta e desprotegida, sendo observados comportamentos
como locomogdo (nimero de quadrantes cruzados no chdo da arena pelo
animal), levantamentos, tempo de autolimpeza e defecagdo. Os roedores
parecem preferir a periferia ao centro do aparato, normalmente
caminhando em contato com as paredes, ou seja, apresentando
tigmotaxia (Ramos et al., 1997).
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Tem sido proposto o uso deste modelo na avaliagdo da ansiedade,
entre outros objetivos, considerando-se que uma maior permanéncia do
animal na regido central seria um indicativo de reducdo da ansiedade
(Lister, 1990, Choleris et al., 2001).

|

E

Figura 2 — Campo Aberto.

O aparato foi mantido em uma pequena sala com uma luz
vermelha de 15-W que fornecia 3 lux de iluminagdo sobre o centro do
aparato. Um sistema de filmagem capaz de captar imagens em
condi¢bes de baixa iluminagdo. Os experimentos foram gravados e
analisados utilizando os mesmos equipamentos e programas utilizados
para o LCE. Cada animal, imediatamente apos ser retirado do LCE, foi
colocado no quadrante central do CA e observado durante 5 min. Ap6s
esse tempo os animais eram retirados, contavam-se os bolos fecais e 0
aparato era limpo com etanol 10% antes de receber o proximo animal.

Os parametros registrados foram o numero total de quadrantes
percorridos, 0 tempo nos quadrantes centrais, 0s quadrantes centrais
percorridos em relacdo ao nimero total de quadrantes cruzados, o
numero levantamentos, autolimpeza e bolos fecais.

3.6. NEOFAGIA (NEO)

A neofagia é um teste utilizado para avaliacdo de
comportamentos do tipo-ansiogénico/ansiolitico que se baseia na analise
do comportamento do animal frente ao conflito de suprir uma
necessidade béasica para a sobrevivéncia (se alimentar ap6s um periodo
de jejum) e a aversdo a ambientes novos. No teste da neofagia os
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parametros sdo diferentes do teste do LCE e CA, ja que ndo envolve o
carater exploratorio, apenas o conflito entre o0 medo do ambiente
desconhecido e a necessidade fisiologica de alimentacdo. Este teste foi
padronizado por Soubrie e colaboradores, em 1975, e consiste de uma
caixa de vidro (0,3 x 0,5 x 0,4 m) forrada de serragem com um disco de
papel, circular (10 cm de didmetro), colocado no centro da caixa onde é
disposta uma quantidade previamente pesada de racdo (20 g) (figura 3).

Racao

Figura 3 — Teste da Neofagia.

A caixa foi colocada em uma sala iluminada somente por uma luz
vermelha de 15-W (3 lux de iluminag&o sobre a caixa). O experimento
foi registrado por um sistema de filmagem capaz de captar imagens em
condicbes de baixa iluminacdo e gravados utilizando o mesmo
equipamento citado anteriormente para posterior analise manual
utilizando-se cronémetros. Vinte e quatro horas antes de serem
submetidos ao teste, os animais foram privados de alimento solido,
sendo mantido o acesso irrestrito a dgua.

No momento do teste o animal era colocado em um dos cantos da
caixa e observado durante 30 min. Os pardmetros analisados nesse teste
foram a quantidade de racdo ingerida, a laténcia para inicio da ingestéo e
a quantidade de bolos fecais.

3.7. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
3.7.1. Teste do labirinto em cruz elevado e campo aberto

Para esse experimento foram utilizados 92 ratos machos e 100
ratas fémeas, sendo que todos os animais foram submetidos ao protocolo
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de administracdo de pilocarpina descrito no item 3.2 e, 30 dias apds,
foram avaliados no teste do labirinto em cruz elevado, seguido do teste
do campo aberto.

Os animais de cada um dos grupos (controle ou PILO) foram
divididos em cinco grupos que receberam um dos seguintes tratamentos
(por via intraperitoneal), antes da exposicdo ao LCE: Salina (0,9%; 30
min), Diazepam (1 mg/Kg; 30 min), Pentilenotetrazol (15 mg/Kg; 30
min) Flumazenil (7 mg/Kg 15 min) e Buspirona (0,8 mg/Kg 30 min).
Apds os tratamentos, 0s animais foram expostos ao LCE e em seguida,
ao CA, como descrito nos itens 3.3 e 3.4.

3.7.2. Teste da neofagia

Foram utilizados nesse experimento 16 ratos machos e 16 fémeas
gue passaram pelo protocolo de administracdo de pilocarpina descrito no
item 3.2 e, 30 dias apds, foram avaliados no teste da neofagia, como
descrito no item 3.5. Os videos foram analisados manualmente para a
retirada dos dados.

3.7.3. Ingestao, peso corporal e eficicia calérica

Os animais foram pesados antes da administracdo de pilocarpina
e a partir do tratamento passaram a ter todos os dias sua ragdo pesada
(200g por caixa), o volume de agua medido em proveta (500 ml) e seu
peso verificado diariamente durante o periodo de ftrinta dias
consecutivos.

Para o célculo da eficacia caldrica (EfCal) foram utilizados a
guantidade média de racéo ingerida por animal dividida pelo peso ganho
de cada animal. O ganho de peso foi expresso em porcentagem em
relacdo ao peso inicial do animal. As quantidades de racdo (g) e &gua
(ml) ingeridos foram consideradas pelo valor bruto dividido pelo
nimero de animais na caixa-moradia para obtencdo de um valor médio
de consumo diério para cada animal.

Nessa avaliacdo foram utilizados 24 machos e 32 fémeas que,
posteriormente, foram avaliados em testes comportamentais.

3.7.4. Inibic&o por pré-pulso do comportamento de sobressalto
acustico (PPI)

O teste de PPI oferece uma medida operacional do filtro sensério-
motor, refletida pela capacidade de inibicdo de um reflexo de
sobressalto quando um estimulo sensorial auditivo é precedido por outro
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de menor intensidade (Hoffman & Ison, 1980). Esse reflexo pode ser
observado em diferentes espécies de mamiferos, incluindo humanos,
primatas e roedores (Weiss & Feldon, 2001).

O filtro sensério-motor prové ao individuo a capacidade de
discriminar estimulos externos de relevancia fisioldgica ou cognitiva,
habilidade esta que estd comprometida nos portadores de alguns
distarbios psiquiatricos pelo comprometimento do circuito cértico-
estriado-palido-pontino, responsavel pela filtragem da informacédo
sensorial ou cognitiva. O PPI é um modelo utilizado para o estudo do
controle neural exercido por estruturas corticais e limbicas nos
processos de filtro e sua possivel deficiéncia em transtornos
neuropsiquiatricas. Esse processo parece atuar como um filtro de
estimulos sensoriais protegendo o sistema nervoso contra um excesso de
informacdes (Weiss & Feldon, 2001).

O teste é realizado em caixa de isolamento acustico, onde o pré-
pulso, um estimulo fraco acustico, é apresentado 10 ms antes do pulso,
um estimulo forte também acustico (figura 4).

Figura 4 — Camara de sobressalto acustico.

O PPI foi avaliado em uma camara de sobressalto (EP 175,
Insight Instrumentos - Ribeirdo Preto, SP, Brasil), utilizando um
acelerometro piezoelétrico para deteccdo da amplitude de sobressalto.
Apos aclimatagdo por 5 min com ruido de fundo a 65 dB, o rato recebeu
10 estimulos de 120 dB (10 ms de duracdo), acompanhados de blocos
pseudo-randomizados que consistiam em: um bloco apenas de pré-
pulso, 10 estimulos (para cada intensidade,100 ms de duragéo) de 68, 71
e 77 dB; um bloco de 10 estimulos apenas com o pulso 120 dB (10 ms
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de duracdo); um terceiro bloco de pré-pulso seguido de pulso (30 ms
entre eles) sendo 10 estimulos para cada intensidade de pré-pulso (68,
71 e 77 dB); e um bloco sem estimulos. Apds os blocos, foram ainda
dados 10 estimulos de 120 dM (10 ms de duragdo) para avaliacdo da
habituacdo do animal. O intervalo entre cada um dos diferentes
estimulos apresentados foi de 10s (Valsamis & Schmid, 2011) (figura
5). O calculo da percentagem de inibicdo do sobressalto pelo pré-pulso
foi feito pela férmula: 100*[1-(média de amplitude de resposta de
sobressalto apds uma amplitude de pré-pulso / média de resposta ao
pulso sozinho)]. Neste estudo, os valores médios das trés intensidades de
pré-pulsos 68, 71, 77 dB, bem como as intensidades individuais para o
pulso de sobressalto foram utilizados para calcular o PPI.

Ruido de fundo (RF) durante todo o teste: 65 dB

5 min ‘ 10 estimulos 80 estimulos ‘ 10 estimulos ‘
| |
[ \ [ \ \
Apenas RF 1 Pseudo-randomizados k ,I
Aclimatacéo + 10 estimulos 120 dB + 10 estimulos pré-pulso (PP) 68 dB + 10 estimulos 120 dB

+ 10 estimulos PP 71dB

+ 10 estimulos PP 77dB

+ 10 estimulos pulso (P) 120dB

+ 10 estimulos PP (68 dB) + P (120 dB)
+ 10 estimulos PP (71 dB) + P (120 dB)
+ 10 estimulos PP (77 dB) + P (120 dB)
+ 10intervalos sem estimulo

Figura 5 — Perfil esquematico da distribuicdo de blocos e estimulos utilizados no
teste de inibigdo por pré-pulso do comportamento de sobressalto acUstico.

3.7.5. Avaliagdo da pressdo sanguinea de animais pré-tratados
com pilocarpina através de medicgéo por pletismégrafo de
cauda

A avaliacdo da pressdo sistdlica sanguinea foi feita em 12 ratos
machos pré-tratados de acordo com o item 3.2 e avaliados 30 dias ap6s o
tratamento. A medigdo foi feita utilizando a técnica ndo invasiva do
“tailcuff” (manquito na cauda), através das alteracdes de volume
sanguineo registrado na cauda (Zatz, 1990) (figura 6).
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Figura 6 — Aparato de “tail cuff”.

Os animais foram ambientados na sala de experimentacdo por 30
min, com temperatura ambiente de 28 °C. Apds o periodo de
ambientacdo cada animal foi colocado em um tubo de contencdo e a
cauda foi inserida em um manguito com um cristal peizoelétrico
acoplado a um eletrodo (modelo MLT125R, AD Instruments, Australia).
O sistema foi acionado e a medicdo feita por trés vezes. A pressdo foi
obtida utilizando um sistema Chart v.7.2, AD Instruments, Australia.
Para cada animal a pressdo final considerada foi obtida através da média
das trés medidas.

3.7.6. Avaliacdo do comportamento de ratos machos tratados com
pilocarpina ap6s a administragdo de atenolol, um anti-
hipertensivo antagonista seletivo f§;

Para a avaliagdo dos efeitos do atenolol no comportamento do
tipo-ansioso gerado pela pilocarpina, foram utilizados 32 ratos machos
com dois meses de idade que passaram pelo pré-tratamento descrito no
item 3.3. Trinta dias ap6s o tratamento, os grupos controle e PILO foram
divididos em dois outros grupos, sendo que um deles recebeu salina
0,9% (controle) e o outro atenolol (20 mg/kg; i.p.). Essa dose de atenolol
ja se mostrou eficiente em reduzir a pressdo sanguinea em ratos sem
alterar os comportamentos relacionados & ansiedade (Gilbson, Barnfield
& Curzon, 1994). Trinta minutos ap6s a administracdo, 0s animais
foram submetidos ao LCE como descrito no item 3.4. Os videos gerados
foram analisados manualmente com auxilio do programa X-Plo-Rat
2005 verséo 1.1.0.
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3.7.7. Estresse oxidativo no hipocampo de ratos administrados
com pilocarpina

Para a andlise de fatores indicativos de estresse oxidativo celular,
24 ratos machos foram submetidos ao protocolo de administracdo de
pilocarpina descrito no item 3.2, um, trés e sete dias antes do teste,
periodo em que o estresse oxidativo é detectavel, sendo os animais que
receberam salina considerados controles. No dia do teste os animais
foram eutanasiados por decapitacdo, tiveram o cérebro rapidamente
retirado e o hipocampo dissecado sobre uma placa fria (4°C). Os
hipocampos foram homogeneizados e entdo utilizados para os testes
guantitativos  de  ti6is ndo  protéicos,  glutationaredutase,
glutationaperoxidase e substancias reativas ao acido tiobarbitarico.

3.7.7.1. Detecgdo de tidis ndo proteicos (GSH)

A medicdo de tidis ndo proteicos foi feita de acordo com o
descrito anteriormente por Ellman, 1959. 40pL do homomogenato de
tecido hipocampal foi incubado com 40 pL de &cido tricloroacético 10%
e logo ap6s centrifugado (5000 G, a 4°C durante 10 min). A porcéo
sedimentada foi descartada, sendo utilizada para a dosagem apenas 0
sobrenadante. A amostra foi lida em um leitor de microplacas (Tecan
Group Ltd., Ménnedorf, Suica) em 405 nm de absorbancia utilizando-se
GSH como padrdo. Os valores foram expressos como percentagem em
relacdo ao controle que ndo sofreu tratamento.

3.7.7.2. Glutationa redutase (GR)

A glutationa redutase hipocampal foi medida utilizando-se um
ensaio de reducdo de NADPH, seguindo o protocolo desenvolvido por
Carlberg & Mannervik (1985), utilizando glutationa oxidada (GSSG)
como substrato. A atividade da GR foi monitorada por uma diminuicéo
da absorbancia de NADPH em 340 nm a 37°C em um leitor de
microplacas (Tecan Group Ltd., Mannedorf, Suiga). Os resultados foram
baseados em um coeficiente de extin¢gdo molar para 0 NADPH de 6.22x
10°M'em ™.

3.7.7.3. Glutationa peroxidase (GPx)

A glutationa peroxidase hipocampal (GPx) foi medida utilizando-
se um ensaio de reducdo de NADPH, seguindo a técnica descrita por
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Wendel (1981). 40 pL do sobrenadante do homogenato (cerca de 200 ug
de proteina) foram adicionados a uma mistura contendo glutationa
reduzida, glutationaredutase e NADPH em tampé&o fosfato (pH 7,4). A
reacdo foi iniciada pela adi¢do de terc-butil-hidroperéxido (quantidade)
e a diminuicdo da absorbancia em 340 nm foi registrada sob a
temperatura de 37 °C em um leitor de microplacas (Tecan Group Ltd.,
Mannedorf, Suica). Os resultados foram baseados em um coeficiente de
extincdo molar para 0 NADPH de 6.22x 10°M 'em ™.

3.7.7.4. Substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS)

As substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) foram
determinadosno homogenato de hipocampos utilizando o método
descrito por Ohkawa e colaboradores (1979), em que o
dialdeidomalénico (MDA), um produto final da peroxidacdo lipidica,
reage com o acido tiobarbitdrico formando um complexo corado. As
amostras foram incubadas a 100 °C durante 60 minutos em meio acido
contendo dodecil sulfato de sodio a 0,45% e 0,67% de 4cido
tiobarbitdrico. Apos centrifugacdo, o produto da reacdo foi determinada
a 532 nm utilizando MDA como padrdoem um leitor de microplacas
(TecanGroupLtd., Méannedorf, Suica).

3.8. ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas dos experimentos descritos foram feitas
utilizando-se o programa SPSS-Statistics versdo 17.0 (Statistical Product and
Service Solutions, Chicago, EUA).

Para o calculo das médias foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov
de normalidade para se verificar se os dados apresentavam ou ndo uma
distribui¢do normal. Sendo a distribuicdo normal, foi entdo verificada a
homogeneidade através do teste de homogeneidade das variancias de Bartlett.

Os itens 3.7.2, 3.7.3, 3.7.5 e 3.7.7 possuem apenas uma variavel de
forma que os experimentos descritos nos itens 3.7.2, 3.7.3 e 3.7.5 foram
avaliados através do teste t de Student e no item 3.7.7 através de uma ANOVA
de uma via. J4 os itens 3.7.1, 3.7.4 e 3.7.6 possuiam duas variaveis para serem
observadas e foram analisados através de uma ANOVA de duas vias e, quando
apropriado, pelo teste de Bonferroni como pds-hoc.

Foram consideradas significativas as diferencas com indices de
significancia de p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. AVALIACAO DO COMPORTAMENTO DE RATOS
TRATADOS COM PILOCARPINA E PADRONIZACAO
FARMACOLOGICA DO MODELO.

4.1.1. Teste do labirinto em cruz elevado — Machos.

No parametro porcentagem de entradas nos bracos abertos (figura
7) os animais pré-tratados com pilocarpina que receberam solucéo salina
antes do teste apresentaram reducdo significativa desta medida em
relacdo ao grupo salina-salina (P<0,05). O grupo salina-diazepam
mostrou aumento das entradas quando comparado aos animais do grupo
salina-salina (P<0,001) e pilocarpina-diazepam (P<0,05). O grupo
pilocarpina-flumazenil aumentou a percentagem de entradas em relacdo
ao grupo pilocarpina-salina  (P<0,001). O grupo pilocarpina-
pentilenotetrazol também mostrou um aumento apenas em relagdo ao
grupo pilocarpina-salina (P<0,05). Ndo houve mudanca significativa nos
pardmetros dos grupos tratados com a buspirona em relagcdo ao grupo
controle tanto para os pré-tratados com pilocarpina ou salina.
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Figura 7 — Exploracdo dos bracos abertos do LCE por ratos machos tratados
previamente (30 dias) com pilocarpina (150mg/kg i.p.) ou salina, avaliados
durante um periodo de 5 min. (A=entradas; B=tempo). Dados representados
como média + E.P.M. *P<0,05, comparado ao respectivo grupo controle
(salina); "P<0,05 comparado ao grupo salina com o mesmo pré-tratamento
(ANOVA de duas vias, seguida de Bonferroni p6s-hoc). (DZP — Diazepam (1
mg/kg); FMZ — Flumazenil (7 mg/kg); PTZ — Pentilenotetrazol (15 mg/kg ;
Busp — Buspirona 0,8 mg/kg).



56

Em relacdo ao total de entradas, foi observado um aumento
significativo apenas para o grupo pré-tratado com pilocarpina que
recebeu diazepam, em relacdo ao grupo pré-tratado com salina que
recebeu 0 mesmo tratamento (P<0,05) e o grupo pré-tratado com
pilocarpina que recebeu salina (P<0,001), como apresentado na tabela 1.

Tabela 1- Total de entradas (TE), tempo na plataforma central (%TC),
exploracdo das extremidades dos bracos abertos (EXT) e avalia¢do de
risco (SAP), no LCE de ratos machos tratados com Unica dose
subconvulsivante de pilocarpina 150 mg/Kg ou salina, durante o periodo
de 5 min.

TE %TC EXT SAP
S-Sal (11) | 12,18 £1,20 18,35+2,12 2,00+0,38 6,36 + 0,56
P-Sal (10) | 8,90 + 0,69 1554+315 0,50+0,31 8,00+ 0,95

S-DZP (8) | 10,88+ 1,55 1058 +2,43 4,13+064  2,63+053"
P-DZP (10) | 15,70 +1,18"% 16,84+289 4,40+122% 500+0,58""

S-FMZ (8) | 10,50 + 1,45 15,17 +155 3,50 0,80 4,63 + 0,46
P-FMZ (10) | 11,10 + 0,66 15,82 +1,02 2,80+0,80* 5,20 +0,55"

S-PTZ®) | 9,50+1,15 21,15+335 3,50+0,80 7,13+0,23
P-PTZ (10) | 9,60+ 1,28 18,10+1,90 2,80+0,80 6,10 +0,46 "

S-Busp(®) | 11,38+1,79  17,62+3,25 063+0,26 6,50 0,42
P-Busp 9) | 12,33+1,43  13,72+1,90 1,56+0,56 5,67 +0,58 *

Resultados expressos como média + E.P.M. S = salina; P = pilocarpina (N) = nimero de
animais por grupo. *P<0,05, comparado ao respectivo grupo controle (salina); “P<0,05
comparado ao grupo salina com o mesmo pré-tratamento. (ANOVA de duas vias seguida de
Bonferroni poés-hoc). (DZP — Diazepam; FMZ — Flumazenil; PTZ — Pentilenotetrazol; Busp —
Buspirona).

Quando avaliado o parametro tempo dispendido na plataforma
central ndo foi encontrado qualquer alteracdo significativa entre os
diferentes grupos como apresentado na tabela 1.

Quando analisados os dados para o tempo dispendido nos bracos
abertos (figura 6) foi encontrado um aumento desta medida nos grupos
salina-diazepam e salina-flumazenil em relacdo ao grupo salina-salina
(P<0,001 e P<0,01, respectivamente). Observou-se também um aumento
significativo nesse pardmetro nos grupos pilocarpina-diazepam e
pilocarpina-flumazenil em relagdo ao grupo pilocarpina-salina (P<0,001
e P<0,01, respectivamente).

Em relacdo a exploracdo das extremidades dos bragos abertos,
pode-se observar um aumento significativo desta medida nos grupos
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pilocarpina-diazepam e pilocarpina-flumazenil em relacdo ao grupo
pilocarpina-salina, como apresentado na tabela 1.

Tabela 2- Comportamentos de autolimpeza (Gro), levantar (Rea),
mergulho de cabeca (HD) e bolos fecais (BF), no LCE de animais
tratados com Unica dose subconvulsivante de pilocarpina 150 mg/Kg i.p.
ou salina, 30 dias antes, durante um periodo de 5 min.

Gro Rea RD BF

S-Sal (11) | 2,27 + 0,54 13,82+129 4,45+061 1,00+ 0,30
P-Sal (10) | 3,20 0,39 1550+0,75 3,30+0,40 4,60 +0,83*
S-DZP (8) | 1,88+0,35 1525+0,25 8,13+0,35" 3,88+1,29"
P-DZP (10) | 1,40+0,31%  14,00+156 7,10+1,00 1,60+0,56"
S-FMZ () | 450+033% 1475+0,77 863+1,236" 0,38+0,18
P-FMZ 10) | 1,60+ 0,37 ** 12,60+0,78 6,70+1,37% 1,00+0,37*
S-PTZ ) | 2,88+0,52 16,13+0,44 3,00+060 1,75+0,37
P-PTZ(10) | 1,70+ 0,42%  14,00+087 4,10+059 0,40+ 0,31*
S-Busp (8) | 3,25 + 0,45 13,88+1,14 250+042 1,88+0,81
P-Busp (9) | 2,00 + 0,37 1333+0,71 467+087 144+050"

Resultados expressos como média + E.P.M. S = salina; P = pilocarpina (N) = ndmero de
animais por grupo. *P<0,05, comparado ao respectivo grupo controle (salina); “P<0,05
comparado ao grupo salina com o mesmo pré-tratamento. (ANOVA de duas vias, seguida de
Bonferroni pos-hoc). (DZP — Diazepam; FMZ — Flumazenil; PTZ — Pentilenotetrazol; Busp —
Buspirona).

Para o comportamento de autolimpeza (Gro), o grupo salina-
flumazenil apresentou um aumento em relacdo aos grupos salina-salina
e pilocarpina-flumazenil, enquanto os grupos pilocarpina-diazepam e
pilocarpina-pentilenotetrazol apresentaram uma reducao deste pardmetro
em relacdo ao grupo pilocarpina-salina.

Em relacdo ao comportamento de avaliacdo de risco (SAP), o
grupo salina-diazepam apresentou redugdo significativa desta medida
em relacdo aos grupos salina-salina e pilocarpina-diazepam. Os grupos
pilocarpina-diazepam, pilocarpina-flumazenil, pilocarpina-
pentilenotetrazol e pilocarpina-buspirona também apresentaram reducdo
desta medida, quando comparados ao grupo pilocarpina-salina. Nao
houve alteracdo quanto aos levantamentos (Rea) para todos 0s grupos
analisados.

Para o comportamento de mergulhos de cabeca (HD), os grupos
salina-diazepam e salina-flumazenil apresentaram aumento do mesmo
quando comparados ao grupo salina-salina. Os grupos pilocarpina-
diazepam e pilocarpina-flumazenil mostraram um aumento desta medida
em relacdo ao grupo pilocarpina-salina.
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Na contagem de bolos fecais (BF) os grupos salina-diazepam e
pilocarpina-salina apresentaram um aumento do mesmo em rela¢do ao
grupo salina-salina. Os grupos pilocarpina-diazepam, pilocarpina-
flumazenil, pilocarpina-pentilenotetrazol e pilocarpina-buspirona
apresentaram reducdo do numero de bolos fecais em relagdo ao grupo
pilocarpina-salina. Os dados para tais parametros estdo apresentados
como média + E.P.M. na tabela 2.

4.1.2. Teste do campo aberto - Machos

Os animais de todos os grupos avaliados no teste do campo aberto
ndo apresentaram alteracdo quanto ao nimero de quadrantes totais
percorridos (tabela 3).

Quanto as entradas nos quadrantes centrais do CA pode-se
observar que o grupo salina-salina apresenta mais entradas que o grupo
pilocarpina-salina (P<0,001) e que o grupo salina-buspirona (P<0,05),
porém, uma reducdo nesse parametro quando comparado ao grupo
salina-diazepam (P<0,001). O grupo pilocarpina-flumazenil apresenta
aumento quando comparado ao grupo salina-flumazenil (P<0,05). Os
grupos pilocarpina-diazepam, pilocarpina-flumazenil e pilocarpina-
pentilenotetrazol apresentaram um aumento da exploracdo da area
central em relacdo ao grupo pilocarpina-salina (P<0,001), como
mostrado na figura 8.
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Figura 8 — Exploracéo dos quadrantes centrais do CA em ratos machos tratados
com pilocarpina (150 mg/Kg i.p.) ou salina, 30 dias antes, durante um periodo
de 5 min. (A=entradas, B=tempo) Média + E.P.M. *P<0,05 comparado ao
respectivo grupo controle (salina); “P<0,05, comparado ao grupo salina com o
mesmo pré-tratamento. (ANOVA de duas vias, seguida de Bonferroni pds-hoc).
(DZP - Diazepam (1 mg/kg); FMZ — Flumazenil (7 mg/kg); PTZ -
Pentilenotetrazol (15 mg/kg ; Busp — Buspirona 0,8 mg/kg).
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Para o parametro de autolimpeza, o grupo salina-flumazenil tem um
aumento na frequéncia desse comportamento em relacdo ao grupo
salina-salina (P<0,001) e ao grupo pilocarpina-flumazenil (P<0,05).
Também podemos observar que o grupo pilocarpina-salina apresenta um
aumento deste parametro em relagdo aos grupos pilocarpina-diazepam
(P<0,01), pilocarpina-flumazenil (P<0,05) e pilocarpina-
pentilenotetrazol (P<0,05).

Nenhum dos grupos apresentou alteracdo significativa para o
pardmetro de levantar, como mostram os dados apresentados na tabela 3.
Em relacdo ao nimero de bolos fecais (BF), o grupo pilocarpina-
diazepam mostrou uma redugdo desta medida em relagdo ao grupo
salina-diazepam (P<0,001) e ao grupo pilocarpina-salina (P<0,001). O
grupo salina-salina mostrou um menor nimero de bolos fecais em
relacdo ao grupo pilocarpina-salina (P<0,01) e ao grupo salina-diazepam
(P<0,01). Pode-se verificar também que o grupo pilocarpina-salina
apresentou um maior nimero de bolos fecais em relacdo aos grupos
pilocarpina-flumazenil (P<0,001), pilocarpina-pentilenotetrazol
(P<0,001) e pilocarpina-buspirona (P<0,001).

Tabela 3- Numero total de cruzamentos (TCruz), Comportamentos de
autolimpeza (Gro), levantar (Rea) e bolos fecais (BF) no campo aberto
de machos tratados com Unica dose subconvulsivante de pilocarpina
(150 mg/Kg i.p.) ou salina, durante um periodo de 5 min.

TCruz Gro Rea BF

S-Sal (11) | 54,18 +2,13 6,64 +0,82 12,27 £ 0,49 2,64 £ 0,64
P-Sal (10) | 49,40+2,74 7,60+ 1,07 11,90 £ 0,48 5,00 +0,37 *
S-DZP (8) | 58,88+3,73 6,63+0,84 13,50 £ 0,50 475+041"
P-DZP (10) | 52,00 +2,74 4,30+0,54* 12,40 £ 0,52 1,80 + 0,36*"
S-FMZ 8) | 55,38 +2,52 9,75+0,80 " 12,50 + 0,85 1,88 £ 0,30
P-FMZ (10) | 50,70 +3,02 4,80+0,44*% 12,40 +0,62 1,60 +0,58 %
S-PTZ () |58,88+1,99 6,50+1,46 11,50 £ 0,53 2,88+0,81
P-PTZ (10) | 58,88 +1,99 6,50 + 1,46 11,50 + 0,53 2,88 +0,81
S-Busp 8) | 49,60 +230 4,60+0,45" 11,20 £ 0,53 1,10+0,38"
P-Busp (9) | 52,63+2,83  7,00+0,42 11,13+0,48 2,75+0,65

Resultados expressos como média + E.P.M. S = salina; P = pilocarpina (N) = nimero de
animais por grupo.”P<0,05, comparado ao respectivo grupo controle (salina); °P<0,05
comparado ao mesmo pré-tratamento tratado com salina. (ANOVA de duas vias, seguida de
Bonferroni pés-hoc). (DZP — Diazepam; FMZ — Flumazenil; PTZ — Pentilenotetrazol; Busp —
Buspirona).
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4.1.3. Teste do labirinto em cruz elevado — Fémeas.

Em relagdo as entradas nos bracos abertos, observa-se que o
grupo pilocarpina-salina apresenta um valor significativamente menor
em relacdo aos grupos salina-salina (P<0,001), pilocarpina-diazepam
(P<0,001), pilocarpina-flumazenil (P<0,01) e pilocarpina-buspiona
(P<0,001). O grupo salina-diazepam apresenta ainda um aumento nas
entradas nos bragos abertos comparado ao grupo pilocarpina-diazepam
(P<0,001). Em relacdo ao grupo salina-salina, observou-se uma reducéo
desta medida em relagdo ao grupo salina-diazepam (P<0,01), enquanto
h& um aumento em relacdo ao grupo salina-pentilenotetrazol (P<0,001).
Estes dados estdo mostrados na figura 9.
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Figura 9 — Exploracdo dos bracos abertos do LCE em ratos fémeas tratados com
pilocarpina (150 mg/Kg i.p.) ou salina, 30 dias antes, durante um periodo de 5
min (A=entradas, B=tempo). Média + E.P.M. *P<0,05, comparado ao
respectivo grupo controle (salina); *P<0,05, comparado ao grupo salina com o
mesmo pré-tratamento. (ANOVA de duas vias, seguida de Bonferroni p6s-hoc).
(DZP — Diazepam (1 mg/kg); FMZ — Flumazenil (7 mg/kg); PTZ -
Pentilenotetrazol (15 mg/kg ; Busp — Buspirona 0,8 mg/kg).

Para 0 numero total de entradas, apenas o grupo salina-diazepam
apresentou um aumento significativo desta medida em relagdo ao grupo
salina-salina, como apresentado na tabela 4.

Em relacdo ao tempo dispendido na plataforma central (tabela 4),
pode-se observar um aumento desta medida no grupo salina-
pentilenotetrazol em relagdo ao grupo salina-salina (P<0,001), bem
como do grupo pilocarpina-pentilenotetrazol em relagdo ao grupo
pilocarpina-salina (P<0,001).



61

Para o tempo dispendido nos bragos abertos, o grupo salina-salina
apresentou um aumento em relagdo aos grupos pilocarpina-salina
(P<0,001) e salina-pentilenotetrazol (P<0,01), e apresentou reducao
nesse parametro em relacdo ao grupo salina-diazepam (P<0,001). O
grupo salina-diazepam, por sua vez, apresentou um aumento
significativo em relagdo ao grupo pilocarpina-diazepam (P<0,001). Para
0 grupo pilocarpina-salina pode-se observar uma redugdo deste
pardmetro em relacdo aos grupos pilocarpina-diazepam (P<0,001) e
pilocarpina-flumazenil (P<0,010), como apresentado na figura 9.

Em relagdo as entradas nas extremidades dos bragos abertos,
temos que o grupo salina-salina apresentou um ndmero maior de
entradas que o0s grupos pilocarpina-salina (P<0,001) e salina-
pentilenotetrazol (P<0,001), porém, mostrou uma reducédo desta medida
em relagdo ao grupo salina-diazepam (P<0,01). O grupo pilocarpina-
salina apresentou uma reducdo deste parametro quando comparado aos
grupos pilocarpina-diazepam (P<0,001) e pilocarpina-flumazenil
(P<0,001). Estes dados estdo apresentados na tabela 4.

Tabela 4- Total de entradas (TE), tempo na plataforma central (%TC),
exploragdo das extremidades dos bracos abertos (EXT) e avaliacdo de
risco (SAP), no LCE de fémeas tratadas com Unica dose
subconvulsivante de pilocarpina (150 mg/Kg i.p.) ou salina, durante um
periodo de 5 min.

TE %TC EXT SAP

S-Sal |14,60+0,91 10,62 +2,41 400+063 570+0,51

P-Sal | 16,40+1,02 11,67 +1,86 0,70+ 026" 6,20 +0,77
S-DZP | 17,60+0,43° 8,19+0,41 6,00+ 0,37° 2,60 +0,30"
P-DZP | 17,20+ 057 10,28 + 0,88 5,20 + 047" 3,10+ 0,23"
S-FMZ | 16,30+0,50 12,14 + 0,98 540+064 5,00+0,62
P-FMZ | 16,40+ 0,40  11,73+1,53 440+040 580+0,51
S-PTZ | 1530+0,73  18,75+1,06° 1,40+0,34" 6,30 +0,53
P-PTZ | 16,80 +0,79  19,67+2,08° 0,60+0,27 5,50+ 0,45
S-Busp | 14,10+ 0,46 8,59 +1,01 3,10+0,38 520+0,52
P-Busp | 1440+0,70 10,44 + 0,90 1,70+ 0,45 4,30 + 0,45"

Resultados expressos como média + E.P.M. S = salina; P = pilocarpina. nimero de animais por
grupo = 10. *p<0,05 comparado ao respectivo grupo controle (salina); p<0,05 comparado ao
grupo salina com o mesmo pré-tratamento. (ANOVA de duas vias, seguida de Bonferroni pos-
hoc). (DZP — Diazepam; FMZ — Flumazenil; PTZ — Pentilenotetrazol; Busp — Buspirona).
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Para o comportamento de autolimpeza (Gro), observou-se que 0s
grupos pilocarpina-diazepam (P<0,001) e pilocarpina-buspirona
(P<0,01) apresentaram uma redugdo para este parametro em relagéo ao
grupo pilocarpina-salina. Além disso, o grupo salina-flumazenil
apresenta aumento para esse parametro em relacdo ao grupo salina-
salina (P<0,01).

Em relagdo a avaliacdo de risco (SAP), o grupo salina-diazepam
apresentou uma diminui¢do nesta medida em relacdo ao grupo salina-
salina (P<0,001). O grupo pilocarpina-salina apresentou um nudmero
maior de avaliacdes de risco em relacdo ao grupo pilocarpina-diazepam
(P<0,001) e pilocarpina-buspirona (P<0,05). Ndo houve mudanga no
comportamento de levantar (Rea) em todos 0s grupos avaliados.

Tabela 5- Comportamentos de autolimpeza (Gro), levantar (Rea),
mergulho de cabeca (HD) e nimero de bolos fecais (BF), no LCE de
fémeas tratadas com Unica dose subconvulsivante de pilocarpina (150
mg/Kg i.p.) ou salina, durante um periodo de 5 min.

Gro Rea RD BF

S-Sal |460+0,61 1830+1,39 9,60+ 1,05 0,60 + 0,25

P-Sal |650+092 18,70+1,35 7,30+0,79 3,50 + 0,99 *
S-DZP |330+050 2000+196 1350+1,43° 220+0,89
P-DZP |2,00+021°% 18,00+1,89 11,40+1,05°% 1,10+046°
S-FMZ | 7,90+093° 18,40+1,16 12,80+1,38  0,40+0,34
P-FMZ |6,20+061 18,80+0,70 10,00+1,19  3,20+0,95*
S-PTZ |380+064 19,10+1,02 8,10+ 1,06 0,70 + 0,44
P-PTZ |4,70+0,70 1750+1,22 7,60+0,86 2,00 + 0,86
S-Busp | 4,20+040 19,00+152 7,90+1,14 1,00 + 0,67
P-Busp | 3,30+0,74°% 1840+159 7,20+0,84 1,60 + 0,74

Resultados expressos como média + E.P.M. S = salina; P = pilocarpina. nimero de animais por
grupo = 10. *P<0,05 comparado ao respectivo grupo controle (salina); *P<0,05 comparado ao
grupo salina com o mesmo pré-tratamento (ANOVA de duas vias, seguida de Bonferroni pos-
hoc). (DZP — Diazepam; FMZ — Flumazenil; PTZ — Pentilenotetrazol; Busp — Buspirona).

O comportamento de mergulho de cabeca (HD) mostrou-se
aumentado no grupo salina-diazepam em relacéo ao grupo salina-salina
(P<0,05), assim como no grupo pilocarpina-diazepam em relagdo ao
grupo pilocarpina-salina (P<0,05).

Quando avaliado o numero de bolos fecais (BF), pOde-se
observar uma reducdo dos mesmos no grupo pilocarpina-diazepam em
relacdo ao grupo pilocarpina-salina (P<0,05) e um aumento no grupo
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pilocarpina-flumazenil em relacdo ao grupo salina-flumazenil (P<0,01).
Estes dados estdo expressos na tabela 5.

4.1.4. Teste do campo aberto - Fémeas

Os animais de todos 0s grupos avaliados no teste do campo aberto
nado apresentaram altera¢do quanto ao nimero de quadrantes totais
percorridos (tabela 6).

Quando se avaliou as entradas nos quadrantes centrais do CA
(figura 10), observou-se uma reducdo das mesmas no grupo pilocarpina-
salina em relacéo ao grupo salina-salina (P<0,001). O grupo pilocarpina-
diazepam apresentou uma reducdo nessa medida em relacdo ao grupo
salina-diazepam (P<0,001) e um aumento em relagdo ao grupo
pilocarpina-salina (P<0,001). O grupo salina-diazepam apresentou um
aumento da exploracdo central do CA em relacéo ao grupo salina-salina
(P<0,001). O flumazenil foz capaz de reduzir o nimero de entradas para
0 grupo pré-tratado com pilocarpina em relacdo ao pré-tratado com
salina (P<0,01). Para os grupos tratados com pentilenotetrazol verificou-
se uma reducdo das entradas na area central do grupo pré-tratado com
pilocarpina em relagdo ao pré-tratado com salina (P<0,001) e uma
reducdo nessa medida para o grupo pilocarpina-buspirona em relagéo ao
grupo salina-buspirona (P<0,001).
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Figura 10 — Exploracéo dos quadrantes centrais do CA em ratos fémeas tratados
com pilocarpina (150 mg/Kg i.p.) ou salina, 30 dias antes, durante um periodo
de 5 min. (A=entradas, B=tempo;). Média + E.P.M. *p<0,05 comparado ao
respectivo grupo controle (salina); p<0,05 comparado ao grupo salina com o
mesmo pré-tratamento. (ANOVA de duas vias, seguida de Bonferroni p6s-hoc).
(DZP - Diazepam (1 mg/kg); FMZ — Flumazenil (7 mg/kg); PTZ —
Pentilenotetrazol (15 mg/kg ; Busp — Buspirona 0,8 mg/kg).
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Quanto ao tempo de permanéncia nos quadrantes centrais
observou-se um aumento significativo do mesmo no grupo salina-
diazepam em relagdo ao grupo salina-salina (P<0,001). O grupo
pilocarpina-salina apresentou menor de permanéncia que 0S Qrupos
pilocarpina-diazepam (P<0,001) e pilocarpina-flumazenil (P<0,01),
(figura 10).

Em relagcdo ao comportamento de autolimpeza (Gro) no campo
aberto, as fémeas do grupo salina-diazepam apresentaram reducdo desta
medida em relagcdo ao grupo salina-salina (P<0,01), assim como as do
grupo pilocarpina-diazepam em relagdo com o grupo pilocarpina-salina
(P<0,05). N&o houve alteracéo significativa para o pardmetro de levantar
(Rea) e para o numero de bolos fecais (BF), (tabela 6).

Tabela 6- Numero total de cruzamentos (TCruz), comportamentos de
autolimpeza (Gro), levantar (Rea) e bolos fecais (BF) no campo aberto
de fémeas tratadas com Unica dose subconvulsivante de pilocarpina ou
salina, durante o periodo de 5 min.

TCruz Gro Rea BF

S-Sal 70,20+1,79 13,60+0,75 16,40+1,36 1,00+0,32

P-Sal 66,30+ 1,61 14,30+1,03 1440+159 150+0,40
S-DZP |69,70+1,73 9,70+0,78" 16,80+1,46 0,90+ 0,39
P-DZP | 66,00+2,07 10,70+1,01* 1570+1,22 0,80+ 0,25
S-FMZ | 68,60+1,75 13,20+1,04 14,70+1,42 0,90+0,51
P-FMzZ | 66,10+1,89 13,40+ 1,00 1480+150 1,60+0,45
S-PTZ |68,80+1,82 15,30+0,96 15,70+0,87 1,20%+0,74
P-PTZ |6430+1,69 13,60+1,26 1420+ 0,73 1,20+£0,53
S-Busp | 67,40+ 1,43 13,10+0,90 1450+1,35 1,10+£0,35
P-Busp | 64,60+1,83 13,50+0,79 1400+1,44 1,20+0,47

Resultados expressos como média + E.P.M. S = salina; P = pilocarpina. nimero de animais por
grupo = 10. *p<0,05, comparado ao respectivo grupo controle (salina); ®p<0,05 comparado ao
grupo salina com o mesmo pré-tratamento. (ANOVA de duas vias, seguida de Bonferroni pos-
hoc). (DZP — Diazepam; FMZ — Flumazenil; PTZ — Pentilenotetrazol; Busp — Buspirona).
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4.1.5. Neofagia - Machos

No teste da neofagia observou-se uma reducdo na quantidade
total de racdo ingerida durante o teste pelo grupo pilocarpina em relacéo
ao grupo salina (P=0,0489). Em relagdo a laténcia para o inicio da
ingestdo de alimento o grupo pilocarpina apresentou um tempo maior
gue o do grupo salina (P=0,0062). Estes dados estdo mostrados na figura
11.
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Figura 11 — Ingestdo de comida no teste da neofagia em ratos machos tratados
com pilocarpina (150 mg/Kg i.p.) ou salina30 dias antes, durante um periodo de
30 min. (A=Ingestdo; B=Laténcia; nimero de animais por grupo = 8). Média +
E.P.M. "P<0,05 comparado ao grupo salina (teste t de Student).

Quanto aos bolos fecais o grupo pilocarpina apresentou maior
nimero (2,25 £ 0,55; N=8) quando comparado ao grupo salina (0,62 +
0,26; N=8) (P=0,0198).

4.1.6. Neofagia - Fémeas

No teste da neofagia, as fémeas mostraram uma redugdo na
quantidade total de racdo ingerida durante o teste no grupo tratado com
pilocarpina em relagdo ao grupo salina (P=0,0475) e uma maior laténcia
para o inicio da ingest&o que o grupo salina (P=0,0006) (figura 12).

Né&o houve diferenca significativa em relacdo ao nimero de bolos
fecais para as fémeas testadas no teste da neofagia (dados numéricos).
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Figura 12 — Ingestdo de comida no teste da neofagia em ratos fémeas tratados
com Unica dose subconvulsivante de pilocarpina (150 mg/Kg i.p.) ou salina
durante um periodo de 30 min. (A=Ingestdo; B=Laténcia). Média + E.P.M.
“P<0,05 comparado ao grupo salina (teste t de Student).

4.2. AVALIACAO DAS ALTERACOES METABOLICAS DOS
ANIMAIS TRATADOS COM PILOCARPINA.

A avaliacdo da quantidade media de ragéo ingerida pelos animais
mostra que o0s ratos machos tratados com pilocarpina apresentaram
reducdo de 48% na quantidade de ragdo ingerida em relagdo aos animais
do grupo controle (P<0,0001). As fémeas tratadas com pilocarpina nao
apresentaram alteracfes quanto a média de racdo ingerida no periodo
avaliado. Esses dados estdo expostos na figura 13.
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Figura 13 — Ingestao por ratos machos e fémeas, medida durante trinta dias
consecutivos a administragéo de dose Unica de pilocarpina (150 mg/Kg i.p.). Os
dados estdo apresentados como média + E.P.M. *p<0,05 comparado ao
respectivo grupo controle (salina) (teste t de Student).
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O tratamento com pilocarpina gerou nos ratos machos uma
reducdo de 7% na ingestdo de &gua em comparacdo a ingestdo dos
animais controle (P=0,0127). Por outro lado, ndo houve alteracdo
significativa em relacdo a ingestdo de agua pelas fémeas tratadas, como
é possivel observar na figura 13.

A avaliacdo da do ganho médio de peso dos ratos, machos e
fémeas, tratados com pilocarpina sdo mostrados na figura 14. Os ratos
machos do grupo pilocarpina apresentaram um ganho de peso 37%
menor em comparagdo com 0s animais controle (P<0,0001). As fémeas
tratadas com pilocarpina ndo apresentaram diferenca quanto ao ganho de
peso, quando comparadas as do grupo controle.

Em relagdo a eficicia caldrica, os machos tratados com
pilocarpina apresentaram um valor maior quando comparados aos do
grupo controle (p=0,0473). As fémeas também apresentaram um
aumento da eficécia calérica em relacdo as fémeas do grupo controle
(P=0,0006). Estes dados estdo representados na figura 14.
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Figura 14 — Efeito da administragdo Unica de pilocarpina sobre o ganho médio
de peso e eficacia caldrica em ratos machos e fémeas, avaliados durante trinta
dias consecutivos a administracdo; (ganho médio de peso = A e eficécia caldrica
=B). Os dados estdo apresentados como média + E.P.M. *p<0,05 comparado ao
respectivo grupo controle (salina) (teste t de Student).

4.3. INIBICAO POR PRE-PULSO DO COMPORTAMENTO DE
SOBRESSALTO ACUSTICO (PPI).

Os animais pré-tratados ndo apresentaram quaisquer alteracdes

N
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nenhuma das trés frequéncias de pré-pulso (68dB, 71dB e 77dB)
utilizadas no teste. Aqueles que haviam sido pré-tratados com salina e
receberam MK-801, um antagonista dos receptores NMDA, antes do
teste, apresentaram uma redugdo no PPl em relacdo ao grupo controle
(salina-salina) para as trés frequéncias de pré-pulso (p<0,001 68dB;
p<0,01 71 e 77dB) (figura 15).
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Figura 15 — Inibigao por pré-pulso do sobressalto acustico (PP1) em animais
tratados com dose Unica subconvulsivante de pilocarpina (150 mg/Kg i.p.) ou
salina. Média + E.P.M. *P<0,01 comparado ao respectivo grupo controle
(salina) *P<0,01 comparado ao mesmo pré-tratamento no grupo tratado com
salina. (ANOVA de duas vias, Bonferroni pés-hoc). (A -68 dB; B - 71 dB; C -
77 dB).

4.4. AVALIACAO DA PRESSAO SANGUINEA.

Os animais pré-tratados com pilocarpina apresentaram uma maior
pressdo sanguinea sistélica (mm Hg) (129,8 + 3,834; N=6) quando
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comparados aos animais do grupo salina (107,5 £ 3,520; N=6 (P=
0,0016)).

Quando analisada as entradas nos bragos abertos do LCE
podemos observar uma reducdo desta medida no grupo PILO-salina em
relacdo ao grupo salina-salina (P<0,001).

O tratamento com atenolol, um anti-hipertensivo antagonista
seletivo dos receptores B, ndo alterou esta reducdo de entradas nos
bragos abertos tanto no grupo PILO quanto salina (figura 16A). O
mesmo perfil foi observado para o tempo de permanéncia nestes bragos
(figura 16B).

Nesse teste ndo foi observada nenhuma diferenca significativa
para 0s grupos em relagdo ao total de entradas nos bragos ou ao tempo
na plataforma central do aparato (tabela 7).

Para a exploracéo das extremidades dos bragos abertos, o grupo
PILO-salina apresentou menor frequéncia que o grupo salina-salina
(P<0,05) (tabela 7).
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Figura 16 — Explorag&o dos bragos abertos do LCE em animais tratados com
pilocarpina (150 mg/Kg i.p.) ou salina, 30 dias antes,e tratados com atenolol (20
mg/Kg), durante um periodo de 5 min (A=entradas, B=tempo). Média + E.P.M.
*p<0,05 comparado ao respectivo grupo controle (salina); (ANOVA de duas
vias, seguida de Bonferroni pds-hoc).
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Tabela 7- Total de entradas (TE), tempo na plataforma central (TC em
porcentagem do tempo total), exploracdo das extremidades dos bragos
abertos (EXT) e avaliacdo de risco (SAP), durante um periodo de 5 min
no LCE de animais tratados com Unica dose subconvulsivante de
pilocarpina (150 mg/Kg i.p.) ou salina, e tratados com atenolol (20
mg/kg 30 min antes do LCE.

TE %TC EXT SAP
S-Salina | 9,75+0,80 1361+199 2,00+0,19 6,13+ 0,40
P-Salina | 8,63 + 0,89 1325+3,46 0,25+0,16* 913+122*
S-Atenolol | 8,38 + 0,50 13,10+ 2,26 1,38+0,32 8,88+ 0,64
P-Atenolol | 8,60 + 1,21 559+2,13 0,75+0,75 7,38 + 0,73

Resultados expressos como média + E.P.M. S = salina; P = pilocarpina. nimero de animais por
grupo = 8. *p<0,05, comparado ao respectivo grupo controle (salina). (ANOVA de duas vias,
seguida de Bonferroni pés-hoc).

Os diferentes grupos ndo apresentaram diferenca significativa
para os comportamentos de levantar (Rea) e auto-limpeza (Gro). Em
relacdo ao comportamento de avaliagdo de risco (SAP), os animais do
grupo pilocarpina-salina apresentaram um incremento neste parametro,
guando comparados aos animais do grupo salina-salina (P<0,05), como
apresentado na tabela 8.

Quanto ao comportamento de mergulho de cabeca (HD), os
animais do grupo pilocarpina-salina apresentaram uma redugdo do
mesmo quando comparados aos animais do grupo salina-salina
(P<0,01). O namero de bolos fecais ndo foi significativamente diferente
entre 0s grupos (tabela 8).

Tabela 8- Comportamentos de autolimpeza (Gro), levantar (Rea),
avaliacdo de risco (SAP), mergulho de cabega (HD) e bolos fecais (BF)
durante 5 min no LCE de animais tratados com dose Unica
subconvulsivante de pilocarpina (150 mg/Kg i.p.) ou salina, e tratados
com atenolol 20 mg/kg 30 min antes do LCE.

Gro Rea HD BF
S-Salina 488+1,06 17,25+1,42 8,63+1,21 2,75+ 0,86
P-Salina 6,50+0,98 19,75+152 3,13+0,85* 3,88+0,91
S-Atenolol | 6,25+0,82 16,00+1,28 7,75+1,03 2,25+ 0,65
P-Atenolol | 4,13+125 19,00+1,15 550+1,64 2,38+0,73

Resultados expressos como média + E.P.M. S = salina; P = pilocarpina. nimero de animais por
grupo = 8. *p<0,05, comparado ao respectivo grupo controle (salina). (ANOVA de duas vias,
seguida de Bonferroni pés-hoc).
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4.5. ESTRESSE OXIDATIVO NO HIPOCAMPO DE RATOS
ADMINISTRADOS COM PILOCARPINA.

N&o houve alteragdo dos grupos analisados em relagdo ao grupo
controle para os tiois ndo protéicos, substancias reativas ao &cido
tiobarbitdrico, glutationa peroxidase e glutationa redutase, marcadores
de estresse oxidativo celular no tecido hipocampal. Os dados estdo
mostrados na figura 17.
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Figura 17 — Marcadores de estresse oxidativo celular no tecido hipocampal em
animais tratados com pilocarpina (150 mg/kg i.p.) ou salina um, trés ou sete dias
antes da quantificagdo. (A - tiois ndo protéicos (NPSH); B - substancias reativas
ao &cido tiobarbittrico (TBARS); C - glutationa peroxidase (GPx); D -
glutationa redutase (GR)).
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5. DISCUSSAO

Atualmente, os modelos/testes disponiveis para o estudo dos
transtornos relacionados a ansiedade sdo, em sua maioria, voltados para
manifestacdes agudas dos animais frente a um estimulo aversivo. S&o
todos modelos/testes que auxiliam no entendimento da ansiedade-
estado, mas ndo sdo capazes de reproduzir de forma eficaz as
manifestacdes fisiologicas apresentadas na ansiedade-traco.

Vérios estudos indicam que a ansiedade muitas vezes esta
relacionada com outras psicopatologias como a depressao e a epilepsia
(Zimmerman, et al., 2000; Gaitatzis, Trimble & Sander, 2004). A
epilepsia € uma doenga crbnica caracterizada por crises epilépticas
recorrentes (Matzen et al., 2008). Suas causas tém sido associadas a
esclerose  hipocampal e a alteragbes nos mecanismos de
neuroplasticidade (Sankar, Shin & Wasterlain, 1997). O hipocampo
também estd associado a processos emocionais como depressdo e
ansiedade (Johnson et al., 2004).

Um dos modelos utilizados para o entendimento dos mecanismos
da ELT é o modelo da pilocarpina. A pilocarpina é um alcal6ide
extraido das folhas da planta jaborandi (Pilocarpus jaborandi) e atua
como agonista colinérgico muscarinico, principalmente nos receptores
M, sendo capaz de induzir status epilepticus, culminando com lesdes
encefalicas especificas e movimentos estereotipados convulsivantes
(Turski et al., 1983). O modelo de administracdo de pilocarpina em
roedores foi desenvolvido em 1983 por Turski e colaboradores e é hoje
um dos mais utilizados modelos de epilepsia, tendo em vista que suas
caracteristicas histoldgicas, bioquimicas, farmacoldgicas,
eletrofisioldgicas e comportamentais reproduzem aquelas encontradas
em humanos portadores de ELT.

Diversos trabalhos mostram que o modelo de pilocarpina é capaz
de modificar os niveis de marcadores para 0 estresse oxidativo no
hipocampo (de Freitas, 2010), alterar a neurotransmissao glutamatérgica
(Mikati, 2008), e modificar comportamentos como a intera¢do social em
roedores, a locomogdo e o padrdo de sono-vigilia em pombos (Seo, et
al., 2012; Tejada, et al., 2012).

Doses subconvulsivantes de pilocarpina, quando administradas
em ratos, foram capazes de alterar a respostas comportamentais no LCE
sem causar distarbios no perfil eletroencefalogréfico, fazendo com que
0s animais apresentassem um perfil tipo-ansioso que se mantém por até
trés meses apds uma Unica administracdo sistémica do agonista
colinérgico, sem promover status epilepticus (Duarte, et al., 2010). Tais



73

alteragdes indicam que a administracdo de uma Unica dose sistémica
subconvulsivante de pilocarpina leva a alteracBes neurofisiol6gicas e
comportamentais que podem ser utilizadas como um modelo para o
estudo da ansiedade-traco em roedores (Duarte et al., 2010; Inostroza et
al., 2012).

O presente trabalho teve por objetivo analisar as diferentes
alteragdes fisiolégicas, metabolicas e comportamentais geradas por uma
Unica administracdo intraperitoneal de pilocarpina, em dose
subconvulsivante, visando aprofundar e ampliar o entendimento dos
diferentes mecanismos relacionados a ansiedade no modelo de
ansiedade-traco previamente proposto pelo nosso grupo.

Quando analisados os resultados para o LCE, fica claro que a
administragdo de pilocarpina gerou um comportamento tipo-ansioso,
com 0s animais tratados com o agonista colinérgico apresentando uma
reducdo de entradas nos bracos abertos e um aumento no ndmero de
bolos fecais, confirmando os resultados anteriores de Duarte e
colaboradores (2010). No presente estudo observamos este perfil tipo-
ansiogénico foi revertido pela administracdo sistémica de diazepam,
flumazenil ou PTZ para os machos, e diazepam, flumazenil ou
buspirona para as fémeas.

O diazepam, atuando como agonista do sitio benzodiazepinico
dos receptores GABA,, promove uma redugdo nos comportamentos
tipo-ansiosos (Pellow et al., 1985), efeito observado nesse trabalho,
como esperado, com a observacdo de um aumento na exploracdo dos
bragos abertos (entradas e tempo de permanéncia), bem como aumento
no nimero de mergulhos de cabeca efetuados pelos animais do grupo
salina-diazepam (machos). Nas fémeas a resposta ao diazepam é
semelhante aquela observada em machos, com um aumento nas entradas
e no tempo de permanéncia nos bragos abertos, além de um aumento na
exploragdo das extremidades dos bragos abertos e nos mergulhos de
cabega. Assim, o diazepam foi capaz de reverter o efeito ansiogénico
promovido pela pilocarpina, aumentando as entradas e tempo de
permanéncia nos bragos abertos, a exploracdo das extremidades dos
bragos abertos e os mergulhos de cabega, além da diminuicdo dos
comportamentos de avaliagdo de risco, autolimpeza e bolos fecais, tanto
em machos como em fémeas.

Por sua vez, o flumazenil, um antagonista benzodiazepinico
especifico, ndo produz qualquer efeito nas entradas nos bragos abertos
para os animais que foram pré-tratados com salina, de acordo com o que
era esperado, porém, pode-se observar um efeito tipo-ansiolitico nos
animais tratados com pilocarpina, com um aumento nas entradas nos
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bracos abertos. Estudos sugerem que roedores quando expostos a
situacOes estressantes liberam agonistas inversos enddgenos do receptor
benzodiazepinico (Barbalho, Nunes-de-Souza & Canto-de-Souza, 2009).
Esses agonistas inversos atuam nos receptores benzodiazepinicos
reduzindo a acdo inibitoria dos receptores GABA,, produzindo um
efeito do tipo-ansiogénico (Cole e Rodgers, 1995; Cont6 et al, 2005;
Evans & Lowry, 2007). O flumazenil, quando administrado em animais
submetidos a situacdo de estresse, pode atenuar os indices que sao
utilizados como parametros para comportamentos do tipo-ansioso por
bloguear o receptor benzodiazepinico e impedir a acdo dos agonistas
inversos enddgenos (File & Hitchcott, 1990; Moy et al, 1997). Isso pode
ser observado através do aumento nas entradas e no tempo de
permanéncia nos bragos abertos, aumento da exploracdo da extremidade
dos bracos abertos e dos mergulhos de cabeca, além de uma redugdo nos
comportamentos de autolimpeza, avaliacdo de risco e nimero de bolos
fecais para o grupo de ratos machos pré-tratados com pilocarpina em
que foi administrado o flumazenil. Nas fémeas pré-tratadas com
pilocarpina observa-se um perfil semelhante com aumento nas entradas
e no tempo de permanéncia nos bragos abertos, assim como na
exploragdo das extremidades dos bracos abertos.

O PTZ, um antagonista ndo competitivo dos receptores GABA,
atua como agente promotor de convulsdo, sendo amplamente utilizado
em testes para avaliacdo de substancias anticonvulsivantes (Matsumura
et al., 2012). Varios estudos mostram que quando é administrado em
ratos 0 PTZ promove alteragdes condizentes com um efeito ansiogénico
no LCE (Pellow et al. 1985).

No presente trabalho, a dose de PTZ utilizada ndo causou
qualquer alteracdo per se nos ratos machos do grupo salina-PTZ, mas foi
capaz de promover um efeito tipo-ansiogénico nas fémeas pré-tratadas
com salina, com reducdo das entradas e tempo de permanéncia nos
bragos abertos, aumento no tempo dispendido na plataforma central, e
reducdo na exploragdo das extremidades dos bragos abertos, um perfil
tipo-ansiogénico esperado para um antagonista GABA e ja descrito na
literatura (Harris, Emmett-Oglesby & Lal, 1989).

No entanto, o perfil ansiogénico do PTZ ocorreu apenas nas
fémeas pré-tratadas com salina, ndo sendo observado nos machos que
receberam o mesmo tratamento. E possivel que a auséncia de alteragdes
para 0s machos aconteca por causa da dose utilizada, e talvez seja
necessaria uma dose maior para haver algum efeito detectavel nesse
teste. Pellow e colaboradores, em seu trabalho onde descrevem a
padronizagdo do LCE (1985), encontraram um efeito tipo-ansiogénico
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em ratos machos para 0 PTZ apenas na dose de 20 mg/Kg, efeito este
acompanhado de alteracdo na locomogdo dos animais.

Por outro lado, quando analisados os resultados para os animais
machos pré-tratados com pilocarpina que receberam PTZ antes do teste,
pode-se observar, ao contrario do esperado, que 0s animais apresentam
um perfil tipo-ansiolitico, com um aumento das entradas nos bracos
abertos, na exploragdo das extremidades destes bracos, além de uma
reducdo da auto-limpeza e da avaliacdo de risco, mais um aumento nos
mergulhos de cabeca e reducdo do numero de bolos fecais. As fémeas
apresentaram apenas aumento no tempo dispendido na plataforma
central, um comportamento relacionado ao processo de decisdo (Cruz,
Frei, & Graeff, 1994; Rodgers et al., 1997; File, 2001), que é reduzido
pelo diazepam (Ljungberg et al., 1987) e, possivelmente, também por
outros farmacos ansioliticos.

Assim, nos animais pré-tratados com pilocarpina observa-se um
perfil tipo-ansiolitico para os machos, enquanto que as fémeas
apresentam uma tendéncia a um comportamento do tipo ansiogénico
caracterizado pelo aumento de tempo na plataforma central, em relag&o
ao grupo pilocarpina-salina. Esses resultados poderiam ser explicados
pela atuagdo do PTZ como promotor de crises convulsivas em doses
mais elevadas. A dose de pilocarpina aqui utilizada ndo promove
convulsGes nos animais, mas é possivel que interfira com redes neurais
relacionadas, modificando o limiar para tal comportamento, alterando
assim a resposta de agentes ansiogénicos que atuem por tais vias, como
no caso 0 PTZ. No entanto, ndo encontramos até o momento uma
explicacdo para os efeitos contrastantes em machos e fémeas tratados
com uma dose teoricamente ansiogénica de PTZ.

A buspirona é um ansiolitico que atua como agonista parcial de
receptores de serotonina, com alta afinidade pré e pés-sinaptica, agindo
principalmente nos receptores 5HT; s pré-sinapticos. Possui como
caracteristicas nao ser sedativa ou aditiva, e € aprovada para o
tratamento do transtorno de ansiedade generalizada, sendo utilizada
também na reducdo dos sintomas da sindrome de retirada em individuos
gue estdo deixando de fazer uso do tabaco (Hilleman et al., 1992; Eison
& Temple, 1986). Sua administracdo ndo promoveu quaisquer alteracdes
nos animais que haviam sido pré-tratados com salina para ambos 0s
géneros. Tal resultado pode ser atribuido ao seu mecanismo de agéo, que
parece depender de um uso continuado para mostrar efeitos sobre o
perfil comportamental. Em humanos, os niveis de ansiedade apresentam
redugdo somente a partir de duas semanas do inicio da administragdo da
buspirona. Na verdade, a literatura tem demonstrado inconsisténcias
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acerca do efeito desse farmaco (Andreatini et al., 2001; Poltronieri et al.,
2003). Em contraste, cerca de 74% dos estudos pré-clinicos mostram
uma resposta ansiolitica dos animais quando se faz uso da buspirona
(Prut & Belzung, 2003). Em relagdo aqueles animais que foram pré-
tratados com pilocarpina, houve apenas na reducdo das avaliacdes de
risco e no nimero de bolos fecais para os machos, além de um aumento
nas entradas nos bragos abertos e uma redugdo da autolimpeza nas
fémeas, mostrando uma acdo ansiolitica discreta nesse modelo, sendo as
fémeas mais sensiveis a esse tratamento. Essa diferenca entre os géneros
poderia ser explicada pela maior sensibilidade das fémeas a drogas
moduladoras dos niveis de serotonina e/ou que atuem sobre tais
receptores, como ja foi mostrado em diversos estudos (Allen et al.,
2012; Asghari et al., 2011).

Os resultados referentes ao teste do campo aberto, feito
imediatamente ap6s o LCE, mostram que ndo h alteracdo na locomogéo
para 0s animais pré-tratados com pilocarpina que receberam salina,
DZP, FMZ, PTZ e buspirona descartando, portanto, qualquer efeito
motor que pudesse contribuir para/ou interferir com o efeito
ansiogénico/ansiolitico observado.

Na verdade, a administragdo de pilocarpina foi capaz de reduzir
as entradas nos quadrantes centrais, bem como o tempo de permanéncia
na area central do campo, além de aumentar a quantidade de bolos fecais
para 0os machos, confirmando o efeito do tipo ansiogénico ja observado
no LCE para este agonista colinérgico. Para as fémeas a pilocarpina
também reduziu as entradas nos quadrantes centrais, resultados que,
como ja mencionamos, reforcam aqueles encontrados no LCE,
confirmando o perfil tipo-ansiogénico promovido pela pilocarpina
administrada em dose Unica por via sistémica 30 dias antes da avaliacéo
comportamental.

O DPZ apresentou uma acédo ansiolitica no grupo de machos pré-
tratados com salina, elevando o numero de quadrantes centrais
percorridos e o tempo de permanéncia na area central. As fémeas pré-
tratadas com salina e tratadas com DZP também apresentaram um
aumento nas entradas e na permanéncia nos quadrantes centrais, além de
uma reducdo na autolimpeza, mostrando que o DZP atua como
ansiolitico, como esperado.

Nos machos pré-tratados com pilocarpina, 0 DZP promoveu
aumento nas entradas e na permanéncia nos quadrantes centrais e
reducdo do comportamento de autolimpeza e da defecacdo. As fémeas
pré-tratadas com pilocarpina e tratadas com DZP também apresentaram
aumento nas entradas e na permanéncia nos quadrantes centrais do CA,
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bem como uma reducdo do comportamento de autolimpeza, mostrando
que o DZP foi capaz de reverter o perfil ansiogénico causado pelo pré-
tratamento com pilocarpina, assim como foi encontrado no LCE,
validando farmacologicamente este modelo de ansiedade-traco proposto.

Em relagdo ao tratamento com FMZ, os dados encontrados
reforcam aqueles obtidos no LCE para os machos. O FMZ promoveu
aumento na autolimpeza para os pré-tratados com salina e aumento nos
guadrantes centrais percorridos e tempo de permanéncia na area central,
reducdo no comportamento de autolimpeza e nimero de bolos fecais
para os pré-tratados com pilocarpina, um efeito tipo ansiolitico. Nas
fémeas, no entanto, 0 FMZ ndo promoveu qualquer alteracdo no padrao
de resposta, sendo que ndo houve diferenca quanto aos grupos tratados
com salina, ndo revertendo o perfil tipo-ansiogénico da pilocarpina.

O tratamento com PTZ ndo promoveu um efeito ansiogénico no
CA, assim como também aconteceu no LCE. O PTZ promoveu alteracdo
apenas nos machos do grupo pilocarpina-PTZ, causando um aumento
nas entradas nos quadrantes centrais, resultados condizentes com 0s
encontrados para o LCE (tipo ansiolitico) e que podem ser
provavelmente justificados pela interacdo entre a acdo do PTZ e as
alteracGes promovidas pela pilocarpina, modificando o perfil de resposta
a esta droga. As fémeas tratadas com PTZ ndo apresentaram nenhuma
alteragdo em relacéo as tratadas com salina, mantendo o mesmo perfil de
resposta.

A buspirona, por sua vez, promoveu uma diminuicdo na
exploracdo dos quadrantes centrais em machos pré-tratados com salina
(um efeito do tipo ansiolitico), e uma reducdo no nimero de bolos fecais
daqueles pré-tratados com pilocarpina (que pode ser devido a uma
reducdo da aversdo efou a um efeito autondmico), ndo causando
qualquer alteracdo significativa nas fémeas testadas, de modo que néo
foi possivel observar uma atividade ansiolitica clara para este farmaco, o
gue poderia ser explicado pelo fato de seus efeitos se manifestarem
apenas apds 0 seu uso continuo, como ja explicado para os resultados
obtidos no LCE.

O teste da neofagia abordou um aspecto diferente dos testes
anteriores, explorando o conflito entre 0 ambiente novo (aversivo) e a
fome causada mediante jejum prolongado. Nesse teste pdde-se observar
um perfil tipo-ansiogénico para o0s animais pré-tratados com pilocarpina
em relacéo aqueles que receberam salina, confirmando os dados obtidos
no LCE e no CA. Houve uma reducdo na quantidade de racéo ingerida e
um aumento na laténcia para o inicio da ingestdo em ambos 0s sexos,
além de um aumento no nimero de bolos fecais nos machos. Esses



78

dados mostram que 0s animais apresentaram maior aversao ao contexto,
deixando o comportamento alimentar em segundo plano, confirmando e
ampliando os resultados comportamentais neste modelo proposto.

Machos e fémeas possuem diferengas quanto ao funcionamento
neurobioldgico, bem como na manifestacdo de comportamentos e
sensibilidade a diferentes tratamentos (Breedlove, 1993). Em nossos
testes comportamentais pudemos observar que a pilocarpina foi capaz de
levar os animais de ambos os sexos a desenvolver um perfil do tipo-
ansioso apds um més da administracdo sistémica Unica de pilocarpina
em diferentes testes de avaliacdo de atividade ansiolitica/ansiogenica
(LCE, CA e neofagia). Esse perfil ansiogénico foi revertido pelo DZP
em machos e fémeas no LCE. Entretanto, as fémeas foram mais
sensiveis ao tratamento com buspirona, que ndo é efetivo na maioria dos
modelos animais. 1sso reforca que o estudo de diferentes tratamentos
para distarbios relacionados a ansiedade devem levar em conta as
diferencas neurobiol6gicas ligadas ao género.

Ampliando e aprofundando o modelo de ansiedade-traco
proposto, quando avaliadas as alteracbes metabdlicas para a
administragdo de pilocarpina, podemos observar uma redugdo no ganho
de peso, quantidade de racdo e agua ingeridas nos machos, embora nédo
tenha havido alteracdo significativa nas fémeas em nenhum desses
pardmetros. No entanto, o coeficiente de eficiéncia alimentar se mostrou
aumentado para os animais tratados com pilocarpina para ambos 0s
sexos. Tais alteracGes podem estar relacionadas a modificagdes em vias
neuronais hipotalamicas relacionadas a ingestéo e ao controle de humor.
A este respeito, o hipotalamo é parte do diencéfalo e esta relacionado ao
controle de fungbes neurovegetativas e enddcrinas. E dividido em
nacleos interligados, incluindo o ndcleo arqueado (ARC), nucleo
paraventricular (PVN), o ndcleo ventromedial (VMN), nicleo
dorsomedial (DMN) e a éarea hipotalamica lateral (LH). As vias
neuronais entre esses nlcleos sdo organizadas em uma rede complexa na
qual os circuitos orexigenos e anorexigenos influenciam o consumo
alimentar e o gasto energético. Além disso, sabe-se que alguns nicleos,
como o PVN e a LH, possuem propriedades modulatdrias de
comportamentos tipo-ansiosos. Em situa¢des de ansiedade a LH ¢
responsavel por respostas como taquicardia, palidez, dilatacdo da pupila
e elevacdo da pressdo sanguinea. J& o PVN estd relacionado
principalmente & liberacdo de corticosteroides em situacdes de estresse
(Lang, Davis & Ohman, 2000).

O CRH (horménio liberador de corticotrofina) é produzido e
liberado por neur6nios do PVN em situagdes de estresse e possui carater
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ansiogénico, atuando na adenoipdfise para a liberagdo do horménio
adenocorticotrofico (ACTH) que, por sua vez, atua nas glandulas
adrenais levando a liberacéo de corticosterona em roedores e cortisol em
humanos (Krahn et al., 1988). Além disso, 0 CRH atua inibindo os
neurdnios liberadores de NPY (neuropeptideo Y) e dopaminérgicos do
ARC levando a reducdo da ingestdo (Campbell, Grove & Smith, 2003).
A administracdo de dose Unica sistémica de pilocarpina mostrou ser
capaz de elevar os niveis de corticosterona em ratos (Hoeller, 2013).
Sendo este aumento dependente do aumento de CRH, este dado justifica
a reducdo na ingestdo e, por conseqiiéncia, diminui¢do no ganho de peso
dos ratos machos. N&o é possivel descartar também o papel da grelina,
entre outros neuropeptideos, uma vez que é abundante no PVN, leva a
um aumento de ingesta, além de ser também ansiogénica (dos Santos et
al., 2012). Entretanto, estas hipdteses devem ser ainda investigadas.

Para as fémeas ndo foi observada reducdo na ingestdo nem
diminuigdo no ganho de peso. Tal fato pode ser justificado pelo papel
neuroprotetor ja demonstrado para os hormonios esteroides estradiol e
progesterona. Trabalhos apontam o estradiol como um importante fator
de neuroprotec¢do, capaz de aumentar o nimero de terminais dendriticos,
reduzir o dano causado por estresse oxidativo e melhorar a circulagédo
sanguinea (Cooke & Woolley, 2005). A progesterona, por sua vez,
possui importante papel na reducdo da vulnerabilidade neuronal a danos
causados pelo glutamato em células hipocampais (Goodman et al.,
1996), reduzindo a morte celular causada por isquemia aguda
(Gonzélez-Vidal, et al. 1998), além de reduzir a lipoperoxidagéo (Roof,
Hoffman & Stein, 1997) e a expressdo de genes pro-inflamatorios
(Pettus, et al., 2005). Assim, pode-se sugerir que as fémeas estariam
menos vulneraveis aos efeitos nocivos da pilocarpina, hipétese que deve
ser melhor investigada.

Alguns estudos utilizando o modelo de pilocarpina para ELT
encontraram alteragBes no sistema glutamatérgico dos animais. Os
experimentos foram feitos utilizando o MK-801, um antagonista dos
receptores NMDA que leva 0s animais a apresentarem estereotipia e
alteragdes locomotoras (Groticke, Hoffmann & Ld&scher, 2007). Os
receptores NMDA também estéo relacionados a psicopatologias como a
esquizofrenia, depressdo e ansiedade (Marsman et al., 2011; Murrough,
2012; Solati, 2011). Deste modo, para ampliar o entendimento do
modelo proposto, e avaliar as alteragBes no sistema glutamatérgico
guando a pilocarpina é administrada em uma Unica dose
subconvulsivante, foi utilizado o teste de inibicdo por pré-pulso do
comportamento do sobressalto acustico. Os resultados mostram que o
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MK-801 foi efetivo em reduzir o PPl para os animais pré-tratados com
salina, o que condiz com dados encontrados na literatura (Ma, Tai &
Leung, 2012). Para os animais pré-tratados com pilocarpina, ndo houve
alteracdo quando da administracdo de MK-801 para o PPI.

Esses resultados podem estar relacionados com uma reducéo na
sensibilidade dos receptores NMDA ao antagonista. Estudos mostram
gue a neurotoxicidade e morte neuronal elevam os niveis de glutamato
(Guillemin, Wang & Brew, 2005). Resink e colaboradores realizaram
um trabalho, em 1995, onde mostram que a administracdo crénica de
agonista N-metil D-Aspartato em cultura de células granulares do
cerebelo reduz a atividade do receptor NMDA, com diminui¢do
significativa no nivel de expressdo da subunidade NR1 desse receptor.
Essa reducdo na atividade dos receptores NMDA pode explicar os dados
aqui encontrados indicando uma reducdo da sensibilidade dos receptores
NMDA ao antagonista MK-801, hipétese a ser também melhor
investigada.

Além disso, 0s comportamentos emocionais ocupam areas amplas
do telencéfalo e diencéfalo onde se encontram as estruturas que
integram o sistema limbico, a area pré-frontal e o hipotalamo. Essas
areas também estdo relacionadas a regulacdo das atividades viscerais por
intermédio do sistema nervoso autbnomo (SNA) (Machado, 1985). Ja se
sabe que grande parte dos pacientes com transtornos de ansiedade
apresentam episodios de hipertensdo (James et al., 1986). E, em ratos, a
hipertensdo é considerada também um fator ansiogénico (Wilson, et al.,
1996). No presente estudo, a pressao arterial sistlica dos animais pré-
tratados com pilocarpina se mostrou elevada em relacdo ao grupo
controle. E possivel, entdo, que a administracio de pilocarpina cause
alteragdes em nucleos hipotalamicos, em especial o PVN, promovendo
além da alteracdo na ingesta e no comportamento, a alteragdo pressdrica
encontrada. Essa hipétese é reforcada pelos dados referentes a ingestédo e
ao comportamento que sdo controlados e/ou influenciados pelo PVN.

Assim, para verificar se a hipertensdo desses animais estaria
gerando o comportamento tipo-ansioso ou se seria uma consequéncia
dele, animais tratados com salina ou pilocarpina receberam atenolol e
foram submetidos ao LCE. O atenolol ¢ um antagonista seletivo P
adrenérgico com propriedades anti-hipertensivas que, na dose de 20
mg/kg, reduz a pressdo sistdlica de ratos normotensos, sem causar
alteracdo em comportamentos relacionados a ansiedade (Gilbson,
Barnfield & Curzon, 1994). Os resultados do teste LCE em tais
condi¢des mostraram que ndo houve alteracdo do perfil ansiogénico
causado pela pilocarpina pelo tratamento com o atenolol, indicando uma
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distingdo entre o comportamento tipo-ansioso dos animais e a elevacao
pressorica encontrada nestes animais. Os animais que haviam sido pré-
tratados com salina ndo apresentaram também quaisquer alteracGes
mostrando que a dose utilizada ndo possui atividade ansiolitica ou
ansiogénica per se.

Estudos utilizando doses convulsivantes de pilocarpina também
mostraram que ha um dano celular no tecido hipocampal causado por
aumento de estresse oxidativo nas células da regido levando a apoptose
(de Freitas, 2010). Sabendo disso, se fez necessaria verificar os fatores
indicativos do estresse oxidativo para 0s animais tratados com uma dose
Unica subconvulsivante sistémica de pilocarpina.

Para todos os marcadores analisados ndo foram encontradas
alterac@es significativas, em comparagdo com o grupo controle tratado
com salina. Tais resultados mostram que o estresse oxidativo no tecido
hipocampal causado pela pilocarpina, em doses promotoras de status
epilepticus, esta possivelmente relacionado as convulsfes, mas ndo ao
efeito ansiogénico observado quando da administragdo de uma dose
mais baixa como a que foi utilizada no presente trabalho. Outros estudos
deverdo ser feitos para que se possa ampliar o entendimento dos varios
mecanismos pelos quais uma dose Unica subconvulsivante de
pilocarpina, administrada por via sistémica, é capaz de gerar alteragdes
fisiol6gicas e comportamentais duradouras como as observadas no
modelo proposto.

Em resumo, o presente estudo mostrou que uma Unica
administragdo sistémica de pilocarpina em uma dose subconvulsivante
foi capaz de gerar em ratos machos e fémeas alteracdes
comportamentais condizentes com um perfil tipo-ansioso um més apés a
administragdo do agonista colinérgico, sendo esses comportamentos
revertidos pela administracdo aguda de um ansiolitico classico, o
diazepam, mas ndo pela administracdo aguda de buspirona. O
antagonista benzodiazepinico especifico flumazenil apresentou para os
machos pré-tratados com pilocarpina um perfil tipo-ansiolitico que pode
ser explicado pelo bloqueio dos receptores benzodiazepinicos e pela
impossibilidade de atuagdo dos agonistas enddgenos liberados em
situacBes de estresse. Por sua vez, um farmaco ansiogénico como o
pentilenotetrazol ndo foi capaz de potenciar o efeito ansiogénico da
pilocarpina. Além disso, verificaram-se alteragBes metabélicas e
fisiolégicas que indicam uma sindrome complexa que vai além das
alteracbes comportamentais apenas, abrangendo outras caracteristicas
encontradas em pacientes com transtornos de ansiedade como a
hipertenséo, altera¢Bes na ingesta de alimentos e metabolismo corporal,
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mas ndo afetando parametros de estresse oxidativo. As alteracdes
encontradas nos parametros fisioldgicos parecem estar relacionadas as
alteragdes comportamentais encontradas no modelo através de
modificacBes causadas pela pilocarpina possivelmente em nicleos
hipotalamicos, principalmente o PVN, responsavel pera regulacdo de
tais parametros bem como pela liberacdo de CRH e modulagdo de
comportamentos como a ansiedade, aspectos a serem explorados em
estudos futuros.
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6. CONCLUSAO

Das respostas comportamentais, fisiologicas e metabdlicas dos ratos,
machos e fémeas, submetidos a uma Unica administracdo sistémica de
uma dose subconvulsivante de pilocarpina (150 mg/Kg i.p.) e avaliados
neste trabalho obtivemos as seguintes conclusdes:

1. A administragdo de uma dose subconvulsivante de
pilocarpina (150 mg/Kg) sistémica foi capaz de gerar nos
animais de ambos os géneros um perfil tipo-ansioso,
observado um més apds a administracdo nos trés testes de
ansiedade utilizados (LCE, CA e Neofagia).

2. Este perfil tipo —ansiogénico é revertido pelo ansiolitico
padrdo diazepam, mas outros tratamentos tem seu efeito
dependente do género.

3. Os animais que receberam pilocarpina também
apresentaram alteracdes metabdlicas, que foram mais
acentuadas nos machos, com reducdo no ganho de peso
bem como na ingestdo de ragdo e dgua, além do aumento
no indice de eficacia caldrica.

4. O tratamento sisttmico com uma Unica dose
subconvulsivante de pilocarpina foi capaz ainda de gerar
um quadro hipertensivo nesses animais, porém, essa
elevacdo na pressdo sanguinea ndo parece ter uma relagéo
causa-efeito com o perfil tipo-ansioso.

5. A avaliacdo sensorio-motora dos animais tratados com
pilocarpina apresentou qualquer alteragdo, embora estes
animais apresentem uma reducdo na sensibilidade ao MK-
801, um antagonista seletivo dos receptores NMDA.

6. Ndo h& qualquer alteracdo nos pardmetros de estresse
oxidativo hipocampal, descartando este processo como
causa para as alteragbes promovidas pela administracéo de
pilocarpina.

Os resultados do presente estudo reforcam e ampliam estudos
prévios mostrando que a administragdo sistémica de uma dose Unica
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subconvulsivante de pilocarpina em ratos parece ser um modelo
adequado para o estudo da ansiedade-traco, mostrando que ha alteracdes
metabdlicas e fisiolégicas que podem estar associadas a essa
psicopatologia, embora mais estudos sejam necessarios para que 0S
mecanismos neurobioldgicos deste modelo proposto sejam melhor
entendidos.
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ANEXO A
Resultado de Solicitagcdao de Protocolo
Protocolo
PP00592
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Papel dos receptores taquicininérgicos na modulacdo da ansiedade experimental
induzida por pilocarpina
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18/02/2011

Resultado:

Aprovado

Data/Prazo

06/05/2011

Consideragées

Oficio n° 63/CEUA/PRPE/2011

Do: Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais-CEUA
Ao(a): Prof(a) Dr(a) Thereza Christina M. de Lima, Departamento de
Farmacologia - CCB

Prezado(a) Professor(a),
Em relacdo ao protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade a CEUA
deliberou o seguinte:
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ratos (Rattus Norvegicus).

- Procedéncia do animal: Biotério Central da UFSC.

- Processo cadastrado sob o nimero: 23080.006511/2011-59
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RELATORIO detalhado relacionando o uso de animais no Projeto desenvolvido
aos resultados obtidos, conforme formulério ON LINE CEUA.

Atenciosamente,

Relatorio Final previsto para (90 dias apos término da vigéncia do
protocolo ou no momento da apresentacao de um novo protocolo)
Data 11/08/2013

Data 11/05/2011

Parecer(es):
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("N Qi
Prof. Assoc. Carlos Rogério Tonussi, D.Sc.
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