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RESUMO

Objetivos: A influéncia de crises epilépticas nas respostas emocionais
observadas em humanos e animais tem sido extensivamente investigada,
mas poucos trabalhos tém evidenciado o perfil comportamental de
animais que ndo convulsionam apesar de terem sido tratados com
agentes convulsivantes. Com intuito de melhor caracterizar 0s
mecanismos envolvidos nos efeitos induzidos pela pilocarpina (PILO) —
um agonista ndo seletivo dos receptores muscarinicos -, ratos Wistar
adultos machos foram tratados (20 a 350 mg/kg, i.p.) e aqueles que ndo
desenvolveram status epilepticus ou crises recorrentes espontaneas
foram avaliados 24 h ou 1 més apos o tratamento no teste do labirinto
em cruz elevado (LCE). Além disso, o envolvimento dos receptores
GABA-A (diazepam, DZP, i.p., 1 mg/kg; pentilenotetrazol, PTZ, i.p., 15
mg/kg) e NMDA (memantina, i.p., 4 mg/kg) foram investigados para
tentar esclarecer os mecanismos neurais implicados nos efeitos da PILO.
Registros de eletroencefalograma (EEG) hipocampal, dosagens
bioquimicas de corticosterona plasmatica (CORT), ACTH e expressao
de receptores NMDA foram realizados 24 h ou 1 més apds o tratamento.
Resultados: A injecdo de PILO (150 ou 350 mg/kg) promoveu efeitos
ansiogénicos em ratos avaliados no teste do LCE, com uma diminuicdo
do tempo gasto e nimero de entradas nos bracos abertos do labirinto em
comparacao aos ratos controle. A injecdo de DZP bloqueou os efeitos
ansiogénicos observados em ratos tratados com PILO e avaliados 24 h
ou 1 més apds o tratamento, aumentou o tempo e nimero de entradas
nos bracos abertos do labirinto e a incidéncia de comportamentos
relacionados & avaliagdo de risco. Por outro lado, a injecdo de PTZ ndo
alterou o perfil comportamental de ratos tratados com PILO e avaliados
no labirinto, sugerindo a promo¢&o de uma resposta ansiogénica maxima
observada nesse grupo. O tratamento com pilocarpina (150 e 350
mg/kg) aumentou o ritmo teta hipocampal embora apenas a dose mais
elevada de PILO (350 mg/kg) tenha promovido descargas do tipo ponta-
onda durante registros de EEG, mostrando que os efeitos tipo-
ansiogénicos observados com a dose de 150 mg/kg ndo sdo dependentes
de atividade ictal. Além disso, tanto os niveis plasmaticos de CORT
guanto ACTH aumentaram 24 h ap6s a injecdo de PILO embora apenas
0s niveis de CORT permaneceram elevados 1 més apds o tratamento, o
que pode sugerir o envolvimento de fatores epigenéticos (e.g. alteracdes
na expressdo de receptores de glicocorticoides em estruturas limbicas
relacionadas a funcdo do eixo HPA). O pré-tratamento com memantina
blogueou os efeitos ansiogénicos observados em ratos tratados com



PILO e avaliados 24 h ou 1 més apds o tratamento, havendo aumento do
tempo e nimero de entradas nos bracos abertos do labirinto. Os niveis
de expressdo dos receptores NMDAR1 e R2B no hipocampo foram
diminuidos 24 h ou 1 més (mas ndo a subunidade R2B) apds a injecdo
de PILO.

Conclusdes: Nossos dados sugerem que a estimulacdo central de
receptores colinérgicos muscarinicos, através de uma Unica injecdo
sistémica de pilocarpina (em doses subconvulsivas), é capaz de induzir
comportamentos defensivos relacionados a ansiedade durante um longo
periodo em ratos, efeitos estes ndo dependentes de atividades epilépticas
no hipocampo. Os efeitos ansiogénicos parecem estar associados a um
aumento da atividade teta hipocampal, que pode desempenhar um papel
codificador na regulacdo do sistema septo-hipocampal sobre o eixo
HPA, que esti ativado (conforme indicado pela maior liberacdo de
glicocorticoides). Além disso, observamos uma diminuicdo da expressao
de receptores do tipo NMDA no hipocampo de ratos tratados com
pilocarpina, sugerindo que altera¢Ges na atividade neuronal hipocampal
inibitoria sobre o eixo HPA podem ser responsaveis por mediar as
respostas ansiogénicas observadas ap6s o tratamento com pilocarpina.
Nossos achados sdo compativeis com os preceitos da teoria de Gray e
McNaughton (1983), que enfatiza o importante papel modulatério da
circuitaria septo-hipocampal na regulacdo dos estados de medo e
ansiedade através da ativacdo de aferéncias colinérgicas sobre estruturas
limbicas. Levando em consideracdo as limitagbes no campo
translacional de doencas psiquidtricas para modelos animais, o0s
resultados aqui expostos podem auxiliar no refinamento de pesquisas
pré-clinicas relacionadas aos transtornos de ansiedade, proporcionando
um melhor entendimento dos mecanismos envolvidos nas respostas de
ansiedade e estresse em roedores.

Palavras-chave: Pilocarpina. Ansiedade. Comportamento. Ritmo teta.
Receptores GABA-A. Receptores NMDA.



ABSTRACT

Rationale: There is extensive evidence indicating the influence of the
cholinergic system on emotional responses observed in human and
animals, but so far few studies are focusing on the behavioral profile of
animals that do not present seizures despite being treated with
convulsant agents.

Objectives: In order to better characterize and to shed light on the
neural mechanisms mediating the effects induced by pilocarpine (PILO)
— a non-selective muscarinic receptor agonist -, adult male Wistar rats
were treated (20 to 350 mg/kg, i.p.) and those that did not develop status
epilepticus or spontaneous recurrent seizures were evaluated 24 h or 1
month later in the elevated plus maze (EPM) test. Additionally, GABA-A
(diazepam, DZP, i.p., 1 mg/kg; pentylenetetrazole, PTZ, i.p., 15 mg/kg)
and NMDA (memantine, i.p., 4 mg/kg) receptors involvement were
investigated to clarify the neural mechanisms implicated in PILO"s
effect. Hippocampal electroencephalographic recordings (EEG),
biochemical dosages of plasmatic corticosterone (CORT), ACTH
hormones and NMDA receptor expression were performed shortly (24
h) or long-after (1 month) the treatment.

Results: The injection of PILO (150 or 350 mg/kg) promoted
anxiogenic-like effects in rats evaluated in the EPM test, with a decrease
in the time spent and number of entries on the open arms of the maze in
comparison to control rats. Acute DZP injection blocked the anxiogenic-
like effects observed in PILO-treated rats evaluated 24 h or 1 month
after the treatment, increasing the time spent and number of entries on
the open arms of the maze and risk-assessment behaviors incidence. On
the other hand, the acute injection of PTZ did not alter the behavioral
profile of PILO-treated rats evaluated in the EPM test, suggesting the
promotion of a maximal anxiogenic response observed in this group.
Only the highest dose of PILO (350 mg/kg) evoked spike—wave
discharges during EEG recordings. Hippocampal theta rhythm was
increased in the hippocampus, reflecting the cholinergic influence of the
septo-hipocampal system over the control of anxiety. Additionally, both
CORT and ACTH levels were impressively increased 24 h after the
injection of PILO whereas only CORT remains elevated 1 month after
the treatment, which may suggest the involvement of epigenetic factors
(e.9. glucocorticoid receptors regulation) of limbic structures linked to
the HPA axis function. Memantine pre-injection blocked the anxiogenic-
like effects observed in PILO-treated rats evaluated 24 h or 1 month
after the treatment, increasing the time spent and number of entries on



the open arms of the maze. Moreover, the expression of both
hippocampal NMDAR1 and R2B receptors were decreased 24 h or 1
month (but not R2B subunit) after the injection of PILO.

Conclusions: Our findings reveal that a single systemic subconvulsant
dose of pilocarpine promotes long-lasting effects on the emotional
responses of rats, reflected by an increase of anxiogenic-like responses
(sensitive to GABA-A and NMDA signaling), hippocampal theta rhythm
activity and anxiety/stress hormonal mediators in rats evaluated 24 h or
1 month after the treatment. Increased levels of CORT may reflect the
involvement of a decreased NMDA-dependent neuronal excitability
(possibly elicited by muscarinic receptor activation) which diminishes
the hippocampal inhibitory transmission over the axis, leading
consequently to an anxious profile of the evaluated rats. Altogether,
these results give support to our previous findings and establish a new
research strategy which could be useful as a new tool to model long-
term anxiety in rats besides highlighting the muscarinic system as a
target to future translational studies in this field.

Keywords: Pilocarpine. Anxiety. Behavior. Theta rhythm. GABA-A
receptors. NMDA receptors.
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1 INTRODUCAO

1.1 TRANSTORNOS DE ANSIEDADE: SINTOMAS E
TRATAMENTOS

Transtornos como o medo e a ansiedade sdo conhecidos por
apresentar um papel evolutivo, tendo como fungdo a preservacdo da
vida, sendo que em individuos saudaveis, 0 medo e a ansiedade podem
facilitar agfes que tem como objetivo manter a seguranca e o bem-estar
pessoal (Lang et al., 2000).

O medo é comumente descrito como uma reacdo aversiva
provocada pela percepcdo de uma ameaga especifica, seja ela
condicionada ou ndo, caracterizada em mamiferos pelas respostas
comportamentais de luta, fuga ou congelamento (Gray e McNaughton,
2000). Por sua vez, a ansiedade esta comumente associada a
comportamentos prolongados de hipervigilancia que podem ocorrer em
antecipacdo de (ou em resposta a) uma ameaca difusa, onde o perigo néo
é aparentemente iminente (MacLeod e Rutherford, 1992).

De acordo com estudos experimentais desenvolvidos por
Robert e Caroline Blanchard (1988), a percepcdo de um perigo
existente, tanto nos estados de medo, como de ansiedade, é em parte
uma construcdo cognitiva, sendo que a assimilacdo individual de
especificidade e iminéncia de perigo pode modelar a experiéncia
emocional. Portanto, a ansiedade relaciona-se aos comportamentos de
avaliacdo de riscos observados em situagdes de perigo potencial - onde o
estimulo aversivo ndo esta presente - enquanto o medo esta vinculado as
respostas desencadeadas a partir de um estimulo aversivo real.

McNaughton e Corr (2004) estabeleceram, baseados nos
trabalhos de Jeffrey Gray (1982) e Blanchard e Blanchard (1990), a
teoria comportamental do sistema defensivo, onde o medo e a ansiedade
distinguem-se a partir das respostas defensivas. McNaughton e Corr
postularam que os estados de medo e ansiedade podem ser distinguidos
a partir da motivacgdo direcional dos comportamentos desencadeados por
um estimulo (iminente ou ndo). Nesse sentido, o medo foi descrito como
uma reacdo defensiva associada a respostas de luta, fuga ou
congelamento durante uma situacdo aversiva, enquanto a ansiedade foi
descrita como um estado de alerta incidente durante o periodo de
aproximagdo de uma ameaga em potencial.

A ansiedade pode ainda ser caracterizada como um componente
“traco”, diferenciando-se da ansiedade “estado”, onde o individuo
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apresenta um aumento momentaneo da ansiedade devido a um estimulo
ansiogénico. Em contraste, na ansiedade “trago” ndo ha uma variacdo
dos niveis de ansiedade ao longo do tempo, ocorrendo a persisténcia dos
sintomas inerentes (e.g. hipervigilancia, alerta) mesmo apds a remogéo
da potencial ameaca (Lister, 1990). Sendo assim, baseado em critérios
recentes que levam em consideracéo aspectos clinicos e experimentais, é
possivel distinguir os estados de medo e ansiedade com as seguintes
caracteristicas (quadro 1):

Quadro 1 - Caracteristicas experimentais do medo e da ansiedade.

Dimenséo Medo Ansiedade Referéncias
Valen_C|a Negativo ~ Negativo (Epstein, 1972)
emocional
Foco temporal ~ Presente Futuro (Tellegen, 1982)
Duracéo de Fésico Tonico .
alerta (breve) (sustentado) (v, 12t
(Epstein, 1972; Gray e
Direcdo Evitacdo Aproximacio McNaughton, 2000;
defensiva (fuga) P ¢ McNaughton e Corr, 2004;
Ohman, 1993)
Especificidade (Davis, 1998; Lang et al.,
q Especifica Difusa 2000; MacLeod e Rutherford,
a ameaca

1992)
Percepcdo de (Rhudy e Meagher, 2000;
dor Atenuada ~ Aumentada Tang e Gibson, 2005)

Adaptado de Sylvers et al., (2011).

A exemplo dos padrdes observados em modelos animais,
individuos ansiosos tendem a atribuir de forma precipitada,
periculosidade a  determinados  ambientes,  desencadeando,
consequentemente,  alteracfes comportamentais, fisioldgicas e
emocionais relacionadas a ansiedade e ao medo (Spielberger et al.,
1970). Embora esses transtornos emocionais tenham-se mostrado
fundamentais ao longo dos anos nos processos de conservacdo e
adaptacdo evolutiva (Belzung e Philippot, 2007), o excesso de ansiedade
e dificuldades em manté-la em niveis adequados, ndo patoldgicos,
acarretam sintomas evidentes que necessitam da interferéncia
terapéutica psicofarmacolégica, como observado nos casos de ansiedade
generalizada, transtorno de panico e estresse pos-traumatico (Hoffman
et al., 2008), que comumente associam-se a sinais de agitacdo,
preocupacdo persistente e irritabilidade, além de poder associar-se a
disfuncdes cognitivas, fadiga, alteracbes do apetite, peso corporal e
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disfuncBes sexuais e do sono (Alldredge, 2010). Atualmente, 0s
transtornos de ansiedade so classificados clinicamente conforme a 42
edicdo do DSM-IV-TR (do inglés Diagnostic Statistical Manual of
Mental Disorders) da Associagao Psiquiatrica Norte-Americana (quadro

2):

Quadro 2 - Classificacdo e descricéo clinica dos transtornos de ansiedade.

Transtornos de
Ansiedade

Caracteristicas Clinicas

Transtorno de ansiedade
generalizada
Transtorno obsessivo-
compulsivo
Transtorno de panico (com
ou sem agorafobia)

Agorafobia sem distrbio
de péanico

Transtorno de estresse pos-
traumatico

Transtornos de estresse
agudo

Fobias sociais

Fobias especificas

Transtornos de ansiedade
devido a uma condicéo
médica geral

Transtorno de ansiedade
induzido por substancia

Transtornos de ansiedade
sem causa especifica

Preocupagdo excessiva €
persiste por mais de seis meses
Obsessdes (pensamentos recorrentes que causam
ansiedade e desconfortos) e/ou compulsdes
Apreensdo intensa, medo ou terror, de inicio
subito e recorrente.

Presenca de agorafobia e sintomas do tipo péanico,
porém sem historia de ataques de panico
inesperados

Revivescéncia de acontecimento traumético
acompanhado de hipervigilancia e esquiva de
estimulos associados ao trauma

Sintomas semelhantes ao transtorno  pds-
traumatico, porém ocorrendo imediatamente apés
0 trauma

Medo excessivo, persistente e inexplicavel
provocado pela exposicdo a certos tipos de
situacdo  social ou de  desempenho,
frequentemente levando a comportamento de
esquiva

Medo excessivo de pessoas, animais, objetos ou
situacdes especificas, frequentemente levando a
comportamento de esquiva

Sintomas proeminentes de ansiedade resultantes
de doenca organica

inapropriada que

Sintomas proeminentes de ansiedade resultantes
do abuso de drogas, medicamentos ou exposi¢ado
a toxinas
Ansiedade intensa ou esquiva fobica que ndo se
enquadra em nenhuma das classificacGes
anteriores

Adaptado de Baldwin et al., (2005).
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Estudos epidemioldgicos estimam uma prevaléncia de
transtornos de ansiedade de aproximadamente 14 % durante um periodo
de 12 meses e 21 % ao longo da vida em individuos com idade entre 18
e 65 anos, ocorrendo com uma incidéncia 2,5 vezes maior em mulheres
do que em homens (Wittchen e Jacobi, 2005; Wittchen et al., 2011). No
Brasil, apesar da caréncia de dados epidemioldgicos, estudos indicam
gue os transtornos de ansiedade estdo entre os mais incidentes na
populacdo, com prevaléncia entre 4 e 18 %, dependendo da regido em
gue os estudos foram conduzidos (Almeida-Filho et al., 1997; Andrade
et al., 2002). Durante décadas, o tratamento farmacoldgico com drogas
benzodiazepinicas tem sido empregado na terapia dos transtornos de
ansiedade (Nutt, 2005). Enquanto individuos com ataques episodicos de
panico ou alguma outra fobia sdo comumente tratados de forma
intermitente, pacientes diagnosticados com o transtorno de ansiedade
generalizada e que apresentam sintomas persistentes podem necessitar
de tratamentos continuos (Ballenger, 2000).

Nos Ultimos 60 anos tem-se observado um grande avanco no
desenvolvimento de novas drogas para o0 combate dos transtornos
emocionais (figura 1), apesar da resisténcia de determinadas fobias a
alguns tratamentos e dos efeitos colaterais (e.g. relaxamento muscular,
tolerdncia, dependéncia, potencializagdo dos efeitos depressores do
alcool, adicdo) observados apds o uso de alguns farmacos com acédo
sobre receptores benzodiazepinicos e serotonérgicos (Andreatini et al.,
2001; McNaughton, 2011; Nutt, 2005). Entre outras classes de farmacos
frequentemente empregados na clinica, pode-se ainda citar: o0s
antidepressivos triciclicos ou inibidores da recaptacdo de serotonina
e/ou de noradrenalina (Holmes et al., 2003); os B-bloqueadores, que
atuam por um sistema de feedback negativo, diminuindo a influéncia da
percepcdo de alguns sintomas periféricos (e.g. tremores, suor,
taquicardia) e nos sintomas cognitivos da ansiedade (Tyrer, 1992); o uso
clinico de drogas antipsicoticas, mas com efeitos adversos que
restringem seu uso; além dos fitoterdpicos (Andreatini et al., 2001;
Faustino et al., 2010).
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Sedativos Nio sedativos [ Antidepressivos
Inibidores da Agonistas
Recaptagao IMADS -HT1A
1950 Barbitiricos ATCs Fenelzina
L Seletive Seletivo
Benzodiazepinicos MNA 5-HT Buspirona
1970
1980 | IRMADOs
ISRSs
1990 .c';
et IRSs Tandospirona
Agonistas seletivos do Venlafaxina
receptor GABA-A

Figura 1 - Historico do desenvolvimento das drogas ansioliticas. Abreviages:
ATCs, antidepressivos triciclicos; ISRSs, inibidores seletivos da recaptagdo de
serotonina; IRSs, inibidores da recaptacdo de serotonina; IMAOs, inibidores da
monoamina oxidase; IRMAO; inibidores reversiveis da monoamina oxidase
tipo A (adaptado de Nutt, 2005).

1.2 MECANISMOS DE ACAO DOS ANSIOLITICOS ATUAIS

Varios sistemas de neurotransmissdo estdo envolvidos no
controle da ansiedade, assim como, no seu tratamento. Os primeiros
estudos acerca deste transtorno enfatizaram a participacdo do sistema
GABAZérgico - em especial o sitio benzodiazepinico do receptor GABA-
A - na modulagdo destes processos (Mohler, 2012). Posteriormente, foi
observada a participacdo de outros sistemas, como 0 glutamatérgico,
serotonérgico, noradrenérgico, dopaminérgico e também alguns
neuropeptidios, na regulacdo dos transtornos de ansiedade (Bergink et
al., 2004). Grande parte desses transtornos esta relacionada a
hiperexcitabilidade neuronal, sendo que investigacbes do papel de
sistemas de neurotransmissdo que alteram efetivamente esta propriedade
celular podem esclarecer melhor os mecanismos envolvidos na
modulagdo da ansiedade e promover a descoberta de novos tratamentos
com maior potencial terapéutico (Cortese e Phan, 2005). Além disso,
alteracdes dos niveis basais de transmissdo excitatdria para niveis
excessivos  podem  causar  excitotoxicidade, resultando  no
desenvolvimento de diversas patologias (e.g. transtornos de pénico,
mania, ansiedade e epilepsias) (Bergink et al., 2004).
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Assim como em outras patologias neuroldgicas, inimeras
regides encefalicas estdo envolvidas na regulacéo dos estados de medo e
ansiedade (e.g. cortex pré-frontal e sensorial, hipocampo, nicleo da
estria terminal, amigdala e hipotalamo). Conforme postulado por Gray e
McNaughton (1982) - baseados em estudos que investigaram as
consequéncias comportamentais de lesdes ou inativagdo de estruturas
especificas -, o sistema septo-hipocampal tem fungdo primordial na
regulacdo da ansiedade. Esse sistema € responsavel por engatilhar
respostas de ansiedade frente a situacfes de conflito (e.g. aproximar-se
ou esquivar-se de um estimulo potencialmente aversivo) caracterizadas
pela interrup¢do de um comportamento em curso e aumentando os
niveis de alerta e atencdo. Em consequéncia, este conflito promove a
inibicdo imediata de programas motores que estdo sendo executados.
Dessa forma, o sistema septo-hipocampal torna-se a base
neuroanatdmica desse “sistema de inibi¢do comportamental”, sendo
sensivel a modulacdo de projecBes noradrenérgicas, serotonérgicas e
colinérgicas (Gray e McNaughton, 2000). O hipocampo recebe
informacfes do septo medial sobre puni¢gdes ou acontecimentos sem
recompensa, ativando o sistema de inibicdo comportamental. Ao
“avaliar” essa situagdo, o hipocampo ajusta suas eferéncias (via
subiculum) sinalizando aos nucleos do septo lateral que, por sua vez,
alteram as aferéncias dos nucleos do septo medial ao hipocampo,
atenuando a inibicdo normal do comportamento ndo recompensado
(Gray e McNaughton, 2000; Pratt, 1992).

Células piramidais glutamatérgicas (Mcdonald, 1996) e
colinérgicas (Acquas et al., 1996; Zhu et al., 2001) inervam ricamente
regides limbicas (e.g. amigdala, hipocampo, cértex cingulado anterior,
pré-frontal medial e insular) que estdo diretamente implicadas na
modulacdo dos estados de medo e ansiedade, tanto em animais quanto
em humanos (Adolphs, 2002; Davis et al., 1994; Degroot e Nomikos,
2006; Graef et al., 2011; LeDoux, 1994).

1.3 O SISTEMA COLINERGICO

E postulado que a via colinérgica septo-hipocampal também
estd intimamente envolvida na regulacdo de respostas hormonais e
comportamentais do estresse em roedores (Acquas et al., 1996;
Ceccarelli et al., 1999; Kaufer et al., 1998; Meshorer et al., 2002; Zhu et
al., 2001). Os neurdnios colinérgicos estdo esparsamente distribuidos
pelo sistema nervoso central, localizados no tronco encefalico, se
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projetando caudalmente para a medula espinhal e tegumento ponto-
mesencefalico, e rostralmente pelo diencéfalo até o telencéfalo (figura 2,
Woolf, 1991). O tratamento com drogas anticolinérgicas e a lesdo de
projecdes colinérgicas ascendentes promovem efeitos comportamentais
e mudancas neurais muito similares as encontradas ap6s manipulacdes
experimentais no sistema noradrenérgico e serotonérgico (além de
projetar seus axonios de forma similar a estes sistemas), modificando a
sinalizacdo neural em alvos como o hipocampo e amigdala (Gray e
McNaughton, 2000).

Figura 2 — Vista sagital do encéfalo de rato enfatizando as projecdes
colinérgicas. Neurbnios dos nicleos basais magnocelulares (NBM) enviam
axdnios para todo o cortex e bulbo olfatério (em azul). Neurdnios da area septal
(SA) enviam axdnios ao hipocampo e cortex cingular, piriforme e entorrinal até
0 bulbo olfatério e amigdala (em vermelho). Neurdnios do nicleo tegumental
dorsolateral (DTN) enviam axdnios ao septo medial e banda diagonal e para o
tronco encefalico que também recebe projecSes dos nicleos tegumentais
pedinculo-pontinos (PTN, em verde) (Myhrer, 2007).

A acetilcolina exerce suas funcdes fisiologicas acoplando-se a
receptores nicotinicos (ionotrépicos) e muscarinicos (metabotrépicos)
pré e pos-sinapticos, onde regulam a excitabilidade neuronal,
transmissdo e plasticidade sinaptica (Cobb e Davies, 2005; Wess, 1996).
A principal via hipocampal excitatéria é composta por neurdnios
piramidais que sdo modulados principalmente por receptores
muscarinicos (Frazier et al., 1998) e sdo distinguidos em cinco subtipos
(M1-M5). Esses receptores sdo ainda subdivididos em duas classes
funcionais, conforme a funcionalidade das proteinas G que estdo
acopladas ao receptor, modulando a atividade de uma vasta gama de
fosfolipases, canais i6nicos, proteinas quinases e outras moléculas de



30

sinalizacdo (Wess et al., 2007). Receptores M1, M3 e M5 acoplam-se
seletivamente as proteinas G da familia Gg/G11, enquanto receptores
M2 e M4 ativam preferencialmente proteinas G da familia Gi/Go (figura
3, Caulfield e Birdsall, 1998).

Acetilcolina

M, M3M5/ N\

Extracelular

Intracelular

Principais  [1pLCp JAdenilato Ciclase
Efetores  |1[ca?] TMAP quinases
TMAP quinases| |[TCanais GIRK

dCanais de CA™
dependente de voltagem|

Figura 3 — Classificacdo e funcdo dos receptores colinérgicos muscarinicos.
Abreviagdes: PLCP, fosfolipase C B; MAP quinases, proteinas quinases ativadas
por mitdgenos; GIRK, canal de potéssio sensivel a proteina G (adaptado de
Wess et al., 2007).

Os receptores muscarinicos - assim como os glutamatérgicos -
estdo densamente expressos em regides limbicas, sendo que 60 %
daqueles localizados no hipocampo sdo do subtipo M1 (Dasari e
Gulledge, 2011; Flynn et al., 1995). A ativacdo de receptores M1
potencializa a transmissdo excitatéria de células piramidais da regido
hipocampal através de receptores do tipo NMDA que se encontram co-
localizados (Volpicelli e Levey, 2004). Os receptores NMDA séo
compostos por diferentes subunidades, classificando-se em NR1
(ligando-se a glicina) apresentando regulacdo excitatéria, NR2A-D
(ligando-se ao glutamato) e NR3A ou B (ligando-se a glicina)
apresentando regulacdo inibitoria (Barkus et al., 2010). Grishin e
colaboradores (2005) mostraram que a estimulacdo de receptores
muscarinicos do tipo M1 reduz as correntes ibnicas de receptores
NMDA das células piramidais da regido CA3 do hipocampo (Grishin et



31

al.,, 2004; 2005). Além disso, mostraram que o0 bloqueio do
funcionamento das proteinas G ou 0 esgotamento dos estoques
intracelulares de Ca®* preveniu a depressdo muscarinica das correntes
ibnicas dos receptores NMDA, indicando que a via que compreende 0
receptor M1, a ativacdo de proteina G e a liberagdo de Ca?* representa a
sequéncia inicial do mecanismo de transducdo. Subsequentemente, a
ativacdo dependente de Ca?*/calmodulina, que por sua vez ativa a
proteina tirosina fosfatase, leva & dessensibilizacdo (down regulation)
dos receptores NMDA (figura 4, Grishin et al., 2005). Nesse sentido,
alteragdes no funcionamento deste sistema também estdo ligadas a
disturbios emocionais, como os transtornos de ansiedade e depressao
(Curia et al., 2008; Graef et al.,, 2011; Platt e Riedel, 2011), e a
modificagBes cognitivas, interferindo nos processos de aprendizado e
meméria (Micheau e Marighetto, 2011), atencdo (Klinkenberg et al.,
2011), vigilia (Platt e Riedel, 2011) e epilepsia (Friedman et al., 2007).

NMDAR

%f\}: /\; -z I‘/""f"‘\%l/ o) o ’
CORLEadC DR Gy
Figura 4 - Diagrama esquematico mostrando a via dependente de Ca**
mediando a depressdo induzida pela ativagdo do subtipo M1 dos receptores
muscarinicos na fungdo do receptor NMDA em células piramidais da regido
CA3 do hipocampo. Abreviagdes: PIP,, fosfatidilinositol-4,5-bifosfato; PLC,
fosfolipase C; DAG, diacilglicerol; PKC, proteina quinase C; Src, tirosina
quinase Src; IPs, trifosfato inositol; CaM, calmodulina; PTP, proteinas tirosina
fosfatases (adaptado de Grishin et al., 2005).

Conforme ja relatado em relacdo a teoria de Gray, o hipocampo
e 0 septo agem em consonancia no controle dos transtornos de ansiedade
(Gray e McNaughton, 2000; Gray e McNaughton, 1983). Além de se
projetar em regides limbicas vitais para o controle da ansiedade,
aferéncias colinérgicas também sdo responsdveis pelo controle da
atividade teta hipocampal, um padrdo de disparos de neurdnios da
formacdo hipocampal que originam um ritmo eletrografico lento (5-10
Hz) e de grande amplitude durante registros de eletroencefalograma
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(EEG), exercendo também uma influéncia direta sobre a funcédo
hipocampal e, consequentemente, a regulacdo dos estados de ansiedade
(Gray e McNaughton, 2000). A atividade teta na formag&o hipocampal €
0 resultado da atividade fésica de sistemas subcorticais, modulada
principalmente pela atividade de eferéncias colinérgicas e serotonérgicas
(Gray e McNaughton, 2000). Uma sincronizagdo temporal aumentada
desse ritmo também é observada em pacientes com epilepsia do lobo
temporal (Babiloni et al., 2009) e esta relacionada a respostas de medo
(Lesting et al., 2011) e ansiedade (Adhikari et al., 2010; Adhikari et al.,
2011).

Além disso, disfungdes do sistema colinérgico estdo vinculadas
a alteracdes do estado de estresse (McEwen, 2000), uma vez que 0
mesmo pode desencadear mudancgas de longo prazo sobre a expressdo
génica colinérgica tanto no neocdértex como no hipocampo de
camundongos (Kaufer et al., 1998). A resposta de estresse é ativada ou
facilitada por neurénios do tronco encefalico (inclusive os colinérgicos)
gue se projetam para 0 nucleo paraventricular (PVN) do hipotalamo e
ativam o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), aumentando os
niveis de ansiedade (Bhatnagar et al., 1997; Steimer, 2002).

1.4 O EIXO HIPOTALAMO-PITUITARIA-ADRENAL (HPA) E A
MODULAGCAO DA ANSIEDADE

Em mamiferos, as respostas fisiologicas (e.g. tremores, tensdo
muscular, sudorese, palpitagdes, vertigens) desencadeadas na presenca
de um estimulo estressor sdo mediadas primariamente pelo eixo HPA
(O’Brien, 1997; Sapolsky et al., 2000). Os sinais neurais associados ao
estressor sdo traduzidos em uma resposta endécrina no hipotdlamo, mais
precisamente pelo PVN, um centro de integracéo que recebe e coordena
informagGes neuroenddécrinas, autondmicas, cognitivas e emocionais e é
0 responsavel pela iniciacdo da secrecdo dos glicocorticoides (L6pez et
al., 1999). Tanto o horménio liberador de corticotrofina (CRH) quanto a
arginina vasopressina sdo secretados pelo PVN no sistema portal
hipofiseal, onde atingem a glandula hipofisaria anterior e,
sinergicamente, estimulam a libera¢&o do hormdnio adrenocorticotréfico
(ACTH), que é transportado pela corrente sanguinea até o cortex da
adrenal, onde estimula a liberagdo de glicocorticoides (Phillips et al.,
2006).

Os glicocorticoides possuem dois tipos de receptores, 0s
mineralocorticoides (MR, tipo 1), que possuem uma alta afinidade a
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glicocorticoides endégenos como a corticosterona em roedores (cortisol
em humanos) e estdo densamente expressos no hipocampo e septo (Reul
e de Kloet, 1985), e os receptores de glicocorticoides (GR, tipo II), que
apresentam uma baixa afinidade a glicocorticoides enddgenos porém
alta afinidade a esteroides sintéticos, como a dexametasona (De Kloet et
al., 1998). Os receptores MR sdo ativados por baixos niveis de
corticosterona circulante e estdo primariamente envolvidos na
manutencédo da atividade basal do eixo HPA. Por outro lado, receptores
GR respondem quando os niveis de glicocorticoides elevam-se e
receptores MR tornam-se saturados, tanto devido as oscilagfes naturais
do ritmo circadiano ou em resposta ao estresse. Quando isso ocorre,
receptores GR moderam a atividade de glicocorticoides e sdo
responsaveis pela finalizacdo das respostas de estresse através da
inibicdo por feedback negativo, geralmente através do hipotalamo e da
hipdfise (Phillips et al., 2006). Além disso, a atividade do eixo HPA
também é regulada por estruturas limbicas, incluindo o hipocampo, a
amigdala e o cortex pré-frontal. O hipocampo possui altas concentracoes
de receptores MR e GR, e possui um importante papel inibitério na
atividade basal do eixo HPA e na finalizacdo das respostas de estresse
(Jacobson e Sapolsky, 1991).

A ativacdo do eixo HPA durante o estresse agudo promove uma
elevacdo transitdria da concentragdo plasmatica de corticosteroides e
uma resisténcia parcial ao feedback inibitério da liberacdo de
corticosterona que persiste durante e pouco tempo ap6s o estimulo
estressor (Charney, 2003). Esse fenébmeno pode envolver uma rapida
dessensibilizacdo dos receptores de glicocorticoides tendo em vista que
0S seus niveis elevados (como aqueles provocados pelo estimulo
estressor) diminuem o numero dos seus receptores no hipocampo,
resultando no aumento da secre¢do de corticosterona e resisténcia do
feedback. Assim que o estimulo estressor ndo estd mais presente, ocorre
a diminuicdo dos niveis de glicocorticoides (provavelmente devido a
diminuicdo da funcédo limbica sobre a liberacdo de CRH), a densidade
dos receptores de glicocorticoides aumenta e o feedback se normaliza
(Sapolsky e Plotsky, 1990). Diferengas na regulagdo da funcédo do CRH
pela estimulacdo dos receptores de glicocorticoides e estresse podem
promover efeitos importantes na mediacdo dos estados de medo e
ansiedade (Schulkin et al., 1998). O feedback negativo da funcdo de
CRH pelos glicocorticoides ocorre no PVN do hipotalamo e na hipdfise
anterior (figura 5, Makino et al., 1995).
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Diversos estudos tém mencionado o hipocampo como
responsavel por exercer uma funcao inibitoria sobre o eixo HPA, uma
vez que a sua estimulacdo diminui a secrecdo de glicocorticoides tanto
em ratos como em humanos (Dunn e Orr, 1984; Rubin et al., 1966),
além de estar envolvida na finalizacdo dessas respostas ao estresse
(Herman et al., 2003; Ulrich-Lai e Herman, 2009). O hipocampo, a
amigdala e o cortex pré-frontal recebem densas projecdes colinérgicas
do prosencéfalo basal e, em particular, do septo medial e dos nucleos
basais (Mesulam, 1995), sendo que o0s niveis de acetilcolina no
hipocampo e cortex podem aumentar consideravelmente apds o estresse
por contencdo em ratos (Power e Sah, 2008). A forma na qual a fungdo
colinérgica converge para regular as eferéncias hipocampais em resposta
ao estresse ainda é desconhecida, embora seja sugerido que os efeitos da
ativacdo dos receptores muscarinicos e nicotinicos na transmissdo
excitatoria e inibitoria sirvam para regular a ritmicidade da atividade
teta (Drever et al., 2011; Fisahn et al., 1998), fundamental nos processos
de memodria, transtornos de humor e ansiedade (Femenia et al., 2012).

NSC | SNC
Estresse
i i Aferéncia neural | (©)

Hipotslamo Hipotalamo |

0| -
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" Cértex da Adrenal Glicocor‘licoidesl-

Figura 5 — Esquema do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA). O estimulo
estressor aumenta a liberagdo do horménio CRH no hipotalamo, ligando-se a
receptores nas células da hipd6fise anterior e, consequentemente, liberando
ACTH. O ACTH é levado via corrente sanguinea ao cértex da adrenal,
estimulando a producéo e liberacdo de glicocorticoides que causam alteracdes
metabdlicas em resposta ao estimulo estressor e fornecem feedback negativo
para diminuir a sintese e liberacdo de CRH e ACTH. Abreviagdes: NSC, nicleo
supra quiasmatico; SNC, sistema nervoso central (adaptado de Lightman e
Conway-Campbell, 2010; Seong et al., 2002).

Eminéncia
mediana

Hipofise —
anterior

Células
corticotroficas 2




35

1.5 COMORBIDADES: TRANSTORNOS DE ANSIEDADE
ASSOCIADOS AS EPILEPSIAS

O termo “comorbidade” ¢ conceituado na pratica clinica pela
coexisténcia de varios transtornos que acometem um paciente a0 mesmo
tempo (Feinstein, 1970). Vérios estudos demonstram que a taxa de
incidéncia de distarbios emocionais é consideravelmente maior em
pacientes epilépticos do que outras doencas cronicas (Beyenburg et al.,
2005; Devinsky, 2003; Jackson e Turkington, 2005). Embora grande
parte desses trabalhos tenha focado seus estudos na area da depresséo,
transtornos relacionados a ansiedade tém acometido os pacientes
epilépticos de forma similar (Marsh e Rao, 2002; Swinkels et al., 2001;
Vazquez e Devinsky, 2003), sendo ndo s6 comum em humanos como
também em modelos animais de epilepsia (Babu et al., 2009; Jones et
al., 2008; Szyndler et al., 2005). Um estudo recente realizado no Brasil
apontou que a maioria dos individuos epilépticos avaliados
apresentavam algum transtorno de humor (48,2 %) ou ansiedade (30,7
%), sendo ainda muito comum a associacao entre estas duas patologias
(20,5 %) (figura 6, Bragatti et al., 2011).

PREVALENCIA DE COMORBIDADES EM
PACIENTES EPILEPTICOS

= Depressao
® Ansiedade

Psicose
u Drogas de abuso
= Sem comorbidades

Figura 6 — Prevaléncia de comorbidades em pacientes epilépticos (adaptado de
Bragatti et al., 2011).

As epilepsias sdo caracterizadas por um estado crénico de
hiperexcitabilidade neuronal e hipersincronia, manifestada por crises
parciais recorrentes, seguidas ou ndo por crises secundarias
generalizadas (Cavazos et al., 2004). O tratamento farmacoldgico das
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epilepsias apresenta-se ineficaz em 30 % dos pacientes, sendo a grande
parte desses individuos acometidos pela epilepsia do lobo temporal
(ELT) (Lothman et al., 1991; Loscher, 2002; Porter e Rogawski, 1992;
Tilelli et al., 2005).

A habilidade de reproduzir doengas humanas em modelos
animais representa uma grande vantagem para a medicina experimental
moderna (Russel, 1964). O modelo animal ideal deve ser homélogo,
replicando o distlrbio humano em todos os aspectos. No entanto, o
modelo animal pode ser isomorfico, quando replica o distdrbio mas ndo
as bases etiologicas (que em varias doengas neuroldgicas ainda séo
desconhecidas), ou preditivo, nos casos onde ndo se assemelham ao
distirbio humano mas respondem ao tratamento com farmacos
utilizados na clinica (van der Staay et al., 2009).

O modelo animal da pilocarpina — um agonista colinérgico
muscarinico nao-seletivo - apresenta um alto grau isomorfico com a
epilepsia do lobo temporal em humanos, e por isso tem sido utilizado
por diferentes grupos de pesquisa desde seu primeiro relato ha 30 anos
(Curia et al., 2008; Turski et al., 1983a; Turski et al., 1983b), pois
apresenta varias vantagens em relacdo a outros modelos como: a rapida
inducdo do status epilepticus; presenca de um periodo latente seguido
pelo surgimento de crises espontaneas recorrentes (Cavalheiro et al.,
1991; Leite et al., 1990); promocdo de lesBGes esparsas no encéfalo,
sendo algumas delas localizadas nos mesmos locais afetados em
humanos e associadas & reorganizacdo da rede neural em regides
hipocampais (Wieser e Epilepsy, 2004).

A pilocarpina é um alcal6ide extraido das folhas do Pilocarpus
jaborandi, um arbusto originario do Brasil, e foi isolada pela primeira
vez por Hardy e Gerrard em 1875 (Davies et al., 2009). Na clinica, a
droga é empregada no tratamento de glaucoma, aumentando o
escoamento de fluido dos olhos e reduzindo a pressdo intra-ocular
(Wollensak e Kewitz, 1976). Doses menores sdo também utilizadas para
induzir o aumento da salivacdo durante a coleta de amostras clinicas
(Smith et al., 1982), além de promover suor excessivo, broncoespasmo,
aumento da secre¢do da mucosa brénquica, taquicardia, hipertenséo,
diarréia e miose, quando aplicada de forma crénica nos olhos (Tang e
Loke, 2011).

Em modelos experimentais, quando administrada em altas doses
(acima de 300 mg/kg), a pilocarpina promove episodios
comportamentais de ordem epileptogénica associados a descargas
eletrograficas  (durante registros no EEG) que aumentam
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progressivamente na sua duracdo e dispersdo (Cavalheiro et al., 1991;
Leite et al., 1990). A partir do esbelecimento do status epilepticus, a
administracdo de atropina (um antagonista colinérgico) ndo é mais capaz
de controlar as crises induzidas, sugerindo a participacdo de elementos
ndo colinérgicos (e.g. glutamato, GABA e dopamina) na manutengdo
dessas crises - em especial o envolvimento dos receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA, que quando antagonizados
desencadeiam efeitos anti-convulsivantes (figura 7 e quadro 3, Jope et
al., 1986; Meurs et al., 2008; Nagao et al., 1996; Ormandy et al., 1989;
Smolders et al., 1997).

Aproximadamente 75 % dos animais tratados com doses
elevadas (convulsivantes) de pilocarpina apresentam crises com clénus e
comportamento de levantamento e/ou quedas por perda de reflexo
postural, conforme a escala de severidade de Racine (Racine, 1972),
havendo uma taxa de mortalidade de aproximadamente 40 % dos ratos
tratados (Cavalheiro et al., 1991; Curia et al., 2008; Liu et al., 1994;
Turski et al., 1983a).

Pilocarpina

(> 300 mg/kg) —- Liberagao de Glutamato
Sintomas Muscarinicos Respostas Glutamatérgicas

} }

. Ativagéo de Receptnres Ativacdo de Receptores
Metil- do tipo AMPA do tipo NMDA

Escopolamina |nsuficiéncia Cardiaca
—> Insuficiéncia Respiratéria
Crises Epilepticas *
/ \ Manutengao e Propagacao de Crises Epilépticas

Lesbes NaLIIEronaIs ./

Figura 7 - Efeitos fisiologicos desencadeados pela administragdo sistémica de
pilocarpina (a partir de doses convulsivantes, acima de 300 mg/kg). A ativagdo
de receptores muscarinicos promove a liberacdo de glutamato que, em excesso,
induz respostas excitotéxicas (pela ativagao de receptores AMPA e NMDA) e
lesbes nervosas. Abreviacdo: CRE, crises recorrentes espontaneas (adaptado de
Collombet, 2011).

Moduladores do receptor
GABA-A
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Quadro 3 — Efeitos desencadeados pela pilocarpina.

Pilocarpina (Cy;HyN,0,)

: 3
> o g
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(Adaptado de www.chemspider.com e Tang e Loke, 2011).

A indugdo de status epilepticus a partir da administracdo de
cloreto de litio e pilocarpina em ratos jovens promove déficit de
meméria quando avaliados no teste do labirinto aquatico de Morris,
além de promover uma maior incidéncia de comportamentos do tipo-
ansiogénicos no teste do labirinto em cruz elevado 3 meses apds o
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tratamento (Cilio et al., 2003; de Oliveira et al., 2008; Kubova et al.,
2004). Por outro lado, uma dnica dose de pilocarpina (300 mg/kg)
administrada sistemicamente foi capaz de prevenir os déficits cognitivos
de aprendizagem e meméria observados em ratos idosos (21 meses) no
labirinto aquético quando administrada aos 3 meses de idade em ratos
gue ndo apresentaram status epilepticus, sugerindo que as alteracfes
relacionadas a idade avangada podem ser prevenidas por uma alteracao a
longo prazo do sistema colinérgico ou outra via de neurotransmissao
(De-Mello et al., 2005).

Camundongos que apresentaram status epilepticus e,
posteriormente, crises espontaneas recorrentes apos a administracéo de
pilocarpina demonstraram um aumento dos niveis de ansiedade,
conforme observado em diferentes testes comportamentais (e.g. campo
aberto, caixa claro-escuro, labirinto em cruz elevado, placa perfurada),
além de prejuizo no aprendizado espacial e meméria quando avaliados
no labirinto aquatico de Morris e de lesBes hipocampais (principalmente
em células piramidais da regido CA1 e CA3), refletindo varias respostas
comportamentais e prejuizos cognitivos que se associam ao observado
em pacientes epilépticos (Miiller et al., 2009a; Miiller et al., 2009b).

Os mecanismos neurobiol6gicos envolvidos no binémio
epilepsia-ansiedade sdo pouco compreendidos, sendo que estudos
sistematicos nessa &rea ainda sdo escassos (figura 8). Alguns
pesquisadores tém focado seus estudos no comportamento de roedores
epilépticos apds o abrasamento (kindling) de estruturas limbicas
(Adamec, 1990; Adamec e Morgan, 1994; Kalynchuk et al., 1997) ou
crises convulsivas induzidas por drogas que modificam o balango
excitatorio/inibitério do sistema nervoso central (Erdogan et al., 2005;
Groticke et al., 2007), relacionando o perfil ansiogénico destes roedores
as descargas ictais observadas durante registros de EEG.
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Anxiety and Epilepsy
100001 -e- Anxiety
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Figura 8 - Incidéncia anual (dos altimos 30 anos) de trabalhos publicados em
diferentes periddicos utilizando os termos de busca na lingua inglesa “anxiety”
(ansiedade), “epilepsy” (epilepsia) e “anxiety and epilepsy” (ansiedade e
epilepsia), disponiveis na base de dados PubMed, desenvolvido pelo Centro
Nacional para a Informagdo Biotecnolégica (NCBI) e mantido pela Biblioteca
Nacional de Medicina dos Estados Unidos da América (adaptado de
www.pubmed.com, acessado em 15/04/2013).

Embora o modelo da pilocarpina tenha sido amplamente
estudado, é evidente que um namero significante de animais submetidos
a esse tratamento ndo desenvolvem status epilepticus (Cavalheiro et al.,
1994; Hort et al., 1999; Mello et al., 1993; Turski et al., 1987), sendo
estes animais geralmente descartados dos estudos. Um estudo piloto
conduzido pelo nosso grupo de pesquisa revelou que ratos que nao
desenvolvem status epilepticus apds a injecdo de uma dose elevada de
pilocarpina (350 mg/kg) apresentam um perfil ansiogénico quando
avaliados no labirinto em cruz elevado 1 més ap6s o tratamento. Tais
resultados levaram a um grande interesse em melhor entender esses
efeitos, uma vez que grande parte dos investigadores tem focado sua
atencdo na geracdo e propagacdo das crises induzidas por agentes
convulsivantes, minimizando ou desconsiderando as alteracfes
emocionais ou cognitivas consequentes ao tratamento. Além disso, o
atual patamar das pesquisas pré-clinicas evidencia uma série de
limitagdes encontradas no campo translacional dos transtornos
psiquiatricos para modelos animais, associadas a baixa taxa de
implementacdo clinica de terapias alternativas que possam auxiliar o
tratamento dos transtornos de ansiedade, tornando-se necessario a busca
de novas estratégias com diferentes alvos terapéuticos (e.g. sistema
muscarinico).


http://www.pubmed.com/
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo investigar o
comportamento de ratos que ndo convulsionam frente ao tratamento
com pilocarpina — um agonista colinérgico nao seletivo dos receptores
muscarinicos — e 0s possiveis mecanismos celulares adaptativos
envolvidos nessas respostas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Caracterizar as respostas emocionais de longo prazo observadas
em ratos tratados com doses subconvulsivantes de pilocarpina;

> Quantificar as atividades hipocampal e cortical observadas em
ratos tratados com doses subconvulsivantes de pilocarpina,;

> Investigar os efeitos de curto e longo prazo promovidos pelo

tratamento com uma dose subconvulsivante de pilocarpina e o
envolvimento dos receptores do tipo GABA-A na modulagéo
dessas respostas;

> Quantificar as atividades hipocampal e cortical observadas em
ratos tratados com uma dose subconvulsivante de pilocarpina e
0 envolvimento dos receptores do tipo GABA-A na modulagéo
dessas respostas;

> Estudar as possiveis alteragdes da atividade da enzima
acetilcolinesterase no hipocampo e cértex pré-frontal de ratos
ap6és o tratamento com uma dose subconvulsivante de
pilocarpina e o envolvimento dos receptores do tipo GABA-A
na modulacdo dessas respostas;

> Averiguar os efeitos de curto e longo prazo promovidos pelo
tratamento com uma dose subconvulsivante de pilocarpina
sobre as respostas de medo condicionado;

> Determinar os efeitos de curto e longo prazo promovidos pelo
tratamento com uma dose subconvulsivante de pilocarpina
sobre a plasticidade sinaptica;

> Investigar os efeitos de curto e longo prazo promovidos pelo
tratamento com uma dose subconvulsivante de pilocarpina
sobre o funcionamento do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
(HPA);
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Determinar os efeitos de curto e longo prazo promovidos pelo
tratamento com uma dose subconvulsivante de pilocarpina
sobre a expresséo de proteina FOS na regido do hipocampo;
Caracterizar a participacdo de receptores do tipo NMDA nas
respostas comportamentais de curto e longo prazo promovidas
pelo tratamento com uma dose subconvulsivante de pilocarpina;
Investigar os efeitos de curto e longo prazo promovidos pelo
tratamento com uma dose subconvulsivante de pilocarpina
sobre a expressdo de receptores do tipo NMDA na regido do
hipocampo.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 CONSIDERACOES ETICAS

Todos os experimentos foram conduzidos conforme os padrbes
internacionais do bem-estar animal e recomendados pela Sociedade
Brasileira de Neurociéncias e Comportamento (SBNeC). Os
procedimentos experimentais envolvidos neste estudo foram delineados
de tal maneira a minimizar o sofrimento dos animais. Além disso, foi
utilizado um tamanho de amostras minimo e adequado para as analises
estatisticas e extraido o maximo de informacfes relevantes para o
cumprimento dos objetivos propostos, de acordo com os protocolos
experimentais previamente aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina, sob o
numero 23080.025621/2009-03 (anexo A), e pelo Ato de Animais
(Procedimentos Cientificos) - Animals (Scientific Procedures) Act - de
1986, sob 0 nimero 30/2512 (anexo B), licenca pessoal 30/9626.

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos, com idade
aproximada de 2 a 3 meses e pesando entre 200 e 300 gramas. Os
animais foram alojados em grupos de 4 — 5 por caixa e mantidos em um
ambiente com temperatura controlada (22 + 2°C) e em um ciclo claro-
escuro de 12 h (7 h — 19 h, claro sob luz artificial), com livre acesso a
agua e racdo, exceto durante os experimentos.

Os experimentos conduzidos na Universidade Federal de Santa
Catarina foram realizados com animais provenientes do Biotério Central
da prépria universidade, enquanto os experimentos conduzidos na
Universidade de Bristol foram realizados com animais provenientes dos
Laboratérios Charles River (Inglaterra). Ratos foram transferidos e
permaneceram alojados por, pelo menos, 5 dias antes da realizacdo dos
experimentos para habituacdo as condigdes laboratoriais, sendo
conduzidos durante a fase claro do ciclo (entre 13 h e 18 h).
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3.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
3.3.1 Testes comportamentais
3.3.1.1 Labirinto em cruz elevado (LCE)

O labirinto em cruz elevado (LCE) é um teste utilizado para
mensurar respostas vinculadas a ansiedade em animais. O aparato surgiu
a partir da adaptacdo do labirinto em Y, criado por Montgomery em
1955, sendo desenvolvido por Handley e Mithani (1984) e validado
inicialmente para ratos por Pellow et al. (1985). O LCE (EP151, Insight
Ltda., Ribeirdo Preto, SP, Brasil) consiste de dois bragos abertos (50 x
10 cm) e dois fechados (50 x 10 cm) de madeira, opostos em forma de
cruz e elevados a 40 cm do chdo. Os bragos estdo conectados por uma
plataforma central (10 x 10 cm). Com intuito de prevenir a queda dos
animais, 0s bracos abertos sdo circundados por barras laterais de 1 cm
de altura. O aparato foi alocado em uma sala iluminada com luz
vermelha (15 W) com intensidade de 3 lux no assoalho do equipamento.

%

v

Figura 9 — Labirinto em cruz elevado (adaptado de http://insightltda.com.br).

Ao inicio do teste, os animais foram colocados individualmente
na plataforma central com a cabeca voltada para um dos bragos fechados
e 0 seu comportamento avaliado durante 5 min (Pellow et al., 1985). As
medidas comportamentais registradas neste teste foram: tempo de
permanéncia e nimero de entradas nos bracos abertos e fechados
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(considerou-se a entrada em um dos bragos quando a maior parte do
corpo do animal estava dentro do respectivo braco), pardmetros
etolégicos de avaliagdo de risco como imersdes de cabeca desprotegidas
(unprotected head-dipping), estiramentos corporais  protegidos
(protected stretch-attend postures), exploracdo da regido distal dos
bracos abertos e comportamento de levantar, para aumentar a
sensibilidade do teste (Rodgers e Cole, 1994; Rodgers e Dalvi, 1997). O
aparato foi limpo com soluc¢éo de etanol 10 % entre cada sessao.

Para andlise estatistica dos dados e confeccdo dos graficos, a
porcentagem de entradas nos bragos abertos foi calculada dividindo-se a
frequéncia de entradas nos bracos abertos pela frequéncia total de
entradas, e esse indice multiplicado por 100. De maneira semelhante, foi
calculada a porcentagem do tempo em que 0s animais permaneceram
nos bragos abertos em relacdo ao somatério do tempo de permanéncia
nos bragos abertos e fechados, sendo o quociente obtido multiplicado
por 100. Para os demais parametros observados, fez-se a soma simples
das frequéncias obtidas.

3.3.1.2 Teste de condicionamento aversivo contextual (CAC)

O teste de condicionamento aversivo contextual (CAC) é
baseado no modelo de Pavlov (1927) e é acreditado por ter um grande
potencial translacional em relacdo a testes tradicionalmente empregados
na investigacdo dos transtornos de ansiedade, servindo como ferramenta
no estudo das bases neurais (Garakani et al., 2006; Grillon e Baas,
2003). O teste consiste em uma caixa de condicionamento ao contexto
(Insight Ltda., Ribeirdo Preto, SP, Brasil) com dimensdes de 22 x 22 x
25 cm, dotada de chdo gradeado conectado a um gerador de choques
elétricos. Os animais foram colocados na caixa e ap6s 3 min receberam
choque nas patas (1,5 mA/1 s), permanecendo por mais 1 min na caixa
de condicionamento para contextualizagdo. Apds 24 h, os animais foram
reexpostos ao aparato por 5 min e o tempo do comportamento de
congelamento (freezing) quantificado, conforme previamente descrito
por Pamplona e Takahashi (2006). O comportamento de congelamento €
definido como um estado de imobilidade em uma posicéo estereotipada
de agachamento, associado a respostas como pilo-erecdo, aumento da
frequéncia cardiaca e liberacdo de horménios de estresse (Fanselow,
1980). A sala de experimentagdo foi iluminada com uma luz vermelha
(15 W) com intensidade aproximada de 3 Lux no ambiente.
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Figura 10 - Caixa de condicionamento ao contexto (adaptado de
http://insightltda.com.br).

3.3.2 Registros eletrofisiolégicos
3.3.2.1 Cirurgia estereotéxica

Os ratos foram submetidos a cirurgia estereotdxica sob
anestesia geral para a implantacdo de eletrodos bipolares em regides
encefalicas para o registro de eletroencefalograma (EEG). A anestesia
foi realizada com quetamina (Dopalen®, Sespo IndUstria e Comércio
Ltda, SP, Brasil, 100 mg/kg) e xilazina (Anasedan®, Sespo IndUstria e
Comércio Ltda, SP, Brasil, 20 mg/kg) e, apds constatacdo da perda de
reflexos algicos (retirada da pata frente a compressdo da pata), foi
realizada tricotomia da regido cefdlica e o animal posicionado no
aparelho estereotaxico (Stoelting®, mod. 300, EUA), sendo fixados por
duas barras auriculares e uma presilha nasal. Ap6s administracdo
subcutanea de cloridrato de lidocaina (Lidostesim®, 2 % com
vasoconstritor, DLA Pharmaceutical Ltda., SP, Brasil) na regido
posterior da cabecga para anestesia local e redugdo do extravasamento
sanguineo ap6s a incisdo no tecido, o periésteo foi raspado, expondo a
superficie do crénio. A calota foi limpa com algod&o e agua oxigenada
com intuito de facilitar a visualizacdo dos pontos antropométricos
lambda e bregma, utilizados como referéncia para marcacdo das
coordenadas estereotdxicas. Ato continuo, a calota foi perfurada com
uma broca odontoldgica para a fixacdo dos eletrodos de implante
subcortical e cortical.
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Figura 11 - Cirurgia estereotaxica para o implante dos eletrodos (foto do autor).

Os eletrodos bipolares eram constituidos por dois fios
entrelagados de NiCr (150 pm de didmetro) revestidos por uma fina
camada de teflon (7 um) em toda a sua extensdo (raspados nas
extremidades) e implantados na regido CA3 do hipocampo (AP = -3.3;
ML = +25; DV = -3.8), enquanto os eletrodos corticais foram
posicionados manualmente na regido A3 (AP = —1.5; ML = -3.0),
conforme o atlas estereotéxico de ratos de Paxinos e Watson (1997). Um
micro parafuso foi também implantado préximo ao seio frontal do
cranio, servindo como aterramento do sistema. Os eletrodos foram
soldados a um micro conector de saida e fixados ao cranio com acrilico
autopolimerizante (JET Artigos Odontoldgicos Classico Ltda., SP,
Brasil).

Apb6s o término das cirurgias, os animais ficaram sob
observacdo e aquecidos por uma lampada de 40 W, a fim de amenizar a
hipotermia induzida pela anestesia geral e, depois de recuperados, foram
alojados aos pares em suas caixas recebendo agua e racdo a vontade,
por, pelo menos, 5 dias até o inicio dos experimentos.

3.3.2.2 Registros de eletroencefalograma (EEG)
Os registros de eletroencefalograma (EEG) foram obtidos

atraveés do sistema poligréfico digital BIOPAC (MP-100/WSW, Inc). Os
sinais foram amplificados 20.000 x e filtrados por um filtro notch de 60
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Hz, digitalizados com uma taxa de amostragem de 256 Hz e registrados
através do programa ACQ Knowledge®, versao 3.2.

Aproximadamente cinco dias ap0s a cirurgia estereotaxica, cada
animal foi individualmente colocado em uma caixa de vidro (0,3 x 0,5 x
0,4 m) com serragem no assoalho, e esta caixa inserida dentro de uma
gaiola de Faraday (1,0 x 0,6 x 0,7 m). O cabo de registro foi conectado
ao micro conector fixado ao animal e, ap6s um periodo de habituacéo de
30 min, iniciou-se o registro eletrografico basal de 20 min seguido pelos
tratamentos.

do EEG (foto do autor).
3.3.2.3 Registro extracelular in vitro

Registros eletrofisiolégicos foram realizados em fatias
parasagitais do hipocampo (400 um de espessura) de ratos Wistar
machos. Animais foram anestesiados com isoflurano, decapitados e o
cérebro colocado em fluido cefalorraquidiano artificial (aCSF) resfriado
e oxigenado (5 % CO2 95 % 02), contendo (em mM) NaCl, 124; KClI,
3; NaHCO3, 26; NaH2PO4, 1.25; MgS04, 10; Glicose, 10; CaCl2, 1.
Fatias foram cortadas usando um vibratomo (Leica® Biosystems,
VT1000S). O hipocampo foi dissecado, permanecendo em repouso por,
pelo menos, 2 h em aCSF oxigenado, mantendo em temperatura
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ambiente. Ato continuo, algumas fatias foram posicionadas em uma
cadmara com interface umidificada a temperatura de 30° C, sendo
continuamente perfundidas por aCSF (2 ml/min) com (em mM) NacCl,
124; KCI, 3; NaHCO3, 26; NaH,PO,, 1.25; MgS0O, 1, glicose, 10; CaCl,
2. Técnicas de registro extracelular padrdo foram empregadas para
monitorar as respostas de campo emitidas na regido CA1 do hipocampo
(Bortolotto et al., 2001).

-.\ R 1t

= p—
Figura 13 — Camara de registro extracelular (foto do autor).

Os estimulos foram liberados por um eletrodo de estimulo
(0,033 Hz). A decaida (slope) dos potenciais pos-sinapticos excitatorios
de campo (PPSEs) foram mensurados e expressos em relagéo ao registro
de base (baseline). As respostas durante o registro de base foram
ajustadas para aproximadamente 50 % da resposta maxima obtida. Os
efeitos da estimulacdo de alta frequéncia (HFS, estimulacdo de 100 Hz,
1 s) foram mensurados em periodos (média durante 2 min) apos a
inducdo da potenciacdo de longo prazo (LTP). Os resultados obtidos
correspondem aos dados de uma fatia de hipocampo por rato. Os
registros foram realizados utilizando um amplificador Axoclamp 2A
(Axon Instruments, Foster City, CA), sendo monitorados e analisados
pelo programa WinLTP versdo 1.11 (Anderson e Collingridge, 2001,
disponivel em http://www.winltp.com).
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3.3.3 Ensaios bioquimicos
3.3.3.1 Obtenc¢do do material biol6gico

Para a mensuracdo de corticosterona e de ACTH, os animais
foram alojados em uma sala com isolamento acustico e, apds 24 h de
habituacdo, anestesiados em uma camara saturada com isoflurano e
decapitados com uma guilhotina. O sangue foi coletado do tronco do
animal e armazenado em tubos refrigerados contendo 50 pul de EDTA
(0,5 m; pH 7,4) e 50 ul de aprotinina (5.000 KIU/ml, Trasylol; Bayer,
EDTA, Newbury, UK). Em seguida, o plasma foi centrifugado,
separado e armazenado a -80° C até o periodo de mensuracdo da
corticosterona e do ACTH.

Para a realizacdo dos experimentos de Western blot ou a
determinacdo da atividade da enzima acetilcolinesterase, 0s animais
foram anestesiados em uma camara saturada com éter e decapitados
com uma guilhotina para a coleta de tecido cerebral, imediatamente apés
0 término dos testes comportamentais. Os encéfalos removidos foram
lavados com solucdo salina (NaCl 0,9 %) resfriada a 4° C e,
imediatamente ap6s, dissecados sobre uma placa de Petri sobreposta em
gelo seco. Os hipocampos e a porcdo pré-frontal do cértex foram
depositados em eppendorfs® siliconizados e armazenados em freezer a -
80° C até o periodo da utilizacdo para cada ensaio planejado.

3.3.3.2 Dosagem plasméatica de corticosterona e hormdnio
adrenocorticotréfico (ACTH)

Os niveis de corticosterona plasmatica foram mensurados por
radioimunoensaio, usando diluicdo 1:100 em um tampéo de citrato (pH
3,0) para desnaturar a globulina ligante conforme descrito por (Spiga et
al., 2011). O antisoro foi gentilmente cedido pelo Prof. Gabor Makara
(Instituto de Medicina Experimental, Budapest, Hungria) e a
corticosterona [*I] comprada da Izotop® (Budapest, Hungria). Os
coeficientes de variacdo do ensaio de corticosterona foram de 14,1 %
(intra-ensaios) e 15,3 % (inter-ensaios) respectivamente. O ACTH
plasmatico foi mensurado usando 100 pl plasma e reagentes (DiaSorin,
Stillwater, MN), conforme o protocolo estipulado pelo fabricante. Os
coeficientes de variacdo do ensaio de ACTH foram de 2,2 % (intra-
ensaios) e 7,8 % (inter-ensaios) respectivamente.
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3.3.3.3 Determinacédo da Concentracao de Proteinas

A determinacdo da concentracdo de proteinas foi utilizada para a
realizagdo dos ensaios da atividade da enzima acetilcolinesterase
(AChE) e para o Western blot. A quantificagdo de proteina foi feita pelo
método de Lowry (1951). Resumidamente, 4,9 ml de reativo A (Na,CO3
2 % em NaOH 0,1N) foram misturados a 0,1 ml de reativo B, que
consiste na unido de duas partes iguais de solucédo de tartarato de sédio e
potassio (C4H4KNaOg.4H,0) 2 % e solugdo alcalina de sulfato de cobre
(CuS04.5H,0) 1 %, formando desta maneira o reativo C (reativo A +
reativo B). Um volume de 200 pl de reativo C foi adicionado a 20 ul de
cada amostra e estas foram incubadas durante 10 min. Em seguida, foi
acrescentado o reagente de titulacdo FOLIN-Ciocalteu Fenol (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) diluido duas vezes em agua destilada a
fim de conseguir uma solugdo final de 1 N. As amostras foram
novamente incubadas, durante 20 min em ambiente escuro. Em seguida,
as absorbancias foram lidas em espectrofotdbmetro no comprimento de
onda de 650 nm. A curva padrdo (0,1; 0,2; 0,4 e 0,6 mg/ml) foi
preparada a partir de diluicbes de uma solucdo estoque de albumina
bovina fragdo V (10 mg/ml) (pH 7,0) (AppliChem, St. Louis, MO,
EUA).

3.3.3.4 Determinacdo da atividade da enzima de acetilcolinesterase
(AChE)

As amostras de hipocampo e cortex pré-frontal foram
homogeneizadas 1:10 (w/v) em HEPES 20 mM, tampdo pH 7,4. Os
tecidos homogeneizados foram centrifugados a 3.000 g a 4° C por 5 min
e 0 sobrenadante foi utilizado para determinar a atividade de AChE. A
concentracdo de proteinas foi mensurada conforme o item 3.3.3.3
anteriormente  descrito. A  determinagdo da atividade da
acetilcolinesterase (AChE) foi estimada pelo método descrito por
Ellman e colaboradores (1961), utilizando o iodeto de acetilcolina como
substrato. A taxa de hidrolise deste composto é medida através da
liberagdo de compostos ti6is que, quando reagem com O
ditiobisnitrobenzoato (DTNB), produzem um composto colorido
denominado &cido 5-tio-2-nitro-benzdico (TNB), lido em um
espectrofotdmetro (TECAN® — Infinit M200) no comprimento de onda
de 412 nm. As amostras foram retiradas de diferentes animais e
avaliadas em duplicata.
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3.3.3.5 Imunodeteccdo de proteinas por Western blot

As amostras de hipocampo e coértex pré-frontal foram
homogeneizadas manualmente (com auxilio de micro pistilos) em
tampédo RIPA gelado composto por Nonidet P-40 1 % (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA), deoxicolato de sodio 0,5 %, dodecil sulfato de
sodio (SDS) 0,1 %, tampado PBS (pH 7,4) na presenca dos seguintes
inibidores enzimaticos: leupeptina 20 pg/ml, aprotinina 10 pg/ml,
pepstatina A 20 pg/ml e fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF) 1 mM. Apods
a homogeneizacdo, as amostras foram incubadas em gelo por 30 min e
em seguida centrifugadas (10.000 g, 4° C, durante 10 min). O
sobrenadante foi coletado e novamente centrifugado sob as mesmas
condicdes. Apds a segunda centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado,
sendo este 0 extrato celular total contendo as proteinas dissolvidas no
meio. Os extratos celulares totais foram armazenados em freezer a -80°
C até o momento da quantificacdo das proteinas.

Os experimentos de Western blot foram realizados conforme
descrito por Dutra (2012). Os extratos dos tecidos previamente
preparados foram diluidos de modo a apresentar a mesma concentracdo
de proteina (5,56 mg/ml), foram misturados em volumes iguais ao
tampdo de amostra 5 vezes concentrado (Tris-HC1 150 mM (pH 6,8), B-
mercaptoetanol 15 %, dodecil sulfato de sddio (SDS) 6 %, azul de
bromofenol 0,3 %, glicerol 25 %) e fervidas por 5 min a 100° C.
Quantidades iguais de proteinas para cada amostra (30 pg) foram
separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida e SDS (8-12 %). A
etapa seguinte consistiu na transferéncia das proteinas contidas no gel
para uma membrana de nitrocelulose (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA)
sob as seguintes condi¢bes: 100 V e 30 mA durante 1 h. Apds a
transferéncia, as membranas foram saturadas em solucdo de TBS-T
(Tris 1,2 g; NaCl 8,76 g e Tween 0,05 % em agua destilada) contendo
leite desnatado (5 %) por, no minimo, 1 h, a temperatura ambiente.
Apos a lavagem em TBS-T (4 vezes), as membranas foram incubadas
em tempo e condicBes apropriadas para cada anticorpo primario contra
as seguintes proteinas de interesse para o estudo: anti-p-actina (#3700,
1:500, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EUA), anti-proteina c-
FOS (#sc52, 1:1000, Santa Cruz Biotech Inc, CA, EUA), anti-proteina
NMDARL (#4204, 1:1000, Cell Signaling Technology, Danvers, MA,
EUA) e anti-proteina NMDAR2B (#MAB5220, 1:1000, EMD Millipore
Corporation, Billerica, MA, EUA). Ap6s a incubacdo com o anticorpo
primario as membranas foram lavadas em TBS- T (4 vezes) e incubadas
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com anticorpo secundario especifico (coelho, #7074, ou camundongo,
#7076) conjugado a peroxidase (1:25.000, Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, EUA) durante 2 h a temperatura ambiente. Os imuno-
complexos foram visualizados usando o sistema de deteccdo de
substrato quimioluminescente SuperSignal West Femto (Thermo Fischer
Scientific, Rockford, IL, EUA) e filme radiografico (Hyperfilm ECL, GE
Healthcare, S8 Paulo, SP, Brasil), segundo as recomendacdes do
fabricante. Os valores densitométricos foram normalizados utilizando
como controle as bandas imunorreativas contra o anticorpo anti--
actina. Os filmes foram digitalizados e os niveis de proteina foram
guantificados por densidade éptica utilizando o programa NIH ImageJ
1.36B (NIH, Bethesda, MD, USA) e os valores foram expressos como
unidades arbitrarias em relagdo a B-actina.

3.4 DROGAS, INJECOES E PROTOCOLOS DE TRATAMENTO

Todas as drogas foram dissolvidas em salina (0,9 %) e injetadas
em um volume de 1 mil/kg. As doses utilizadas para a realizagdo deste
trabalho foram baseadas na literatura ou em padronizacfes prévias do
laboratério (Cavalli et al., 2009; Duarte et al., 2010; Duarte et al., 2013;
Duzzioni et al., 2008; Hoeller et al., 2011; Pellow e File, 1987).

» Solucdo Salina (NaCl 0,9 %) - Sigma-Adrich Co., St. Louis,
MO, EUA. Injetada via intraperitoneal para o tratamento dos
grupos controle;

» Hidrocloreto de Pilocarpina (agonista muscarinico ndo-seletivo)
— Sigma-Adrich Co., St. Louis, MO, EUA. Injetado via
intraperitoneal nas doses de 20, 150 e 350 mg/kg.

> Brometo de Metil-escopolamina (antagonista muscarinico que
ndo cruza a barreira hemato-encefélica) — RBI, EUA. Injetado
via subcutanea na dose de 1 mg/kg.

» Hidrocloreto de Pentilenotetrazol (antagonista do receptor
GABA-A) - Sigma-Adrich Co., St. Louis, MO, EUA. Injetado
via intraperitoneal na dose de 15 mg/kg.

» Diazepam (agonista do sitio benzodiazepinico do receptor
GABA-A) — Dienpax®, Sanofi-Winthrop Lab., Sdo Paulo, SP,
Brasil. Injetado via intraperitoneal na dose de 15 mg/kg.

» Cloridrato de Memantina (antagonista do receptor NMDA) —
Ebix®, Merz Pharma GmbH & Co. KgaA, Frankfurt,
Alemanha. Injetado via intraperitoneal na dose de 4 mg/kg.
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Todos o0s animais utilizados nesse estudo foram tratados com
metil-escopolamina (1 mg/kg, s.c.) 30 min antes da injecdo de
pilocarpina, ou salina (NaCl 0,9 %), com o intuito de prevenir os efeitos
colinomiméticos periféricos (figura 14).
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Figura 14 — Esquema representativo do protocolo de tratamento adotado ao
longo do estudo. Ratos avaliados 24 h apds a administracdo de pilocarpina
foram tratados com 3 meses de idade, enquanto ratos avaliados 1 més apds a
administracdo de pilocarpina foram tratados com 2 meses de idade. O protocolo
de tratamento diferiu conforme o desenho experimental, sendo o periodo de
“teste” caracterizado pelas diferentes técnicas abordadas nesse trabalho (e.g.
comportamento, eletrofisiologia, bioquimica). Abreviagbes: PT, protocolo
experimental; M-Escop, metil-escopolamina (1 mg/kg); Pilo, pilocarpina (20,
150 ou 350 mg/kg); DZP, diazepam (1 mg/kg); PTZ, pentilenotetrazol (15
mg/kg); Memantina (4 mg/kg); s.c., injecdo subcutdnea; i.p., injecdo
intraperitoneal.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Dados dos testes comportamentais (labirinto em cruz elevado e
medo condicionado ao contexto), analises quantitativas do EEG e
parametros bioquimicos foram expressos como média + E.P.M. e
avaliados por analise de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias,
seguida do teste post-hoc de Newman-Keuls para multiplas
comparagdes, tendo como variaveis independentes os fatores “pré-
tratamento” e/ou “tratamento”. Foram utilizados para as andlises
estatisticas e confeccdo dos graficos os programas Statistica® versao 8.0
(StaSoft Inc., Tulsa, OK, EUA) e GraphPad Prism® versdo 5.0
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(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA). Uma analise espectral de
tempo-frequéncia utilizando a transformada de wavelet foi realizada nos
tracados de EEG para avaliar os efeitos dos diferentes tratamentos em
ratos registrados 24 h ou 1 més apOs as injecdes de salina ou
pilocarpina. Frequéncias entre 3 e 30 Hz foram analisadas em periodos
de 10 segundos (30 amostras selecionadas durante o periodo de 1 h, em
momentos em que 0 animal mostrava-se imével). Nesses periodos, 0
valor das frequéncias mais proeminentes foi calculado (F1, a frequéncia
com a poténcia mais elevada - p\VV%/Hz — presente em pelo menos 30 %
do periodo selecionado). A anélise de wavelet foi conduzida nos sinais
de EEG exportados do programa de aquisicdo ACQKnowledge® versao
3.3 (BIOPAC Systems, Inc., EUA) para uma rotina de Matlab® versdo
6.5 R13 (Mathworks Inc., MA, EUA) (Romcy-Pereira et al., 2008;
Rossetti et al., 2006; Rossetti et al., 2012).
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4 RESULTADOS

4.1 Perfil ansiogénico de ratos tratados com doses subconvulsivantes de
pilocarpina: abordagem comportamental e eletrofisioldgica

Conforme demonstrado na figura 15A, ratos foram tratados
com doses subconvulsivantes de pilocarpina e avaliados no labirinto em
cruz elevado 1 més apos o tratamento. ANOVA de uma via dos dados
obtidos revelou que a administracdo de pilocarpina nas doses de 150 ou
350 mg/kg, mas ndo 20 mg/kg, reduziu significantemente o tempo gasto
[F(3,53)=14,09; p<0,01] e o nimero de entradas nos bracos abertos
[F(3,53)=16,04; p<0,01], assim como o numero de imersGes
desprotegidas de cabeca [F(3,53)=7,22; p<0,01] e a exploracdo na
regido distal dos bracos abertos [F(3,53)=29,55; p<0,01] do labirinto,
além de aumentar o ndmero de estiramentos corporais protegidos
[F(3,53)=19,39; p<0,01] quando comparado ao grupo controle (figura
15B). O numero de entradas nos bracos fechados (figura 15B) e de
levantamentos (dados ndo mostrados) ndo foi alterado pelo tratamento.

Ndo foram observadas alteragbes comportamentais ou
anormalidades no EEG de ratos tratados com a menor dose de
pilocarpina (20 mg/kg). A dose de 150 mg/kg de pilocarpina promoveu
leve salivacdo e piloerecdo apos a inje¢do, havendo o desaparecimento
gradativo destes efeitos ap6s 30-45 min, caracterizando entdo um
comportamento indistinguivel do observado nos animais controle
(tratados com salina). O padrdo eletrografico induzido pela pilocarpina
nas doses de 20 ou 150 mg/kg foi composto por atividade cortical
dessincronizada e maior incidéncia de ritmo teta hipocampal, durante
grande parte do experimento. Imediatamente apds a injecdo da maior
dose de pilocarpina (350 mg/kg), os animais apresentaram acinesia,
marcha ataxica, movimentos de automatismos da boca, autolimpeza,
maior atividade das vibrissas e salivagdo. Esses sintomas persistiram por
até 1 h apdés o tratamento, desaparecendo gradativamente nas 2 h
seguintes. Os tragados eletrograficos mostraram maior atividade teta no
hipocampo, associada a descargas com espiculas isoladas que se
disseminaram progressivamente para a &rea cortical. A atividade no
EEG com ondas de grande amplitude no hipocampo e cértex tornaram-
se sincronizadas, com o aparecimento de bursts intermitentes de grande
amplitude e eventos com poli espiculas durante grande parte do registro
(figura 16).
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Figura 15 — Efeitos da administragdo de doses subconvulsivantes de pilocarpina
em ratos avaliados 1 més apds o tratamento no labirinto em cruz elevado. A)
Desenho experimental do protocolo de tratamento: M-Escop, metil-
escopolamina (1 mg/kg); Sal, salina (0,9 %); Pilo, pilocarpina (20, 150 ou 350
mg/kg). B) Efeitos da pilocarpina sobre o comportamento de ratos avaliados no
labirinto em cruz elevado um més apds a administragdo da droga. Valores sdo
representados pela média + E.P.M. (n=11-17 animais/grupo) *p<0,05 ou
**p<0,001 em relagdo ao grupo controle (salina) e #p<0,05 em relacéo ao grupo
Pilo 150 mg/kg. Todas as comparagdes foram realizadas por ANOVA seguida
do teste post-hoc de Newman-Keuls.
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Embora os animais tratados com a maior dose de pilocarpina
(350 mg/kg) tenham apresentado crises eletrograficas tipicas no EEG,
nenhum deles desenvolveu status epilepticus ou crises recorrentes
espontaneas durante o periodo em que foram avaliados. Um més apds o
tratamento, apenas 0s animais injetados com a maior dose de pilocarpina
apresentaram descargas com espiculas de grande amplitude nos tragados
de EEG (figura 16), sem a associagdo com comportamentos comuns as
crises epilépticas (e.g. crises mioclonicas, espasmos) durante as
inspecbes visuais diarias, observando-se um perfil comportamental
inalterado  (e.g. comportamentos  exploratérios,  autolimpeza,
levantamentos e atividades locomotoras). Em contraste, animais tratados
com a dose intermediéria de pilocarpina (150 mg/kg) néo apresentaram
alteragdes de ordem epiléptica nos tracados de EEG (figura 16).

A andlise quantitativa do EEG revelou, conforme a ANOVA de
uma via, que ambas as doses de pilocarpina (150 ou 350 mg/kg)
aumentaram a incidéncia de atividade teta (oscilagdo F1) no hipocampo
[F(2,357)=35,22; p<0,0001], quando comparadas aos animais controle
(injetados com salina) e entre os grupos tratados com pilocarpina.
Nenhuma diferenca foi observada durante andlise quantitativa dos
registros da regido cortical (figura 17A e B). De forma conjunta, esses
dados iniciais demonstram que a administragdo de uma dose
subconvulsiva de pilocarpina (150 mg/kg) promove alteracGes efetivas
na circuitaria neuronal de ratos, independentemente da incidéncia de
atividade epiléptica eletrografica, com uma maior incidéncia de
atividade teta, um fator determinante da fungdo hipocampal sobre o
controle dos estados de ansiedade.
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Figura 16 — Efeitos de doses ansiogénicas de pilocarpina sobre a atividade eletroencefalografica (EEG) de ratos. (n=3-4
animais/grupo). Registros representativos (épocas de 8 s) da regido cortical (Cx) e hipocampal (Hp).
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Figura 17 — Atividade teta hipocampal observada 1 més apés a administracéo
de doses ansiogénicas de pilocarpina. A) Andlise de wavelet representativa da
atividade eletrografica do hipocampo e cdrtex em periodos selecionados durante
0 estado de vigilia imovel, sem a presenca de atividade epiléptica. B)
Quantificagdo das frequéncias mais proeminentes (F1) durante registros do
hipocampo e cortex de ratos tratados com pilocarpina (150 ou 350 mg/kg).
Cores quentes correspondem as intensidades com maior valor em cada
frequéncia. Valores sdo representados pela média + EP.M. (n=3-4
animais/grupo). **p<0,0001 em relacdo ao grupo controle (salina) e
##p<0,0001 em relacdo ao grupo Pilo 150 mg/kg. Todas as comparagGes foram
realizadas por ANOVA seguidas do teste post-hoc de Newman-Keuls.

4.2 Envolvimento do receptor GABA-A nas respostas ansiogénicas de
ratos tratados com pilocarpina

A sensibilidade de ratos tratados com uma dose
subconvulsivante de pilocarpina (150 mg/kg) foi avaliada a partir da
administracdo de uma droga-padrdo ansiolitica (diazepam) ou
ansiogénica (pentilenotetrazol). As figuras 18 e 19 apresentam os efeitos
agudos promovidos por uma Unica injecdo de diazepam ou
pentilenotetrazol sobre pardmetros comportamentais classicos e
etolégicos de ratos avaliados no labirinto em cruz elevado 24 h ou 1 més
apo6s o tratamento com pilocarpina (ver protocolo de tratamento nas
figuras 18A e 19A). Conforme mostrado pela ANOVA de duas vias,
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tendo como fatores as variaveis “pré-tratamento (PT)” e “tratamento
(T)”, a injecdo de diazepam, como esperado, aumentou o tempo gasto
nos bragos abertos do aparato, enquanto o pentilenotetrazol diminuiu o
tempo deste parametro em ratos previamente tratados com salina 24 h
[T:F(2,42)=59,52; p<0,000001; PTxT:F(2,42)=9,37; p<0,001] e 1 més
[PT:F(1,42)=6,69; p<0,05; T:F(2,42)=26,58; p<0,000001;
PTXT:F(2,42)=6,18; p<0,01) ap6s o tratamento. Além disso, a injecdo
de pentilenotetrazol diminuiu os nimeros de entradas nos bracos abertos
24 h [T:F(2,42)=15,43; p<0,00001; PTxT:F(2,42)=3,25; p<0,05],
entradas nos bragos fechados 24 h [T:F(2,42)=5,17; p<0,01] e o
comportamento de imersdes de cabeca desprotegidas 24 h
[T:F(2,42)=27,56; p<0,000001] ap6s o tratamento. A injecdo de
diazepam aumentou o nimero de imersdes de cabeca desprotegidas 1
més apds [PT:F(1,42)=6,34; p<0,05; T:F(2,42)=19,58; p<0,000001;
PTXT:F(2,42)=4,42; p<0,05], além de aumentar o nimero de vezes em
que a regido distal dos bracos abertos foi explorada enquanto o
pentilenotetrazol reduziu este pardmetro 24 h [T:F(2,42)=59,24;
p<0,000001; PTXT:F(2,42)=11,01; p<0,001] e 1 més
[PT:F(1,42)=11,41; p<0,001; T:F(2,42)=24,80; p<0,000001;
PTXT:F(2,42)=5,77; p<0,01] apo6s a injecdo de salina (figuras 18 e 19).

A injecdo de salina em ratos pré-tratados com pilocarpina
diminuiu o tempo gasto e 0 nimero de entradas nos bracos abertos 24 h
e 1 més [T:F(2,42)=16,28; p<0,00001; PTxT:F(2,42)=4,01; p<0,05]
apos o tratamento, assim como o comportamento de imersdes de cabeca
e a exploracdo da regido distal dos bragos abertos, além de ter
aumentado o numero de estiramentos corporais protegidos 24 h
[PT:F(1,42)=7,57; p<0,01; T:F(2,42)=8,19; p<0,001;
PTXT:F(2,42)=3,65; p<0,05] e 1 més [PT:F(1,42)=22,22; p<0,0001;
T:F(2,42)=8,85; p<0,001] apds o tratamento quando comparado ao
grupo controle. Além disso, ratos pré-tratados com pilocarpina néo
apresentaram diferencas no nimero de entradas nos bragos fechados do
labirinto (figuras 18 e 19).
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Figura 18 — Avaliacdo de parametros comportamentais classicos de ratos pré-
tratados com uma dose ansiogénica de pilocarpina e posteriormente tratados
com uma droga-padrdo ansiolitica ou ansiogénica. A) Desenho experimental do
protocolo de tratamento: M-Escop, metil-escopolamina (1 mg/kg); Sal, salina
(0,9 %); Pilo, pilocarpina (150 mg/kg); DZP, diazepam (1 mg/kg); PTZ,
pentilenotetrazol, 15 mg/kg). B-C) Efeitos da injecdo de diazepam ou
pentilenotetrazol 24 h ou 1 més apds o tratamento com salina ou pilocarpina em
ratos avaliados no labirinto em cruz elevado. Os valores sdo representados pela
média + E.P.M. (n=8 animais/grupo). *p<0,05 ou **p<0,001 em relagdo ao
grupo controle (injetados com salina). #p<0,05 ou ##p<0,001 em relacdo ao
grupo salina (injetado com salina). Todas as comparac6es foram realizadas por
ANOVA seguidas do teste post-hoc de Newman-Keuls.
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Figura 19 - Avaliacdo de parametros comportamentais etol6gicos de ratos pré-
tratados com uma dose ansiogénica de pilocarpina e posteriormente tratados
com uma droga-padrdo ansiolitica ou ansiogénica. A) Desenho experimental do
protocolo de tratamento: M-Escop, metil-escopolamina (1 mg/kg); Sal, salina
(0,9 %); Pilo, pilocarpina (150 mg/kg); DZP, diazepam (1 mg/kg); PTZ,
pentilenotetrazol, 15 mg/kg). B-C) Efeitos da injecdo de diazepam ou
pentilenotetrazol 24 h ou 1 més ap6s o tratamento com salina ou pilocarpina em
ratos avaliados no labirinto em cruz elevado. Valores sdo representados pela
média + E.P.M. (n=8 animais/grupo). *p<0,05 ou ** p<0,001 em relacdo ao
grupo controle (injetado com salina). Todas as comparagdes foram realizadas
por ANOVA seguidas do teste post-hoc de Newman-Keuls.
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Quando administrada 24 h ou 1 més apds o tratamento com
pilocarpina, a injecdo de diazepam reverteu o efeito ansiogénico
promovido pela pilocarpina nos seguintes parametros: tempo gasto e 0
nimero de entradas nos bracos abertos, diminuicdo do comportamento
de estiramento corporal e aumento do comportamento de imersdo de
cabeca e nimero de exploragfes na regido distal dos bragos abertos,
guando comparados aos ratos injetados com salina apds o tratamento
com pilocarpina (figuras 18 e 19). A administracdo de pentilenotetrazol
em ratos tratados com pilocarpina apenas diminuiu 0 numero de
estiramentos corporais. Além disso, as injecfes de diazepam ou
pentilenotetrazol em ratos tratados com pilocarpina ndo alteraram o
nimero de entradas nos bragos fechados do labirinto (figuras 18 e 19).

Conforme observado na tabela 1, a injecdo de pilocarpina per
se, assim como o tratamento com diazepam ou pentilenotetrazol, ndo
alterou a atividade da enzima acetilcolinesterase no cortex pré-frontal e
hipocampo 24 h ou 1 més ap6s o tratamento com o agonista colinérgico,
indicando a auséncia de correlagdo entre a atividade colinérgica nessas
estruturas e as respostas ansiogénicas observadas nos testes
comportamentais e eletrofisiolégicos.

Tabela 1 — Efeitos do tratamento com diazepam (DZP, 1 mg/kg, i.p.) ou
pentilenotetrazol (PTZ, 15 mg/kg, i.p.) 24 h ou 1 més ap0s o tratamento
com pilocarpina (Pilo, 150 mg/kg, i.p.), sobre a atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE, nmol/min/mg de proteina) no hipocampo e
cortex pré-frontal de ratos.

Tratamentos Hipocampo Coértex
24 horas 1 més 24 horas 1 més
Sal+Sal 5,7840,35  2,98+0,51 2,98+0,51  2,80+0,58
Pilo+Sal 5,87%0,29 5,53%0,19 3,11+0,61 2,06£0,44

Sal+Dzp 7,06£0,86  6,09+0,46  4,00+0,85  3,85+0,91
Pilo+Dzp 6,12+0,50 5,85+0,34  3,74+0,60 2,11+0,43
Sal+Ptz 7,40+0,39  6,72+0,26  2,98+0,61  3,04+0,59
Pilo+Ptz 6,33+0,56  5,61+0,21  3,55+0,50  2,40+0,57

Valores sdo expressos como média £ E.P.M. (n=8 animais/grupo).

Conforme ilustrado na figura 20, os registros basais do EEG da
regido do cortex pré-frontal e hipocampo foram realizados previamente
as injecdes, ndo havendo qualquer anormalidade no tracado apds a
administracdo de metil-escopolamina (dados ndo mostrados), ou da
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injecdo de salina em ratos pré-tratados com salina e registrados 24 h ou
1 més apos os tratamentos (figura 20A). Conforme também observado
previamente (figura 16), ndo foram notadas atividades de ordem
epileptogénica (e.g. descargas ponta-onda ou poli espiculas) apds a
injecdo de pilocarpina (150 mg/kg), havendo predominéncia de
atividades rapidas e de baixa amplitude tanto no cértex pré-frontal como
nas regides do hipocampo.

A injecéo de pentilenotetrazol em ratos pré-tratados com salina
ou pilocarpina induziu rapidamente um efeito hipo-responsivo sobre o
comportamento (e.g. imobilidade), associado a descargas de baixa
frequéncia e grande amplitude no hipocampo e coértex (figura 20).
Embora sejam observadas atividades de ordem epileptogénica durante
0s registros de EEG, esses eventos ndo foram associados com
comportamentos convulsivos, uma vez que ndo foram observadas
manifesta¢cfes motoras generalizadas ou mioclonias em nenhum dos
grupos avaliados. Além disso, a injecdo de diazepam promoveu poucas
alteraces no EEG, havendo maior incidéncia de ondas lentas tanto 24 h
guanto 1 més apds os tratamentos (figura 20).

Com intuito de visualizar e quantificar as frequéncias cerebrais
incidentes apés o tratamento com pilocarpina e as drogas com
propriedades ansioliticas ou ansiogénicas, foi conduzida a analise de
wavelet nos tracados eletrogréficos obtidos. Conforme se observa na
figura 21 (A-C), a andlise de wavelet mostra uma visdo representativa
do EEG hipocampal e cortical apds a injecdo de diazepam ou
pentilenotetrazol em ratos pré-tratados com salina ou pilocarpina.
Embora a injecdo de pentilenotetrazol ndo tenha promovido
comportamentos de ordem epileptogénica, a incidéncia de descargas de
grande amplitude com baixas frequéncias no EEG hipocampal foi
observada quando a droga foi injetada 24 h ou 1 més apds em ratos pré-
tratados com salina ou pilocarpina (figura 21A-C). A analise
guantitativa do EEG revelou que ratos tratados com pilocarpina
apresentam um aumento significante na incidéncia de atividade teta (4-8
Hz, oscilagdo F1) no hipocampo 24 h [PT:F(1,654)=15,72; p<0,0001;
T:F(2,654)=80,29; p<0,000001; PTxT:F(2,654)=3,93; p<0,05] e 1 més
[PT:F(1,684)=11,59; T:F(2,684)=6,90; p<0,01; PTxT:F(2,684)=41,90;
p<0,000001] ap6s os tratamentos e no coOrtex pré-frontal 24 h
[PT:F(1,654)=8,58; p<0,01; PTXT:F(2,654)=11,96; p<0,00001] e 1 més
[PT:F(1,684)=16,21; p<0,0001; T:F(2,684)=15,42; p<0,000001;
PTXT:F(2,684)=11,72; p<0,00001] ap6s os tratamentos (figura 21D).
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Figura 20 — Atividade eletroencefalografica (EEG) apés a administragdo de diazepam (DZP, 1 mg/kg) ou pentilenotetrazol (PTZ,
15 mg/kg) em ratos registrados 24 h ou 1 més apds o tratamento com salina (Sal, 0,9 %) ou pilocarpina (Pilo, 150 mg/kg).
Registros representativos (periodos de 15 a 25 s) da regido cortical (Cx) e hipocampal (Hp, n=8 animais/grupo).
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Figura 21 — Incidéncia de atividade teta hipocampal ap6s a administracdo de
diazepam ou pentilenotetrazol em ratos registrados 24 h ou 1 més ap6s o
tratamento com salina ou pilocarpina. A) Andlise de wavelet representativa da
atividade eletrogréafica do hipocampo e cortex durante o estado de imobilidade.
Cores quentes correspondem as intensidades com maior valor em cada
frequéncia. B) Quantificacdo das frequéncias mais proeminentes (F1) durante
registros do hipocampo e coOrtex ap6s a administracdo de diazepam ou
pentilenotetrazol em ratos 24 horas ou 1 més apds o tratamento com salina ou
pilocarpina (150 mg/kg). Valores séo representados pela média + E.P.M. (n=3-4
animais/grupo).*p<0,05 ou **p<0,0001 quando comparado ao grupo controle
(injecdo de salina em ambos 0s grupos) e ##p<0,0001 quando comparado ao
grupo (injecdo de salina) em animais pré-tratados com salina. Todas
comparagdes foram feitas por ANOVA seguidas do teste post-hoc de Newman-
Keuls.
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A injecdo de diazepam ndo alterou per se a incidéncia de
atividade teta no hipocampo ou cortex em ratos pré-tratados com salina,
mas diminuiu o ritmo teta hipocampal 24 h e 1 més ap6s o tratamento
com pilocarpina quando comparado ao grupo controle. A injecdo de
pentilenotetrazol aumentou significantemente a incidéncia de atividade
teta hipocampal em animais pré-tratados com salina, apresentando um
efeito bifasico naqueles pré-tratados com pilocarpina (aumentou 24 h
apos, mas diminuiu 1 més apds o tratamento). Além disso, o ritmo teta
da regido cortical diminuiu pela administracdo de pentilenotetrazol em
ratos pré-tratados com salina e aumentou 24 h ap6s o tratamento com
pilocarpina (figura 21D).

4.3 Respostas de medo condicionado em ratos tratados com pilocarpina
e avaliados no teste do condicionamento aversivo contextual (CAC)

Os efeitos de uma Unica administracdo de pilocarpina (150
mg/kg) sobre a aquisicdo de memoria aversiva contextual sdo
representados na figura 22 (ver representacdo esquematica do
procedimento experimental abaixo). Conforme ANOVA de medidas
repetidas (R1), ndo ha diferenca entre os grupos tratados na duracdo do
comportamento de congelamento durante o periodo de teste (24 h apds o
tratamento), embora este comportamento esteja significativamente
reduzido durante o periodo de re-teste [R1:F(1,22)=24,40; p<0,0001] 1
més apods o tratamento (figura 22A). De forma similar, a ANOVA de
uma via ndo revelou diferencas no comportamento de congelamento de
ratos tratados com pilocarpina, submetidos, 24 h apds, ao processo de
condicionamento aversivo e testados 1 més ap6s o tratamento (figura
22B).
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Figura 22 — Comportamento de ratos submetidos ao teste de condicionamento
aversivo contextual apés a administracdo de pilocarpina. A) Procedimentos
comportamentais de aquisi¢éo (habitua¢&o de 3 min + estimulo com choque, 1,5
mA / 1 s. Animais foram submetidos ao teste 24 h ap6s o condicionamento, com
duragdo de 5 min, e re-teste 1 més apds o condicionamento. B) Animais foram
submetidos ao teste 1 més apds o condicionamento, com duragdo de 5 min. Os
valores sdo representados pela média + E.P.M. de tempo de congelamento
expresso pelos ratos. (n=12 animais/grupo). #p<0,05 em relagdo ao respectivo
grupo controle (injetado com salina ou pilocarpina). Todas as comparacgdes
foram realizadas por ANOVA seguidas do teste post-hoc de Newman-Keuls.
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4.4 Efeitos sobre a plasticidade sinptica no hipocampo de ratos tratados
com pilocarpina: registros in vitro

Conforme o teste de ANOVA, ndo foi possivel observar
diferencas estatisticas entre potenciais sinapticos excitatorios de fatias
de hipocampo da regido CAl de ratos tratados com uma dose
ansiogénica de pilocarpina (150 mg/kg) em relagdo ao grupo controle,
assim como ndo houveram diferencas dos potenciais evocados apés a
inducdo de potenciacdo de longa duragdo (LTP) por um estimulo
tetanico, indicando que a pilocarpina néo é capaz de alterar mecanismos
celulares da regido CAl do hipocampo envolvidos na formacdo da
memoria (figura 23).
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Figura 23 - Efeitos da inje¢do de pilocarpina sobre a plasticidade sinaptica em
fatias do hipocampo. Ratos foram sacrificados 24 h ou 1 més apds o tratamento
com salina ou pilocarpina. Tragados na porcédo superior do grafico representam
as respostas de potenciais pés-sinapticos excitatérios de campo extraido no
periodo indicado (a, basal; b, apos estimulacdo de alta frequéncia). A seta indica
0 periodo em que o estimulo tetanico (100 Hz, 1 s) é aplicado. Valores sdo
representados pela média + E.P.M. (n=5 animais/grupo). Abrevia¢des: M-
Escop, metil-escopolamina; Sal, salina; Pilo, pilocarpina (150 mg/kg).
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4.5 Envolvimento do eixo HPA nas respostas ansiogénicas de ratos
tratados com pilocarpina

Dando continuidade a caracterizacdo das respostas ansiogénicas
promovidas pela pilocarpina e sua provavel relacdo com a inducéo de
estresse e modulagdo do eixo HPA, ratos foram tratados com o intuito
de quantificar os niveis plasmaticos de corticosterona e do horménio
adrenocorticotréfico (ACTH, ver protocolo de tratamento na figura
15A). Conforme andlise do teste t, a administracdo de pilocarpina
aumentou significativamente os niveis de corticosterona plasmatica 24 h
apos a administracdo da droga (t(9)=3,43; p<0,01), persistindo este
efeito até 1 més apdés o tratamento (t(6)=2,91; p<0,05) quando
relacionado ao grupo controle (figura 24B). A administracdo de
pilocarpina promoveu 0 aumento dos niveis plasmaticos do horménio
ACTH 24 h apos a injecéo da droga (t(9)=2,58; p<0,05) em relagio aos
animais tratados com salina, mas esta resposta ndo foi observada 1 més
apos o tratamento (figura 24C).
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Figura 24 — Efeitos da pilocarpina sobre os niveis plasméticos de corticosterona
e hormdnio adrenocorticotréfico. A) Ratos foram sacrificados 24 h ou 1 més
ap6s o tratamento com salina ou pilocarpina. B) Efeitos da injecdo de
pilocarpina (150 mg/kg) sobre a concentracdo de corticosterona plasmatica
(ng/ml) e horménio adrenocorticotréfico (ACTH) plasmatico (pg/ml). Os
valores sdo representados pela média + E.P.M. (n=3-6 animais/grupo). *p<0,05
ou **p<0,001 em relacdo ao grupo salina. Todas as comparagdes foram
realizadas por ANOVA seguidas do teste post-hoc de Newman-Keuls.

Com intuito de investigar o possivel aumento na atividade
celular de estruturas limbicas envolvidas na modulacdo de respostas de
ansiedade, foi avaliado, pela analise de teste t, os efeitos da pilocarpina
sobre a expressdo da proteina FOS no hipocampo de ratos através da
técnica de Western blot. Conforme demonstrado na figura 25, a
administracdo de pilocarpina ndo altera a expressdo dessa proteina no
tecido hipocampal 24 h apds o tratamento. Contudo, 0s niveis dessa
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proteina encontram-se aumentados de maneira significativa 1 més apés
a Unica injecdo de pilocarpina (t(28)=2,16; p<0,05), quando comparado
ao grupo controle (figura 25B).
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Figura 25 — Efeitos administracdo de pilocarpina na expressdo de proteina FOS
no hipocampo de ratos. A) Ratos foram sacrificados 24 h ou 1 més apés o
tratamento com salina ou pilocarpina. B) O gréfico representa a razdo entre
valores médios de trés quantificagBes distintas, expressos em unidades
arbitrarias, do Western blot para a proteina FOS, corrigidos pelo valor do
controle gendmico B-actina. Imagens ilustrativas das bandas obtidas por
Western blot sdo expressas para a proteina FOS (62 KDa) e para o controle
gendmico B-actina (43 KDa). Os valores sdo representados pela média + E.P.M.
(n=4-6 animais/grupo). *p<0,05 em rela¢do ao grupo especificado. Todas as
comparagdes foram realizadas pelo teste t de Student.
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4.6 Participacdo de receptores do tipo NMDA nas respostas
ansiogénicas de ratos tratados com pilocarpina

Levando em consideragdo o envolvimento de receptores do tipo
NMDA na excitabilidade neuronal e, consequentemente, nos processos
emocionais e cognitivos, ratos foram pré-tratados com o antagonista do
receptor NMDA memantina, associado a uma dose subconvulsiva de
pilocarpina, e avaliados no labirinto em cruz elevado 24 h ou 1 més apds
o0 tratamento. Conforme esperado, animais tratados com metil-
escopolamina e pilocarpina mostraram um perfil ansiogénico nos
pardmetros comportamentais cléssicos e etoldgicos quando avaliados no
labirinto em cruz elevado, com reducdo do tempo gasto 24 h
[PT:F(1,28)=7,01; p<0,05; PTxT:F(1,28)=6,17; p<0,05] e 1 més apds
[T:F(1,28)=13,4; p<0,01], nimero de entradas nos bragos abertos 24 h
[PT:F(1,28)=5,35; p<0,05; T:F(1,28)=5,17; p<0,05; PTXT:F(1,28)=6,49;
p<0,05] e 1 més apés [T:F(1,28)=18,47; p<0,001] e o nimero de
exploracfes na regido distal dos bracos abertos do labirinto 1 més apds
[T:F(1,28)=13,02; p<0,01], assim como um aumento do comportamento
de estiramentos corporais 1 més apds os tratamentos [T:F(1,28)=10,76;
p<0,01] (figuras 26 e 27).

De forma oposta, 0 pré-tratamento com memantina nos animais
gue receberam pilocarpina bloqueou os efeitos ansiogénicos quando
comparados aos ratos avaliados 24 h ou 1 més ap6s o pré-tratamento
com metil-escopolamina e pilocarpina, enquanto animais que receberam
memantina e salina mostraram desempenho similar aos animais
controle, injetados com metil-escopolamina e salina (figuras 26 e 27).
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Figura 26 — Avaliacdo de parametros comportamentais classicos de ratos
tratados com o antagonista do receptor NMDA memantina e uma dose
ansiogénica de pilocarpina. A) Desenho experimental do protocolo de
tratamento: M-Escop, metil-escopolamina (1 mg/kg); Memantina (4 mg/kg);
Sal, salina (0,9 %); Pilo, pilocarpina (150 mg/kg). B-C) Efeitos do pré-
tratamento com memantina em ratos tratados com salina ou pilocarpina e
avaliados 24 h ou 1 més ap6s no labirinto em cruz elevado. Valores sdo
representados pela média + E.P.M. (n=8 animais/grupo). * p<0,05 em relagdo
ao grupo controle (metil-escopolamina e salina). Todas as comparages foram
realizadas por ANOVA seguidas do teste post-hoc de Newman-Keuls.
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Figura 27 — Avaliacdo de parametros comportamentais etolégicos de ratos
tratados com o antagonista do receptor NMDA memantina ¢ uma dose
ansiogénica de pilocarpina. A) Desenho experimental do protocolo de
tratamento: M-Escop, metil-escopolamina (1 mg/kg); Memantina (4 mg/kg);
Sal, salina (0,9 %); Pilo, pilocarpina (150 mg/kg). B-C) Efeitos do pré-
tratamento com memantina em ratos tratados com salina ou pilocarpina e
avaliados 24 h ou 1 més ap6s no labirinto em cruz elevado. Valores sdo
representados pela média + E.P.M. (n=8 animais/grupo). * p<0,05 em relagdo
ao grupo controle (com metil-escopolamina e salina). Todas as comparagdes
foram realizadas por ANOVA seguidas do teste post-hoc de Newman-Keuls.
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Objetivando elucidar de maneira mais concreta a participacao
dos receptores do tipo NMDA nas respostas ansiogénicas observadas em
ratos tratados com pilocarpina, animais foram tratados e o nivel de
expressao das duas principais subunidades excitatorias do receptor
NMDA foram avaliadas: as subunidades NMDAR1 e NMDAR2B. De
maneira relevante, o tratamento com pilocarpina  diminuiu
significativamente a expressdo da subunidade NMDARL tanto 24 h
(t(31)=5,20; p<0,0001) quanto 1 més (t(28)=3,45; p<0,01) apods a
administracdo da droga, conforme andlise pelo teste t (figura 28).
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Figura 28 — Efeitos da pilocarpina na expresséo da subunidade NMDARL1 no
hipocampo de ratos ap6s o tratamento. Os animais foram sacrificados 24 h ou 1
més apds o tratamento com salina ou pilocarpina. O grafico representa a razdo
entre valores médios de trés quantificagdes distintas, expressos em unidades
arbitrarias, do Western blot para o receptor NMDARL, corrigidos pelo valor do
controle gendmico B-actina. Imagens ilustrativas das bandas obtidas por
Western blot sdo expressas para o receptor NMDAR1 (120 KDa) e para o
controle genémico B-actina (43 kDa). Os valores séo representados pela média
+ E.P.M. (n=4-6 animais/grupo). **p<0,001 em relagdo ao grupo especificado.
Todas as comparagdes foram realizadas pelo teste t de Student.

Razdo NMDAR1/B-actina
(unidades arbitrarias)
Razdo NMDAR1/f-actina
(unidades arbitrarias)

Ademais, a andlise por teste t revelou que o tratamento com
pilocarpina também foi capaz de induzir a diminuicdo da expressdo da
subunidade NMDAR2B 24 h (1(31)=3,10; p<0,01), resultado este que
ndo foi observado 1 més apds a administracéo da droga (figura 29).
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Figura 29 — Efeitos da pilocarpina na expressdo da subunidade NMDAR2B no
hipocampo de ratos ap6s o tratamento. Os animais foram sacrificados 24 h ou 1
més apds o tratamento com salina ou pilocarpina. O grafico representa a razéo
entre valores médios de trés quantificacbes distintas, expressos em unidades
arbitrarias, do Western blot para o receptor NMDARZ2B, corrigidos pelo valor do
controle genémico B-actina. Imagens ilustrativas das bandas obtidas por Western
blot sdo expressas para o receptor NMDAR2B (180 KDa) e para o controle
gendmico B-actina (43 kDa). Os valores séo representados pela média + E.P.M.
(n=4-6 animais/grupo). **p<0,001 em relacdo ao grupo especificado. Todas as
comparagOes foram realizadas pelo teste t de Student.
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5 DISCUSSAO

O quadro abaixo representa o resumo dos principais resultados
encontrados no presente estudo e que serdo discutidos ao longo dessa
se¢éo:

Quadro 4 — Principais resultados obtidos nos diferentes testes empregados na
investigacdo das respostas ansiogénicas promovidas por diferentes doses de

pilocarpina.

Periodo
Teste Tratamento 24h  1més
Pilo 150 mg/kg 1 1
Pilo 350 mg/kg 1 1
. Pilo 150 mg/kg + DZP 1 mg/kg l l
ATEIEERS (85 Pilo 150 mg/kg + PTZ 15 mg/kg n.s. n.s.
Memantina 4 mg/kg + Pilo 150
n.s. n.s.
ma/kg
Pilo 150 mg/kg n.s. n.s.
. o Pilo 350 mg/kg i i
Alividade Epiléptica (EEG) Pilo 150 mg/kg + DZP 1 mg/kg  n.s. n.s.
Pilo 150 mg/kg + PTZ15mg/kg 1 1
Atividade Epiléptica Pilo 150 mg/kg n.s. n.s.
(comportamento) Pilo 350 mg/kg n.s. n.s.
Pilo 150 mg/kg 1 1
Ritmo teta hipocampal Pilo 350 mg/kg - 1
(EEG) Pilo 150 mg/kg + DZP 1 mg/kg l l
Pilo 150 mg/kg + PTZ15mg/kg 1 l
Medo Condicionado (CAC) Pilo 150 mg/kg n.s. n.s.
Marcadores AChE . nS. nS.
Bioquimicos CORT Pilo 150 mg/kg 1 i
ACTH 1 n.s.
Expressio ¢-FOS . .. 1
Proteica NMDAR1 Pilo 150 mg/kg ! !
NMDAR2B ! n.s.
Plast|C|d(.';1_d_?P§|naptlca Pilo 150 mg/kg n.s. n.s.

Abreviagdes: 1, aumento; |, diminuicdo; n.s., alteracdes ndo significantes; -

teste ndo realizado.

Ao longo das Ultimas décadas, um relativo avango nas pesquisas
cientificas sobre os conceitos terapéuticos dos transtornos de ansiedade
tem permitido um melhor entendimento dos mecanismos
neurobioldgicos dessas doengas (Farach et al., 2012). Apesar do quadro
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evolutivo observado no Gltimo meio século, novas abordagens ainda séo
necessérias, levando em consideracdo a resisténcia de alguns transtornos
as terapias atualmente empregadas, assim como seus efeitos colaterais, e
tendo em vista que um tergo dos pacientes tratados na clinica ndo atinge
uma remissdo sustentada dos sintomas da ansiedade (Pollack et al.,
2008). Diversos estudos pré-clinicos tém evidenciado o papel do sistema
colinérgico sobre a regulacdo de estruturas limbicas e as diferentes
respostas comportamentais envolvidas nos estados de medo e ansiedade
(Acquas et al., 1996; Degroot e Treit, 2003; Graef et al., 2011). Neste
contexto, o grupo de pesquisa em Neurofarmacologia da UFSC tem
recentemente investigado os efeitos a curto e longo prazo causados pela
administragdo de doses subconvulsivantes de pilocarpina - um agonista
dos receptores muscarinicos colinérgicos - em ratos avaliados em
diferentes testes comportamentais (Duarte et al., 2010; Duarte et al.,
2013; Hoeller et al., 2011; Hoeller et al., 2013a; Hoeller et al., 2013b).

No presente estudo observamos que ratos tratados com uma
Unica injecdo sistémica de pilocarpina (150 ou 350 mg/kg, mas ndo 20
mg/kg) e que ndo apresentaram comportamentos convulsivos apés a
injecdo  (e.g. mioclonias ou crises generalizadas) reduziram
significativamente o tempo gasto e o nimero de entradas nos bracos
abertos do labirinto em cruz elevado, além de alterar alguns
comportamentos relacionados & avaliacdo de risco (i.e. aumento do
nimero de estiramentos corporais desprotegidos e diminuicdo das
imersdes desprotegidas de cabeca e exploragdo da regido distal dos
bragos abertos), quando comparados aos animais controle, apresentando
um perfil do tipo-ansiogénico, quando avaliados 24 h ou 1 més apés o
tratamento. N&o foram detectadas quaisquer alteragdes locomotoras nos
animais avaliados, uma vez que o nimero de entradas nos bragos
fechados do labirinto - um parametro vinculado a mobilidade (Cruz et
al., 1994; Rodgers e Johnson, 1995) - assim como o nimero total de
guadrantes cruzados no teste do campo aberto (dados ndo mostrados,
Hall, 1936; Ramos et al., 1997) ndo apresentaram diferencas dos valores
observados no grupo controle.

Esses achados vao ao encontro de dados recentes do nosso
grupo de pesquisa que relatam um efeito ansiogénico duradouro (de até
3 meses) promovido pela administracdo de pilocarpina (150 mg/kg) em
ratos (Duarte et al., 2010). Além disso, a inativacdo temporaria da
fimbria-fornix - a principal via eferente hipocampal para a area septal e
diencefalica (Swanson et al., 1987) - promoveu per se um efeito do tipo-
ansiolitico - sugerindo um controle tonico desta via na modulacdo de
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comportamentos relacionados a ansiedade - e atenuou o perfil do tipo-
ansiogénico de animais avaliados 1 més apds a injecdo de pilocarpina
(Duarte et al., 2010). Respostas ansiogénicas também foram observadas
guando os ratos foram avaliados em diferentes testes de ansiedade/medo
incondicionada/o como o labirinto em T e 0 campo aberto, um més apds
a administracdo de doses subconvulsivantes de pilocarpina (Duarte et
al., 2013).

Embora a maior dose empregada de pilocarpina (350 mg/kg)
ndo tenha promovido atividade convulsiva em 35 % dos animais
tratados, fendmeno este ja relatado anteriormente (Cavalheiro et al.,
1991; Covolan e Mello, 2000; De-Mello et al., 2005), foi possivel
observar alteragdes comportamentais como imobilidade, marcha atéxica,
automatismos e salivacdo excessiva nos primeiros minutos apés a
injecdo  sistémica, havendo persisténcia desses sintomas por
aproximadamente 1 h. Além disso, observou-se durante os registros de
EEG a presenca de descargas ictais de grande amplitude na regido do
hipocampo que, progressivamente estenderam-se para o cortex frontal,
tornando-se sincronizadas e intermitentes durante horas. Mesmo néo
havendo incidéncia de status epilepticus ou crises espontaneas
recorrentes nos animais tratados, crises eletrograficas nos tragados de
EEG com grande incidéncia de descargas do tipo ponta-onda foram
registradas até 1 més apds a injecdo da dose elevada de pilocarpina. A
mesma dose (350 mg/kg) também foi capaz de reduzir a captacdo de L-
[3H]-glutamato e viabilidade celular em fatias de hipocampo 1 més apds
o tratamento (Duarte et al., 2013), evidenciando que além de estarem
associados a eventos ictais — conforme observado durante os registros de
EEG - os efeitos ansiogénicos observados nesses animais poderiam ser
resultantes de lesBes hipocampais, de maneira oposta a animais que
também apresentaram o mesmo perfil ansiogénico ap6s o tratamento
com uma dose menor (150 mg/kg) de pilocarpina, mas que ndo
desenvolveram caracteristicas epileptogénicas. Nesse sentido, Nnossos
resultados mostram que a administracdo de uma dose subconvulsivante
de pilocarpina (150 mg/kg) pode promover alteragdes efetivas de longo
prazo na circuitaria neuronal de ratos, independente de atividade
epiléptica eletrogréfica, sugerindo esta preparagdo experimental como
de grande potencial na investigacdo do traco de ansiedade.

Apesar da existéncia de poucos trabalhos acerca do papel dos
receptores muscarinicos nas respostas e regulacdo dos transtornos de
ansiedade, dados da literatura confirmam nossos achados. Wall e
colegas (2001) mostraram que 0 aumento da transmissdo colinérgica na
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regido infra limbica do cortex pré-frontal medial induz respostas de
ansiedade, como observamos, e melhora a memoria de trabalho em
camundongos, como relatado por De Mello e colegas (2005) em ratos.
Além disso, a injecdo de pirenzepina (um antagonista do subtipo M1 do
receptor muscarinico) promoveu respostas ansioliticas enquanto o McN-
A-343 (um agonista do subtipo M1 do receptor muscarinico) apresentou
respostas ansiogénicas, sugerindo que a atividade colinérgica no cortex
pré-frontal medial e no prosencéfalo (especialmente pela mediacdo do
subtipo M1 dos receptores muscarinicos) pode exercer fungdes
relevantes na regulacdo da ansiedade (Wall et al., 2001).

O teste do labirinto em cruz elevado é amplamente empregado
em experimentos de screening de drogas (Pellow, 1985; Pellow e File,
1986) e no estudo de mecanismos celulares envolvidos nos fenémenos
de medo e ansiedade (Carobrez e Bertoglio, 2005; File et al., 1998; Jinks
e McGregor, 1997; Lacroix et al., 2000). Nesse teste, drogas que
aumentam a neurotransmissao inibitéria (e.g. GABAGérgica) estdo
propensas a aumentar o tempo gasto e 0 nimero de entradas nos bragos
abertos do labirinto (Cruz et al., 1994; Pellow e File, 1986), enquanto
drogas que diminuem a transmissdo inibitéria reduzem o tempo gasto
nos bracos abertos (Cruz et al., 1994; File e Lister, 1984; Jung et al.,
2002; Pellow e File, 1986). Além disso, o bloqueio ou estimulacdo de
receptores GABAérgicos € uma ferramenta validada na investigacdo de
respostas ansiogénicas ou ansioliticas em modelos experimentais de
ansiedade, e.g. tratamentos com pentilenotetrazol (Cavalli et al., 2009;
Jung et al., 2002) ou diazepam (Duarte et al., 2008; Griebel et al., 1999;
Mohler, 2006), respectivamente.

Por outro lado, varios pesquisadores tém investigado a relacdo
entre a ativacdo de receptores muscarinicos e o ritmo teta em estruturas
limbicas que recebem aferéncias colinérgicas (Richter et al., 1999). O
ritmo teta estd envolvido em diversas fungdes fisioldgicas como o
aprendizado, memodria, atencédo e plasticidade neural (Klimesch, 1999;
Quintero et al., 1985; Vertes, 2005). Gray e McNaughton propuseram
gue o ritmo teta no sistema septo-hipocampal esta envolvido na
modulagéo dos estados de ansiedade, sendo que lesdes desse sistema ou
a administracdo de drogas ansioliticas nessa &rea inibe a atividade teta
hipocampal de ratos (Gray e McNaughton, 2000; Gray e McNaughton,
1983). No presente estudo, nds demonstramos que o tratamento com
pilocarpina (150 ou 350 mg/kg) aumentou a incidéncia de oscilagdes na
frequéncia teta (F1) na regido hipocampal tanto 24 h quanto 1 més apds
0 tratamento quando comparado aos registros do grupo controle. Nossos
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resultados mostram que, na verdade, a oscilacdo aumentada na banda
teta foi mais evidente em ratos tratados com a dose de 150 mg/kg do que
350 mg/kg, sugerindo que eventos epilépticos observados apds o
tratamento com a maior dose de pilocarpina podem modificar
diferentemente a funcéo septo-hipocampal, alterando,
consequentemente, a atividade teta e a regulacdo dos estados de
ansiedade.

Em consonancia com 0s nossos resultados, uma sincronizagao
temporal aumentada desse ritmo é também observada em pacientes com
epilepsia do lobo temporal (Babiloni et al., 2009), estando relacionada a
respostas de medo (Lesting et al., 2011) e ansiedade (Adhikari et al.,
2010; Adhikari et al., 2011). Estes achados apontam para um papel
importante na sincronia da atividade teta na modulagdo dessas
comorbidades. Informag6es sobre o padrao eletrografico (ritmo teta) de
neurdnios diretamente ligados & modulagdo dos estados de ansiedade
poderiam melhor evidenciar o papel do sistema colinérgico no controle
das respostas emocionais observadas em roedores, uma vez que 0 ritmo
teta hipocampal, modulado por vias colinérgicas, exerce fungdes de
“marca-passo” sobre o sistema septo-hipocampal no controle da
ansiedade (Gray e McNaughton, 2000). Nesse sentido, é possivel sugerir
a partir dos nossos dados que as alteracGes temporarias no ritmo
hipocampal desencadeadas pela administracdo de pilocarpina podem
estar envolvidas nas respostas ansiogénicas, assemelhando-se as
respostas observadas em humanos que relatam “sensagdes de ansiedade”
durante uma “ameaga” e que, consequentemente, apresentam um
aumento da atividade teta hipocampal durante este estimulo (Cornwell
etal., 2012).

Algumas hip6teses levantadas em relagéo & fungdo do complexo
receptor GABA-A/sitio benzodiazepinico nos transtornos de ansiedade
tem aventado que mudangas na conformacdo deste receptor ou
alteragdes da concentracdo ou propriedades de um ligante end6geno,
poderiam contribuir para os sintomas patolégicos da ansiedade
(Charney, 2003). Conforme relatado previamente, 0s receptores
GABAérgicos estdo intimamente envolvidos nos transtornos de
ansiedade em funcdo das propriedades ansioliticas e ansiogénicas de
moduladores do sitio benzodiazepinico, havendo uma reducdo da
sensibilidade desse sitio a agonistas benzodiazepinicos em pacientes
com transtornos de ansiedade (Gray e McNaughton, 2000; Nutt et al.,
1990; Roy-Byrne et al., 1996). A administracdo oral (Woods et al.,
1991) ou intravenosa (Nutt et al., 1990) de flumazenil — um antagonista
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do sitio benzodiazepinico do receptor GABA-A (Duarte et al., 2008) —
promove ataques de panico e aumenta a ansiedade antecipatoria em
alguns pacientes com diagndstico de transtorno de panico, mas ndo em
individuos saudaveis. Além disso, a sensibilidade aos efeitos do
diazepam na velocidade dos movimentos sacadicos — deslocamento
frequente dos olhos para o controle ocular fino (Zwanzger et al., 2012) -
é reduzida de forma anormal, implicando que a sensibilidade funcional
do complexo receptor GABA-A/sitio benzodiazepinico esta atenuada
em regides que controlam os movimentos sacadicos, tais como o cortex
frontal, os coliculos superiores, cerebelo e a formagdo reticular do
tronco encefalico (Roy-Byrne et al., 1996).

Com intuito de investigar a participacdo do complexo GABA-
Albenzodiazepinico no perfil ansiogénico promovido pela pilocarpina,
investigamos o comportamento de ratos tratados com uma dose
subconvulsivante de pilocarpina (150 mg/kg) e testados 24 h ou 1 més
apos no labirinto em cruz elevado imediatamente ap6s novo tratamento
com uma droga-padrdo ansiolitica [diazepam, um agonista do sitio
benzodiazepinico do receptor GABA-A (Little, 1991)] ou ansiogénica
[pentilenotetrazol, um antagonista do receptor GABA-A (Jung et al.,
2002)]. A administragdo de diazepam inibiu o efeito ansiogénico da
pilocarpina tanto nos animais avaliados 24 h como 1 més ap6s o
tratamento, revertendo a reducdo no nimero de entradas, no tempo de
permanéncia dos ratos nos bragos abertos do labirinto, e a incidéncia de
comportamentos relacionados a avaliagdo de risco. Em contrapartida, o
tratamento com PTZ 24 h ou 1 més ap6s o tratamento com pilocarpina
ndo modificou o perfil comportamental de ratos testados no labirinto em
cruz elevado, talvez pela promocdo de uma resposta ansiogénica
maxima ou uma resposta falso-negativa associada a atividade ictal
presente em animais que receberam uma dose subconvulsivante de
pilocarpina e tratados 24 h ou um més apds com PTZ.

Ao contrario do observado apds a administracdo de uma dose
ansiogénica de pilocarpina, a administracdo de PTZ per se rapidamente
promoveu descargas de grande amplitude nos primeiros minutos apds a
injecdo durante o registro da atividade eletrografica (EEG) do
hipocampo e cortex pré-frontal, sugerindo que as respostas ligadas a
ansiedade observadas em ratos tratados com pilocarpina séo
independentes de atividade epiléptica eletrogréfica, ao contréario de
modelos de abrasamento (kindling) ou PTZ (em doses epileptogénicas
baixas ou elevadas) que séo frequentemente empregados no estudo de
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transtornos emocionais em animais (Adamec, 1990; Adamec e Morgan,
1994; Cavalli et al., 2009; Cruz et al., 1994).

Ao quantificar as frequéncias predominantes nos tracados de
EEG apds a administragdo de drogas que modulam o receptor GABA-A,
observamos que a atividade teta ndo foi modificada apds a injecdo de
diazepam em ratos pré-tratados com salina, em divergéncia com estudos
pioneiros nessa area que reportam os efeitos de vérias drogas
ansioliticas na diminuicdo da atividade teta hipocampal (Gray et al.,
1975; McNaughton e Sedgwick, 1978; Mellanby et al., 1981; Quintero
et al., 1985). Nossos achados podem ser devido ao fato da andlise da
atividade teta ter sido feita durante um estado comportamental de alerta
imdvel, que também favorece a diminuicdo desse ritmo em ratos
injetados com salina. Por outro lado, a injecdo de diazepam diminuiu
significativamente a atividade teta hipocampal de ratos registrados 24 h
ou 1 més ap0ds o tratamento com pilocarpina. Além disso, a injecéo de
PTZ aumentou a atividade teta no hipocampo em ratos pré-tratados com
salina ou pilocarpina, enquanto efeitos contrastantes foram observados
em registros da regido cortical (i.e. diminuicdo e aumento dessa
atividade em ratos tratados com salina e pilocarpina, respectivamente).

Pouco é conhecido sobre os efeitos causados por antagonistas
do receptor GABA-A na atividade teta de ratos, embora a administracéo
de GF 7142 — um agonista parcial inverso do sitio benzodiazepinico do
receptor GABA-A — aumente a oscilacdo teta de neurdnios do septo e do
hipocampo (Hajos et al., 2004), enquanto o bloqueio dos receptores
GABA-A e GABA-B facilitem a atividade teta induzida por carbacol —
um agonista do receptor colinérgico muscarinico (Konopacki et al.,
1997). Nesse sentido, confirmamos a importancia dos receptores
GABAGérgicos na regulacdo dessa rede neural. Essa regulacdo se d&
possivelmente através de interneurdnios inibitdrios que atuam sobre as
oscilaces teta (Buzsaki et al., 1983; Leung, 1998; Leung e Shen, 2007)
e sua importante interagdo com neurdnios colinérgicos (muscarinicos)
envolvidos na génese do ritmo teta.

A respeito da atividade colinérgica, a acetilcolinesterase
(AChE) tem um importante papel na regulacdo da concentracdo de
acetilcolina nas sinapses (Soreq e Seidman, 2001; Zimmerman e Soreq,
2006). A avaliacdo clinica de individuos ansiosos mostrou que a
atividade sérica de AChE é inversamente correlacionada com a
ansiedade trago, mas ndo com a ansiedade estado, sugerindo uma fungéo
preditiva da atividade sérica de AChE na ansiedade traco (Sklan et al.,
2004). Desta forma, seus niveis podem ser usados para o entendimento
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dos comportamentos relacionados a ansiedade em modelos animais
(Dori et al., 2011). Assim, a mensuracdo da atividade de AChE no
hipocampo e cortex pré-frontal foi realizada com intuito de detectar
alteracGes na concentragdo dessa enzima nessas estruturas vitais na
regulacdo da ansiedade. No entanto, nenhuma alteracdo foi encontrada
24 h ou um més apds o tratamento com pilocarpina. Em relagdo aos
nossos resultados, a avaliacdo da atividade de AChE no hipocampo e
cortex parece ndo ser vinculadas ao perfil ansiogénico promovido pela
pilocarpina. Em contraste, Schetinger e colaboradores (2000) mostraram
que a atividade de AChE no cortex cerebral de ratos esta diminuida apés
a administracdo de diazepam, enquanto niveis aumentados dessa
atividade no hipocampo foram observados apds a administracdo de FG
7142 em camundongos (Appleyard et al., 1990). Nesse sentido, €
possivel que o protocolo experimental utilizado em nosso estudo nédo
seja sensivel a andlise da atividade de AChE ou que as respostas
ansiogénicas induzidas pela administracdo de pilocarpina possam ser
independentes dessa atividade no hipocampo ou cortex pré-frontal. A
este respeito, a inje¢do intra-septal da imunotoxina colinérgica 192-1gG-
saporina diminuiu a atividade de AChE no hipocampo, septo e cértex
frontal sem alterar o comportamento de ratos avaliados no labirinto em
cruz elevado (Lamprea et al., 2000), mostrando que aferéncias
colinérgicas lesionadas em estruturas prosencefalicas podem alterar o
contetido colinérgico nessas areas mas ndo prejudicar diretamente as
respostas de ansiedade de ratos durante testes experimentais de
ansiedade.

Testes relacionados ao condicionamento aversivo sdo
considerados modelos ideais para o estudo de efeitos colinérgicos nos
processos de aprendizado e memdria por diversas razfes: as lesdes
seletivas de estruturas limbicas (e.g. amigdala e hipocampo) mostraram-
se capitais em testes de condicionamento Pavloviano e esquiva
inibitoria, assemelhando-se aos déficits observados em humanos que
apresentam lesfes nessas mesmas estruturas; como o condicionamento
aversivo é aprendido rapidamente, at¢ mesmo com um Unico teste de
condicionamento € possivel investigar a dindmica temporal dos
mecanismos envolvidos, com um bom grau de resolucéo; as memdorias
aversivas geradas pelos procedimentos de condicionamento tendem a
ser muito estaveis durante longos periodos, sendo observado um
comportamento de congelamento robusto frente ao contexto ou som até
16 meses apds o condicionamento (Gale et al., 2004). No teste do
condicionamento aversivo contextual, o animal é posicionado em um
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ambiente neutro (caixa de choque) e, ap6s a exploragdo da caixa por
alguns minutos, é aplicado um estimulo aversivo (choque) nas patas do
rato, que desempenha entdo uma atividade locomotora vigorosa
enquanto o estimulo persiste, diminuindo gradualmente e sendo
substituido por uma imobilidade profunda caracterizada como um
comportamento de congelamento (freezing), que é usado como indice de
avaliacdo (Blanchard e Blanchard, 1969). Embora nossos resultados e
estudos prévios (Duarte et al., 2010; Duarte et al., 2013; Hoeller et al.,
2011; Hoeller et al, 2013a; Hoeller et al., 2013b) tenham
consistentemente demonstrado alteragdes nas respostas emocionais de
ratos tratados com pilocarpina e avaliados em diferentes testes de
ansiedade/medo incondicionada/o (e.g. labirinto em cruz elevado,
labirinto em T elevado e campo aberto), a caracterizagdo desses efeitos
em um teste condicionado (i.e. condicionamento aversivo contextual)
ndo evidenciou quaisquer alteragdes evidentes em ratos tratados com
pilocarpina e avaliados 24 h ou um més apés o tratamento, utilizando
diferentes intensidades de choque (dados com intensidade de 0,7 mA
ndo mostrados). Assim, ndo foi possivel correlacionar os efeitos de
longo prazo previamente observados (em testes incondicionados) com
as condi¢des de ansiedade, medo e a formacdo de memérias observadas
no teste de condicionamento.

Embora o presente estudo ndo tenha observado modificacdes
comportamentais dos ratos tratados com pilocarpina e submetidos ao
modelo de condicionamento aversivo, o hipocampo é relatado como
necessério no medo condicionado ao contexto e som (Phillips e LeDoux,
1992; Quinn et al., 2002), além de estar implicado nos efeitos
ansiogénicos desencadeados pela pilocarpina, conforme observamos em
nossos estudos [e.g. inibi¢do dos efeitos ansiogénicos quando a fimbria-
fornix é bloqueada (Duarte et al., 2010), aumento do ritmo teta
hipocampal (Duarte et al., 2013), aumento na expressdo das proteinas
FOS e na diminuicao da expressdo dos receptores NMDA]. Além disso,
investigacdes sobre a modulacdo do sistema colinérgico muscarinico em
testes de condicionamento Pavloviano tém mostrado efeitos
inconsistentes. A administracdo de antagonistas do receptor NMDA ou
acetilcolina no hipocampo durante o treinamento em testes de
condicionamento aversivo levou a déficits no aprendizado durante o
medo condicionado ao contexto, mas ndo ao som (Gale et al., 2001;
Young et al., 1994), sugerindo que o papel do hipocampo no
condicionamento Pavloviano pode estar mais relacionado a certas
classes de estimulos condicionados do que a formacdo da associacdo
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entre estimulos condicionado e incondicionado (Fendt e Fanselow,
1999; Maren e Fanselow, 1995). Injecdes de escopolamina previamente
ao treino reduzem a aquisicdo de medo condicionado contextual em
ratos em uma dose que ndo altera 0 medo condicionado ao som, num
protocolo usando mdltiplos ensaios (choques) de condicionamento. A
manipulacdo imediata ou 24 h ap0s o treino ndo promoveu alteracfes na
duragdo do comportamento de congelamento, indicando o envolvimento
colinérgico na aquisi¢do, mas ndo na consolidacdo da memdria aversiva
(Anagnostaras et al., 1995). Em contraste, injecOes de escopolamina
antes ou até 3 h apds o condicionamento Pavloviano alteraram tanto o
condicionamento ao som como ao contexto, quando uma Gnica sessao
de choque foi realizada, indicando a participacdo do sistema
muscarinico na consolidacdo da meméria aversiva. No entanto, quando
multiplas sess@es de choque foram realizadas, nenhum efeito apds o
treino foi observado sobre o medo condicionado ao som, indicando que
um fator essencial para determinar como a administragdo sistémica de
drogas colinérgicas modifica o condicionamento Pavloviano pode estar
relacionado ao nimero de sessdes de choques realizados (Rudy, 1996).

E importante evidenciar que a auséncia de alteracdes
comportamentais (e.g. duracdo de congelamento) em testes de medo
condicionado podem ndo refletir necessariamente as sensacOes
interoceptivas do animal avaliado (e.g. sensa¢des de dor, temperatura,
coceira, tensdo muscular, desconforto gastrico) que fornecem uma
informacdo integrada da condigdo fisioldgica do corpo (Craig, 2002;
Paulus e Stein, 2010). A insula é considerada o centro interoceptivo do
encéfalo, e é fundamental na avaliacdo sobre o impacto que diferentes
estimulos promovem sobre o corpo (Paulus e Stein, 2006). Juntamente
com o cortex pré-frontal, a insula tem um papel primordial na deteccdo
de estimulos emocionais acentuados (Phillips et al., 1998), assim como
na geracdo e regulacdo de respostas afetivas (Phillips et al., 2003).
Nesse sentido, acreditamos que um estudo sistematico com diferentes
protocolos experimentais (e.g. diferentes padrdes de choque, tratamento
em diferentes periodos do condicionamento) ou a adicdo de diferentes
fatores de condicionamento (e.g. condicionamento olfatério aversivo,
sobressalto potencializado pelo medo) possa melhor revelar o efeito da
pilocarpina sobre as respostas de medo e ansiedade.

Embora 0 medo condicionado Pavloviano tenha sido relatado
como um modelo ideal para o estudo da conexdo aprendizado-
potenciagdo de longo prazo (LTP, Maren, 2001) e as propriedades da
LTP (e.g. rdpida inducdo e associatividade) sejam apontadas como
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candidatas ideais na codificacdo de memorias aversivas (Rogan e
LeDoux, 1996), nossos estudos em relacdo aos efeitos da pilocarpina
sobre a plasticidade sinaptica de fatias de hipocampo nao foram
modificados durante a indugdo desse fenémeno sinaptico, corroborando
os achados comportamentais do teste de condicionamento aversivo
contextual.

A LTP caracteriza-se por um aumento duradouro dos potenciais
pos-sinapticos emitidos apds a liberagdo de um estimulo indutor -
tipicamente uma estimulacdo elétrica de alta frequéncia (Bliss e Lomo,
1973; Bliss e Collingridge, 1993). A ocorréncia de LTP depende da
ativacdo de canais dependentes de voltagem que comumente envolve a
interacdo do neurotransmissor excitatério glutamato, especialmente com
receptores NMDA (Bashir et al., 1990; Bashir et al., 1991). Existem
inimeras evidéncias de que a atividade colinérgica facilite a LTP em
varias regides encefalicas, incluindo o hipocampo (Auerbach e Segal,
1996; Hasselmo, 1999; Li et al.,, 2007). A ativacdo de receptores
muscarinicos facilita a inducdo de LTP no hipocampo, sendo que em
registros in vitro da regido CAL, a infusdo de baixas doses de carbacol
previamente a tetanizacdo da fatia aumenta significativamente a LTP
sem alterar a transmissdo basal (Auerbach e Segal, 1994; Blitzer et al.,
1990; Shinoe et al., 2005). O mesmo ocorre em fatias do giro denteado
(Burgard e Sarvey, 1990), sendo que em ambas as regides esse efeito é
criticamente dependente da ativacdo do subtipo M1 dos receptores
muscarinicos (Boddeke et al., 1992; Burgard e Sarvey, 1990; Shinoe et
al., 2005). No entanto, a importancia do subtipo M1 na plasticidade
sinaptica tem sido questionada, pois camundongos knockout para
receptores colinérgicos do subtipo M1 apresentaram apenas déficits
leves na LTP da regido CA1l e no aprendizado (Anagnostaras et al.,
2003). Assim, embora a transmissdo colinérgica para o hipocampo seja
importante no controle da LTP, a interrup¢do da sinalizagdo colinérgica
enddgena através da destruicdo das aferéncias colinérgicas ndo inibe
consistentemente a inducdo de LTP, sugerindo uma funcdo secundaria
desse sistema na plasticidade neuronal (Jouvenceau et al., 1996).

A aplicagdo de agonistas muscarinicos em fatias de hipocampo
também produzem oscilagdes na frequéncia teta que modulam a inducéo
de LTP (Huerta e Lisman, 1995; MacVicar e Tse, 1989), sendo que o
carbacol induz um aumento de atividade teta vinculada & supressdo
muscarinica da inibicdo GABAérgica e indugdo de LTP na regido CAl
(Natsume e Kometani, 1997). Além disso, a ativacdo de receptores
muscarinicos (inclusive do subtipo M1) pode facilitar a inducdo de LTP
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pelo aumento da despolarizagdo de membrana induzida pelo receptor
NMDA (Aramakis et al., 1999; Marino et al., 1998). Levando em
consideragdo a grande densidade de expressdo do subtipo M1 na regido
hipocampal e a maior afinidade da pilocarpina a estes receptores, €
possivel que a administracdo de pilocarpina ndo promova um efeito
contundente sobre a LTP, mas apenas tenha um papel facilitatério que
ndo é suficiente para alterar a magnitude da sua expressao. Desta forma,
embora a administracdo de uma dose ansiogénica de pilocarpina possa
aumentar a incidéncia de ritmo teta (um facilitador da LTP), o efeito
desencadeado pode ser modulado por alteragcbes na expressdo de
receptores NMDA (também facilitadores da LTP) que se encontram
diminuidos ap6s o tratamento com pilocarpina (ver discussao adiante).

De acordo com Laborit (1988), a ansiedade torna-se evidente
guando uma resposta adaptativa ndo € viavel frente a um estimulo
potencialmente aversivo, dependendo entdo da ativacdo do eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA). Nossos resultados evidenciaram
que o tratamento com uma dose ansiogénica de pilocarpina promoveu
um grande aumento dos niveis de corticosterona plasmatica 24 h ap6s o
tratamento, persistindo este efeito até 1 més apds a administracdo do
agonista colinérgico. Este efeito foi associado ao aumento dos niveis
plasmaticos do horménio ACTH 24 h ap6s o tratamento, que ndo
persiste 1 més apds a administracdo de pilocarpina.

O estresse é capaz de alterar as capacidades emocionais e
cognitivas em humanos e roedores, sendo inclusive relacionado aos
transtornos de estresse pos-traumatico, ansiedade, memoria e depressao
guando ha persisténcia dos sintomas por um longo prazo (McEwen,
2000; Mezey e Robbins, 2001). A liberacdo de horménios esteroides
adrenais (glicocorticoides) € uma resposta normal ao estresse, embora
guando ocorra de forma cronica esteja associada a diversas doencas e
eventos neurotoxicos, como a liberacdo excessiva de glutamato no
hipocampo (Sapolsky, 2003). O hipocampo é ricamente inervado por
neurdnios colinérgicos, como ja citado, apresentando um papel
importante nas fungGes comportamentais e cognitivas relacionadas ao
estresse. Além disso, a acetilcolina é capaz de modular a atividade
neuronal alterando caracteristicas eletrofisiolégicas de sinapses
colinérgicas e nao-colinérgicas (Hasselmo, 2006). As alteracfes
anatbmicas promovidas pelo estresse encontradas no hipocampo e
amigdala (Vyas et al., 2002) parecem consistentes com as suas
diferentes fung¢bes na circuitaria, tendo o hipocampo uma importante
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funcdo inibitoria sobre o eixo HPA, enquanto a amigdala efetua acbes
excitatorias (Herman e Cullinan, 1997).

Estudos recentes em roedores tém mostrado os efeitos de longo
prazo causados por uma Unica exposi¢do a um estimulo estressor (e.g.
choque, contencéo), resultando na dessensibilizacdo de receptores de
glicocorticoides e alteragBes dos niveis plasmaticos de corticosterona e,
em menor escala, de ACTH, sugerindo a existéncia de influéncias
especificas do estimulo estressor na regulacdo da secrecdo
adrenocortical, independente de ACTH (Armario, 2006). De forma
similar, nossos dados sugerem que o0s efeitos desencadeados pela
pilocarpina podem ser mediados por vias centrais num periodo agudo
(até 24 h ap6s o tratamento). N&o esta ainda claro por que 0s animais
tratados com pilocarpina exibem altos niveis de corticosterona um més
ap6s o tratamento sem a associacdo com alteracdes dos niveis
circulantes de ACTH. E possivel especular que os altos indices de
corticosterona observados um més apds o tratamento possam ser
resultantes de alteracBes epigenéticas ativadas pelo estimulo colinérgico
(e.g. alteracdes na expressdo de receptores de glicocorticoides). No
entanto, levando em consideracdo que a funcdo adrenocortical é apenas
parcialmente dependente ao longo do ritmo circadiano das
concentracBes de ACTH (Dallman et al., 1976), existe a possibilidade de
gue o aumento de corticosterona observado um més apds a
administragdo sistémica de pilocarpina seja o reflexo da a¢do de uma via
direta do hipotalamo para as glandulas adrenais através do nervo
esplénico, que age estimulando a sua secre¢do independentemente dos
niveis plasmaticos de ACTH (Jasper e Engeland, 1994).

Embora Campeau e Watson (1997) tenham relatado uma
correlagdo direta entre 0 aumento dos niveis de corticosterona — um
marcador da ativacdo do eixo HPA — com o aumento de células
imunorreativas a FOS - cuja transcricdo génica é ativada pela atividade
neuronal, nossos dados mostram que a expressdo da proteina FOS no
hipocampo de ratos tratados com a dose ansiogénica de pilocarpina (150
mg/kg) encontra-se aumentada apenas um més ap6s o tratamento. Ratos
gue desenvolveram crises convulsivas ap6s administracdo de uma dose
elevada de pilocarpina (400 mg/kg) apresentam grande quantidade de
neurbnios imunorreativos a FOS no hipocampo, cortex frontal e
cingulado, estriado, accumbens, assim como em algumas A&reas
talamicas (Barone et al., 1993), enquanto uma dose baixa de pilocarpina
(25 mg/kg) é capaz de aumentar os niveis de RNAm por c-FOS e a
expressao da proteina no hipocampo e regides corticais de ratos jovens e
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idosos (Bucci et al., 1998). Em contrapartida, a ativacdo de FOS é
consideravelmente reduzida frente a estimulos repetidos de estresse por
contencdo em dreas limbicas como o PVN e a porcdo medial da
amigdala (Chen e Herbert, 1995), cortex, hipocampo e &rea septal
(Melia et al., 1994), havendo habituacdo da expressdo da proteina, o que
¢ consistente com a dessensibilizacdo das respostas de ACTH a
estimulos repetidos (Kovacs, 1998), conforme evidenciado em animais
tratados com pilocarpina em nosso estudo (aumento de ACTH 24 h, mas
ndo um més apos o tratamento).

O hipocampo possui uma alta concentracdo de
mineralocorticoides e glicocorticoides, sendo por isso a regido do
encéfalo mais suscetivel as alteracdes dos niveis de glicocorticoides,
exercendo uma importante funcéo inibitéria na atividade do eixo HPA e
na finalizacdo das respostas ao estresse (Jacobson e Sapolsky, 1991). O
glicocorticoide corticosterona em roedores é o maior mediador das
respostas fisioldgicas ao estresse e atua sobre varios sistemas para
permitir uma reacdo biolégica frente ao estressor. Durante um periodo
agudo, o aumento dos niveis de corticosteroides resulta em respostas
adaptativas, mas a elevacdo durante um longo periodo pode gerar um
efeito negativo no sistema nervoso central, e tem sido associado a
prejuizos cognitivos (O'Brien, 1997) e possivel neurotoxicidade
(Sapolsky, 2000), além de lesionar o hipocampo, reduzindo
consequentemente a efetividade do feedback negativo observado no eixo
HPA (Sapolsky et al., 1985). Os glicocorticoides também promovem
alteragdes na plasticidade hipocampal a partir da modulacdo de
receptores NMDA (Magarifios e McEwen, 1995), sugerindo que a maior
expressdo da proteina FOS na regido do hipocampo pode resultar na
acdo inibitdria sobre a secrecdo de ACTH um més ap6s a administracdo
de pilocarpina, podendo este efeito ser ainda mediado por alteracdes da
funcdo hipocampal (e.g. modificacdo da expressdo de receptores
NMDA). Estudos sistematicos acerca das estruturas envolvidas na
modulacdo do eixo HPA ainda sdo necessarios com intuito de melhor
entender os efeitos causados pela dose ansiogénica de pilocarpina. O
mapeamento funcional de células imunorreativas & FOS e expressdo dos
receptores NMDA e/ou glicocorticoides seriam entdo capazes de
identificar os grupos neuronais envolvidos e seus possiveis mecanismos
de agdo associados aos efeitos previamente observados.

Conforme mencionado, a ativacdo de receptores muscarinicos
(especialmente o subtipo M1) é capaz de potencializar a transmissdo
excitatoria no sistema nervoso central através da ativacdo de receptores
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NMDA (Volpicelli e Levey, 2004). O sistema glutamatérgico é
conhecido por atuar efetivamente na modulacdo dos transtornos de
ansiedade e no medo. O bloqueio da atividade excitatéria gerada por
receptores ionotropicos pode promover um efeito ansiolitico, sendo que
a administracdo de diferentes antagonistas do receptor NMDA promove
respostas ansioliticas em animais testados em diferentes testes de
ansiedade incondicionada (Barkus et al., 2010). Nossos resultados
mostraram que o pré-tratamento com memantina — um antagonista do
receptor NMDA que se liga ao sitio de Mg?* no canal idnico (Chen et
al., 1992) — em ratos tratados com pilocarpina e avaliados 24 h ou um
més apds o tratamento foi capaz de bloquear os efeitos ansiogénicos
previamente observados, sugerindo um mecanismo de acdo que
justifique as respostas ansiogénicas promovidas pela pilocarpina.

Os efeitos ansioliticos observados a partir da acdo de
antagonistas do receptor NMDA parecem refletir o blogueio desses
receptores no hipocampo, levando em consideracdo que camundongos
gue ndo expressam a subunidade NR1 do receptor NMDA nas células
granulares do giro denteado exibem LTP normal na regido CAl do
hipocampo, embora apresentem um perfil ansiolitico em testes de
ansiedade (Niewoehner et al., 2007). E camundongos que néo
expressam a subunidade NR2B do receptor NMDA nas células
piramidais e granulares do hipocampo também apresentam um perfil
ansiolitico similar (von Engelhardt et al., 2008).

A superexpressdo ou hipoexpressdo de receptores NMDA esta
envolvida em diversas patologias neuroldgicas como a esquizofrenia
(Mohn et al., 1999), os transtornos de humor (Beneyto et al., 2007) e a
ansiedade (Barkus et al., 2010). Inimeras vias de transdugdo convergem
em diregdo aos receptores NMDA modulando o seu ganho e,
consequentemente, a eficacia da transmissdo sinaptica (Kotecha e
MacDonald, 2003). Nossos resultados mostraram que a expressdo das
subunidades NR1 e NR2B do receptor NMDA do hipocampo de ratos
estavam diminuidas 24 h ou um més ap6s o tratamento com pilocarpina,
sugerindo que a ativacdo de receptores muscarinicos (em especial o
subtipo M1) pode modificar os niveis de ansiedade dos ratos tratados
através de alteragdes plésticas (receptores NMDA) e, consequentemente,
na excitabilidade celular hipocampal.

Pouco se sabe a respeito dos mecanismos envolvidos na
diminuicdo da funcdo do receptor NMDA. A ativacdo de cascatas de
sinalizacdo que convergem na acdo da tirosina quinase (pertencente a
familia das quinases Src) leva a fosforilagdo das subunidades NR2A ou
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NR2B ou proteinas acopladas ao receptor NMDA, promovendo a
superexpressao desses receptores. Em contrapartida, a estimulacdo de
receptores muscarinicos que estdo acoplados a proteina Gq ativa a
proteina tirosina fosfatase que, por sua vez, defosforila o receptor
NMDA, levando a atenuacdo das suas respostas (Salter e Kalia, 2004).
De acordo com Grishin e colegas (2004), esse conflito foi resolvido ao
se mostrar que 0s receptores muscarinicos podem acoplar-se a duas vias
divergentes que, respectivamente, potencializam ou deprimem as
respostas do NMDA, sendo que a via que sera favorecida dependera dos
niveis intracelulares de célcio.

A hipoexpressdo de receptores NMDA observada no
hipocampo de ratos tratados com uma dose ansiogénica de pilocarpina
evidencia a importante funcdo das subunidades excitatérias desse
receptor, além de revelar uma nova via de sinalizacdo responsavel pela
modulagdo dos estados de ansiedade. Embora estudos sisteméticos dos
eventos intracelulares relacionados a modulagdo de receptores
muscarinicos sobre os NMDA, assim como a provavel participacio de
Ca’" intracelular nesses efeitos precisem ser melhor investigados, nossos
achados sugerem um importante papel da ativacdo de receptores
muscarinicos sobre a dessensibilizagdo desses receptores que,
possivelmente, interferem na regulacio do eixo HPA e,
consequentemente, podem explicar os efeitos ansiogénicos observados
em ratos tratados com pilocarpina (ver figura 30 para um resumo das
hipdteses aqui apresentadas).



97

Pilocarpina
(150 mg/kg)

Hipotalamo

Hipodfise

Hipocampo

1 Adrenal

2 ' o
o]
W\‘ 15(#3 \’\\oe(aﬁa‘ la
Perfil  w& N

tipo-ansioso % 3

Figura 30 — Esquema do mecanismo de agdo sugerido para a inducéo dos
efeitos ansiogénicos de longo prazo promovidos pela pilocarpina. A ativagdo de
receptores muscarinicos (especialmente do subtipo M1, densamente expressos
no hipocampo) levaria & dessensibilizacdo dos receptores NMDA no
hipocampo, que resultaria em diminui¢do da acdo inibitoria dessa estrutura
sobre 0 eixo HPA. O aumento da liberagdo de corticosterona e ACTH pode ser
0 responsavel, ou coadjuvante, no estabelecimento do comportamento do tipo
ansioso observado nos ratos tratados com pilocarpina.
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6 CONCLUSOES

Nossos dados sugerem que a estimulagdo central de receptores
colinérgicos muscarinicos, através de uma Unica injecdo sistémica de
pilocarpina (em doses subconvulsivas), €& capaz de induzir
comportamentos defensivos relacionados a ansiedade durante um longo
periodo em ratos, efeitos estes ndo dependentes de atividades
convulsivas. Os efeitos ansiogénicos parecem estar associados a um
aumento da atividade teta hipocampal, que pode desempenhar um papel
codificador na regulagdo do sistema septo-hipocampal sobre o eixo
HPA, que estd ativado, como indicado pela maior liberacdo de
glicocorticoides. Além disso, observamos uma diminuicdo da expresséo
de receptores do tipo NMDA no hipocampo de ratos tratados com
pilocarpina, sugerindo que alteracfes na atividade neuronal hipocampal
inibitoria sobre o eixo HPA podem ser responsaveis por mediar as
respostas ansiogénicas observadas ap06s o tratamento com pilocarpina.

Nossos achados sdo compativeis com os preceitos da teoria de
Gray e McNaughton (1983), que enfatiza o importante papel
modulatorio da circuitaria septo-hipocampal na regulacdo dos estados de
medo e ansiedade através da ativacdo de aferéncias colinérgicas sobre
estruturas limbicas. Levando em consideragdo as limitacbes no campo
translacional de doencas psiquiatricas para modelos animais, o0s
resultados aqui expostos podem auxiliar no refinamento de pesquisas
pré-clinicas relacionadas aos transtornos de ansiedade, proporcionando
um melhor entendimento dos mecanismos envolvidos nas respostas de
ansiedade e estresse em roedores.



100



101

REFERENCIAS

Acquas, E., Wilson, C., Fibiger, H.C., 1996. Conditioned and unconditioned stimuli
increase frontal cortical and hippocampal acetylcholine release: effects of
novelty, habituation, and fear. J Neurosci. 16, 3089-96.

Adamec, R.E., 1990. Amygdala kindling and anxiety in the rat. Neuroreport. 1, 255-
8.

Adamec, R.E., Morgan, H.D., 1994. The effect of kindling of different nuclei in the
left and right amygdala on anxiety in the rat. Physiol Behav. 55, 1-12.

Adhikari, A., Topiwala, M.A., Gordon, J.A., 2010. Synchronized activity between
the ventral hippocampus and the medial prefrontal cortex during anxiety.
Neuron. 65, 257-69.

Adhikari, A., Topiwala, M.A., Gordon, J.A., 2011. Single units in the medial
prefrontal cortex with anxiety-related firing patterns are preferentially
influenced by ventral hippocampal activity. Neuron. 71, 898-910.

Adolphs, R., 2002. Neural systems for recognizing emotion. Curr Opin Neurobiol.
12, 169-77.

Alldredge, B., 2010. Pathogenic involvement of neuropeptides in anxiety and
depression. Neuropeptides. 44, 215-24.

Almeida-Filho, N., Mari, J.e.J., Coutinho, E., Franga, J.F., Fernandes, J., Andreoli,
S.B., Busnello, E.D., 1997. Brazilian multicentric study of psychiatric
morbidity. Methodological features and prevalence estimates. Br J
Psychiatry. 171, 524-9.

Anagnostaras, S.G., Maren, S., Fanselow, M.S., 1995. Scopolamine selectively
disrupts the acquisition of contextual fear conditioning in rats. Neurobiol
Learn Mem. 64, 191-4.

Anagnostaras, S.G., Murphy, G.G., Hamilton, S.E., Mitchell, S.L., Rahnama, N.P.,
Nathanson, N.M., Silva, A.J., 2003. Selective cognitive dysfunction in
acetylcholine M1 muscarinic receptor mutant mice. Nat Neurosci. 6, 51-8.

Anderson, W.W., Collingridge, G.L., 2001. The LTP Program: a data acquisition
program for on-line analysis of long-term potentiation and other synaptic
events. J Neurosci Methods. 108, 71-83.

Andrade, L., Walters, E.E., Gentil, V., Laurenti, R., 2002. Prevalence of ICD-10
mental disorders in a catchment area in the city of Sdo Paulo, Brazil. Soc
Psychiatry Psychiatr Epidemiol. 37, 316-25.

Andreatini, R., Blanchard, C., Blanchard, R., Brandao, M.L., Carobrez, A.P.,
Griebel, G., Guimaraes, F.S., Handley, S.L., Jenck, F., Leite, J.R.,
Rodgers, J., Schenberg, L.C., Da Cunha, C., Graeff, F.G., 2001. The brain
decade in debate: Il. Panic or anxiety? From animal models to a
neurobiological basis. Braz J Med Biol Res. 34, 145-54.

Appleyard, M.E., Taylor, S.C., Little, H.J., 1990. Acetylcholinesterase activity in
regions of mouse brain following acute and chronic treatment with a
benzodiazepine inverse agonist. Br J Pharmacol. 101, 599-604.

Aramakis, V.B., Bandrowski, A.E., Ashe, J.H., 1999. Role of muscarinic receptors,
G-proteins, and intracellular messengers in muscarinic modulation of
NMDA receptor-mediated synaptic transmission. Synapse. 32, 262-75.



102

Armario, A., 2006. The hypothalamic-pituitary-adrenal axis: what can it tell us
about stressors? CNS Neurol Disord Drug Targets. 5, 485-501.

Auerbach, J.M., Segal, M., 1994. A novel cholinergic induction of long-term
potentiation in rat hippocampus. J Neurophysiol. 72, 2034-40.

Auerbach, J.M., Segal, M., 1996. Muscarinic receptors mediating depression and
long-term potentiation in rat hippocampus. J Physiol. 492 ( Pt 2), 479-93.

Babiloni, C., Vecchio, F., Mirabella, G., Buttiglione, M., Sebastiano, F., Picardi, A.,
Di Gennaro, G., Quarato, P.P., Grammaldo, L.G., Buffo, P., Esposito, V.,
Manfredi, M., Cantore, G., Eusebi, F., 2009. Hippocampal, amygdala, and
neocortical synchronization of theta rhythms is related to an immediate
recall during rey auditory verbal learning test. Hum Brain Mapp. 30, 2077-
89.

Babu, C.S., Satishchandra, P., Sinha, S., Subbakrishna, D.K., 2009. Co-morbidities
in people living with epilepsy: hospital based case-control study from a
resource-poor setting. Epilepsy Res. 86, 146-52.

Baldwin, D.S., Anderson, .M., Nutt, D.J., Bandelow, B., Bond, A., Davidson, J.R.,
den Boer, J.A., Fineberg, N.A., Knapp, M., Scott, J., Wittchen, H.U.,
Psychopharmacology, B.A.f., 2005. Evidence-based guidelines for the
pharmacological treatment of anxiety disorders: recommendations from
the British Association for Psychopharmacology. J Psychopharmacol. 19,
567-96.

Ballenger, J.C., 2000. Anxiety and Depression: Optimizing Treatments. Prim Care
Companion J Clin Psychiatry. 2, 71-79.

Barkus, C., McHugh, S.B., Sprengel, R., Seeburg, P.H., Rawlins, J.N., Bannerman,
D.M., 2010. Hippocampal NMDA receptors and anxiety: at the interface
between cognition and emotion. Eur J Pharmacol. 626, 49-56.

Barone, P., Morelli, M., Cicarelli, G., Cozzolino, A., DeJoanna, G., Campanella, G.,
DiChiara, G., 1993. Expression of c-fos protein in the experimental
epilepsy induced by pilocarpine. Synapse. 14, 1-9.

Bashir, Z.1., Tam, B., Collingridge, G.L., 1990. Activation of the glycine site in the
NMDA receptor is necessary for the induction of LTP. Neurosci Lett. 108,
261-6.

Bashir, Z.1., Alford, S., Davies, S.N., Randall, A.D., Collingridge, G.L., 1991. Long-
term potentiation of NMDA receptor-mediated synaptic transmission in
the hippocampus. Nature. 349, 156-8.

Belzung, C., Philippot, P., 2007. Anxiety from a phylogenetic perspective: is there a
qualitative difference between human and animal anxiety? Neural Plast.
2007, 59676.

Beneyto, M., Kristiansen, L.V., Oni-Orisan, A., McCullumsmith, R.E., Meador-
Woodruff, J.H., 2007. Abnormal glutamate receptor expression in the
medial temporal lobe in schizophrenia and mood disorders.
Neuropsychopharmacology. 32, 1888-902.

Bergink, V., van Megen, H.J., Westenberg, H.G., 2004. Glutamate and anxiety. Eur
Neuropsychopharmacol. 14, 175-83.

Beyenburg, S., Mitchell, A.J., Schmidt, D., Elger, C.E., Reuber, M., 2005. Anxiety
in patients with epilepsy: systematic review and suggestions for clinical
management. Epilepsy Behav. 7, 161-71.



103

Bhatnagar, S., Costall, B., Smythe, J.W., 1997. Hippocampal cholinergic blockade
enhances hypothalamic-pituitary-adrenal responses to stress. Brain Res.
766, 244-8.

Blanchard, D.C., Blanchard, R.J., 1988. Ethoexperimental approaches to the biology
of emotion. Annu Rev Psychol. 39, 43-68.

Blanchard, R.J., Blanchard, D.C., 1969. Crouching as an index of fear. J Comp
Physiol Psychol. 67, 370-5.

Blanchard, R.J., Blanchard, D.C., 1990. An ethoexperimental analysis of defense,
fear and anxiety. In Anxiety. VVol., N. McNaughton, G. Andrews, ed.”eds.
University Press, Dunedin: Otago pp. 124-133.

Bliss, T.V., Lomo, T., 1973. Long-lasting potentiation of synaptic transmission in
the dentate area of the anaesthetized rabbit following stimulation of the
perforant path. J Physiol. 232, 331-56.

Bliss, T.V., Collingridge, G.L., 1993. A synaptic model of memory: long-term
potentiation in the hippocampus. Nature. 361, 31-9.

Blitzer, R.D., Gil, O., Landau, E.M., 1990. Cholinergic stimulation enhances long-
term potentiation in the CAL region of rat hippocampus. Neurosci Lett.
119, 207-10.

Boddeke, E.W., Enz, A., Shapiro, G., 1992. SDZ ENS 163, a selective muscarinic
M1 receptor agonist, facilitates the induction of long-term potentiation in
rat hippocampal slices. Eur J Pharmacol. 222, 21-5.

Bortolotto, Z.A., Anderson, W.W., Isaac, J.T., Collingridge, G.L., 2001. Synaptic
plasticity in the hippocampal slice preparation. Curr Protoc Neurosci.
Chapter 6, Unit 6.13.

Bragatti, J.A., Torres, C.M., Londero, R.G., Martin, K.C., Souza, A.C., Hidalgo,
M.P., Chaves, M.L., Bianchin, M.M., 2011. Prevalence of psychiatric
comorbidities in temporal lobe epilepsy in a Southern Brazilian
population. Arq Neuropsiquiatr. 69, 159-65.

Bucci, D.J., Rosen, D.L., Gallagher, M., 1998. Effects of age on pilocarpine-induced
c-fos expression in rat hippocampus and cortex. Neurobiol Aging. 19,
227-32.

Burgard, E.C., Sarvey, J.M., 1990. Muscarinic receptor activation facilitates the
induction of long-term potentiation (LTP) in the rat dentate gyrus.
Neurosci Lett. 116, 34-9.

Buzséki, G., Leung, L.W., Vanderwolf, C.H., 1983. Cellular bases of hippocampal
EEG in the behaving rat. Brain Res. 287, 139-71.

Campeau, S., Watson, S.J., 1997. Neuroendocrine and behavioral responses and
brain pattern of c-fos induction associated with audiogenic stress. J
Neuroendocrinol. 9, 577-88.

Carobrez, A.P., Bertoglio, L.J., 2005. Ethological and temporal analyses of anxiety-
like behavior: the elevated plus-maze model 20 years on. Neurosci
Biobehav Rev. 29, 1193-205.

Caulfield, M.P., Birdsall, N.J., 1998. International Union of Pharmacology. XVII.
Classification of muscarinic acetylcholine receptors. Pharmacol Rev. 50,
279-90.

Cavalheiro, E.A., Leite, J.P., Bortolotto, Z.A., Turski, W.A., lkonomidou, C.,
Turski, L., 1991. Long-term effects of pilocarpine in rats: structural



104

damage of the brain triggers kindling and spontaneous recurrent seizures.
Epilepsia. 32, 778-82.

Cavalheiro, E.A., Fernandes, M.J., Turski, L., Naffah-Mazzacoratti, M.G., 1994.
Spontaneous recurrent seizures in rats: amino acid and monoamine
determination in the hippocampus. Epilepsia. 35, 1-11.

Cavalli, J., Bertoglio, L.J., Carobrez, A.P., 2009. Pentylenetetrazole as an
unconditioned stimulus for olfactory and contextual fear conditioning in
rats. Neurobiol Learn Mem. 92, 512-8.

Cavazos, J.E., Jones, S.M., Cross, D.J., 2004. Sprouting and synaptic reorganization
in the subiculum and CAL1 region of the hippocampus in acute and chronic
models of partial-onset epilepsy. Neuroscience. 126, 677-88.

Ceccarelli, 1., Casamenti, F., Massafra, C., Pepeu, G., Scali, C., Aloisi, A.M., 1999.
Effects of novelty and pain on behavior and hippocampal extracellular
ACh levels in male and female rats. Brain Res. 815, 169-76.

Charney, D.S., 2003. Neuroanatomical circuits modulating fear and anxiety
behaviors. Acta Psychiatr Scand Suppl. 38-50.

Chen, H.S., Pellegrini, J.W., Aggarwal, S.K., Lei, S.Z., Warach, S., Jensen, F.E.,
Lipton, S.A., 1992. Open-channel block of N-methyl-D-aspartate
(NMDA) responses by memantine: therapeutic advantage against NMDA
receptor-mediated neurotoxicity. J Neurosci. 12, 4427-36.

Chen, X., Herbert, J., 1995. Regional changes in c-fos expression in the basal
forebrain and brainstem during adaptation to repeated stress: correlations
with cardiovascular, hypothermic and endocrine responses. Neuroscience.
64, 675-85.

Cilio, M.R., Sogawa, Y., Cha, B.H., Liu, X., Huang, L.T., Holmes, G.L., 2003.
Long-term effects of status epilepticus in the immature brain are specific
for age and model. Epilepsia. 44, 518-28.

Cobb, S.R., Davies, C.H., 2005. Cholinergic modulation of hippocampal cells and
circuits. J Physiol. 562, 81-8.

Collombet, J.M., 2011. Nerve agent intoxication: recent neuropathophysiological
findings and subsequent impact on medical management prospects.
Toxicol Appl Pharmacol. 255, 229-41.

Cornwell, B.R., Arkin, N., Overstreet, C., Carver, F.W., Grillon, C., 2012. Distinct
contributions of human hippocampal theta to spatial cognition and anxiety.
Hippocampus.

Cortese, B.M., Phan, K.L., 2005. The role of glutamate in anxiety and related
disorders. CNS Spectr. 10, 820-30.

Covolan, L., Mello, L.E., 2000. Temporal profile of neuronal injury following
pilocarpine or kainic acid-induced status epilepticus. Epilepsy Res. 39,
133-52.

Craig, A.D., 2002. How do you feel? Interoception: the sense of the physiological
condition of the body. Nat Rev Neurosci. 3, 655-66.

Cruz, A.P., Frei, F., Graeff, F.G., 1994. Ethopharmacological analysis of rat
behavior on the elevated plus-maze. Pharmacol Biochem Behav. 49, 171-
6.

Curia, G., Longo, D., Biagini, G., Jones, R.S., Avoli, M., 2008. The pilocarpine
model of temporal lobe epilepsy. J Neurosci Methods. 172, 143-57.



105

Dallman, H.F., Siedenburg, F., Shinsako, J., 1976. Parachlorophenyl (PCPA)
treatment changes adrenal sensitivity to ACTH. In Vth international
congress of endocrinology. Vol., E. Knobil, ed.”eds., Giessen, Hambourg,
pp. p. 193.

Dasari, S., Gulledge, A.T., 2011. M1 and M4 receptors modulate hippocampal
pyramidal neurons. J Neurophysiol. 105, 779-92.

Davies, S.G., Roberts, P.M., Stephenson, P.T., Thomson, J.E., 2009. Syntheses of
the racemic jaborandi alkaloids pilocarpine, isopilocarpine and pilosinine.
Tetrahedron Letters. 50, 3509-3512.

Davis, M., Rainnie, D., Cassell, M., 1994. Neurotransmission in the rat amygdala
related to fear and anxiety. Trends Neurosci. 17, 208-14.

Davis, M., 1998. Are different parts of the extended amygdala involved in fear
versus anxiety? Biol Psychiatry. 44, 1239-47.

De Kloet, E.R., Vreugdenhil, E., Oitzl, M.S., Joéls, M., 1998. Brain corticosteroid
receptor balance in health and disease. Endocr Rev. 19, 269-301.

de Oliveira, D.L., Fischer, A., Jorge, R.S., da Silva, M.C., Leite, M., Gongalves,
C.A., Quillfeldt, J.A., Souza, D.O., e Souza, T.M., Wofchuk, S., 2008.
Effects of early-life LiCl-pilocarpine-induced status epilepticus on
memory and anxiety in adult rats are associated with mossy fiber
sprouting and elevated CSF S100B protein. Epilepsia. 49, 842-52.

De-Mello, N., Souza-Junior, 1.Q., Carobrez, A.P., 2005. Pilocarpine prevents age-
related spatial learning impairments in rats. Behav Brain Res. 158, 263-8.

Degroot, A., Treit, D., 2003. Septal GABAergic and hippocampal cholinergic
systems interact in the modulation of anxiety. Neuroscience. 117, 493-
501.

Degroot, A., Nomikos, G.G., 2006. Genetic deletion of muscarinic M4 receptors is
anxiolytic in the shock-probe burying model. Eur J Pharmacol. 531, 183-6.

Devinsky, O., 2003. Psychiatric comorbidity in patients with epilepsy: implications
for diagnosis and treatment. Epilepsy Behav. 4 Suppl 4, S2-10.

Dori, A, Oriel, S., Livneh, U., Duek, O., Lin, T., Kofman, O., 2011.
Acetylcholinesterase inhibitor pretreatment alters stress-induced
expression of acetylcholinesterase transcripts in the mouse brain.
Neuroscience. 183, 90-8.

Drever, B.D., Riedel, G., Platt, B., 2011. The cholinergic system and hippocampal
plasticity. Behav Brain Res. 221, 505-14.

Duarte, F.S., Marder, M., Hoeller, A.A., Duzzioni, M., Mendes, B.G., Pizzolatti,
M.G., De Lima, T.C., 2008. Anticonvulsant and anxiolytic-like effects of
compounds isolated from Polygala sabulosa (Polygalaceae) in rodents: in
vitro and in vivo interactions with benzodiazepine binding sites.
Psychopharmacology (Berl). 197, 351-60.

Duarte, F.S., Gavioli, E.C., Duzzioni, M., Hoeller, A.A., Canteras, N.S., De Lima,
T.C., 2010. Short- and long-term anxiogenic effects induced by a single
injection of subconvulsant doses of pilocarpine in rats: investigation of the
putative role of hippocampal pathways. Psychopharmacology (Berl). 212,
653-61.

Duarte, F.S., Duzzioni, M., Hoeller, A.A., Silva, N.M., Ern, A.L., Piermartiri, T.C.,
Tasca, C.1., Gavioli, E.C., Lemos, T., Carobrez, A.P., De Lima, T.C.,



106

2013. Anxiogenic-like profile of Wistar adult rats based on the pilocarpine
model: an animal model for trait anxiety? Psychopharmacology (Berl).
227, 209-219.

Dunn, J.D., Orr, S.E., 1984. Differential plasma corticosterone responses to
hippocampal stimulation. Exp Brain Res. 54, 1-6.

Dutra, R.C., de Souza, P.R., Bento, A.F., Marcon, R., Bicca, M.A., Pianowski, L.F.,
Calixto, J.B., 2012. Euphol prevents experimental autoimmune
encephalomyelitis in mice: evidence for the underlying mechanisms.
Biochem Pharmacol. 83, 531-42.

Duzzioni, M., Calixto, A.V., Duarte, F.S., De Lima, T.C., 2008. Modulation of
anxiety in rats evaluated in the elevated T-maze: evidence of the
relationship between substance P and diazepam. Behav Brain Res. 187,
140-5.

Ellman, G.L., Courtney, K.D., Andres, V., Jr., Feather-Stone, R.M., 1961. A new
and rapid colorimetric determination of acetylcholinesterase activity.
Biochem Pharmacol. 7, 88-95.

Epstein, S., 1972. The nature of anxiety with emphasis upon its relationship to
expectancy. In Anxiety: Current trends in theory and research. Vol. 2,
C.D. Spielberger, ed.”eds. Academic Press, New York pp. 291-337.

Erdogan, F., Golgeli, A., Kiigiik, A., Arman, F., Karaman, Y., Ersoy, A., 2005.
Effects of pentylenetetrazole-induced status epilepticus on behavior,
emotional memory and learning in immature rats. Epilepsy Behav. 6, 537-
42.

Fanselow, M.S., 1980. Conditioned and unconditional components of post-shock
freezing. Pavlov J Biol Sci. 15, 177-82.

Farach, F.J., Pruitt, L.D., Jun, J.J., Jerud, A.B., Zoellner, L.A., Roy-Byrne, P.P.,
2012. Pharmacological treatment of anxiety disorders: current treatments
and future directions. J Anxiety Disord. 26, 833-43.

Faustino, T.T., Almeida, R.B., Andreatini, R., 2010. [Medicinal plants for the
treatment of generalized anxiety disorder: a review of controlled clinical
studies]. Rev Bras Psiquiatr. 32, 429-36.

Feinstein, A., 1970. The pre-therapeutic classification of co-morbidity in chronic
disease. J Chron Dis. 23, 455-468.

Femenia, T., Gomez-Galan, M., Lindskog, M., Magara, S., 2012. Dysfunctional
hippocampal activity affects emotion and cognition in mood disorders.
Brain Res. 1476, 58-70.

Fendt, M., Fanselow, M.S., 1999. The neuroanatomical and neurochemical basis of
conditioned fear. Neurosci Biobehav Rev. 23, 743-60.

File, S.E., Lister, R.G., 1984. Do the Reductions in Social-Interaction Produced by
Picrotoxin and Pentylenetetrazole Indicate Anxiogenic Actions.
Neuropharmacology. 23, 793-796.

File, S.E., Gonzalez, L.E., Andrews, N., 1998. Endogenous acetylcholine in the
dorsal hippocampus reduces anxiety through actions on nicotinic and
muscarinicl receptors. Behav Neurosci. 112, 352-9.

Fisahn, A., Pike, F.G., Buhl, E.H., Paulsen, O., 1998. Cholinergic induction of
network oscillations at 40 Hz in the hippocampus in vitro. Nature. 394,
186-9.



107

Flynn, D.D., Ferrari-DiLeo, G., Mash, D.C., Levey, A.l., 1995. Differential
regulation of molecular subtypes of muscarinic receptors in Alzheimer's
disease. J Neurochem. 64, 1888-91.

Frazier, C.J., Rollins, Y.D., Breese, C.R., Leonard, S., Freedman, R., Dunwiddie,
T.V., 1998. Acetylcholine activates an alpha-bungarotoxin-sensitive
nicotinic current in rat hippocampal interneurons, but not pyramidal cells.
J Neurosci. 18, 1187-95.

Friedman, A., Behrens, C.J., Heinemann, U., 2007. Cholinergic dysfunction in
temporal lobe epilepsy. Epilepsia. 48 Suppl 5, 126-30.

Gale, G.D., Anagnostaras, S.G., Fanselow, M.S., 2001. Cholinergic modulation of
pavlovian fear conditioning: effects of intrahippocampal scopolamine
infusion. Hippocampus. 11, 371-6.

Gale, G.D., Anagnostaras, S.G., Godsil, B.P., Mitchell, S., Nozawa, T., Sage, J.R.,
Wiltgen, B., Fanselow, M.S., 2004. Role of the basolateral amygdala in
the storage of fear memories across the adult lifetime of rats. J Neurosci.
24, 3810-5.

Garakani, A., Mathew, S.J., Charney, D.S., 2006. Neurobiology of anxiety disorders
and implications for treatment. Mt Sinai J Med. 73, 941-9.

Graef, S., Schénknecht, P., Sabri, O., Hegerl, U., 2011. Cholinergic receptor
subtypes and their role in cognition, emotion, and vigilance control: an
overview of preclinical and clinical findings. Psychopharmacology (Berl).
215, 205-29.

Gray, J., McNaughton, N., 2000. The neuropsychology of anxiety. Vol., Oxford
University Press, Oxford.

Gray, J.A., McNaughton, N., James, D.T., Kelly, P.H., 1975. Effect of minor
tranquillisers on hippocampal theta rhythm mimicked by depletion of
forebrain noradrenaline. Nature. 258, 424-5.

Gray, J.A., 1982. The Neuropsychology of Anxiety: an Enquiry in To the Functions
of the Septo-hippocampal System. Vol., Oxford University Press, Oxford.

Gray, J.A., McNaughton, N., 1983. Comparison between the behavioural effects of
septal and hippocampal lesions: a review. Neurosci Biobehav Rev. 7, 119-
88.

Griebel, G., Perrault, G., Tan, S., Schoemaker, H., Sanger, D.J., 1999.
Pharmacological studies on synthetic flavonoids: comparison with
diazepam. Neuropharmacology. 38, 965-77.

Grillon, C., Baas, J., 2003. A review of the modulation of the startle reflex by
affective states and its application in psychiatry. Clin Neurophysiol. 114,
1557-79.

Grishin, A.A., Gee, C.E., Gerber, U., Benquet, P., 2004. Differential calcium-
dependent modulation of NMDA currents in CAl and CA3 hippocampal
pyramidal cells. J Neurosci. 24, 350-5.

Grishin, A.A., Benquet, P., Gerber, U., 2005. Muscarinic receptor stimulation
reduces NMDA responses in CA3 hippocampal pyramidal cells via Ca2+-
dependent activation of tyrosine phosphatase. Neuropharmacology. 49,
328-37.



108

Groticke, 1., Hoffmann, K., Léscher, W., 2007. Behavioral alterations in the
pilocarpine model of temporal lobe epilepsy in mice. Exp Neurol. 207,
329-49.

Hajés, M., Hoffmann, W.E., Orban, G, Kiss, T., Erdi, P., 2004. Modulation of
septo-hippocampal Theta activity by GABAA receptors: an experimental
and computational approach. Neuroscience. 126, 599-610.

Hall, C.S., 1936. Emotional behavior in the rat. I1l. The relationship between
emotionality and ambulatory activity. Journal of Comparative Psychology.
22, 345-352.

Handley, S.L., Mithani, S., 1984. Effects of alpha-adrenoceptor agonists and
antagonists in a maze-exploration model of 'fear'-motivated behaviour.
Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol. 327, 1-5.

Hasselmo, M.E., 1999. Neuromodulation: acetylcholine and memory consolidation.
Trends Cogn Sci. 3, 351-359.

Hasselmo, M.E., 2006. The role of acetylcholine in learning and memory. Curr Opin
Neurobiol. 16, 710-5.

Herman, J.P., Cullinan, W.E., 1997. Neurocircuitry of stress: central control of the
hypothalamo-pituitary-adrenocortical axis. Trends Neurosci. 20, 78-84.

Herman, J.P., Figueiredo, H., Mueller, N.K., Ulrich-Lai, Y., Ostrander, M.M., Choi,
D.C., Cullinan, W.E., 2003. Central mechanisms of stress integration:
hierarchical circuitry controlling hypothalamo-pituitary-adrenocortical
responsiveness. Front Neuroendocrinol. 24, 151-80.

Hoeller, A.A., Duzzioni, M., Duarte, F.S., Costa, A.P.R., De Pieri, C.H., Dos
Santos, A.A., Farina, M., De Lima, T.C., 2011. Pharmacological
validation of the non-convulsive pilocarpine-model of anxiety in rats as
evaluated on the elevated plus-maze and open-field tests. Vol., ed. eds.
8th IBRO World Congress of Neuroscience, Florence, pp. 160.

Hoeller, A.A., Duzzioni, M., Duarte, F.S., Leme, L.R., Costa, A.P., da Silva Santos,
E.C., de Pieri, C.H., Dos Santos, A.A., Aita Naime, A., Farina, M., de
Lima, T.C., 2013a. GABA-A receptor modulators alter emotionality and
hippocampal theta rhythm in an animal model of long-lasting anxiety.
Brain Res.

Hoeller, A.A., Spiga, F., Lightman, S.L., Collingridge, G.L., Bortolotto, Z.A., De
Lima, T.C.M., 2013h. Overactivation of muscarinic cholinergic receptors
leads to long-term anxiogenic responses associated with hippocampal
theta rhythm activity and HPA axis alterations. Vol., ed.”eds. 22nd IBNS
Annual Meeting, Malahide.

Hoffman, D.L., Dukes, E.M., Wittchen, H.U., 2008. Human and economic burden of
generalized anxiety disorder. Depress Anxiety. 25, 72-90.

Holmes, A., Heilig, M., Rupniak, N.M., Steckler, T., Griebel, G., 2003.
Neuropeptide systems as novel therapeutic targets for depression and
anxiety disorders. Trends Pharmacol Sci. 24, 580-8.

Hort, J., Brozek, G., Mares, P., Langmeier, M., Komarek, V., 1999. Cognitive
functions after pilocarpine-induced status epilepticus: changes during
silent period precede appearance of spontaneous recurrent seizures.
Epilepsia. 40, 1177-83.



109

Huerta, P.T., Lisman, J.E., 1995. Bidirectional synaptic plasticity induced by a
single burst during cholinergic theta oscillation in CA1 in vitro. Neuron.
15, 1053-63.

Jackson, M.J., Turkington, D., 2005. Depression and anxiety in epilepsy. J Neurol
Neurosurg Psychiatry. 76 Suppl 1, i45-47.

Jacobson, L., Sapolsky, R., 1991. The role of the hippocampus in feedback
regulation of the hypothalamic-pituitary-adrenocortical axis. Endocr Rev.
12, 118-34.

Jasper, M.S., Engeland, W.C., 1994. Splanchnic neural activity modulates ultradian
and circadian rhythms in adrenocortical secretion in awake rats.
Neuroendocrinology. 59, 97-109.

Jinks, A.L., McGregor, 1.S., 1997. Modulation of anxiety-related behaviours
following lesions of the prelimbic or infralimbic cortex in the rat. Brain
Res. 772, 181-90.

Jones, N.C., Salzberg, M.R., Kumar, G., Couper, A., Morris, M.J., O'Brien, T.J.,
2008. Elevated anxiety and depressive-like behavior in a rat model of
genetic generalized epilepsy suggesting common causation. Exp Neurol.
209, 254-60.

Jope, R.S., Morrisett, R.A., Snead, O.C., 1986. Characterization of lithium
potentiation of pilocarpine-induced status epilepticus in rats. Exp Neurol.
91, 471-80.

Jouvenceau, A., Billard, J.M., Lamour, Y., Dutar, P., 1996. Persistence of CA1
hippocampal LTP after selective cholinergic denervation. Neuroreport. 7,
948-52.

Jung, M.E., Lal, H., Gatch, M.B., 2002. The discriminative stimulus effects of
pentylenetetrazol as a model of anxiety: recent developments. Neurosci
Biobehav Rev. 26, 429-39.

Kalynchuk, L.E., Pinel, J.P., Treit, D., Kippin, T.E., 1997. Changes in emotional
behavior produced by long-term amygdala kindling in rats. Biol
Psychiatry. 41, 438-51.

Kaufer, D., Friedman, A., Seidman, S., Soreq, H., 1998. Acute stress facilitates
long-lasting changes in cholinergic gene expression. Nature. 393, 373-7.

Klimesch, W., 1999. EEG alpha and theta oscillations reflect cognitive and memory
performance: a review and analysis. Brain Res Brain Res Rev. 29, 169-95.

Klinkenberg, 1., Sambeth, A., Blokland, A., 2011. Acetylcholine and attention.
Behav Brain Res. 221, 430-42.

Konopacki, J., Gotebiewski, H., Eckersdorf, B., Btaszczyk, M., Grabowski, R.,
1997. Theta-like activity in hippocampal formation slices: the effect of
strong disinhibition of GABAA and GABAB receptors. Brain Res. 775,
91-8.

Kotecha, S.A., MacDonald, J.F., 2003. Signaling molecules and receptor
transduction cascades that regulate NMDA receptor-mediated synaptic
transmission. Int Rev Neurobiol. 54, 51-106.

Kovécs, K.J., 1998. c-Fos as a transcription factor: a stressful (re)view from a
functional map. Neurochem Int. 33, 287-97.



110

Kubova, H., Mares, P., Suchomelova, L., Brozek, G., Druga, R., Pitkdnen, A., 2004.
Status epilepticus in immature rats leads to behavioural and cognitive
impairment and epileptogenesis. Eur J Neurosci. 19, 3255-65.

Laborit, H., 1988. [The inhibition of action. Interdisciplinary approach of its
mechanisms and physiopathology]. Ann Med Psychol (Paris). 146, 503-
22.

Lacroix, L., Spinelli, S., Heidbreder, C.A., Feldon, J., 2000. Differential role of the
medial and lateral prefrontal cortices in fear and anxiety. Behav Neurosci.
114, 1119-30.

Lamprea, M.R., Cardenas, F.P., Silveira, R., Morato, S., Walsh, T.J., 2000.
Dissociation of memory and anxiety in a repeated elevated plus maze
paradigm: forebrain cholinergic mechanisms. Behav Brain Res. 117, 97-
105.

Lang, P.J., Davis, M., Ohman, A., 2000. Fear and anxiety: animal models and
human cognitive psychophysiology. J Affect Disord. 61, 137-59.

LeDoux, J.E., 1994. Emotion, memory and the brain. Sci Am. 270, 50-7.

Leite, J.P., Bortolotto, Z.A., Cavalheiro, E.A., 1990. Spontaneous recurrent seizures
in rats: an experimental model of partial epilepsy. Neurosci Biobehav Rev.
14, 511-7.

Lesting, J., Geiger, M., Narayanan, R.T., Pape, H.C., Seidenbecher, T., 2011.
Impaired extinction of fear and maintained amygdala-hippocampal theta
synchrony in a mouse model of temporal lobe epilepsy. Epilepsia. 52, 337-
46.

Leung, L.S., 1998. Generation of theta and gamma rhythms in the hippocampus.
Neurosci Biobehav Rev. 22, 275-90.

Leung, L.S., Shen, B., 2007. GABAB receptor blockade enhances theta and gamma
rhythms in the hippocampus of behaving rats. Hippocampus. 17, 281-91.

Li, S., Cullen, W.K., Anwyl, R., Rowan, M.J., 2007. Muscarinic acetylcholine
receptor-dependent induction of persistent synaptic enhancement in rat
hippocampus in vivo. Neuroscience. 144, 754-61.

Lightman, S.L., Conway-Campbell, B.L., 2010. The crucial role of pulsatile activity
of the HPA axis for continuous dynamic equilibration. Nat Rev Neurosci.
11, 710-8.

Lister, R.G., 1990. Ethologically-based animal models of anxiety disorders.
Pharmacol Ther. 46, 321-40.

Little, H.J., 1991. The benzodiazepines: anxiolytic and withdrawal effects.
Neuropeptides. 19 Suppl, 11-4.

Liu, Z., Nagao, T., Desjardins, G.C., Gloor, P., Avoli, M., 1994. Quantitative
evaluation of neuronal loss in the dorsal hippocampus in rats with long-
term pilocarpine seizures. Epilepsy Res. 17, 237-47.

Lothman, E.W., Bertram, E.H., Stringer, J.L., 1991. Functional anatomy of
hippocampal seizures. Prog Neurobiol. 37, 1-82.

Lowry, O.H., Rosebrough, N.J., Farr, A.L., Randall, R.J., 1951. Protein
measurement with the Folin phenol reagent. J Biol Chem. 193, 265-75.

Lépez, J.F., Akil, H., Watson, S.J., 1999. Neural circuits mediating stress. Biol
Psychiatry. 46, 1461-71.



111

Ldscher, W., 2002. Animal models of epilepsy for the development of
antiepileptogenic and disease-modifying drugs. A comparison of the
pharmacology of kindling and post-status epilepticus models of temporal
lobe epilepsy. Epilepsy Res. 50, 105-23.

MacLeod, C., Rutherford, E.M., 1992. Anxiety and the selective processing of
emotional information: mediating roles of awareness, trait and state
variables, and personal relevance of stimulus materials. Behav Res Ther.
30, 479-91.

MacVicar, B.A., Tse, F.W., 1989. Local neuronal circuitry underlying cholinergic
rhythmical slow activity in CA3 area of rat hippocampal slices. J Physiol.
417, 197-212.

Magarifios, A.M., McEwen, B.S., 1995. Stress-induced atrophy of apical dendrites
of hippocampal CA3c neurons: involvement of glucocorticoid secretion
and excitatory amino acid receptors. Neuroscience. 69, 89-98.

Makino, S., Schulkin, J., Smith, M.A., Pacak, K., Palkovits, M., Gold, P.W., 1995.
Regulation of corticotropin-releasing hormone receptor messenger
ribonucleic acid in the rat brain and pituitary by glucocorticoids and stress.
Endocrinology. 136, 4517-25.

Maren, S., Fanselow, M.S., 1995. Synaptic plasticity in the basolateral amygdala
induced by hippocampal formation stimulation in vivo. J Neurosci. 15,
7548-64.

Maren, S., 2001. Multiple roles for synaptic plasticity in Pavlovian fear
conditioning. In Neuronal Mechanisms of Memory Formation. Vol., C.
Holscher, ed.”eds. Cambridge Univ. Press, Cambridge  pp. 77-99.

Marino, M.J., Rouse, S.T., Levey, A.l., Potter, L.T., Conn, P.J., 1998. Activation of
the genetically defined m1 muscarinic receptor potentiates N-methyl-D-
aspartate (NMDA) receptor currents in hippocampal pyramidal cells. Proc
Natl Acad Sci U S A. 95, 11465-70.

Marsh, L., Rao, V., 2002. Psychiatric complications in patients with epilepsy: a
review. Epilepsy Res. 49, 11-33.

Mcdonald, AJ., 1996. Glutamate and aspartate immunoreactive neurons of the rat
basolateral amygdala: colocalization of excitatory amino acids and
projections to the limbic circuit. J Comp Neurol. 365, 367-79.

McEwen, B.S., 2000. The neurobiology of stress: from serendipity to clinical
relevance. Brain Res. 886, 172-189.

McNaughton, N., Sedgwick, E.M., 1978. Reticular stimulation and hippocampal
theta rhythm in rats: effects of drugs. Neuroscience. 3, 629-32.

McNaughton, N., Corr, P.J., 2004. A two-dimensional neuropsychology of defense:
fear/anxiety and defensive distance. Neurosci Biobehav Rev. 28, 285-305.

McNaughton, N., 2011. Trait anxiety, trait fear and emotionality: The perspective
from non-human studies. Special Issue on Anxiety (dedicated to the
memory of Professor Blazej Szymura). 50, 898-906.

Melia, K.R., Ryabinin, A.E., Schroeder, R., Bloom, F.E., Wilson, M.C., 1994.
Induction and habituation of immediate early gene expression in rat brain
by acute and repeated restraint stress. J Neurosci. 14, 5929-38.



112

Mellanby, J., Gray, J.A., Quintero, S., Holt, L., McNaughton, N., 1981. Septal
driving of hippocampal theta rhythm: a role for gamma-aminobutyrate in
the effects of minor tranquillizers? Neuroscience. 6, 1412-21.

Mello, L.E., Cavalheiro, E.A., Tan, A.M., Kupfer, W.R., Pretorius, J.K., Babb, T.L.,
Finch, D.M., 1993. Circuit mechanisms of seizures in the pilocarpine
model of chronic epilepsy: cell loss and mossy fiber sprouting. Epilepsia.
34, 985-95.

Meshorer, E., Erb, C., Gazit, R., Pavlovsky, L., Kaufer, D., Friedman, A., Glick, D.,
Ben-Arie, N., Soreq, H., 2002. Alternative splicing and neuritic mMRNA
translocation under long-term neuronal hypersensitivity. Science. 295,
508-12.

Mesulam, M.M., 1995. Structure and function of cholinergic pathways in the
cerebral cortex, limbic system, basal ganglia, and thalamus of the human
brain. In Psychopharmacology: The Fourth Generation of Progress Vol.,
F.E. Bloom, D.J. Kupfer, ed.”eds. Raven Press, New York.

Meurs, A., Clinckers, R., Ebinger, G., Michotte, Y., Smolders, I., 2008. Seizure
activity and changes in hippocampal extracellular glutamate, GABA,
dopamine and serotonin. Epilepsy Res. 78, 50-9.

Mezey, G., Rabbins, 1., 2001. Usefulness and validity of post-traumatic stress
disorder as a psychiatric category. BMJ. 323, 561-3.

Micheau, J., Marighetto, A., 2011. Acetylcholine and memory: a long, complex and
chaotic but still living relationship. Behav Brain Res. 221, 424-9.

Mohler, H., 2006. GABAA receptors in central nervous system disease: anxiety,
epilepsy, and insomnia. J Recept Signal Transduct Res. 26, 731-40.

Mohn, A.R., Gainetdinov, R.R., Caron, M.G., Koller, B.H., 1999. Mice with
reduced NMDA receptor expression display behaviors related to
schizophrenia. Cell. 98, 427-36.

MONTGOMERY, K.C., 1955. The relation between fear induced by novel
stimulation and exploratory behavior. J Comp Physiol Psychol. 48, 254-
60.

Myhrer, T., 2007. Neuronal structures involved in the induction and propagation of
seizures caused by nerve agents: implications for medical treatment.
Toxicology. 239, 1-14.

Méhler, H., 2012. The GABA system in anxiety and depression and its therapeutic
potential. Neuropharmacology. 62, 42-53.

Mdiller, C.J., Bankstahl, M., Gréticke, 1., Ldscher, W., 2009a. Pilocarpine vs.
lithium-pilocarpine for induction of status epilepticus in mice:
development of spontaneous seizures, behavioral alterations and neuronal
damage. Eur J Pharmacol. 619, 15-24.

Mdiller, C.J., Gréticke, 1., Bankstahl, M., Léscher, W., 2009b. Behavioral and
cognitive alterations, spontaneous seizures, and neuropathology
developing after a pilocarpine-induced status epilepticus in C57BL/6
mice. Exp Neurol. 219, 284-97.

Nagao, T., Alonso, A., Avoli, M., 1996. Epileptiform activity induced by
pilocarpine in the rat hippocampal-entorhinal slice preparation.
Neuroscience. 72, 399-408.



113

Natsume, K., Kometani, K., 1997. Theta-activity-dependent and -independent
muscarinic facilitation of long-term potentiation in guinea pig
hippocampal slices. Neurosci Res. 27, 335-41.

Niewoehner, B., Single, F.N., Hvalby, &., Jensen, V., Meyer zum Alten Borgloh, S.,
Seeburg, P.H., Rawlins, J.N., Sprengel, R., Bannerman, D.M., 2007.
Impaired spatial working memory but spared spatial reference memory
following functional loss of NMDA receptors in the dentate gyrus. Eur J
Neurosci. 25, 837-46.

Nutt, D.J., Glue, P., Lawson, C., Wilson, S., 1990. Flumazenil provocation of panic
attacks. Evidence for altered benzodiazepine receptor sensitivity in panic
disorder. Arch Gen Psychiatry. 47, 917-25.

Nutt, D.J., 2005. Overview of diagnosis and drug treatments of anxiety disorders.
CNS Spectr. 10, 49-56.

Ormandy, G.C., Jope, R.S., Snead, O.C., 1989. Anticonvulsant actions of MK-801
on the lithium-pilocarpine model of status epilepticus in rats. Exp Neurol.
106, 172-80.

O’Brien, J.T., 1997. The “glucocorticoid cascade” hypothesis in man. Prolonged
stress may cause permanent brain damage. British Journal of Psychiatry.
170, 199-201.

Pamplona, F.A., Takahashi, R.N., 2006. WIN 55212-2 impairs contextual fear
conditioning through the activation of CB1 cannabinoid receptors.
Neurosci Lett. 397, 88-92.

Paulus, M.P., Stein, M.B., 2006. An insular view of anxiety. Biol Psychiatry. 60,
383-7.

Paulus, M.P., Stein, M.B., 2010. Interoception in anxiety and depression. Brain
Struct Funct. 214, 451-63.

Pavlov, I.P., 1927. Conditioned Reflexes: An Investigation of the Physiological
Activity of the Cerebral Cortex. Vol., Oxford University Press, London.

Paxinos, G., Watson, C., 1997. The rat brain in stereotaxic coordinates. Vol.,
Academic Press, San Diego.

Pellow, S., 1985. Can drug effects on anxiety and convulsions be separated?
Neurosci Biobehav Rev. 9, 55-73.

Pellow, S., Chopin, P., File, S.E., Briley, M., 1985. Validation of open:closed arm
entries in an elevated plus-maze as a measure of anxiety in the rat. J
Neurosci Methods. 14, 149-67.

Pellow, S., File, S.E., 1986. Anxiolytic and anxiogenic drug effects on exploratory
activity in an elevated plus-maze: a novel test of anxiety in the rat.
Pharmacol Biochem Behav. 24, 525-9.

Pellow, S., File, S.E., 1987. Can anti-panic drugs antagonise the anxiety produced in
the rat by drugs acting at the GABA-benzodiazepine receptor complex?
Neuropsychobiology. 17, 60-5.

Phillips, L.J., McGorry, P.D., Garner, B., Thompson, K.N., Pantelis, C., Wood, S.J.,
Berger, G., 2006. Stress, the hippocampus and the hypothalamic-pituitary-
adrenal axis: implications for the development of psychotic disorders.
Aust N Z J Psychiatry. 40, 725-41.

Phillips, M.L., Young, A.W., Scott, S.K., Calder, A.J., Andrew, C., Giampietro, V.,
Williams, S.C., Bullmore, E.T., Brammer, M., Gray, J.A., 1998. Neural



114

responses to facial and vocal expressions of fear and disgust. Proc Biol
Sci. 265, 1809-17.

Phillips, M.L., Drevets, W.C., Rauch, S.L., Lane, R., 2003. Neurobiology of
emotion perception I: The neural basis of normal emotion perception. Biol
Psychiatry. 54, 504-14.

Phillips, R.G., LeDoux, J.E., 1992. Differential contribution of amygdala and
hippocampus to cued and contextual fear conditioning. Behav Neurosci.
106, 274-85.

Platt, B., Riedel, G., 2011. The cholinergic system, EEG and sleep. Behav Brain
Res. 221, 499-504.

Pollack, M.H., Otto, M.W., Roy-Byrne, P.P., Coplan, J.D., Rothbaum, B.O., Simon,
N.M., Gorman, J.M., 2008. Novel treatment approaches for refractory
anxiety disorders. Depress Anxiety. 25, 467-76.

Porter, R.J., Rogawski, M.A., 1992. New antiepileptic drugs: from serendipity to
rational discovery. Epilepsia. 33 Suppl 1, S1-6.

Power, J.M., Sah, P., 2008. Competition between calcium-activated K+ channels
determines cholinergic action on firing properties of basolateral amygdala
projection neurons. J Neurosci. 28, 3209-20.

Pratt, J.A., 1992. The neuroanatomical basis of anxiety. Pharmacol Ther. 55, 149-81.

Quinn, J.J., Oommen, S.S., Morrison, G.E., Fanselow, M.S., 2002. Post-training
excitotoxic lesions of the dorsal hippocampus attenuate forward trace,
backward trace, and delay fear conditioning in a temporally specific
manner. Hippocampus. 12, 495-504.

Quintero, S., Mellanby, J., Thompson, M.R., Nordeen, H., Nutt, D., McNaughton,
N., Gray, J.A., 1985. Septal driving of hippocampal theta rhythm: role of
gamma-aminobutyrate-benzodiazepine receptor complex in mediating
effects of anxiolytics. Neuroscience. 16, 875-84.

Racine, R.J., 1972. Modification of seizure activity by electrical stimulation. I1.
Motor seizure. Electroencephalogr Clin Neurophysiol. 32, 281-94.

Ramos, A., Berton, O., Mormede, P., Chaouloff, F., 1997. A multiple-test study of
anxiety-related behaviours in six inbred rat strains. Behav Brain Res. 85,
57-69.

Reul, J.M., de Kloet, E.R., 1985. Two receptor systems for corticosterone in rat
brain: microdistribution and differential occupation. Endocrinology. 117,
2505-11.

Rhudy, J.L., Meagher, M.W., 2000. Fear and anxiety: divergent effects on human
pain thresholds. Pain. 84, 65-75.

Richter, M., Schilling, T., Muller, W., 1999. Muscarinic control of intracortical
connections to layer Il in rat entorhinal cortex slice. Neurosci Lett. 273,
200-2.

Rodgers, R.J., Cole, J.C., 1994. The elevated plus-maze: pharmacology,
methodology and ethology. In Ethology and Psychopharmacology. Vol.,
S.J. Cooper, C.A. Hendrie, ed."eds. Wiley, Chichester, pp. 9-44.

Rodgers, R.J., Johnson, N.J., 1995. Factor analysis of spatiotemporal and ethological
measures in the murine elevated plus-maze test of anxiety. Pharmacol
Biochem Behav. 52, 297-303.



115

Rodgers, R.J., Dalvi, A., 1997. Anxiety, defence and the elevated plus-maze.
Neurosci Biobehav Rev. 21, 801-10.

Rogan, M.T., LeDoux, J.E., 1996. Emotion: systems, cells, synaptic plasticity. Cell.
85, 469-75.

Romcy-Pereira, R.N., de Araujo, D.B., Leite, J.P., Garcia-Cairasco, N., 2008. A
semi-automated algorithm for studying neuronal oscillatory patterns: a
wavelet-based time frequency and coherence analysis. J Neurosci
Methods. 167, 384-92.

Rossetti, F., Rodrigues, M.C., de Oliveira, J.A., Garcia-Cairasco, N., 2006. EEG
wavelet analyses of the striatum-substantia nigra pars reticulata-superior
colliculus circuitry: audiogenic seizures and anticonvulsant drug
administration in Wistar audiogenic rats (War strain). Epilepsy Res. 72,
192-208.

Rossetti, F., Rodrigues, M.C., Marroni, S.S., Fernandes, A., Foresti, M.L., Romcy-
Pereira, R.N., de Araujo, D.B., Garcia-Cairasco, N., 2012. Behavioral and
EEG effects of GABAergic manipulation of the nigro-tectal pathway in
the Wistar audiogenic rat (WAR) strain Il: an EEG wavelet analysis and
retrograde neuronal tracer approach. Epilepsy Behav. 24, 391-8.

Roy-Byrne, P., Wingerson, D.K., Radant, A., Greenblatt, D.J., Cowley, D.S., 1996.
Reduced benzodiazepine sensitivity in patients with panic disorder:
comparison with patients with obsessive-compulsive disorder and normal
subjects. Am J Psychiatry. 153, 1444-9.

Rubin, R.T., Mandell, A.J., Crandall, P.H., 1966. Corticosteroid responses to limbic
stimulation in man: localization of stimulus sites. Science. 153, 767-8.

Rudy, J.W., 1996. Scopolamine administered before and after training impairs both
contextual and auditory-cue fear conditioning. Neurobiol Learn Mem. 65,
73-81.

Russel, R., 1964. Extrapolation from animals to man. In Animal behavior and drug
action. Vol., H. Streinberg, ed.”eds. Churchill, London, pp. 410-8.

Salter, M.W., Kalia, L.V., 2004. Src kinases: a hub for NMDA receptor regulation.
Nat Rev Neurosci. 5, 317-28.

Sapolsky, R.M., Krey, L.C., McEwen, B.S., 1985. Prolonged glucocorticoid
exposure reduces hippocampal neuron number: implications for aging. J
Neurosci. 5, 1222-7.

Sapolsky, R.M., Plotsky, P.M., 1990. Hypercortisolism and its possible neural bases.
Biol Psychiatry. 27, 937-52.

Sapolsky, R.M., 2000. Glucocorticoids and hippocampal atrophy in neuropsychiatric
disorders. Arch Gen Psychiatry. 57, 925-35.

Sapolsky, R.M., Romero, L.M., Munck, A.U., 2000. How do glucocorticoids
influence stress responses? Integrating permissive, suppressive,
stimulatory, and preparative actions. Endocr Rev. 21, 55-89.

Sapolsky, R.M., 2003. Stress and plasticity in the limbic system. Neurochem Res.
28, 1735-42.

Schetinger, M.R., Porto, N.M., Moretto, M.B., Morsch, V.M., da Rocha, J.B.,
Vieira, V., Moro, F., Neis, R.T., Bittencourt, S., Bonacorso, H.G., Zanatta,
N., 2000. New benzodiazepines alter acetylcholinesterase and ATPDase
activities. Neurochem Res. 25, 949-55.



116

Schulkin, J., Gold, P.W., McEwen, B.S., 1998. Induction of corticotropin-releasing
hormone gene expression by glucocorticoids: implication for
understanding the states of fear and anxiety and allostatic load.
Psychoneuroendocrinology. 23, 219-43.

Seong, E., Seasholtz, A.F., Burmeister, M., 2002. Mouse models for psychiatric
disorders. Trends Genet. 18, 643-50.

Shinoe, T., Matsui, M., Taketo, M.M., Manabe, T., 2005. Modulation of synaptic
plasticity by physiological activation of M1 muscarinic acetylcholine
receptors in the mouse hippocampus. J Neurosci. 25, 11194-200.

Sklan, E.H., Lowenthal, A., Korner, M., Ritov, Y., Landers, D.M., Rankinen, T,
Bouchard, C., Leon, A.S., Rice, T., Rao, D.C., Wilmore, J.H., Skinner,
J.S., Soreq, H., 2004. Acetylcholinesterase/paraoxonase genotype and
expression predict anxiety scores in Health, Risk Factors, Exercise
Training, and Genetics study. Proc Natl Acad Sci U S A. 101, 5512-7.

Smith, D.J., Taubman, M.A., Ebersole, J.L., King, W., 1982. Relationship between
frequency of pilocarpine administration and salivary IgA level. J Dent
Res. 61, 1451-3.

Smolders, 1., Khan, G.M., Manil, J., Ebinger, G., Michotte, Y., 1997. NMDA
receptor-mediated pilocarpine-induced seizures: characterization in freely
moving rats by microdialysis. Br J Pharmacol. 121, 1171-9.

Soreq, H., Seidman, S., 2001. Acetylcholinesterase--new roles for an old actor. Nat
Rev Neurosci. 2, 294-302.

Spielberger, C., Gorsuch, R., Lushene, R., 1970. Manual for the State-Trait Anxiety
Inventory. Vol., Consulting Psychologists Press, Palo Alto, CA.

Spiga, F., Liu, Y., Aguilera, G., Lightman, S.L., 2011. Temporal effect of
adrenocorticotrophic hormone on adrenal glucocorticoid steroidogenesis:
involvement of the transducer of regulated cyclic AMP-response element-
binding protein activity. J Neuroendocrinol. 23, 136-42.

Steimer, T., 2002. The biology of fear- and anxiety-related behaviors. Dialogues
Clin Neurosci. 4, 231-49.

Swanson, L.W., Kohler, C., Bjorklund, A., 1987. The limbic region. I: The
septohippocampal system. In Handbook of chemical neuroanatomy. Vol.
Vol 5. Integrated systems of the CNS, Part I, A. Bjorklund, T. Hokfelt,
L.W. Swanson, ed.”eds. Elsevier Science, Amsterdam, pp. 125-277.

Swinkels, W.A., Kuyk, J., de Graaf, E.H., van Dyck, R., Spinhoven, P., 2001.
Prevalence of Psychopathology in Dutch Epilepsy Inpatients: A
Comparative Study. Epilepsy Behav. 2, 441-447.

Sylvers, P., Lilienfeld, S.O., LaPrairie, J.L., 2011. Differences between trait fear and
trait anxiety: implications for psychopathology. Clin Psychol Rev. 31,
122-37.

Szyndler, J., Wierzba-Bobrowicz, T., Skérzewska, A., Maciejak, P., Walkowiak, J.,
Lechowicz, W., Turzynska, D., Bidzinski, A., Ptaznik, A., 2005.
Behavioral, biochemical and histological studies in a model of
pilocarpine-induced spontaneous recurrent seizures. Pharmacol Biochem
Behav. 81, 15-23.



117

Tang, J., Gibson, S.J., 2005. A psychophysical evaluation of the relationship
between trait anxiety, pain perception, and induced state anxiety. J Pain. 6,
612-9.

Tang, R.R., Loke, W.K., 2011. Pilocarpine and nerve agents induced seizures:
similarities and differences. In Chemical-induced seizures: mechanisms,
consequences and treatment. VVol., R.R. Tang, W.K. Loke, ed.”eds.
Bentham Science Publishers, pp. 89-106

Tellegen, A., 1982. Brief manual for the Multidimensional Personality
Questionnaire. Vol., ed.”eds., University of Minnesota.

Tilelli, C.Q., Del Vecchio, F., Fernandes, A., Garcia-Cairasco, N., 2005. Different
types of status epilepticus lead to different levels of brain damage in rats.
Epilepsy Behav. 7, 401-10.

Turski, W.A., Cavalheiro, E.A., Schwarz, M., Czuczwar, S.J., Kleinrok, Z., Turski,
L., 1983a. Limbic seizures produced by pilocarpine in rats: behavioural,
electroencephalographic and neuropathological study. Behav Brain Res. 9,
315-35.

Turski, W.A., Czuczwar, S.J., Kleinrok, Z., Turski, L., 1983b. Cholinomimetics
produce seizures and brain damage in rats. Experientia. 39, 1408-11.

Turski, W.A., Cavalheiro, E.A., Coimbra, C., da Penha Berzaghi, M., Ikonomidou-
Turski, C., Turski, L., 1987. Only certain antiepileptic drugs prevent
seizures induced by pilocarpine. Brain Res. 434, 281-305.

Tyrer, P., 1992. Anxiolytics not acting at the benzodiazepine receptor: beta blockers.
Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry. 16, 17-26.

Ulrich-Lai, Y.M., Herman, J.P., 2009. Neural regulation of endocrine and autonomic
stress responses. Nat Rev Neurosci. 10, 397-4009.

van der Staay, F.J., Arndt, S.S., Nordquist, R.E., 2009. Evaluation of animal models
of neurobehavioral disorders. Behav Brain Funct. 5, 11.

Vazquez, B., Devinsky, O., 2003. Epilepsy and anxiety. Epilepsy Behav. 4 Suppl 4,
S20-5.

Vertes, R.P., 2005. Hippocampal theta rhythm: a tag for short-term memory.
Hippocampus. 15, 923-35.

Volpicelli, L.A., Levey, A.l., 2004. Muscarinic acetylcholine receptor subtypes in
cerebral cortex and hippocampus. Prog Brain Res. 145, 59-66.

von Engelhardt, J., Doganci, B., Jensen, V., Hvalby, @., Géngrich, C., Taylor, A,
Barkus, C., Sanderson, D.J., Rawlins, J.N., Seeburg, P.H., Bannerman,
D.M., Monyer, H., 2008. Contribution of hippocampal and extra-
hippocampal NR2B-containing NMDA receptors to performance on
spatial learning tasks. Neuron. 60, 846-60.

Vyas, A., Mitra, R., Shankaranarayana Rao, B.S., Chattarji, S., 2002. Chronic stress
induces contrasting patterns of dendritic remodeling in hippocampal and
amygdaloid neurons. J Neurosci. 22, 6810-8.

Wall, P.M., Flinn, J., Messier, C., 2001. Infralimbic muscarinic M1 receptors
modulate anxiety-like behaviour and spontaneous working memory in
mice. Psychopharmacology (Berl). 155, 58-68.

Wess, J., 1996. Molecular biology of muscarinic acetylcholine receptors. Crit Rev
Neurobiol. 10, 69-99.



118

Wess, J., Eglen, R.M., Gautam, D., 2007. Muscarinic acetylcholine receptors:
mutant mice provide new insights for drug development. Nat Rev Drug
Discov. 6, 721-33.

Wieser, H.G., Epilepsy, 1.C.0.N.0., 2004. ILAE Commission Report. Mesial
temporal lobe epilepsy with hippocampal sclerosis. Epilepsia. 45, 695-
714.

Wittchen, H.U., Jacobi, F., 2005. Size and burden of mental disorders in Europe--a
critical review and appraisal of 27 studies. Eur Neuropsychopharmacol.
15, 357-76.

Wittchen, H.U., Jacobi, F., Rehm, J., Gustavsson, A., Svensson, M., Jénsson, B.,
Olesen, J., Allgulander, C., Alonso, J., Faravelli, C., Fratiglioni, L.,
Jennum, P., Lieb, R., Maercker, A., van Os, J., Preisig, M., Salvador-
Carulla, L., Simon, R., Steinhausen, H.C., 2011. The size and burden of
mental disorders and other disorders of the brain in Europe 2010. Eur
Neuropsychopharmacol. 21, 655-79.

Wollensak, J., Kewitz, H., 1976. [One hundred years pilocarpine in ophthalmology
(author's transl)]. Klin Monbl Augenheilkd. 169, 660-3.

Woods, S.W., Charney, D.S., Silver, J.M., Krystal, J.H., Heninger, G.R., 1991.
Behavioral, biochemical, and cardiovascular responses to the
benzodiazepine receptor antagonist flumazenil in panic disorder.
Psychiatry Res. 36, 115-27.

Woolf, N.J., 1991. Cholinergic systems in mammalian brain and spinal cord. Prog
Neurobiol. 37, 475-524.

Young, S.L., Bohenek, D.L., Fanselow, M.S., 1994. NMDA processes mediate
anterograde amnesia of contextual fear conditioning induced by
hippocampal damage: immunization against amnesia by context
preexposure. Behav Neurosci. 108, 19-29.

Zhu, W., Umegaki, H., Suzuki, Y., Miura, H., Iguchi, A., 2001. Involvement of the
bed nucleus of the stria terminalis in hippocampal cholinergic system-
mediated activation of the hypothalamo--pituitary--adrenocortical axis in
rats. Brain Res. 916, 101-6.

Zimmerman, G., Soreq, H., 2006. Termination and beyond: acetylcholinesterase as a
modulator of synaptic transmission. Cell Tissue Res. 326, 655-69.

Zwanzger, P., Bradwejn, J., Diemer, J., Marshall, R.W., Koszycki, D., 2012.
Differences in saccadic eye movements in subjects at high and low risk for
panic disorder. Curr Pharm Des. 18, 5685-90.

Ohman, A., 1993. Fear and anxiety as emotional phenomena: Clinical
phenomenology, evolutionary perspectives, and information-processing
mechanisms. In Handbook of emotions. VVol., M. Lewis, J.M. Haviland,
ed."eds. Guilford Press New York, pp. 511-536.



119

APENDICE A — Artigo publicado relacionado a tese

DUARTE, F.S.; DUZZIONI, M.; HOELLER, AA.; SILVA, N.M,;
ERN, A.L.; PIERMARTIRI, T.C.B.; TASCA, C.l.; GAVIOLI, E.C,;
LEMOS, T.; CAROBREZ, AP.; DE LIMA, T.C.M. Anxiogenic-like
profile of Wistar adult rats based on the pilocarpine model: an animal
model for trait anxiety? Psychopharmacology (Berlin), 227(2): 209-
219, 2013.




120



Paychopharmacalogy 2013) 7 20R-219
0T 101007 50021301 2-2951-2

121

ORIGINAL INVESTIGATION

Anxiogenic-like profile of Wistar adult rats based
on the pilocarpine model: an animal model for trait anxiety?

Filipe 5. Duarte « Marcelo Duzeiomn «

Adexandre A. Hoeller « Nayana M. Silva+ Andy L. Ern+
Teisade C. Piermartiri+ Carla . Tasea «

Flaine . Gavioli « Tadeu Lemas « Antonie F. Carobrez
Thereza C. M. De Lima

FRecaved: 9 Baly 2012/ Accapied: 9 Decemier 2002/ Pablished anline: 29 December 212

) Springes Verlag Berlin HeideFerg 2012

Albstract

Ratonale There is extensive evidence indicating the influ-
ence of seizures on emotional responses observed in human
and animals, but so far few swdies are focusing on e
hehavioral profile of animals fat do not have seipures
despiie being reated with convulsant agents.

iyfectves We aimed o establish the behavioral profile,
hiochemical, and elecrographic features of rats submited
i the pilocarpine mode] of emporal lobe epilepsy
Merhods Ras mested with pilocaspine (20 @ 350 mgkg,
ip.) that did net develop sis epileplicus or spentanecus
recurrent seizures were evaluated | month later in the ele-
vated plus mare (EFM), T-maze (ETM), open-field (OF),
and step-down avoidance tests. Electroencephalog raphic
(EEG), glutamate uplake, and hippocampal newsonal death
assays were also performed
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Fegulne Pilocampine (150 or 350 mgde) promoted anxiogenic-
like effocts in rmts evalusted in the EPM, ETM, and OF s
whereas only fhe highest dose evoked spike-wave discharges
dring EEG recordings. Hippocangal fhets dhytlm was in-
creased by pilocarpine 150 or 350 me'ke and only the highest
dose reduced the 1 H]-ghitamate uptske and cell visbility
on hippocampal slices.

Comelusons Subconvulsant doses of pilocapine promo
long-lasting alterations on neural circuitry, reflected by an
increased theta activity in the hippocampus snd an anxiety-
like profile of as evalusted | month afer the reatment
which is independent of seizure occurmence and is not relat-
od to changes in glutamate uptake or hippocampal damage.
These results prompt us to aigeest that & sysemic adminiz-
tration of subconvalsant doses of pilocarpine could be use-
ful as a new ol to model rait anxiety in rats.

HKeywords Pilocarpine - Anviety frait - Behavior - Glutamate -
Cell death

Tnstr s ethism

The pilecarpine model has been widely wed o study fhe
newral mechanizms and the cascade of molecular events
involved in the physiopathogenesiz of temposal lobe epilep-
sy (Cavalheiro 1995; Leite et al. 1990; Torski etal. 1983a,b,
1984). When administered &t high doses (=300 mg'ke),
pilocarpine, a non-selective cholinergic agonia, promotes
epileptic-like episndes and elecroencephalographic (EEG)
post-discharges which are crescent in duration, complexity,
and spread, sesulting in & generalized motor crisis (surus
asmilepticus, SE) over the course of 24 h, a seimure-froe
period of dhout 15 days, followed by a chronic condition
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chararterized by spontanecus recurrent seizures (SRS) that
way persist for months (Leite et al. 1990; Cavalheiro et al.
1941} memm:hwrwu]eddmpuhcipum mm-

alesations with the behavioral changes. The hippocampus
was elected as fhe area of interest because this seizure-
prone region of the brain is recognized & being involved

o5 3 rise in glutamate levek in the hipp o

by the eccurrence of sizures which may be triggered and
maintained by the activation of M1 and NMDA re
nespectively l'Naganeul 1994, &mﬂdu'sstt] 1997,

There is als evidence indicating fhe influence of
seizures on emotional regponses in human beings (Devinsky
2004; Jackmon and Torkinggon 2005) and in animal models of
epilepay (Adsmes etal 2005; Cardoae et sl 2009, Dos Santes
et al. 2005; Kalynchuk et al. 197, Szyndler et al. 2005).
Amiety is the most commnon ical dizorder among
people with epilepsy (Beyenburg et al. 2005), alhough the
Mnufﬂiehnuiﬂldmuﬂnphﬂwmndmmmdmd-
usl patholegical condi ins poory und d (Haut
et al 2007). In redents, the anxiogenic-like consequences
of electrical kindling in lmbic structures (Adamec 1990;
Adamec and Morgan 1994; Helfer et al. 196, Kalynchuk
etal. 1997; Hannesson et al. 2005) and of pilocarpine-induced
seizures were dlmeady documentd (Detour et al. 2003;
Giriiticke et al. 2007).

A pilot study carried out by our ressarch group revealed
fhat rae which did not show SE after the injection of 2 high
dose of pil ine—a eviously obaerved by
Turski et al. (1987), Melle et al. (1993), Cavalheiro et al
{1994y —showed an mxiogenic-like profile when evahaed
in the elevaed phs maze (EPM) test | month after. Such
results brought up challenging isues since most investiga-
tors have focused their work on the generation and spread of
sizures involved in these events and, o far, no attention has
boen paid to the behavioral changes observed in rak treated
with lsamt doses of pdl that did not present SE
andior SRS

Recently, cur research group showed that rats receiving
subconvukant doses of pilocarpine (150 mekg) presented a
clear long-lasting amxiogenic-like profile when tested in the
EPM, persisting for up © 3 months afier the single systemic
injection of pilocarpine (Duarte et &l 2010). Our prelimi-
nary data prompied us to evaluate the behavioral perfor-
mance of mats treated with a high dose of pilecarpine
{350 mg/kg) but which did not present SE or SRS | month
after the treatment, in different experimental approaches to
evaluate anxiety-like behavior [EPM, the elevated T-mare
{ETM), and the open-field tests (OF)). Subconvalsant doses
of pilecarpine (20 and 150 mgkeg) are also evalusted in fhe
present study in order to betier characterize this phenome-
non. The sep-down aveidance tmk was wed to evalae

ive ch induced by pilocarpine on aversive mem-
ary that could be underlying fhe anxiogenic-like profile. In
ddition, the i of the pilecarpine injection on
ghitamate uptake and cell viahility on hippocampal slices of
trested rats were also studied in aterpt to comelate any

s
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in e regulation of the brain excitability and has pivotal
functions in affective and memory disturbances (Gray and
McNaughton 1983).

Material and methods
Animale

Adult male Wistar rats were housad in groups of four
amimals per cage and kept in a reom with controlled tem-
perature {2242 *C) and a 12-h light/dark cycle (light on at
T00 am), with food and water ad libitem, exeept during fhe
experiments. Rats were allowed o adapt to the laboratory
conditions for at least | week before the begiming of fhe
behavioral experiments. Each snimal was wed just onoe.
All experiments were conducted in accordance with the
principles of ethics and animal welfare recommendead by
the Brapilian Law (# 11.794—8 October 2008) and fhe
experimentsl protoccls were appeoved by the Federal Uni-
versity of Santa Cataring Animal Care and Use Conmitos
{# 23080.001 156/ 2001-50UIFSC).

R "
El ; ) g8

The electroencephalegram (EEG) was recorded using a
polygraph digital system (BIOPAC System, MP-100¢
WEW, Inc). Signals were amplified 20,000 and filtered
hrough a built-in 60-Hz notch filier, digitized at a mopling
rate of 256 Hz and recorded using the acquisition software
ACQEnowledge® version 3.2, EEG baseline recordings
were asesaed for 20 min before the injection of pilocarpine;
EEG recordings were then re-started forup to 4 hdaily over
e course of 1 month besides continuows 24 h recordings
which were carriad out immnediately after the treatment and
1 month later. Digital video recordings were made with &
webcam (Drbit Logitech Quickeam™) located inside fe
Faraday cage and fhe animals’ behavior was sivultaneously

ded (for detailed i ion on surgery and proce-
dures, see Duarte et al. 2008).

Drugs and treatment schedule

Pilocarpine hydmchloride (Merck SA, Brazil) and methyl-

amine beomide (RBIL USA) were dissolved in saline
(NaCl 0.9 %) immediaely before expeniments and injeced
at a constant volume of 1 mV 1000 g. Pilocarpine (20, 150,
or 350 mokg) was intapenitoneally (ip.) administered,
preceded by methylscopolamine bromide (1 mgfkg),
injected subcutnecusly {sc) 30 min before in order to
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prevent the peripheral cholinomimetic effects of pilocarpine
{Leite et al. 1990; Cavalheiro et al. 1991). The contral group
was represented by animals treated with methylscopolamine
{sc)and a saline injection {ip.) 30 min later.

Behavioral assays

All behavioral expariments ciied below were carried out
between 1:00 and 500 pm and the sessims were recorded
using & video camers {GeoVision Ine. GV-R00 system,
Taipei, Taiwan).

Elevated plus maze

The EFM was made of clear Plexiglas and consisied of
two opposed open arms (3010 om) and two opposed
enclosed amns (30 10=30 cm) mounted &t an angle of
¥, all facing a central platform (10% 10 cm), elevaied
50 em from the flor, To prevent fallz, de ope ams were
aurrounded by a l-cm high acrylic rim. The WL
placed in a small room lit by a 15-W red light which
provided 3 Ik in both the open and enclosed arms. Each
rat was used only once and was placed individually en fe
central platform facing an enclesed amm. The frequency of
entries inte eifier open or enclosed amms a5 well & the
fime spent in each arm iype weme latively ded

and the time tsken to fully enter into the enclosed arm was
nmeasured (escape, ESC; Zangrossi and Graeff 1997). The
mare was cleaned with wet (ethanol 10 % viv) and dry
clofs between sessions. Any animal that fell off fhe mare
was excluded from the experiment

Open-field

The st was carried out in a large arena made from whie
Plexiglas with white walls 40-cm high. The floor of 100=
100 em was divided—by black lines—into 25 squares of
2020 cm. The illumination in e test room was controllad
using a red light bulk to provide about 3 Ix inside fhe
apparatus. Each rat was placed in the center of the OF and
its behavior was recorded for 5 min. The variables observed
were! time spent in the peripheral (adjacent o fhe walls) and
central (away from the walls) aress plus the number of
peripheral and central squares crossed (Ramos et al. 1997).
The field was @eroughly clesned with 10 % of ethanol
solution between seasions,

Step-down avotdance fask

The sep-down aveidance tak was parformed in a Plexigls
box (30%20=20 cm) with a floor consisting of parallel

{in seconds) for § min (Pellow et d. 1985). Ethological
P such a5 ungp d head-dipping (uHD), open-
amms end activity (OAEA, number of fimes the rat reached
the end of an open arm), protected stretch-attend postures
(PSAF), and rearing were ako recorded to increase fhe
mensitivity of the test {Cole and Rodgers 1994; Rodgers
and Dalvi 19970,

Elevated Tomaze

The ETM was made of wood and consists of theee elevaied
armz of equal dimensions (5010 am), ene of which fea-
twred $0-om high walls and was oriented pespendiculary to
the two opposed open arme. To avoid falk, the open arms
were susounded by a 1-om high acrylic rim. The whole
apparatis was elevated 50 em above the floor and lighted by
a1 5-Wredlight Esch rat was placed at the distal end of de
enclosed srm of the ETM and the time required o leave e
arm with all four paws was secorded (BASELINE). After
fhe enclosed arm exit, the animal was allowed to frecly
exploge the mare for 10 s after which it was gendy with-
drawn from the maze and placed inzide a polypropylene
cage (3I0=20 15 em) for 30 & The animal was returnad to
e end of the enclosed arm for two suceessive riak and the
time that el hefore it left fe amm was recorded again
(AVOID 1 and AVOID ). Thirty seconds after AVOID 2,
the animal was placed at the distal end of the left open arm

inless-siel bars (1 mm diameter) spaced | cm apart
(Tnsight Ltda., Ribeidio Prew, 5P, Brazil), A platform
(2082 1.5 cm)) was located on the floor up against the right
wall. Animals were placed on the platform and the latency
o step down anto the grid with all four paws was messured
with anaumatic device. During the single training session,
immediately after siepping down onto the grid, animals
received 4 0.3-mA, 2.0-5 serambled foot shock. During test
sessions, no foot shock was applied and fhe sep-down
latency was used as a measure of reention (cunff point,
180 21 The test sesmions were evaluated at 5 & 1.5 b, and
24 b after the training (Baros et al. 2005) and lighted by a
15-W red light.

Biochemical assay
o Hj-Glutmmaw upuke

Rat were killed by decapitation and the entire hippocampus
were spidly removed and placed in jceceld KrebsRinger
bicarbonat buffer (KRB) with de following composition:
122 mM NaC1, 3 mMEC], 1.2 mM MgS0y, 1.3 mM CaCly,
0.4 mM EHaPOy, 25 mhd KaHOOs, and 10mM n-glucose.
The buffer was bubbled with 95 % Oy,-5 % 00, up o pH
T4, Slices {04 mm thick) were quickly prepared using a
Mellwain Tissue Chopper, separated in KRB at 4 °C and
allowed to recover for 30 min in KRB at 37 2C (Oliveira ot
al. 2002). Glutamate uptske was deermined as previously

B ager
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described (Molz et al. 2005). Briefly, afier incubation, hip-
pocangal slices were washed for 15 min at 35 °C in a
Hank's bal d salt selution (HBSS), composition in milli-
molars 1.29 CaCly, 136.9 NaCl, 5.36 KO, 065 MgS0,,
027 NayHPOy, 1.1 KH3POy, and 5 HEPES. Upiake was
assessed by adding 0.3 uCifud of H’H}g]mme, with
100 ph unlabeled gl wasg d after
T min by two icecold washes with 1 ml HBSS followed by
the addiion of 0.1 % NaDHA.01 % SDS. Aliguots of slice
Tysates were uloen for determination of the intracellular
o ntent o‘f :|.-[ H]-gl utamate Iry scintillation counting.
Soddi db dent uptake was ds ined by using cho-
line dl]onde insiead of sodivm chloride. This unspecific
sodivm-independent uptske was subtracted from the total
uptake to obtsin the specific sdivm-dependent glutarae
upiake. Results were obtained in nanomoles of 1] H]-gh-
mmak talen up per milligam of pro®in per minuie. Spe-
cific L"H}-glutamate uptske in control hippocampal slices
wak 0. 043-+0.004 nanol/mg proteindnin. The proin content
was quantified by @ method of Lowry (1951) and bovine
serum albumin was used as standard.

Evaluaton of cell viabiling

Cell wishility was established via the ability of celk to
reduce 3-(4,5-dimethy lthizzol-2-y1)-2, 5-diphenylte trazo-
liwm bromide (MTT, Sigma) (Mosmann 1983). Hippocam-
pal slices were incubated with MIT (0.5 mginl) in KRB for
30 min a 37 *C The tetrarolivm ring of MTT can be
cleaved by active ddlyﬁ'ngunxesjnmdumpmdlma

ipi The fi produced was solubi-
hudby:ddmglm ul dimethyl sulfoxide, resulting in a
oolosed compound measured by ELISA (550 nm).

Experimental procedures

In experiment 1, after 30 min of habitustion, a 20-min
baseline record was obtained prior & treatment. Rats then
received methybeopolamine (1 mglkg) 30 min before pile-
carpine {20, 150, or 350 mg'kg) or 2 saline injection, fol-
lowed by the behavioral and electrographic recordings,
carried out for up to 1 month (4 hiday). SE was defined by
ihe incidence of bofh EEG and behavioral seizure activities
lasting af least 30 min.

In experi 2, rats d five same amd wene
behaviorally evaluated in the EPM or ETM tests | month laer
For the behavioral evahstion, animak which did not develop
any behavipral features of SE (ie., skinesia, facial sutoma-
s, limbic seizures consisting of forelimb clonus with rear-
ing, salivation, masticatory jaw movements, and fallshor SRS
were included in fhe group with fhe highest dose {350 mgfkg).

In experiment 3, sminals eceived methylscopolamine
{1 mgkg) 30 min prior to pilocarpine {150 or 350 mgke)

@ Bmtage

or saline injections and, 1 month laer, were behaviosally
evaluaied in the OF orstep-down avoidanos tests At the end
of the experiment, fhe animals were killed in order to
parfarm the biochemical evaluation (experiment 4—hippo-
campal glummak ransport and cell viability). See Fig. la
for detailed information regarding the trestment schedule.

Statisfical analysis

Data from EPM, ETM, step-down avoidance, and OF tests
a5 well as biochemical parsmeters and EEG quamtitative
analysis were presented as mean+S E M. and evahaied by
one-way analysis of variance (ANOWVA) followed by a post
o S tudent-Newman—K euls” st for multiple conparnisons,
wilh treatment & the oaly independent variable. A time—
frequency spectral analysis using wavelet transform was
performed on the EEG traces to evaluate the effects of
pilocarpine {150 or 350 mgkg) in rais recorded | menth
after the trestment. Frequencies betwem 3 and 40 Hz were
analyzed in 0.z froe.seizure epochs (30 sanples seleced
during quiet behavior from 1-h recerdings). In these
epochs, the valwe of the most prominent frequencies was
calcubued (Fl; the frequency with the highest power (in
square microvols per hentz) present at least 30 % in fhe
se]amed epoch). Wavelet analysis was conducted in EEG

from ACQKEnowledge software to a Mat-
lab {v. 6.5 RI13 Mathworks, Inc, MA, TUSA) moutine
(Romcy-Pereira et al, 2008; Rossetti et al, 2012). Dam
from siep-down aveidance and T-mave tests were inifially
submitied @ Levene's test for homoegeneity of variance;
where Levene's test yielded significance, the reaults were
log-1r d and d for b ity of vari-
anoe before being subjected © one-way of repeated meas.
ures ANOWVA followed by the pest hoe Student-Newman—
Keols' test. Differences wene considered to be significant
when p=0.05, All statistical analysis were performed using
fhe software Statistica® 6.0 (StaSoft Inc, Tuka, OF, USA)
and the graphics were drawn wifh the GraphPad Prism
version 4.0% software.

Results
Experiment | EEG activity and general behaviors

No behavioral ch or EEG ab lities were observed
in rats treated with the lowest dose of pilocarpine {20 mg/ke).
Pilocarpine, at 150 mg'ke, rendered light salivation and
pileerection immediately after the injection. These effects
subsided within the following 30-45 min when the behavior
was indistinguishahle from that cheerved in the contral group.
The typicsl EEG pattern induced by pilocarpine at 20 o
150 mg'kg was comprised of desynchronized cortical (Ay)
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Kealk' tesi)

Immedistely after the injection of the highest dose of
pilocarpine (350 mg/kg), rats showed akinesia, ataxic lurch-
ing, mouth awomatizmn, faee-washing, vibrissae-twik hing,

) Bwinger
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and mild salivation. These symptoms pesisted wp @ 1 b
after fhe weatment before subsiding graduslly over the next
2 h. EEG tracings comprised a hippocampal thets dhythm
auperingosed on the background activity 10 min later, fol-
lowed by e appearance of isolaed spike discharges in fhe
hippocampus progresively spreading to the cortical area
Thiz led to high-voltage fast activity with spiking in the
hippocampus and cortex, becoming synchronized and evok-
ing inennittent bursts of high-volage fast pelyspiking ac-
tvity 3080 min later (Fig. 1B Altheugh these animals
presented typical elecirographic seizures, none of them de-
veloped SE or SRS,

One month after e treatment, oaly the animals given the
highest dose of pilocarpine (350 meke) showed brief dis-
charges with inemediate-amplitude spikes on the EEG
wracings (Fig. 1b) Fusthermore, these animals exhibied
spike—wave discharges of high amplitude (similar o thoee
obsrved inmediately afer the injection of pilocarpine &t
e same dose) but epileptic-like behavior were not recog-
nized during daily visual and EREG recordings aceompanied
by an unaltered behavior profile (normal exploratory,
grooming, rearing, and locomotor activities) diring daily
recordings. In sharp contrast, animals reated with 150 mg’
kg of pilocarpine did not present any EEG changes
epileptic-like episodes in e EEG tracings (Fig. 1B). How-
ever, EBG quantitative analysiz shown that both doses of
pilacarping (150 or 350 mp'kg) ncreased he incidence of
et range (F1 oacillation) in the hippocangpus (FIL35T=
3522, P=0.0001) when comparad to the control group and

L. hm-
!!n- .EETI-
H - H -
3 §
I!. L - i!-
L £ o
L d 2
. i |
' |
l &
[
o ol

Fig. I Effecs of pibeapine (Pds, 30, 130, or 350 mgfeg, ip ),
1 manth after tmasment, on the behavior of nts evalaaed in the
devaied plus-maze test, moorded for § min. Time spent inopen Fms
(@) eniry indo e apen anms (h), anprotected head-dipping (<), and
prasected steschoasend postares (d). Fach value repmsents die meand

0 Brtage

pilecampine-treated groups whereas no differences were ob-
served in the cortical area (Fig. 1c).

Experiment 2: EPM and ETM

As shown in Fig. 2, administration of pilocarpine at the doses
of 150 or 350 me'keg, but not at 20 mghe, significantly
reduced the time spent (Fig. 2a; F{3,53)=14.09; P=0.01)
and the entries intn fhe open amms (Fig. 2b; F{3,53)=16.04;
P=0001) a2 well as the uHD (Fig. 2¢; F(3,53)=7.22 P=001)
and the DAEA in the EFM (Table 1; F{3,53=29.55, P<0.01)
whereas increazing the pSAP (Fig. 2d; F{353)=192.3%;
P01 when comparedto the contral group. The entries into
fhe enclosed amme and rearing behavior were nat altered by
any treament | Table 1; P=0005).

Figure 3a illstraes the effecs elicited by fe injection of
pilocarpine on a rat's avoidsnce behavior of exploring the open
anre of fhe ETRL. The ANOWA showed significant diferences
for fhe repeaied measures [F{2 B4)=43 60, P00 ], treat-
ment [F{342)=1431, P<0.000001], and repeated measures *
weatmnent factors [F6,84)=3.16, P=0.01] in the laency to the
inhibitory aveidance behavier Latency was significantly in-
creaved in AVOID | and 2 inrelstion to baseline messuremens
(Fig 3a, P=0.05) in the control and pilocarpne (20, 150, or
350 mp'ke) growpa. The poat hoe test showed that fhe acquisi-
tion curve of inhibitory avoidance for the pilecampine 150 mg'
kg group was significanty steeper in frials AVOID | and 2
(P=0.001) and in the 350 mgdkg groupin he baseline, AVOID
1 and 2 triaks (P<0.0001) (Fig 3a). However, ERC latency was

[ Gortred
O Pla 20
O Pis 160
H Fio 350 mgiy

SEM. of 11-17 animals. *P<0.05 ar **P=0.01 as compared to
comtmal and *P< 005 as compred @ Pila 150 mgkg goup (all com-
pasizons wem made by ANOVA Bllwed by de 3fadmi Newman
Keals' test)
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Tahle | Effects of pilocarpine (20, 150, or 350 mgk gz, ip.) on sevenal bebaviom] pammeters observed of die ekvated phas maze test in rats

evalmsad | mordh after the measment

Traments Parameters

ip. (mg'kg) Diomes W EEA AEA REA
Cominal 17 5914042 4114033 12102073
Pila puii ] 1z 4 5T043 3754043 13 144204
Fila 150 n 6362091 10940, 25% 16145
Fila 50 17 S350 0240 26% 1115160

Fach value mpresents e meand+S EM. for 1117 animaks (V). Dot were anahered by onewaay ANOVA flkarad by die Stadens Newman

Keals' test

Piia pilocampine, EEA entries on enchoaed ams, OUEA open-arms end acdiviey, REA maning

P01 m compared #o control gromp

not alerned after the administeation of different doses of pilo-
carpine (Fig. 3b; P=0.05).

Experiment 3: open-field and step-down avoidance sk

Treatment with pilocarpine {150 or 350 mgkg) reduced fhe
time spent in the central area (F2,21)=5485, P<0.05 and
P<0], respectively) and the number of central squares
crossed (F(2,21)=636, P<0.05 and P<0.01, respectively)

a
- = Coural
| 1 Plo A mgig
=1 Plo 150 mofg
B Pl MR mghg

E-
I

b
-

E =

E
E
i
-

Fig. ¥ Effecs of pikcarpine (Pdo, 20, 150, or 380 mgfig. ip.)
1 momth afier the reament, on the baseline and avoidance (AVOID 1
md 2} (a ) iaks in rats evakated in the elevated T-maze. Fscape hisncy
b} was measared 30 5 afler he inhibitory avoidince tmining. Barr
mprezent the man 43 M. of 10-14 animals. **P=0L01 a5 comparad
0 comirol gmoap (all comparisons wesr made by one-way or repeated
measwres malysis of variace (ANOVA) Blkwed by ®e post Boc
Studern- Newman-Keak' sest)

in the OF test {Table 2). These effects wene not accompa-
mied by changes in locomaotion (P=0L05, total number of
cromed squares). Additionally, the ANOVA test did not
revedl any significant effects of fe pilocarpine frestment
on the sep-down latencies eifer during the training or test
sessions (F=0.05; Table 2).

Experiment 4: ghitamate uptake and cell vishility

Oaly the highea dose of pilocarpine (350 me/ke) was able to
reduce e ghitsmaw uptke (Fig. 4a; F{2, 8755, P<0.05)
and the cell viability (Fig. 4b; F(2,B)=20.00, P<0.001) in
hippocampal slices of s processed 1 month afier trestment.

Discussion

The present study aimed o investigate the electrographic and
behavioral effects, as well asﬂh:l.-[‘H]—ghnaunm.:umakc amd
e cell viahility in hippocampal slices, elicied | month afier
fhe treatment with increasing doses of pilecarpine (20, 150,
and 350 mg/ke, i p.) in rats Only animals that did not develop
SE andior SRS during that peried of fme sfter he single
systemic injection of pilecarpine were iested.

Intraperitoneal injoction of pilocarpine in rsts =300 mgle)
induces hehavioral and electrographic alterstions which re-
semble temporal lobe epilepsy in humans (Curia et al
2008). Although the cument study only evahusted rats which
did not develop SE or SRS up to | month afier fe injection
of pilecampine, some behavioral changes were observed in
fhe first hows after fhe trestment with the highest dose
(350 me'ke) such as amxic hrching, moud swbanatiom,
face-washing, vibrismss-twiching, snd mlivation Additon-
ally, EEG mcordings showed high amplinde sharp wave
discharges in bofh hippocarpus and coriex fhroughout the
recordings, but no epilepticlike pattern were observed
1 month afier the reatment.

B Brlage
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Tahle I Effects of pilecarpine (150 or 350 mg'g. i p) on de belaviomal parameters observad in e apen-field and ssep-down avaidancs tests in

=5 evakmted | mond after the seamment

Open-field Step-dowm avoidance usk
Teatmends Pammeters Parameten
ip (mgkg) Thses N TSC CSC TL Tazal i |57 ] kb
Cameal & MRR4D S 1335401 52 71384782 TLIE46 00 5108421 975142829 5136981
Fika 150 & 14 ERaD 85 B 754045 T0.T549.19 S614207 G1ZTERE 23 903942198 TIRIL2307
Fik ] B I325al4R% T124149%% @ 13I1R5 11552836 92S01aM6 N4 IZE2IA35T4 SRIWEISRD

Fach vatse repmsents tie meandt 5 EM. for sight animals (W) Data from de open-field and step dowm avoidance sess wem analyzed by one-way
ARONVA follo wed by e Stadent- Newman- Keaks' test. In e step-down avaidance task | e behavioral variables represent the step-down hiencies

i hasaland 5 5, 1.5 b, and 24 bafier taiming

Puo pilocamine, TSC tme spent in the cenwral arm, (50 contm] squres croased, 71 tonl locomaotion

Pl 0; **P< 001, compared 8 conimal gromp-

Anxiety test batteries are commonly used do investipate a
working hypothesis, which are thought to reflect distinet
facets of emotionslity and alo to provide 3 mone seliable
picture of an animal's emotfonsl reactivity (Ramos 2008)
Here, we wied the EFM, ETM, and the OF tests in arder to
evaluste fhe anxiety-like behavior in pilecarpine-treated rafs
In the EFM, our results showed an anwiegenic-like profile

1 Ganral
B Fik 150 moky
W ik 320 ek

GABINES LBk
mg protain
£
i)

o

-]

% of cellular vizbility

Fig. 4 Effecs of pilccarpine (P, 150 or 350 mgfhg, ip ) | marh
after te sertment, on ghetenmate wptake (@) md cell viakilisy th) in
hippocampal slices fom ns Gheamate mpeake i expressed as rano-
mokes of L "H]}ghtimae taken up per milligrem of poiein per
minte, ;i cell vishility expressed as pescenéage af comtral in which
the dashed e represents the mean of the vakes for comm] mimak.
Eaxch wvaks repmsents the meant 8 EM. of eight animals per group.
AP 0f or 4P=00] & compamd % comm] values and P05
& compamd o Filo 150 mg'kg group (all comparisons were made
by ANOVA fallowed By #ie Stadent-Newman- Keals' test)

@ Niage

induced by the highes dose of pilocarpine (350 mg/ke), as
noded in four distinet behavieral messures: time spent on and
entries imto e open amns plus two etological parameters of
risk assesament (UHD and pSAF). Additonally, fe long-
lasting effocts caused by this trestment seem & be specific
sinee they did not alier the number of entries into the enclosad
amns of the EPM, a parameer well-known to reflect fhe
locomotor activity of rodents {Wall and Messier 2000). Sim-
ilar results inothe EPM st were found after the treatinent with
a nof-comvilsant dose of pilecarpine {150 but not 20 mg),
confirming previous results (Dusarie ot &l 20100,

The ETM apparatus, en the other hand, provides informa-
tion on fhe different types of anety, permitting the measure-
ment, in the same animal, of two kinds of aversively
motivated behaviors (inhibitory svoidance and one-way es-
cape) (Graefl et al. 1993, Zangrossi and Graeff 1997, De
Mello and Carobrez 2002). Although EFM and ETM show
structural similarities, EPM evaluates a minture of aveidance
and eacape from the open amms whereas ETM allows the
examiner to distinguish between both defensive behaviors
(Pinheiro et al. 2007). The higheat dose of pilecarpine in-
creased fhe baseline, avoidance 1 and 2 but did not alter the
eacape performance, sugpesting an anviogenic-lke effoct
sinoe avoidance behaviors are asspciated with a general anx-
dety status and the latency © escape is thought to be related to
panic disorders (Zangroas and Graeff 1997, Pinheiro et al
2007 As chaervedin the EPM iest, similar results were found
after the freatment with a nm-convulsant dose of pilocanpine
{150 but not 20 mgkg).

In agreement with these findings, pilocarpine also pro-
mated an anviogenic-like effoct in the OF test, 3 evidenced
by a significant reduction of time spent in fe central area
and in the number of central squares crosed, whereas the
murber of peripheral squares crossed was not changed. The
central-square exploration in the OF test represents a mea-
surement related to the anviety levels experienced by
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rodents, wheress the exploration of peripheral areas iz relat-
ad te spontanecus lecomotion (Ramos et al. 197),
The cholinergic and glutsmatergic system ane also imvolved

in leaming and memory p and any disturh elicited
by pilocarpine on thee i could pro-
duce behaviorsl impai - imals were evalused in

averal mx{'lhmnleta]_ 1994 Nagao etal. 1996; Smolders et
al. 1997, Our resulis showed that fvere was no change in the

ive memery f of rts evalusted in the sep-down
avoidance and ETM ®ats | moth after a single injectiom of
pilocarpine {150 and 350mgfkg). Thisfinding izin accordance
with a previcus work showed that leaming shilifies are pre-
served in pilocarpine-trested rats that did not develop SE
(Mieminen etal. 1992; De Mello et al. 2005).

It is suggested fhat theta rhyfhm iz invelved in sevut]
physickgical like 1 ing, memory,
and meural plasticity {Klimesch, 1999; Vertes, 2005).
MeNaughton and Gray (2000) have proposed that fhe thet
rhythm in the septo-hippocampal system is involved in fhe
modulation of anxious sttes, sinoe lesions of the sepio-
hipecanpal region and/or anxiolytic drug administration
inte it inhibit rat hippocampal thets activity (Gray and
McNaughton 1983). In the present work, we showed that
rats that not showed SE | month after the pilocaspine
wreatment {150 or 350 mgpkg) presented a higher incidence
of the frequency oscillations (F1)in the CA; hippocampal
region when compared to e conirel group. Additionally,
the increased eacillations in fhe theta band were more pro-
nounced in rats treaied with pilocarpine at 150 mgkg than
the 350 mg'ke dose, suggesting that epileptic-like events
obarved | month after the injection of the higher dose of
pilocarpine may differendy affect the septo-hippocampal
function by sltering the hippecampal theta activity ower
anxiety staies regulation.

Besides the absence of seizure-related episodes observed
in the EEG recordings in rats treated with pilocaspine
{150 mgke), evidence from the literature also supports
fe hypothesis that fhe behavioral effects observed are not
due to silent seizures. In fact, Dos Santos et al. (20035) have
shown that adult Wistar rats treated with pilocarpine
{320 mgfkg), in which spontanecus recurrent seizures were
not detected (but presenting silent seizures), displayed
anxiolytic-like effects in the EFM ®at In the same line,
Cardoso et al. (2009) have recently shown that Wistar rats
treated with pilocarpine (350 mg'kg), which display pro-
longed status epilepticus, showed less anxiety- like behavior
when evalusted in the open-field and EPM tests. Addition-
dlly, a similar anxiolyticlike behavior has also been ob-
served when rats were subjected to lithium-—pilocarpine-
induced spontanecus recurrent seizures (Szyndler et al.
2005). Thus, based on the liersture, the administration of
pilocarpine (at doses which canses seizures—silent or nof)
evekes anxiolytic-lde effects in the same behavioml tests

heve used. In sharp contrast, we consistently showed that
pilocarpine at lower doses (150 me'kg) eveked long-term
anxiogenic-like effects in Wistar rafs (Duarie et al. 2010
and present work), Even though we have performed con-
tinuous 24-h EEG recordings immediately after the westment
and ako 1 month later (dats not shown) besides random EREG
recordings along | month afier the pilocarpine treatment,
which showed no epileptic-like features in pilocarpine-
weated smimalk, we cannot exchude a delsyed epileptogenic-
like effect in rats treated with the lower doe of pilocarpine
{150 mg/kg) since ictal events could be present during unre-
corded epochs or may be elicited long afier the treatment
{many monts later), as observed by Navame Mora et al
{2009) in rats injecied with a high dose of pilocarpine
(380 mekg). In fhis sense, additonal stodies are being carried
out to better investigate a passible long-tenm epileptic o ffect
{up to 12 mends) and the affective profile of rats treated with
a low doseof pilocarpine.

It i also kmown that convukant doses of pilocarpine
promoe e release of glutamate {Cavalheiro et . 1994)
and subsequent activation of NMDA receptors and down-
siream events which contribute to excitofoxic damage and
loss of limbic newrons (Gardond and D Luca 2006). Several
lines of evidence point to the sclerotic hippocampus, rather
than the amygdals or other temporal lobe regions, as fe
place of origin and maintenance of chronic seizures via
ghitamate excitotexicity (Sayin et al. 2004). Thus, it has
been suggested that the affective symploms associated with
epilepsy, like anxiety, are secondary to seizures (Sayinetal,,
2004y, However, different stndies have been shown an
anxiolytc-like effect in rodents & evaluated in the EPM
iest afier SE and SRS induced by injection of pilocarpine
{Dos Santos et al. 2003; Cardoso et al. 2009). On fhe ofer
hemd, our study revealed that rak treated with a higher dose
of pilocarpine (350 mgke) displayed some features which
are related © epilepay | month after the uumn.eu{e_g,
epileptiform el phic activity, reduction in hipp
pal glutamate uptake, and cell vishility), lfough they did
not present SE and SRS during this period. Even though we
umemludehem]eoflhesemrﬂryuwmofg]m

& recep after fe admini of pilocarp
in the obsaved anxiogenic-like responses These data sug-
gest that seizures and anxiety development may involve
different networks or pathways and present distinet time-
courses, but this cheervation requires further investigation.

Different from the highest dose of pilocarpine, the sub-
convalsamt dose (150 mg'kg) did not change the biochemical
paramefers evalaied in the hippocampus of rats 1 month
dfter the treatment. This means that long-lasfing changes
were brought ahout by pilocarpine, at a subconvulsant dose,
are independent of alterations in glutamate uptske or hippo-
campald and being independent of any epilepogent
activity as well. In the temporal lobe epilepsy model, fe
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hippocampus and amypdala are doeply affected (Turski et al.
1984), besides playing a crucial role in emotional responses
{Grray and McN aughton 1983; Bannerman et al. 1999, Deg-
oot and Treit 2002). Specific newens of the hippecampus
and amygdala project widely o groups of cells fat partici-
pate in fhe physiological and behavioral responses asociated
with anxiety (Millan 2003). Additionally, Gay and
McNaughton's theory (1983) highlight the septo-
hippocampal circuitry & critically invelved in the regulation
of fear snd anviety states frough the overstimulaton of
cholinergic inputs in these limbic areas Since our resulss,
after the treatment with a subconvulant dose of pilocarpine,
did mot show any molkculanbiochemical change in the hip-
pocampus besides the incressed oacillation of theta activity
1 month afier the treatment, additional sudies are required to
better investigate the possible involvement of the hippocam-
pus, a3 well as the amypdala in that response.

In conclusion, we suggest that 3 single systemic injoction
of pilocarpine &t subconvulant doses induces long-lasting
defensive behaviors related to anxiety in rats and these
behavioral changes are not associsted to a hippocampal
damage since e cell viahility sssay did not indicate any
neuronal death. The anxiogenic-like effocts induced by pi-
locarpine are positively comelated to the incressed thets
activity in fhe hippocampus. Additonally, bearing in mind
fhe limitations of translating the paychelogical domains of
paychistric dizeases to animal equivalents, the results shown
here may help i further refine preclinical research related to
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Amtiche hisiory: The cholinergic system & implcated in emotional regulation. The injection of non
Accepted 25 fuly 2013 convulmnt doses of the muscarnic receptar apomist pilocarpine (PILG) mduses lng

lasting anxiogenic respanses in rats evahiated at different tme-paints (24 h to 3 months).
To investigate the underlying mechanizms, rats treated with PILO (150mgkg) were

IE}"- : mjected M b ar 1 manth later with an anxidlytic [diazepam, 1 mg'kg, DZF) or anxdogenic
Amclet_\-- \pentylenetetrazale, 15 mgkg, FTZ) drug and evaluated i the elevated plus-maze [EFM).
Pilocarpine

N Prefrontal cortex (PRC) and hippocampal (HIP) elkeamencephalographic recordings and
Daazepam acetylmbnesterase (AChE) activity were also analyzed after PILO treatment. Anxdogenic

Jf;mvtymfnﬂh Tespomses abserved i the EPM 24 hor 1 menth after PILO treatment (e g, decreased tme
E L spent and number of entries nto the open arms of the maze) were blocked by DZP but not
Electroe naepha logram

affecied by PTZ. No epdeptiform events were registered in the HIP ar PFCat24 hor 1month
after PILO injection, but enhaned theta activity was observed in the HIP. DZF decreased
hippocampal theta of PIO-treated @t in contrast with PTZ, which incressed this
parameter in saline- and PILO-treated rats. The HIP and PFC AChE activity did not change
after PILO freatment Our findings demonstrade that the longterm effecs on the
emationaliw of rats mduced by PILO are associated with electrophysiological changes in

Abfreviations: (HIF), hippocampus; (PFC), prefrontal corex (PLO), plocarpine; (DZP), diazepam; (BDE, benzodiazepine;
{FTZ), pentylenetetrazdle; [EEC), electroencephalogram
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the HIF and sensitive to pharmacdlogical manipulation of the GABAsrgic sys®em The
present work may suppart this new research model of longlasting anadety, while alsa
highlghting the muscarinic system as a potential target involved n amxdety disorders.

& 7013 Published by Elsevier BV,

1 Introduction

Scientifie research on the teatment of emotional disorders
has sigmificantly incressed over the past few decades (Famch
et oal, 2012), although the meost studied ansdolytic drogs
tested in experimental and clinical trials — mainly GABA,
glutamate, 5-HT, and pewopeptide receptor modulators
Chnstmas «t al., 2008) — are stll prone toinduce tolaranos
mparments and speclic side effects during the treatment
(Hutt, 2005; Pollack et al, 2008). In this snse, the investiga-
ton of new approaches and different cellular mechanisms
imvolved in fear and ansiety responses anre stll nesded.
Zeveral pieces of evidence have demonstrated the mole af
the cholinerge system over the regulation of limbic strue-
tures and therefore the behavioml responses invoheed in
these emotional states [Acquas et al, 1996 Degroot and
Treit, 2003; Duarte et al, 2000 201%; Graef et al, 2011).

Gray and McMaughon propossd from studies camied out
with specific lesionsfinactivation and phamamlogcal manip-
ulation that both the hipporampus and septum weork in
conmnande ©oregulate amdety through the acthaton of
chalinergic afferents that sct over the hmbic system Gy
and McMmghion, 2000 Gray and McNasghton, 198%). Mainly,
changes in septo-hippocampal functon and theta sctivity could
wndlerlie normal and the pathalogical procsss associated with
amiety anoe lesions of this system or the sdministmation of
anxiolytic drugs into this site may nhilst the hippocampal
theta rhytham of mats [Srayand MeNaghion, 1983 MeNaughton
andd Gy, 2000). Accordingly, our resewnch group has proposed
that the sdmindstration of non-comatlean t doses of pilocarpine
PLO), a non-selectve muScanngs recsplor agonist, presenis a
uwseful model to investignte long-termn ansdety [uorte et al,
2010, 2013). Rats treated with FILO (150 or 350 mg'ks) exhibit an
amiouws profile when svahetedin the elowmted phes-mase [TFM)
test 24 b alter treatment for up to 3 months Daane et al, 2010
2013). Moreover, temporary inactivation of the bmix abalished
the aniopenic responses ebiciked by PILD in rats evaluated 1
manth after trestment, suppesting the participation of a dirsct
path from the hippocampues to medial hypothalamic sites
involved in thess fear responses Dnuare etal, 2010)

Ta better undestand the underlying mechanisms elicited
by the activation of muscannic cholinergic receptors, we
studied the srute and longterm pharmacslogical profile of
FILC-inchiced ansdety inrats and the sensitivity of the GABA-A
meouptor madulation in the cbserved responses We evaliated
the bekavioral efferts of the standard ansdolytic and ansis-
genie drogs, dismepam [DZP, 1mpdkg and pentylenstetmzale
PTZ, 15mgky), respectively, in mts treated with a non-
convilsant dose of PILO (150 mg'ksl, and evalusted in the
TPM test 24 hor 1manth later. The acetylchalinestemss (ACKE)
activity in the hippocampas (HIF) ard prefrontal comex (FFQ)
wis amssessed In an attempt o egablish any corslations with

scetylcholine action in these aress of the brain, as well as its
activity per se that is mversely cormelated with trit amaety in
human beings Skan et al, 2004). Furthermaone, electrosmes-
phalogram (IEG) recardings in the HIP and FFC aress were
earried out to investigate the aoorence of epleptiform activ-
ity induesd by FILO, in addition to quantification of the then
thythm acthity @-8Hz), which is recorded in the HIP and
adjacent structures and @otrolled by neuwrons oeated in the
madial mptal area that receives inputs from the midbdn,
thereby coupling fewr conditioning and amdety responses
(Acdhikari et al., 2000 Sangha et al, 2009,

2 Results

21,  Behavioral sensithdty of ALO-treated rats injected
with DEP ar PTZ and evaluated in the IPM test

The effects of DZPand PTZ teatments on the behavior of rats
evaluated in the FPM test 24k ar 1manth afver PILO treatment
e treatment protocal in Figs. 1 and 24) were analyzed with a
twoway ANOVA test using the “pretreatment” [PT) and
“treatment”™ |T) as fac s, Accordingly, DEF incressed the tme
spent on the open amms of the maze, wheress PTZ decreased
this parameter in rats pretreated with saline 241 [T-F242) =
5952 p<0000001; and PTx TFRAZ=937 p<0001] and
1 manth after the trestment [PTF142)-66% p<00%
TFRAZ=2658; p < 0000001 and FT = TF2AY) —G618; p<0.01].
Furthermaors, the injection of PTZ decessed the numbser of
entries on the open ams [TF2AZ=1543; p<000001 and
FT = TH2A4A=325 p<0053], entbes into  enclsed ams
[TF2A40=517; p<00l] and hesd dipping behmdor [T-F247 =
2755 poQOD000]] 24 b after teatment. The njection of DFP
increased the number of head dipping bebavior nstances
1 month  after the trestment PTRIAX-634 p<005
T-F2A2)=1958; p0000001; and PTx TRRAN =442 polls]
in addition to enhancing the muomber of entries into open am's
etremities. PTZ recuced this parameter 24h [TF2AS-5924;
o= CLO0000 ; sl FT o T-F2AR ) = 1107 pec 00001] ared 1 monith [FT:
FLAZ)=1141; p=0001; T-F2AZ) = 2480 p-0000001; and FT= T:
F2A2) =577, p=0.01] alter the injection of salive Figs. 1 and 2).

The injection of saline in FILO-treated rats decreased the
time spent and the number of entries on the open ams 24k
and 1manth alter treatment [TH2420)=1628 p < 000001 and
FT = TFRAZ) =401 p <005, as well as the number of head
dipping behavior instances and the exploration of openam’s
extremities besides incressed the number of protected
streteh-attend  postures Mk PTFLAZ)=7.57, p<001
TFRAZ)=81% p<000L; and PTx TPRA2=365 p<005]
and 1 month  after the teatment [PTFR142-2222;
p00001; and TFE4Y) =885 p<0001] when compared to
the control group. Furthemaore, FILO-treated mts did not

Flease cite this article ass Hoeller, A A etal, GABA-A rece ptor modulataors alter emotionality and kippocampal theta thythm
in an anrimal model of Jong-lasting anxiety. Brain Research (2015), httpoifde doiorg 1010167 brainres 2013.07.045
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Fig. 1 -(A) Outline of the reatments and experimental schedule: methylscopolamine (Met-Scop, 1 mg'kg), saline (Sal, 0.9%),
pillomrpine [Fils, 150 mgkg), diazepam [DZF, 1 mgkg), and pemtylenetetrazale (PTZ, 15 mgikg). [B-C) Bfects of dinzepam or
pentylenetetmzole on classic behaviom] pammeters of rats evalunted in the elevated phes-maze test 24 h or 1 month after
treatment with saline or pilscarpine. Values are represented by the mean =SEM. of 8 animals per group. *p =005 or

**n 20001 as compared with the contrsl group (saline injection of respective groups). *p = 0.05 or *'p < 0,001 as compared to
saline injection in saline- reated group. Comparsons werse made by two-way ANOVA fdlowed by Student-Newman-

Keuls's wst.

show any differences in the number of entries into enclosed
amms of the EPM (Figs. 1and 2).

When injected 24h or 1 month after FILD treatment, the
injection of DEP reversed the PILO-induced anxiogenic effects
in the fallowing pamameters: the time spent, the number of

entries on the open mms, decreasing the number of prote-
cted stretched-attend postures, and increasing the head
dipping behavior instances and number of the entries inta
apen am's extremities when comparsd to mts that recsived
saline after the treatment with PILO Figs 1 and 3. PTZ

Please cite this article as: Hoeller, A A etal | GARA-A receptor madulators alter emotionality and hippocampal theta thythm
inan animal made] of long-lasting ansdety. Brain Resarch 2013, hrpade doi orgf1 01016/ brainres 201 307 045
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250 Fig. 2 - (A) Ouwtline of the treatments and experimental schedule methylscopaamine {Met-Scop, 1 mgdg), saline (Sal, 0.9%),
251 pilocarpine (Filo, 150mg/kg), dinzepam (DZF, 1 mg/kg, and pentylenewtmzole PFTZ, 15 mgkg). (B-0) Efects of diszepam or
252 pentylenstetmzole on ethologic behavioral pammeters of mts evaluated in the elevated phes-maze test 24 h or 1 month after
%3 treatment with saline or pilocarpine. Values are represented by the mean=SEM. of 8 animals per group. "p < 005 or
254 =p< 0.001 as compared to the control group (saline injection of respective groups). *p <0.05 or **p < 0.001 as compared b
255 saline injection in saline-treated group. Comparisons were made by two-way ANOVA bllowed by Swdent-Newman-Keuls's
256 test
57
258
59 treatment in PLO-treated mits only decreased the number 22 Effects of DZP or FTZ injection an HIF and PIC ACKE
260 af protected stretehed-at tend postures. Morsover, the injec- activity af PILO-treated rats
261 tion of either DZP or PTZ after FILD treatment did not alter
262 the pumber of entries mto the epclosed oms of the TPM As observed in Table 1, PILO injection per se, as well as
243 Figs. 1 and 2). njections of DEF or FTZ, did not change ACKE activity in the
Flease cite this aticle as Hoeller, A A, etal, GABA-A rece ptor madulators alter emotionality and kippocampal theta thythm
in an arimal madel of long-lasting amcety. Brain Research (2013), kg dodorg/10. 101 &7 brainres 301307045
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PFC and HIF messured 24h or 1 month after treatments,
pointing to the non-cormelation betwesn the cholinergic
enzymatc actvity in these structures and the anxiopenic
respanses observed in the behavioml tests,

2.3, Theta rhythm activity after DZF ar PTZ injection
ir: FILO-treated rats

As illustrated in Fig 3, EIG recordings of the PRC and HIP were
made prior to drug injectons (baseling), whensas the injec-
tion of methylscopolamine did not promote any IEG
abnormalities through visual inspection of any group Kata
not shown). Likewise, saline injection in saline-treated mts

showed similar tracings when observed 24k or 1 month later
when compared to buseline recordings Fig. 3A) TG traces
oid not show any spileptiform events jeg, shap waves o
Spike-wave discharges) afver the injection of FILO {1503 mg'ks),
and were chameterzed by the incidence of low amplitedes
ard fast sctvity in both the FFC and HIP regions. The
injection of PTZ in saline- or FILO-treated rats mpidhy elicited
ahypo-responsive behavior (eg., immobility state) associated
with low Ieguencies and high amplitude discharges in the
HIF area spreading to the corteal region [Fig 3. These
epieptiform activities were not ssociated with comvulsive
behaviaors sinoe we did not obseve any myaclonic or geneml-
zed motor manifestations in any group. Furthemmaone, the

Table 1 - Effects of diasepam [DZP, 1 mgikg, Lp) nd pentylenetetrmzole (PTZ, 15mg'kyg, ip) 24h or 1 month after the

treatment of plocarpine (PILO, 150 mgikg, Lp ) on acetylcholinesternse (AChE) activity in the hippocampus [HIF) and
prefrontal cortex [PFC) of rats.

Treatments HIP FFC
Hh 1mondh h 1 month
SAL4SAL 724035 258+0.51 2E 4051 TEAFO5E
FILO4+EAL ZETH039 EE340018 I MA0E] I 064044
SAL4DTP TOE L 085 E09 L 0AE A 0ES 3Em 4091
FILO+DEP 124050 SES 4034 3 EOED TN 043
SALHPTE TAO 035 ETI 036 2E0EL 3004055
FILO4PTE E334056 614071 3T 050 TA0EO5T
Valoes are expressed as meantSEM of 2 animals per goup
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Fig. 3 - Bfects of dinze pam (DZF, 1 mg/kg) o pentylenetetrazde FTZ, 15 mg'kg) on elecroenephalogmm (EEG) taces of mits
recorded 24 h or 1 month after the treatment with (A) saline {Sal 0.9%) or [B) pilocarpine (Filo, 150mg/kg. Representative EEG
recordings (15- to 25-5 epochs) from hippocampal (HIF, upper) and cortical (PFG, bottom) areas are shown.
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injection of DEP elivited mild alterations in the EIG with the [2684)=69E p=001; PT =« T-R268)-4190 p-<0000001] and
incidencs of slow activity waves 24k or 1 month after saline diserepant changes in the FFC region 2b [PT-R1G5) - 858
ar PILD treatments Fig. 3. P00 FT= TGS =1195 p-<000001) and 1 month after

A& olmerved in Fig. 4, wavelet analysis shows a representative treatments  [FTR1684)=1621  p<00001 TFRE84)-1542;
view of the hippocampal and cortical IEG after DEP ar PTZ P Q00000 ; and PT « T-F2 684 = 11.72; p-000001, [Fig. 403]
injections in saline- and PILO-trested s [Fig 44-0). Quantita- The injection of DEP does not alter the incidence of hippoampal
tive FEG analysis reweals that PLO-teawd rats presents a theta activity in saline-treated rats but deoesses the kppocam-
signibcant increase in the nddena: of theta rangs W-8Hz, F1 pal thythm in FILO-reated mts M4h or 1 month aller the
gecillation) in the HIF 24k [FTRLG54)=1572, p<00001; TF treatment when compared to the contral group. PTZ significanthy
[RASA)=802% p-O000000L; and PT = T-F{2654)=39% p 008 increased the incidence of hippocampal theta adivity in saline-
and 1 month after the testments [PTF1G84)=115% TF treated rats and a bHphasic effect in FILO-treated rats fincressed
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Fig. 4 - Effecs of diazepam [DZF, 1 mg'ky) o pentyenetetmacde (FTZ, 15 mg'kg) on the frst most prominent frequency 1)
during recordings in the hippocampus (HIF and prefrontal cortex (FFC) of mits treated 24 hor 1 month after saline (Sal, 09%) or
pilocarpine (Filo, 150mg/kg. (A-C) Representative EEG activity in the HIF and PFC with the (D) respective wanvelet analyses
during a quiet behavior state. The component frequencies {in Hz) of the tace and their intensities ({V2/Hz) are plotted on the
frequency x inkensity graphs in which the power of the spectrum is represented as calibmtion bars within each gmph. Hot
colors correspond to greater inten sity values in each frequency. "p <005 or *p< 0.001 as compared to the control group fsaline
injection of respedive groups) and *'p <0.001 as compared to saline injection in saline-treated group. Comparisons wers
made by two-way ANOVA followed by the Stadent-Newman- Eeuls' test.

Flease cite this aticle as Hoeller, A A, etal, GABA-A rece ptor madulators alter emotionality and kippocampal theta thythm
in an animal madel of long-lasting amdety. Brain Research (2013, httpefds doiorg/ 1010167 brainres 201307045




141

TRAIN RTSTARCH D (RNNE) BRR-NRR )

24k after, i decreased 1 month alter the treatment). Further-
e, cortioal theta activity is decressed by PTZ in saline-treated
rats and increased 24k alber FILD treatment (Fig. 400,

3. Discussion

Following wp anour previous indings in which the activation
of central cholinergic receptors by the injecton of non-
convilsmt doses of FILD enharced the ansdous state of mts
evaluated in several anviety-related bebavior tests [Dasane
wtal, 2010; 2013), the present study shows that these elicited
long-termn responses ae diflersntally sensitive to GABA-A
receptor madulation. Ferthermare, we provide evidence that
PILD effects are not associated with any electrographic or
e havioral epleptiform activity aside from an increased theta
rhythm incidence, which is diffeentially sensitive to stan-
dard GABA-A receptar drnigs jie., DEZF and PTZ) often uwsed to
explre the underlying mechanisms invohed in fear and
anxiety pheromenon [Carcbrez and Bertoglio, 2005, Duane
wtal, 2010; Fle ot al., 1998, links and MoGregor, 1997, Jung
wtal, 2002 Lacraix et al., 2000; Little, 1991).

Somestudies on the function of the GARBA-ASBDZE receptar
camplex in ansiety disorders bave hypothesized that changes
inthe conformation of this rece ptar or in the concentation or
properties of an endogenous ligand coukl contrlate to the
pathelogical symptoms of anxiety [Chamey, 2003). In this
sense, patients with amdety disorders show areduced GARA-
ABDZ sensitivity duning trestment with CABA-A recsptor
agonists Mutt =t al, 1930; Roy-Byme et al, 1334). Further-
mare, ntmvenous [Mutt ot al, 1990) or oral administation
(Woods etal, 1991) of fumazenil, an antagonist of the GARA-
ABDE site receptor, promotes panic attacks and incresses
the anticipatory amdety insome patients with panic disorder
Bt not in healthy individuals, Moreover, the ssnsitivity to
IEF effects in the saccadic eye welboty is atmormally
reduced, implying that the functional sensitivity of the
GABA-A receptor & atbenuated in regions that control thess
movements jeg, PFC, the supenor colliculus, csrsbellim,
trainstem retoular Bbrmaton) Roy-Byrne etal., 1996).

The FPM test was chosen to imvestigate the behavioral
efferts elicited by PILO due to its estensive use in deg
reenin g experiments Pellow, 1985 Pellow and File, 1384).
On this pest, drugs that act by enhancing GARBA neuratrans-
mssion are prone to increass the time spent and member of
entries ints the open amms of the maze (Oruz et ol 1994
Pellow and File, 1986, whersas drugs that decrease GABA
signaling reducs the ime spent on the openams (Cniz etal,
1934; File and Lister, 1984; Jung et al,, 2002; Pellow and File,
1986). Here we demonstrate that the administration of DEP
inhibited the anxdogenic-like behaviors of rats mnjected with
PO and evaluated 24k or 1 manth later in the FPA test,
similar to responses cheerved in saline-treated mts that also
recenved DEF 24k or 1 month after treatment In oot mest,
FTZ treatment Failed toaler the behavioml responses elicited
by PILO, suppesting the promotion of a maximal anxiopenic
respangs oberved in this group or due to its epleptopenic
propeties observed immediately after injection dunng IEG
recordings. Importantly, altemtions in locomotor activity in
FlO-treated mts were not detected since there was no

differences in the entries into enclosed wrms of the maze
@ parameter related to Jooomotor activity) or the number of
Squsares crossed in the open-held test (data not shown). FTZ
njection in saline-treated mis reduced the number of entnes
inte enclosed arm of the maze. Important to note, this effect
was previously ofmernved by Pellow and File (1985 whick
deseribed these response as a generalized defersive behavior
meacton accarding to analysis of covariance, in this way, aso
nuling out any nonspecihic effect caused by the teatments
wsed in the present study.

Unlike the observed after the injection of an anxiogendis
dose of FILD, the adminstration of FTZ in saline- or PILO-
treated mits mpidly elicited high voltage slow wave dis-
charges on the st mince after PTZ injecton during IEG
recardings of the HIP and FFC areas, suggesting that amdety-
ke responses observed in PILO-treated rats proved to be
ndependent of electogmphic ssaures, different to what is
usually observed in the amdety-induced kindhing or PTZ
prepamtons [(Adames, 1990 Adames and Morgan, 1994
Carvalli et al, 2009; Crezetal | 1994).

Ressarchers have besn investigating the relatonship
betwesn muscannic actvation and specific netwark ascilla-
tons, such as theta rhyvthm, in cholinergic-sensitive Embic
strectures that respond in a synchronized way [Friedman
et al, 2007, Gamido Sanabria et al, 2006; Rchter etal , 1939).
The theta thythm i invalved in several physiological func-
tons such as karning memary, attention, and neumnl plas-
teity Klimesch, 1999; Quinters et al, 1985 Vertes, 2005).
Additonally, increased tempoml synchronzaton of theta
thythm & also enhanced dunng fear rsponses (Lesting
et al, 2011) and anxiety states [Adhikan et al, 2010
Aelbilari et al, 2011), supporting the main rale of thet
synechrony on the modulation of these states. Interestingly,
the theta actvity was not changed after DEP injecton in
saline -treated mats, in disagresment with pioneer studies that
lave reported the effects of sevem) ansdolytc drugs g,
tmrbiturates ared benzodiazepines) in decrsasing kppo-
campal theta activity (Gray et al, 1975 McNaughton and
Sedgwick, 1978, Mellanby et al., 1981 Quintero et al., 1985).
Zuch effects may be dee to the analysis of theta thythm in
rats during @ quiet state bekavior, which alse favored
decressed theta activity in mits injected with saline. On the
other hand, DEP injection significantly decsased the hippo
campal theta activity of FILO-treated mts 24 h or 1 manth
after the treatment, supporting the anxiogendc behaviaral
effects previously observed. Additionally, PTZ injection
increased theta actvity in the HIP of saline- and PILO-
treated mats whersas contmsting effects were abserved in
the FFC area (decreased and increased activity in saline- and
FILC-treated mts respectively).

Little is known about the effects of GABA-A receptar
antagonists on theta activity of rats although FG 7142, a
GABA-AJBDZ partial inverse agonist, enhanced theta oscilla-
ton al septal nevrons and hippocampal theta sctvity (Hajdés
et al, 204), whereas the blockage of CABA-A and GARA-R
receptors facilitated theta activity induced by carbachal, a
cholinerge rosptor agonist Konopacki et al, 19397). In this
wary, we confinmn the importance of the GARA=ge receptors in
repilating network oscillations possibly through inh#story
intermeurons that act on theta oscillations [Beesiki ot al, 1983,
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Leumg, 1998, Leung and Shen, 2007) and their pivotal interaction
with chalimergic (muscannie raceptors) neunans impheated in
the theta rhythm penesis. Thus we hypothesized that tempor-
ary changes in hippocampal theta thythm wigpered by a non-
canvuleant dose of FILD may be involeed in the amdogenic
mandkestation observed in this study, also in resemblince to
hurmans who seH-report an en banced amdety during threst and
that, consequently, present an ncressed hippocampal theta
activity during stimnlus (Cornweell et al | 302,

Additionally, ACRE activity plays a major mle in the
regulation of cholinergic function at syrapses Soreqg and
Seidman, 2001; Zimmerman and Soreqg, 2006) and can be an
mmpartant toal kr understanding ansdety-like behaviars in
animal models Ton et al |, 2011). Ansdety measures sssessad
in healthy subjects showed that serum ACKE activity &
imversely comelated with trait amdety, but not with state
andety, suggesting a tmitandety-predicive ke of serum
ACKE sctivity [Sklan et al, 2004). Furthermore, the intm-
septal mjection of the chalinergic mmunotoxin 192-155-
saporin decressed ACKE activity in the HIP, septum, and
FFC area with no alteration in the behavior of rats evaluated
in the EPM test (Lampres et al |, 2000), showing that damaged
chalinergic input on forebrain strec tures may alter acetylcha-
hine activity in thess aress but not directly impairs anisty
respanses of mits during experimental ansdety tests. Our
results did not show any signiicant differences in the ACKE
sctvity in the HIP or PFC tissues 24k ar 1 month after the
njection of FILD sugpesting that ACKE activity seems not to
b sensitive to anxiety responses sincs both treatments [DEF
ar PTZ) also did not changs the enzymatic activity in the
studied areas In contrast, Schetinger etal (2000) showed that
ACKE activity in the cersbml contex of rats s decreased after
sdministration of TZP, wheress incressed Jevels of hippo-
campal ACKE sctivity was observed after administration of FG
7142 temice, which did not present semunes (Appleyard etal |
1930, In this way, it is possible that the experimental
protocal presented here is not sensitive to the ACKE essay
ar that the anmdogenic-like responses induced by the admin-
Btration of FILD may be independent rom the ACKE activity
in the HIF or FFC tissues.

Wall et al 2001) showed that an increased acstykchaline
trarsmission in the ventromedial PTC induwces ansiety in
Cl+1 mice ard the injecton of prenzepine (an M1 receptor
antagonist] evoked anviolytic-like responses; whereas Mo~
A-343 [an M1 receptor agonist] presented amcogenic-like
effects, sugpesting that the cholinergic activity on the
forebrain- medial prefrontal comex may exert a pivotal rale
in anxdety regulation, especially by M1 postsynaptic recsptars
Wall et al, 2001). Likewise, the andogenic profile obsemnved
here afver the injection of PILO s inagreement with previous
hndings of our ressarch group showing that different doses of
FLO (150 o 350mglky) mnduced anxiogenic responsess
almerved in mts M h oup to 3 months after treatment
Cazarte etal, 201%E 2013,

Additionally, according to ouwr findings and Gray and
MeHmghton (1983 theory, amdety responses are sigmifi-
cantly regulated by overstimulated cholinergic inputs on
limbie aress jeg, septo-hippe system). Inf:
about IEG patberns fie, theta thythm) of neuons that are
directly linked to the modulation of amdety states could

provide better evidence for the rale of the chalinergic system
in controlling emotional responses oblmerved in rodents
Bberause the kippocampal theta rhythm, modulated by cha-
linergic pathways, exents a “pacemaker” function upon the
septo-hippocampal system in controlling ansiety (Cray and
McNMaghton, 2000), sugpesting according to our data that
temporary changes in the hippocampal rhythm triggered by
FILO injection may be nvoleed in the long-tarm andogenic
Tesponses.

4, Conclusion

Coupled with our previous reports that a single systemic
nan-convelsant dose of FILO tigger longlasting emotional
changes in adult rats evaluated in several ansdety-related
tests (Duarte et al, 2010 2013), the results shown here
amsociate the anxious- like state observed in mis treated with
FILG with electrophysiclogical changes in the HIP {enbanced
theta activityl and sensitivity to systemic pharmacalogical
manipulation of the CABAsgic system with no altemtion of
the chalinergic activity of the HIF or PFC areas. Thesse results
Five suppart toa new research stategy in the nvestigation of
Jong-term anxisty mechanisms in rats, in addition to high-
lighting the muscaninic system asa putative tarpet to Riture
translational studies.

5 Expernments]l procedures
51 Amnimals

Addult male Wistar rats (2-3 months old, weighing 200-300g)
wene housed in groups of four per cage and kept in a room
with contralled temperatire 22=2 °C) with a 1212 hght-dark
cycle (ights on at 0700) with ee acoess to food and water,
exoept during the expeiments. RBats were allowed to adapt to
the hboratory conditions for at lesst 1 wesk before the
e periments. Behavioml experiments were camied out dunng
the light phase of the cycle [between 1300 and 18000, Al
experiments were conductsd in accordance with intema-
tianal standards of animal welfare recommended by Brazilian
law @11 794—10/08°2008) and approved by the local
Committes for Fthics in Animal Research (CEUA—LUFSC,
#2IMOOIHE1/A00903).

532 Elevated ples-maze (EPM) test

The EPM apparatus [EPI51, Insight Lida, Ribeirio Prets, 5P,
Brazl) was made of wood and consisted of two opposing
open wms (50 x10cm’) and two opposing enclosed amms
150 10 em®) meunted at an angle of 907, all facing a central
phtform (10 <10em?), elevated 40em from the floor. To
prevent falls, the open ams were sumounded by a 1om high
serylic im. The apparatus was placed in a small closed room
Bty a 15-Wred hight that provided 3k inboth the openand
enclosed amms. Fach mat was used only once and was placed
individually on the central platform facing an enclosed am.
The bequency of entry into «ther open or enchsed ams, &
well #= the time spent in each arm type, were recorded far
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5min (Pellow et al, 1985). Fthological pammeters, such as
wnprotes ed besd- dipping, number of entries into apen arm’s
extremities, and protected stretch attend postures, were alsa
recarded to increase the snsitvity of the test Cole and
Rodgers, 1994 Rodgers and Dald, 1997). The appamtes was
claned with 10% sthanal solution betwesn sessions.

5.3, Tissue preparation for ametylhalinesterase (ACKE)
assay

Rats were killed by decapitation 24 h or 1 month after
treatment (immediately after the bebavioml bests), and the
hippocampus and prefrontal cersbral comex wene removed
and homogenized 110 (wi) in HEPES 20mM, pH 7.4 bulfer.
Tisswe homogenates were centrifuped at 3000g at 4°C for
5 min, and the su pematant was used for the determmination of
ACKE activity. Brain ACKE activity measurement was based
an the Elman Methed (Alman ot al., 1351), and acetylthio-
choline iodide was uwsed as sulstrate. Samples wene taken
from different animale and evalested in duplicate. The
hydralysis mte of scetylthiochaline jodide was measured at
412 nm through the relesse of the thisl compound, which
produces the color-forming compound THNE when reacted
with DTNE The protein content was gquantibed by the
mathaod of Lowry (1951), and bovine serum albumin was used
a5 the standand.

54 Surgiaml and electroamephalographic (FEG) remnding
procedures

The electroencephalogram 1G] was recorded using a paly-
graph digital system (BIOPAC System, MP-100TWSEW, Ine)
Zignale were amplified 33000« and fltered through a il
in &3-Hz notch Alter, digitized at a sampling rate of 256 He,
and recorded using the scquisiion software ACG Knowl-
adge™ vesion 32 Digital video recordings were made with
a webcam (Dibit Logitech Quickeam®) located inside the
Faraday cags, and the animals’ behavior was simultansously
recarded ffor detailed information on surgery and procedures,
see Duarte etal. (2008]),

5.5,  Drugs and injectons

Fikocarpine hydrochloride (a non- selective muscanine reosp-
tar agonist; Sigma-Aldrich Co, 5t Lowis, MO, USA, 150 mg'kg
was injecked ntmpeitoneally (ip), whemas methyl-
seopalamine bromide (3 muscannic receptor antagonist;
REL U3A, 1mg'kg) was given subcutaneously o). Further-
mare, pentylenstetmanle hwdrochlonde [PTZ, a GABA-A
receptar antagonist; Sigma-Aldrich Ca., St Louis, MO, USA
15 mgiky, ip), diazepam [DZF, a CARA-ARDE receptor omm-
plex agenist; Dienpax™, Sanofi-Winthrap Lab., S50 Paula, 5P,
Brazil, 1mgrkg, ip), and saline NaCl 0.9%, ip) were alsa
wsed in the experiments. All drugs were freshly dissalved in
saline, which was ued as cmtral sohtbon & well, in a
wvohrme injecton of 1mldkg, and doses were taken from
previous studies (Cavalli et al, 200% Duarte e al, 2013
2013, Duzziond et al |, 2008; Pellow and File, 1387).

56 Experimental proedures

All animals used in this study wers teated with methyl-
soopalamine (1 mgkg sc) 30min poor to the mjection of
FILD or saline in order to prevent perpheral chalinomimetic
weffects. In Experment 1, mis (n=3 per group were injected
with saline or PILG, and 24k ar 1 manth later they were
injected with saline, DZP or FTZ, followed 30 min laber by the
bekavioral evahiation in the TPM test jsee Figs. 1 and 24 for
detailed information). In Experiment 2, ex vive Mochemical
esmays were pedormed with brain tissues from prefrontal
wartex and hippocampus (n=38) extracted immediately afrer
the behavioral tests (Experiment 1) In Experiment 3, animals
were divided in 12 grovps (n =34 per group) to canmy out TEG
recardings: Groups 1-6, rats receiving saline and re-injected
with saline, TEP or PTZ 24 har 1 month later; and Groups 7-12,
Tats receving PILO and re-injected with saline, DZP ar FTZ 241
ar 1 manth later.

57. Data analysis

Deata from EPM tests, Hochemical assays and TES quantita-
e analysis are expressed as mean= 3L M and evaluated by
twe-way analysis of watance (ANOVA), fallowed by a post-
hoe Stedent Hewman-Keuk' test for multiple companisons,
with “prétreatment” (galine or PILO) and “treatment” (saline,
LEP or PTZ) as independent vanables. A time-frequency
spectral analysis using wavelst tansfomations was per-
frmed on the IEG traces toevahoate the effects of eatments
inrats recorded 24 hoor Tmonth after the injectons of PLO ar
saline . Frequencies betwesn 3 and 40 Hz were analyzed in
10-5 free-seizure epochs (30 samples selected duning quist
bekavior fram 1-h recordings). In these epochs, the walue of
the most prominent frequencies was caleulated FL the
frequency with the highest povwer (in square microvalts per
Hz) present at Jesst 30% in the selected epach). Wavelet
analysis wias conducted in EBS sigmals exported from ACG-
Krowledge® software 1o a Matlab® v, 65 B3 Mathworks.
Ine, MA, USA) routine (Romoy-Pereima et al, 2008, Rossett
et al, 2012). Dilferences were consklered to be sigmbcant
when p= 005 All statstical analyss were performed using
the mftware Statistica™ 60 StaSoft Ine, Tulsa, OF, USA), and
the graphics were drawn with the GraphPad Frism version
40% software.
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ANEXO A - Aprovagcéo de projeto de doutorado pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA)
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Resultado de Sclicitacio de Pry I

Protocolo

PRODAGD

Titulo

Participacis de mecanismos glutamatérgicos e colinérgicos do hipecampe de ratos submetidos ao madelo da
pllacarpina e sua influénecis sobre & ansiedade e memébria

Data de Entrada

02,/06/2009

Resultado:

Aprovade

Diata f Prazo

O7/08,/2009

Consideractes

Odizion® 127/ CEUAPRFE 2008

Dio: Prasidente da Comissio de Efica no Usa da Animais-CEUA

Ao(d): Prof{a) On{a) Thereza Christing Monreiro de Linw, Departamento de Farmacologia - CCh

Prazado(z) Professon(z),
Erm relagio 20 protocalo de pesouisa sob sua respensabilidade a CEUA deliberou o seguinze:

- APROVADO, per 03 (més) acos, para a utlizacdo de 576 (guishentos e setenta e seis) ratos (Ratus narvegicus).
- Processo cadasmado sob o nimero: 23080.0234621/2009-03

Por ocasiio do término desse protocolo, DEVERA SER. APRESENTADO RELATORIO detaliado relacionands o
150 de animais no Projeto desenvolvido aos resultados obrddos, conforme formularts ON LINE CEUA

Atenrinsamente,

Relabério Final previsto para (90 dias apés término da vigéncia do protocolo ou no momento da
apresentacio de um novo protocolo)

Data 10/11/2012

Diata 10/08,2009

Parecer{es):

4 -

y = :
(NG

Prof. Assoc. Carlos Rogério Tonussi, D.5c.

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - PRPE — UFSC
PRESIDENTE
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Rasuitude de Folichuolle e Probeocio

Frotecnin
PPOO340
Thuln

Particpagla dw macaniaman gliamatingioos w colindrgices do hipocsmpe da rabor submatidon s modek da
pliccarpine & sun Infludnda vobre o enrledade 2 memana
Dalw e Enbrede

Q21082008

Rmsuitn da:
ADroYaLda
Dutm f P g
L9/0A 3012

Conshlaragies
Oficls i 16CBUA/PRPE2012

Dr: Presidants da Comiedio da Fica mo Usa da Animais- CHUA
Ac{d): Prof{(a) Dria) Theremn Cheietha Mentteino de Lima, Departamento ds Fanmacohgla - CCB

Prezadofa) Profbexcor(s),
Em ralacho a0 profoecks de pesquisa sob son reeponeahiidads a CELTA delberou o segninhe:
= AFROVADO a prorrogacie do prazo da pesquiss shé Agosto de 2013,

Adin-se ¢ Oficio 1 127/ CEUA/FRPES009
Do: Prosilente da Comiesio de Bica o Use de Aninmis-CEUA
Ao{&): Prof{a) Dirfa) Thereza Christina Moniciro de Line, Departamento de Farmacobgi - CCb

Presndo(z) Profasor(s),
Em reiagBo ao protocolo de pesquina aob mm responesbiidade 3 CELTA delberou o scgrinie:

- APROVADQ, por 83 (iris) aos, pam a ulitmclo de 576 (quinhenion ¢ sctenls ¢ scis) rafos (Rethn
OTVCgICTR).
- Procemo cadasirade sob o mimem: 23080.025621/2000-03

PBor ocanile do roino deses protocols, DEVERA SER APRESENTADO RELATORKD detuhado
relacionando o w0 de mmimeE no Projeto descovolvido nos remiindos. obtidos, comforme formmlinn ON
LINE CEUA

Aleocingamenie,

Raithris Fins | pravists pars (B0 ding &pds thmmine ds vighnds o Brotesolo OU Ko 10T 8 Epresantngl o 4 mm

rerwo protecnin
Dath 1871170013

Deta 16/03/2012

Paracer{as)
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ANEXO B — Autorizacgao para a conducao de experimentos
cientificos em animais durante estagio sanduiche na University of
Bristol
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Home Office
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ANIMALS (SCIENTIFIC PROCEDURES) ACT 1986

PERSONAL LICENCE
to
carmy out regulated procedures on living animals.

In pursuance of the powers vested in him by the above Act, the
Secretary of State hereby licenses

Mr A A Hoeller

School of Physiology & Phammacology
clo ASU - HOLT University of Bristol

Sch of Medical Sciences, University Walk
BRISTOL

BS8 1TD

to apply the techniques specified in column a of paragraph 15 of the attached Schedule to the kinds of
animals in column b of the same paragraph at the place or places specified in paragraph 14 of this Schedule,
subject to the restrictions and provisions contained in the Act, and subject also to the limitations and
conditions contained in this licence and to such other conditions as the Secretary of State may from time to
time prescribe.

This licence shall be in force until revoked by the Secretary of State and shall be periodically reviewed by
him.

Home Office For the Secretary
2 Marsham Street of State
London SW1P 4DF

10 October 2011

NB. This licence does not authorise the licensee to perform any of the procedures specified in it unless they
are carried out in the course of a project for which there is a project licence in force under the Act
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