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RESUMO

Nos dltims anos, a estimulacdo elétrica e quimca da
porcdo dorsal da substancia cinzenta periaquedutal (SCPd)
tém contribuido para o estudo do conportanmento defensivo
possi vel mente rel aci onado ao medo e ansi edade.

No presente trabal ho procuranos entender nel hor o papel
da SCPd nos conportanent os observados em ratos subnetidos ao
| abirinto em cruz elevado (LCE), ap6s inativacao tenporéaria
com lidocaina ou estinmulacdo quimca com agonistas do

receptor NMDA/ GLYg, Foramutilizados ratos W star machos de 4

nmeses de idade, i mpl ant ados esterotaxicanente com unm
canul a-guia direcionada para areas rostrais (AP = -5.8 nm
e caudais (AP = -7.6 mm da SCPd. Os animais foram

subnmetidos ao teste/re-teste no LCE, onde foram observados
parametros possivelnmente relacionados a ansi edade (esquiva)
e atividade geral.

Nossos resultados nostram que tanto areas rostrais cono
caudai s da SCPd podem participar no aprendi zado da resposta
de esquiva que ocorre durante a prinmeira exposicado ao LCE,
isto porque a inativacdo da SCPd no teste afeta a retencéo
desta resposta e abole a expressdao de um resposta nmais
acentuada de nedo observada no re-teste no LCE

Os agonistas NVDA/GLYg utilizados podem afetar os
conportanent os de esqui va de manei r a di ferenci ada,
dependente da dose e da area-alvo na SCPd. Mai s

especificamente, a estimulacdo quimca com GLU provocou
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aunment o na resposta de esquiva no teste, na dose de 20 nnol,
na porc¢ado caudal, enquanto que a associacdo GLY-GLU 20 nnol
provocou este efeito restrito a porgcdo rostral. O NNMDA
aunentou a resposta de esquiva no teste na dose 25 pmol, na
SCPd caudal e nas doses 50 e 100 pnmol, na SCPd rostral. No
re-teste, o grupo NVMDA 50 da SCPd rostral nostrou retencéo
da resposta de esquiva, com prejuizo na atividade geral. A
estinmulacdo quimca do sitio GLYg (GLY e DSER) aunenta
sel etivanente as respostas de esquiva no teste. E no re-
teste o grupo DSER 160 da SCPd caudal nobstrou retencao da
resposta de esquiva sem conpronetinmento dos paranetros de
atividade geral.

Nossos resultados nmostram a inportéancia da SCPd em
conportanent os defensivos nmais sutis, envolvendo respostas
de esquiva; indicam que esta estrutura pode participar de
processos cognitivos subjacentes a respostas aprendi das de
medo e contribuem para a validacdo do re-teste no LCE cono
um nmodelo atil para estudar tais respostas. Mstram tanmbém
evidéncias de que a estinmulacdo quimca do sitio GLYg no
receptor NMDA pode ser uma ferramenta atil no estudo do
papel da ativacdo dos receptores NMDA/ GLYs na nedi acdo do
repertério def ensi vo e conportanment os, possi vel nent e,

rel aci onados ao nedo e ansi edade.
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ABSTRACT

The dorsal periaqueductal gray matter (dPAG) is a brain
structure which seems to be essential for the coordination
of defensive, fear and anxiety-like behaviors.

The present work was appraised to evaluate the role of
dPAG nedi ating behavioral responses in rats submtted to
test/retest in the elevated plus maze (EPM. Two techniques
were used: reversible inactivation wusing |idocaine and
chem cal stinmulation using NVDA/ GLYg agonists. Male Wstar 4
nmonths old rats, were inplanted stereotaxically wth guide
cannulas directed to rostral (AP= -5.8 mm and caudal (AP =
-7.6 mm areas of the dPAG Animals were submtted to
test/retest in the EPM and the performance was assessed
t hrough paraneters related to anxiety (avoidance) and
general activity.

Results obtained using |idocaine have shown that both
rostral and caudal areas of the dPAG m ght participate in
t he avoidance response |earning, which occurs during the
first exposure to the EPM because inactivation of dPAG
during the test prevented the retention of the avoidance
response in the retest.

Results have also shown that NMDA/ GLYgs agoni sts can
af fect avoidance behaviors in a dose and area dependent
fashion within the dPAG Mre specifically, GLU 20 nnol
produced an increase in the avoidance response in the test

when applied to the caudal dPAG while GLY-GLU 20 nnol
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produced this effect restricted to the rostral dPAG NVDA
i ncreased the avoi dance response in the test at 25 pmol dose
in the caudal dPAG and at 50 and 100 pmol within the rostral
dPAG. In the retest, NMDA 50 group increased the retention
of avoidance response, but showed some inpairnment in
| oconmbtion. Wth regard to GLYg agonists, they seem to
sel ectively increase avoi dance response during test, wthout
affecting general activity. In the retest, DSER 160 group
showed retention of avoidance response w thout affecting
| oconoti on.

OQur results show the dPAG relevance in nore subtle
def ensi ve behaviors, such as phobic avoi dance response; they
also indicate that this structure can participate of the
acqui sition and retention of |earned fear responses and show
some evidence that chemi cal stinmulation with GLYg agonists
may be a useful tool to study the role of activation of
NVDA/ GLYg receptor in the mediation of defensive repertoire

and fear-1ike behavior, possibly related to anxiety.



1. | NTRODUCAO

O repertdério defensivo inclui reacgbes coordenadas e
especificas, que sdo a principal garantia de preservacao das
espécies (Endler, 1986). Para o estudo de tais respostas
conportamentais, duas principais nmedidas sdo utilizadas: 1)
0 componente notor, representando as posturas e o0s atos
defensivos em resposta ao neio externo;, 2) o0 conponente
neurovegetati vo, representando o0s Vvarios necanisnmos de
adaptacdo e preparacdo do neio interno para efetuar a
resposta defensiva.

O conportanento defensivo em roedores foi Dbastante
estudado por Blanchard e Blanchard (1989; 1990). €Eles
nmostraram que a intensidade desse conportanmento no roedor
contra o experinmentador pode variar, tendo cono fator chave
a distancia entre anbos. O ani mal pode apresentar reacdes de
congel amento até fuga em resposta a aproxi magdo, ou postura
de ameaca defensiva e ataque quando acuado. Esses resultados
corroboram estudos que relatam que o tipo de oponente, seu
tamanho e proxi m dade, a existéncia ou ndo de vias de fuga,
determ nam as tendéncias naturais do animal em aneacar,
atacar ou escapar (para revisao ver Bandler, 1988; G aeff,
1990) .

Uma outra contribuicdo inportante para o entendi nento
do conportanento defensivo é o estudo envolvendo gatos e
ratos, onde Blanchard e Blanchard (1990) denonstraram que

reacdes defensivas poderiam ser obtidas em resposta a um



ameaca potencial, cono o odor de gato. Seus experinentos
nostraram que ratos previanente expostos a gatos, quando
rei ntroduzi dos no nesno anbi ente sem a presenca do predador,
exi biam um conjunto diferente de reacdes conportanentais,
incluindo reacdes de congelanento, avaliacdo de risco e
supressao de conportamento “ongoing” (conmo por exenplo, o
ato de conmer e beber em animais privados de agua e com da).

O substrato neural para esses conportanentos ainda nao
esta totalnmente estabel ecido. Adanms (1979) sugeriu a
exi sténcia de um sistema notivaci onal defensivo, responsave
pela integracdo dos diferentes estinmulos com o padréo
adequado de resposta nmotora, onde a Substancia Cinzenta
Peri aquedut al (SCP) parece ter um papel -chave.

Qutros aut or es procuraram relacionar estruturas
cerebrais com formas ativas e passivas (inibitdérias) de
conportanent os defensivos. Em 1981, G aeff postulou que a
ami gdala, o hipotalano medial e a SCP seriam os principais
conponentes de um ‘Sistemn Cerebral Aversivo', responsavel
pel a el aboracdo de mani festacdes fisiol 6gicas e psicol 6gi cas
de estados notivacionais negativos (para revisdo ver Gaeff,
1990). Gray (1982) sugeriu que o sistenma septo-hipocanpal
seria a peca- chave de um “Si stem de | ni bi cao
Conportanmental” responsavel pelo controle da supressao do
conportanmento “ongoi ng”, aunento na vigiléancia e aumento no
estado de alerta do animal que podem ser evocados por dor
puni ¢cdo, frustracédo, novi dade ou incerteza.

Mais recentenente, Gray e MNaughton (2000) fizeram uma



I ntegragcdo entre os conceitos de distancia defensiva e
reacbes de conflito aproxinmacdo/esquiva e sugeriram a
ocorréncia de ativacao de vias diferenciadas de acordo com a
fonte de ameaca. Em caso de possibilidade de aproximcao,
estruturas cono o corpo cingulado posterior e o0 sistem
sept o- hi pocanpal seriam ativadas, enquanto em caso de
possi bilidade de esquiva ocorreria a ativacdo de outras
estruturas, tais conb o0 corpo cingulado anterior, a

anmi gdal a, o hipotalano nmedial e a SCP

1.1. Substéancia Cinzenta Periaquedut al

Nos ultinps anos, a SCP tem sido relacionada a

di ferentes funcdes que incluem regul acdo autondm ca
vocal i zacao, reacbes de raiva, medo e possivel nente
ansi edade, conportanmento de | or dose, processanmento e

nmodul acdo da dor, entre outras (para revisdo ver Behbehani
1995; Beitz, 1995). O que essas respostas tém em conum nao
esta ainda suficientemente esclarecido, exceto que todas
parecem apresentar i nplicacdes viscerais e enocionais
associ adas ao sistema limbico (Mantyh, 1982a), ao qual a SCP
pertence (Nauta, 1958).

Desde a década de 60, o entendi mento das fun¢des da SCP
€ alvo de nmuito interesse. Um dos desencadeadores desse
evento foi o relato de Reynolds (1969) de que a estinulacéo
da SCP produzia uma anal gesia tado profunda em ratos que unm
| aparotomi a poderia ser realizada sem o uso de anestésicos

qui m cos.



Qutro trabal ho f undanment al no ent endi ment o da
i nportéancia funcional da SCP foi realizado por Nashold e
col aboradores (Nashold et al ., 1969) . Estes autores
relataram que a estinulacdo da SCP em humanos produzia
fortes reacdes enocionais, descritas cono sensacdes de nmedo
e norte imnente, aconpanhadas de alteracdes autondn cas:
pi |l oerecdo, sudorese, aunmento da frequéncia cardiaca e
rubori zacdo da face e pescoco. |Isso corroborou estudos que
denonstraram que a estinulacdo elétrica de uma regiao
nesencefalica, envolvendo a SCP, pode evocar padrbes de
conportanmento defensivo espécie-especifico em diferentes
espécies animais (Hunsperger, 1956; Fernandez-de-Mlina e
Hunsperger, 1959; 1962; Skultety, 1963; Edwards e Flynn,
1972). Uma relacdo com nedo e ansiedade foi posteriornente
proposta quando se verificou que tais respostas defensivas,
assim conmo respostas autondm cas evocadas por estinulacao
elétrica e também quimca, poderiam ser abolidas ou
at enuadas com o] uso de ansioliticos do tipo
benzodi azepi nicos (Schenberg e Graeff, 1978; G aeff, 1981,
Graeff, 1991).

Muito inportantes também foram os estudos com | esdo da
SCP nostrando que as reacOes defensivas evocadas pela
confrontacdo com outro ani mal ou por estinulacdo do
hi potalamp ou da amigdala s&o elimnadas ou atenuadas
drasti canente, sugerindo assim que a regido central
mesencefalica é uma ‘via comuni para a reacdo de defesa,

cuja integridade parece essencial para a coordenacdo da



reativi dade defensiva do animl (Bandler, 1988; Gaeff et
al ., 1988).

Devido a inportéancia e conplexidade da SCP, véarias
foram as tentativas de realizar uma divisao funcional dessa
estrutura. A idéia de heterogeneidade surgiu baseando-se
primeiranente em estudos anatoém cos (Ham lton, 1973; Mantyh,
1982a; 1982b; Beitz, 1985; Conti et al., 1988). Foram
sugeridas algumas subdivisdes para a SCP, ger al nente
dest acando di ferencas na di mrenséo dor soventr al e
medi ol at er al e, basi canent e i gnor ando a or gani zacao
rostrocaudal da SCP (para revisao ver Beitz, 1995).

Em 1991, Bandler e colaboradores (Bandler et al.,
1991a; 1991b) sugeriram que a especificidade anatém ca e
funcional da SCP poderia apresentar-se na forma de colunas
neuronai s |longitudinais, organizadas ao |longo do seu eixo
rostrocaudal (Fig.1). Segundo  esses aut or es, pode-se
encontrar 4 colunas longitudinais distintas, distribuidas de

maneira radial na SCP: |ateral, ventrolateral, dorsonmedial e

dor sol ateral . Est as regi des parecem possuir al gunas
caracteristicas distintas entre si, principalnente no que
diz respeito a inmunorreatividade celular, densidade de

receptores, conex0es aferentes e eferentes e fungdo (para
revisdo ver Bandler et al., 1991a). Tal subdivisao nostrou
nao sonente a inportancia de se |levar em consideracao todas
as di nensdes (dorsoventral, nmediolateral e rostrocaudal) da
SCP (Fig.1), cono tanmbém suscitou a necessidade de

caracterizacdo da &rea na SCP estudada nos diferentes



| aborat 6rios (Bandler et al., 1985; Beart et al., 1988;
Bandl er e Depaulis, 1991; Rizvi et al., 1991; 1992; Bandl er
e Shipley, 1994; Bandler e Keay, 1996; Chen e Aston-Jones
1996; Val verde-Navarro et al., 1996; Lonstein e Stern, 1997,
Wal ker et al., 1997; Vander-Horst et al., 1998; Mirphy et
al ., 1999; Teixeira e Carobrez, 1999; Adanec, 2001; Omori et

al ., 2001).

Fig. 1. Esquemmn ilustrativo da organi zacdo col unar das diferentes
subdi vi sbes (dorsonedi al, dorsolateral, lateral e ventrol ateral
da esquerda para direita, respectivanente) ao |ongo do eixo
rostrocaudal da SCP. As flechas indicam as dinmensbdes A
dorsoventral, B) nediolateral e C) rostrocaudal. (Adaptado de
Bandl er et al., 1991a).

Nosso | aboratdério tem trabal hado com a porc¢ao dorsal da
SCP (SCPd) , gue conpreende as colunas dorsonedi al e

dorsol ateral descritas por Bandler e col aboradores (Bandler

et al., 1991a; 1991b), desde 1983 (Carobrez et al., 1983).



A SCPd parece possuir um conjunto de aferentes e
eferentes bastante especial, possuindo conexdes reciprocas
com di ferentes areas prosencefalicas (Krieger et al., 1979;
Beitz, 1982; Meller e Dennis, 1986; Beart et al., 1988;
Rizvi et al., 1991; 1992; Canteras e Swanson, 1992; Caneron
et al., 1995) e com areas do tronco cerebral (Beitz, 1982
Hol stege, 1991; Redgrave e Dean, 1991). Em particular, a
SCPd possui conexdes intrinsecas com outras subdivisbdes da
SCP ( Sandkuhl er e Herdegen, 1995; Jansen et al., 1998).

Essa interconectividade diversa, mantém a SCPd em
conexdo com diferentes estruturas relacionadas ao sistemn
not or, sensorial, limbico e autonbmco (Beitz, 1982) e é o
que provavel nente possibilita a participacdo desta porcao da
SCP na nedi agcdo do conportanento defensivo.

Muitas das reacOes defensivas nmedi adas pela SCP foram

primeiranmente desencadeadas por esti nmul acdo el étrica
(Skultety, 1963; Nashold et al., 1969; Pfaff et al., 1973;
Bovier et al., 1982; Mds et al., 1982). ConsequUentenente,

pode-se dizer que a estinmulacdo elétrica teve um papel
i nportante na avaliacdo da resposta defensiva nedi ada pela
SCP. Por ém essa t écni ca apresent ava um gr ande
i nconveniente, que era o fato de a corrente el étrica excitar
tanto corpos neuronais conmo tanmbém axbéni os de passagem o0
que dificultava a localizacdo exata dos neurodnios
envol vi dos na medi acédo dos possiveis conportanment os
def ensi vos (Ranck, 1975).

Goodchild e col aboradores (Goodchild et al., 1982)



sugeriram que o uso de estinulacdo quimca por am noacidos
excitatorios (AAE) poderia evitar esse problemn, pois tal
estimul acdo excita seletivanente corpos celulares e seus

processos dendriticos, nmas ndo fibras de passagens.

1.2. Participacdo dos AAE no Conportanento Defensivo

Dentre os AAE, o glutamato (GLU) ¢é considerado o
neur otransm ssor mais inportante nos circuitos do Sistem
Nervoso Central (SNC, Watkins e Evans, 1981). O G.U pode
exercer mui t os papéis centrais, atuando em diversos
receptores especificos anplanente distribuidos pelo SNC
(Collingridge e Lester, 1989). Estes receptores séao
di vi di dos em duas grandes classes: o0s netabotroépicos e os
ionotroépicos (Hollmann e Heinemann, 1994). Os receptores
met abotrOpi cos sao acoplados a proteina G e tanmbém
representam alvos da acdo do glutamato no SNC (Monaghan et
al., 1989). Os receptores ionotropicos dividemse em duas
principais categorias, os do tipo NVDA, para 0s quais o
anal ogo sintético do glutamato, N-netil-D-aspartato (NVDA) é
um potente estinul ador, e os do tipo nao- NMDA, nos quais tal
anal ogo ndo é ativo (Leeson e Ilversen, 1994). Dentre os
receptores gl utamatérgi cos, pela existéncia de antagonistas
altanente seletivos e farmacologia UuUnica, o subtipo NVDA
suscita nuito interesse (Leeson, 1993; Danysz e Parson,
1998) .

O receptor NMDA convencional (Fig.2) ¢é formado por

guatro subuni dades heteronéricas (Danysz e Parson, 1998) e,



guando ativado controla a abertura de um canal 1i06nico que
permte a entrada de cations nonoval entes (principalnmente
sodio) e divalentes (principalnmente célcio) nas células
al vos (Leeson e Iversen, 1994). Uma caracteristica pouco
comum desse receptor é que, em estado de repouso, seu canal
i6nico associado esta conpletanente blogqueado por ions
magnési o. No entanto, esse bl oqueio é dependente de voltagem
e € renovido se a célula for parcialmente despol ari zada por
ativacdo dos receptores nao-NVDA ou por outras intervencgoes

excitatorias (Leeson e lversen, 1994).

Moduladores

i Poliaminas

v Zn**

Agonistas
GLU
o NMDA

Co-agonistas
GLY
DSER

Fig.2. Esquema ilustrativo do receptor NMDA, com seus diversos
sitios de ligacdo. DSER: D-serina; GLU glutamato; GLY: glicina;
NVDA: n-netil-D-aspartato (Adaptado de Danysz e Parson, 1998).
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Qutra caracteristica interessante é que esse receptor
possui diversos sitios de ligacdo regulatoérios, tidos cono
al vos potenciais para acdo de drogas. Além do sitio de
ligacdo para o GLU, ha um sitio de reconhecinmento para o
magnési o, um para o zinco, um para as poliam nas e outro
sitio que reconhece concentracdes subm cronol ares do
am noacido glicina (GLY; Leeson e lversen, 1994). A GLY é um
neur ot ransm ssor com papel duplo no SNC, exercendo efeito
inibitério em receptores sensiveis a estricnina (receptor
GLYa), presentes principalnmente na medula (Delorey e O sen,
1989; M CGeer e MGCeer, 1989) e efeito estimulatério no
receptor NVDA onde atua cono “co-agonista” deste conpl exo-
receptor (Kenp e Leeson, 1993; Leeson e lversen, 1994). E
interessante salientar que o sitio de ligacdo para a GLY
acopl ado ao receptor NMDA (GLYg) €é insensivel a estricnina
(Thonmson, 1990).

Al guns pesqui sadores propdem que o nivel enddégeno de
GLY é suficiente para saturar conpletanente o sitio GLYg
acopl ado ao receptor NMDA (Schell et al., 1997). Porém um
namer o substancial de autores defendem que esses sitios nao
est 4o senpre saturados (Czepita et al., 1996; WIlcox et al.,
1996), dado que a GLY exdgena, ou ainda a D-serina (DSER)
exdgena, também agoni sta desse sitio, potencia respostas do
NMDA in vivo (Salt, 1989; Wuod et al., 1989; Thiels et al.,
1992). Em adi¢cdo, a GLY é capaz de induzir respostas
aversivas quando mcroinjetada na SCPd (Schmtt et al.,

1995; Teixeira e Carobrez, 1999) e de alterar o efeito de
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conpost os benzodi azepinicos injetados pela via sistémca
(De- Souza et al., 1997).

Para que o receptor NVDA seja funcional, deve haver a
conbi nacdo de pelo nenos uma subunidade NR1 com unm
subuni dade NR2, as quai s expressam 0sS sitios de
reconhecimento para a GLY e para o GLU, respectivanmente.
Receptores <contendo a subunidade NR2A exibem afinidade
reduzida pela GLY quando conparados com outros receptores
sem esta subuni dade (para revisado ver Danysz e Parson, 1998;
Di ngl edine et al., 1999). As subuni dades NR2A e NR2B parecem
regular a abertura do canal (Monyer et al., 1992). A
conmbi nacdo NR1-NR2B aparenta exibir o nmaior potencial de
acao (Monyer et al., 1994), o que permte unma janela de
tempo mais | onga para a “deteccdo de coincidéncia”, fendneno
que envolve a deteccdo de eventos sincronizados e
rel aci onados entre si, inportante para a funcdo do receptor
NVMDA (Tsien, 2000; Da-Rocha et al., 2001).

Estudos recentes apontam a existéncia de um terceira

subuni dade do receptor NMDA (NR3). Esta subuni dade parece

conter um sitio de ligacdo para a GLY, cuja ativacéao
desencadei a acoes excitatoérias di ferentes do NVDA
convenci onal (NR1/ NR2) , mas ainda pouco conpreendi das

(Chatterton et al., 2002).

O conpl exo-receptor NWVDA estd envolvido em nuitos
processos funcionais, tais conp: nenmdria e aprendizado
(Morris, 1989), desenvolvimento neuronal e plasticidade

sinaptica (Cotman et al., 1988), excitotoxicidade neurona
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consequente de isquema e hipoglicema (MCulloch, 1992),
epil epsia e outros transtornos neurodegenerativos (Meldrum
1985), dependéncia e tolerancia quimca (Marek et al., 1991;
Rossetti e Carboni, 1995), dor neuropatica (Ei senberg e Pud,
1998) e disturbios afetivos, conpb a ansi edade e a depressao
(Mat heus et al., 1994; Maes et al., 1995).

Nos ultims anos, estudos conportanentais sobre a
reacdo defensiva destacam o envol vimnento do receptor NVDA na
nmedi acdo desses conportanentos. I njecdes sistémcas de
ant agoni stas conpetitivos ou ndo conpetitivos tém nostrado

efeitos do tipo ansiolitico em diversos nodel os aninmais de

ansi edade (Stephens et al., 1986; Bennett e Anrick, 1987;
Porter et al., 1989; Kehne et al., 1991; Blanchard et al.,
1992). De manei r a simlar, I nj ecoes Si st ém cas de

ant agoni stas do receptor GLYg acoplado ao NVDA, tanbém tém
exi bido perfil ansiolitico (Trullas et al., 1989; Corbett e
Dunn, 1991; Anthony e New ns, 1993).

De modo conplenentar, alguns estudos revelam que os
neur 6ni os da SCPd expressam receptores NVDA/ GLYg (Al bin et
al., 1990; Tolle et al., 1993). Assim a estinulacéao
gquim ca, com a aplicacdo direta cerebral de AAE, ou ainda
outras drogas que atuam no receptor NMDA/GLYg, permtem o
estudo do papel da ativacdo deste conplexo-receptor nas
reacbes de defesa (conportamentais e cardiovascul ares)
medi adas pela SCPd (Krieger e Graeff, 1985; Bandler, 1988;
Bati sta-da-Silva et al., 1990; Bandler e Depaulis, 1991;

Schenberg et al., 2001).
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1.3. O Labirinto em Cruz Elevado cono nodel o para estudar
conportament o defensivo

Os nodelos animais de ansiedade tém sido anplanente
utilizados para estudar o conportanento de defesa, o0s
diferentes sistemas de neurotransm ssdo e as diferentes
estruturas neurais envolvidas nesse conportanmento (Giebel,
1995; Wal ker e Davis, 1997; Menard e Treit, 1999; Teixeira e
Carobrez, 1999; Adanec, 2001).

O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) ¢é um dos mais
popul ares nmodel os de ansiedade. Este nodelo deriva do
trabal ho de Montgonmery (1955) sobre a relacdo entre o nedo e
a nmotivacdo exploratdéria nos ratos, e baseia-se na seguinte
prem ssa: um anbiente novo pode gerar tanto curiosidade
gquant o medo, criando port ant o, um tipico conflito
“apr oxi mgao-esquiva”. O LCE consiste de quatro bracos, dois
bracos abertos opostos a dois bracos fechados, elevados do
chdo. A resposta de esquiva aos bracos abertos é concordante
com a idéia de que estas areas evocam reacdo de nedo nmior
que a provocada pelos bracos fechados. Assim as proporcoes
das atividades (frequéncia de entradas e tenpo) nos bracos
abertos do LCE sédo tidas conmpo indices tradicionais de
ansi edade (Handley e Mthani, 1984; Pellow et al., 1985).

Uma caracteristica marcante do LCE é ser um nodelo
capaz de evocar aversao/ medo per se. Os principais
argunentos para essa proposicao sado: 1) aversdo aos bracgos

abertos do labirinto (Pellow et al., 1985); 2) nmedo
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aprendi do, sem habituacdo (Treit et al., 1993; Bertoglio e
Carobrez, 2000); 3) aunmento do corticosterona plasmtico
(Pellow et al., 1985; Rodgers et al., 1999); e 4) anal gesia
bl oqueada por ansioliticos (Lee e Rodgers, 1990). Em adi cao,
estudos i nmunohi stoquim cos evidenciam uma possivel relacao
entre os conportamentos evocados no LCE, conportanentos de
medo/ defesa e estruturas cerebrais ativadas. Expressao
aunentada de Fos na SCP foi detectada apés a exposicdo ao
LCE (Silveira et al., 1993), a um predador (Canteras e Goto,
1999), ao odor de um predator (Dielenberg et al., 2001), ao
som ultrasonico aversivo (Beckett et al., 1997), durante
sobressalto acustico potenciado pelo nmedo (“Startle”)
(Canmpeau et al., 1997), e como resultado de injecao
sistém ca de drogas ansi ogénicas (Singewald e Sharp, 2000).
Nos ultinms anos, a analise dos indices tradicionais de
ansi edade no LCE tem sido uma ferramenta atil na avaliacéo
dos efeitos ansiogénicos e ansioliticos de nuitas drogas
(File, 1992; Russo et al., 1992; Handley e MacBl ane, 1993
Treit et al., 1993; Rodgers e Cole, 1994; De-Souza et al.,
1997). Estudos recentes indicam que a sensibilidade do
nodel o pode ai nda ser increnmentada adotando-se unma abordagem
mai s det al hada, que inclua a analise de paréanetros
et ol 6gi cos (posturas defensivas, reacdes de congel anento,
conportamento de avaliacdo de risco e esquiva) ou tanbém
analise mnuto-a-mnuto do perfil conportamental do aninal
durante a exposicao ao LCE (Rodgers et al., 1996; Holnmes e

Rodgers, 1998; Bertoglio e Carobrez, 2002). Qutro item a ser
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considerado é o efeito da experiéncia prévia no LCE. Al gunas
pesqui sas revel am que uma exposi ¢cdo ao LCE é suficiente para
afetar as respostas conportamentais e farnmacol 6gicas de
roedores numa segunda exposi ¢cdo ao nesno |labirinto (Rodgers
et al., 1996; Hol nes e Rodgers, 1998; Bertoglio e Carobrez,
2000), 1isso porque o nmedo ou a ansiedade gerados pela
exposi ¢do inicial ao LCE parecem ser do tipo incondicionado,
enquant o na segunda exposi ¢cdo o nedo parece ser condi ci onado
(File e Zangrossi, 1993; File et al., 1996) e adquirido ao
| ongo dos mnutos da prineira exposic¢cao (Holnmes e Rodgers

1998; Bertoglio e Carobrez, 2002).

1.4. Participacdao dos receptores NVDA/GLYg da SCPd na
modul acdo do conportanento defensivo

A observacdo de que a estinulacdo da SCPd produz
aversdao em animis e nedo/ansiedade em humanos foi um
eficiente indicador de que essa regidao € um inportante elo
no circuito cerebral processador do nmedo e da ansiedade
(Behbehani, 1995). Varios trabalhos foram feitos sobre o
assunto, e o estudo sobre a resposta aversiva produzi da por
estinmulacdo elétrica e quimca da SCPd (Bandler et al.,
1985; Bandler, 1988, Gaeff et al., 1988; Bandler e
Depaulis, 1991) vem contribuindo para um maior entendimento
dos processos aversivos, possivelnente ansiedade e suas
bases farmacol 6gicas (Graeff et al., 1993).

O papel da neurotransm ssédo pel os AAE na SCPd vem sendo

sistemati canente estudado, utilizando o LCE com npodelo
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experimental (Schmtt et al., 1990; CGuimarédes et al., 1991
Mat heus et al ., 1994; Schmtt et al., 1995; De-Souza et al.,
1997; Teixeira e Carobrez, 1999).

Al guns resultados indicam que a GLY e a DSER
m croi nj et adas na SCPd apresentam efeito ansiogénico
(Schmtt et al., 1995 e o acido 7-cloroquinurénico ou o
(£)-3-am no-I|-hidroxi-2-pirrolidona (HA966), antagonistas do
sitio GLYg provocam efeito ansiolitico (Matheus et al.,
1994) .

A partir de relatos na literatura sobre a participacéao
di ferenci ada de areas rostrais e caudais da SCPd na medi acao
do conportanento defensivo (Bandler et al., 1985; Bandler e
Depaulis, 1991), a possibilidade de que conpostos |igantes
do sitio GLYg aplicados a diferentes subdivisfes ao |ongo do
ei Xxo rostrocaudal da SCPd pudessem evocar padrdes distintos
de conportanmento foi testada. Para tanto, GLY ou HA966 foram
m croinjetados em 3 diferentes subdivisdes (rostral,
intermedi aria e caudal) da SCPd (Teixeira e Carobrez, 1999).
O HA966 produziu efeito ansiolitico consistente e seletivo
nas 3 areas da SCPd estudadas, sugerindo a participacdo do
receptor NVDA/ GLYg ao longo do eixo desta estrutura neura
na nedi acdo do conportanento defensivo. A GLY nostrou efeito
ansi ogéni co nas doses de 80 e 120 nnol, restrito a porcao
caudal da SCPd. Para justificar esse efeito dependente da
dose e do sitio da mcroinjecdo da GLY, duas principais

hi péteses foram |evantadas: diferencas rostrocaudais na
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nodul acdo por parte dos transportadores de GLY, responsaveis
pel a sua recaptacédo (Berger et al., 1998) e/ou diferencas na
saturacdo dos receptores GLYg na nenbrana pos-sinaptica
(Czepita et al., 1996; WIlcox et al., 1996), tornando-os
menos responsivos a GLY exdgena. No entanto, tais hipoéteses
sonmente poderiam ser confirmdas com estudos el etrofisio-

| 6gi cos ou i nmunohi st oqui m cos.

Das consideracbes feitas até o presente nonento,
al gumas podem ser destacadas:
1. A SCP ndo é umm estrutura honpgénea e pode apresentar
di ferencas quanto a inunorreatividade celul ar, densidade de
receptores, conexdes aferentes e eferentes e funcgdes;
2. O conportanento defensivo evocado por estinulacdo quimca
com AAE pode apresentar diferengcas ao longo do eixo
rostrocaudal da SCP;
3. Os receptores NVDA/ GLYg da porcédo dorsal da SCP parecem
partici par na nmedi acdo do conportanmento defensivo;

4. O LCE pode ser uma ferranmenta atil para o estudo da
partici pacdo da SCPd nas respostas de defesa, nmedo e
ansi edade;

5. A mcroinjegcdo de GLY na SCPd pode afetar de nmaneira

di ferenci ada o conportamento dos aninmais testados no LCE.
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2. OBJETI VOS

Tendo em nente que a SCPd €é wuma das estruturas

cerebrais cujos neurdnios sdo ativados ap6s exposicao ao LCE

(Silveira et al., 1993) e que dados da literatura indicam
gqgue o re-teste no LCE pode ser um nodelo atil para estudar
respostas aprendidas de nmedo (File et al., 1996), nos

propusenos a avaliar a participacdo de areas rostrais e
caudais da SCPd na nodul acdo das respostas conportanentais
observadas em ratos subnmetidos a duas exposicdes (teste/re-
teste) no LCE. Para tanto, pretendenpbs utilizar a técnica de
i nativacdo reversivel e tenporaria com |lidocaina durante o
teste e observar as consequéncias conportanmentais em ratos
submeti dos ao re-teste no LCE

Em uma etapa subsequente, pretendenmps avaliar as
respostas conportanentais de ratos subnetidos ao teste e re-
teste no LCE apo6s estimulacdo quimca com diferentes
agoni stas do receptor NVDA/ GLYe. Sendo que um ponto
i nportante destacado na introducdo foi a possibilidade de
reacdes defensivas qualitativamente diferentes ao |ongo do
ei Xxo rostrocaudal da SCP (Bandler et al., 1985; Bandler e
Depaulis, 1991; Teixeira e Carobrez, 1999; Carobrez et al.,
2001), no presente trabalho avaliarenns os efeitos desta
estimul acdo quimca em areas rostrais e caudais da SCPd, e
suas inplicacbes para o estudo do conportanmento defensivo

reacdes de nmedo e, possivel mente ansi edade.
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3. PROCEDI MENTOS GERAI S

Consi der acdes Eticas

O presente t rabal ho envol veu procedi ment os
experimentai s que estao de acordo com as normas da Soci edade
Brasileira de Neurociéncia. Em adicédo, procuranmos utilizar
um tamanho de anmpstra mninm e adequado para as analises
estatisticas e extrair o maxino de informacdes relevantes

para o cunprinmento dos objetivos propostos.

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Wstar albinos, com 4 neses de
i dade, pesando entre 300 e 400 g. Os animmis foram al oj ados
em gaiolas pléasticas (15 x 36 x 30 cm), em duplas. Durante
todo o periodo de permanéncia no biotério os aninmais tiveram
livre acesso a agua e comida, e foram mantidos em anbi ente
com tenperatura (23 £+ 1°C) e ciclo de luz (12 h
cl aro/ escuro) control ados.

No decorrer deste trabal ho, houve perda de cerca de 20%
dos animais wutilizados. Os resultados apresentados aqui
referemse aos 392 animais que tiveram sitios da SCPd
ati ngi dos pelos conpostos estudados e que foram conprovados

apos analise histol 6gica, conp pode ser visto na Fig. 3.

3.2. Cirurgia Estereotaxica
Cada animal foi anestesiado com uma solucdo conbi nada

(1:1) de xilazina (Rompunf) e quetamina (Francotar®; 1,5
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m /Kg, por via intraperitonial (l1.P.). Um vez verificada a
perda total dos reflexos, procedeu-se a tricotoma de toda a
parte superior da cabeca do ani mal.

Ap6s a adaptacdo do animl ao aparelho estereotaxico
(Stoelting, nmod. 300, USA), realizou-se a assepsia da area
desej ada com al cool iodado. Injetou-se entdo, um solucao de
Xi | ocaina com adrenalina (2% subcutéanea, visando a formacao
de uma papula, que ndo s6 tinha efeito anestésico |local e
vasoconstritor, cono também orientou na retirada de um
pequena area ovalada de pele. Em seguida, realizou-se a
raspagem do periostio, deixando a calota craniana exposta e
permtindo a visualizacdo da sutura |anbdéide e da
coronari a. O cranio f oi posi ci onado no apar el ho
estereotaxico de forma que o bregna e o |lanbda ficassem
situados em um nmesno plano horizontal. O osso foi novanmente
seco e a calota craniana foi perfurada com uma broca
odontol 6gica para a fixacdo de dois parafusos de acgo
i noxi davel e de wuma canula-guia. Um dos parafusos fo
col ocado na parte superior do osso parietal esquerdo e o
outro no centro do osso parietal direito. Para o inplante da
canul a na SCPd, as coordenadas obedeci das, segundo Paxi nos e
Wat son (1998), foram as seguintes: AP = -5,8 e -7,6 nm em
relacdo ao bregma (coordenadas estas subentendidas cono
rostral e caudal respectivanente), M. = 1,9 mme DL = 2,0 mm
a partir da superficie externa do 0sso craniano, em um
angul o de 22°.

Na literatura, informacdes a respeito da difusédo de AAE
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sdo dadas em um trabal ho de Bandl er e col aboradores, onde é
citado que no volunme de 0,2 m a difusdo dos AAE nédo deve
passar de 1,0-2,0 mm de dianmetro (Bandler et al., 1985).
Consequentenente o raio seria a mnetade destes valores a
partir do sitio da injecdo, ou seja, 0,5-1,0 mm Aceitando-
se a difusao cono sendo diretanente proporcional ao vol une,
tanto conp dependente do tenpo de injecdo, a mcroinjecdo de
um volunme de 0,3 m possivelnmente alcanca uma distancia de
cerca de 0,75-1,5 mm a partir do sitio da injecdo. Esta
distancia é nenor do que a existente entre as porcdes
rostral e caudal, porém ndo nmenor que a distancia entre
estas e a porcdo internmediaria (Teixeira e Carobrez, 1999).
Baseando-se nesses fatos, optanos por trabal har somente com
areas rostrais e caudais, pois consideranps os resultados
obti dos nestas porcdes mmis fidedignos, enquanto que na
porcao intermedi ari a exi ste mai or possibilidade de difuséo.

Una vez adaptados, os parafusos e a canula, novanente o
osso foi seco e a area aberta foi preenchida com unma camda
de acrilico auto-polinerizavel que, ao endurecer, incorporou
todas as pecas em um soOlida protese. Decorridos alguns
m nutos para a secagem total desta, um mandril n° 30 foi
adaptado a canula, com o intuito de prevenir o seu
ent upi mento. Nova camada de acrilico foi acrescentada e um
namero foi colocado na proétese acrilica para identificacao
do ani mal

Ap6s a cirurgia cada animal foi colocado numa caixa
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especifica para a recuperacdo, dotada de uma | anpada de 40 W
para evitar a hipotermia conseqlente a anestesia geral
Posteriornente os ani mai s foram col ocados aos pares em gai ol as,
com livre acesso a agua e com da, onde permaneceram por 1-2

semanas, até o dia do experinento.

3.3. Canul as

As canul as-guias inplantadas a fim de possibilitar as
m croinjecdes na SCPd foram confeccionadas em nosso
| aborato6rio a partir de agul has descartaveis 25 x 7 nm Com
o auxilio do paquinetro (Mtutoyo - Brasil) as céanulas foram
cortadas no conprimento de 13 mm Cada canula possuia um
anteparo (proprio da agulha utilizada), o qual ndo permtia
sua total introducdo pelo orificio feito previamente com a

br oca odont ol 6gi ca.

3.4. Mcroinjecéado Intracerebral

Foram utilizadas agulhas de 16,8 e 16,2 nmm para as
porcbes rostral e caudal respectivanente (0,3 mm de
di A&metro), confeccionadas a partir de agul has odontol 6gi cas,
conectadas, por um tubo de polietileno, a mcrosseringa
(Hamlton, 5 m). As seringas foram preenchidas com &gua
destilada e a solucdo a ser injetada, separadas por um
bol ha de ar. As agul has possuiam 3,8 e 3,2 mm a nais que a
canula-guia de maneira que as drogas fossem realnente

m croi nj etadas na SCPd.
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Para a mcroinjecdo, o animal foi inmobilizado e foi
retirado o mandril adaptado a canula durante o ato
cirargico. Como auxilio de |lims odontol 6gi cas, cortadas de
maneira a nao ultrapassar 13 mm de conprinmento, a canul a-
guia foi |I|inpa. Posteriornmente, a agulha foi introduzida
através da canula. Em cada animal foi injetado 0,3 m de
sol ucdo, em 20 segundos. Em seguida, o aninmal permaneceu na

sua gai ola por cerca de 5 m nutos.

3.5. Teste Conportanent al
O teste conportanental utilizado foi o LCE. Esse nodel o

foi desenvolvido por Handley e Mthani (1984) a partir do

trabal ho de Montgomery (1955). Posteriornente, Pellow e
col aboradores (Pellow et al., 1985) forneceram validacéo
conportanental, fisioldégica e farmacoldégica do LCE para
rat os.

Esse equi panento, em forma de cruz, elevado 50 cm do
chdo, ¢é conposto por dois bracos fechados por paredes
(50x10x40 cm e dois bragcos abertos (50x10 cm), opostos
entre si, sendo que tais bracos abertos sao circundados por
um anteparo de acrilico (1 cmde altura) para evitar a queda
dos ani mai s.

Uma arena quadrada (60x60x35 cm, conf ecci onada
i gual nrente em madeira, foi utilizada inmediatanente antes do
teste no LCE, com o intuito de aunentar a atividade

| oconptora, bem conp dar ao ani mal chance de se habituar a
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pouca | um nosi dade (Lister, 1987).

Estes equi pamentos utilizados nos experimentos estavam
| ocali zados numa sala com |uz amarela, cuja intensidade nao
ul trapassava 44 lux. Ap6s o0 teste de cada animl, o0s

equi panmentos foram | inmpos com solucdo de etanol 10 %

3.6. Protocol o Experi nent al

O trabalho teve 3 etapas. Em cada etapa os animis
foram subnetidos ao teste e re-teste no LCE, durante 5
m nut os cada, em dois dias seguidos. As duas exposic¢cdes ao
LCE foram vi deogravadas para transcricado posterior.

Na etapa |, foram avaliados os efeitos da m croinjecao
de lidocaina em areas rostrais e caudais da SCPd de ratos.

Na etapa |1, foram avaliados os efeitos da m croinjecao
de GLU e da conmbinacdo de GLY e GLU em éareas rostrais e
caudai s da SCPd de ratos.

Na et apa L, foram avali ados 0s ef ei tos da
m croi njecao de agoni stas seletivos para o conpl exo receptor
NVDA/ GLYg (NVDA, GLY e DSER) em areas rostrais e caudais da
SCPd de ratos,

Os animais foram al ojados aos pares, por no mnino 5
dias ap6s a inplante das canulas-guias. No dia do teste o
animal era transferido isoladamente para unma ante-sala onde
per manecia por cerca de 15 m nutos. Em seguida, era
transferido para a sala do teste, onde era mcroinjetado com
uma das segui ntes sol ugdes:

a. liquor artificial;
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b. lidocaina (4% ;

c. GLU (20 e 40 nnol);

d. GLY (120 nmol) + GLU (20 ou 40 nnol);
e. NMDA (25, 50 e 100 pnol)

f. GLY (120 e 180 nnmol);

g. DSER (160 e 320 nnol);

Ap6és a mcroinjecdo, o animl era recolocado na sua
gai ol a onde permanecia por cerca de 5 mnutos. A seguir, o
ani mal era col ocado na arena de madeira, onde ficava por 5
m nut os. Passado este tenpo, o aninmal era transferido para a
pl ataforma central do LCE com a cabeca voltada para um dos
bracos fechados e seu conportanento registrado com uma
camera de video por um periodo de 5 mn, de acordo com o
procedi mento descrito por Pellow e col aboradores (Pellow et
al ., 1985). Apo6s cada sessdo experinental, o LCE era I|inpo,
assimcono a arena de madeira, com um solucédo de etanol 10%
24 horas apés, os diferentes grupos foram novanmente
subnmetidos ao LCE por 5 mn, sem adm nistracao de drogas.
Assim o0s animis receberam a mcroinjecdo (com o controle
ou com os diferentes conmpostos) antes do teste no LCE e, no
re-teste (24 h apo6s), os diferentes grupos foram subnetidos
ao LCE sem adm ni stracdo de drogas.

E interessante salientar que 0sS grupos experimentais e
os controles foram realizados em paralelo; todos os
experimentos foram realizados entre 8 e 13 h e as doses
foram sel eci onadas de acordo com a literatura (Batista-da-

Silva et al., 1990; Matheus et al., 1994; Schmtt et al.,
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1995; File et al., 1998; Teixeira e Carobrez, 1999).
ApO6s o0s experinmentos, o0s registros em videos foram

transcritos e os conportanmentos anotados m nuto a m nuto.

3.7. Dispositivo de Registro conportanental

Os paranetros conportanentais observados mnuto a
m nuto durante o teste e o re-teste foram
- Frequéncia de entradas dos animai s nos bracos abertos e no
bracos fechados do labirinto (FBF);
- Tenpo de pernmanéncia dos aninmais nos bracos abertos e nos
bracos fechados do | abirinto;
- Frequéncia de tentativas de entradas no bracos abertos
(FT), sendo considerado tentativa, o ato do aninmal colocar
até 3 patas em um dos bracos abertos, seguida de retracdo a
posi cdo original. Este parametro parece estar relacionado a
conportanmento de avaliacdo de risco (Bertoglio e Carobrez,
2000) .

Posteri ornmente, cal cul ou-se:
a) indices tradicionais de ansiedade: a porcentagem de
frequéncia de entrada nos bracos abertos em relacdo a
frequéncia total de entrada em qual quer um dos bracos (%EA)
e a porcentagem de tenpo de permanéncia nos bracos abertos
em relacdo a permanéncia total nos bracos (%IPA), durante os
5 m nut os de exposi ¢cdo ao LCE.
b) tenpo de permanéncia na plataforma central (TPC), que é o
tempo total do experinmento (300 s) nenos o tenpo de

per manéncia nos bracos. Alguns autores sugerem que o TPC
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corresponde ao tenpo de tomada de deci sdao e que de uma certa
manei r a pode fornecer i nf or magcao sobre 0 conflito
esqui va/ apr oxi magao desencadeado pel a configuracéao do
labirinto (Lee e Rodgers, 1990).

De maneira conplenmentar, foi feita uma analise m nuto-
a-m nuto da %TPA visando fornecer uma avaliacdo tenporal do
conportanmento de esquiva e tracar um panoram geral sobre o
perfil conportamental de ratos submetidos ao teste/re-teste

no LCE.

3.8. Histol ogi a

ApO6s o teste conmportanental, os animais foram novanmente
anest esi ados com a conbi nagcdo anestésica descrita no item
3.2, por wvia intraperitonial (lI.P.) e perfundidos, via
i ntracardiaca, com solucédo salina (NaCl, 0,9%, seguida por
solucdo de formal deido (10%.

Post eri or nent e, foram decapitados e receberam unmm
m croi njecado de solucdo de Azul de Evans (0,20 m). Segui u-
se a renocdao dos cérebros, que foram acondicionados em
solucdo de formaldeido (109, por um mnino de 3 dias. Os
cérebros foram fatiados em um m crotomo de congel amento. Os
sitios das i nj ecbes foram identificados através da
conparacdo do corte com o diagrama do atlas do cérebro de

ratos de Paxi nos e Watson (1998).
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Bregma -5.80 mm

Bregma -7 564 mm

Fig. 2. Diagranas de cortes nesencefalicos coronais do cérebro de
rato, ilustrando os sitios das mcroinjecdes, marcados com Azul
de Evans, nas porcles rostral e caudal da SCPd. Os sitios sdao em
numero reduzido, devido a sobreposic¢cdo dos nesnobs (Adaptado de
Paxi nos e Watson, 1998).

3.9. Anéalise Estatistica

Os dados do teste e re-teste (sessbes de 5 m nutos),
expressos conp nédia £ epm foram inicialnmente subnetidos ao
teste wuni-variado de Bartlett, para a verificacao de
honogenei dade das vari ancias. Na ocorréncia de val ores néo
hompgéneos (p<0, 05), os dados foram transfornmados pela raiz
guadrada, com o objetivo de honogenei zar a anpbstra.

Todos os paranetros estudados foram subnmetidos a
analise de variancia (ANOVA) de duas vias. O tratamento e o
teste/re-teste ou mnuto-a-mnuto (medida repetida) foram
consi derados conop variaveis independentes, o0s paranetros
conportanment ai s observados foram consi derados cono vari avei s
dependentes e a posicao (rostral ou caudal) e a histol ogia

(positiva) foram consi deradas condi ¢cdes.
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Val ores significativos de tratamento e teste/re-teste
(ou mnuto-a-m nuto) indicados pela ANOVA foram subnetidos
posteriornmente ao teste post hoc LSD (Least Squar e
Difference), de conparacdo conbinada. As diferencas foram
consi deradas significativas para p<0, 05.

Nos dados referentes a analise das sessfes de 5
m nut os, foram feitas as segui ntes conparacdes:
a) grupo controle X grupo |lidocaina no teste e no re-teste;
b) grupo controle no teste X no re-teste;
c) grupo lidocaina no teste X no re-teste.

Na analise mnuto-a-mnuto do teste e re-teste, foram
feitas diversas conparacdes e destacadas as diferencas

rel evantes nos graficos.

3.10. Drogas e Sol ucdes

Nos experinmentos realizados as seguintes drogas foram
utilizadas:
- Anestésico geral para aplicacdo IP: solucdo conbinada 1:1
de xilazina (Ronpunf, Bayer S.A., Brasil) e quetam na
(Francotar® Virbac do Brasil).
- Para aplicacao intracerebral:

a) liquor artificial, com a seguinte constituicdo: KC 2,5
mM NaCl 125 mM MCl, 1,18 mM e CaCl, 1,26 mM (Richards et
al., 1995); b) lidocaina (RBI, EUA), c) GLU (Sigma, EUA), d)
GLY (Sigma, EUA), e) NVDA (Sigma, EUA), f) DSER (RBI, EUA),
di ssolvidos em Iliquor; e g) Azul de Evans - corante

hi st ol 6gi co (Sigm, EUA), dissolvido em agua destil ada.
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4. ETAPAS EXPERI MENTAI S

4. A. ETAPA |I. Efeito da inativacdo tenporaria e reversivel da
SCPd sobre os conportanentos observados em ratos subnetidos ao
teste e re-teste no LCE.

Em nuitas espécies aninmais, a estinmulacdo elétrica e
quimca da SCPd evoca conportanmentos defensivos (G aeff,
1981; Bandl er, 1988) juntamente com respost as
neur oveget ati vas (Schenberg e Graeff, 1978; Hilton, 1982
Carobrez et al., 1983). Estas reacOes parecem ser nodul adas
por diversos neurotransm ssores, tais cono: acetilcolina
(Carrive et al., 1986), serotonina (Graeff, 1993), GABA
(Schenberg et al., 1981), opi 6i des (Fedynyshyn et al.,
1989) e AAE (Guimarédes et al., 1991; Schmtt et al., 1990;
Bandl er e Depaulis, 1991; Matheus et al., 1994).

Para o estudo dos conportanentos defensivos, dos
diferentes sistemas de neurotransm ssdo e das estruturas
neurai s envol vidas nestas respostas, nuitos nodel os ani mais
de ansiedade tém sido utilizados (Griebel, 1995; Menard e
Treit, 1999; Teixeira e Carobrez, 1999; Adanec, 2001). A
exposi cdo ao LCE tem sido um dos testes de ansiedade nais
popul ares (Rodgers e Cole, 1994; Rodgers et al., 1997),
capaz de detectar variacdes nas respostas de conflito e
esqui va e, consequentenmente, sensivel a drogas ansi ogénicas
e ansioliticas (Rodgers e Cole, 1994). Em contrapartida, o
re-teste no LCE ainda carece de validacdo, isto porque hé

controvérsias sobre o tipo de nedo/ ansi edade evocado por unm
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segunda exposi¢cdo neste nodel o. Al guns autores sugerem que
enquant o os conportanentos de esquiva e conflito evocados no
teste representam uma resposta defensiva né&o-condicionada
esses nesnops conportanmentos quando observados no re-teste
parecem indicar um tipo de resposta condicionada (File e
Zangrossi, 1993; File et al., 1996), adquirida ao |ongo da
prinmeira exposicao (Holnmes e Rodgers, 1998; Bertoglio e
Car obrez, 2002).

A mcroinjecdo de anestésicos |locais, tais cono |idocaina,
€ uma dos nétodos nmis utilizados para inativacao tenporaria de
estruturas cerebrais, sem dano as estruturas-alvo (Mlpeli,
1999). A lidocaina causa um bl oqueio reversivel da transm sséo
sinaptica e da condutéancia do estinulo ao |ongo dos ax6ni os de
passagem ( Mal pel i e Schiller, 1979) e sua mcroinjecgéao
i ntracerebral pode ser utilizada para o estudo do envol vi mento
de estruturas especificas em determ nadas situacdes (Da-Costa-

Gonmez et al., 1996; File et al., 1998).

4. A. 1. OBJETI VO EXPERI MENTAL
A realizagcadao deste experinmento teve por finalidade a
aval i acdo do papel da SCPd nos conportanmentos evocados em

rat os submeti dos ao teste e re-teste no LCE

4. A. 2. PROCEDI MENTO
Gs animais operados nesta etapa (l) receberam una

m croinjecao (0,3 mM) de liquor (controle) ou lidocaina (4% em
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areas rostrais e caudais da SCPd e, procedeu-se conmp descrito

no item 3.6 dos procedi nentos gerais.

4. A. 3. RESULTADOS

Os resultados obtidos nesta etapa experinental estéao
representados nas figuras 4 e 5 e tabelas 1 a 2.

Na Fig.4 estdo representados os dados obtidos ap6s a
i nativacdo tenporaria e reversivel (com lidocaina) da SCPd
rostral e caudal, sobre a atividade nos bracos abertos emratos
submeti dos ao teste/re-teste no LCE

Na SCPd rostral (Fig.4.A), a ANOVA detectou um efeito na
atividade nos bracos abertos (%BA e %BA) referente ao
tratanmento [ F(1, 19) =5, 96; p<0, 05 e F(1, 19) =5, 19; p<0, 05,
respectivanente] e ao teste/re-teste [F(1,19)=25,34;p<0,05 e
F(1, 19) =22, 59; p<0, 05; respecti vanment e] . O teste post hoc
nostrou que a microinjecdo de l|lidocaina na porc¢do rostral nao
afetou a %EA e %WBA no teste no LCE. No re-teste, houve uma
di m nui ¢do significativa (p<0,05) nos paréanetros de %EA e %BA
para o grupo controle, guando conparado com seu valor no teste,
o que confirm dados da literatura (Holnmes e Rodgers, 1998;
Bertoglio e Carobrez, 2000) que indicam que numa segunda
exposi ¢ado 0s animais apresentam nenor proporcao de atividade
nos bracos abertos e consequentenente uma resposta de esquiva
aos bracos abertos nmmior do que no teste. Houve tanbém uma
di mi nui cdo significativa (p<0,05) nos paranetros de %EA e %BA
para o0 grupo que recebeu lidocaina no dia anterior, quando

conparado com seu valor prévio no teste, nobstrando que no re-
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teste este grupo apresenta uma resposta de esquiva aos bracgos
abertos nmior do que no teste. No entanto, esta reposta nao foi

tdo acentuada quanto a do grupo controle, pois o teste post hoc
nostrou que as YWEA e %WBA do grupo |lidocaina foram
significativanente mai ores (p<0,05) que as do grupo controle.

Na SCPd caudal (Fig.4.B), a ANOVA detectou um efeito na
atividade nos bragos abertos referente ao tratanento [%BA:
F(1,19)=12,71; p<0,05 e 9%BA: F(1,19)=5,01; p<0,05] e ao teste/
re-teste [%BA: F(1,19)=15, 39; p<0, 05; 9% BA: F(1, 19) =9, 89; p<0, 05].
O teste post hoc nostrou que a mcroinjecdo de lidocaina na
porcédo caudal ndo afetou a %EA e %BA no teste no LCE. No re-
teste, houve uma dimnuicdo significativa (p<0,05) nos
paranmetros de %EA e %WBA para o grupo controle, quando
conparado com seu valor no teste, o que confirma os resultados
da porcado rostral e dados da literatura (Holnes e Rodgers,
1998; Bertoglio e Carobrez, 2000) que indicam que a experiéncia
prévia no labirinto aunmenta o nedo evocado nunma segunda sessao.
O teste post hoc nostrou que no re-teste, as nedidas %EA e
9%9BA do grupo lidocaina foram significativanmente nai ores que as
do grupo controle e ndo foram diferentes do valor do grupo

| i docaina no teste.
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4.A. SCPd ROSTRAL
Entradas Tempo

o)
?

[ ] CONTROLE
# [ LiDOCAINA

N
-
>(.

% Atividade bracos abertos
N
o

0-

4.B. SCPd CAUDAL
60

40-

20

% Atividade bracos abertos

TESTE RE-TESTE TESTE RE-TESTE

Fig. 4. Efeitos na atividade nos bracos abertos (%BA e %BA)
apés a inativacdo de areas rostrais (A) e caudais (B)da SCPd de
ratos com mcroinjecdo (0,3 m) de i docaina (n=9, nas duas
por¢cdes), 15 mn antes do teste no LCE, conparada com o0 grupo
controle (n=12, nas duas porcbes). O re-teste foi realizado 24 h
apés, sem droga. Os valores estdo representados cono nedias =
erro padrdo da nmedia (epm. *  p<0, 05, significativanente
diferente do grupo controle. # p<0, 05, significativanente
di ferente do val or do respectivo grupo no teste.
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Na Fig.5 podenpos observar a %IBA ao |ongo dos 5 m nutos
de exposicdo no teste e no re-teste no LCE

Na SCPd rostral (Fig.5.A), a ANOVA detectou efeito
significativo do tratanento e da exposi¢cdo mn nuto-a-mnuto
[F(1,19)=4,84; p<0,05 e F(9,171) =13, 94; p<0, 05, respectivanen-
te] na %BA. O teste post hoc npbstrou que para O grupo
controle, h& dimnuicdo significativa (p<0,05) na %BA ao
| ongo dos m nutos da exposicdo-teste (1° m nuto diferente do
20, 3°, 4° e 5°), sugerindo que h& uma aquisicao gradual da
resposta de esquiva aos bracos abertos e confirmndo dados
da literatura (Hol mes e Rodgers, 1998; Bertoglio e Carobrez,
2002). Para o grupo |lidocaina, ha tanbém di m nuicéao
significativa (p<0,05) na %UBA ao longo dos mnutos da
exposi cdo-teste (1° mnuto diferente do 3°, 4° e 59),
sugerindo que ha aquisicao gradual da resposta de esquiva
também para este grupo. No re-teste, o grupo controle nao
apresenta diferenca na %IBA ao |ongo dos m nutos, enquanto
que no grupo lidocaina a %IBA & maior (p<0,05) no 1° m nuto
que no 2°, 3°, 4° e 5° E jnportante também ressaltar que
para o grupo lidocaina, a %BA no prineiro mnuto do re-
teste € significativamente maior (p<0,05) que no ultino
m nuto no teste. Este aunento ndo ocorre no grupo controle.

Ainda na porcao rostral da SCPd, quando conparanmos um
m nuto especifico da sessdo entre o grupo experinental e
control e, podenos notar um aunento significativo (p<0,05) na
%IBA para o grupo |idocaina no 2°, 3° e 4° m nutos do teste.

Esse resultado sugere efeito ansiolitico, apesar de que no
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dado da sessadao total (5 mnutos), tal efeito ndo fo
evi denci ado. No 1° mnuto do re-teste podenps observar que o
grupo |idocaina nédo apresenta retencdo da resposta de
esqui va.

Na porcdo caudal da SCPd (Fig.5.B), a ANOVA detectou
efeito da exposi¢cdo mnuto-a-mnuto [F(9,171)=11, 93; p<0, 05]
na %BA. O teste post hoc nmostrou que ha dimnnuicao
significativa (p<0,05) na %UBA ao longo dos mnutos da
exposi cdo-teste (1° mnuto diferente do 2°, 3°, 4° e 59)
para o grupo controle e para o grupo da |idocaina, sugerindo
que h& aquisicdo gradual da resposta de esquiva aos bracos
abertos do LCE. No re-teste, o0 grupo controle ndo apresenta
di ferenca na %IBA ao |ongo dos m nutos, engquanto que no
grupo |lidocaina a % TBA é maior no 1° mnuto que no 4° e 5°,
E inportante tanbém ressaltar que, para o grupo |lidocaina, a
%IBA no 1° mnuto do re-teste é significativamente naior
(p<0,05) que no ultim mnuto no teste. Este aunmento néo
ocorre no grupo controle.

Ainda na SCPd caudal, quando conmparanps um mnuto
especifico da sessdo entre o grupo experinmental e controle,
podenos notar aunmento significativo (p<0,05) na %IBA para o
grupo lidocaina no 1° mnuto do teste e 1°, 2°, 3° m nutos
do re-teste. Esses resultados parecem indicar que o0 grupo
| i docai na, apesar de apresentar nenos aversao aos bracos
abertos no 1° mnuto do teste, nostrou uma curva de
aqui sicdo de esquiva. No entanto, no re-teste nostrou

prejuizo na retencdo da resposta de esquiva.
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5.A. SCPd Rostral
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Fig.5. Analise mnuto-a-mnuto da %BA ap6s a inativacao de areas
rostrais (A) e caudais (B)da SCPd de ratos com m croinjecdo (0,3
m) de |I|idocaina (n=9, nas duas porc¢des), 15 mn antes do teste
no LCE, conparada com o grupo controle (n=12, nas duas porc¢des).
O re-teste foi realizado 24 h ap6s, sem droga. As curvas
representam as médi as da %IBA do LCE. * p<0, 05,
significativanente diferente do grupo controle. # p<0, 05,
significativanmente diferente do valor do primeiro mnuto na

sessdo. + p<0,05, diferente significativanente do dltinm mnuto
do teste.
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Na tabela 1, podenos observar outros paranmetros
observados em ratos mcroinjetados com |liquor ou I|idocaina
na SCPd rostral, considerados indices de atividade geral
(Rodgers e Cole, 1994), possivelnente relacionados com
atividade I|oconmotora (FBF), avaliacdo de risco (FT;
Bertoglio e Carobrez, 2000), e tenpo de tonmada de decisao
(TPC) entre esquival/ aproxi magdo (Lee e Rodgers, 1990).

Com relacdo a FBF, a ANOVA ndo detectou diferenca
significativa entre o grupo experinmental e o controle
(Tabela 1.A), nmostrando que o tratamento com |idocaina na
SCPd rostral ndo afetou a atividade | oconotora dos ani mais.

Quanto a FT, a ANOVA detectou efeito significativo do
teste/re-teste [F(1,19)=28.22;p<0.05]. O teste post hoc
nostrou que tanto o grupo controle, quanto o0 grupo
| i docai na, mostraram aunento (p<0,05) na FT quando conparado
aos val ores dos respectivos grupos no teste (Tabela 1.B).

A ANOVA detectou efeito significativo do tratanmento
[F(1, 19)=10, 10; p<0,05] no TPC. O teste post hoc nostrou que
este parametro foi aunmentado (p<0,05) no grupo Ilidocaina

tanto no teste quanto no re-teste (Tabela 1.C).
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TABELA 1. Efeitos da inativacdo tenporaria e reversivel com
| i docaina na SCPd rostral, na FBF, na FT, e no TPC observados
emratos subnetidos ao teste/re-teste no LCE
SCPd rostral
Tr at anent o | __ TESTE | RE- TESTE
A. FREQUENCI A DE ENTRADA NOS BRACOS FECHADOS
Control e 4,6 £ 0,7 6,6 +0,7
Li docai na 5,3 + 0,8 5,9 + 0,5
B. FREQUENCI A DE TENTATI VAS
Control e 2,4 + 0,5 4,6 + 0, 6"
Li docai na 2,1 +0,6 6,1 + 1,0*
C. TEMPO DE PERMANENCI A NA PLATAFORMA CENTRAL
Controle 10,6 + 2,2 20,6 + 5,7
Li docai na 26,2 + 7, 6% 31,6 + 8,1*
OBS. Os dados sao expressos na forma de nmedias = epm *
p<0, 05, significativanente diferente do grupo controle. #
p<0.05, significativanmente diferente do valor no teste.

Na tabela 2, podenps observar o0s nmesnps paranetros na
SCPd caudal .

A ANOVA nédo detectou efeito significativo na FBF
(Tabela 2. A), nobstrando também nesta porc¢do, que a atividade
| ocompt ora dos ani mais nédo foi afetada.

Quanto a FT, a ANOVA detectou efeito do teste/re-teste
[F(1,19)=9.53;p<0.05]. O teste post hoc nostrou que grupo
| i docaina apresentou aunmento significativo (p<0.05) neste
parametro, no re-teste, quando conparado com seu proéprio
val or no teste (Tabela 2.B).

Com relagcdo ao TPC, ANOVA detectou um efeito marginal
do tratamento [F(1, 19)=3,6;p=0,07]. Oteste post hoc npbstrou
um aunmento significativo (p<0,05) para o grupo |idocaina

guando conparado com o controle, no re-teste (Tabela 2.C)
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TABELA 2. Efeitos da inativacdo tenporaria e reversivel com
i docaina na SCPd caudal, na FBF, na FT e no TPC observados em
ratos subnetidos ao teste/re-teste no LCE
SCPd cauda
Tr at anent o | TESTE | RE- TESTE
A. FREQUENCI A DE ENTRADA NOS BRACOS FECHADOS
Controle 3,7 £0,5 5,2 £+ 0,9
Li docai na 4,2 + 0,7 6,4 £+ 0,7
B. FREQUENCI A DE TENTATI VAS
Control e 3,0 £ 0,7 3,6 +0,8
Li docai na 1,3 + 0,4 4,4 + 0, 6%
C TEMPO DE PERMANENCI A NA PLATAFORMA CENTRAL
Controle 13,4 + 4,1 15,2 + 5,1
Li docai na 18,0 + 4,4 32,2 + 7,8*
OBS. Os dados sdo expressos na forma de nédias = epm *
p<0, 05, significativanmnente diferente do grupo controle. #
p<0. 05, significativamente diferente do valor no teste.

4. A. 4. DI SCUSSAO

Os resultados obtidos com os grupos controles da SCPd
rostral e caudal estdao de acordo com os relatos da
literatura que nostram que a experiéncia prévia no LCE
aunenta o nmedo (caracterizado pela resposta de esquiva)
evocado numa segunda sessdo neste npodel o (Hol mes e Rodgers,
1998; Bertoglio e Carobrez, 2000). Isto porque, 0 grupo
control e apresenta uma di m nui ¢cdo significativa na atividade
nos bracos abertos na segunda exposi ¢cao. Observando o perfi
conportanmental m nuto-a-mnuto do grupo controle no teste,
podenos visualizar que a dimnuic¢cdao na atividade nos bracgos
abertos do LCE é gradual e ocorre ao |ongo dos m nutos da
exposi cdo-teste, indicando uma aquisicdo de resposta de
esqui va aos bracos abertos. A retencdo desta resposta de
esqui va pode ser observada no re-teste, onde o aninal

expressa um perfil ansiogénico, com um val or de %BA e % BA
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i nferiores aos obtidos no teste.

Os resultados obtidos com o0s grupos que receberam
| i docaina nobstram que a inativacdo tenporéria e reversivel
com |idocaina de areas rostrais e caudais da SCPd afeta o
conportanmento de ratos subnetidos ao teste e re-teste no LCE
de maneira muito simlar

No que diz respeito aos indices tradicionais de
ansi edade, a inativacdo com |idocaina ndo afetou o perfil
conportanental dos animais no teste. Nos dois grupos, houve
aqui sicdo da resposta de esquiva aos bracos abertos. No
entanto, na avaliacdo m nuto-a-m nuto pdde-se evidenciar uma
di m nui cdo na aversao aos bracos abertos ou uma tendéncia a
efeito ansiolitico que ndo se observou no dado da sesséo
total, nostrando que este tipo de analise pode contribuir
para uma aval i acdo conportanmental mais conpleta.

No re-teste, o0 grupo que recebeu lidocaina no dia
anterior antes do teste, nostrou um perfil conmportanental
diferente do grupo controle. Miis especificanente, 0 grupo
| i docaina apresentou um aunento na atividade nos bracos
abertos em relacdo ao grupo controle, principalnmente no 1°
m nuto da exposicdo re-teste. Podenos dizer que, 0S grupos
nos quais a SCPd foi inativada durante o teste, néo
apresentaram o perfil ansi ogénico exibido pelo grupo
controle. Este resultado pode ser indicativo de que a SCPd é
i nportante na percepcdo do labirinto como sendo um estinmulo
aversi vo, ou ainda, nos processos de aprendi zado da resposta

de esquiva aos bracos abertos. E inportante destacar que
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este perfil menos ansioso foi visualizado nas duas porcoes
est udadas, porém de maneira mai s acentuada na SCPd caudal .

A atividade | oconotora nao foi afetada pela inativacéao
da SCPd. Quanto a FT, o grupo lidocaina apresentou aunento
neste paranetro no re-teste quando conparado ao valores
prévios no teste, tanto na SCPd rostral quanto caudal,
i ndi cando aunmento no conportanento de avaliacdo de risco.
Quanto ao TPC, o grupo |idocaina apresentou aumento neste
parametro no re-teste quando conparado ao grupo controle
nas duas areas estudadas, o que pode indicar aunento no
tenmpo de tomada de deci séo.

Os resultados obtidos no teste nao nos permtem
descart ar a partici pacéao da SCPd nas respostas
conportanmentais observadas na exposi cao-teste no LCE. Apesar
de que, durante a inativacdo da SCPd por |Ilidocaina, os
paranetros tradicionais de ansiedade (sessdao total) néo
foram alterados, a analise mnuto-a-mnuto evidenciou unma
di m nui cdo na aversao aos bracos abertos, talvez consequente
de uma di m nuicdo da percepcdo do labirinto comp sendo um
estimulo aversivo. E inportante destacar que, apesar de
termos usado uma dose eficaz de lidocaina (File et al.,
1998), a aplicacao foi uni | ateral. Em adi cao, na
literatura, ha experinentos com | esdo nostrando que sonente
a inativacado bilateral da SCP desencadeia efeito ansiolitico
no LCE (Adanec, 2001).

Quanto ao re-teste, as respostas conportanmentais nos

| evam a sugerir que a SCPd pode afetar o aprendizado da
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resposta de esquiva que ocorre durante o teste no LCE, isto
porque a inativacdo da SCPd pré-teste afeta a retencdo desta
resposta de esquiva e a expressdo de um conportanmento tipo-
medo mai s acentuado, observadas no grupo controle no re-
teste neste nodel o.

Estes resultados sao duplanente inportantes. Prineiro,
reforca os dados da literatura que indicam que o LCE pode
ser um nmodelo atil ndo somente para estudar respostas
def ensi vas espont aneas no teste (Rodgers e Cole, 1994), conp
também pode ser utilizado no estudo de respostas aprendi das
de medo no re-teste (File et al., 1996). Segundo, nobstra que
a SCPd pode participar na aquisicao e expressao destas
respostas aprendidas de nmedo observadas no LCE. Est a
partici pacdo da SCP em processos mais cognitivos pode ser
indireta, mas é possivel devido a suas conex0es reciprocas
com areas prosencefalicas, conbp a amigdala e area nedi al
pré-oéptica (Rizvi et al., 1991; 1992). Al ém disso, €& bem
aceito que 0 conportanment o def ensi vo evocado pel a
estimul acdo desta estrutura pode ser medi ado por ativacao de
receptores glutamatérgicos (para revisado ver Carobrez et al,
2001). Dentre esses receptores, a ativacdo do receptor
NVDA/ GLYg tem sido considerada essencial para nmuitos tipos
de plasticidade sinaptica, incluindo aquelas relacionadas a
formacdo de mendria, regulacdo do novinmento (W sden et al.
2000) . Recent enent e, tais f endbmenos rel aci onados a
pl astici dade neural, cono potenciacdo de longo termo (LTP;

Adanec, 2001) foram denostrados na SCP
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4.B. ETAPA |I1. Efeitos da estimulacdo quimca com GLU ou com
a associacdo GLY + GLU, em areas rostrais e caudais da SCPd,
sobre os conportanentos observados em ratos subnmetidos ao
teste e re-teste no LCE

Ap6és o prinmeiro relato de “raiva” defensiva, mdriase,
retracdo de orel has, vocalizacdo e silvo em gatos provocados
pela mcroinje¢cdo de GLU na SCPd (Bandler, 1982), nuitos
estudos se seguiram e estas reacdes de defesa espécie-
especificas, juntanente com o conmponente cardiovascul ar
destas, foram sendo confirnmadas e estudadas em diferentes
animais (Krieger e Gaeff, 1985; MDougall et al., 1985;
Bandl er e Depaulis, 1991).

Est udos subseqient es nostraram que det er m nados
conportament os def ensi vos pareciam ser medi ados por
neur 6ni os | ocali zados preferencial nente na nmetade caudal da
SCP (Bandler et al., 1985) ou ainda que o conportanento
def ensivo obtido através de estinulacdo quimca ao | ongo do
ei xo rostrocaudal da SCP poderia apresentar caracteristicas
di sti nt as, gue variam desde recuo defensivo (nel hor
vi sual izado na por¢cdo mais rostral), até esquiva ofensiva
(el hor visualizada na porcdo mmis caudal) (Bandler e
Depaul is, 1991).

O GLU atua em diversos receptores especificos,
met abot r 6pi cos e ionotrépicos (Collingridge e Lester, 1989).
Dentre westes receptores, €é interessante salientar que,
apesar do receptor NVDA ser principalnmente um receptor

gl utamat érgico, isto é, ser ativado sob certas condicfes
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pel a i beracéo de GLU dos term nais nervosos, a
responsi vidade do necanisno receptor e a manutencado deste,
parece depender dos niveis extracelulares de GLY (Leeson e
Iversen, 1994). Uma outra consideracdo inportante é que a
neurotransm ssdo excitatodoria realizada pelo GLU pode ser
aut o-regul ada através da ativacao receptores netabotrdpicos
| ocalizados no termnal pré-sindptico (Chen et al., 2002;
Dietrich et al., 2002).

Estudos anteriores realizados em nosso |aboratério
mostraram que a mcroinjecdo de GLY ao longo do eixo
rostrocaudal da SCPd pode apresentar efeitos conportanmentais
di ferenci ados (Teixeira e Carobrez, 1999). O conportanento
observado foi a resposta aversiva em ratos subnetidos ao
teste no LCE. Conp visto anteriornente, no LCE a avaliacao
do conportanmento € baseada no conflito “aproxi macao-esquiva”
entre a notivacdo exploratoria e a aversdo natural a espacos
abertos (Rodgers e Cole, 1994) e assim a proporcado de
atividade nos bracos abertos do labirinto pode ser utilizada

comp ‘indice de ansiedade’ (Handley e Mthani, 1984; Pell ow

et al., 1985). A GLY nas doses nmmis bai xas, usadas no estudo
(80 e 120 nmol) causou uma reducdo significativa na
ativi dade nos bracos abertos, quando m croinjetada na porcao
caudal da SCPd, sugerindo um efeito ansiogénico restrito a
esta porcado (Teixeira, 1997). Em contrapartida, os aninmais
gue receberam GLY na dose nmaior (240 nnol) apresentaram
aunento na %IBA (mas ndo na %BA) e conportamento expl osivo

20 mnutos ap6s o teste no LCE, um sinal evidente de
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neur ot oxi ci dade, que pode ser indicativo nao de um efeito
ansiolitico, mas sim de um efeito estinmulante da GLY quando
aplicado na SCPd. Comb o efeito ansiogénico da GLY foi
abolido pela mcroinjecdao de HA966 (Teixeira e Carobrez,
1999), conposto com acBes antagbnicas no sitio GLYg (Matheus
et al., 1994), nossos resultados apontaram para um papel

di ferenci ado da ativacao do receptor NVDA/ GLYg na SCPd.

4.B. 1. OBJETI VO EXPERI MENTAL

A realizacdo desta etapa experinental teve por
finalidade a avaliacdo dos efeitos conportanentais da
estimul acdo quimca com GLU ou com a associacao GLY-GLU em
areas rostrais e caudais da SCPd de ratos subnetidos ao

teste e re-teste no LCE

4. B. 2. PROCEDI MENTO

s animais foram operados para inplante de céanulas em
areas rostrais e caudais da SCPd seguindo os procedi nentos
gerai s descritos anteriornente.

Nesta etapa (Il) foram subdivididos em 2 conjuntos
experinmentais: 1. a) liquor (controle); b) GU 20 nnmol (GU
20); c¢) GU 40 nnmol (GU 40); e 2. a) controle; b) GY 120 nnol
+ GU 20 nnmol, 1 mnuto apoés (GLY-GU 20); c¢) GY 120 nnol +
GLU 40 nnol, 1 mnuto apés (GY-G.U 40).

No dia do teste no LCE, ~cada animal recebeu uma
m croinjecdo de |iquor ou dos diferentes conpostos e procedeu-

se conp descrito no item 3.6 dos procedi nentos gerais.
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4.B. 3. RESULTADOS

Os resultados obtidos nesta etapa experinental estéao
representados nas figuras 6 a 9 e tabelas 3 a 6.

Na Fig.6 estdo representados os dados obtidos apos
estimul acdo quimca com GLU em areas rostrais e caudais da
SCPd de ratos subnetidos ao teste e re-teste no LCE.

Na SCPd rostral (Fig.6.A), a ANOVA detectou um efeito na
atividade nos bracos abertos (%BA e 9% BA) referente ao ao
teste/re-teste [F(1,30)=40,53;p<0,05 e F(1,30)=16, 42; p<0, 05;
respectivanmente]. O teste post hoc nobstrou que a estimulacao
com o GLU na porcédo rostral ndo afetou a %EA e %BA durante o
teste no LCE. No re-teste, houve uma dimnuicao significativa
(p<0,05) nos paranetros de %EA e %BA para o grupo controle,
guando conparado com seu valor no teste, o0 que confirm
resultados ja descritos na etapa |. Houve tanbém una di m nui ¢do
significativa (p<0,05) na %EA para o grupo que recebeu G.U no
dia anterior, tanto na dose de 20 nnol, conb na de 40 nnol
gquando conparado com seus valores prévios no teste, nostrando
que no re-teste estes grupos apresentam unma resposta de esquiva
aos bracos abertos nmaior do que no teste.

Na SCPd caudal (Fig.6.B), a ANOVA detectou um efeito na
%EA referente ao teste/re-teste [F(1,28)=9, 26;p<0,05] e um
tendéncia referente ao tratanento [F(2,28)=2,73;p=0,08]. Na
%IBA, a ANOVA detectou um efeito referente ao tratanento
[F(2,28)=5,42; p<0,5] e ao teste/re-teste [F(1,28)=4,87,; p<0, 05].
O teste post hoc nostrou que a estinulagcdo com GLU na porcéo

caudal afetou a %EA e %WBA durante o teste no LCE, pois o



48

grupo que recebeu a mcroinjecdao de G.U na doses 20 nnol
nostrou uma dimnuicdo significativa (p<0,05) em relacdo ao
grupo controle, sugerindo umefeito ansi ogénico. Na dose nmaior,
o GLU 40 nnol, nédo afetou a atividade nos bracos abertos. No
re-teste, houve uma dimnuicdo significativa (p<0,05) nos
parametros de %EA e %BA para o grupo controle, quando
conparado com seu valor no teste, 0 que parece indicar que
experiéncia prévia no labirinto aunenta o nedo evocado nunm
segunda sessdo. O teste post hoc nostrou que no re-teste, a
%EA do grupo GLU 40 foi significativamente nenor (p<0,05) do
que seu valor no teste. E inportante destacar que, no grupo GLU
40, foram descartados 2 animais (cerca de 20% do grupo), que
ficaram durante toda a sessdo-teste indbveis na plataform

central (reacédo de congel anento?).
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6.A. SCPd ROSTRAL
Entradas Tempo
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Fig.6. Efeitos na atividade nos bracos abertos (%BA e %IBA) apoés
estimul acdo quim ca de areas rostrais (A) e caudais (B) da SCPd

de ratos com microinjecdo (0,3 m) de GLU 20 nmol (n=9 e 11,

respectivamente) e 40 nnol

antes do teste no

11, respectivanente).

(n=10 e 9, respectivanente), 15 mn

LCE, conparados com o grupo controle (n=14 e

O re-teste foi realizado 24 h apds, sem

droga. Os dados estdo representados comp médias = epm * p<O0, 05,
diferente do grupo controle. # p<0, 05,
significativamente diferente do valor do respectivo grupo no

significativanente

teste.
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A Fig.7 nostra a % BA mnuto-a-m nuto, nas sessdes no
LCE, para os grupos controle e estimlados com GLU.

Na porcédo rostral (Fig.7.A), a ANOVA detectou efeito da
exposi cdo m nuto-a-mnuto [F(1,30)=38, 27; p<0,05] na %IBA. O
teste post hoc nostrou que para o0 grupo controle, hé
di m nui ¢cdo (p<0,05) na %IBA entre o 1° mnuto do teste e o
1° mnuto do re-teste, sugerindo que ha uma aquisicao da
resposta de esquiva aos bracos abertos e confirmando dados
da literatura (Hol mes e Rodgers, 1998; Bertoglio e Carobrez,
2000). Para os grupos experinentais também podenps observar
uma  di m nui¢cdo (p<0,05) na wUBA quando conparanps o 1°
mnuto do teste e do re-teste. No re-teste, o0 teste post hoc
também nostrou um aunmento (p<0,05) na %IBA do 1° m nuto do
grupo GLU 20 quando conparado com o grupo controle e no
grupo 40 quando conparado com seu ultinmo m nuto no teste.

Na porcédo caudal (Fig.7.B), a ANOVA detectou efeito do
tratamento |[F(2,28)=4,49; p<0,05] e da exposicdo m nuto-a-
mnuto [F(9, 252)=8, 10;p<0,05] na %UBA. O teste post hoc
nostrou que o grupo GLU 20 nostra uma di m nui cdo (p<0,05) na
%IBA do 1° mnuto do teste quando conparado com o control e,
i ndicando que o efeito ansiogénico evidenciado na sesséo
total, pode ser observado principalnmente no 1° mnuto de
exposi ¢cdo. Ha tanmbém di m nui cdo (p<0,05) na % BA entre o 1°
mnuto do teste e o 1° mnuto do re-teste para 0S grupos
controle e GLU 40. No re-teste, ha um aunmento (p<0,05) na
%IBA do 1° m nuto do grupo GLU 20 quando conparado com o seu

ultinm m nuto no teste.
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7.A. SCPd Rostral
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Fig. 7. Perfil mnuto-a-mnuto da %BA apés a estinulacdo quimn ca

de éareas rostrais (A) e caudais (B) da SCPd de ratos com

mcroinjecao (0,3 m) de GLU 20 nmol (n=9 e 11, respectivanente)
e 40 nmol (n=10 e 9, respectivanente), 15 nmn antes do teste no
LCE, conparada com o grupo controle (n=14 e 11, respectivanente).
O re-teste foi realizado 24 h apés, sem drogas. As curvas

representam as medi as da %IBA do LCE. * p<0, 05,

significativanente diferente do grupo controle. + p<0, 05,
di ferente significativamente do Gltinm m nuto do teste.
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Na tabela 3, podenos observar outros paranmetros
observados na SCPd rostral, possivelnmente relacionados a
atividade geral (Rodgers e Cole, 1994).

Com rel acdo a FBF, a ANOVA detectou um efeito referente
ao teste/re-teste [F(1,30)=10, 45;p<0,05]. O teste post hoc
nostrou que a estimulacdo quimca com o GLU ndo afetou a
FBF, mas este paranetro nostrou-se aunentado (p<0,05) no re-
teste para o grupo GLU 20 nnmol, quando conparado com seu
respectivo valor no teste (Tabela 3. A).

Quanto a FT, a ANOVA detectou efeito do teste/re-teste
[F(1,30)=8.46; p<0.05]. O teste post hoc nobstrou aunento
(p<0.05) na FT, para o grupo controle no re-teste, quando
conparado ao seu respectivo valor no teste (Tabela 3.B).

A ANOVA nao detectou efeito no TPC (tabela 3.C).

TABELA 3. Efeitos da estinulacdo quim ca com m croinjecdo de
GU 20 nnmol e 40 nnol na SCPd rostral, na FBF, na FT e no TPC
observados emratos subnetidos ao teste/re-teste no LCE
SCPd rostral
Tr at anent o | TESTE | RE- TESTE
A. FREQUENCI A DE ENTRADA NOS BRACOS FECHADOS
Controle 4,5 + 0,6 5,9+0,7
GLU 20 nnol 3,9 £ 0,6 6,3 + 1, 1"
GLU 40 nnol 4,2 + 0,8 6,1 £ 0,6
B. FREQUENCI A DE TENTATI VAS
Control e 2,4 +0,5 4,2 + 0,5*
GLU 20 nnol 3,2 +0,7 50+ 1,0
GLU 40 nnol 1,9 + 0,4 3,5 +1,0
C TEMPO DE PERMANENCI A NA PLATAFORMA CENTRAL
Control e 11,3 + 2,8 17,0 + 5,1
GLU 20 nnol 28,1 + 7,1 24,11 + 9,28
GLU 40 nnol 29,7 + 10,5 17,9 + 3,9
OBS. Os dados séao expressos na forma de médias * epm #
p<0, 05, significativanmente diferente do val or no teste.

A tabela 4 nostra esses paranetros na SCPd caudal .
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A ANOVA detectou efeito na FBF referente ao teste/re-
teste [F(1,28)=4,88;p<0,05]. O post hoc nostrou que a
estinmulacdo quimca como GLU ndo afetou a FBF no teste, nas
no re-teste, o grupo GLU 20 nostrou aunento (p<0, 05) quando
conparado com seu respectivo controle (Tabela 4. A).

Quanto a FT, a ANOVA nédo detectou efeito (Tabela 4.B).

A ANOVA detectou um efeito do tratanmento [F(2,28)=5, 32;
p<0,5] e do teste/re-teste [F(1, 28)=8,48;p<0,05], no TPC. O
post hoc nostrou aunento (p<0,05) neste paranetro, para o
grupo GLU 40 na SCPd caudal durante o teste e dimnuicao
(p<0,05) no re-teste quando conparado ao valor prévio
(Tabela 2.C). Este €& um resultado relevante, tanmbém porque
neste grupo foram descartados 2 animai s que permaneceram 0S

5 m nutos de exposicado do teste na plataforma central.

TABELA 4. Efeitos da estinulacdo quimca com mcroinjecdo de
AU 20 nnol e 40 nnol na SCPd caudal, na FBF, na FT e no TPC
observados emratos subnetidos ao teste/re-teste no LCE
SCPd caudal
Tr at anent o | TESTE | RE- TESTE
A. FREQUENCI A DE ENTRADA NOS BRACOS FECHADOS
Control e 4,6 £ 0,9 6,0+ 0,9
GLU 20 nnol 2,9 £ 0,6 3,5 +0,9"
GLU 40 nnol 4,1 +0,9 5,8 +0,7
B. FREQUENCI A DE TENTATI VAS
Control e 3,7 £+ 0,6 4,9+ 1,0
GLU 20 nnol 2,4 £ 0,6 3,7 0,8
GLU 40 nnol 4,6 + 0,7 4,8 +1,0
C. TEMPO DE PERMANENCI A NA PLATAFORMA CENTRAL
Controle 21,0 + 8,5 16,4 + 5,0
GLU 20 nnol 15,2 + 4,1 8,4 + 4,1
GLU 40 nnol 64,3 + 15, 5* 29,5 + 9, 4*
OBS. Os dados sao expressos na forma de nédias = epm *
p<0, 05, significativamente diferente do grupo controle. #
p<0, 05, significativanmente diferente do val or no teste.

Na Fig.8 estdo representados os dados obtidos apos
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estinmulacdo quimca com a associacdao GLY+GLU em areas
rostrais e caudais da SCPd de ratos subnetidos ao teste e
re-teste no LCE.

Na SCPd rostral (Fig.8.A), a ANOVA detectou um efeito
na 9%EA referente ao tratanmento [F(2,24)=5,52;p<0,5] e ao
teste/re-teste [F(1,24)=5,68;p<0,05] e na %UBA um efeito
referente ao tratamento [F(2,24)=5,74;p<0,05]. O teste post
hoc mostrou que a estinmulagcdo com o GLY-GLU na porcgéo
rostral afetou a atividade nos bracos abertos durante o
teste no LCE. No teste, a %EA foi dimnuida(p<0,05) apos
estinmul agdo com GLY-GLY 20 nmol, enquanto que 9%BA foi
di m nuida (p<0,05) pela associacdao GLY-GLU nas duas doses
utilizadas, sugerindo que a conbinacdo GLY-GLU pode aunentar
a resposta de esquiva na SCPd rostral. No re-teste, houve
uma di m nui ¢cao significativa (p<0,05) nos paranmetros de %EA
e %IBA para o grupo controle, quando conparado com seu val or
no teste, o] que confirm resul t ados ja descritos
anteriornmente.

Na SCPd caudal (FIG 8.B), a ANOVA detectou um efeito nas
%EA e %BA referente ao teste/re-teste [F(1,29)=30,59; p<0,05 e
F(2,29)=22, 05; p<0,5, respectivanente]. O post hoc npstrou que
a estinmulacdo com GY-GU na porcao caudal ndo afetou a
atividade nos bracos abertos durante o teste no LCE. Este dado
€ bastante surpreendente porque a G.Y 120 nnol, assim conp o
GuU 20 nnol, sozi nhos sao capazes de provocar efeito
ansi ogéni co (Teixeira e Carobrez, 1999; Carobrez et al., 2001).

No re-teste, houve uma dimnuicdo significativa (p<0,05) nas
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%EA e %BA para o grupo controle, quando conparado com seu
valor no teste, o que corrobora nossos resultados anteriores. O
teste post hoc npbstrou que no re-teste, esses paranetros foram

tanbém di m nui dos (p<0, 05) nos grupos experinentais (AY-G.U).
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8.A. SCPd ROSTRAL
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Fig.8. Efeitos na atividade nos bracos abertos (%BA e %IBA) apés
estimul acdo quimca de areas rostrais (A) e caudais (B) da SCPd
de ratos commcroinjecao (0,3 m) de GLY-GLU 20 nmol (n=08 e 07,

respectivanente) e GLY-GLU 40 nmol (n=11 nos dois grupos), 15 mn
antes do teste no LCE, conparados com o grupo controle (n=12 e
10, respectivanente). O re-teste foi realizado 24 h apé6s, sem
drogas. Os dados estdo representados comp nmedias + epm * p<0, 05,

significativanente diferente do grupo controle. *  p<0, 05,

significativanmente diferente do valor do respectivo grupo no
teste.
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Na Fig.9 podenps observar a %IBA ao |ongo dos 5 m nutos
de exposicdo no teste e no re-teste no LCE, do grupo
controle e dos grupos estinul ados com a associ agcdao GLY-GLU.

Na porcédo rostral (Fig.9.A), a ANOVA detectou efeito do
tratamento [F(2,24)=6,32; p=0,05] e da exposic¢do m nuto-a-
m nuto [F(9, 216)=6,91;p=0,05] na %BA. O teste post hoc
nostrou que o grupo que foi estinulado com a conbi nagcdo GLY-
GLU 20 nnol antes do teste nostrou di m nuicdo significativa
(p<0,05) na %UBA do 1° mnuto do teste no LCE. Este
resul tado, conmo visto tanbém para o GLU 20 na SCPd caudal
pode indicar que o efeito ansiogénico observado na sesséo
total, aparece principalmente no 1° mnuto de exposic¢éo.
Para o grupo controle, h& dimnuicao (p<0,05) na %BA entre
0 1° mnuto do teste e o0 1° mnuto do re-teste, cono visto
anteriornmente. Os grupos que receberam estinulacdo com GLY-
GLU no dia anterior apresentaram aumento (p<0,05) no 1°
m nuto do re-teste e relacdo ao ultinmo m nuto do teste.

Na SCPd caudal (Fig.9.B), a ANOVA detectou efeito da
exposi cdo mnuto-a-mnuto [F(9, 261) =15, 24; p<0, 05], na % BA.
O teste post hoc nmobstrou que ocorreu uma di m nui ¢cao (p<0, 05)
na % BA quando conparanmps o0 1° mnuto do teste e do re-teste
nos grupos controle e experinentais. O teste post hoc também
nostrou aunmento (p<0,05) na %BA no 1° mnuto do teste para
0 grupo GLY-GLU 20, quando conmparado com o control e.

De maneira geral, houve retencdo da resposta de esquiva
aos bracos abertos, nas duas porc¢des estudadas, tanto para o

grupo controle, quanto os experinentais.
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9.A. SCPd Rostral
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Fig.9. Perfil mnuto-a-mnuto da %IBA apés a estinmulacdo quimca

de areas rostrais (A) e caudais (B) da SCPd de ratos com
mcroinjecdo (0,3 m) de GLY-GLU 20 nnol (n=08 e 07,
respectivanmente) e GLY-GLU 40 nnmol (n=11 nos dois grupos), 15 mn
antes do teste no LCE, conparada com o grupo controle (n=12 e 10,
respectivanente). Ore-teste foi realizado 24 h apos, sem drogas.
As curvas representam as médias da %WBA do LCE * p<0,05,

significativamente diferente do grupo controle. + p<0, 05,
diferente significativamente do dltinm mnuto do teste.
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Na tabela 5, podenos observar outros paranmetros
observados na SCPd rostral, possivelnente relacionado a
atividade geral (Rodgers e Cole, 1994).

Com rel acdo a FBF, a ANOVA detectou um efeito referente
ao teste/re-teste [F(1,24)=7,28;p<0,05]. O teste post hoc
nostrou que a estinulacdo quimca como GLY-GLU ndo afetou a
FBF durante o teste no LCE, mms este paranetro nostrou-se
aunentado no re-teste para o grupo controle (p=0,05) e para
0 grupo que foi estimulado no dia anterior com GLY-GLU 20
nnol ( p<0, 05), quando conparados com seus respectivos val ores
no teste (Tabela 5. A).

Quanto a FT, a ANOVA detectou efeito significativo
referente ao tratanmento [F(2,24)=4.74;p<0.05] e ao teste/re-
teste [F(1,24)=32.90;p<0.05]. O teste post hoc nostrou
aunmento significativo (p<0.05) para a FT do grupo controle
no re-teste, quando conparado ao seu respectivo valor no
teste. O grupo que foi estimulado no dia anterior com GLY-
GLU 20 nnol tanbém nostrou este parametro aunentado
(p<0.05) quando conparado ao seu respectivo valor no teste e
guando conparado com o controle no re-teste (Tabela 5.B).

A ANOVA ndo detectou efeito significativo no TPC

(tabela 5.0C).
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TABELA 5. Efeitos da estinulacdo quimca com mcroinjecdo de

AY-GU 20 nmol e GY-GU 40 nnol na SCPd rostral, na FBF, na FT

e no TPC observados emratos subnetidos ao teste/re-teste no LCE
SCPd rostral

Tr at anent o | TESTE | RE- TESTE

A. FREQUENCI A DE ENTRADA NOS BRACOS FECHADOS

Control e 4,3 £ 0,6 6,1%0,7

GLY-GLU 20 3,0 £ 0,6 5,6 +0,7*

GLY-GLU 40 3,6 +1,0 4,1 + 0,7

B. FREQUENCI A DE TENTATI VAS

Control e 2,2 +0,5 4,5 + 0,5"

GLY-GLU 20 2,9 +0,8 7,7 + 0, 5%

GLY-GLU 40 2,6 + 1,0 3,7 0,6

C. TEMPO DE PERVANENCI A NA PLATAFORMA CENTRAL

Control e 12,1 + 3,1 19,3 + 5,8

GLY-GLU 20 12,1 + 4,1 8,5 + 3,5

GLY-GLU 40 13,0 + 6,9 4,14 + 2,3

OBS. Os dados séao expressos na forma de nédias = epm *

p<0, 05, significativanmente diferente do grupo controle. #

p<O0, 05, significativamente diferente do val or no teste.

Na tabela 6, podenps observar que a ANOVA nédo detectou

efeito signifivativo nestes paranetros na SCPd caudal .

TABELA 6. Efeitos da estinulacdo quim ca com m croinjecdo de
GAY-GU 20 nnmol e 40 nnol na SCPd caudal, na FBF, na FT e no
TPC observados emratos subnetidos ao teste/re-teste no LCE.

SCPd caudal
Tr at anent o | TESTE | RE- TESTE
A. FREQUENCI A DE ENTRADA NOS BRACOS FECHADOS
Control e 4,5 £ 0,9 5,9+0,8
GLY-GLU 20 3,9 £+ 0,5 3,6 +0,7
GLY-GLU 40 3,7 £ 0,6 5,3 + 1,1
B. FREQUENCI A DE TENTATI VAS
Controle 2,8 +0,6 3,8+0,7
GLY-GLU 20 3,2 +0,8 3,5 +0,8
GLY- GLU 40 2,7 + 0,6 3,3 +0,7
C. TEMPO DE PERVANENCI A NA PLATAFORMA CENTRAL
Controle 12,9 + 3,4 11,7 £ 5,0
GLY-GLU 20 39,4 # 15,9 33,4 + 19,4
GLY- GLU 40 40,5 + 21,4 12,1 + 5,6
OBS. Os dados sao expressos na forma de médias = epm
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4.B. 4. DI SCUSSAO

Os resultados obtidos nesta etapa do nosso trabal ho
nostram que a estinmulagcdo quimca de areas rostrais e
caudais da SCPd de ratos com a mcroinjecdao de GLU ou da
conbi nacéao GLY-GLU afetam o conportanmento de rat os
subneti dos ao teste e re-teste no LCE

A estinmul acao com GLU produziu uma  di m nui ¢éo
significativa na atividade nos bracos abertos durante o
teste no LCE, sugerindo efeito ansiogénico na dose de 20
nnol , quando aplicada na porcdo caudal da SCPd, enquanto na
dose de 40 nnol ndo apresentou efeito significativo. O Unico
parametro afetado pelo GLU 40 nmol foi o TPC, que apresentou
aunento significativo durante o teste no LCE, o0 que pode
i ndicar aunento no tenpo de tomada de decisédo, segundo
al guns autores (Lee e Rodgers, 1990).

No re-teste, o0os animais que foram estinulados no dia
anterior com o GLU apresentaram retencdo da resposta de
esquiva na SCPd rostral e caudal e, dimnuicédo na atividade
expl oratoéria (dimnuicdo da FBF) restrito a SCPd caudal .

Os resultados com a estinmulagcdo com o GLU sugerem
efeito ansiogénico do GLU no teste no LCE, dependente da
dose e da é&rea estinmulada (SCPd caudal), reproduzindo o
perfil conmportanental observado com a GLY mcroinjetada na
dose 120 nmol em estudos realizados anteriormente nesse
| aborat6rio (Teixeira e Carobrez, 1999). Esse efeito
di ferencial do GLU, assim com o da GLY, pode ser devido ao

fato de que as acdes destes conpostos dependerem também das
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concentracdes dos nodul adores endbégenos que se ligam ao
conpl exo receptor NVDA/ GLYg (Johnson e Ascher, 1987; Kenp e
Leeson, 1993; Danysz e Parsons, 1998). HA& relatos na
literatura nostrando que a ativacdao do NVDA/ GLYg pode ser

nodul ada por diferencas na afini dade dos agoni stas ou ainda

na concentracdo destes (Priestley et al., 1995; Zafra et
al ., 1995; Buller e Mnaghan, 1997; Supplisson e Bergman,
1997; Berger et al., 1998; Bergeron et al., 1998; Danysz e

Parsons, 1998; Danbolt, 2001). No entanto, é inportante
| embrar que o GLU age ndo sonente no NMDA, nmas tanbém em
outros tipos de receptores para AAE (Collingridge e Lester,
1989), presentes na SCPd (Albin et al., 1990).

O resultado da estimulacdo da SCPd caudal, npstrando
gue a dose nenor de GLU testada (20 nnmol) ¢é suficiente para
evocar aunmento na resposta de esquiva, enquanto na dose
mai or de 40 nmol, o GLU ndo apresenta efeito significativo
neste paranetro €& intrigante. Para justificar este
resul t ado, e | nportante | enbr ar que as respost as
conportanentais detectadas no LCE envolvem basicanmente
conportanentos de conflito e esquiva (File et al., 1998).
Talvez na dose nenor, a estimulacdo com GLU tenha
desencadeado niveis noder ados de medo e produzi do
conportamento de esquiva, enquanto que na dose maior tal
estimul acdo pode ter evocado niveis elevados de nmedo e
causado uma mudanca no nodo de resposta do aninmal para um
conportamento  defensivo que nao pode  ser det ect ado

utilizando-se o LCE. Esta mudanca no nodo de resposta j& foi
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descrita em pelo nmenos dois outros estudos (Kalynchuk et
al ., 1997; Wal ker et al., 1997). Em estudos com abrasanento
(“kindling”) da amgdala foi denmpbnstrado que o0s animis
apresentam um nivel extrenp de enoci onal i dade, caracterizado
por reacbes de congelanento (“freezing”) no canpo aberto,
resi sténcia a captura, entre outros paranmetros. No entanto,
ao serem expostos ao LCE estes aninmais apresentaram aunmento
na atividade nos bracos abertos (e ndo o contrario, que
seria o0 esperado para um efeito ansiogénico) que foi
interpretado conmo tentativa de fuga do LCE (Kalynchuk et
al ., 1997). Em estudos com sobressalto acustico potenciado
pelo nmedo, um outro nodelo possivelnmente relacionado com
ansi edade, foi denonstrado que o nmedo pode ser diretanente
proporci onal a I ntensi dade do choque utilizado no
condi ci onamento do sobressalto acustico. No entanto, a
magni tude do sobressalto parece nao estar ‘nopnotonicanmente’
rel aci onada com o nedo, isto porque niveis noderados de nedo
produzem sobressalto acustico maxi no, enquanto que niveis
el evados de nmedo produzem outras respostas que parecem néo
incluir sobressalto (para revisao ver Wal ker et al., 1997).
No que diz respeito aos resultados obtidos com a
associ acao GLY-GLU, eles foram bastante inportantes para o
nosso estudo, pois nmostraram que a SCPd rostral tanmbém pode
partici par da el aboracdo de conportanentos de esquiva e
conflito detectados durante o teste no LCE, exi gi ndo
entretanto, estimulacdo mais intensa para desencadear tais

conportamentos. A estinmulacdo quimca com GLY-GLU 20 nnol
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alterou os indices tradicionais de ansiedade durante o
teste, sugerindo efeito ansiogénico na SCPd rostral. No re-
teste, a FBF e a FT apresentaram se aunmentadas para O grupo
GLY-GLU 20, nostrando que ndo houve prejuizo na atividade
geral .

Est udos el etrofisiologicos tém nostrado que o receptor
NMDA ¢é ativado al ostericanmente pela estinulacdo conjunta de
GLU e GLY (Jonhson e Ascher, 1987; Kleckner e Dingledine,
1988; Lester et al., 1993). A interacdo entre as subuni dades
do receptor NMDA/ GLYg ainda ndo estd total nente entendida
(Nahum-Levy et al., 2001). No entanto, a literatura sugere
gue para que este conplexo-receptor seja funcional ele deve
ter a conbinacdo de pelo nmenos uma subunidade NRL1 com umm
NR2 (Danysz e Parson, 1998; Dingledine et al., 1999). A GLY
liga-se em um sitio localizado na subunidade NR1L (Hrai et
al. 1996), enguanto que o sitio de ligacdo para o GU localiza-
se na subuni dade NR2 (Laube et al., 1997).

Nossos resultados com a estinulacdo quimca conbinada de
GY e GLU nostrama possi bilidade de interacdo entre agonista
e co-agonista do conplexo receptor NMDA/ GLYg nodul ando as
respostas conportanmentais evocadas pela ativacdo deste
receptor. Na SCPd rostral, a GLY possivelnente favorece a
acdo do GLU no receptor NVDA, desencadeando aunmento nas
respostas de esquiva e conflito nos ratos subnmetidos ao
teste no LCE. Na SCPd caudal, a estinulacdo da associacgao
GLY-GLU nédo alterou as respostas conportanentais de esquiva

e conflito observadas no LCE, <contudo a alteracdao no
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parametro relacionado a tomda de decisao, assim com a
reacdo de inobilidade apresentada por alguns animais (20%
gue foram descartados, sugerem uma nudangca no padrao de

resposta do ani mal .
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4.C. ETAPA II1. Efeitos da estinmulacdo quim ca com agoni stas do
receptor NVDA/ GLYg, em areas rostrais e caudais da SCPd, sobre
0s conportanentos observados em ratos subnetidos ao teste e re-
teste no LCE.

O receptor NMDA/GLYg € alostericanente ativado pela
estinmul acdo conjunta dos sitios de ligacdo do GLU e da GLY
(Jonhson e Ascher, 1987, Kleckner e Dingledine, 1988; Lester
et al., 1993; Chatterton et al., 2002). Os am noacidos
endégenos GLY ou DSER (Schell et al., 1997; Mthet et al.,
2000) ligamse a subunidade NRL (Hrai et al. 1996), enguanto
o GLU se liga a subunidade NR2 (Laube et al., 1997). Al ém destes
sitios de reconheci nento para os agoni stas, o receptor NVDA/ GLYp
possui diversos sitios regulatdérios para o nmagnésio, para o
zinco e para as poliamnas (Leeson e Iversen, 1994). O
receptor NVDA/ GLYg pode tanbém ser regulado por fosfatases e
tirosi nas quinases (Wang e Salter, 1994).

Dependendo da conbi nacdo entre as subuni dades NRL e NR2 (A-
D), o receptor fornmado pode exibir diferencas na afinidade por
seus ligantes (Dingledine et al., 1999), na abertura do canal
associ ado (Monyer et al., 1992), e na capaci dade de atuar cono
um “sistema detector de coincidéncia”. Deteccdo de coincidéncia
€ o none dado a ocorréncia de eventos sincrdénicos e
rel aci onados, que permtem a neurotransm ssdo, potenciacéo
sinaptica e outros fenbnenos possivelnente envolvidos na
pl asti ci dade neuronal (Tsien, 2000; Da-Rocha et al., 2001).

A ativacao dos receptores NVDA/ LYs pode causar

despol ari zacdo da nenbrana e influxo de céalcio no neurdni o pos-
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sinéptico, iniciando nudancas celulares (D ngledine et al.
1999). Tal ativacdo, pode tanbém ativar a enzima Oxido nitrico
(NO sintase (NOS) e consequentenente aunmentar a producdo de NO
(Paakkar i e Lindsberg, 1995), que parece ter um pape
regul atorio na excitabilidade neuronal (Lovick e Key, 1996).
Recentenente, estudos inunocitoquim cos denonstraram gue o
receptor NVDA pode tanbém estar presente no termnal pré-
sinaptico. No entanto, a inportancia funcional deste subtipo
de receptor ainda nao foi estabel ecida (Paquet e Smth, 2000).
De maneira geral, o receptor NMDA parece estar envolvido
em nuitos processos funcionais, incluindo alguns tipos de
pl asti ci dade sinaptica (W sden et al., 2000). Para estudar o

papel da ativacdo deste receptor agonistas do sitio da GLYg

acoplado ao NVDA tém sido utilizados conmo unma alternativa
bastante inmportante (Monahan et al., 1989; Flood et al.,
1992; Teixeira e Carobrez, 1999; Wlker et al., 2002),

devido aos possiveis efeitos neurotoédxicos dos agonistas
seletivos para o sitio do GLU no receptor NMDA (Jd ney,
1994) .

Conmo nencionado anteriormente, wutilizando-se estudos
aut orradi ograficos (Albin et al., 1990) e de hibridizacédo in
situ (Tolle et al., 1993) foi denonstrado na SCPd a
presenca de receptores NMDA/GLYg, € nos ultinmps anos tem
sido relatado que estes receptores possivelnmente participam
na nmediacdo de reacdes de defesa (conportanentais e
cardi ovascul ares) emratos (Krieger e Gaeff, 1985; Bandler,

1988; Batista-da-Silva et al., 1990; Bandler e Depaulis,
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1991; Teixeira e Carobrez, 1999; Carobrez et al., 2001,
Schenberg et al., 2001).

Os dados da literatura, juntanmente com os resultados
descritos na etapa anterior (1) i ndicam um papel
di ferenciado da ativacdo do receptor NWMDA/ GLYg na SCPd. Em
uma etapa subsequente, nos propusenns a verificar se o
perfil ansiogénico (dependente da dose e da area-alvo)
observado anteriornente poderia ser obtido tanmbém com
agoni stas seletivos do conplexo receptor NMDA/ GLYg Par a
tanto, utilizanbs o NMDA, a GLY e a DSER em di ferentes doses
m croi njetados em areas rostrais e caudais da SCPd de ratos
subnmetidos ao teste e re-teste no LCE. No teste, foram
aval i ados os efeitos inmediatos da estimulacdo quimca com
estes diferentes agonistas do receptor NVDA/ GL Y5, nos
conportamentos de conflito e esquiva visualizados no LCE. No
re-teste, Nosso obj etivo f oi tent ar i dentificar
consequénci as conportanentais da experiéncia prévia neste
nodel o, associado a m croi njecdo de conpostos potencial nente

ansi ogéni cos, ligantes do receptor NVDA/ GLYs.

4.C. 1. OBJETI VO EXPERI MENTAL

A realizacdo desta etapa experinental teve por
finalidade a avaliacdo dos efeitos conportanentais da
estinmulacdo quim ca com NVDA, GLY e DSER em areas rostrais e
caudais da SCPd de ratos subnetidos ao teste e re-teste no

LCE.
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4. C. 2. PROCEDI MENTO

s animais foram operados para inplante de céanulas em
areas rostrais e caudais da SCPd seguindo os procedi nentos
gerai s descritos anteriornente.

Nesta etapa (lI1l) foram subdivididos em 3 conjuntos
experinmentais: 1. a) liquor (controle); b) NVDA 25 pnol (NVDA
25); c¢) NVDA 50 pnol (NVDA 50); d) NVDA 100 pnol (NMDA 100) e
2. a) controle; b) GY 120 nnmol (GY 120); c¢) GY 180 nnmol (GY
180) e 3. a) controle; b) DSER 160 nnol (DSER 160); c) DSER 320
nmol ( DSER 320).

No dia do teste no LCE, cada animal recebeu uma
m croinjecdo de liquor ou de um dos diferentes conpostos e

procedeu-se cono descrito no item 3.6 dos procedi nentos gerais.

4. C. 3. RESULTADOS

Os resultados obtidos nesta etapa experinental estéo
representados nas figuras 10 a 15 e tabelas 7 a 12.

Na Fig.10 refere-se aos ratos subnetidos ao teste e re-
teste no LCE ap6s a estinulacdo quimca com NMDA em areas
rostrais e caudai s da SCPd.

Na SCPd rostral (Fig.10.A), a ANOVA detectou um efeito na
atividade nos bragos abertos, referente ao tratanento [%BA:
F(3,40)=5,59;p<0,05 e 9BA  F(3,40)=5,49;p<0,05]. A ANOVA
também apontou interacdo entre o tratanmento x teste/re-teste
[ %FBA: F(3,40)=4, 31; p<0, 05 e %BA: F(3,40)=3, 04; p<0, 05]. O post
hoc nostrou que a estinulagcdo com o NVDA na porcdo rostra

afetou a %EA e %WBA durante o teste no LCE, sendo que o grupo
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estinmulado com NMDA na doses 50 ou 100 pnol nostrou uma
di m nuicado (p<0,05) em relacdo ao grupo controle, sugerindo
efeito ansiogénico. No re-teste, houve uma dimnui cdo (p<O0, 05)
nos paranmetros de %EA e %BA para o grupo controle, quando
conparado com seus respectivos valores no teste, o que confirm
resultados ja descritos na etapa | e I|l. Houve tanbém um
di m nui cdo (p<0,05) na atividade nos bracos abertos para o
grupo que recebeu NVMDA no dia anterior, na dose de 50 pnol
guando conparado com seu valor no teste, assim conb quando
conparado com o controle do re-teste. Assim este grupo no re-
teste, nostra uma resposta de esquiva aos bracos abertos ainda
mai s acentuada do que no teste. Em contrapartida, o grupo NVDA
25 nostrou no re-teste um perfil conportanental senel hante ao
observado no teste e, diferente do grupo controle no re-teste.
Na SCPd caudal (Fig.10.B), a ANOVA detectou efeito
referente ao teste/re-teste [%EA F(1,43)=7,81;p<0,05 e %BA:
F(1,43)=6,81;p<0,5]. O post hoc nobstrou que o NVMDA na SCPd
caudal afetou a atividade nos bragos abertos durante o teste no
LCE, pois o0 grupo estimulado com o NVDA na dose 25 pnol,
nmostrou uma di m nui ¢do (p<0,05) em relagcdo ao grupo controle,
sugeri ndo um efeito ansi ogénico. Nas doses nmiores, o NVDA nao
afetou a atividade nos bragcos abertos. No re-teste, houve uma
di m nui cdo (p<0,05) nos paranetros de %EA e %BA para o grupo
controle, quando conparado ao seu valor no teste, conp ja
descrito anteriornmente. O post hoc nobstrou que, no re-teste, a
%-EA do grupo NVDA 50 nostrou-se aunmentada (p<0,05), em rel acao

ao seu control e.
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10.A. SCPd ROSTRAL
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Fig.10. Efeitos na atividade nos bragcos abertos (%BA e %BA)
apos estimulacdo quimca de areas rostrais (A) e caudais (B) da
SCPd de ratos comm croinjecao (0,3 m) de NMDA 25 prmol (n=10 e 9
respectivanente), 50 pnol (n=8 e 12, respectivamente) e 100 pnol
(n=10 nas duas areas), 15 mn antes do teste no LCE, conparados
com o grupo controle (n=16 nas duas areas). O re-teste foi
realizado 24 h apo6s, sem drogas. Os valores sao expressos conp
médias +* epm * p<0,05, significativanente diferente do grupo
controle. * p<0,05, significativamente diferente do valor do
respectivo grupo no teste.
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Na Fig.1l1 podenos observar a %BA ao l|longo dos 5
m nut os de exposicdo no teste e no re-teste no LCE

Na SCPd rostral (Fig.11.A), a ANOVA detectou efeito
significativo referente ao tratamento [F(3,40)=4,48; p<0, 05]
e a exposicdo mnuto-a-mnuto [F(9,360)=9,72;p<0,05] na
%IBA. O teste post hoc nobstrou que, para o grupo controle,
h& di m nui¢cdo significativa (p<0,05) na %IBA entre o 1° e
altinmo mnuto do teste, sugerindo que h& uma aquisicao da
resposta de esquiva aos bracos abertos e confirmando dados
da literatura (Holmes e Rodgers, 1998). O teste post hoc
também nmostrou que, h& dimnuicdo (p<0,05) na % BA do 1°
m nuto do teste para o grupo NMDA 50 e 100, quando conparado
ao controle. Quando observanbos o prinmeiro mnuto do re-
teste, podenps verificar que ha um aunmento significativo
(p<0, 05) na %IBA, para os grupos estinulados com NVDA 25 e
100 pnol no dia anterior, quando conparados com o controle
do re-teste. O teste post hoc tanmbém nostrou que ha aunento
(p<0,05) no 1° mnuto do re-teste em relagcdo ao ultinmp do
teste, para os grupos NVMDA 25 e NVDA 100.

Na porc¢do caudal da SCPd (Fig.11.B), a ANOVA detectou
efeito da exposi¢cdo mnuto-a-mnuto [F(9,387)=14,72; p<0, 05]
na %BA. O teste post hoc nostrou que para o grupo controle
ha di m nui cdo (p<0,05) na %IBA entre o 1° e ultinm m nuto do
teste, sugerindo que ha uma aqui sicao da resposta de esquiva
aos bracos abertos e confirmando dados descritos
anteriormente. O teste post hoc também nostrou que ha

di m nui ¢do (p<0,05) na %BA do 1° mnuto do teste para o
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grupo NMDA 25 quando conparado ao controle. Quando
observambs o 1° do re-teste podenps verificar que ha um
aunmento significativo (p<0,05) na %BA para o0 grupo NMA
100, quando conparado com o controle do re-teste. O teste
post hoc também nostrou que ha aunento (p<0,05) no 1° mnuto
do re-teste em relacdo ao ultinm do teste, para todos os

grupos estinmul ados com NVDA no dia anterior.
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Fig.11. Perfil mnuto-a-m nuto da %IBA ap0s a estinulacdo quim ca
de areas rostrais (A) e caudais (B) da SCPd de ratos com
m croinjecdo (0,3 n) de NMDA 25 pnmol (n=10 e 9 respectivanente),
50 pmol (n=8 e 12, respectivanente) e 100 pnol (n=10 nas duas
areas), 15 mn antes do teste no LCE, conparada com 0 grupo

controle (n=16 nas duas &reas).

O re-teste foi

realizado 24 h

apls, sem drogas.

As curvas representam as nedias da %BA do LCE

* p<0,05, significativanente diferente do

grupo

controle. +

p<0, 05, diferente significativanente do ultino m nuto do teste.
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Na t abel a 7, podenos observar 0s par ametros
conpl enentares, referentes a SCPd rostral.

Com rel acdo a FBF, a ANOVA detectou um efeito referente
ao teste/re-teste [F(1,40)=9,62;p<0,05]. O teste post hoc
nostrou que a estinulacdo quimca com o NMDA ndo afetou a
FBF durante o teste no LCE, nostrando que nas doses de 50 e
100 pnol, o NMDA causou efeito ansiogénico no teste, sem
afetar a atividade motora. No re-teste, a FBF npstrou-se
aunment ada (p<0,05) para o grupo controle e para o grupo NVDA
25, quando conparados aos seus respectivos valores no teste.
Em contrapartida, o grupo NMDA 50 no re-teste apresentou
di m nui cdo na FBF (p<0,05), em relacdo ao controle do re-
teste (Tabela 7. A).

Quanto a FT, a ANOVA detectou efeito significativo do
tratanmento [ F(3, 40) =4, 83; p<0, 05] e do teste/re-teste
[ F(1, 40) =6, 36; p<0,05]. O post hoc mopstrou aumento (p<O0, 05)
para o grupo controle no re-teste, quando conparado ao seu
respectivo valor no teste. Em contrapartida, o grupo que foi
estimul ado com NVDA 50 pnol no dia anterior, apresentou
di m nui ¢do significativa (p<0,05) na FT, quando conparado ao
controle do re-teste (Tabela 7.B).

A ANOVA detectou efeito significativo no TPC referente
ao tratanento [F(3,40)=5,55; p<0, 05]. O teste post hoc
nostrou aunento (p<0,05) na TPC, para 0 grupo que recebeu
estimul acdo com NMDA na dose ndo-ansiogénica de 25 pnol,
gquando conpar ado com o controle do re-teste. Em

contrapartida, o grupo que foi estimlado com NWVDA 50 pnol
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no dia anterior apresentou di mnui ¢do significativa (p<0,05)
na TPC gquando conparado ao controle do re-teste e ao
respectivo valor no teste (tabela 7.C). Assim podenos dizer
qgue a estinmulacdo com NMDA 50 prmol no dia anterior, teve
conp conseqUénci a conportanmental, uma di m nui¢cdo no TPC, que
al guns autores consi deram um bom indi ce de tonada de deci sao
entre esquival/ aproxi magcdo, associado a uma dimnuicdo na
FBF, rel aci onado a | oconocgéo e di m nui ¢cdo na FT,

possi vel mente rel aci onada a avaliacdo de risco.

TABELA 7. Efeitos da estinulacdo quimca com mcroinjecdo de
NVDA 25, 50 e 100 pnmol na SCPd rostral, na FBF, na FT e no TPC
observados emratos subnetidos ao teste/re-teste no LCE

SCPd rostral
Tr at anent o | TESTE | RE- TESTE
A. FREQUENCI A DE ENTRADA NOS BRACOS FECHADOS
Controle 4,4 + 0,5 6,2 £ 0,6"
NMDA 25 3,9 £+ 0,5 6,2 + 1, 3*
NMDA 50 3,7 +0,8 4,1 + 1, 1*
NMDA 100 4,5 + 0,9 6,2 £+ 0,9
B. FREQUENCI A DE TENTATI VAS
Controle 2,5 + 0,4 4,7 £ 0, 6"
NMDA 25 4,4 + 1,1 5,6 £ 0,8
NVDA 50 1,5 + 0,5 2,1 +0,7*
NMDA 100 2,8 +0,7 3,5 +0,6
C. TEMPO DE PERMANENCI A NA PLATAFORMA CENTRAL
Controle 11,5 £+ 2,6 16,7 + 4,6
NVDA 25 30,4 £ 9,2 33,9 + 5, 7*
NMDA 50 20,4 + 4,7 1,5 + 0, 8**
NVDA 100 13,4 + 4,2 29,1 £ 8,0
OBS. Os dados sao expressos na forma de nmédias = epm *
p<0, 05, significativamente diferente do grupo controle. #
p<0, 05, significativanmente diferente do val or no teste.
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Na tabela 8, podenps observar os nesnos paranetros na SCPd
caudal .

A ANOVA detectou efeito significativo na FBF referente ao
tratanmento [ F(3,43) =4, 19; p<0, 05] e ao teste/re-teste
[ F(1, 43) =5, 99; p<0, 05] . O teste post hoc nostrou que a
estimulacdo quimca com NVDA 50 pnol provocou una dim nui cédo
significativa (p<0,05) na FBF durante o teste, indicando um
possivel prejuizo notor desta dose que na SCPd caudal néao
dimnuiu a atividade nos bracos abertos. Esta dimnuicéo
(p<0, 05) pode ainda ser observada no re-teste, quando conparada
ao controle. Em contrapartida, houve aunento significativo
(p<0,05) na FBF para o grupo NMDA 100, quando conparado com o
seu respectivo valor no teste (Tabela 8. A).

Com relacdo a FT, a ANOVA detectou um efeito referente
ao teste/re-teste [F(1,43)=5,99;p<0,05]. O teste post hoc
nmostrou que a estinulagcdo com NMDA nédo afetou a FT, na
porcdo caudal, no teste ou re-teste no LCE. No re-teste,
houve uma aunento significativo (p<0,05) na FT sonente para
0 grupo controle, quando conparado ao seu respectivo val or
no teste (Tabela 8.B).

A ANOVA nédo detectou efeito no TPC (tabela 8.0C).
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TABELA 8. Efeitos da estinulacdo quim ca com m croinjecdo de
NMDA 25, 50 e 100 prol na SCPd caudal, na FBF, na FT e no TPC
observados emratos subnetidos ao teste/re-teste no LCE

SCPd cauda
Tr at anent o | __ TESTE | RE- TESTE
A. FREQUENCI A DE ENTRADA NOS BRACOS FECHADOS
Controle 4,1 + 0,6 5,6 +0,7
NMDA 25 3,9 £+ 0,4 3,9 +0,8
NVDA 50 2,6 + 0, 3* 3,6 + 0, 6*
NVDA 100 4,1 £ 0,4 6,4 + 0, 8
B. FREQ'JENCI A DE TENTATI VAS
Controle 3,1 +0,5 4,8 + 0,7
NVDA 25 3,1 £0,4 4,4 + 0,8
NMDA 50 3,1 £0,5 4,1 + 0,6
NMDA 100 2,5 + 0,6 3,9 + 0,5
C. TEMPO DE PERMANENCI A NA PLATAFORMA CENTRAL
Controle 18,4 + 5,9 16,7 + 4,7
NVDA 25 14,1 + 7,8 11,5 + 4,4
NVDA 50 43,0 + 22,4 17,0 + 4,3
NMVDA 100 18,2 + 4,3 29,8 + 7,1
OBS. Os dados sédo expressos na forma de nmédias = epm *
p<0, 05, significativanente diferente do grupo controle. #
p<0, 05, significativanmente diferente do val or no teste.

Na Fig.1l2 estdo representados os dados obtidos apéds
estinmul acdo quim ca com GLY em areas rostrais e caudais da SCPd
de ratos subnetidos ao teste e re-teste no LCE

Na SCPd rostral (Fig.12.A), a ANOVA detectou um efeito na
%FBA [F(1,29)=23,16;p<0,05] e na 9BA [F(1,29)=17, 75; p<0, 05]
referente ao teste/re-teste. Ha tanbém uma tendéncia com
relacdo ao tratanento, %BA: F(2,29)=2,74;p=0,08 e na %BA:
F(2,29)=2,71;p=0,08. O post hoc nostrou que a estinulacdo com
GLY na porcgédo rostral afetou a atividade nos bragos abertos
durante o teste no LCE. O grupo que recebeu a mcroinjecao de
GY na dose de 180 nnol nostrou uma dimnuigao significativa

(p<0,05), em relacdo ao grupo controle, sugerindo efeito
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ansi ogénico. No re-teste, houve uma dimnuicdo significativa
(p<0,05) nos paranetros de %EA e %BA para o grupo controle e
para o grupo GY 120, quando conparados com seus respectivos
val ores no teste.

Na SCPd caudal (FIG 12.B), a ANOVA detectou um efeito na
%EA referente ao teste/re-teste [F(1,28)=9,17;p<0,05] e una
tendéncia com relacdo ao tratanmento [F(2,28)=3,29; p=0,05]. Com
rel acdo a %BA, a ANOVA detectou efeito referente ao tratanento
[ F(2, 28) =5, 27; p<0, 05] e ao testel/re-teste [F(1, 28) =4, 01;
p=0,05]. O teste post hoc nobstrou que a estinulacdo com QY
120 nnol na porc¢ao caudal provocou uma di m nuicao significativa
(p<0,05) na atividade nos bracos abertos durante o teste no
LCE, em relacdo ao grupo controle, sugerindo um efeito
ansi ogénico. Na dose nmior, a GY ndo afetou a atividade nos
bracos abertos. No re-teste, houve uma di m nui¢cdo significativa
(p<0, 05) nos paranmetros de %EA e %BA para o grupo controle
guando conparado com seu valor no teste, o que confirma os

dados descritos anteriornente.
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Fig.12. Efeitos na atividade nos bracos abertos (%BA e %BA)
apos estimulacdo quimca de areas rostrais (A) e caudais (B) da
SCPd de ratos comm croinjecao (0,3 m) de GY 120 nnmol (n=07 nas
duas areas), 180 nmol (n=10 e 9, respectivanente), 15 mn antes
do teste no LCE, conparados com o grupo controle (n=15 nas duas
areas). O re-teste foi realizado 24 h apés, sem drogas. Os
val ores sao expr essos cono medi as + epm * p<0, 05,
significativanente diferente do grupo controle. #  p<o0, 05,
significativanente diferente do valor do respectivo grupo no
teste.
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Na Fig.13 podenos observar a %BA ao |longo dos 5
m nut os de exposicdo no teste e no re-teste no LCE

Na SCPd rostral (Fig.13.A), a ANOVA detectou efeito
significativo na %BA, referente a exposic¢cdo m nuto-a-m nuto
[ F(9, 261) =11, 23; p<0,05]. O teste post hoc nobstrou que para o
grupo controle h& dim nuicédo significativa (p<0,05) na %BA
entre o 1° e Udltinb mnuto do teste, sugerindo que h&a umm
aqui sicdo da resposta de esquiva aos bracos abertos, cono
visto anteriormente. Conparando a %IBA no 1° m nuto do grupo
controle com o0s grupos experinmentais, o teste post hoc
nostrou que hé& dimnuicdo significativa (p<0,05) no teste
apenas para o grupo GLY 180, quando conparado ao control e.

Na porcdo caudal da SCPd (Fig.13.B), a ANOVA detectou
efeito significativo do tratanmento [F(2,28)=5,05;p<0,05] e
da exposi ¢cdo m nuto-a-m nuto [F(9, 252) =5, 31; p<0,05]. O teste
post hoc nobstrou que para o grupo controle h& dimnuic¢éo
significativa (p<0,05) na %BA entre o 1° e ultim mnuto do
teste, sugerindo que ha uma aquisicado da resposta de esquiva
aos bracos abert os e confirmando dados descritos
anteriormente. O teste post hoc tanmbém npbstrou que héa
di m nui cdo significativa (p<0,05) na %BA do 1° mnuto do
teste para o grupo GLY 120, quando conparado ao controle
Quando observamps o 1° minuto do re-teste podenos verificar
que ha aunmento significativo (p<0,05), em relacdo ao ultino
m nuto do teste, para o grupo estinmulado com GLY 180 nnol no

dia anterior.
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Fig.13. Perfil mnuto-a-m nuto da %IBA ap0s a estinmulacdo quim ca
de areas rostrais (A) e caudais (B) da SCPd de ratos com
m croinjecdo (0,3 n) de GLY 120 nnmol (n=07 nas duas areas), 180
nnmol (n=10 e 9, respectivanente), 15 mn antes do teste no LCE,
conparados com o grupo controle (n=15 nas duas areas). O re-teste
foi realizado 24 h apds, sem drogas. As curvas representam as
médi as da %IBA do LCE. * p<0,05, significativamente diferente do
grupo controle. + p<0,05, significativanmente diferente do daltino
nm nuto no teste.



83

Na t abel a 9, podenos observar 0s par ametros
rel aci onados a atividade geral observados na SCPd rostral.

Com rel acdo a FBF, a ANOVA ndo detectou diferenga entre
0S grupos, indicando que a estinmulacdo com GLY (120 e 180
nnol ) ndo afetou a atividade |oconptora (Tabela 9. A).

Quanto a FT, a ANOVA detectou efeito significativo do
teste/re-teste [F(1,29)=5,51;p<0,05]. O post hoc nostrou
aunento na FT, para o grupo GLY 120 (p=0.05) e para o grupo
GLY 180 (p<0,05), quando conparados ao controle, no teste.
No re-teste, o grupo controle (p<0,05) e o grupo GLY 180
(p=0, 05) apresentaram aunento quando conparados aos seus
respectivos valores no teste (Tabela 9.B).

A ANOVA nao detectou efeito significativo no TPC,
nostrando que a estinmulacdo quimca utilizada ndo afetou o

tenmpo de tonmada de deci sdo (Tabela 9.C).

TABELA 9. Efeitos da estinmulacdo quimca com mcroinjecao de
GY 120 e 180 nmol na SCPd rostral, na FBF, na FT e no TPC
observados emratos subnetidos ao teste/re-teste no LCE

SCPd rostral
Tr at anent o | TESTE | RE- TESTE
A. FREQUENCI A DE ENTRADA NOS BRACOS FECHADOS
Controle 4,2 + 0,5 6,2%0,7
Gy 120 4,7 £ 1,3 4,4 + 1,3
GY 180 3,5 +0,7 50 +0,8
B. FREQUENCI A DE TENTATI VAS
Controle 2,4 + 0,4 4,8 + 0, 6*
GY 120 4,1 £ 0,9 3,6 £0,9
GY 180 4,0 + 1,1* 57 +0,8
C. TEMPO DE PERMANENCI A NA PLATAFORMA CENTRAL
Controle 11,5 = 2,8 17,4 = 4,9
GLY 120 11,8 + 4,5 14,4 + 7,1
GY 180 18,8 + 7,4 10,5 + 3,1
OBS. Os dados sédo expressos na form de médias * epm *
p<0, 05, significativamente diferente do grupo controle. #
p<0, 05, significativamente diferente do val or no teste.
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Na tabela 10, podenos observar que a ANOVA ndo detectou
efeito significativo nestes paranetros, nostrando que a
estinmul agdo com GLY na SCPd caudal n&o afetou a atividade

geral do ani mal.

TABELA 10. Efeitos da estimnulacdo quimca com mcroinjecao de
G@Y 120 e 180 nmol na SCPd caudal, na FBF, na FT e no TPC
observados emratos subnetidos ao teste/re-teste no LCE

SCPd caudal
Tr at anent o | TESTE | RE- TESTE
A. FREQUENCI A DE ENTRADA NOS BRACOS FECHADOS
Controle 4,0 + 0,7 56 + 0,7
GY 120 4,0 £ 0,5 3,1 £0,5
GY 180 55+ 1,0 5,3 £0,7
B. FREQUENCI A DE TENTATI VAS
Controle 2,8 + 0,4 4,5 + 0,7
GY 120 4,1 + 0,9 4,0 £ 1,1
GLY 180 3,9 + 1,0 3,0 £+ 0,6
C. TEMPO DE PERMANENCI A NA PLATAFORMA CENTRAL
Controle 19,0 + 6, 3 16,4 + 5,0
GLY 120 6,3 + 3,5 6,6 + 2,6
GLY 180 14,4 + 3,7 23,6 + 6,7
OBS. Os dados sao expressos na forma de médias = epm

Na Fig.1l4 estdo representados os dados obtidos apo6s
estinmulacdo quimca com DSER em areas rostrais e caudais da
SCPd de ratos subnetidos ao teste e re-teste no LCE

Na SCPd rostral (Fig.14.A), a ANOVA detectou um efeito na
%BA, referente ao teste/re-teste [F(1, 32)=5,96;p<0,05] e umm
tendéncia referente ao tratamento [F(2,32)=3, 00; p=0,06]. Quanto
a %BA, a ANOVA detectou um efeito significativo no que diz
respeito ao tratanento [F(2,32)=4,0; p<0,05] e ao testel/re-
teste [F(1,32)=5,43; p<0,05]. O teste post hoc nostrou que a

estinmul acdo com DSER na porcdo rostral afetou a %EA e %BA
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durante o teste no LCE, sendo que o0 grupo que recebeu a
m croi njecdo de DSER na dose de 320 nnol nostrou uma di m nui ¢cao
significativa (p<0,05) em relacdo ao grupo controle, sugerindo
efeito ansi ogéni co. No re-teste, houve uma  di m nui ¢cao
significativa (p<0,05) nos paranetros de %EA e 9%BA para o
grupo controle, quando conparado com seu valor no teste, o0 que
confirma que ha retencdo da resposta de esquiva aos bracos
abertos. Houve tanmbém uma di m nuicdo significativa (p<0,05) na
atividade nos bracos abertos, para o grupo que foi estinmulado
com DSER 160 nnol no dia anterior, quando conparados com seu
val or prévio no teste.

Na SCPd caudal (Fig.14.B), a ANOVA detectou um efeito na
atividade nos bracos abertos quanto ao tratanento [%BA:
F(2,35)=4,62;p<0,05 e %BA F(2,35)=5,64;p<0,05] e testelre-
teste [9%BA: F(1,35)=25,04;p<0,05 e O9IBA F(1,35)=18, 74;p<0, 05] .
O teste post hoc nostrou que a estimnmulagcdo com DSER na porcéo
caudal afetou a atividade nos bracos abertos durante o teste no
LCE, pois o grupo que recebeu a mcroinjecdo de DSER na dose
160 nnol nostrou uma dimnuicdo significativa (p<0,05), em
rel agdo ao grupo controle, sugerindo efeito ansiogénico. No re-
teste, houve uma dimnuicdo significativa (p<0,05) nos
par anetros de %EA e %BA para o grupo controle e para o grupo
DSER 160, quando conparado com seus respectivos valores no
teste. O grupo DSER 320 apresentou dimnuicado significativa
(p<0,05) na %BA quando conparado ao seu valor no teste. E
i nportante destacar que o0 grupo que recebeu DSER 160 nnol no

dia anterior e apresentou efeito ansiogénico no teste, no re-
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teste apresentou reducdo adicional (p<0,05) na resposta de
esqui va aos bracos abertos, quando conparado com o controle
(retencdo do perfil ansiogénico), sugerindo a possibilidade de
nodi fi cacdes conportanentais dur adour as i nduzi das pel a

estinmulacdo quimca da SCPd com DSER, seguida de exposic¢cdo ao

LCE.
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Fig.14. Efeitos na atividade nos bracos abertos (%BA e %BA)

apoés estinulacdo quimca de areas rostrais (A) e caudais (B)

da

SCPd de ratos com mcroinjegdo (0,3 m) de DSER 160 nnol (n=11 e

13 respectivanente), 320 nmol (n=7 e 8, respectivanente), 15
antes do teste no LCE, conparados com o grupo controle (n=17
duas areas). O re-teste foi realizado 24 h apds, sem droga

m n
nas
Os

val ores sao expr essos cono medi as + epm * p<0, 05,
significativanmente diferente do grupo controle. # p<0, 05,

significativamente diferente do valor do respectivo grupo
teste.

no
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Na Fig.1l5 podenos observar a %BA ao |ongo dos 5
m nut os de exposicdo no teste e no re-teste no LCE

Na porcédo rostral da SCPd (Fig.15.A), a ANOVA detectou
efeito significativo da exposi ¢cao m nut 0- a- m nut o
[ F(9, 288) =7, 9; p<0, 05] na %BA. O teste post hoc nobstrou que
para o grupo controle ha dimnuicdo significativa (p<O0, 05)
na %BA entre o 1° e ultinm mnuto do teste, sugerindo que
hd uma aqui si cdo da resposta de esquiva aos bracos abertos,
cono visto anteriormente. O teste post hoc também nostrou
gue ha dimnuicdo significativa (p<0,05) na %BA do 1°
m nuto do teste para o grupo DSER 320, quando conparado ao
1° m nuto do controle.

Na SCPd caudal (Fig.15.B), a ANOVA detectou efeito
significativo do tratamento [F(2,35)=5, 26; p<0, 05] e da
exposi ¢do mnuto-a-mnuto [F(9, 315)=14, 35;p<0,05]. O teste
post hoc nobstrou que para o grupo controle h& dimnuic¢éo
significativa (p<0,05) na %BA entre o 1° e ultim mnuto do
teste, conmo visto anteriornmente. O teste post hoc tanbém
nostrou que ha dimnuicdo (p=0,05) na %BA do 1° mnuto do

teste para o grupo DSER 160, quando conparado ao control e.
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Fig.15. Perfil mnuto-a-mnuto da %TBA apdés a estinulacdo quimn ca

de éareas rostrais (A) e caudais (B) da SCPd de

m croi nj ecao (0,3 m) de DSER 160 nmol (n=11
respectivanente), 320 nnol (n=7 e 8, respectivanente),

com
13

15 mn

antes do teste no LCE, conparados com o grupo controle (n=17 nas

duas areas). O re-teste foi realizado 24 h apés, sem droga.
p<0, 05,

curvas representam as neédias da %WBA do LCE.
significativanmente diferente do grupo controle.

As
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Na tabela 11 estédo os par ametr os possi vel ment e
rel aci onados a atividade geral referentes a SCPd rostral.

Com relacdo a FBF, a ANOVA detectou nao detectou
di ferenca significativa entre os grupos (Tabela 11.A).

Quanto a FT, a ANOVA detectou efeito significativo do
teste/re-teste [F(1,32)=8,71;p<0,05]. O post hoc nostrou
aunmento no re-teste para o grupo controle (p<0,05) quando
conparado ao seu respectivo valor no teste (Tabela 11.B).

A ANOVA nao detectou efeito significativo no TPC

(Tabela 11. C).

TABELA 11. Efeitos da estinmulacdo quimca com mcroinjecao de
DSER 160 e 320 nmol na SCPd rostral, na FBF, na FT e no TPC
observados emratos submetidos ao teste/re-teste no LCE.

SCPd rostral
Tr at anent o | TESTE | RE- TESTE
A. FREQUENCI A DE ENTRADA NOS BRACOS FECHADOS
Controle 4,6 + 0,5 6,4+ 0,6
DSER 160 50 +0,9 5,2 + 1,2
DSER 320 3,5 +1,1 50 + 0,5
B. FREQUENCI A DE TENTATI VAS
Controle 2,6 = 0,4 4,8 + 0,5
DSER 160 3,0 £ 0,4 50 % 1,3
DSER 320 3,6 + 0,8 5,8 + 0,8
C. TEMPO DE PERMANENCI A NA PLATAFORMA CENTRAL
Control e 12,1 + 2,5 17,4 + 4,4
DSER 160 12,3 + 2,4 16,1 + 7,9
DSER 320 11,8 + 4,1 13,0 = 5,4
OBS. Os dados sao expressos na forma de nédias = ep #
p<0, 05, significativanmente diferente do valor no teste

Na tabela 12, podenos observar os paranetros de
ativi dade geral na SCPd caudal .
Com relacéo a FBF, a ANOVA  detectou efeito

significativo do teste/re-teste [F(1,35)=13,34;p<0,05]. O
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teste post hoc nobstrou aumento no re-teste para 0 grupo
controle (p=0,05) e para o grupo DSER 320 (p<O0,05) quando
conparados aos seus respectivos valores no teste (Tabela
12. A).

Quanto a FT, a ANOVA detectou efeito significativo do
teste/re-teste [F(1, 35)=4,69; p<0,05]. O teste post hoc
nostrou aumento no re-teste para o grupo controle (p<0.05)
guando conparado ao seu respectivo valor no teste. O teste
post hoc nmostrou também uma di m nui ¢do (p<0.05) na FT para o
grupo estimulado no dia anterior com DSER 160 nmol, quando
conparado com o controle no re-teste (Tabela 12.B).

A ANOVA nédo detectou efeito significativo no TPC

(Tabela 12.C).

TABELA 12. Efeitos da estinulacdo quim ca com mcroinjecao de
DSER 160 e 320 nnmol na SCPd caudal, na FBF, na FT e no TPC
observados emratos subnetidos ao teste/re-teste no LCE

SCPd cauda
Tr at anent o | TESTE | RE- TESTE
A. FREQUENCI A DE ENTRADA NOS BRACOS FECHADOS
Control e 4,3 + 0,6 58 + 0,77
DSER 160 3,6 £+ 0,4 51 +0,8
DSER 320 4,2 +0,5 7,5 + 1,2*
B. FREQUENCI A DE ENTRADA NOS BRACOS FECHADOS
Control e 3,2 +0,5 4,9 + 0,7
DSER 160 3,5 +0,3 3,2 + 0, 6*
DSER 320 3,7 1,0 5,8 + 1,1
C. TEMPO DE PERMANENCI A NA PLATAFORMA CENTRAL
Controle 18,6 + 5,6 17,6 + 4,5
DSER 160 11,6 + 3,4 4,1 + 2,7
DSER 320 10,6 + 3,8 13,0 + 4,7
OBS. Os dados sédo expressos na forma de nmédias *= epm *
p<0, 05, significativamente diferente do controle. #
p<0, 05, significativanmente diferente do val or no teste.
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4.C. 4. DI SCUSSAO

Os resultados obtidos nesta etapa (l11) nobstram que a
estimulacdo quimca com mcroinjecfes de agonistas do
receptores NMDA/ GLYg em areas rostrais e caudais da SCPd
afetam o conportanento de ratos subnetidos ao teste e re-
teste no LCE.

A estinulacdo com NWVDA produziu uma dimnuic¢cdo na
atividade nos bracos abertos durante o teste no LCE
sugerindo efeito ansiogénico nas doses mais altas (50 e 100
pnmol) na porcdo rostral e na dose nmenor (25 pnol) na porcao
caudal da SCPd. Esta dimnuicdo na atividade nos bracgos
abertos no teste, nédo foi aconpanhada por alteracdes nos
par ametros de ativi dade geral (FBF, FT, TPC)

No re-teste, o0os animais que foram estinulados no dia
anterior com NMDA apresentaram padrdes diferentes de
influéncia conportanental. O grupo estinulado com NVDA 25
pnol na SCPd rostral que, no teste no LCE n&do nostrou efeito
ansi ogénico, no re-teste nostrou aunmento na atividade
| ocompbtora geral (FBF), aunmento no tenpo de tonada de
decisao (TPC) e aunento na atividade nos bracos abertos
(%-BA e %BA). Apesar do perfil conportanmental do grupo NVDA
25 na SCPd rostral durante o teste ter sido senel hante ao do
grupo controle, as alteracfes observadas no re-teste indi cam
que a estinulacdo pré-teste ndo foi indcua, o que nos |leva a
sugerir que a estimulacdo com o NMDA neste caso pode ter
desorgani zado processos de elaboracdo de estratégias

envol vidos na retencdo da resposta de esquiva, j& que a



93

retencdo ocorre para o grupo controle. A né&o-retencdao na
resposta de esquiva aos bracos abertos, aqui aconpanhada de
di m nui cdo na FBF, pode tanmbém ser observada na SCPd cauda
com o grupo NMDA 50 que, no teste apresentou conportanento
muito senel hante ao grupo controle e no re-teste apresentou
aunent o na atividade dos bracos abertos.

Na SCPd rostral, o grupo NMDA 50 apresentou efeito
ansi ogéni co dur ante o] teste no LCE, vi sual i zado
princi pal mrente no prinmeiro mnuto da exposi¢cao ao | abirinto,
e apresentou retencdo do perfil ansiogénico no re-teste. O
apareci mento deste perfil ansiogénico acentuado, sem droga,
24 h apo6s, associado a alteracdes na atividade geral, tais
comp di m nui cdo da atividade | oconotora, pode indicar que a
exposi¢cdo ao labirinto, associada a tal intensidade de
estimul acdo quimca com o NVMDA, pode ndo sonente reforcar o
aparecimento de esquiva fdébica, conpb tanmbém provocar um
efeito inibitorio total sobre o conportanento.

Esses resultados sugerem um efeito ansiogénico do NVDA
no teste no LCE, dependente da dose e da area estinul ada.
Sugerem ainda que a exposicdo prévia ao labirinto, sob
esti mul acédo dest a dr oga pode causar consequénci as
conportanmentais dur adour as det ect adas no re-teste e
di ferenci adas, dependendo do tipo de efeito observado no
teste. No entanto, a retencdo do perfil ansiogénico no re-
teste, aconpanhada de outras alteragcbes no conportanento do
animal, pode indicar interferéncia deste agonista nos

processos de tonmada de decisdo e el aboracdo de estratégias
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conportanmentais, cono a retencdo da resposta de esquiva.

A estinmulacdo com os agonistas seletivos do sitio GLYg
(GLY e DSER) produziu um dimnuicdo significativa na
atividade nos bracos abertos durante o teste no LCE
sugerindo efeito ansi ogéni co das doses nmmiores (GLY 180 nnol
e DSER 320 nmol) na porcdo rostral da SCPd e das doses
menores (GLY 120 nmol e DSER 160 nmol) na porcgao caudal
Esta di m nui cdo na atividade nos bracos abertos foi senpre
mel hor visualizada no prineiro mnuto de exposicao ao LCE.
Os demnis paranetros no teste ndo foram afetados no teste
por este tipo de estinulacdo quimca prévia. No re-teste
foi possivel visualizar a retencdo do perfil ansiogénico no
grupo DSER 160 na SCPd caudal, sem no entanto, alterar os
paranetros de |ocomp¢do (FBF) e tomada de decisdo (TPC). No
grupo GLY 120 também houve di m nuicdo que, no entanto, néo
apresentou diferenca significativa do grupo controle. As
doses de GLY e DSER que nao apresentaram efeito ansi ogénico,
af et aram pouco a atividade geral dos animais (somente a DSER
na dose 320 nmol na SCPd caudal provocou aunento a FBF
durante o0 re-teste). Esses resultados sugerem que oS
agonistas do sitio GLYs do receptor NMDA afetam o
conportanment o de esquiva de nmaneira acentuada.

Aqui nesta etapa de nosso trabal ho, observanos
novamente que a SCPd rostral requer doses mais altas de
agoni stas NMDA/ GLYg para desencadear uma resposta de esquiva
(conpb visto na etapa Il). Entretanto, a estinulacdo com as

mesms doses na SCPd caudal nao af et ou de maneir a
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consi stente as respostas de conflito e esquiva que podem ser
observadas no LCE. Isso talvez ocorra devido a um nudanca
no mdo de resposta do animal, para um conportanento
def ensi vo que nado pode ser detectado utilizando o LCE (cono
di scutido na etapa Il1). Assim o0 aunmento nos conportanentos
de conflito e esquiva pode ndo estar diretanmente rel aci onado
ao medo e entdo, niveis noderados de medo poderiam produzir
aunent o nestas respostas de conflito e esquiva enquanto,
niveis elevados de nmedo produziriam outras respostas
defensivas, conmpb por exenplo, reacdo de congelanmento ou
fuga. A estinmulacdo quimca com NMDA em doses nmmis altas tém
sido utilizada no estudo de outros conportanmentos tanbém
rel aci onados com defesa, conmo por exenplo, correr e pular
(Schenberg et al., 2001). Estudos com estinulacdo quimca
com agonistas seletivos do sitio G.Yg em outros nodel os
ani mai s poderiam contribuir para elucidar esta questéao.

E inportante salientar que este efeito dos agonistas
NMDA/ GLYg, diferente entre areas rostrais e caudais da SCPd,
ja foi visto anteriormente para o GLU, GLY+GLU (etapa I11) e
para a GLY (Teixeira e Carobrez, 1999) e pode ser devido ao
fato de que as acdes destes conpostos dependem tanbém das
concentracdes dos nodul adores endbégenos que se ligam ao
conpl exo receptor NVDA/ GLYg (Johnson e Ascher, 1987; Kenp e
Leeson, 1993; Leeson e lversen, 1994; Wang e Salter, 1994,
Danysz e Parsons, 1998), cono ja discutido anteriornmente.

De maneira geral, podenos di zer que nossos dados, com o

NVDA, a GLY e a DSER, revelam que a estinulacdo quinm ca com
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agoni stas NMDA/ GLYg pode afetar o conportanmento de esquiva
de maneira dependente da dose e da area-alvo na SCPd e
corroboram estudos anteriores que npstram que compostos que
interferem com a neurotransm ssdo dos AAE podem evocar
padr bes de respostas defensivas diferentes ao | ongo do eixo
rostrocaudal da SCP (Bandler et al., 1985; Bandler e
Depaul i s, 1991; Teixeira e Carobrez, 1999).

Comp citado anteriornmente, nos ultinms anos, alguns
estudos tém nostrado que a pré-exposicao ao LCE pode afetar
as respostas conportanmentais numa segunda exposicdo (File e
Zangrossi, 1993; File et al., 1996; Rodgers et al., 1996;
Hol nes e Rodgers, 1996; Bertoglio e Carobrez, 2000). Nosso
trabal ho confirma estes resultados e nobstra ainda que, a
estimul acdo quimca com agonistas NMDA/ GLYg na SCPd pode
aunentar o inpacto da experiéncia no LCE, causando um
aunento adicional da resposta de esquiva e afetar as
estrat égi as conportanmentai s enpr egadas numa segunda
exposi cdo ao | abi rinto. Est es resul t ados indicam a
possi bilidade de participacdo desta estrutura em processos
cognitivos subjacentes as respostas aprendidas de medo e,

possi vel mente, ansi edade (conp di scutidos na etapa |).
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5. DI SCUSSAO GERAL

Desde a década de 80, a participacdo dos AAE na
nmedi acdo das reacbes de defesa e nedo evocados na SCPd
passou a ser anplanmente estudada (Bandler, 1982; Bandler et
al ., 1985; Krieger e Graeff, 1985; MDougall et al., 1985;
Car obrez, 1987).

Conp ja mencionado, a ativacdo do receptor NVDA/ GLYg tem
sido consi derada essencial para nuitos tipos de plasticidade
sinaptica, incluindo aquelas relacionadas a formacdo de
mendria, regulacdo do movinmento e dos neurdni os sensoriais

no coértex visual que regulam o tamanho do canpo visual

(Wsden et al., 2000). Recentenente, a LTP (Adanec, 2001) e
o abrasamento (Onori et al., 2001), fendnenos rel aci onados a
pl astici dade neural, foram denonstrados na  SCP. Tai s

caracteristicas podem estar relacionadas ao aunmento do
alerta e ao aprendizado de esquiva observados em aninmais
durante a resposta defensiva e, portanto, corroborar a
partici pacdo do receptor NVDA na nediacdo do conportanento
de defesa. Al ém disso, o receptor NVDA €& formado por umm
conbi nacdo de subuni dades que podem influenciar de nmaneira
di ferenci ada a afini dade dos nuitos nodul adores que se |igam
a este conplexo (Danysz e Parson, 1998), a abertura dos
canais i6nicos (Mnyer et al., 1992) e o tenpo do potencia

de acao poés-sinaptico, que determna a janela de deteccao de
coi nci dénci a, processo inportante na participacdao do NMDA no

aprendi zado (Tsien, 2000; Da-Rocha et al., 2001).
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Devido & possibilidade de acbes excitotodxicas de
agoni stas seletivos do sitio do GLU (na subunidade NR2),
muitos autores tém utilizado conpostos seletivos para o
sitio GLYg (subunidade NR1l), acoplado ao receptor NVDA
(O ney, 1994), que parecem facilitar a atividade do receptor
NVDA de unma maneira mais sutil (Wal ker et al., 2002).

Estudos anteriores realizados em nosso |aboratorio
nostraram que a mcroinjecdo de GLY apresenta efeito
ansi ogéni co dependente da dose e da area-alvo na SCPd, em
ratos subnetidos ao teste no LCE (Teixeira, 1997).
Experi mentos com HA966 (conposto com acado antagdnica no
sitio GLYp) associado a QY, nostraram sel etivi dade
farmacol 6gica para os efeitos da GLY nos receptores GLYg
acopl ados ao NVMDA (Tei xeira e Carobrez, 1999).

Nossos trabal hos anteriores, associados aos dados da

literatura nostrando que a exposicdo ao LCE pode ativar

neur 6nios da SCPd (Silveira et al., 1993) e que o0 re-teste
no LCE poderia ser um nodelo util para estudar respostas
aprendi das de medo (File et al., 1996), foram determ nantes

para o presente trabal ho.

Na prinmeira etapa desse estudo procuranos verificar a
influéncia da inativacdo tenporaria com |idocaina na SCPd
(pré-teste) sobre os conportanment os observados no teste e no
re-teste no LCE. Os resultados obtidos sugerem que a SCPd
pode influenciar o aprendizado da resposta de esquiva que
ocorre durante a prineira exposicdo ao LCE, posto que a

i nati vacdo da SCPd no teste abole a retencdo dessa resposta
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de esquiva e a expressdao de um resposta mais acentuada de
medo observada no re-teste neste nodel o.

A analise tenporal da %BA do grupo controle exposto ao
LCE nostrou uma dimnuicdo gradativa deste paranetro ao
l ongo dos mnutos da exposicdo teste, sugerindo aunento
gradual na resposta de esquiva aos bracos abertos ao | ongo
do tenpo. No re-teste, esse grupo apresenta retencao dessa
resposta de esquiva. Tais resultados sugerem que, apés umm
exploracdo inicial, h& o desenvolvimento de estratégias de
esqui va que determ nam um aunento na resposta de nmedo na
segunda exposicdo, comp j& descrito (Rodgers et al., 1996
Hol mes e Rodgers, 1998; Bertoglio e Carobrez, 2000).

Esses resultados depdem a favor da adocdo da analise
m nuto-a-mnuto no LCE, visto que, tal avaliacao tenporal
pode contribuir para um nelhor entendimento do perfi
conmportanental dos animais subnmetidos a este nodel o.

Numa segunda etapa do nosso estudo, passanps a estudar
o papel da ativacao do receptor NVDA/ GLYg da SCPd na nmedi acéo
do conportanmento def ensi vo. Par a t ant o, utilizanos
di ferentes agoni stas do receptor NVDA/ GLYg m croi njetados em
areas rostrais e caudais da SCPd de ratos subnetidos ao
teste e re-teste no LCE. No re-teste, nosso objetivo foi
t ent ar i dentificar consequénci as conportanmentais da
experi éncia preévia neste nodelo, associada a estimulacéo
quim ca com di ferentes agoni stas do receptor NVDA/ GLY.

A estinulagcdo com o GLU nostrou efeito ansiogénico no

by

teste no LCE, dependente da dose e restrito a porc¢édo cauda
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da SCPd, reproduzindo o perfil conportanental observado com
a GLY mcroinjetada na dose 120 nnmol, em estudos realizados
anteriormente nesse | aboratoério (Teixeira e Carobrez, 1999).
No entanto, € inportante |enmbrar que o GLU atua em outros
recept ores ndo- NVDA tanbém presentes na SCPd, como o AMPA, o
Kai nato e os netabotropicos (Albin et al., 1990). Quanto aos
recept ores metabotrépicos, estudos recentes tém contri buido
para um mel hor entendi mento de seus subgrupos, sistenmas de
transducdo de sinal e farmacologia (Pin e Duvoisin, 1995).
Al guns autores sugerem que estes receptores podem estar
presentes no termnal pré-sinaptico onde o GLU pode atuar
i ni bindo a sua propria neurotransm ssao (Chen et al., 2002;
Dietrich et al., 2002). Entretanto, o papel destes no
conportament o defensivo medi ado pela SCPd ai nda ndo esta bem
est abel eci do.

A associacdo GLY-GLU nostrou efeito ansi ogénico na dose
menor na porcao rostral, sugerindo a possibilidade de
interacdo entre agonista e co-agonista do conplexo receptor
NVDA/ GLYg, nmodul ando as respostas conportanentai s evocadas
pel a ativacdo deste receptor. A associacao de GLY ao G.U
possi vel mente favoreceu a atuacdo do GLU no receptor NMDA e
nostrou que a SCPd rostral tanmbém pode participar da
el aboracdo de comportanent os de esquiva detectados durante o
teste no LCE, sugerindo a necessidade de concentracoes
mai ores de agonistas para desencadear tais conportanentos
nesta porc¢do. Juntos, esses resultados revelam que a

estinmulacdo quimca com GLU ou GLY-GLU pode afetar os
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conportanmentos de esquiva e conflito de maneira dependente
da dose e da area-alvo na SCPd e reforcam estudos anteriores
gue nmostram que as respostas de defesa podem variar ao |ongo
do eixo rostrocaudal da SCPd ap6és a estinmulacdo com
conpostos que interferem com ativacdo do conpl exo-receptor
NVDA/ GLYg (Bandler et al., 1985; Bandler e Depaulis, 1991,
Tei xeira e Carobrez, 1999).

O passo seguinte foi a estimulacdo quimca com
agoni st as sel etivos para o0 sitio gl utamat érgi co na
subuni dade NR2 (NVMDA) e para o sitio GLYg na subuni dade NR1
(GLY e DSER) do conpl exo receptor NVDA/ GLYs.

Os resultados obtidos nostram efeito ansiogénico do
NVMDA no teste no LCE, dependente da dose e da area
estimul ada (dose nenor, ansiogénico na SCPd caudal; doses
mai ores, ansiogénico na SCPd rostral). Indicam ainda que a
exposi ¢cdo prévia ao labirinto, sob estinmulacdo de tal droga,
pode causar consequUéncias conportanentais duradouras e
di ferenciadas no re-teste, dependendo do tipo de efeito
observado no teste, sugerindo que a estinmulacdo quim ca com
este agonista pode nado sonente afetar o conportanmento de
esqui va, conmo tanbém a ativi dade geral do animal.

Em contrapartida, os resultados obtidos com agoni stas
seletivos do sitio GLYg nobstram que este tipo de estinulacéao
qui m ca parece afetar os indices de esquiva no teste (doses
nmenores, efeito ansiogénico na SCPd caudal; doses numiores,
efeito ansiogénico na SCPd rostral), e favorecer a retencéo

da resposta de esquiva no re-teste, sem interferir nos
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par ametros de ativi dade geral

Estes resul tados encontram se resum dos na tabela 13.

TABELA 13. Principais eventos conportanentais observados em
rat os subnetidos ao teste e re-teste no LCE, apoOs diferentes
tratanentos em areas rostrais e caudai s da SCPd.

Aval i acéo Tomada de

Esqui va . C
q de risco Deci sao

Loconocao

Tr at ament o T R T R T R T R

SCPd rostral
Li docai na - 8 - iy 1 il - -

GLU 20 - - - - - - - -
GLU 40 - - - - - - - -

GLY-GLU 20
GLY-GLU 40

NVDA 25
NVDA 50
NVDA 100

GLY 120 - - - - - - - -
GLY 180

DSER 160 - - - - - - - -
DSER 320 i - - - - - - -

SCPd caudal
Li docai na - 3 - i - m - -

GLU 20 s - . S .
GLU 40 . . 4 - .

GLY-GLU 20 - - - - - - - -
GLY-GU 40 - - - - - - - -

NVDA 25 & - - . .
NVDA 50 ] - . g g
NVDA 100 - - . .

GLY 120 o - . . S
GLY 180 - . . .

DSER 160 T 0 - i - - - -
DSER 320 - -

OBS. Esquiva - relacionada a atividade nos bracos abertos;
Conflito — relacionado ao | C, tomada de deci sdo — rel aci onado ao
TPC e | oconpgédo - relacionado a FBF. T= teste; R=re-teste;

{= di m nui ¢do no conportanento; 1= aunento no conportanent o;
- = cAam efritn

D2 D
=

.

e

X

=

Podenos di zer que nossos dados revelam que a ativacéo

do conpl exo-receptor NVDA/ GLYg pode afetar os conportanentos
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de esquiva de maneira nao honogénea ao |ongo do eixo
rostrocaudal da SCPd, e 0SS agonistas NMDA/GLYg podem
apresentar efeitos dependentes da dose e do area-alvo na
SCPd. Esses resultados devem se possivelmente ao fato de que

as acdes destes conpostos dependem também da concentracao

dos agoni stas endogenos |igantes deste receptor (Johnson e
Ascher, 1987; Kenp e Leeson, 1993; Czepita et al., 1996;
Wlcox et al., 1996; Schell et al., 1997; Berger et al.

1998; Danbolt, 2001).

Cono nenci onado anteriornmente, enbora a interacdo entre
as subunidades do receptor NVDA/GLYg ainda nédo esteja
total mente entendi da (Nahum Levy et al., 2001), a literatura
sugere que para que esse conplexo-receptor seja funcional
ele deva ter a conbinacdo de pelo nenos uma subuni dade NR1
com uma NR2 (Danysz e Parson, 1998; Dingledine et al.,
1999). No entanto, ha tanbém relatos que diferentes
conbi nacbes de subuni dades podem resultar em diferencas na
afi ni dade dos agoni stas pel os seus respectivos sitios nesse
receptor (Priestley et al., 1995; Buller e Monaghan, 1997).

A literatura tanmbém revela controvérsias quanto a
saturacdo da GLY no receptor G.Yg acoplado ao NVDA (Wod,
1995; Fedele et al., 1997; Schell et al., 1997; Danysz e
Parsons, 1998; Dingledine et al., 1999). Alguns autores
relatam que a concentracdo enddgena da GLY na fenda
sinaptica pode ser reduzida por necanisnms eficientes de
transporte ativo (Zafra et al., 1995; Supplisson e Bergman,

1997; Berger et al., 1998; Bergeron et al., 1998). Contudo,



104

cunpre observar que, os fatores desencadeantes deste
processo nao estdo conpreendidos o bastante. Em adi cdo, a
ligacdo ao sitio GLYg pode ser regulada por varios
nodul adores enddgenos, tais conmo o acido quinurénico
(antagonista do receptor GLYg) ou o0 zinco, que dimnui a
afi ni dade da GLY pelo seu sitio (Danysz e Parson, 1998).

Uma hi pétese para explicar as acbes diferenciadas dos
agoni stas NMDA/ GLYg aqui wutilizados seria um diferenca
rostrocaudal na distribuicdo das conmbi nagcdes das subuni dades
desse receptor. Qutra hipOtese seria a de que, a saturacéo
da GLY pode apresentar variacdes ao |ongo do eixo da SCPd.
Uma terceira alternativa, seria uma acdo diferenciada por
parte dos transportadores responsaveis pela recaptacdo da
GLY. Enfim o receptor NMDA/ GLYg pode sofrer influéncias
di ferenciadas ao longo do eixo rostrocaudal da SCPd por
parte dos seus nodul adores endbégenos, que poderiam resultar
em diferencas na nediacdo do conportanento defensivo por
ativacdo desse tipo de receptor na SCPd. No entanto, tais
hi pét eses sonente podem ser confirmadas com estudos

aut orradi ograficos, eletrofisioldgicos e inmunohistoquim cos.

No literatura, estudos com anticorpo contra a enzinma
NOS (Onstott et al., 1993) e histoquinm ca usando NADPH-
di af orase (Saper, 1995; Paxinos et al., 1999), nostraram a

presenca de uma marcacdo bem definida na SCPd, crescente do
polo rostral para o caudal. Sendo que, o0 receptor NMDA
parece estar envolvido na producdo de NO (Paakkari e

Li ndsberg, 1995), tais achados corroboram nossos resultados,
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gque indicam a possibilidade de diferenca na ativacao do

receptor NMDA ao | ongo do eixo rostrocaudal da SCPd.

Numa vi sdo hierarquica do conportanmento defensivo, conpo
proposta por alguns autores (Graeff, 1981; Deakin e Gaeff,
1991; Gray e MNaughton, 2000; Schenberg et al., 2001),
intensa ativacdo da SCPd, com estinulacdo elétrica ou com
doses altas de GLU ou NMDA, poderia sobrepor o controle do
sistema defensivo e desencadear um conportanento tipo-
pani co, que é unma reacdo exacerbada de defesa. Por outro
| ado, baixa frequéncia de estinmulacdo elétrica ou baixas
doses dest es agoni st as na SCPd poderia desencadear
conportamentos mais sutis ou el aborados de defesa (Carobrez
et al., 2001).

At ual ment e, evi dénci as conportanentais, aut ondém cas,
endécrinas e farnmacol 6gicas, indicam a SCPd conmp umma
estrutura-chave na ‘fuga ndo direcionada’. Por conseguinte,
foi proposto um papel para essa estrutura na ansiedade, e
mai s especificanente, no ataque de panico (Graeff, 1981,
Jenck et al., 1995; Gray e MNaughton, 2000; Schenberg et
al., 2001). Entretanto, cabe Ilenbrar que o Disturbio de
Panico vai além dos ataques subitos de péanico, sendo
clinicamente um fendneno que inclui o0s ataques agudos de
pani co, ansiedade antecipatoria e esquiva fobica (Coplan e
Lydiard, 1998). Logo, diferentes estruturas neurais podem
estar envolvidas com os diferentes aspectos dessa doenga. Qu

ainda, areas rostrais e caudais da SCP, que apresentam
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tantas diferengcas no que diz respeito a inunorreatividade
celul ar, densidade de receptores e padrdo de conportanento
evocado (para revisédo ver Carobrez et al., 2001), poderiam
partici par de fases distintas dessa sindrone.

Nos ultinmps anos foram feitas algumas tentativas de
rel aci onar 0s conportanment os def ensi vos ani mai s com
di ferentes transtornos de ansiedade (Graeff, 1981; File et
al ., 1998; Adamec et al., 1999; Gay e MNaughton, 2000),
tarefa bastante dificil devido ao carater nultifacetado da
prépria ansi edade (Andreatini et al., 2001).

Nossos resultados evidenciam que a ativacdo do sitio
GLYs no receptor NMDA é capaz de provocar um aunento
seletivo nos conportanmentos de esquiva detectados no teste
no LCE e reforcar a retencdo da resposta de esquiva aos
bracos abertos no re-teste. Estas observacfes nostram que, a
SCPd pode influenciar o0s processos cognitivos subjacentes a
respostas aprendidas de nedo. Tais respostas parecem ter
i mportancia clinica em muitas condi ¢bes classificadas comp
di starbi os de ansiedade (DSM IV), tais conop panico, fobias
especificas e transtorno de estresse poés-traumatico (Morgan
et al., 1995; Fyer, 1998; Gorman et al., 2000).

Al guns autores sugerem que a ativacdo do receptor NVDA
pode desencadear LTP e produzir nmudancas no funcionanmento do
sistema |inbico. Essas nudancas |inbicas podem estar
envol vidas no aunmento persistente nos conportanentos do
ti po-ansi edade que ocorrem apOs situacbes estressantes e

aversivas (Adamec, 1997; Adanec et al., 1999, Carobrez et
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al., 2001). E possivel que a experiéncia no LCE associ ada a
estimul acdo quimca da SCPd, possa resultar em um efeito
duradouro detectado no re-teste, denonstrando que a SCPd
pode influenciar a aquisicdo de respostas aprendidas de
medo, um tipo de resposta defensiva nmmis orientada e
cognitiva. Essa possibilidade s6 existe porque a SCP possui
conexfes reciprocas com diversas estruturas relacionadas ao
sistema |inbico prosencefalico (Nauta, 1958) e, apesar de
durante nuitos anos a SCP ser vista cono distante das
influéncias corticais e cognitivas, estudos neuroanatédm cos
realizados na ultim década tém contribuido para nudar esse
gquadro (Shipley et al., 1991; Rizvi et al., 1991; 1992).

Neste sentido, os experinmentos discutidos no presente
trabal ho destacam a inportancia da SCPd em conportamentos
defensivos mmis sutis, conp a resposta de esquiva fobica
possi vel nente relacionada a ansiedade, e nostram gue essa
estrutura pode participar da aquisicdao e retencdo de
respostas aprendi das de nedo.

Nossos resultados nostram também evidéncias de que a
estimul acdo quim ca com agoni stas seletivos do sitio GLYg no
receptor NMDA pode ser uma ferranenta UGtil no estudo do
papel da ativacdo dos receptores NVDA/GLYg da SCPd na
nmedi acdo do repertdério de defesa e conportanmentos tipo nedo,
possi vel nente rel aci onados com a ansi edade e seus diferentes

aspect os.
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6. CONSI DERACCES FI NAI'S

A SCP é umm estrutura conplexa e heterogénea. Quando
| evanos em consideracdo suas di mrensdes dorsoventral,
medi ol ateral e rostrocaudal, podenos verificar que ha umm
grande di versi dade de conexfes neuronais (Beitz, 1982; Ri zvi
et al., 1991; 1992; Chen e Aston-Jones, 1996), diferencas na

guanti dade de células gliais (Meller e Dennis, 1990), na

i munorreatividade celular (Valverde-Navarro et al., 1996;
Lonstein e Stern, 1997; Vander-Horst et al., 1998), na
densi dade de receptores (Murphy et al., 1999) e funcgoes
(Bandler et al., 1991a; 1991b; Fanselow, 1991; Behbehani,

1995; Beitz, 1995).

As observacbes pioneiras de que a estinmulacdo da SCPd
produz aversdo em animais (Hunsperger, 1956; Fernandez-de-
Mol i na e Hunsperger, 1959, 1962) e medo/ ansi edade em hunmanos
(Nashold et al., 1969) foram um indi cador bastante eficiente
de que essa regido é uminportante elo no circuito cerebral
processador do medo e da ansiedade (Behbehani, 1995). Nos
al timps anos, varios estudos corroboraram esta hipotese e é
i negavel o valor que a resposta defensiva produzida por
estinmulacdo elétrica e quimca da SCPd (Bandler et al.,
1985; Bandler, 1988; Graeff et al., 1988, Bandler e
Depaul i s, 1991) tem no entendinmento dos processos
aversivos, conportamento defensivo e, possivelnente, no
medo/ ansi edade e no panico (Schenberg e Gaeff, 1978;

Graeff, 1981; Graeff, 1991; Graeff et al., 1993).
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Estudos recentes nostram que as respostas de defesa
podem variar qualitativamente ao |longo do eixo rostrocaudal
da SCP ap6s a estinulacdo com conpostos que interferem na
neur otransm ssdo por AAE (Bandler et al., 1985; Bandler e
Depaulis, 1991; Teixeira e Carobrez, 1999; Carobrez et al.,
2001).

De acordo com os resultados obtidos neste trabal ho, foi
possivel concluir que a SCPd pode influenciar o aprendi zado
da resposta de esquiva que ocorre durante a prineira
exposi cdo ao LCE, dado que a inativacao tenporaria da SCPd
no teste inpede a retencdo dessa resposta e a expressao de
um conportanmento mais acentuado de nedo observado no re-
teste no LCE.

Nossos dados revelam que a ativacao do conplexo-
receptor NMDA/ GLYg pode afetar os conportanmentos de conflito
e esquiva ao longo do eixo rostrocaudal da SCPd e os
agoni stas NMDA/ GLYg podem apresentar efeitos dependentes da
dose e do area-alvo na SCPd. E inportante destacar que tanto
areas rostrais conmpb caudais da SCPd podem participar na
medi acdo destes conportanentos detectados durante o teste no
LCE, no entanto, a SCPd caudal parece ser mais sensivel a
estimul acdo quim ca.

Os resultados obtidos com a estinmulacdo quimca com
agoni stas seletivos do sitio GLYg no receptor NMDA nostraram
que estes agonistas sdo capazes de provocar um aunento nos
conportanmentos de esquiva detectados no teste no LCE e

favorecer a retencdao da resposta de esquiva aos bracos
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abertos no re-teste. Esta observacdo reforgca uma possivel
partici pacdo da SCPd em processos cognitivos subjacentes a
respostas aprendi das de nedo.

Sabendo que a ativacdo do receptor NVDA/ GLYg pode ser
nodul ada de diferentes nmaneiras, possiveis diferencas
rostrocaudai s na di stribuicao das conbi nagdes das
subuni dades deste receptor (Priestley et al., 1995; Buller e
Monaghan, 1997), na saturacdo da GLY (Schell et al., 1997;
Danysz e Parsons, 1998; Dingledine et al., 1999) ou na
| ocalizacdo dos transportadores responsaveis pela re-
captacdo da GLY (zZafra et al., 1995; Supplisson e Bergnman,
1997; Berger et al., 1998; Bergeron et al., 1998) poderiam
estar contribuindo para os nossos resultados. Evidéncias de
uma marcacéo dorsol ateral, bem definida e crescente, para a
NOS e para a NADPH na SCP (Onstott et al., 1993; Saper,
1995; Paxinos et al., 1999), ddo um certo suporte a
possi bili dade de ativacdo diferenciada do receptor NVDA/ GLYg
ao | ongo do ei xo rostrocaudal da SCP.

Enfim nosso trabal ho aponta a inportéancia da SCPd em
conportanent os defensivos cono a resposta de esquiva/ nedo e
sugerem que esta estrutura pode influenciar a aquisicao e
retencédo de respostas aprendi das de nedo.

Nossos resultados nmostram a possibilidade de se usar a
estimul acdo quim ca com agonistas do sitio GLYg, conmo um
ferramenta atil no estudo do envolvinento dos receptores

NMDA/ GLYs no repertorio de defesa e conportanentos tipo

medo, possivel mnente rel aci onados com a ansi edade.
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