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A participagdo do sitio receptor GLY-B/NMDA da substancia cinzenta periaquedutal dorsal

(SCPd) na modulagdo de respostas comportamentais aversivas foi avaliada em ratos

submetidos ao Labirinto em T elevado (LTE), um modelo animal de ansiedade e meméria. A
microinjegdo de compostos agonistas deste sitio (glicina — GLY ou D-serina — D-SER), na
SCPd, facilitaram a aquisi¢do de respostas de esquiva inibitéria aos bragos abertos do LTE,
demonstrando um resultado ansjgg__ég_i'g)_; o acido 7-cloro-quinurénico (7CK), antagonista
deste sitio receptor, causou prejuizo na aquisicdo e retencdo de respostas de EI,

demonstrando um efeito ansiolitico, € a associagdo de 7CK + GLY aboliu os efeitos

causados por ambos compostos quando microinjetados individualmente. Os resultados
demonstram uma seletividade dos efeitos destes compostos na SCPd para o sitio receptor
GLY-B/NMDA, bem como corroboram estudos anteriores indicando um papel deste sitio

receptor na SCPd na modulagdo do comportamento defensivo e possivelmente ansiedade.
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RESUMO

A substincia cinzenta periaquedutal (SCP) ¢é considerada um substrato neural
essencial para a integragdo de respostas a estimulos estressantes ou ameagadores e ha
muitas evidéncias implicando esta regidio no comportamento defensivo e na ansiedade. A
por¢do dorsal da SCP (SCPd) é considerada o principal local dos mecanismos executivos
da reagdo defensiva.

A ‘glicina (GLY) possui um sitio de ligagdo no receptor NMDA (sitio GLY-
B/NMDA), agindo como um co-agonista essencial para a sua ativagdo. Existem evidéncias
na literatura demonstrando um papel do sitio GLY-B/NMDA na SCPd na modulagio do
comportamento defensivo. Este trabalho objetivou verificar um possivel efeito ansio-
seletivo e sobre o aprendizado e retengdo da resposta de esquiva inibitéria (EI) causado pela
microinje¢do (0.3 pl) de compostos com ag@o no sitio GLY-B/NMDA na SCPd de ratos
avaliados no labirinto em T elevado (LTE), um modelo animal de ansiedade € meméria.

Utilizou-se ratos Wistar machos de 4 meses de idade, implantados
estereotaxicamente com uma canula guia direcionada a SCPd (Bregma: — 7.6 mm). As
drogas utilizadas foram a glicina (GLY) ¢ a D-serina (D-SER), agonistas do sitio GLY-
B/NMDA, e o acido 7-cloro-quinurénico (7CK), um antagonista seletivo deste sitio
receptor.

No LTE, uma resposta de EI aos bragos abertos ¢ obtida ap6s sucessivas exposi¢es
do animal ao labirinto. Os principais parametros observados no LTE foram as laténcias de
EI aos bragos abertos, o nimero de sessdes necessdrias para atingir o critério de EI
(permanéncia do animal por 300 s no interior do brago fechado), o tempo para atingir o
critério de EI, a medida de avaliagdo de risco (AR); e a laténcia de saida para os bragos
abertos € a AR na sess@o de retengdo de EI (ap6s 72 horas).

Os resultados demonstraram que a GLY (1, 10, 80 ou 120 nmol) microinjetada na
SCPd aumentou as laténcias de EI e diminuiu o nimero de sessGes necessarias para atingir
o critério de EI na sessdo de aquisicdo de EI, o que sugere um efeito ansiogénico e
facilitatorio do aprendizado de EI. A D-SER (160 ou 320 mmol) demonstrou o mesmo

perfil de a¢bes da GLY, indicando que esta ag@o € consequéncia da ativagdo do sitio GLY-
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B/NMDA. O 7CK (8 nmol) aumentou o nimero de sessdes e o tempo total necessario para
o aprendizado de EI, demonstrando um prejuizo no aprendizado de EI; e na sessdo de
retengdo diminui a laténcia de saida para os bragos abertos, o que indica um prejuizo na
retengdo da resposta de EI. Quando administrados em associagao, os efeitoé individuais da
GLY (120 nmol) e do 7CK (8 mmol) na SCPd foram abolidos, o que indica seletividade
farmacoldgica para os efeitos destes compostos no sitio receptor GLY-B/NMDA.

* Estes resultados estdo de acordo com outros trabalhos demonstrando que compostos
ansiogénicos tém um efeito facilitatdrio para o aprendizado da resposta de EI no LTE,
enquanto compostos ansioliticos causam um prejuizo nesta tarefa. Adicionalmente,
agonistas do sitio GLY-B/NMDA tém demonstrado efeitos ansiogénicos na SCPd de ratos
avaliados no labirinto em cruz elevado (LCE), enquanto os antagonistas t€m demonstrado
efeitos ansioliticos.

Enfim, nossos resultados indicam uma participagdo do sitio GLY-B/NMDA da
SCPd na modulagdo da aquisi¢do de EI no LTE e sua expressdo posterior (retengdo da
resposta de EI), bem como reforgam o papel deste sitio receptor da SCPd na modulagio do

comportamento defensivo e, possivelmente, da ansiedade.
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ABSTRACT

Several lines of evidence indicates that the midbrain periaqueductal gray matter
(PAG) is an essential neural substrate for the integration of an organism’s responses to
threatening or stressful stimuli, and implicates this region in defensive and anxiety-like
behavior. The dorsal part of the periaqueductal gray matter (dPAG) is supposed to be the
main site for the executive mechanisms of the defense reaction.

" Glycine (GLY) acts as an essential coagonist at the NMDA receptor binding to the
GLY-B/NMDA site. There are some evidences showing a role of the GLY-B/NMDA
receptor at SCPd in the modulation of defensive behavior. The present work was set up to
verify a possible anxioselective effect, as well as the effects on the inhibitory avoidance
(TA) learning and retention, caused by compounds acting on the GLY-B/NMDA receptor
within the dPAG of rats evaluated in the elevated T maze (ETM), an animal model of
anxiety and memory.

‘Male Wistar 4 months old rats were implanted stereotaxically with a guide cannula
aimed to the dPAG (Bregma: - 7.6 mm), and drugs were microinjected into dPAG (glycine
(GLY), D-serine (D-SER) - GLY-B/NMDA receptor agonists; or 7-chloro-kynurenic acid
(7CK) - GLY-B/NMDA receptor selective antagonist).

In the ETM, an IA response is obtained after successive exposures of the rat to the
ETM and measurements of time spent on the enclosed arm; the retention of this response
can be estimated by retesting later. The performance of rats was assessed through data
collected with the latencies to leave the enclosed arm of the maze in the 3 first sessions of
exposure, the total number of trials to reach the criterion of staying continuously for 300 s
inside the enclosed arm (IA criterion), the total time necessary to reach the IA criterion, and
the risk assessment behavior (RA) measure (number of tries to leave the enclosed arm of
the maze/ minute); and in the test session (72 hours later) the latency to leave the enclosed
arm and the RA. Selective alterations in the latencies to leave the enclosed arm of the
maze, in the number of trials to reach the IA criterion, and in the total time necessary to
reach this criterion, in the training session, were the indexes of anxiety and IA learning. The
latency to leave the enclosed arm in the test session (test latency) was an index of memory

retrieval.
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Our results showed that GLY (1, 10, 80 or 120 nmol; 0.3 pul ) microinjected within
the dPAG improved the 1A acquisition, by increasing the avoidance latencies and reducing
the number of trials to reach the IA criterion in the training session, which suggests an
anxiogenic effect and an facilitatory effect on learning. D-SER (160 or 320 nmol) showed
the same profile of actions, indicating that this action is consequent of the activation of the
GLY-B site at the NMDA receptor. 7CK (8 nmol, 0.3 pl) impaired the IA learning, and
reduced the test latency suggesting an impairment in the IA response retention. When
administered together, the individual effects of GLY (120 mmeol) and 7-Cl-Kyn (8 nmol)
into dPAG were abolished, what indicates pharmacological selectivity for the effects of
these compounds on GLY-B/NMDA receptor.

These results are in agreement with previous findings showing that anxiogenic
compounds have a facilitatory effect on IA learning in the ETM, while anxiolytic
compounds cause an impairment in such task. In addiction, studies using agonists of the
GLY-B/NMDA receptor have shown anxiogenic-like effects when microinjected within the
dPAG of rats submitted to the elevated plus maze (EPM), an animal model of anxiety,
while antagonists of the same site have shown anxiolytic-like effects.

In summary, our results showed that compounds acting at the GLY-B site on the
NMDA receptor at the dPAG are able to alter the animal’s performance in the ETM task,
indicating a participation of this site in the modulation of the acquisition of IA in the ETM
and its expression later, as well as reinforced the role of the NMDA/GLY-B receptor at
dPAG in the modulation of defensive behavior and possibly of anxiety and emotional

memory.
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1. INTRODUCAO

De uma perspectiva evolutiva, as bases neurais dos estados de ansiedade teriam relagéo
com o0s mecanismos reguladores do comportamento de defesa dos animais diante de
estimulos ameagadores ou em situagdes de perigo (Panksepp, 1990). Portanto, os estudos
com animais utilizando lesdo, estimulagdo elétrica ou quimica do sistema nervoso central
(SNC) contribuirafn enormemente para a identi.ﬁcag:a"lo de algumas estruturaé e sistemas
neurais envolvidos com a ansiedade (Hetem & Graeff, 1997).

O sistema de inibigdo comportamental (SIC), proposto por Gray (1982, 1987), ¢ o
sistema cerebral aversivo (SCA) proposto por Graeff (1981), foram tentativas de ordenar os
resultados disponiveis sobre as bases neuroanatdmicas dos comportamentos de defesa. O
substrato neural do SIC seria composto pela formagdo septo-hipocampal, reunida ao
circuito de Papez (corpo mamilar do hipotdlamo, tdlamo anteroventral e cértex do giro do
cingulo), ao cortex pré-frontal, e as vias noradrenérgicas, dopaminérgicas e serotonérgicas
ascendentes que inervam estas estruturas do prosencéfalo. A ansiedade seria desencadeada
pela ativagdo do SIC, por estimulos especificos como sinais condicionados de punigdo,
sinais condicionados de frustragdo, estimulos ou situagdes novas e sinais de perigo espécie-
especificos (Gray, apud Hetem & Graeff, 1997, p. 156). Apds a ativagdo deste sistema
ocorreria a inibigdo de qualquer comportamento que o animal estivesse realizando, aumento
do nivel de vigilancia e preparo para uma agdo fisica vigorosa; alteragdes semelhantes as
observadas em estados de ansiedade persistente. As drogas ansioliticas prejudicariam o
funcionamento do SIC (Gray, apud Hetem & Graeff, 1997, p. 156). Com relagdo ao SCA,
verificou-se que a estimulag@o elétrica de certas estruturas como a amigdala (AM), a

substincia cinzenta periaquedutal (SCP) e o hipotdlamo medial (HM) desencadeava



comportamentos defensivos, associados a mudangas neurovegetativas semelhantes ao
comportamento espécie-especifico ocorrido em situagdes ameagadoras naturais (Hetem &
Graeff, 1997). Este fendmeno parece estar relacionado a um estado emocional aversivo em
animais € em humanos, os quais relataram sentimentos de medo intenso ou panico,
acompanhados de alteragdes neurovegetativas (enrubescimento da face e pescogo,
piloeregdo, sudorese, alteragdes respiratdrias e aumento da freqiiéncia cardiaca), quando
estimulados nestés areas cerebrais durante précedimento neurocirurgico (Nashold et al.,
1974).

A AM, o HM e a SCP s@o os principais componentes do SCA, o qual ¢ organizado
longitudinalmente ¢ ¢é responsavel pela elaboragdo das manifestagdes psicoldgicas,
comportamentais e fisioldgicas de estados motivacionais aversivos (Graeff, 1981, 1984,
1988, 1990). O SCA possui uma estrutura organizada hierarquicamente; a AM funcionaria
como uma interface sensorial-emocional, pois tem conexdes com o neocortex, bem como
com estruturas mais profundas relacionadas a emogao (estruturas limbicas), e adicionaria
um sentido afetivo as informag&es vindas do meio externo através de areas associativas do
neocdrtex, transmitindo as informagdes para o hipotalamo (H) e a SCP, que por sua vez
selecionariam e organizariam as rea¢Ges defensivas mais apropriadas. O fato de que lesdes
na AM ou H ndo abolem as rea¢des de defesa geradas na SCP, enquanto que a destruigdo
da SCP inibe o efeito comportamental da estimulagdo da AM ou H, faz com que a SCP seja
considerada como a via fmal comum de defesa, pois esta ¢ a estfutura mais caudal do SNC
cuja estimulagdo elétrica provoca um padrio completo de agressdo defensiva (Hetem &
Graeff, 1997). Segundo Pratt (1992), a regido dorsal da SCP (SCPd), que compreende as

subdivisGes neuroanatdmicas dorsomedial e dorsolateral (Bandler et al, 1991), é



classicamente considerada uma estrutura cerebral aversiva. Esta regido vem sendo estudada

em nosso laboratorio e serd a area cerebral investigada no presente trabalho.

1.1. Substincia Cinzenta Periaquedutal (SCP)

A SCP ¢ uma estrutura medial do tronco cerebral, que circunda o aqueduto
mesencefalico (aqueduto de Sylvius) e se estende, no eixo rostrocaudal, da comissura
posterior ao péio rostral do locus coeruleus.

Estudos citoarquiteténicos demonstraram que a SCP de ratos ¢ formada por pequenos
neurdnios, reunidos densamente, circundando o aqueduto cerebral. Em ratos adultos a SCP
tem a forma aproximada de um funil, com sua base localizada caudalmente ¢ o apice
rostralmente (Beitz, 1995). Nesta estrutura, ha urﬂ aumento da intensidade de colorag@do e
da densidlade celular da parte central para a periferia, bem como na periferia ha um aumento
da densidade celular da por¢do ventral para a dorsal (Beitz, 1985; Mantyh, 1982). Ha
muitos esquemas para a classificagdo dos tipos celulares na SCP, e a classificagdo mais
simples foi proposta no inicio deste século por Ramén y Cajal (1911). Basicamente, Cajal
dividiu os neurdnios da SCP em trés tipos: células fusiformes, piramidais ¢ estreladas. Este
esquema foi posteriormente confirmado e os tipos celulares subdivididos em variedades
pequenas e grandes (Beitz & Shepard, 1985). Os neurénios fusiformes pequenos (bipolares)
formam a maior parte da populagido neuronal da SCP (36.8%) e sdo mais proeminentes na
subdivisdo medial, enquanto os neurénios fusiformes grandes formam uma parte menor da
populagdo neuronal e sdo mais prevalentes na subdivisdo dorsal (subdivisGes descritas no
item 1.1.1.). Para os outros dois tipos neuronais ndo foi descrita uma localizagdo
preferencial nas subdivisGes da SCP. Uma caracteristica geral dos neurdnios da SCP ¢ o

fato de eles possuirem um numero menor de processos dendriticos quando comparados a



neurdnios encontrados em outras regides cerebrais (Beitz & Shepard, 1985). Nao foi
possivel ainda estabelecer uma relagdo entre a morfologia celular na SCP e aspectos

funcionais, pois as tentativas neste sentido tém tido pouco sucesso (Beitz, 1995).

1.1.1. Subdivisdo anatomica da SCP

A maior barte dos trabalhos realizadog nos anos 80 e inicio da década de 90, tem
fornecido evidéncias consistentes da existéncia de quatro subdivisdes dentro da SCP:
medial, dorsal, dorsolateral e ventrolateral (Beitz, 1982, 1985; Conti ef al., 1988; Gundlach,
1991; Meller & Dennis, 1986, 1990). Apesar de os primeiros estudos fisiolégicos e
comportamentais terem sugerido que certas fungdes eram associadas a subdivisGes
anatOmicas especificas na SCP (Beitz & Shepard, 1985), resultados obtidos posteriormente
sugeriram que muitos aferentes e fun¢Ges da SCP estdo organizados em colunas
longitudinais dispostas ao longo do eixo rostrocaudal da SCP (Bandler et al., 1991; Onstott
et al., 1993). Quatro colunas longitudinais na SCP foram propostas por Bandier e
colaboradores (1991): colunas dorsomedial, dorsolateral, lateral e ventrolateral. Uma quinta
coluna foi ainda proposta por Onstott ¢ colaboradores (1993), a coluna justa-aquedutal.
Apds a proposicdo destas duas classificagGes anatOmicas ocorreu a questdo sobre qual
esquema estaria correto. A coluna dorsomedial proposta por Bandler e colaboradores
(1991) é quase idéntica a subdivisdo dorsal descrita por outros pesquisadores (Beitz, 1985;
Conti et al., 1988); a coluna justa-aquedutal ¢ homdloga a subdivisdo medial; a coluna
dorsolateral é completamente similar a subdivisdo dorsolateral; e a subdivisdo ventrolateral
contém as colunas neuronais lateral e ventrolateral, propostas por Bandler e colaboradores

(1991), pelo menos na parte caudal da SCP.



Figura 1 — Representagdo esquematica das subdivisdes anatomicas da Substincia Cinzenta
Periaquedutal (SCP). (A) Extensdo dorsoventral, (B) extensdo mediolateral, (C) extensdo
rostrocaudal. a) Subdivisdo dorsomedial, b) subdivisdo dorsolateral, ¢) subdivisdes lateral
(acima) e ventrolateral (abaixo). A SCP dorsal (SCPd) compreende as subdivisdes
dorsomedial (a) e dorsolateral (b) da SCP.

* Adaptado de Bandler et al., 1991.

Em estudos de pacientes com doenga de Alzheimer (DA) observou-se que o tipo € a
densidade de mudangas patoldgicas ocorridas sdo expressas diferentemente em diferentes
regides da SCP e correlacionadas com o sexo do paciente e duragdo da doenga. O padrio
compartimentalizado das mudangas na SCP ocorridas na DA revelam pela primeira vez a

organizag¢do colunar da SCP em humanos (Parvizi ef al., 2000).



1.1.2. Conexdes da SCP

A SCP possui aferentes originados em todos os niveis do sistema nervoso central
(SNC), o que ¢ consistente com seu papel na integragio de muitas fungGes importantes para
a sobrevivéncia do organismo (Beitz, 1995). A maior fonte de projecdes aferentes para a
SCP origina-se no prosencéfa_lo C diencéfalo, € um menor namero tem Qrigem no trpnco
cerebral ¢ medula espinhal (Bandler & McCulloch, 1984; Beitz, 1982; Marchand &
Hagin(;, 1983; Meller & Dennis, 1.986; Shipley et al., 1991; Veening et al., 1991). O
hipotalamo (nucleos pré-optico, ventromedial, dorsal e pré-mamilar dorsal; e areas anterior
¢ lateral) fornece a maior fonte de aferentes da SCP, os quais sdo organizados
topograficamente em colunas longitudinais sobrepostas (Veening et al, 1991). Esta
organizagdo topografica das vias hipotaldmicas para a SCP da um suporte adicional a
subdivisio colunar, ¢ fornece uma evidéncia util para a consideragdo das rela¢Ges
funcionais entre essas duas estruturas. Tradicionalmente, a SCP tem sido considerada
distante de influéncias corticais e cognitivas diretas, porém estudos realizados por Shipley e
colaboradores (1991) demonstraram uma quantidade significativa de aferentes corticais
para a SCP. Os neurénios corticais que se projetam para a SCP foram localizados no cértex
continuo medial (infralimbico, pré-limbico, cingulado anterior e pré-frontal medial) e
lateral (insular anterior e posterior, perirrinal), chamadas areas corticais limbicas (Shipley
et al.,, 1991; Bandler & Shipley, 1994). Estas areas fornecem bases para a avaliagdo do
significado emocional do meio ambiente. Surpreendentemente, cada area cortical projeta-se
densa e focalmente terminando em aferentes em uma ou duas colunas dentro de uma
extensdo limitada do eixo rostrocaudal da SCP. Através dessas projeg¢Oes especificas os
campos corticais especificos poderiam modular ou regular as fungdes somaticas,

autondmicas e anti-nociceptivas coordenadas por colunas individuais ou multiplas da SCP



(Bandler & Keay, 1996). Outras fontes de aferentes da SCP sdo a AM, zona incerta,
coliculo superior, coliculo inferior, nicleo cuneiforme, nucleos dorsal e magno da rafe,
nicleo parabraquial, nicleo pontino reticular, lécus coeruleus, cerebelo e nucleo trigeminal
espinhal (Beitz, 1995). Também merece destaque o fato de que a SCP possui um grande
numero de conexdes intrinsecas (Beitz, 1982; Tredici et al., 1983), que podem interconectar
as varias subdivisGes e colunas longitudinais (Sandkuhler, 1991).

Com relagdo aos eferentes da ASCP, estes parecem ser um réﬂexo dos aferentes desta
regifio, logo a SCP esta reciprocamente ligada a grande parte das regiGes cerebrais (Beitz,
1995). Os eferentes ascendentes da SCP, em ratos, projetam-se para os campos de Forel,
zona incerta, septo lateral, niicleo acumbens, tubérculo olfatério, cortex frontal, nicleos
mediano e intralaminar do tdlamo e varios nicleos hipotaldmicos (Eberhart ef al., 1985). As
projegdes descendentes da SCP incluem os mnucleos cuneiforme, tegmental
pedunculopontino, dorsal da rafe, mesencefilico profundo, tegmental ventral, subcoeruleus,
nucleo intersticial do fasciculo longitudinal medial, nicleo pontino reticular, bem como o
bulbo ventromedial, incluindo os mnucleos gigantocelular reticular pars alfa,

paragigantocelular lateral e magno da rafe (Beitz et al., 1988).

1.1.3. Fungdes da SCP

Como citado anteriormente, a SCP esta interconectada com vérias regides cerebrais, o
que permite a esta estrutura influenciar, bem como ser influenciada por estruturas
sensoriais, motoras, autonomicas e limbicas. Tem sido proposto que esta
interconectividade diversa da SCP esteja envolvida com a fung@o integrativa desta estrutura
na mediag3o da resposta dos animais a estimulos ameagadores (Bandler & Depaulis, 1991;

Bandler et al., 1991; Beitz, 1995; Shipley et al., 1991). Esta estrutura esti envolvida em



mecanismos analgésicos, regulagdo das fungdes autondmicas, vocalizagdo, comportamento
de lordose em fémeas, controle do movimento dos olhos, armazenamento de informagdo e
regulagdo de rea¢des relacionadas a raiva, medo, ansiedade e comportamento defensivo
(Bandler & DePaulis, 1991; Beitz, 1995; Fanselow, 1991). A analgesia e as. reacoes
comportamentais € autondmicas | evocadas a partir da SCP podem ser melhor
compreendidas como respostas coordenadas necessarias a sobrevivéncia do animal
(Baﬁdler et al.,1991; Shypley et ai., 1991).

As primeiras indicagdes do envolvimento da SCP no comportamento defensivo
foram obtidas ha cerca de seis décadas. Em 1943, Hess & Briigger observaram que a
estimulagdo elétrica do hipotdlamo perifornical era capaz de transformar um gato de
comportamento normalmente calmo em um animal com comportamento altamente
defensivo. Posteriormente, Hunsperger (1956) observou que a estimulagdo elétrica da
regido periaquedutal do mesencéfalo (SCP) e do tegmento mesencefilico adjacente de
gatos ndo anestesiados evocava reagdes defensivas. Ao mesmo tempo, Eliasson (1954) ¢
Lindgreen (1955, 1956) observaram que a estimulagdo elétrica do mesencéfalo de gatos
anestesiados produzia alteragdes cardiovasculares. Em 1960, Abrahams e colaboradores
confirmaram que estas reagbes cardiovasculares e comportamentais eram evocadas nas
mesmas areas mesencefilicas. Além disso, o fato de reagdes defensivas coordenadas
obtidas apds a estimulagdo elétrica do mesencéfalo, caracteristicas da resposta do animal a
estimulos ameagadores, poderem ser obtidas mesmo em gatos decerebrados pré-
colicularmente (Bard & Macht, 1958; Keller, 1932; Lindgren, 1955; Schramm & Bignal,
1971), apds extensas lesdes da AM ou do H (Fernandez DeMolina & Hunsperger, 1962;

Kelly et al., 1946), e ap6s o isolamento cirtirgico do hipotdlamo (Elisson & Flynn , 1968;



Gellen et al., 1972), forneceram evidéncias para um papel integral do mesencéfalo na
mediagdo do comportamento defensivo.

De maneira similar, observou-se que lesGes extensas da regido central do mesencéfalo
eliminavam ou atenuavam reagGes defensivas desencadeadas por estimulos nociceptivos ou
por qstimulagﬁo elétrica do H ou da AM (Fernandez DeMolina & Hunsperger, 1962;
Hunsperger, 1956; Skulkety, 1963). Estudos similares realizados em outras espécies,
témbém deram suporte a visdo (ie que a SCP era um substrato-neural essencial das respostasv
a estimulos potencialmente estressantes ou ameagadores (Bandler & Depaulis, 1991).

Apesar de os estudos utilizando estimulagdo elétrica terem determinado um papel
importante para o estabelecimento da SCP na mediag&o do comportamento defensivo, sabe-
se que esta técnica produz excitagdo tanto de corpos celulares quanto de axénios de
passagem, logo, dificultando a localizag@o exata das populagdes neuronais especificas que
medeiam tais reagdes no mesencéfalo. Por outro lado, a técnica de microinjegdo de
amino4cidos excitatérios (AAE) é capaz de excitar seletivamente corpos celulares e seus
processos dendriticos (Goodchild er al, 1982; Lipski et al, 1988). A técnica de
microinjegdo de AAE foi utilizada em uma série de estudos, onde foram localizadas as
populagdes neuronais mediadoras das rea§6es defensivas na SCP (Bandler, 1982; 1984;
Bandler ei al., 1985; Hilton & Redfern, 1986; Krieger & Graeff, 1985).

A coluna lateral da SCP medeia estratégias comportamentais chamadas “reativas”
(confronto com o perigo, fuga ou congelamento — freezing), caracterizada por reagGes
emocionais fortes, hipertensdo, taquicardia, e analgesia ndo-opidide, que parecem
particularmente apropriadas para lidar com situagdes ameagadoras, ou que possam ser
dolorosas, porém evitdveis; enquanto a coluna ventrolateral medeia estratégias mais

passivas, caracterizadas por reagGes de responsividade ao meio ambiente reduzida
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(hiporreatividade), hipotensdo, bradicardia e analgesia mediada por opidides, talvez mais
apropriadas para lidar com situagdes de estresse inescapavel ou dor intensa € para facilitar
a recuperag:ﬁb, uma vez finalizada a situagdo ameagadora ou de estresse (Bandler & Keay,
1996).

A coluna dorsolateral da SCP (SCPgil) recebe aferéncias do prepositus hypoglossi,
substancia nigra pars reticulata, ¢ do coliculo superior, relacionadas a orientagdo espacial
.(Holstege & Cowie, 1990; Meller & Dennis, 1986); tem Si.dO proposto que esta coluna da
SCP auxilia no controle das respostas comportamentais apropriadas na exposicdo a novas
condigdes do meio ambiente (Holstege & Cowie, 1990; Kaufman et al., 1992). Bandler e
colaboradores (2000) sugeriram que a SCPdl pode. ser componente de um circuito de
disparo de uma estratégia emocional ativa em resposta a estimulos estressantes psicologicos
(por meio de projeg(“)es corticais). Foi demonstrado que a SCPdl participa também da
modulagdo das respostas defensivas, através de vias dependentes do 6xido nitrico (NO) (De
Oliveira et al., 2002; item 1.1.4.).

Em adig@o, nosso laboratdrio tem estudado os efeitos ansio-seletivos produzidos pela
microinjecdo de compostos agonistas ¢ antagonistas do receptor NMDA na SCPd, que
refere-se as subdivisGes dorsomedial ¢ dorsolateral desta estrutura, e os resultados obtidos
indicam um perfil ansiogénico de agonistas deste receptor, bem como um perfil ansiolitico
dos antagonistas (Schmitt et al.,1995; De Souza et al., 1998; Teixeira & Carobrez, 1999).

Recentemente, foi demonstrado que a SCP de ratos pode efetivamente sofrer
abrasamento (kindling) por estimulagdo elétrica (Omori et al., 2001), e outros achados
indicam que a aplicagdo de baixa freqiiéncia de estimulagdo na SCP pode reverter

mudangas de comportamento induzidas pelo estresse de exposigdo ao predador (gato), o
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que sustenta a idéia de que a potenciag@o a longo prazo (LTP) na SCP medeia aumentos na
ansiedade mediados pelo estresse em ratos, como foi observado em gatos (Adamec, 2000).
Mesmo com todos os trabalhos ja realizados, ainda torna-se necessario um melhor
entendimento do papel que a SCP possui nas reagdes de defesa, bem como nas patologias
que poderiam estar relacionadas a desregulagéo dos meqanismos de defesa, nos animais e
no hbmem. A aplicagdo de compostos em dreas cerebrais envolvidas no comportamento
defensivo, juntamente com‘ a utilizagdo de modelos exberimentais apropriados, ¢ uﬁa

ferramenta util para um melhor entendimento do comportamento defensivo (Carobrez et

al., 2002).

1.1.4. Principais Neurortransmissores/ Neuromoduladores da SCP

Os principais tipos de moléculas com fungdo na sinalizagdo interneuronal na SCP
sdo0: adrenalina e noradrenalina, dopamina, histamina, serotonina (5-hidréxi-triptamina, 5-
HT), acetilcolina (Ach), neuropeptideos, 6xido nitrico (NO), aminoacidos (tais como o
acido-y-amino-butirico - GABA, glicina, glutamato, aspartato) e poliaminas (espermidina e
espermina) (Beitz, 1995).

As aferéncias noradrenérgicas e adrenérgicas sdo proeminentes na SCP ventral; as
fibras histaminérgicas também tém sido descritas na SCP e s@o igualmente prevalentes na
porgdo ventral e as fibras serotonérgicas sdo encontradas em toda a SCP (Beitz, 1995).

Quanto a Ach, a analise imunocitoquimica de colina acetiltransferase (ChAT, a enzima
sintetizadora de Ach) evidenciou a presenga de neurdnios contendo ACh nas porg¢des
caudais da SCP lateral e ventral (Tago et al, 1989). Em adigdo, estudos de ligagdo ao

receptor (binding) demonstraram a presenga de receptores colinérgicos muscarinicos nas
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mesmas regides onde ha presenga de ChAT e, em grande concentragdo, na SCPdl (Beitz et
al., 1982; Wamsley et al., 1981). De um ponto de vista funcional, a Ach t€m sido
implicada em reagdes defensivas e de fﬁga produzidas nessa regido (Carrive et al., 1986).

A maior parte dos neuropeptideos isolados e identificados tem localizagdo na SCP.
Entretanto, a maioria dos relatos da énfase a distribui¢do destes peptideos no cérebro
inteiro, ndo detalhando a distribuigdo em nicleos particulares, como nas subdivisdes da
SCP. Alguns neuropepticieos com localizagdo na SCP sd0: neurotensina, encefélina,
substincia P, somatostatina, galanina, polipeptideo intestinal vasoativo (VIP),
neuropeptideo Y, peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), LHRH (horménio
liberador de horménio luteinizante) ¢ ACTH (corticotrofina) (Beitz, 1995; Smith et al.,
1994).

O NO foi descrito pela primeira vez como um mensageiro entre neurdnios em 1992, por
Bredt & Snyder. Adicionalmente, outro gas simples, o CO, também tem sido mencionado
como um candidato a neurotransmissor atipico (Snyder, 1992). Posteriormente, muitos
dados na literatura indicaram que o NO satisfaz os principais critérios para ser um
neurotransmissor (Beitz, 1995). O NO pode iniciar seus efeitos bioldgicos através da agdo
de uma enzima heterodimérica, a guanilato ciclase soluvel (GCs) ou através de diversas
outras reagdes quimicas. A ativagdo da GCs resulta na produgdo do 3°,5’- monofosfato de
guanosina ciclico (GMPc), uma molécula que age como segundo mensageiro intracelular
podendo mediar diversos processos fisioldgicos através da interagdo com proteinas
celulares (canais i6nicos, proteinas quinases dependentes de GMPc e fosfodiesterases, por
exemplo) (Hanafy et al., 2001).

Devido ao fato de o NO ser um gés l&bil, uma maior compreensdo deste

neurotransmissor nos sistemas neuronais foi possivel através de estudos utilizando sua
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enzima sintetizadora, a sintase do 6xido nitrico (NOS). Na SCP, a NOS esta concentrada na
coluna dorsolateral (Onstott et al., 1993). Os receptores de glutamato do tipo NMDA,
também estdo concentrados na SCPdl, e tem sido demonstrado que em varias areas
cerebrais a ativagdo deste receptor aumenta a atividade da NOS, o que resulta num aumento
da produgdo de NO (Snyder, 1992). Também foi demonstrado que os neurdnios
imunorreativos para NOS, em todas as regides cerebrais estudadas tém uma maior
densidade de RNAm (ménsageiro) para o receptor NMDA em comparagdo com neﬁrénios
que nfo apresentam imunorreatividade para a NOS (Price et al.,, 1993). Isto indica que o
glutamato agindo através da ativagdo do receptor NMDA pode ativar a liberagdo de NO na
SCP, e levanta questdes importantes acerca da relagdo do NO com o papel funcional da
SCP. De acordo com esta proposi¢do, foi demonstrado que o NO pode participar da
modulagdo das respostas defensivas na SCPdl, através da microinjecdo de inibidores da
NOS e doadores de NO nesta regido (De Oliveira et al., 2002).

Os neurdnios contendo GABA, principal neurotransmissor inibitdrio cerebral,
localizados através de analise imunocitoquimica para GABA, ou sua enzima sintetizadora,
GAD (descarboxilase do acido glutimico), estdo presentes em toda a extensdo rostrocaudal
da SCP (Barbaresi & Manfrini, 1988; Williams & Beitz, 1990), no entanto, rostralmente
eles estdo mais concentrados nas por¢des ventral ¢ dorsolateral da SCP. O GABA inibe a
atividade espontinea na maioria dos neurdnios da SCP in vivo € in vitro (Behbehani, 1990).
Portanto, 0o GABA tém sido implicado na modulagio e execugdo da maioria das fungdes da
SCP (Beitz, 1995).

Os AAE glutamato (GLU) e aspartato (ASP) estdo presentes em neurdnios e
terminais em toda a SCP, sendo ambos liberados de vias eferentes seletivas da SCP. Os

sitios de ligagdo para os AAE estdo mais concentrados na subdivisdo dorsolateral da SCP
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em toda a sua extensio rostrocaudal e também estdo relativamente concentrados
ventralmente nos niveis mais caudais desta estrutura. Do mesmo modo, os receptores
NMDA estdo presentes em maior densidade na subdivisdo dorsolateral, assim como a
enzima NOS (Albin et al., 1990; Beitz, 1995). Os AAE tém sido implicados em muitas
fungdes da SCP como a analgesia (Beitz & Williams, 1991) e o comportamento defensivo

(Bandler & DePaulis, 1991; Beitz & Williams, 1991; Jirgens & Richter, 1986).
1.2. Aminoacidos Excitatérios (AAE) na SCP

A maior parte das sinapses no SNC parece utilizar AAE como seus
neurotransmissores (Cotman et al., 1987; Monaghan et al., 1989; Watkins et al., 1990).
Curtis e colaboradores (1959, 1960) obtiveram as primeiras evidéncias acerca da agdo
excitatéria neuronal do glutamato (GLU) e aspartato (ASP). Porem, somente a partir da
década de 70 o GLU e o ASP tém sido considerados seriamente como neurotransmissores
excitatorios no SNC (Balcar & Jonhston, 1975; Beitz & Williams, 1991; Naito & Ueda,
1985; Roseth et al., 1995). Tém sido demonstrado que o GLU e o ASP preenchem os
critérios para neurotranémissores: liberagio dependente de Ca** ap6s estimulago, captagio
de alta afinidade nos terminais nervosos, presenga destes aminoacidos nos terminais
nervosos, bem como de suas enzimas biossintéticas, bloqueio da transmiss@o sinaptica por
antagonistas dos AAE e identidade de ag3o (Cotman ef al., 1987; Fonnum, 1984; Nicholls,
1989; Watkins & Evans, 1981).

A primeira evidéncia de que o glutamato poderia ter um papel na SCP baseia-se nos
resultados obtidos por Sherman & Gebhart (1975) demonstrando que os niveis de GLU na

SCP eram reduzidos significativamente pela dor, enquanto a administragio sistémica de
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morfina induzia um efeito contrario. Apesar de naquela época néo ter ficado claro se tais
mudangas refletiam alteragGes nos niveis de GLU enquanto neurotransmissor ou
metabdlito, estes resultados sugeriram que as modificagdes neuroquimicas observadas na
SCP estariam relacionadas ao papel da SCP na analgesia produzida pela morfina.
Posteriormente, foi demonstrado que microinjegdes d_e GLU na SCP de ratos produzia
analgesia, provavelmente pela agdo em receptores de AAE nesta rééiéo (Behbehani &
Fields, 1979).

Resultados obtidos utilizando microinje¢do de GLU ou ASP na SCP demonstraram
que os AAE eram capazes de produzir também reagdes defensivas imediatas em ratos e
gatos (Bandler, 1982; Bandler et al., 1985; Bandler & Depaulis, 1991) e vocalizagdo em
macacos (Jurgen & Richter, 1986). Em 1985, Krieger & Graeff demonstraram que
microinje¢des de baixas doses de GLU na SCPd induziam respostas comportamentais e
neurovegetativas caracteristicas da reagdo de defesa, o mesmo ndo ocorrendo quando as
microinjegdes eram feitas fora de tal regido. Posteriormente, Carobrez (1987) e Graeff &
colaboradores (1988) demonstraram que os efeitos resultantes da microinje¢do de GLU, na
SCPd eram mediados por receptores de AAE especificos. A microinjegdo de dietil-éster do
acido glutdmico (GDEE), um antagonista glutamatérgico, no mesmo sitio (SCPd) bloqueou
as respostas comportamentais € neurovegetativas induzidas pelo GLU. Também foi
demonstrado que as respostas evocadas pela estimulag@o elétrica da SCPd e do hipotalamo
dorsomedial eram abolidas pela microinje¢do de GDEE na SCPd, sendo essa a primeira
evidéncia de uma proje¢do hipotalamica glutamatérgica para a SCP, sugerindo que os AAE
enddgenos (GLU e ASP, principalmente) atuariam como mediadores fisioldgicos nos
mecanismos da reagdo de defesa presentes na SCPd (Graeff et al., 1988; Carobrez et al,

2002).
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Os estudos de ligagdo in vitro (binding) que demonstraram altos niveis de receptores
para AAE na SCP (Cotman et al., 1987; Greenamyre et al., 1984; Halpain et al., 1984).
Adicionalmente, estudos imunocitoquimicos que demonstraram imunorreatividade para
GLU e ASP em neurdnios, axOnios e terminais axOnicos nesta regido (Clements et al.,
1987). Por fim, estudos eletrofisioldgicos e de microdialise, sugeriram que o GLU e o ASP
agiam ém receptofes de AAE na SCP ativando componentes do sistema analgésico
enddgeno, induzin&o comportamento defensivo.e vocalizagdo. Estes estudosh forneceram
evidéncias adicionais para o papel neurotransmissor do GLU ¢ ASP endégenos na SCP

(Beitz & Williams, 1991).

1.2.1. Receptores Glutamatérgicos

Os receptores glutamatérgicos tém sido classificados com base na existéncia de
agonistas especificos (Beitz & Williams, 1991). Estes receptores sdo divididos em
metabotrdpicos (acoplados a proteina G) e ionotrépicos (Hollmann & Heinemann, 1994;
Monaghan et al., 1989). Os receptores glutamatérgicos ionotrépicos sdo canais i6nicos
operados por ligante que medeiam a maior parte da neurotransmissdo excitatoria cerebral
(Dingledine et al., 1999), e dividem-se ém duas classes principais: os do tipo NMDA (tém
como agonista o analogo sintético do glutamato N-metil-D-aspartato) e os ndo-NMDA
(Lesson & Iversen, 1994). Os receptores do tipo NMDA foram os primeiros receptores de
aminoacidos identificados nas sinapses centrais excitatorias (Bennett & Balcar, 1999). Os
receptores ionotropicos ndo-NMDA sdo chamados AMPA (4acido 3-hidréxi-5-metil-4-
isoxazol propidnico, originalmente denominado quisqualato), KAIN (cainato) e Delta (ou

orphan). Os receptores ionotropicos do GLU sdo compostos por uma estrutura tetramérica
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ou pentamérica, com subunidades heteroméricas, que formam um poro central com
condutincia seletiva para os fons Ca>* ou Na* (Petralia et al., 2000).

Resultados de estudos analisando a localizag:ﬁd especifica destes subtipos
especificos de receptores glutamatérgicos (NMDA, AMPA, KAIN e Metabotrépicos) na
SCP demonstraram uma distribui¢do heterogénea (Albin ef al., 1990). Estes pesquisadorgs
identificaram uma maior densidade de todos esses subtipos de receptores na SCPdL, ¢ a

menor densidade na SCP ventrolateral.

1.2.2. Receptores NMDA

Dentre o0s receptores glutamatérgicos ionotrdpicos, o subtipo NMDA tem sido o
mais estudado devido a existéncia de antagonistas altamente seletivos (Leeson, 1993;
Dingledine et al., 1999). Este receptor possui um bloqueio voltagem-dependente de seu
canal i6nico pelo fon Mg®*, quando encontra-se em estado de repouso. Ele é ativado apds a
despolarizagdo parcial da célula através da ativagdo dos receptores ndo-NMDA ou outros
receptores excitatérios, causando a remogdo do ion Mg?* (Leeson & Iversen, 1994).
Quando ativado este receptor controla a abertura de um canal idnico que permite a entrada
de cations monovalentes (principalmente Na') e divalentes (principalmente Ca’*) na célula,
ocorrendo também a saida de fons K.

Os subtipos de subunidades que compdem o receptor NMDA sdo: NR 1, NR 2A-D
e NR 3 (Dingledine et al., 1999). Na Tabela 1 abaixo, observa-se uma sintese dos diversos
sitios modulatérios existentes no receptor NMDA, onde se ligam muitas substincias
endbégenas (Carobrez et al., 2002). Estes sitios sdo considerados alvos importantes para a

acdo de drogas (Dingledine, 1999; Leeson & Iversen, 1994).
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TABELA 1. Possiveis sitios para a aciio de drogas no receptor NMDA

Sitio Ligante Modo de Agdo Ligante Endégeno | Drogas
Subunidade NR1 |Sitio de ligagdo da | Ag: Glicina, D-Seri- | Ag: D-Cicloserina;
Glicina na; At: Acido Qui- |At:HA966, 7CK
nurénico.
Subunidade NR2 | Sitio de ligagdo do | Ag: L-Glutamato; Ag:NMDA;
Glutamato L-Aspartato At:APS, AP7

Antagonista ndo-
competitivo

Alcool, Tricloroetanol,
Ifenprodil, Haloperidol

Canal Ionico

Bloqueio incompe-

Cetamina, MK-801,

Captacgio

Glicina

titivo no estado Fenciclidina,
aberto do canal. Memantina,
Amantadina
Moduladores Inibigdo Mg™*, zn™, H,
Dinorfma A, agentes
oxidantes
Potenciagdo Poliaminas, Hista-
mina, Agentes re-
dutores, Acido Ara-
quiddnico
Mecanismos de | Inibigdo L-Glutamato Diidrocainato, DL-treo-

B-benziloxil-aspartato
Glicildodecilamida,
Sarcosina

FONTE: Adaptado de Carobrez et al., 2002.

NOTA:
Ag: agonista,

At: antagonista.

1.2.3. Sitio de ligagao da glicina no receptor NMDA (sitio GLY-B/NMDA)

Para a ativagdo do receptor NMDA ¢ necessério a presenca de glutamato (GLU) e

glicina (GLY), que atua como co-agonista essencial no sitio de ligagdo da GLY no receptor
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NMDA (sitio GLY-B/NMDA) (Johnson & Ascher, 1987; Kleckner & Dingledine, 1988).
Um receptor NMDA funcional possui uma combinagdo de uma subunidade NR1 mais, no
minimo, uma subunidade NR2, expressando os sitios de reconhecimento (ligagdo) da GLY
e do GLU, respectivamente (Danysz & Parsons, 1998).

A glicina foi primeiramente proposta como um neurotransmissor em 1965 e
posteriormente foi aceita como o principal neurotransmissor inibitorio do SNC,
principalmenté na medula espinhal (Deloréy & Olsen, 1989; McGeer & McGeer, 1989).
Somente em 1987 foi descoberta a a¢do estimulatéria da GLY no receptor NMDA, através
da demonstragdo de uma redugdo ou anulagdo na magnitude da resposta eletrofisiologica
obtida de células neuronais em cultura quando a GLY era excluida do meio. Pequenas
concentragdes de GLY foram suficientes para restaurar a resposta normal do receptor
NMDA (Johnson & Ascher, 1987).

O sitio GLY-B/NMDA ¢ insensivel a estricnina, enquanto o primeiro sitio receptor
descrito para a GLY ¢ sensivel. A ativagdo do sitio receptor GLY-A (sitio receptor de
glicina sensivel a estricnina), causa a inibi¢do neuronal através da abertura de canais de C1’
(Danysz & Parsons, 1998; Thomson, 1990). Danysz e colaboradores (1987, 1989)
demonstraram que a GLY aumentava os niveis de 3’,5’-guanidina monofosfato ciclico
(GMPc) no cerebelo in vivo, indicando que o sitio GLY-B/NMDA ndo esta sempre
saturado in vivo. Também em 1987 foi introduzido o primeiro antagonista deste sitio, o
acido quinurénico (KYN) (Kessler er al, 1987, 1989), o que foi particularmente
interessante, pois esta ¢ uma substincia enddgena e, portanto, pode ter um papel fisiologico
no SNC, representando uma nova possibilidade para o desenvolvimento de novas
abordagens terap€uticas para o tratamento de distirbios do SNC (Stone et al., 1987; Stone,

1993).



20

Os resultados de Kleckener & Dingledine (1988), sugerindo que a GLY ¢ de fato
obrigatéria para a ativagdo do receptor NMDA, tiveram implicagdes importantes pois
indicaram que a maxima inibig¢do do sitio GLY-B/NMDA poderia resultar numa inibig¢&o
total da atividade do receptor NMDA, o que foi confirmado em estudos posteriores (Danysz
& Parsons, 1998). Isto levantou novas perspectivas para o desenvolvimento de drogas
tendo como alvo a moduléc;ﬁo do receptorr NMDA.

Hashimoto e colaboradores (1993A) demonstraram que a D-Seﬁna (D-SER) esta
presente no cérebro em niveis que poderiam influenciar o sitio GLY-B/NMDA. A D-SER
exOgena potencializa a neurotransmissdo mediada pelo receptor NMDA (Kleckner &
Dingledine, 1988; Wroblewski et al., 1989; Matsui et al., 1995; Paudice et al., 1998) ¢ liga-
se seletivamente ao sitio GLY-B/NMDA (Schell et al., 1995). Tanto a D-SER quanto a
GLY tém sido propostas como candidatos a agonistas enddégenos deste sitio (Danysz &
Parsons, 1998; Mothet et al., 2000).

O sitio GLY-B reconhece concentragSes submicromolares de GLY (Leeson &
Iversen, 1994; Thomson, 1990). Alguns autores sugerem que o sitio GLY-B/NMDA esta
saturado em condigdes fisioldgicas, considerando a concentragdo micromolar de GLY no
fluido extracelular (Matsui et al., 1995). Entretanto, outro estudo in vitro, utilizando a
coexpressdo de transportadores de GLY e receptores NMDA em odcitos, demonstrou um
tamponamento eficiente da concentragdo local de GLY, o que sugere que a concentragéo de
GLY pode ser mantida bem abaixo do necesséario para a saturagdo do sitio de ligagdo in
vivo (Supplisson & Bergman, 1997).

Kemp e colaboradores (1988) descreveram o é4cido 7-Cloro-Quinurénico (7-CK),
um derivado halogenado do 4cido quinurénico (KYN), como um antagonista de alta

afinidade pelo sitio GLY-B/NMDA. O antagonismo deste sitio in vivo foi confirmado
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subseqiientemente, pela atividade anticonvulsivante € neuroprotetora deste composto apds

aplicago intra-cerebroventricular (Foster & Kemp, 1989; Singh et al., 1990).
1.3. Papel funcional dos receptores NMDA no SNC

No SNC, o receptor NMDA esta envolvido em muitos processos funcionais como
aprendiza(io ¢ memoria (Motris, 1989); desenvolvimento neural e I;lasticidade sindptica
(Cotman et al, 1988), dano neuronal conseqiiente de isquemia e hipoglicemia
(excitotoxicidade devido a ativagdo maciga destes receptores, com consequente morte
celular por acimulo intracelular de Caz*) (McCulloch, 1992; Moroni et al., 1992; Yenari et
al., 1997), epilepsia ¢ distirbios neurodegenerativos (Meldrum, 1985; Blanpied et al.,
1997; Schwartz et al., 1996; Ishimaru & Toru, 1997; Von Essen et al., 1996; Greenamyre
et al., 1988), dependéncia de drogas e tolerdncia (Bhargava, 1997; Marek et al., 1991;
Rosseti & Carboni, 1995), dor neuropatica (Hunter ef al., 1994; Eisenberg & Pud, 1998), e
distirbios afetivos como ansiedade e depressdo (Graeff, 1993 a; Matheus et al., 1994; Maes
et al., 1995).

Kew e colaboradores (2000) demonstraram que a mutagdo pontual no sitio GLY-
B/NMDA (subunidade NR1), em camundongos, produziu reducio na afinidade da glicina,
sem provocar alteragdo na afinidade pelo glutamato. Os camundongos mutantes foram
viaveis e férteis apenas quando a mutagdo produzia uma diminui¢do moderada na afinidade
pela GLY; porém os animais portadores da mutagdo que reduzia severamente a afinidade
da GLY pelo sitio GLY-B/NMDA tinham baixo peso ao nascer, ndo se alimentavam e
morriam dentro de poucos dias ap6s o nascimento. Esse fendmeno letal confirma o papel

critico da ativagdo do receptor NMDA para a sobrevivéncia neonatal. Estudos adicionais
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revelaram que os animais vidveis ndo possuiam anormalidades anatdmicas grosseiras no
SNC, porém apresentaram mudangas na expressdo das subunidades do receptor NMDA,
déficits na LTP hipocampal e aprendizado espacial, redugdo na sensibilidade a crises
convulsivas induzidas pelo NMDA. Outros estudos comportamentais ainda indicaram que
estes animais mutantes exibiam uma redugio na aversdo natural apos exposi¢do a um novo
ambiente. Estes achados sdo consistentes com uma ativagdo reduzida do receptor NMDA

(Kew et al., 2000).

1.3.1. Receptores NMDA e comportamento defensivo

O envolvimento do receptor NMDA na mediagao das reagdes defensivas tem sido
demonstrado em estudos realizados nas ultimas duas décadas. Foram obtidos efeitos
ansioliticos em diversos modelos animais, utilizando antagonistas competitivos ou ndo—
competitivos do receptor NMDA (Bennet et al., 1987; Blanchard et al., 1992; Kehne et al.,
1991; Porter et al., 1989; Stephens et al., 1986). Do mesmo modo, injegdes sistémicas de
antagonistas do sitio GLY-B no receptor NMDA, também tém exibido um perfil ansiolitico
(Anthony & Newins, 1982; Corbet & Dunn, 1990; Trullas ef al., 1989).

Com relag@o ao papel dos receptores NMDA da SCPd no comportamento defensivo
demonstrou-se que microinje¢des de antagonistas do receptor NMDA, como o acido 2-
amino-7-fosfonoheptandico (AP-7) € o acido quinurénico (KYN) (Guimaraes et al., 1991;
Schmitt et al., 1990), bem como de antagonistas do sitio GLY-B/NMDA, como o acido 7-
Cloro-Quinurénico (7CK) e o 3-amino- 2-hidrdéxi-pirrolidona (HA966) na SCPd tém
demonstrado efeitos ansioliticos. (Matheus et al.,, 1994; Teixeira & Carobrez, 1999).
Bittencourt e colaboradores (2000) demonstraram que a microinjegdo de NMDA na SCPd

tem participagdo na evocagdo de respostas defensivas inatas. Em adigdo, microinje¢des de
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7CK na SCPd abole o efeito ansiogénico obtido pela injecdo sistémica de pentilenotetrazol
(De-Souza et al., 1998). Por outro lado, microinje¢des de agonistas deste mesmo sitio
receptor, a GLY e a D-Serina (D-SER) demonstraram efeito ansiogénico no Labirinto em

Cruz Elevado (LCE) (Schmitt et al., 1995; Teixeira & Carobrez, 1999).
1.4. Modelo animal de ansiedade: Labirinto em T Elevado (LTE)

O LTE ¢ um modelo animal de ansiedade e memoria proposto por Graeff e
colaboradores (1993 b), desenvolvido a partir do bloqueio de um dos bragos fechados do
Labirinto em Cruz Elevado (LCE) (Handley & Mithany, 1984).

Este modelo consiste em um labirinto em forma de T, possuindo um brago fechado
perpendicular a dois bragos abertos. Baseando-se no fato de os ratos terem um medo inato
de espagos abertos (Pellow et al., 1985; Treit ef al., 1993), a resposta de esquiva inibitdria
(EI) é obtida apds sucessivas exposi¢Ges do animal ao brago fechado do LTE, onde sdo
medidas as laténcias de saida para os bragos abertos. A memdria para esta resposta de EI
pode ser estimada posteriormente em um reexposi¢do do animal ao LTE (Viana et al,
1994). Uma resposta de fuga ¢ obtida quando o animal € colocado no final de um dos
bragos abertos, e se direciona ao interior do brago fechado do labirinto (Graeff ez al., 1993
b).

O LTE foi inicialmente proposto como um modelo animal de ansiedade € memdria,
onde a resposta de EI era avaliada através da medida das laténcias de saida para os bragos
| abertos por duas vezes consecutivas (Laténcia basal € Esquiva 1) e, imediatamente apds,

era medida a primeira laténcia de fuga dos bragos abertos. Depois de 72 horas era realizada
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a sessdo teste, onde eram novamente medidas a laténcia de saida para os bragos abertos
(Esquiva 2), e a laténcia de fuga dos bragos abertos (Graeff et al., 1993 b).

A validagdo farmacoldgica deste modelo foi inicialmente realizada utilizando o
composto ansiolitico diazepam (DZP) (Graeff et al., 1993 b), bem como outras drogas
supostamente ansioliticas, os quais causaram um prejuizo na resposta de EI, enquanto
agentes conhecidamente ansiogénicos facilitaram a resposta de EI; tanto administrados por
via sistémica quanto microinjetadog no nucleo dorsal da rafe (NbR). O comportamento de
fuga no LTE nio foi afetado pela maioria das drogas testadas (Graeff et al., 1998).

A esquiva inibitéria (EI) é a tarefa mais usada para estudar os mecanismos de
memoria (Bures ef al. 1983). Em adig¢do, possivelmente estruturas cerebrais relacionadas
com ansiedade e memdria sobrepdem-se em muitas partes dos circuitos neurais (Tomaz et
al., 1992). Com isto, este modelo parece promover uma fonte para analise e entendimento
de alguns principios fisiolégicos basicos relacionados a memodria emocional .(Sanson &
Carobrez, 1999).

Recentemente, propds-se um novo procedimento para a utilizagdo do LTE (Conde
et al.,1999; Sanson & Carobrez, 1999). Este novo procedimento utilizado baseia-se no
aprendizado (ou aquisigdo) de um critério de esquiva inibitéria (EI), que consiste na
permanéncia do animal por 300 segundos, continuamente, no interior do brago fechado do
labirinto. Segundo este procedimento o animal € colocado no labirinto tantas vezes quanto
necessario para que atinja o critério de EI. Os experimentos realizados por Sanson &
Carobrez (1999) demonstraram que entre animais de diferentes idades (30, 60, 90 e 120
dias) testados, 100 % dos animais adquiriram EI, porém a idade dos animais tem influéncia
sobre o perfil de aprendizado de EI, j& que os animais de 60 dias precisaram de um maior

niamero de sessdes para atingir o critério de aprendizado. Adicionalmente, os resultados
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mostraram que depois da aquisi¢do de EI ha uma notéavel recuperagdo de memoria que pode
ser observada meses apds. O comportamento de avaliagdo de risco, o qual no LTE indica o
conflito aproximagdo — esquiva do animal no interior do brago fechado, também foi
incluido na avaliagdo. Este comportamento de avaliagdo de risco, um paradigma
originalmente proposto num contexto natural de defesa, pode consistir em um exame
minucioso visual, auditivo ou olfatério de um estimulo aversivo enquanto o individuo
peﬁnanece a distancia deste estiﬁulo (Blanchard et al., 1991, 2601).

Silveira e colaboradores (2001) demonstraram a expressdo da proteina Fos (marcador
de ativagdo neuronal) no cérebro de ratos submetidos ao LTE. Os resultados demonstraram
a expressdo de Fos em regides conhecidamente envolvidas com comportamento de defesa e
ansiedade como o Hipotdlamo, a Amigdala ¢ a SCP, o que refor¢a as caracteristicas de

aversividade induzidas pela exposi¢do do animal ao LTE.
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2. OBJETIVOS

Baseado ﬁos fatos relatados na Introdugdo, que demonstram o envolvimento dos
receptores NMDA da SCPd na modulagdo do comportamento defensivo, €, possivelmente
na ansiedade, o_presente.trabalho yisou investigar a in’ﬂuéncia- de compostos com agdo no
sitio GLY-B/NMDA sobre os processos de aquisi¢do e expressdo da resposta de esquiva
iﬁibitéria evocada no LTE. | Para tanto, os seguintes bobjetivos especificos foram.

estabelecidos:

A) Verificar os efeitos. comportamentais ansio-seletivos produzidos pela microinjegdo de
agonistas do sitio GLY-B/NMDA, glicina (GLY) ¢ D-serina (D-SER), na SCPd de ratos
avaliados no LTE;

B) Verificar os efeitos comportamentais ansio-seletivos produzidos pela microinjegdo do
acido 7-cloro-quinurénico (7CK), antagonista do sitio GLY-B/NMDA, na SCPd de ratos
avaliados no LTE;

C) Verificar os efeitos da GLY e D-SER microinjetadas na SCPd de ratos, sobre os
processos de aquisi¢do (aprendizagem) e retengdo da resposta de esquiva inibitéria no LTE;
D) Verificar os efeitos do 7CK microinjetado na SCPd de ratos, sobre os processos de

aquisigdo (aprendizagem) e retengdo da resposta de esquiva inibitoria no LTE.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar albinos, machos, com idade entre 15 € 18 semanas ¢
peso entre 250 e 350 gramas, fornecidos pelo biotério do Programa de Pés-Graduagdo em
Farmacologia, da Universidade Federal de Santa Catarina. Os animais foram alojados em
| gaiolas plasticas (15 x 36 x 36 cm) forradas com serragem é, uma semana antes da cirurgvia
estereotaxica, divididos em grupos de dois ou trés por gaiola. Durante todo o periodo de
permanéncia no biotério os animais tiveram livre acesso a agua e comida, e foram mantidos
em ambiente com temperatura (23 + 1) °C e ciclo de luz controlados (12 horas claro/12

horas escuro).

3.2. Cirurgia Estereotaxica

Para a realizagio da cirurgia estereotaxica, os animais foram anestesiados com uma
solugdo (1:1) de xilazina (Rompum®) e cetamina (Francotar®); 1,5 ml/Kg, por via
intraperitoneal (I. P.). Apés a perda total dos reflexos, realizou-se a tricotomia da parte
superior da cabega do animal.

Apds a adaptagdo do animal ao aparelho estereotaxico (Stoelting, mod. 300, USA),
realizou-se a assepsia da area desejada com alcool iodado. Injetou-se entdo uma solugdo de
xilocaina com adrenalina (2 %) subcutaneamente, visando a formag&o de uma pépula, que
provocou efeito anestésico e vasoconstritor local, bem como serviu para a orientagdo da
retirada de uma pequena area ovalada de pele. Em seguida realizou-se a raspagem do
peridsteo, deixando a calota craniana exposta e permitindo a visualizagdo da sutura

lambdéide e corondria. O cranio foi posicionado no aparelho estereotaxico de forma que o
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ponto bregma € o lambda ficassem situados no mesmo plano horizontal. O osso craniano
foi entdo seco e a calota craniana perfurada com uma broca odontoldgica para a fixagdo de
dois parafusos de ago inoxidavel e de uma cénula guia direcionada & Substéncia Cinzenta
Periaquedutal dorsal. Os parafusos foram colocados na parte central dos ossos parietais
direito e esquerdo. Para o implante da canula direcionada a Substincia Cinzenta
Periaquedutal dorsal, foram utilizadas as seguintes coordenadas, de acordo com Paxinos e
Watson (1998): AP =-7.6 ‘mm em relagdo ao bregma (p(;rgﬁo caudal da SCPd), ML = ;|-1.9
mm ¢ DV = -2.0 mm a partir da superficie externa do osso craniano, em um angulo de 22°,
Um mandril n° 30 foi adaptado a cénula, com o intuito de prevenir o seu entupimento.
Logo apds a adaptagdo dos parafusos e da canula, o osso foi seco ¢ a area aberta foi
preenchida com uma camada de acrilico auto-polimerizavel que, ao endurecer, incorporou
todos as pegas em uma sélida protese.

Ap0s a cirurgia cada animal foi colocado numa caixa especifica para a recuperagao,
dotada de uma lampada de 40 W para evitar a hipotermia conseqiiente a anestesia geral.
Posteriormente, os animais foram colocados aos pares ou trios em gaiolas, providas de agua

e comida a vontade, onde permaneceram até serem utilizados.

3.3. Canulas

As canulas-guia implantadas a fim de possibilitar as microinjeSes na SCPd foram
confeccionadas em nosso laboratorio a partir de agulhas descartdveis 25 x 7 mm. Com o
auxilio de um paquimetro (Mitutoyo — Brasil) as canulas foram cortadas no comprimento
de 13 mm. Cada cinula possuia um anteparo (proprio da agulha utilizada), o qual impedia

sua total introdugio pelo orificio feito previamente com a broca odontoldgica.
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3.4. Microinje¢ao Intracerebral

Para a microinje¢do intracerebral das drogas foram utilizadas agulhas de 16.2 mm
(0.3 mm de didmetro), confeccionadas a partir de agulhas odontoldgicas, conectadas, por
um tubo de polietileno, a microsseringas (Hamilton, 5 il). As microsseringas foram
preenchidgs com agua de§tilada, e foi introduzida uma bolha de ar no tubo de polietileno
para separar a solug@o a ser injetada. As agulhas utilizadas para a microinjegdo possuiam
3.2 mm a mais que a cﬁﬁula guia, de maneira que peﬁnitiam a microinje¢do da dréga na
SCPd.

Para realizar a microinje¢do, os animais foram previamente imobilizados com o
auxilio de um pano e, com um alicate foi retirado o mandril previamente adaptado a canula.
Com o auxilio de limas odontoldgicas, cortadas de maneira a ndo ultrapassar 13 mm de
comprimento, a cinula guia foi limpa antes da microinje¢do. Posteriormente a agulha foi
introduzida através da cinula. Em cada animal foi injetado 0i de solwdo, durante 20

segundos. Em seguida, o animal permaneceu em uma gaiola durante 10 minutos.

3.5. Drogas e Solucdes
Nos experimentos realizados as seguintes drogas foram utilizadas:
1. Anestésico geral para aplicagdo IP: utilizou-se uma mistura 1:1 de solugdo de xilazina,
20mg/ml (Rompum®, Bayer S.A., Brasil) e cetamina, 100mg/ml (Francotar®, Virbac do
Brasil); 1.5 ml/Kg.
2. Para aplicagdo intracerebral:
a) Liquido cérebro-espinhal (Liquor) artificial - LQ, com a seguinte constitui¢do: NaCl
138.6 mM, KC1 3.35 mM, CaCl, 1.26 mM, MgCl, 1.16 mM e Na,CO; 9.43 mM,;

b) Glicina - GLY (Sigma, EUA) dissolvida em LQ);
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¢) Acido 7-Cloro-Quinurénico - 7CK (Sigma, EUA) dissolvido com pequeno volume
de NaOH 10 N em LQ, e o pH ajustado para 7.0 com HCI 10 N;

d) D-Serina — DSER (RBI, EUA) dissolvida em LQ;

¢) Azul de Evans - corante histoldgico (Sigma, EUA) dissolvido em agua destilada.
As doses utilizadas foram_ selgcionadas dc_: acordo com a litergtura (Matheus et al.,

1994; Schmitt et al., 1995; Teixeira & Carobrez, 1999).

3.6. Dispositivo para registro comportamental: Labirinto em T Elevado (LTE)

O LTE, proposto por Graeff e colaboradores (1993), consiste em um labirinto de
madeira em forma de “T”, modificado a partir do LCE através do bloqueio de um dos
bragos fechado. O LTE possui dois bragos abertos opostos (50 x 10 cm) e um brago
fechado por paredes laterais (50 x 10 x 40 cm), originados a partir de uma plataforma
central (10 x 10 cm). E situado a uma altura de 50 cm do chio e os bragos abertos sdo
circundados por bordas de acrilico de 1 cm de altura, para minimizar possiveis quedas dos
animais. Em nosso laboratdrio, a base dos bragos do LTE foi pintada com resina epdxi
impermedvel para evitar a impregnagao de urina.

Depois de cada sessdo de exposicdo do animal ao LTE, o mesmo era limpo com
solugdo de etanol 10% (v/v). Os experimentos no LTE foram conduzidos em ambiente de

baixa iluminagdo (44 lux), com temperatura controlada (23 £ 1° C), das 08:00 as 13:00 hs.

3.7. Protocolo Experimental
Foram realizados trés experimentos, utilizando o LTE como modelo experimental.

No primeiro experimento, foram verificados os efeitos de diferentes doses de glicina (GLY)
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microinjetadas na SCPd. No segundo experimento, foram verificados os efeitos da D-
Serina (D-SER), agonista do sitio GLY-B do receptor NMDA, microinjetada na SCPd. No
terceiro experimento, foram avaliados os efeitos do acido 7-Cloro-Quinurénico (7CK),
antagonista do sitio GLY-B do receptor NMDA, da associagdo 7CK + GLY microinjetados
na SCPd, bem como os efeitos da GLY microinjetada no coliculo superior (camadas
profundas). Em todas os experimentos, foi seguido o protocolo descrito abaixo:

Os animais f(;ram alojados aos péres ou tﬁos por, no minimo, sete diés apos a
cirurgia estereotdxica para a implantagdo das cénulas-guia. No dia do experimento os
animais eram transferidos individualmente para a sala experimental, onde era realizada a
microinje¢do de uma das seguintes solugdes (ou associagdo, item d):

a) Liquor artificial (LQ);

b) Glicina (GLY: 1, 10, 80 ou 120 nmol);

¢) Acido 7-Cloro-Quinurénico (7CK: 8 nmol);

d) 7CK (8 nmol) + GLY (120 nnmol) — o antagonista foi microinjetado 5 minutos
antes da GLY, e o experimento foi realizado 10 minutos apds a microinjegdo desta
ultima;

e) D-Serina (D-SER: 160 ou 320 nmol).

Apds a microinjecdo os animais eram recolocados em sua caixa onde permaneciam por

10 minutos, apds este tempo os animais eram submetidos ao LTE.

3.7.1. Aquisicio de esquiva inibitéria (EI) no LTE
Nas sessOes de aquisi¢do de aquisic;ﬁo de EI no LTE, os animais foram inicialmente
colocados no final do brago fechado do labirinto, com a cabega voltada para a plataforma

central (intersecc¢do entre os bragos abertos e o fechado), € o tempo gasto pelo animal para
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sair para os bragos abertos (laténcia) foi registrado, sendo fixado em 300 s o tempo
maximo. Apds a saida do animal para os bragos abertos, 0 mesmo era retirado do LTE,
deixado por 30 s em uma caixa e logo apds recolocado no brago fechado do labirinto. O
procedimento foi repetido sucessivas vezes até que os animais permaneceram durante 300
segundos no brago fechado, sendo este o critério para aquisi¢ao de esquiva inibitdria — EI
adotado (Sansoﬁ & Carobrez, 1999; fémaé etal, 1599). Quando o animal estendia o corpo
para fora do brago ~fechado colocando uma, duasvou trés patas em um dos bragbs abertos e
retornava ao interior do brago fechado, este comportamento era registrado como tentativa.
O comportamento de avaliagdo de risco (AR) foi deﬁnidorcomo a freqiiéncia de tentativas
no brago fechado, por minuto, de acordo com a seguinte férmula: AR = [n°® de tentativas/
laténcia de EI] x 60.
Durante as exposi¢des dos animais ao LTE foram registrados os seguintes padrdes
comportamentais:
a) Padrio de Esquiva Inibitoria (EI) nas 3 primeiras exposi¢des ao LTE
Para verificar os efeitos ansio-seletivos dos compostos utilizados, de acordo com Graeff
et al. (1998), os animais foram inicialmente submetidos a 3 exposi¢des sucessivas ao LTE,
e foi registrado:
a) Laténcia de EI 1 — tempo gasto pelo animal para sair para os bragos abertos do LTE
na primeira exposi¢ao,
b) Laténcia de EI 2 — tempo gasto pelo animal para sair para os bragos abertos do LTE
na segunda exposi¢do (30 s apos a primeira),
¢) Laténcia de EI 3 — tempo gasto pelo animal para sair para os bragos abertos do LTE

na terceira exposi¢éo (30 s apds a segunda).



33

b) Padrio de Aprendizado do critério de EI no LTE
Para verificar o efeito dos compostos utilizados sobre o aprendizado da tarefa de EI

no LTE, foram registrados os seguintes pardmetros: |

a) Laténcias de saida para os bragos abertos, nas sessdes de aquisi¢do de EI até que o
tempo total de permanéncia no brago fechado seja 300s (T total: soma das
laténcias); |

b) Numero de sessOes necessarias para atingir o critério de aquisi¢do de EI (N sessdes)
- mimero total de sessdes de exposicdo ao LTE necessarias para que o animal
permanega por 300s no interior do brago fechado;

¢) Frequéncia de tentativas (AR) — niimero total de tentativas de saida para os bragos
abertos do LTE; onde o animal pGe uma, duas ou até trés patas para fora do brago
fechado e apGs retorna para o seu interior; durante todas as sessdes de aquisigdo de
EI. Este parametro foi corrigido para o nimero de tentativas/minuto (AR), conforme

descrito anteriormente.

3.7.2. Retengiio de EI no LTE
Na sessdo de retengdo de EI, realizada 48 horas apds a sessdo de aquisi¢do de EIL os
animais foram colocados uma tnica vez no final do brago fechado com a cabega voltada
para a plataforma central, e foram registradas as seguintes respostas:
a) Laténcia de saida para os bragos abertos (Laténcia de reteng:ﬁo) — tempo gasto pelo
animal para sair para os bragos abertos do LTE. Para esta resposta foi delimitado

um tempo maximo de 300s.
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b) Frequéncia de tentativas (AR) - nimero de tentativas de saida para os bragos abertos

do LTE.

3.8. Analise Estatistica

Os dados, expressos como média £ EPM, foram inicialmente submetidos ao teste
uni-variado de Bartlett, para a veﬁﬁcaqﬁo da homogeneidade de variancias. Na ocorréncia
de valores ndo Homogéneos (p<0.05), os dadoé foram transformados pelo lo;garitmo [log (1

+ variavel) ], com o objetivo de homogeneizar a amostra.

3.8.1. Padrio de Esquiva Inibitéria (EI) nas trés primeiras exposi¢ées ao LTE

Os dados relativos as varidveis Laténcia de EI 1, 2 e 3, foram submetidos ao teste de
analise de variancia (ANOVA) de duas vias (tratamento x sessdo) com medidas repetidas.
Valores significativos indicados pela ANOVA foram submetidos posteriormente ao teste
post hoc LSD (Least Square Difference). As diferencas foram consideradas significativas

para p < 0.05.

3.8.2. Padrio de Aprendizado da Esquiva Inibitéria no LTE

Os dados relativos as variaveis N sessbes, T total e AR, foram submetidos ao teste
de ANOVA. Valores significativos indicados pela ANOVA foram submetidos
posteriormente ao teste post hoc Dunnett (grupos que receberam LQ, GLY ou D-SER na
SCPd) ou LSD (demais grupos: LQ, GLY 120 nmol, 7CK 8 nmol, 7CK + GLY ou GLY-

CS). As diferengas foram consideradas significativas para p < 0.05.
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3.8.3. Retencio da resposta de EI no LTE

Os dados relativos as variaveis laténcia de retengdo e AR, foram submetidos ao teste
de ANOVA. Valores significativos indicados pelé ANOVA foram submetidos
posteriormente ao teste post hoc Dunnett. As diferengas foram consideradas significativas

para p < 0.05.

3.9. Histologié

Apds os testes comportamentais, os animais foram anestesiados com uma solugdo
(1:1) de xilazina (Rompum®), 20 mg/ml, e cetamina (Francotar™), 100 mg/ml; 1,5 ml/Kg,
por via intraperitonial (I. P.). Apds a perda total dos reflexos, foram perfundidos por via
intracardiaca com solugdo salina ﬁsiolégica (NaCl 0.9 %) seguida por solugdo de
formaldeido (10 %). Em seguida foram decapitados e receberam uma microinje¢do de
solugdo de Azul de Evans (2 % em 0.3 il). Seguiu-se a remogao dos cérebros, que foram
acondicionados em solugdo de formaldeido (10 %), por um tempo minimo de trés dias. Os
cérebros foram preparados em blocos da regido mesencefilica, posicionados em um
micrétomo de congelamento e seccionados em cortes de 40 um de espessura. Os cortes
foram colocados em laminas histoldgicas, corados pelo método de Nissl com cresil violeta
(Sigma, EUA) e as 1dminas montadas com DPX (Fluka Biochemika, Switzerland). Os sitios
de microinje¢do foram identificados e langados em diagramas coronais do Atlas do cérebro

de ratos de Paxinos ¢ Watson (1998).
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4. RESULTADOS

4.1 EXPERIMENTO 1. Efeitos da microinjecio de glicina na SCPd
Os resultados obtidos nesta etapa experimental estdo demonstrados nas figuras 3 a
5.
4.1.1. Efeito ansio-seletivo da glicina (GLY)
"A ANOVA com medidas repetidas das laténcias de EI 1, 2 ou 3 revelou uma diferenca

significativa entre os tratamentos [F(4,56) = 3.9; p < 0.01] e entre as sessdes de esquiva

[F(2,112) = 53.3; p < 0.00001].

3009 3~ 1o
—&— GLY 1
—¥— GLY 10
-—@— GLY 80

200~ —l— GLY 120

Laténcia (s)

100+

0-

LATENCIA 1 LATENCIA 2 LATENCIA 3

Figura 3. Efeito ansiogénico da glicina (GLY) aplicada na SCPd de ratos submetidos ao
Labirinto em T Elevado (LTE). Os animais receberam microinje¢des (0.3 ul) de GLY (1, 10, 80
ou 120 nmol) ou Liquido cérebro-espinhal artificial (LQ) na SCPd 10 minutos antes da
exposi¢do ao LTE. As laténcias 1, 2 ¢ 3 correspondem a laténcia de saida para os bragos abertos
do LTE e foram medidas a intervalos de 30 segundos. Os valores estdo representados por média

+EPM.GLY 1:n=11; GLY 10: n=10; GLY 80: n=12; GLY 120: n=14; LQ: n = 14.
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Ni#o houve interagdo significativa entre tratamento e sessdes de esquiva. O teste LSD
demonstrou diferencga significativa entre as curvas de EI do grupo controle (LQ) € as curvas
obtidas com as doses de GLY 1 e 120 nmol. Em adigéo, o teste demonstrou uma tendéncia
ao aumento dos valores de EI obtidos com as doses de GLY 1(_)_nmol (p = 0.05) e 80 nmol

(p = 0.06) em relagdo ao LQ (figura 3).

4.1.2. Efeito sobre a aquisicdo de esquiva inibitéria (EI)

A GLY, microinjetada na SCPd, provocou modificagdo no nimero de sessdes
necessarias para a aquisigdo da esquiva inibitdria [F(4,56) = 5.9; p< 0.005] (figura 3A). A
andlise post hoc revelou que houve uma diminuigdo no nimero de sessGes necessdrias para
a aquisi¢do de EI em todas as doses quando comparadas com o grupo controle. A GLY
também provocou uma modificagdo no tempo total (T total) para a aquisi¢do de EI no
treino [F(4,56) = 3.74; p<0.01], ¢ a andlise post hoc demonstrou efeito significativo das
doses de GLY 10 nmol e 120 nmol em relagdo ao controle (figura 4A). A ANOVA
realizada da avaliagdo de risco (AR) na sessdo de aquisi¢do de EI ndo demonstrou diferenga

significativa entre os grupos que receberam GLY na SCPd e o grupo controle (figura 4B).
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Figura 4. (A) Proporgdo cumulativa de animais que atingiram o critério de aquisi¢do de Esquiva
Inibitéria (EI) (permanéncia do animal por 300 segundos consecutivos no interior do brago
fechado do LTE) em cada sess3o (r = numero de animais que atingem o critério de aquisigdo de
EI em determinada sessdo; n = niimero total de animais do respectivo grupo). A tabela inserida no
grafico representa a média do nimero de sessdes e do tempo total que cada grupo leva para
atingir o critério de EI; os valores estdo representados pela média + EPM. (B) Avaliagdo de risco
(nimero de tentativas de saida para os bragos abertos do LTE/ minuto) na sessdo de aquisi¢do de
EI no LTE; os valores estdo representados pela média + EPM. GLY 1: n= 11; GLY 10: n = 10;

GLY 80:n=12; GLY 120: n = 14; LQ: n = 14. * Diferenga significativa do grupo controle (LQ).
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4.1.3. Efeito sobre a retencio da resposta de EI
Na sessdo de retengdo de EI no LTE, realizado 48 horas ap6s a sessdo de aquisi¢do, a
GLY ndo provocou alteragdo significativa na laténcia de retengdo e na avaliagdo de risco

(AR) (figura 5).
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Figura 5. (A) Laténcia para deixar o brago fechado do LTE na sessdo de retengdo de EI, realizada 48 horas
apds a aquisigdo de EI. (B) Avaliagdo de risco (tentativas de saida para os bragos abertos do LTE/ minuto) na
sessdo de retengdo de EI no LTE (média + EPM). GLY 1: n=11; GLY 10: n = 10; GLY 80: n = 12; GLY

120: n=14; LQ: n= 14.
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4.2. EXPERIMENTO II. Efeitos da microinje¢do de D-Serina na SCPd

Os resultados obtidos nesta etapa experimental estdo representados nas figuras 6 a 8.

4.2.1. Efeito ansio-seletivo da D-serina (D-SER)

A ANOVA com medidas repetidas das laténcias de EI 1, 2 ¢ 3 revélou uma
diferenga significativa entre os tratamentos [F(2,25) = 3.9; p < 0.05], entre as sessGes de
esquiva [F(2,50) = 71.3; p < 0.00001] e na interagao eﬁtre tratamento e sessdes de es~quiva
[F(4,50) = 3.4; p < 0.05]. O teste LSD demonstrou diferenca significativa entre as curvas de
EI do grupo controle (LQ) € a curva obtida com a dose de D-SER 320 nmol. Em adigo, o
teste demonstrou uma tendéncia de aumento dos valores de EI obtidos com a dose de D-

SER 160 nmol (p = 0.06) (figura 6).

300110

—&— D-SER 160
~—— D-SER 320
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LATENCIA 1 LATENCIA 2 LATENCIA 3
Figura 6. Efeito ansiogénico da D-serina (D-SER) aplicada na SCPd de ratos submetidos ao Labirinto em
T Elevado (LTE). Os animais receberam microinje¢des de D-SER (160 ou 320 nmol) ou Liquido
cérebro-espinhal artificial (LQ) na SCPd 10 minutos antes da exposi¢do ao LTE. As laténcias de EI 1,2 e
3 correspondem as laténcias de saida para os bragos abertos do LTE e foram medidas a intervalos de 30
segundos. Os valores estdo representados por média + EPM. D-SER 160: n = 9; D-SER 320: n=8; LQ:n

=11.
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4.2.2. Efeito sobre o aprendizado de esquiva inibitéria (EI)

No LTE a DSER, microinjetada na SCPd, provocou modificagdo no niimero de sessoes
necessérias para a aquisi¢do da esquiva inibitéria [5(2,25) = 4.8; p< Q.OS] (figura 6A). A
andlise post hoc revelou que houve uma diminuig¢do no nimero de sessdes necessarias para
a aquisi¢do de EI nas dﬁas doses utilizadas, quando cémparadas com o grupo LQ. A DSER
também demonstrou uma tendéncia a diminuir o T total para a aquisi¢do de EI no treino
[F(2,25) = 2.9; p = 0.07], e a analise post hoc demonstrou efeito significativo somente da
dose de DSER 160 nmol em relagdo ao controle (figura 7A). A ANOVA realizada da AR
ndo demonstrou diferenca significativa entre os grupos que receberam D-SER na SCPd ¢ o

grupo controle (figura 7B).

4.2.3. Efeito sobre a retenciio da resposta de EI
Na sessdo de retengdo de EI no LTE, realizada 48 horas apds a aquisi¢do de EI, a DSER
ndo provocou alteragdo significativa na laténcia de reten¢dio e na avaliagdo de risco (AR)

(figura 8).
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Figura 7. (A) Propor¢do cumulativa de animais que atingem o critério de aquisi¢do de Esquiva
Inibitéria (EI) (permanéncia do animal por 300 segundos consecutivos no interior do brago fechado
do LTE) em cada sessdo (r = nimero de animais que atingem o critério de aquisi¢do de EI em
determinada sessd3o; n = numero total de animais do respectivo grupo). A tabela inserida no grafico
representa a média do numero de sessGes e do tempo total que cada grupo leva para atingir o critério
de EI; os valores estdo representados pela média + EPM. (B) Avaliagdo de risco (numero de
tentativas de saida para os bragos abertos do LTE/ minuto) na sesséo de aquisi¢do de EI no LTE; os
valores estdo representados pela média + EPM. * Diferenga significativa quando comparada ao grupo

controle (LQ). D-SER 160: n=9; D-SER 320: n=8; LQ: n=11.
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Figura 8. (A) Laténcia para deixar o brago fechado do LTE na sessdo de retengdo de EI, realizada 48
horas ap6s a aquisigdo de EI. (B) Avaliagdo de risco (tentativas de saida para os bragos abertos do
LTE/ minuto) na sessdo de retencio de EI no LTE (média = EPM). D-SER 160: n = 9; D-SER 320: n

=8;LQ:n=11.
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4.3. EXPERIMENTO III. Efeitos da microinjecdo de acido 7-Cloro- Quinurérnico
(7CK) ou 7CK + GLY na SCPd de ratos submetidos ao LTE

Os resultados obtidos nesta etapa experimental estdo representados nas figuras 9 a 11.

4.3.1. Efeito ansio-seletivo

A ANOVA com medidas repetidas das laténcias de EI 1, 2 e 3 revelou uma
diferenga signiﬁcaﬁva entre os tratamentos [F(4,.75) =4.4; p < 0.005] ¢ entre és sessOes de
esquiva [F(2,150) = 37.3; p < 0.00001]. N&o houve interagio significativa entre tratamento
¢ sessdes de esquiva. O teste LSD demonstrou diferenga significativa entre as curvas de EI
do grupo controle (LQ) e as curvas obtidas com a dose de GLY 120 nmol. Em adigdo, o
teste demonstrou uma diferenga significativa entre os valores de EI obtidos com 7CK 8

nmol e 7CK + GLY e o grupo GLY 120 nmol (figura 9).

4.3.2. Efeito sobre o aprendizado de Esquiva Inibitoria (EI)

A ANOVA demonstrou um efeito do tratamento sobre o nimero de sessdes
necessarias para a aquisicdo de EI no LTE [F(4,75) = 4.5; p<0.005], e o teste LSD
demonstrou um efeito significativo em relagdo ao grupo controle da GLY 120 nmol e do
7CK, diminuindo e aumentando, respectivamente o nimero de sessdes necessarias para a
aquisi¢do de EI. Adicionalmente, houve um efeito do tratamento sobre o T total para
aquisi¢do de EI [F(4,75) = 4.6; p<0.005], ¢ o teste post hoc demonstrou que o 7CK,
microinjetado na SCPd, causou um aumento neste parametro em relagdo ao (LQ) (figura
10A). A ANOVA também demonstrou efeito significativo do tratamento sobre a AR

[F(4,75) = 3.05; p<0.05], sendo que a GLY microinjetada na SCPd ou nas camadas
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profundas do Coliculo Superior (CS), ¢ o 7CK microinjetado na SCPd, causaram uma

diminui¢do nesse pardmetro em relagdo ao LQ (figura 10B).
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Figura 9. Antagonismo do efeito ansiogénico da glicina (GLY) pelo acido 7-Cloro-Quinurénico
(7CK) aplicados na SCPd de ratos submetidos ao Labirinto em T Elevado (LTE). Os animais
'receberam microinjegdes de GLY(120 nmol), 7CK (8 nmol), a associagdo 7CK+GLY (5
minutos de intervalo entre as microinje¢des) ou Liquido cérebro-espinhal artificial (LQ) na
SCPd 10 minutos antes da exposigdo ao LTE. As laténcias 1, 2 ¢ 3 correspondem a laténcia de
saida para os bragos abertos do LTE e foram medidas com um intervalo de 30 segundos. O
grupo GLY-CS corresponde aos animais que receberam microinje¢des de GLY no Coliculo
Superior (camadas profundas). Os valores estdo representados por média + EPM. GLY 120: n=

14; 7CK: n = 16; 7TCK+GLY: n=10; GLY-CS: n=11; LQ: n = 29.
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Figura 10. (A) Propor¢do cumulativa de animais que atingem o critério de aquisi¢do de Esquiva
Inibitéria (EI) (permanéncia do animal por 300 segundos consecutivos no interior do brago fechado
do LTE) em cada sessdo (r = numero de animais que atingem o critério de aquisicdo de EI em
determinada sess3o; n = numero total de animais do respectivo grupo). A tabela inserida no grafico
representa a média do nimero de sessGes e do tempo total que cada grupo leva para atingir o critério
de EI; os valores estdo representados pela média =+ EPM. (B) Avaliagdo de risco (nimero de
tentativas de saida para os bragos abertos do LTE/ minuto) na sessdo de aquisi¢do de EI no LTE; os
valores estdo representados pela média £+ EPM. O grupo GLY-CS corresponde aos animais que
receberam microinje¢bes de GLY no Coliculo Superior (camadas profundas).* Diferenga
significativa do grupo controle (LQ), p < 0.05. GLY 120: n = 14; 7CK: n = 16; 7CK+GLY: n = 10;

GLY-CS:n=11; LQ: n=29.
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4.3.3. Efeito sobre a retencgio da resposta de EI

A ANOVA detectou alteracdo significativa na laténcia de retencdo de EI pelo
tratamento [F(4,72) = 3.84; p<0.01], e o teste LSD demonstrou um efeito do 7CK na SCPd
causando diminui¢do signiﬁcatiYa} na laténcia de retengdo em relagdo ao grupo LQ (figura
11A). Com relagdo ao parametro AR , ndo foi detectado efeito do tratamento (figura 11B).
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Figura 11. (A) Antagonismo da GLY sobre os efeitos do 7CK na sessd@o de retengio de EL realizada 48 horas
apos a aquisigdo de EI. (B) Avaliag@o de risco (tentativas de saida para os bragos abertos do LTE/ minuto) na
sessdo de reteng@o de EI no LTE (média + EPM). O grupo GLY-CS corresponde aos animais que receberam
microinje¢des de GLY no Coliculo Superior (camadas profundas). * Diferenca significativa do grupo

controle (LQ). GLY 120: n=14; 7CK: n=16; 7CK+GLY: n=10; GLY-CS: n=11; LQ: n= 29.
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5. DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que compostos com agdo no sitio
GLY-B/NMDA microinjetados na SCP causaram alteragdes no desempenho dos animais
no LTE.

Neste trabalho, utilizou-se o LTE ndo s6 como modelo para o estudo de efeitos ansio-
seletivos cie drogas, mas também para .o estudo da aquisi¢do de urﬁa resposta aversiva
(Esquiva inibitdria - EI) e da retengdo desta resposta.

O Labirinto em T Elevado (LTE), é um modelo animal de ansiedade ¢ memoria
desenvolvido por Graeff e colaboradores (1993). Neste modelo o animal ¢ colocado
inicialmente no final do brago fechado e somente ao colocar a cabega para fora deste, vera
os bragos abertos. Considerando o fato de que os ratos tém um medo inato de espagos
abertos (Montgomery, 1955; Treit et al., 1993), e que estar nos bragos abertos do LTE ¢
uma experiéncia aversiva para estes animais, tal situagdo permite aos animais o
aprendizado de uma resposta de esquiva inibitdria (EI) aos bragos abertos (Graeff et al.,
1993 b), a qual representa uma resposta aprendida ou condicionada de medo (Calixto et al.,
2001; Graeff ef al. 1998). Por outro lado, quando o animal é colocado no final de um dos
bragos abertos, ele se movimenta em diregdo ao brago fechado, realizando uma resposta de
fuga (Graeff et al., 1993 b), a qual representa 0 medo inato ou incondicionado (Calixto et
al., 2001; Graeff et al. 1998). Segundo Graeff e colaboradores (1993 b), a EI pode ser
representativa de condigBes patoldgicas, como a ansiedade antecipatdria e o transtorno de
ansiedade generalizada, enquanto a fuga dos bragos abertos do LTE pode ser explorada
como um modelo potencial de fobia ou distirbio de panico. O comportamento de esquiva

passiva ou ativa ¢ freqiientemente encontrado na ansiedade clinica, € nos modelos animais
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utilizados a analise destes comportamentos bem como do comportamento de avaliagdo de
risco sdo preditivos de respostas emocionais (Sanson & Carobrez, 1999).

O LTE foi inicialmente utilizado para o estudo do efeito ansio-seletivo de drogas, onde
eram medidas trés laténcias de saida para os bragos abertos do labirinto (laténcias de EI)
consecutivamente, e, apds 72 horas, era realizada a sessdo teste onde era medida uma unica
laténcia de EI, visando verificar a retengdo da resposta de EI aos bragos abertos. |

A Vélidagﬁo farmacologica deste. modelo foi inicialmente réalizada utilizando o
diazepam (DZP). Os animais que foram tratados com DZP ndo demonstraram um aumento
das laténcias de saida para os bragos abertos, como observado para os animais controle, o
que demonstrou que esta droga causou um prejuizo na aquisigdo de EI e na consolidagéo da
memoria de maneira dose dependente (Graeff et al, 1993 b). Outras drogas foram
utilizadas para validagdo farmacolégica adicional do LTE. Alguns compostos supostamente
ansioliticos com agdo no sistema serotonérgico também prejudicaram a EI, enquanto os
agentes conhecidamente ansiogénicos facilitaram a aquisi¢do de EI. Ja outras drogas de
a¢do alucindgena, estimulante psicomotora, neuroléptica, e inibidora da monoamina
oxidase (MAOQ), foram ineficazes (Graeff et al., 1998). O comportamento de fuga no LTE
ndo foi afetado pela maioria das drogas testadas, porém foi prejudicado pelo tratamento
sistémico com TFPP e mCPP (agonistas 5-HT,cB), D-fenfiuramina (liberador de 5-HT e
inibidor da sua recaptagdo), o alucindgeno ALEPH 2, e pela microinjegdo de acido cainico
no nucleo dorsal da rafe (NDR). Os resultados farmacolégicos e comportamentais no LTE
dado suporte a visdo de que a EI no LTE pode estar relacionada ao disturbio de ansiedade
generalizada, enquanto a fuga pode ser associada com o transtorno de panico (Graeff et al.,

1998).
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Os resultados obtidos na validagdo comportamental deste modelo indicam que a
principal causa para o animal emitir a resposta de EI aos bragos abertos ndo parece ser a
aversdo a manipulagio dos animais pelo experimentador, mas sim a experiéncia nos bragos
abertos, e que a EI no LTE n#o esta sujeita a habituagdo, o que evidencia uma motivagédo
aversiva para esta resposta (Zangrossi & Graeff, 1997).

Sanson & Carobrez (1999) e Conde e coiaboradores (1999) propuseram um novo
procedﬁnento para a utilizagdo do LTE. Este novo procedimentc; utilizado baseia-se no
aprendizado (ou aquisi¢do) de um critério de esquiva inibitéria (EI), que consiste na
permanéncia do animal por 300 segundos, continuamente, no interior do brago fechado do
labirinto. Segundo este procedimento o animal ¢ colocado no labirinto tantas vezes quanto
necessario para que atinja o critério de EI. Os resultados obtidos demonstraram que os
animais treinados até o critério de aprendizado mostraram um desempenho
significativamente melhor no teste, realizado 72 horas apés, indicando uma melhor
retengdo de EI (Conde et al., 1999). Esta resposta de EI, também chamada memoria
emocional no LTE (Conde et al., 1999) é mantida a longo prazo, de trés dias a até trés
meses apds a sessdo de aquisi¢do de EI (Conde et al., 1999; Sanson & Carobrez, 1999), o
que sugefe que o estimulo emocional aversivo ao qual o animal € exposto no LTE ¢
suficientemente forte para que ocorra uma retencdo duradoura desta resposta de EI.
Adicionalmente, foi proposta a inclusdo do comportamento de avaliagdo de risco (AR), que
faz parte do repertdrio defensivo dos animais (Blanchard & Blanchard, 1989; Blanchard et
al., 1991), como uma medida importante visando qualificar melhor a EI enquanto o animal
encontra-se no interior do brago fechado; este comportamento de AR revela o conflito

aproximagdo-esquiva do animal no brago fechado do labirinto (Sanson & Carobrez, 1999).
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Os resultados obtidos no primeiro experimento mostraram que OS animais que
receberam microinjegdes de GLY na SCPd exibiram laténcias de EI significativamente
maiores que o grupo controle nas sessdes de aquisicdo de EI. Existem dados na literatura
demonstrando que agentes conhecidamente ansiogénicos como a ioimbina (antagonista
adrenérgico o seletivo), o TFPP ¢ o mCPP (agonistas 5-HT,c;p) facilitam a aquisigdo de
EI no LTE. Também foram realizados experimentos utilizaﬁdo microinje¢do intracerebral
no NbR de duas drogas que estim;llam os neurdnios 5-HT, o é;:ido cainico e o agonista
inverso do receptor benzodiazepinico FG 7142, sendo que estes dois compostos facilitaram
a EI. Em contraste, a microinje¢do de 8-OH-DPAT no NDR, que inibe os neurénios 5-HT
prejudicou a EI de maneira similar aos compostos ansioliticos administrados por via
sistémica. (Graeff et al, 1998). Estudos anteriores também demonstraram um. perfil
ansiogénico da GLY, agonista do sitio GLY-B/NMDA, microinjetada na SCPd de ratos
submetidos ao Labirinto em Cruz Elevado (LCE) (De-Souza et al., 1997; Schmitt et al.,
1995; Teixeira & Carobrez, 1999; Carobrez et al., 2002).

O aumento na laténcia basal de El, induzido pela GLY (120 nmol) aplicada na SCPd
pode sugerir uma resposta defensiva ao novo ambiente aumentada. Ja esté bem estabelecido
que os ratos t€ém uma aversdo natural a espagos abertos (Montgomery, 1955; Treit et al.,
1993), logo, no LTE os bragos abertos podem representar uma ameaga potencial para estes
animais. Em adigdo, estd descrito na literatura que a microinjecdo de aminoécidos
excitatorios (AAE) na porgdo mais caudal da SCP dorsolateral (dl) evocam uma estratégia
defensiva caracterizada preferencialmente por fuga ao invés do confronto com o perigo

potencial (Bandler et al., 2000).
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Todos os animais que receberam LQ ou GLY na SCPd adquiriram EI dos bragos
abertos no LTE. Entretanto, eles ndo exibiram o mesmo perfil de aprendizado de EL. A
GLY, microinjetada na SCPd diminuiu o nimero de sessGes, bem como o tempo total
necessario para a aquisicdo de EI na sessdo treino, o que indica uma facilitagdo no
aprendizado da tarefa de EI, ¢ também podg ser relacionado ao efeito ansiogénico deste
composto. O fato do comportamento de AR nfo ter sido modificado na sessdo treino,
apeéar do ntimero de sessGes neceésérias para a aquisigao de EI tAer sido reduzido, indica um
aumento relativo deste pardmetro. Este fato sugere que a redugio de saidas ndio ocorreu
pela habituagdo do rato ao LTE ou por um efeito sedativo, mas por uma resposta de medo.

Na sessdo de retengdo de EI, realizada 48 horas apés a aquisi¢do de EI, ndo houve
diferenga entre os animais que receberam microinje¢des de GLY ou Liquor artificial (LQ)
na SCPd. Todos os animais mostraram uma laténcia de saida para os bragos abertos do
labirinto proxima ao limite maximo estabelecido (300 s), o que representa a manutengio da
esquiva aos bragos abertos e uma boa retengdo da resposta de EI Este resultado confirma
achados prévios que demonstraram que a introduggo do critério de aquisi¢éo de EI no LTE
induz uma boa performance dos animais na sessio teste (Conde et al., 1999; Sanson &
Carobrez, 1999). O comportamento de AR também nZo sofreu alterag@o significativa no
teste quando comparado ao controle, o que demonstra que a resposta de esquiva aos bragos
abertos ndo sofreu habituag@o.

No segundo experimento os resultados demonstraram que a microinje¢do de D-SER,
outro agonista endégeno do sitio GLY/NMDA, causou aumento nas laténcias de saida para
os bragos abertos na sessdo de aquisi¢do de EI quando microinjetada na SCPd, o que
também sugere um efeito ansiogénico deste composto. A D-serina € um ligante endégeno

do sitio GLY-B no receptor NMDA, ocupa este sitio plenamente em algumas sinapses
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funcionais (Mothet et al., 2000). Anteriormente, também havia sido demonstrado um perfil
ansiogénico deste composto microinjetado na SCPd de ratos avaliados em outro modelo
animal de ansiedade, o LCE (Schmitt et al., 1995; Carobrez et al., 2002).

Os animais que receberam D-SER na SCPd também ndo exibiram o mesmo perfil de
aprendizado de EI, comparados ao grupo controle (LQ). A D-SER exibiu 0 mesmo efeito
de facilitagdo na aquisi¢do de EI observado para a GLY, o que indica um aumento da
a\}ersividade produzida pela eétimulag:ﬁo da SCPd através. da ativagdo do sitio GLY-~
B/NMDA pelos agonistas, GLY e D-SER. Na sessdo de retengdo de EI, o padrio de
expressio de EI da D-SER também foi semelhante ao apresentado pelos animais que
receberam GLY. Estes resultados comportamentais corroboram estudos bioquimicos e
eletrofisiol6gicos que demonstram a agdo destes dois compostos no mesmo sitio receptor
(Mothet et al., 2000). Em adi¢do, Nossos resultados demonstrando que a GLY e a D-SER -
facilitaram o aprendizado da resposta de EI no LTE estdo de acordo com dados da literatura
relatando que agonistas do sito GLY-B/NMDA podem facilitar certas formas de
aprendizado (Monahan et al., 1989; Thompson ef al., 1992). |

Alguns estudos tém demonstrado que o 4acido 7-Cloro-Quinurénico (7CK),
antagonista seletivo do sitio GLY-B/NMDA (Kemp et al., 1988), p‘ossui efeitos ansioliticos
em modelos animais de ansiedade e comportamento defensivo (Faiman et al., 1994; Trulas
et al., 1989), e que esse efeito ansiolitico também pode ser observado apds a microinjegio
do 7CK na SCPd de ratos avaliados no LCE (De-Souza et al., 1998; Matheus et al., 1994).
Também tem sido demonstrado um papel neuroprotetor deste composto na neurotoxicidade
mediada pelo receptor NMDA (Foster et al., 1989).

Os resultados observados no terceiro experimento demonstraram que a microinjeg¢ao

de 7CK na SCPd demonstrou um efeito ansiolitico, evidenciado através do aumento do
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tempo e do numero de sessGes necessarias para a aquisigdo de EI em relagdo ao controle
(LQ), demonstrando um prejuizo na aquisi¢do e retengdo da resposta de EI no LTE. A
associagdo da GLY com 7CK bloqueou os efeitos facilitatorio e inibitdrio, respectivamente,
destas duas drogas aplicadas isoladamente na aquisi¢do de EI, o que corrobora a agfo
competitiva destes dois compostos pelo mesmo sitio receptor, bem como indica que os
efeitos destes compostos sdo seletivos para o sitio GLY-B/NMDA.

O fato de o 7CK néo ter apresentado o efeito .ansiolitico caracterizado peia
diminui¢do das laténcias de EI 1, 2 e 3, poderia levantar a questdo se o LTE ¢ o LCE
possuem as mesmas caracteristicas aversivas, uma vez que a mesma droga aplicada na
mesma area cerebral demonstrou efeitos ansioliticos apenas no LCE. Considerando-se que
no LCE o tempo de exposi¢do aos bragos abertos do labirinto normalmente tende a ser
maior que no LTE, devido ao procedimento experimental, isto pode indicar que realmente
existe uma diferenga no nivel de aversividade evocado pelos dois modelos, ou seja, no LCE
o tempo maior de exposi¢do aos bragos abertos tende a produzir um nivel maior de aversdo
nos animais, € entdo os efeitos das drogas ansioliticas poderiam se tornar mais claros neste
modelo do que no LTE. Adicionalmente, o fato de doses de GLY tdo baixas quanto 1 nmol
terem produzido efeitos ansiogénicos no LTE também pode estar indicando uma maior
sensibilidade deste modelo para a detecc}éo de efeito de drogas ansiogénicas.

Na sessdo de retengdo de EI, o 7CK, microinjetado na SCPd, diminui a laténcia de
EI em relagdo ao grupo LQ, mostrando um prejuizo na expressdo da resposta de EI (Conde
et al., 1999; Sanson & Carobrez, 1999). Este efeito de prejuizo na meméoria foi bloqueado
pela associagdo de 7CK + GLY, indicando que o efeito do 7CK na SCPd sobre a memdria

emocional ¢ mediado pelo sitio GLY-B do receptor NMDA. Ha alguns trabalhos na
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literatura demonstrando que o 7CK administrado intracerebralmente, antes da sessdo de
aquisi¢do de esquiva, inibe a formagfo de memoéria em experimento de esquiva passiva
(Steele & Stewart, 1993) e prejudica a performance de ratos no Labirinto Aquatico de
Morris (LAM), um modelo animal de aprendizado e meméria (Morris, 1984) durante a
aquisi¢do da meméria espacial de referéncia (Bannerman et al. 1997).

Alguns autores tém demonstrado uma relagdo entre a SCP e memoéria. A
microinjecdo do neuropeptfdeo arginina-vasopressina (afg-vasopressina - AVP, também
conhecido como Horménio anti-Diurético — ADH) na SCP retardou a extingdo da resposta
de esquiva, produzindo uma melhora da meméria aversiva, em experimento utilizando o
modelo experimental de esquiva ativa shuttle-box (Xiong et al., 1994). Neste mesmo
experimento, lesdes eletroliticas da SCP bloquearam a influéncia da AVP administrada
intra-peritonealmente na melhora da memdria. Estes resultados indicaram que a SCP parece
ter um papel importante na agdo deste neuropeptideo na modulagio da memoria. Adamec
(2001) demonstrou que a estimulagdo de baixa frequéncia na SCP de ratos reverteu
mudangas no comportamento relacionado & ansiedade produzidas por exposig:ﬁov ao
predador (gato). Tém sido demonstrado que essas mudangas no estado de ansiedade devem-
se a uma sensibilizagdo de longa duragdo de substratos neurais do comportamento
defensivo, como a AM e a SCP. Segundo este autor, pode ocorrer uma sensibilizagdo da
SCP, decorrente da exposi¢do a estimulos aversivos como a exposi¢do ao predador, a qual
medeia as modificagées de longa duragdo no comportamento relacionado a ansiedade,
induzidas por eventos estressantes (Adamec, 2001), o que pode também ser relacionado a
memoria aversiva ou emocional. Acrescentando a estes achados, segundo Beitz (1995) a

SCP esta envolvida no armazenamento de memoria.
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De acordo com os resultados obtidos no LTE, juntamente com os citados
anteriormente, a neurotransmissdo na SCP parece ter um papel importante na modulagio da
forma¢do da memoéria emocional e sua expressio, além das ja bém descritas fungdes
relacionadas a emoges como medo e ansiedade. E também importante ressaltar que a SCP
tem uma grande diversidade de conexdes, o que pode dar suporte as distintas fungdes
atribuidas a SCP (Carobrez et al., 2002; Beitz & Shepard, 1985). Atrévé; de suas conexdes
a SCP pode estar inﬂueﬁciando algumas éareas cereBrais relacionadas a formag:éo e
armazenamento de memoria como o cértex pré-frontal (PFC) (Bandler et al., 2000), a AM
(Rizvi et al., 1991); e através de projegdes eferentes para o talamo (Cameron et al., 1995;
Krout & Loewy, 2000), que por sua vez ¢ uma grande fonte de proje¢Ges para a formagdo
hipocampal, as quais exercem um importante papel modulatdrio sobre a neurotransmissao
no sistema hipocampal (Canteras & Goto, 1999). Por fim, na formagdo hipocampal pode
ocorrer a modulagdo do processamento mnemonico, através destas conexdes. De um ponto
de vista funcional, parece bastante razoavel que a SCPd possua algum papel na modulagdo
da memoria emocional, considerando-se que as respostas defensivas produzidas pela
ativa¢do da SCPd tem um grande valor para a sobrevivéncia dos animais. -

Além da SCP, outra regido muito proxima, o coliculo superior (CS), nos roedores, é
uma regido intimamente envolvida na resposta defensiva a certos tipos de estimulos
aversivos (Dean et al., 1989). Esta regido cerebral parece ser uma conexdo essencial na
informagdo da SCP sobre tipos particulares de emergéncia, como estimulos visuais
ameacadores, € na preparacdo das reages defensivas a tais estimulos. As camadas
profundas do CS possuem conexdes diretas com a SCPd, nos niveis rostral e caudal desta
estrutura, e esta é uma evidéncia neuroanatémica que sugere a existéncia de uma via pela

qual a informagio relacionada a estimulos visuais ameagadores poderia ser conduzida do
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CS para a SCP (Redgrave & Dean, 1991). A diminuigdo do comportamento de AR causada
pela GLY nesta estrutura pode indicar que o CS também esteja envolvido na modulagdo de
algumas respostas defensivas exibidas no LTE, como uma réag:ﬁo de exacerbagdo na
percepgdo visual de um ambiente potencialmente aversivo. Porém, nossos resultados
~ demonstram que o receptor GLY-B/NMDA do CS ndo modula todas as respostas
defensivas exibidas no LTE em que a SCP esta envolvida, o que pode indicar uma
diferenca no comportaménto defensivo induzido pela eétimulag:ﬁo destas duas estrutufas.

De acordo com nossos resultados, microinjegdes de GLY localizadas nas camadas
profundas do CS (grupo GLY-CS), ndo reproduziram o mesmo perfil comportamental
observado nos animais que receberam GLY na SCPd. O perfil de aprendizado de EI no
grupo GLY-CS ¢ muito similar ao do grupo LQ, exceto pela diminuigdo do comportamento
de avaliagdo de risco observada na sessdo de aquisi¢do. Isto sugere que a neurotransmisséo
por AAE na SCPd esta provavelmente envolvida na modulag@o de respostas exibidas no
LTE, enquanto em outras areas muito préximas, como o CS, as mesmas respostas nao sao
observadas apds a estimulagdo com AAE.

Recentemente, foi realizada a analise da expressdo da proteina c-Fos, para o
mapeamento de areas cerebrais ativadas pela exposi¢do de ratos ao LTE. Os animais foram
analisados separadamente apds a performance da tarefa de esquiva inibitdria (EI) ou fuga.
Observou-se uma ativagdo diferencial de areas cerebrais na realizagdo das duas tarefas; a
performance da tarefa de EI aumentou a expressdo de c-Fos no nticleo medial da AM, no
nucleo anterior do hipotadlamo e no nuicleo mediano da rafe; o desempenho da tarefa de fuga
aumentou a expressdo de c-Fos no nucleo basolateral da Amigdala e na SCP dorsal; e
ambas as tarefas promoveram ativagdo do nucleo paraventricular do tdlamo e do niicleo

dorsomedial hipotalamico (Silveira et al., 2001). Embora a ativagdo da SCP nao tenha sido
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evidenciada na performance da tarefa de EI, dois ntcleos hipotalamicos (anterior e
dorsomedial) que possuem conexdes com a SCP foram ativados, e existem evidéncias de
que estas vias neurais estejam relacionadas & manifestagdo de comportamentos defensivos
(Canteras, 2002; Fuchs & Siegel, 1984; Fuchs et al., 1985). Em adig&o, nossos resultados
utilizando estimulag¢do da SCPd por agonistas do sitio GLY-B/NMDA demonstraram uma
facilitagdo na aquisi¢do de EI, sugerindo que esta estrutura pode participar na modulagio do
desempenho da tarefa dé ElIno LTE. |

Em resumo, os resultados obtidos neste trabalho mostraram que compostos com
agdo no sitio GLY-B do receptor NMDA, aplicados na SCPd, alteram a performance dos
animais no LTE, demonstrando a participagdo deste sitio de ligagdo na modulagdo dos
processos de aquisi¢do e expressdo da resposta de esquiva inibitéria, bem como reforgam o
papel deste sitio receptor na modulagdo do comportamento defensivo e, possivelmente, na

ansiedade e memoaria emocional.
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6. CONCLUSAO

Os compostos agonistas do sitio GLY-B/NMDA, quando microinjetados na SCPd,
demonstraram efeitos ansiogénicos verificados através da facilitagdo da aprendizagem de
esquiva inibitéria (EI), confirmando e estendendo resultados prévios utilizando outros
modelos animais baseados no aprendizado de respostas aversivas. Por outro lado, o
antagonista deste sitio receptor prejudicou a aquisi¢do de EI, bem como a performance na
sessdo de retengdo de EI, onde ocorre a evocagdo da memoria para a tarefa de EI adquirida.
Os efeitos individuais da glicina (GLY, agonista GLY-B/NMDA), e do acido 7-cloro-
quinurénico (7CK, antagonista do mesmo sitio receptor) foram inibidos pela associagdo dos
dois compostos, o que indica que os efeitos produzidos por estes compostos quando
microinjetados na SCPd foi seletivo para o sitio GLY-B/NMDA.

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que os compostos com agdo no
sitio GLY-B/NMDA na SCPd alteram a performance dos animais no LTE, o que sugere a
participagdo deste sitio receptor na SCPd na modulagdo da aquisi¢do de esquiva inibitéria e
sua expressdo posterior (reten¢do de EI). Estes resultados reforcam o papel do sitio receptor
GLY-B/NMDA na SCPd na modulagdo do comportamento defensivo e, possivelmente, na
ansiedade, bem como sugerem uma participagdo deste sitio receptor em processos de

aprendizagem aversiva e memoria aversiva ou emocional.
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