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RESUMO

MANSUR, Samira Schultz. Efeitos das injecGes de agonistas e
antagonistas adrenérgicos no nudcleo mediano da rafe sobre
comportamentos relacionados a ansiedade e ingestdo de alimento
em ratos. 2011. Tese (Doutorado em Neurociéncias) - Universidade
Federal de Santa Catarina, Floriandpolis.

Este estudo investigou a participagdo de receptores adrenérgicos oy, o, € 8, do
nlcleo mediano da rafe (MR) de ratos saciados no controle dos comportamentos
relacionados & ansiedade e ingestdo de alimento, a fim de estabelecer uma
associacdo funcional entre eles. O agonista adrenérgico-o, fenilefrina (FEN) (0,
0,2, 2, 6, 20 nmol) foi injetado no MR ou no nucleo pontino (Pn); o agonista
adrenérgico-a., clonidina (CLO) foi injetado no MR (0, 0,2, 2, 6, 20 nmol), no
Pn (0,2 e 20 nmol) ou na formacéo reticular mesenceféalica (FRm) (0,2 e 20
nmol); o agonista adrenérgico-R, terbutalina (TER) (0, 0,2, 2, 6, 20 nmol) foi
injetado no MR ou no Pn. O antagonista adrenérgico-a, prazosin (PRA, 40
nmol) ou veiculo foram injetados no MR 15 min antes do tratamento com FEN
(0,2 nmol); o antagonista adrenérgico-o, ioimbina (YOH, 40 nmol) foi
administrado 15 min antes da CLO (0,2 nmol e 20 nmol) ou veiculo. Os animais
foram colocados no labirinto em cruz elevado (LCE) para avaliagdo de variaveis
espaco-temporais e etolégicas. Na sequéncia, 0s comportamentos ingestivos e
ndo-ingestivos foram registrados durante 30 min e a quantidade de racdo e agua
consumida foram mensuradas. Tanto no LCE quanto na caixa de registro
alimentar, todas as doses de FEN injetadas no MR diminuiram a frequiéncia de
exibicdo da avaliagcdo de risco (AR), um parametro etoldgico indicador de
ansidlise; as varidveis espaco-temporais permaneceram inalteradas. N&o houve
alteracdo de comportamentos relacionados a ansiedade apds o tratamento com
FEN no Pn. O tratamento prévio com PRA no MR bloqueou o efeito ansiolitico
da FEN. A dose mais alta de CLO injetada no MR aumentou a frequéncia de
AR, um efeito ansiogénico; resultado similar foi observado apés a injecéo da
mesma dose da droga no Pn e na FRm. O tratamento prévio com YOH no MR
bloqueou o efeito ansiogénico da CLO. Todas as doses de TER injetadas no MR
e no Pn diminuiram a frequéncia de AR, aumentaram a % do tempo de
permanéncia nos bragos abertos e aumentaram o nimero de entradas nos bragos
abertos do LCE, indicando efeito ansiolitico. A ingestdo de alimento ndo foi
afetada pela injecdo de FEN no MR ou no Pn. O tratamento isolado com PRA
no MR causou hiperfagia, acompanhada por redugdo na laténcia para iniciar a
alimentagdo, aumento na duragdo, bem como aumento na frequéncia da resposta
de alimentagdo. A maior dose de CLO também causou hiperfagia acompanhada
por reducdo na laténcia para iniciar a alimentacéo e aumento na freqiiéncia desta
resposta quando injetada no MR, mas ndo no Pn ou na FRm. O tratamento
prévio com YOH no MR bloqueou o efeito ingestivo da CLO. A ingestdo de
alimento ndo foi afetada ap6ds a inje¢do de TER no MR e no Pn. Os resultados



indicam que: 1) a ativacdo de receptores adrenérgicos-a; do MR tém efeito
ansiolitico, enquanto a ativacdo de receptores adrenérgicos-a, deste nucleo
causa ansiogénese, sendo que estas respostas comportamentais parecem ser
mediadas, respectivamente, pelo aumento e diminuicdo da liberacdo de 5-HT do
MR; 2) no animal saciado hd uma influéncia adrenérgica mediada por
receptores adrenérgicos-o; do MR, que ativa tonicamente um circuito inibitério,
possivelmente neurdnios serotonérgicos deste nlcleo, e impede o
comportamento ingestivo; 3) a ativagdo de receptores adrenérgicos-f3, do MR
tém efeito ansiolitico, sem alterar o comportamento de ingestdo de alimento; 4)
0os comportamentos de ansiedade e ingestivos controlados por circuitos
adrenérgicos do MR operam por vias neurais independentes.

Palavras-chave: Nuicleo mediano da rafe, receptor adrenérgico-o, receptor
adrenérgico-p, ansiedade, ingestdo de alimento, rato.



ABSTRACT

MANSUR, Samira Schultz. Effects of adrenergic agonists and
antagonists injections into the median raphe nucleus on anxiety-like
and ingestive behaviors in rats. 2011. Thesis (Doctorate in
Neuroscience) - Federal of Santa Catarina University, Floriandpolis,
Brazil

This study investigated the participation of median raphe nucleus (MnR) oy, o,
and B, adrenergic receptors of free-feeding rats in the control of anxiety-like
behavior and feeding as an attempt to establish a functional correlation between
these behaviors. The oy-adrenergic agonist phenylephrine (FEN) (0, 0,2, 2, 6,
20 nmol) was injected into the MnR or into the pontine nucleus (Pn); the o-
adrenergic agonist clonidine (CLO) was injected into the MnR (0, 0,2, 2, 6, 20
nmol), into the Pn (0,2 e 20 nmol) or into the mesencephalic reticular formation
(FRm) (0,2 e 20 nmol); the B,-adrenergic agonist terbutaline (TER) (0, 0,2, 2, 6,
20 nmol) was injected into the MnR or into the Pn. The ays-adrenergic
antagonist prazosin (PRA, 40 nmol) or vehicle was injected into the MnR 15
min before treatment with phenylephrine (PHE, 0.2 nmol). The a,-adrenergic
antagonist yohimbine (YOH, 40 nmol) was administered 15 min before CLO
(0.2 nmol and 20 nmol) or vehicle. The animals were exposed to the elevated
plus-maze to evaluate spatial-temporal and ethological variables. Subsequently,
the ingestive and non-ingestive behaviors were recorded during 30 min and the
quantity of food and water consumed were measured. Both in the elevated plus-
maze (EPM) and in the feeding chamber, all PHE doses injected into the MnR
decreased the risk assessment frequency, an ethological parameter of anxiolytic-
like effect; the spatial-temporal variables remained unchanged. The anxiety-like
behavior was not affected by PHE treatment in the Pn. The previous treatment
with PRA in the MnR blocked the anxiolytic-like effect of FEN. The highest
dose of CLO injected into the MnR increased the RA frequency, an anxiogenic-
like effect; similar result was observed after the same dose of CLO injected into
the Pn and mRt. The previous treatment with YOH in the MnR blocked the
anxiogenic effect of CLO. All TER doses injected into the MnR and into the Pn
decreased the frequecy of RA, increased the % of the time (seconds) spent in the
open arms and increased the number of entrance in the open arms of the EPM,
poiting to an anxiolytic effect. Feeding behavior was not affected by PHE into
the MnR, such as occurred after the treatment into the Pn. The PRA treatment in
the MnR evoked hyperphagy accompanied by a reduction in the latency to start
eating, an increase in the feeding duration and an increase in feeding frequency.
The highest CLO dose also caused hyperphagy accompanied by a reduction in
the latency to start eating and an increase in feeding frequency when injected
into the MnR, but not in the Pn or mRt. The previous treatment with YOH in the
MnR blocked the ingestive effect of CLO. The food intake was not affected
after the injection of TER into the MnR nor into the Pn. The results indicate



that: 1) the MnR oy-adrenergic receptors activation have an anxiolytic-like
effect, while the activation of a,-adrenergic receptors upon this nucleus cause an
anxiogenic-like effect, and these behaviors responses seem to be mediated,
respectively, by the increase and decrease of the MnR 5-HT release; 2) in free-
feeding animals there is an adrenergic influence, mediated by MnR o4-
adrenergic receptors, which constantly activate an inhibitory circuitry, possibly
MnR serotonergic neurons, and blockade the ingestive behavior; 3) the MnR B,-
adrenergic receptors activation have an anxiolytic effect and unchanged the
feeding behavior; 4) the anxiety-like and feeding behaviors controled by MnR
adrenergic circuits operate by independent neural pathways.

Keywords: Median raphe nucleus, o adrenergic receptor, p adrenergic receptor,
anxiety, food intake, rat.
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1 INTRODUCAO

Os nucleos da rafe sdo formados por um conjunto de neurdnios
que se localizam na linha média do tronco encefalico e constituem a
principal fonte de serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) do sistema
nervoso central (SNC) (Wirtshafter, 2001; Adell et al., 2002; Hornung,
2003; Walther e Bader, 2003; Takase e Nogueira, 2008; Mokler et al.,
2009). Estes nucleos da rafe (do francés raphé, costura) foram
organizados em nove grupamentos de células serotonérgicas
identificadas como B1 a B9 por Dahlstrom e Fuxe (1964) (Vertes e
Crane, 1997) e se projetam para por¢des superiores do encéfalo e da
medula espinhal (Burt, 1993; Hoffman e Lefkowits, 1996; Carlson,
2002).

Ao longo do bulbo, localizam-se os nucleos da rafe caudais,
denominados palido (B1), obscuro (B2 e B4) e magno (B3), os quais se
projetam ao tronco encefalico inferior (Kandel, Schwartz e Jessel, 2003;
Vertes e Linley, 2007) e, por meio de trés projecOes paralelas, as
colunas dorsal, intermédia e ventral da medula espinhal (Hornug, 2003).
O nucleo magno se projeta para o corno dorsal da medula espinhal e esta
reconhecidamente envolvido no controle da dor (Kingsley, 2000). Na
ponte e mesencéfalo estdo os nucleos da rafe rostrais, denominados
pontino (B5), dorsal (B6 e B7), mediano ou central superior (B5, B7 e
B8), linear caudal (B8) e supralemniscal (B9), os quais, na maioria,
possuem fibras que ascendem ao tronco encefalico superior e
prosencéfalo basal (Stamp e Semba, 1995; Kandel, Schwartz e Jessel,
2003; Vertes e Linley, 2007), principalmente pelo feixe prosencefalico
medial (Vertes, Fortin e Crane, 1999; Hensler, 2006; Vertes e Linley,
2007), mas também descendem a nucleos do tronco encefalico (Stratford
e Wirtshafter, 1988), cerebelo (Torigoe, Blanks e Precht, 1986) e
medula espinhal (Bowker, Westwund e Coulter, 1981). O nucleo B9 tem
sido pouco estudado, possivelmente por consistir em uma faixa estreita
de células localizada dorsalmente ao lemnisco medial na regido ventral
da formacdo reticular pontina, dificultando a localizagdo precisa de
microinjecao (Stamp e Semba, 1995; Vertes e Crane, 1997).

A 5-HT prosencefalica se origina quase inteiramente de
neurdnios do nlcleo dorsal da rafe (DR) e do nicleo mediano da rafe
(MR) (Lucki, 1998; Carlson, 2002, Adell et al., 2002; Lowry, 2002;
Perrin et al., 2003), embora tenha sido relatado grande nimero de
neurdnios serotonérgicos fora dos limites da rafe (Vertes e Crane, 1997).
Os axdnios originarios dos DR e MR representam distintos sistemas de
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projecdo serotonérgica e cada via predomina em uma determinada
estrutura terminal (Mokler et al., 2009); por exemplo, as eferéncias do
MR alcangam principalmente o septo medial, o hipocampo dorsal e o
hipotdlamo (Hensler, 2006), enquanto as eferéncias do DR atingem o
estriado dorsal, hipocampo ventral, amigdala, ndcleo accumbens e
cortex cerebral (Mokler et al., 2009). E importante ressaltar que axonios
do MR se distribuem densamente ao DR, o qual envia reciprocas
projecdes ao MR, sugerindo uma possivel coordenacdo de ambos os
nucleos na liberacdo da 5-HT prosencefalica (Vertes, Fortin e Crane,
1999). Entre estes nucleos, 0 MR foi menos estudado do que o DR
(Adell e Artigas, 1999; Hopwood e Stamford, 2001; Adell et al., 2002),
talvez, pelo tamanho pequeno do ndcleo e sua profunda localizagdo no
tronco encefalico (Judge e Gartside, 2006).

O ndcleo MR se estende a partir do limite caudal da decussagéo
do pedinculo cerebelar superior até o nivel do nicleo motor do trigémio
(Hensler, 2006). E dividido em uma regido mediana (0 MR
propriamente dito), regido paramediana na sua metade caudal e duas
extensdes laterais na formacdo reticular (Backer et al., 1991). Seus
axonios sdo espessos (Morin e Meyer-Bernstein, 1999) e alcancam
estruturas de localizacdo mediana/paramediana como: ndcleos caudais
da rafe, nicleo DR, nucleo interpeduncular, corpo mamilar medial,
nucleo supramamilar, nucleo posterior e regido perifornical do
hipotalamo, nlcleos medial e intralaminar do talamo, regido
dopaminérgica da zona incerta medial, habénula lateral, septo medial e
formagdo hipocampal (Vertes, Fortin e Crane, 1999). H4 poucas a
moderadas proje¢des do MR ao coértex entorinal, peririnal e frontal e
projecdes esparsas as outras regides corticais (Vertes, Fortin e Crane,
1999).

Os neurbnios serotonérgicos do MR estdo concentrados na
regido mediana diminuindo a sua quantidade nas divisdes laterais do
nicleo (Backer et al., 1991), além disso, seus ax6nios bastante
bifurcados permitem que estas células controlem diversas regides do
SNC simultaneamente (Lucki, 1998). A 5-HT influencia sistemas
fisiolégicos como o cardiovascular, respiratério e a termoregulacéo e
funcbBes comportamentais que incluem o ritmo circadiano, ciclo sono-
vigilia, comportamento  sexual, reatividade  sensoriomotora,
agressividade, sensibilidade & dor, aprendizado e apetite (Lucki, 1998).
No que tange as projecBes serotonérgicas do MR, observa-se que
alcancam diversas estruturas como, por exemplo, o hipocampo e a
amigdala, que estdo envolvidas no controle da ansiedade (Nunes-de-
Souza, Canto-de-Souza e Rodgers 1999; Nunes-de-Souza et al., 2000) e
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outras como o nicleo accumbens e nicleos hipotalamicos, que atuam na
regulacdo do comportamento ingestivo (Prat et al., 2009).

O nucleo MR é a regido encefalica com a mais alta densidade
de receptores 5-HT;a (Kia et al., 1996; Cryan et al., 2002; Adell et al.,
2002; Judge e Gartside, 2006). Os receptores 5-HT;5 encontrados no
MR funcionam como autoreceptores somatodendriticos que regulam a
sintese e a liberagdo serotonérgica (Hall et al., 1997; Adell et al., 2002;
Hensler, 2006), sendo que inje¢des do agonista do receptor 5-HT 4, 8-
hidroxi-2-(di-n-propilamino) tetralina (8-OH-DPAT), no MR, inibem o
disparo de células serotonérgicas e reduzem a liberagdo de 5-HT para
areas de projecdo (Bonvento et al., 1992; Andrews et al., 1994; Currie,
Fletcher e Coscina, 1994; Avanzi e Branddo, 2001; Funk et al., 2005). A
injecdo de 8-OH-DPAT no MR diminui a liberacdo de 5-HT ao
hipotalamo medial (Fletcher e Coscina, 1993), além de causar hiperfagia
(Currie, Fletcher e Coscina, 1994). Em estudo de microdialise, a inje¢do
de 8-OH-DPAT no MR diminuiu a liberagcdo de 5-HT no hipocampo
(—41%) (Bonvento et al., 1992) e apresentou efeito ansiolitico em testes
de ansiedade (Andrews et al., 1994; Avanzi e Brand&o, 2001).

A quantidade extracelular de maultiplos neurotransmissores,
incluindo além da 5-HT e noradrenalina (NA), a dopamina, histamina,
glutamato, acido gama-aminobutirico, glicina, 6xido nitrico e também
neuropeptideos, pode influenciar a acdo dos neurdnios serotonérgicos no
MR (Pifieyro e Blier, 1999; Adell et al., 2002). O MR recebe densa
inervacdo noradrenérgica originada do locus ceruleus (LC), é&rea
tegmentar lateral, ndcleos pontinos e outros nicleos catecolaminérgicos
préximos (Peyron et al., 1996; Hopwood e Stamford, 2001; Adell et al.,
2002), além de neurdnios serotonérgicos deste nucleo possuirem
receptores adrenérgicos, enzimas sintetizadoras, degradadoras e
transportadoras de NA (Peyron et al., 1996; Hoopwood e Stamford,
2001; Adell et al., 2002). Entre os receptores adrenérgicos-a, ha niveis
altos de receptores a; e moderados de o, N0 MR (Adell e Artigas, 1999).
As aferéncias noradrenérgicas ao MR facilitam a liberacdo de 5-HT
deste nlcleo por meio de receptores adrenérgicos-o; e inibem a
liberacdo de 5-HT via receptores adrenérgicos-o, (Adell e Artigas,
1999; Adell et al., 2002). Todavia, as informacGes sobre a funcéo dos
receptores adrenérgicos oy e o, na regulacdo da liberacdo de 5-HT do
MR sdo limitadas (Adell e Artigas, 1999).

Estudos prévios em nosso laboratério revelaram que a injecao
de adrenalina (AD) no MR de ratos submetidos a restricdo alimentar
diminuiu o consumo de racdo e a duragdo do comportamento de
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ingestdo de alimento, resultados que ndo ocorreram quando a NA foi
injetada no mesmo nucleo (Maidel et al., 2007). Por outro lado, a
injecdo de AD no MR de ratos saciados aumentou o consumo de ragao,
aumentou a frequéncia de exibicdo do comportamento alimentar e
diminuiu a laténcia para iniciar esse comportamento (dos Santos et al.,
2009). Nos animais em restricdo alimentar, a hipofagia induzida pela
AD pode ter sido causada pela ativacdo de receptores adrenérgicos-oy
em neurbnios serotonérgicos do MR, resultando na liberacdo de 5-HT e
na acao inibitoria indireta da AD sobre a alimentagdo (Maidel et al.,
2007). Nos animais saciados, o efeito das injecdes de AD no consumo
de alimento pode ser atribuido a ativacdo de receptores adrenérgicos-o,
em neurdnios serotonérgicos do MR, suprimindo a liberacdo de 5-HT e
sua ac¢do inibitdria sobre o comportamento alimentar (dos Santos et al.,
2009).

E importante notar que ha similaridades entre os efeitos
alimentares causados pelas injecdes de AD e 8-OH-DPAT no MR.
Observou-se hipofagia em animais em restricdo alimentar e hiperfagia
em animais saciados apés o tratamento com 8-OH-DPAT no MR
(Schwartz et al., 2000; Ebenezer, Arkle e Tite, 2007; Lopez-Alonso et
al., 2007). A hiperfagia induzida pelo 8-OH-DPAT foi atribuida a
ativacdo dos autoreceptores somatodendriticos encontrados no MR,
inibindo a atividade de neurdnios serotonérgicos e reduzindo a sintese e
liberacdo de 5-HT em éareas terminais prosencefalicas (Currie e Coscina,
1993). Estes dados sugerem o envolvimento dos receptores
adrenérgicos-o. do MR no controle da ingestdo de alimento e que este
comportamento, induzido pela ativacdo de receptores adrenérgicos do
MR, pode estar relacionado ao controle da liberacdo de 5-HT em
estruturas de projecdo do MR.

Em se tratando de receptores adrenérgicos-B, os receptores [,
também estdo envolvidos no controle do sistema serotonérgico central
(Waldmeier, 1981; Hallberg, 1986; Bloom, 1996). A administracdo
intraventricular de agonistas adrenérgicos-f3, aumenta a liberacdo de 5-
HT no tronco encefalico de ratos in vivo (Waldmeier, 1981). Assim,
sugere-se também que a hipofagia observada apds a injecdo de AD em
estudo prévio, pode estar relacionada com a ativacdo de receptores
adrenérgico-f, no MR, visto que doses equimolares de NA, néo
modificaram a ingestdo de alimento nos animais (Maidel et al., 2007).

Em nivel neuroquimico, desordens de ansiedade e alimentares
tém em comum vérias anormalidades no sistema de 5-HT e outros
neurotransmissores  (Brewerton, 1995), além disso, projecoes
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serotonérgicas do MR se conectam a estruturas envolvidas nos
comportamentos relacionados a ansiedade (Nunes-de-Souza, Canto-de-
Souza e Rodgers 1999; Nunes-de-Souza et al., 2000) e ingestdo de
alimento (Prat et al., 2009). E importante enfatizar que os receptores
adrenérgicos sdo responsaveis por efeitos bioldgicos diversos (Philipp e
Hein, 2004). Considerando a densa inervacdo noradrenérgica ao MR
(Hopwood e Stamford, 2001; Adell et al., 2002), a NA pode determinar
a frequéncia de disparo de neurbnios serotonérgicos do MR e, por
conseguinte, as respostas comportamentais causadas pela 5-HT,
conforme o tipo de receptor adrenérgico ativado (Mongeau, Blier e
Montigny, 1997; Deakin, 1998). Tendo em vista a relevancia dos
circuitos adrenérgicos na regulacdo dos comportamentos de ansiedade e
ingestdo de alimento e sua interagdo com o sistema serotonérgico no
MR, foi elaborado o seguinte questionamento: Quais os efeitos da
injecdo de agonistas e antagonistas adrenérgicos-a e de agonista
adrenérgico-p no nucleo MR sobre comportamentos relacionados a
ansiedade e ingestdo de alimento em ratos?
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da injecdo de agonistas e antagonistas
adrenérgicos-o. ¢ de agonista adrenérgico-p no nucleo MR sobre
comportamentos relacionados a ansiedade e ingestdo de alimento em
ratos (Wistar) saciados.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar os efeitos da ativacdo adrenérgica-o; no nicleo MR,
sobre comportamentos relacionados a ansiedade no labirinto em cruz
elevado e ingestivos e ndo-ingestivos na caixa de registro
comportamental.

e Avaliar os efeitos da ativagdo adrenérgica-a, no nicleo MR,
sobre 0s comportamentos supracitados.

e Avaliar os efeitos da ativacdo adrenérgica-p, no nucleoMR,
sobre 0s comportamentos supracitados.

e Avaliar os efeitos da inibicdo adrenérgica-o; no ndcleo MR,
sobre 0s comportamentos supracitados.

e Avaliar os efeitos da inibi¢do adrenérgica-o, no nlcleo MR,
sobre os comportamentos supracitados.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados 268 ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos,
com massa corporal entre 250-290 g, provenientes do biotério central da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Os animais foram
alojados em caixas de polipropileno (49 x 34 x 16 cm) forradas com
maravalha, contendo cinco ratos em cada caixa e dispondo de agua e
alimento granulado (CR-1 Nuvilab) ad libitum. Foram submetidos a
sete dias de adaptacdo ao novo ambiente, em uma sala com temperatura
controlada entre 21 + 2°C, ciclo claro-escuro de 12 horas (luz das 7 -
19h) e manipulados nesse periodo somente durante a limpeza das
caixas, trés vezes por semana.

Os experimentos foram realizados de acordo com o0s principios
éticos de experimentacdo animal, postulados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal, e o protocolo de experimentacdo submetido a
apreciacdo do Comité de Etica a0 Uso de Animais (CEUA) da UFSC,
aprovado sob o0 nimero PP00134.

3.2 Procedimentos Cirurgicos

Os animais foram anestesiados com uma mistura de xilazina (13
mg kg™) e cetamina (87 mg kg™) injetada por via intraperitoneal (i.p.) e,
em seguida, adaptados ao aparelho estereotaxico (Figura 1A), tendo a
cabeca fixada no focinho e por intermédio de barras posicionadas no
conduto auditivo. Apds a tricotomia na regido entre o Bregma e o
Lambda, uma incisdo longitudinal foi realizada no escalpo de forma a
expor a calota craniana. O peridsteo foi removido e a regido exposta do
cranio foi limpa com agua oxigenada (10 vol). Com o auxilio de uma
broca ortodontica (n” 6) foi feito um orificio na calota craniana e
colocado um parafuso (do tipo relojoeiro) para fixagdo do acrilico auto-
polimerizavel. A seguir, uma canula-guia (30 G) com 18 mm de
comprimento, confeccionada a partir de um segmento de agulha
hipodérmica, foi posicionada 2 mm acima da regido do nucleo MR, em
angulo de 20°, a fim de evitar a passagem pelo seio sagital superior e
pelo aqueduto cerebral. As coordenadas usadas, de acordo com Paxinos
e Watson (2007), foram: AP (antero-posterior), 7,8 mm posterior ao
Bregma; L (lateral), 3,0 mm lateral & sutura sagital; DV (dorso-ventral),
7,0 mm abaixo da dura méter (Figura 1B). A canula-guia foi envolvida
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parcialmente por acrilico auto-polimerizavel para sua fixagdo na calota
craniana.

No término do procedimento cirdrgico, 0s animais foram
mantidos em local aquecido até a recuperacdo da anestesia e,
posteriormente, levados para o biotério do laboratério e alojados
individualmente nas caixas de polipropileno. Neste local permaneceram
sob temperatura e luminosidade controladas, com agua e ragdo ad
libitum, recebendo acompanhamento diario durante sete dias e
manipulados somente durante a limpeza das caixas. Apds esse periodo,
0s experimentos no labirinto em cruz elevado (LCE) e na caixa de
registro dos comportamentos ingestivos e ndo-ingestivos foram
iniciados.

Figura 1A. Aparelho estereotéxico.
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Figura 1B. Local aproximado (apontado pela seta) do orificio feito para atingir
o0 MR.
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3.3 Solucdes e Doses Injetadas
As seguintes drogas e doses foram utilizadas:

e Veiculos: solugdo de NaCl 0,9%, estéril, livre de pirogénios e
pH 7,4 (salina, SAL) e SAL misturada com propileno glicol (SPG, 2/1
viv).

e Agonistas adrenérgicos (SIGMA): o (cloridrato de
fenilefrina, FEN), o, (hidrocloreto de clonidina, CLO) e B, (sulfato de
terbutalina, TER) nas doses de 0,2; 2; 6 e 20 nmol.

e Antagonistas adrenérgicos (SIGMA): a; (hidrocloreto de
prazosin, PRA) e a, (hidrocloreto de ioimbina, YOH) na dose de 40
nmol.

3.4 InjecBes Intracerebrais

A injecdo intracerebral do veiculo e das drogas foi realizada por
meio de uma agulha injetora (33 G), excedendo 2 mm o comprimento da
canula-guia e conectada por um tubo de polietileno a uma seringa
Hamilton (capacidade de 1ul). A agulha injetora foi introduzida na
canula-guia para as injegdes intracerebrais. Com o objetivo de
minimizar variacfes na pressdo intracerebral, as solucbes foram
injetadas durante 2 min, com volume de 200 nl para qualquer condigdo
de tratamento.

3.5 Registro dos comportamentos relacionados a ansiedade
no labirinto em cruz elevado.

O LCE (Figura 2) é constituido por duas passarelas de madeira
dispostas perpendicularmente, formando, assim, uma cruz simétrica.
Cada um dos quatro bracos possui 50 cm de comprimento por 10 cm de
largura. Dois bracos opostos sdo fechados por paredes laterais de vidro
fumé de 40 cm de altura, enquanto os outros dois bragos sdo abertos,
circundados por uma pequena borda de acrilico (1 cm) para reduzir a
ocorréncia de quedas. Na juncdo entre os quatros bragos delimita-se uma
area central de 100 cm?. O labirinto como um todo é elevado a 50 cm do
solo. Quatro lampadas fluorescentes (15 W cada) dispostas igualmente
em forma de cruz, 100 cm acima do labirinto, foram utilizadas como
fonte de iluminacdo do experimento. Essas lampadas forneceram
diferentes médias de luminosidade incidentes nos bragos abertos (373
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Lux) e fechados (284 Lux), obtendo o gradiente de luminosidade de 89
Lux entre os bragos abertos e fechados do labirinto (Sakae et al., 2008).

Para o experimento, cada animal foi colocado no centro do
labirinto com a cabega voltada para um dos bragos fechados, deixando-o
explorar o LCE durante um periodo de 5 minutos (min). Apds cada
exposi¢do ao LCE, o mesmo foi limpo com tecido umedecido em uma
solucdo de alcool 20% para evitar pistas odoriferas. A eventual queda de
um rato do labirinto implicou necessariamente na sua exclusdo do
estudo. Os comportamentos foram filmados por meio de uma web cam e
analisados posteriormente com o Programa Etholog 2.25 (Ottoni, 2000).

A andlise comportamental foi realizada considerando-se as
variaveis espaco-temporais tradicionais (Pellow et al., 1985):
porcentagem de entradas nos bracos abertos (% EA), nimero de
entradas nos bracos fechados (EF), total de entradas (TE), porcentagem
do tempo (em segundos) de permanéncia nos bracos abertos (% TA).
Para o célculo das porcentagens (% EA e % TA) utilizou-se a regra de
trés simples: % EA = total de EA x 100 + pelo total de entradas (TE =
EA + EF); % TA = TA x 100 =+ por 300 segundos (total de segundos em
5 minutos).

Além da analise espaco-temporal, foi realizada a andlise
etolégica envolvendo a avaliacdo da frequéncia dos comportamentos a
sequir:

e Avaliagdo de risco (AR): Movimento no qual o animal
investiga em sua volta com as patas traseiras fixas e as dianteiras se
movem e retornam & posi¢do original, com a cabega observando ao
redor (Setem et al., 1999). Neste estudo, a AR sera identificada pelo
movimento chamado stretched attend posture (SAP). O SAP é um tipo
de AR em que o animal alonga seu corpo ao mover as patas dianteiras
(Rodgers e Johnson, 1995).

e Auto-limpeza (AL): Ato de limpar qualquer parte da
superficie corporal com a lingua, dentes e/ou patas dianteiras (Setem et
al., 1999).

e Exploragdo vertical (EV): Quando o animal estiver
explorando o ambiente e elevar o corpo estando apoiado somente nas
patas traseiras (Setem et al., 1999).

e Imersdao da cabega (IC): Movimento de proje¢do da cabega
para fora e para baixo dos bragos abertos (Setem et al., 1999).
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Figura 2. Labirinto em cruz elevado.

3.6. Registro dos Comportamentos Ingestivos e Na&o-
ingestivos

A caixa de registro dos comportamentos ingestivos e nao-
ingestivos (Figura 3) é constituida por vidro transparente de 4 mm de
espessura, possuindo as medidas do comprimento e da largura iguais
aos da caixa de hospedagem (49 x 34 cm) e a medida da altura maior
(40 cm) para evitar fugas. O chdo da caixa e trés paredes laterais sdo
cobertos com plastico adesivo preto, permanecendo uma parede lateral
da caixa com vidro transparente na qual estd apoiado um espelho,
posicionado em uma angulacdo que impede o animal de visualizar sua
imagem refletida durante o experimento, mas que possibilita a
visualizacdo lateral do seu comportamento.

Cada experimento na caixa de registro alimentar teve duracdo
de 30 min, sendo que apds cada exposicdo, a caixa foi limpa com tecido
umedecido em uma solugédo de &lcool 20% para evitar pistas odoriferas.
Os comportamentos foram filmados por meio de uma web cam e
analisados posteriormente com o Programa Etholog 2.25 (Ottoni, 2000).

Na caixa de registro alimentar foram analisados
comportamentos ingestivos e ndo-ingestivos. Os comportamentos
ingestivos foram a ingestdo de alimento e a ingestdo de agua. Estes
comportamentos foram avaliados quanto a:
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e Quantidade: Mensurada quanto a diferenca entre a quantidade
de racdo (g) e/ou agua (ml) ingeridas entre o inicio e o término do
registro (30 min).

e Laténcia: Tempo, em segundos (S), para iniciar a ingestdo de
alimento e/ou agua.

e Duracdo: Tempo de duragdo, em segundos (S), da ingestdo de
alimento e/ou agua.

e Frequéncia: Numero de vezes em que foi realizada a ingestao
de alimento e/ou agua.

Os comportamentos ndo-ingestivos listados a seguir foram
analisados quanto a duracdo (s), exceto a AR, que foi analisada somente
guanto a freqiiéncia (a AL, AR e EV foram analisadas também na caixa
de registro alimentar como comportamentos ndo-ingestivos e estdo
definidos no item 3.5):

e Explorago do alimento (EXALI): E quando o animal cheira ou
manipula a ragdo, sem ingeri-la (Halford, Wanninayake e Blundell,
1998).

e Imobilidade (IM): E quando o animal permanece imovel, em
postura de relaxamento, com a cabega curvada ao corpo ou apoiada na
caixa, sem apresentar qualquer outro comportamento ja citado (Halford,
Wanninayake e Blundell, 1998).

e Locomogdo (LOC): E o ato de se deslocar, deambular pela
caixa experimental (Halford, Wanninayake e Blundell, 1998).

K

Figura 3. Caixa de registro dos comportamentos ingestivos e
n&do-ingestivos.
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3.7 Procedimentos Experimentais

O inicio dos procedimentos experimentais ocorreu com a chegada
dos animais provenientes do biotério da UFSC ao nosso laboratério,
local em que foram alojados em caixas apropriadas (item 3.1). Apos
sete dias de adaptacdo e cuidados (item 3.1), os animais foram
submetidos a cirurgia estereotaxica para implantagdo da canula-guia no
nucleo MR (item 3.2). Decorrido o periodo de recuperagdo cirlrgica
(item 3.2), cada animal recebeu injecdes locais (item 3.4) de veiculo ou
drogas (item 3.3). Em seguida a injecdo, foram submetidos durante 5
min aos experimentos no LCE (item 3.5) e, imediatamente depois do
registro de ansiedade, colocados durante 30 min na caixa de registro dos
comportamentos ingestivos e ndo-ingestivos (item 3.6). Os
experimentos foram realizados entre 12:00 hs e 14:00 hs. Os animais
ndo foram ambientados aos modelos comportamentais. Foi usado um
animal para cada tratamento. Abaixo, esta descrito 0 nimero de animais
em cada grupo experimental. E importante dizer que em alguns casos,
aleatoriamente a canula-guia foi implantada no ndcleo pontino (Pn) e na
formacdo reticular mesencefdlica (FRm), formando-se grupos
experimentais em areas vizinhas ao MR.

Experimento com os agonistas

e No nucleo MR: Foi realizado para avaliar os efeitos das
injecbes de CLO, FEN e TER no MR sobre os comportamentos
relacionados a ansiedade e também sobre comportamentos ingestivos e
ndo-ingestivos. Durante o experimento, os ratos foram tratados no MR
com: grupo do agonista o;: FEN nas doses de 0,2 nmol (n=7), 2 nmol
(n=6), 6 nmol (n=6), 20 nmol (n=7) e veiculo (SAL, n=6); grupo do
agonista a,: CLO nas doses de 0,2 nmol (n=6), 2 nmol (n=6), 6 nmol
(n=6), 20 nmol (n=8) e veiculo (SAL, n=6); grupo do agonista 3,: TER
nas doses de 0,2 nmol (n=6), 2 nmol (n=8), 6 nmol (n=6), 20 nmol (n=8)
e veiculo (SAL, n=6).

e Em A&reas vizinhas ao nucleo MR: As doses efetivas
verificadas pelo tratamento no MR, que alteraram a resposta
comportamental, foram injetadas em areas vizinhas a este nucleo, como
no Pn e/ou na FRm, a fim de confirmar se a agdo da FEN, CLO e TER
sobre os comportamentos relacionados & ansiedade e ingestdo de
alimento era especifica ao sitio de injecdo da droga. Nesses
experimentos, os ratos foram tratados no Pn com: grupo do agonista
o- FEN nas doses de 0,2 nmol (n=5), 2 nmol (n=5), 6 nmol (n=5), 20
nmol (n= 6) e veiculo (SAL, n= 8); grupo do agonista a,: CLO nas
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doses de 0,2 nmol (n=8), 20 nmol (n= 14) e veiculo (SAL, n=8); grupo
do agonista 3,: TER nas doses de 0,2 nmol (n=5), 2 nmol (n=4), 6 nmol
(n=7), 20 nmol (n=5) e veiculo (SAL, n=8). Na FRm, os tratamentos
foram somente com CLO nas doses de 0,2 nmol (n= 8), 20 nmol (n=9)
e veiculo (salina, n=4).

Experimento com os antagonistas

e Somente no nucleo MR: A injecdo do antagonista adrenérgico
o1, PRA, foi realizada para bloquear a influéncia tonica excitatoria da
FEN sobre receptores adrenérgicos-a; de neurbnios serotonérgicos no
MR, a qual sugerimos ser elevada em ratos alimentados. O antagonista
de receptores adrenérgicos-a,, YOH, foi usado para bloguear a
influéncia adrenérgica inibitéria da CLO sobre receptores adrenérgicos-
ap de neurbnios serotonérgicos no MR, a fim de impedir o efeito
hiperfagico da CLO e reforcar que este resultado é especificamente
mediado por meio de receptores-a, Para tanto, em cada experimento
com os antagonistas foram feitas duas injecdes: a primeira de veiculo ou
do antagonista e, ap6s 15 min, a segunda injecdo, de veiculo ou do
agonista. A dose dos antagonistas utilizada foi de 40 nmol e escolhida
com base no estudo de Yada et al. (1997). Para compor o grupo do
antagonista ay, foi eleita a menor dose efetiva de FEN (0,2 nmol) obtida
a partir do experimento com o grupo do agonista oy. Para o grupo do
antagonista a,, utilizaram-se as doses efetivas da CLO (0,2 nmol e 20
nmol). Os ratos foram tratados no MR com: grupo do antagonista a;:
PRA-SAL (n=7), PRA-FEN (n= 6), SPG-FEN (n= 7) e SPG-SAL (n=
7); grupo do antagonista a,: YOH-SAL (n= 6), YOH-CLO 0,2 (n= 8),
YOH-CLO 20 (n= 6), SPG-CLO 0,2 (n=6), SPG-CLO 20 (n=7) e SPG-
SAL (n=7).

3.8 Perfusdo e Histologia

No dia seguinte ao término dos experimentos, os animais foram
anestesiados com pentobarbital sédico (50 mg/kg, i.p.) e uma agulha foi
colocada no ventriculo esquerdo para ser realizada a perfusdo com
solucéo salina 0,9% seguida de formalina 10%. A injecdo de 200 nl de
azul de Evans no local da injecéo facilitou a identificagdo do ponto de
injecdo das drogas. Depois de dissecados, os cérebros permaneceram
imersos em formalina 10% por um periodo de sete dias, sendo
posteriormente cortados de forma seriada em secgdes de 100 um de
espessura por um vibratomo. Os cortes foram montados em laminas
gelatinizadas e deixados até secar, em torno de mais sete dias. Apos este
periodo, foram coradas pelo método de Nissl (método que utiliza o
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cresil violeta, um corante basico para evidenciar o citoplasma de
neurdnios) e permaneceram secando por igual periodo antes de serem
analisadas ao microscopio 6ptico. A reproducdo grafica dos cortes e dos
pontos de inje¢do analisados ao microscopio foi realizada com o auxilio
do atlas de Paxinos e Watson (2007).

3.9 Analise dos Dados

Experimentos com os agonistas: Os efeitos do tratamento com
salina (0) e dos agonistas FEN, CLO e TER nas doses de 0,2; 2; 6; 20
nmol, injetados no MR sobre os comportamentos relacionados a
ansiedade e comportamentos ingestivos e ndo-ingestivos, foram
analisados separadamente por intermédio da analise de variancia
(ANOVA) de uma via. Os efeitos do tratamento com salina (0), FEN,
CLO e TER injetados nos nucleos MR, Pn e FRm sobre os
comportamentos relacionados a ansiedade e comportamentos ingestivos
e ndo-ingestivos, foram analisados separadamente por meio da ANOVA
de duas vias (dose da droga x area injetada). As doses dos agonistas no
experimento com nucleos vizinhos a0 MR foram as doses efetivas
obtidas com o experimento anterior (somente no MR): FEN nas doses
de 0,2; 2; 6 e 20 nmol injetadas nos ndcleos MR e Pn; CLO nas doses
de 0,2 e 20 nmol injetadas nos nudcleos MR, Pn e FRm; TER nas doses
de 0,2; 2; 6 e 20 nmol injetadas nos nicleos MR e Pn.

Experimentos com os antagonistas: Os efeitos do tratamento
com veiculo (SPG) ou do antagonista (PRA ou YOH, na dose de 40
nmol), seguido da injecdo de veiculo (SAL) ou do agonista (FEN na
dose de 0,2 nmol ou CLO nas doses de 0,2 e 20 nmol) no MR sobre os
comportamentos relacionados a ansiedade e comportamentos ingestivos
e ndo-ingestivos, foram analisados separadamente por intermédio da
andlise de variancia (ANOVA) de uma via.

A andlise prévia dos parametros avaliados neste estudo mostrou
que todos possuem distribuicio normal. Para a andlise da
homogeneidade da amostra foi realizado o teste de Levene e Brown &
Forsythe. Quando apropriado, as anélises de varidncia foram seguidas
pelo teste de Duncan para multiplas comparagdes. Nos casos de
variaveis ndo-homogéneas, as possiveis diferencas entre os tratamentos
foram analisadas pela ANOVA néo-paramétrica de Kruskal-Wallis (K-
W), seguido pelo teste de Mann-Whitney. Os resultados foram
expressos como média * erro padrdo da média (EPM). Somente os
valores de probabilidade (p) menores do que 5% foram considerados
significativos.
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4 RESULTADOS
A Figura 4 ilustra uma sequéncia de cortes coronais de areas atingidas pelas inje¢des dos agonistas e

antagonistas adrenérgicos-o; e o, € do agonista adrenérgico-B, no nicleo MR e em areas adjacentes como o nicleo
Pn ou a FRm.

-7.56 mm -7.68 mm

Figura 4. Fotos de sec¢des coronais através da formacéo reticular mesencefélica (FRm), ncleo mediano da
rafe (MR) e nicleo pontino (Pn). As setas nas fotos apontam os sitios de injecdo. Os nimeros acima dos desenhos se
referem as coordenadas estereotaxicas anteroposteriores. Barra de escala = 100 um; flm = fasciculo longitudinal
medial; Agq = aqueduto; dpcs = decussagdo do peddnculo cerebelar superior; PnO = nlcleo pontino, parte oral.



42

4.1 Injecéo do Agonista Adrenérgico o (FEN)

A anélise histoldgica mostrou que 32 pontos de injecdo com
FEN ou salina alcan¢aram o nicleo MR, enquanto 29 foram encontrados
no ndcleo Pn.

Efeitos das diferentes doses de FEN injetadas no nacleo MR
sobre os comportamentos relacionados a ansiedade:

A ANOVA de uma via mostrou que houve alteracdo
significante na frequéncia de exibicdo do comportamento de AR apds o
tratamento com diferentes doses de FEN no nicleo MR de ratos
saciados, durante a exposicdo ao LCE (F42; = 3,06; p = 0,033). A
frequéncia de exibicdo do comportamento de AR reduziu apds a injecdo
de todas as doses de FEN no MR quando comparada ao grupo controle
(Figura 5A). As varidveis espago-temporais (% EA, % TA, EF e TE) e
0S outros comportamentos etoldgicos relacionados a ansiedade (AL, EV,
IC) e avaliados durante a permanéncia no LCE nédo foram afetados pelo
tratamento com FEN no MR (Tabela 1).

Tabela 1. Efeitos do tratamento com salina (SAL) ou fenilefrina (FEN,
nmol) no ndcleo mediano da rafe sobre varidveis espaco-temporais e
etoldgicas, durante 5 min de exposicao ao labirinto em cruz elevado.

Variaveis SAL (6) FEN 0,2 (7) FEN2(6) FEN6(6) FEN20(7) ANOVA
% Entrada nos 34,9+9,3 21,3457 34,6£13,5 27,749 30,6+6,3 F427= 0,47
bragos abertos
% Tempo nos 16,9+4,3 6,0£2,2 18,5+8,2 9,7£2,0 12,8+2,8 Fa07=1,77
bragos abertos
Entrada nos 5,714 7,719 6,3+1,5 5,8+1,1 74119 Fs27= 0,26
bragos fechados
Total de 9,8+2,6 10,0£2,5 9,9+1,9 7,811 10,7£2,5 F427= 0,12
entradas
Auto- 25+0,6 1,6+£0,4 3,7£0,0 3,3£0,8 1,3+ 0,6 Fs27= 2,61
limpeza
Exploracéo 9,8+ 0,8 12,0£2,3 12,5£2,1 11,0+£1,9 9,6+2,3 Fs27= 0,41
vertical
Imerséo da 8,2+2,8 9,6+2,6 12,2419 9,5+2,1 10,0+1,4 F427= 0,40
cabega

Os valores sdo média + EPM. NUmeros entre parénteses indicam o nimero de
animais por grupo. As variaveis acima possuem valores de p ndo significantes.
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Efeitos das diferentes doses de FEN injetadas no nucleo MR
sobre os comportamentos ingestivos e ndo-ingestivos:

A ANOVA de uma via apontou que houve alteragdo
significante na freqiiéncia de exibicdo do comportamento de AR apds o
tratamento com diferentes doses de FEN no nicleo MR de ratos
saciados, durante o registro do comportamento ingestivo (F4,7 = 2,91; p
= 0,04). A frequéncia de exibicdo do comportamento de AR foi menor
do que a observada no grupo controle apds a injecdo de todas as doses
de FEN no MR (Figura 5B). A quantidade de racdo ou agua ingerida, a
laténcia para iniciar a ingestdo de ragdo ou &gua, a frequéncia de
exibicdo e a duracdo de ambos 0s comportamentos ingestivos ndo foram
afetados pelo tratamento com FEN no MR. A ANOVA de uma via
também mostrou alteracdo significativa na duracdo da AL apds o
tratamento com FEN no MR, durante o registro do comportamento
alimentar (Tabela 2). A duragdo desse comportamento apos a injecao de
6 nmol de FEN no MR foi menor do que a observada no grupo controle
(Tabela 2). As duragbes dos outros comportamentos ndo-ingestivos
avaliados (EXALLI, EV, IM e LOC) ndo foram alterados pelo tratamento
com FEN no MR (Tabela 2).
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Figura 5. AlteracGes na frequéncia de exibi¢do do comportamento de avaliagdo
de risco apds o tratamento com salina (0, n=6) ou fenilefrina (FEN) nas doses
de 0,2 nmol (n=7), 2 nmol (n=6), 6 nmol (n=6) e 20 nmol no ndcleo mediano
da rafe (MR). Os valores sdo média + EPM da exibi¢do do comportamento
durante 5 min de exposi¢&o ao labirinto em cruz elevado (A) e durante 30 min
na caixa de registro do comportamento alimentar (B). *p < 0,05 em relacéo a
salina. ANOVA de uma via e teste de Duncan.



44

Tabela 2. Efeitos do tratamento com salina (SAL) ou fenilefrina (FEN) no
nlcleo mediano da rafe sobre a duracéo (s) de varidveis ndo-ingestivas em ratos
saciados, durante 30 min de registro.

Variaveis SAL (6) FEN 0,2 (7) FEN 2 (6) FEN 6 (6) FEN 20 (7) ANOVA
Auto- 328,9+51,2 203,6+72,2 400,5+24,5  110,1+16,2* 198,3+73,2  Fy47 = 3,96*
limpeza
Exploragdo  176,1+69,2 266,1+169,5 85,5+13,4 78,3+22,4 168, +40,0 Fi27=0,72
do alimento
Exploragdo 68,0 23,2 151,4466,9 138, +16,1 106,4+16,4 175,5464,1  F4,,=0,76
vertical
Imobilidade  430,4+162,7 206,9+131,5 66,6+20,3 237,2+65,6 150,7£30,8  K-W,3,=8,48
Locomogdo  157,0 +40,0 114,9422,3 95,34+9,5 73,0 +11,4 116,8+38,0 K-W,3,=3,86

Os valores sdo média + EPM. NUmeros entre parénteses indicam o nimero de
animais por grupo. As varidveis acima possuem valores de p néo significantes,
exceto em *.

As doses efetivas de FEN (0,2; 2; 6 e 20 nmol) que causaram
alteragdes comportamentais apds o tratamento no nacleo MR foram
injetadas no ndcleo Pn, regido vizinha a0 MR. Nenhuma das doses de
FEN injetadas no Pn causou alteracdo nas varidveis etol6gicas ou
espaco-temporais avaliadas no LCE, assim como nos comportamentos
ingestivos e ndo-ingestivos.

4.2 Injecdo do Agonista Adrenérgico o, (CLO)

A analise histolégica mostrou que 30 pontos de injecdo de CLO
ou salina alcangaram o ndcleo MR, enquanto 30 foram encontrados no
nlcleo Pn e 21 na FRm.

Efeitos das diferentes doses de CLO injetadas no nicleo MR
sobre os comportamentos relacionados a ansiedade:

A ANOVA de uma via demonstrou que houve alteragdo
significante na freqiiéncia de exibicdo do comportamento de AR apds o
tratamento com diferentes doses de CLO no nucleo MR de ratos
saciados, durante a exposicdo ao LCE (F4,7 = 11,80; p = 0,00001).
Enquanto a frequéncia de exibicdo do comportamento de AR aumentou
estatisticamente apds o tratamento com a dose de 20 nmol de CLO no
MR, este comportamento diminuiu em relacdo ao controle apds a
injecdo da dose de 0,2 nmol de CLO no mesmo ntcleo (Figura 6). As
variaveis espaco-temporais e 0s outros comportamentos etoldgicos
relacionados & ansiedade no LCE ndo foram afetados pelo tratamento
com CLO no MR (Tabela 3).
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Figura 6. Alteracoes na frequéncia de exibigdo do comportamento de avaliagdo
de risco ap0s o tratamento com salina (0, n=6) ou clonidina (CLO) nas doses de
0,2 nmol (n=6), 2 nmol (n=6), 6 nmol (n=6) e 20 nmol (n=8) no nicleo mediano
da rafe. Os valores sdo media + EPM da exibicdo do comportamento durante 5
min de exposi¢do ao labirinto em cruz elevado. *p < 0,05 em relagéo a salina.
ANOVA de uma via e teste de Duncan.

Tabela 3. Efeitos do tratamento com salina (SAL) ou clonidina (CLO, nmol) no
nlcleo mediano da rafe sobre variaveis espago-temporais e etoldgicas, durante 5
min de exposicao ao labirinto em cruz elevado.

Variéveis SAL (6) CLOO0,2(6) CLO 2 (6) CLO6(6) CLO20(8) ANOVA
% Entrada nos 34,9+9,3 41,845 33,9+7,9 34,8453 43,67,3 Fa27= 0,42
bragos abertos
% Tempo nos 23,1+7,7 22,9£37 12,045,5 15,7+4,2 20,0£3,9 F427= 0,83
bragos abertos
Entrada nos 57+1,4 8,2+1,0 4,714 8,5+0,9 5,9+1,3 F427=1,70
bragos fechados
Total de 9,8+2,6 13,8+1,1 8,027 13,315 10,4+1,7 F127=1,46
entradas
Auto- 25+05 28+09 2,0£0,7 1,5+0,6 3,9+1,0 F427=1,29
limpeza
Exploracéo 9,8£0,8 11,7£1,7 9,8+2,2 15,3+2,3 95+1,7 Fs27=1,74
vertical
Imersdo 8,2+2,1 15,8+1,6 8,7+2,7 9,329 11,6+1,5 Fs27=1,74
da cabega

Os valores sdo média + EPM. NUmeros entre parénteses indicam o nimero de
animais por grupo. As variaveis acima possuem valores de p ndo significantes.
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Efeitos das diferentes doses de CLO injetadas no nicleo MR
sobre os comportamentos ingestivos e ndo-ingestivos:

A ANOVA de uma via indicou que ocorreu alteracdo estatistica
sobre o consumo de alimento (F4,7 = 4,47; p = 0,006), a laténcia para
iniciar a resposta de consumo de racdo (Fs2; = 4,47; p = 0,006) e a
frequéncia do consumo de racdo (Fs,7 = 4,40; p = 0,007) apds o
tratamento com diferentes doses de CLO no nucleo MR de ratos
saciados, durante 30 min de registro comportamental. O tratamento com
a dose de 20 nmol de CLO no MR induziu hiperfagia quando comparada
com o controle, todavia, o consumo de ragdo permaneceu inalterado
apos a injecdo das outras doses no MR (Figura 7A). A resposta
hiperfagica promovida pela maior dose de CLO foi acompanhada por
reducdo na laténcia para iniciar o consumo de racdo e aumento na
frequéncia de exibigdo desse comportamento. A laténcia para iniciar o
consumo de racdo e a freqiiéncia do consumo de ra¢do ndo foram
afetadas pela administracdo das demais doses de CLO (Figuras 7B e
7C). A duracdo do consumo de racdo nao foi afetada por nenhuma das
doses de CLO (Figura 7D). Nenhuma das doses de CLO administradas
no MR alterou o consumo de dgua e 0s comportamentos ndo-ingestivos
(Tabela 4).
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Figura 7. AlteragGes na quantidade, laténcia, frequéncia e duragdo do consumo
de alimento, ap6s o tratamento com salina (0, n=6) ou clonidina nas doses de
0,2 nmol (n=6), 2 nmol (n=6), 6 nmol (n=6) e 20 nmol (n=8) no nucleo mediano
da rafe de ratos saciados. Os valores sdo média + EPM da exibi¢do do
comportamento durante 30 min de registro na caixa alimentar. *p < 0,05 em
relacdo a salina. ANOVA de uma via e teste de Duncan.
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Tabela 4. Efeitos do tratamento com salina (SAL) ou clonidina (CLO, nmol) no
nlcleo mediano da rafe sobre a duracéo (s) de variaveis ndo-ingestivas em ratos
saciados, durante 30 min de registro.

Varidveis SAL (6) CLO 0,2 (6) CLO 2 (6) CLO 6 (6) CLO 20 (8) ANOVA
Auto- 19,66+13,07 15,66+3,07 14,83+2,67 18,83+2,24 17,35%2,42 Fs2:= 0,79
limpeza
Exploracéo 176,1+69,2 224,8+77,7 320,5+132,1 213,7+50,4 305,6+71,4  Fs2=0,55
do alimento
Exploracéo 22,16+5,68 26,66+7,13 25,66+5,76 19,33+4,83 21,25+3,58  F42=0,31
vertical
Imobilidade ~ 34,16+10,6 23,00+8,46 21,16%6,7 28,5048,15 15124592  F,,,=0,88
Locomogdo  59,16+13,79 70,66+19,71 55,83+10,4 51,33+10,14  51,62+9,79  F4,,=0,36

Os valores sdo média + EPM. Numeros entre parénteses indicam o nimero de
animais por grupo. As varidveis acima possuem valores de p ndo significantes.

As doses efetivas de CLO (0,2 e 20 nmol) que causaram
alteragdes comportamentais ap6s o tratamento no MR, foram
injetadas no Pn e na FRm, regides vizinhas ao MR. A ANOVA de
duas vias apontou que houve diferenca significante na frequéncia de
exibicdo do comportamento de AR apds o tratamento com diferentes
doses de CLO nos nlcleos MR, Pn e FRm de ratos saciados, durante a
exposicdo ao LCE (F,e, = 41,28; p = 10°%). A ANOVA de duas vias
também mostrou que ndo ocorreram alteracdes estatisticamente
significantes na frequéncia da AR quando foi feita a comparacgdo entre
os locais de inje¢do da droga (F,6, = 0,05; p = 0,95); também nédo houve
interacdo entre tratamento e local (F46; = 0,24; p = 0,91). O tratamento
com a dose de 20 nmol de CLO nos trés nlcleos aumentou a frequéncia
do comportamento de AR em relagdo ao controle (Figura 8). Este
resultado foi semelhante ao observado ap6s o tratamento com a mesma
dose de CLO no MR.
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Figura 8. Alteracdes na frequéncia de exibigdo do comportamento de avaliagdo
de risco apds o tratamento com salina (0, n=6) ou clonidina nas doses de 0,2
nmol (n=6) e 20 nmol (n=8) no nucleo mediano da rafe (MR); salina (n=8) ou
clonidina nas doses de 0,2 nmol (n= 8) e 20 nmol (n= 14) no ndcleo pontino
(Pn); e salina (n= 4) ou clonidina nas doses de 0,2 nmol (n= 8) e 20 nmol (n=9)
na formacdo reticular mesencefalica (FRm). Os valores sdo média + EPM da
exibicdo do comportamento durante 5 min de exposi¢do ao labirinto em cruz
elevado. *p < 0,05 em relagdo a salina. ANOVA de duas vias e teste de Duncan.

A ANOVA de duas vias mostrou que ocorreu alteracdo
estatistica sobre o consumo de alimento (Fy43 = 13,38; p = 0,006), a
laténcia para iniciar o consumo de racdo (F; 43 = 18,79; p = 0,00008) e a
frequéncia do consumo de racdo (Fy43 = 13,22; p = 0,0007) apds o
tratamento com veiculo ou CLO efetuado nos diferentes ndcleos
estudados. A ANOVA de duas vias também indicou diferencas entre os
locais de injegdo da droga para as variaveis consumo de alimento (F; 43
= 3,54; p = 0,03) e laténcia para iniciar o consumo de ragdo (Fy43 =
3,61; p = 0,03). A ANOVA de duas vias também indicou interacdo
significante entre droga e sitio de injecdo da droga para as variaveis
ingestdo de alimento (F,43 = 3,54; p = 0,03) e laténcia para iniciar o
consumo de alimento (F,43 = 3,61; p = 0,03). Enquanto a dose de 20
nmol de CLO injetada no MR causou aumento do consumo de alimento,
diminuicdo da laténcia para iniciar esta resposta ingestiva e aumento da
frequéncia do comportamento de ingestdo de alimento, o tratamento
com a mesma dose de CLO no Pn e na FRm ndo provocou nenhuma
alteragdo estatisticamente significante no comportamento alimentar
(Figuras 9A, 9B e 9C).
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Figura 9. Alteracdes na quantidade, laténcia e frequéncia do consumo de
alimento, ap6s o tratamento com salina (0) ou clonidina na dose de 20 nmol no
nlcleo mediano da rafe (MR, n=6 e n=8, respectivamente); no nicleo pontino
(Pn, n=8 e n=14, respectivamente) e na formacé&o reticular mesencefalica (FRm,
n=4 e n=9, respectivamente) de ratos saciados. Os valores sdo média + EPM da
exibicdo do comportamento durante 30 min de registro na caixa alimentar. A e
B, *p < 0,05 em relagdo a salina e CLO injetada no Pn e FRm; C, *p < 0,05 em
relacdo somente a salina. ANOVA de duas vias e teste de Duncan.
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4.3 Injecdo do Agonista Adrenérgico B, (TER)

A anélise histoldgica mostrou que 34 pontos de injecdo com
TER ou salina alcancaram o nucleo MR, enquanto 29 foram encontrados
no ndcleo Pn.

Efeitos das diferentes doses de TER injetadas no nucleo MR
sobre os comportamentos relacionados a ansiedade:

As doses efetivas de TER (0,2; 2; 6 e 20 nmol) que causaram
alteragdes comportamentais no LCE apés o tratamento no MR
foram injetadas no Pn, regido vizinha ao MR. A ANOVA de duas vias
mostrou que ocorreu diferenca significante na frequéncia de exibicdo da
AR ap0s o tratamento com diferentes doses de TER no MR e no Pn de
ratos saciados, durante a exposi¢do ao LCE (F453 = 5,91; p = 0,0005). A
frequéncia da AR diminuiu em relagdo ao controle apos a inje¢do de
todas as doses de TER em ambos os ndcleos (Figura 10A). A ANOVA
de duas vias ndo indicou mudanca estatistica na frequéncia da AR entre
o local de injecéo da droga (Fys3 = 0,19; p = 0,66) e na interacdo entre 0
tratamento e os locais de injecéo (F453 = 0,13; p = 0,97). A ANOVA de
duas vias também apontou alteracdo estatistica na % TA ap6s o
tratamento com TER no MR e no Pn (F4s3 = 11,55; p = 0,000001). A %
TA aumentou em relagéo ao controle apos a inje¢ao de todas as doses de
TER em ambos os nucleos (Figura 10B). A ANOVA de duas vias
também ndo indicou mudanca estatistica na % TA entre o local de
injecdo da droga (Fy 53 = 0,58; p = 0,44) e na interagdo entre o tratamento
e o0s locais de injecdo (F453 = 1,15; p = 0,34). A ANOVA de duas vias
também mostrou alteracdo estatistica na % EA apds o tratamento com
TER no MR e no Pn (Fs53 = 3,91; p = 0,07). A % EA aumentou em
relacdo ao controle ap6s a injecdo de todas as doses de TER em ambos
0s nucleos (Figura 10C). A ANOVA de duas vias ndo apontou mudanca
estatistica na % EA entre o local de injecdo da droga (Fys3 = 2,39; p =
0,12) e na interacdo entre o tratamento e os locais de inje¢do (Fss3 =
1,49; p = 0,21). As outras variaveis espaco-temporais e 0s demais
comportamentos etoldgicos relacionados & ansiedade e avaliados no
LCE, ndo foram afetados pelo tratamento com TER no MR (Tabela 5).
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Figura 10. Alteragdes na frequéncia de exibicdo dos comportamentos de
avaliagdo de risco, % do tempo de permanéncia nos bragos abertos e % de
entradas nos bragos abertos, apds o tratamento com salina (0, n=6) ou
terbutalina nas doses de 0,2 nmol (n=6), 2 nmol (n=8), 6 nmol (n=6) e 20 nmol
(n=8) no nicleo mediano da rafe (MR) e salina (n=8) ou terbutalina nas doses
0,2 nmol (n=5), 2 nmol (n=4), 6 nmol (n=7) e 20 nmol (n=5) no ndcleo pontino
(Pn). Os valores sdo média + EPM da exibi¢cdo do comportamento durante 5
min de exposi¢do ao labirinto em cruz elevado. *p < 0,05 em relagéo a salina.
ANOVA de duas vias e teste de Duncan.
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Tabela 5. Efeitos do tratamento com salina (SAL) ou terbutalina (TER, nmol) nos nicleos mediano da rafe (MR) e pontino (Pn)
sobre varidveis espago-temporais e etoldgicas, durante 5 min de exposi¢do ao labirinto em cruz elevado.

Variaveis Salina (6) TERB 0,2 (6) TERB 2 (8) TERB 6 (6) TERB 20 (8) ANOVA
MR (6) Pn(8) MR (6) Pn (5) MR (8) Pn (4) MR (6) Pn (7) MR (8) Pn (5)

Entrada 5,7+1,4 58+15 | 6,2+1,2 6,8+2,1 6,9+1,0 8,0+£0,4 6,7¢16 6,4+1,1 7,8+1,8 8,2+2,0 Fu53= 0,66

nos bracos

fechados

Total de 9,8+2,6 8,624 | 9,720 9,0+2,6 10,1+2,1 11,25+1,4 | 8,2+19 8,014 12,5+3,1 12,8+3,1 Fass= 1,10

entradas

Auto- 25+0,6 2,0+0,7 | 2,8£08 2,4+0,9 2,5#0 5 2,240,3 38+,4 13405 1,9+05 2,4+0,9 Fs5:=0,19

limpeza

Exploragdo 9,8+ 0,8 8,8+1,3 | 12,5+24 10,0£3,6 9,14 14,8+1,5 9,2+14 9,9+1,1 15,6+2,3 12,2+1,0 Fs53=2,16

vertical

Imersdoda  8,2+2,1 7,6£2,1 | 13,3+3,2 9,8+4,5 6,1+ 1,0 10,3+1,9 6,7+,8 7,6x14 12,5+2,7 8,6+2,8 Fs55=1,14

cabega

Valores sdo média £ EPM. NUmeros entre parénteses indicam o nimero de animais por grupo. As varidveis acima possuem
valores de p ndo significantes.
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Efeitos das diferentes doses de TER injetadas no ndcleo MR
sobre os comportamentos ingestivos e ndo-ingestivos:

Os comportamentos ingestivos ndo foram afetados por nenhuma
das doses de TER injetadas no MR. No entanto, alguns comportamentos
ndo-ingestivos foram alterados pela ativacdo de receptores adrenérgicos-
B, deste nucleo. A ANOVA de uma via apontou que houve diferenca
significante na exibi¢cdo da duracdo do comportamento de LOC apés o
tratamento com TER no MR de ratos saciados, durante o registro
alimentar (Tabela 6). A duracdo do comportamento de LOC apos a
injecdo das doses de 0,2, 2 e 6 nmol de TER no MR foi menor do que a
observada no grupo controle (Tabela 6). A ANOVA de uma via também
mostrou diferenca significante na duracdo do comportamento de AL
apos o tratamento com TER no MR durante o registro alimentar (Tabela
6). A duracdo do comportamento de AL apds a inje¢do das doses de 0,2,
6 e 20 nmol de TER no MR foi menor em relagdo ao grupo controle
(Tabela 6). As duragbes dos outros comportamentos ndo-ingestivos
avaliados ndo foram alterados pelo tratamento com TER no MR (Tabela
6).

Tabela 6. Efeitos do tratamento com salina (SAL) ou terbutalina (TER, nmol)
no nlcleo mediano da rafe sobre a duragéo (s) de variaveis ndo-ingestivas em
ratos saciados, durante 30 min de registro.

Variaveis SAL (6) TER 0,2 (6) TER 2 (8) TER 6 (6) TER 20 (8) ANOVA
Auto-limpeza  329,0+51,2  111,4+355* 22544570  190,1+37,2* 190,0+19,0* F4.20=3,05*
Exploragdo

i 17,2+3,1 15, 45,1 11,4+1,6 15,3+5,8 23,5144 F120=1,37
do alimento
Exploragdo
. 67,9+23,2 85,7+36,6 41,3+7,5 86,5+24,3 97,1+24,8 Fs20= 0,96
vertical
Locomocao 157,0+40,0 55,1+17,0* 42,4+52* 79,4+23,0* 102,0+13,0 F420=4,58*

Os valores sdo média + EPM. NUmeros entre parénteses indicam o nimero de
animais por grupo. As variaveis acima possuem valores de p néo significantes,
exceto em *



55

4.4 Tratamento prévio com o antagonista adrenérgico oy
(PRA) seguido da injecdo do agonista adrenérgico a; (FEN)

A analise histol6gica mostrou que 29 pontos de injecdo de PRA
ou veiculo, antes das injecGes de FEN ou veiculo, alcangaram o nicleo
MR.

Efeitos das inje¢des de PRA ou SPG 15 min antes das
injecdes de FEN ou SAL no nucleo MR, sobre os comportamentos
relacionados a ansiedade:

A ANOVA de uma via mostrou que ocorreu alteracdo
significante na freqiiéncia de exibicdo da AR apds os diferentes
tratamentos no nicleo MR de ratos saciados, durante a exposi¢do ao
LCE (F325 = 4,34; p = 0,013). A reducéo na frequéncia de exibicéo do
comportamento de AR induzida pela injecdo da dose de 0,2 nmol de
FEN no MR foi inibida pelo tratamento prévio com a dose de 40 nmol
de PRA (Figura 11A). As varidveis espaco-temporais € 0S outros
comportamentos etoldgicos relacionados a ansiedade e avaliados no
LCE néo foram afetados por nenhum dos tratamentos no MR (Tabela 7).
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Figura 11: Alteracdes na frequéncia de exibicdo do comportamento de avaliacdo de risco apds o tratamento com veiculo (SPG)
ou prazosin (PRA, 40 nmol), 15 min antes do tratamento com veiculo (SAL) ou fenilefrina (FEN, 0,2 nmol), no nicleo mediano
da rafe de ratos saciados. Os valores sdo média + EPM da exibi¢do do comportamento durante 5 min de exposicao ao labirinto em
cruz elevado (A) e 30 min de permanéncia na caixa de registro alimentar (B). *p < 0,05 em relacéo a salina. ANOVA de uma via
e teste de Duncan. A: n=8 animais/tratamento em SPG-SAL e PRA-SAL, n=7 em SPG-FEN e n=6 em PRA-FEN. B: n=7
animais/tratamento exceto em PRA-FEN (n=6).
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Tabela 7. Efeitos do tratamento com veiculo (SPG) ou prazosin (PRA) 15 min
antes do tratamento com veiculo (SAL) ou fenilefrina (FEN) no nicleo mediano
da rafe, sobre varidveis espago-temporais e etoldgicas, durante 5 min de

exposicdo ao labirinto em cruz elevado.

Varidveis SPG-SAL (8) SPG-FEN (7) PRA-SAL (8) PRA-FEN(6) ANOVA
% Entrada nos 27,1+6,6 30,4+5,6 43,2+4,2 24,6+3,8 Fs25= 2,76
bragos abertos
% Tempo nos 9,3+2,5 11,3+2,9 20,9+5,8 7,7+0,8 F325=2,52
bragos abertos
Entrada nos 2,4+0,7 2,9+0,8 5,417 1,7+0,3 F325=0,45
bracos fechados
Total de entradas ~ 6,9+1,7 7,8+1,8 11,743,0 6,5+1,8 F325=1,21
Auto-limpeza 2,0+0,3 3,1+0,8 2,4+0,4 1,5+0,4 F325=1,52
Exploragdo 8,240,7 9,3+1,0 11,0+0,8 11,0+2,0 Fs25=1,48
vertical
Imers&o da 7,240,8 8,1+2,3 12,721 6,2+0,9 Fs25=2,97
cabega

Os valores sdo média + EPM. NUmeros entre parénteses indicam o nimero de
animais por grupo. As variaveis acima possuem valores de p ndo significantes.

Efeitos das injecbes de PRA ou SPG 15 min antes das
injecdes de FEN ou SAL no nucleo MR, sobre os comportamentos
ingestivos e ndo-ingestivos:

A ANOVA de uma via indicou que o consumo de alimento foi
afetado pelos diferentes tratamentos efetuados no ndcleo MR de ratos
saciados (Fs»3 = 5,54; p = 0,005), assim como a laténcia para iniciar a
resposta do consumo de racdo (Fs 23 = 11,52; p = 0,00008), a frequéncia
de exibicdo do comportamento de consumo de racdo (Fz23 = 8,35; p =
0,0006) e a duragéo deste comportamento (Fs,3 = 8,39; p = 0,0005). O
consumo de alimento aumentou estatisticamente ap6s o tratamento com
40 nmol de PRA sozinho no MR (Figura 12A). A hiperfagia apés a
administracdo de PRA foi acompanhada por reducdo na laténcia para
iniciar o consumo de racdo, aumento na frequéncia de exibi¢do do
consumo de racdo e aumento na duracdo deste comportamento (Figuras
12B, 12C e 12D). A administracdo de FEN ap6s o PRA no MR impediu
0 aparecimento da resposta hiperfagica induzida pelo PRA (Figura
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12A). O comportamento ingestivo ndo foi afetado pelos outros
tratamentos (Figura 12).

A ANOVA de uma via também mostrou diferenca significativa
na frequéncia de exibicdo da AR ap6s os diferentes tratamentos
efetuados no nicleo MR de ratos saciados, durante o registro do
comportamento alimentar (Fs2s = 4,06; p = 0,18). O tratamento com
PRA antes da injecdo de FEN no MR, bloqueou o efeito ansiolitico da
administracdo da FEN sozinha no mesmo nucleo (Figura 11B). Os
outros comportamentos néo-ingestivos avaliados na caixa de registro
alimentar permaneceram inalterados ap6s os outros tratamentos no MR
(Tabela 8).

Tabela 8. Efeitos do tratamento com veiculo (SPG) ou prazosin (PRA) 15 min
antes do tratamento com veiculo (SAL) ou fenilefrina (FEN) no nucleo mediano
da rafe de ratos saciados, sobre a duragdo (s) de varidveis ndo-ingestivas,
durante 30 min de registro.

Variveis SPG-SAL (7)  SPG-FEN (7) PRA-SAL (7) PRA-FEN (6) ANOVA
Auto-limpeza 177,4+48,4 201,5+68,9 286,0+64,0 245,8+38,2 Fs323=0,71
Exploracéo 91,3+13,0 235,4+141,1 218,2+70,2 152,0+£31,3 F325= 0,64
do alimento
Exploragdo 118,7+40,0 147,60+60,6 88,6+16,1 81,6+24,0 Fs25= 0,56
vertical
Imobilidade 418,1+146,3 109,0+£27,5 234,0+96,1 255,4+108,4 F323=1,55
Locomocéo 124,6+31,0 112,2421,1 71,0£12,6 55,9+12,3 F323=2,31

Os valores sdo média + EPM. NUmeros entre parénteses indicam o nimero de
animais por grupo. As variaveis acima possuem valores de p ndo significantes.
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Figura 12: AlteragBes na quantidade, laténcia e frequéncia do consumo de alimento, apds o tratamento com veiculo (SPG) ou

prazosin (PRA, 40 nmol) 15 min antes do tratamento com veiculo (SAL) ou fenilefrina (FEN, 0,2 nmol) no nicleo mediano da

rafe de ratos saciados. Os valores sdo média + EPM da exibi¢do do comportamento durante 30 min de registro na caixa alimentar.
*p < 0,05 em relagdo a salina. ANOVA de duas vias e teste de Duncan. n=7 animais/tratamento exceto para PRA-FEN (n=6).
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4.5 Tratamento prévio com o antagonista adrenérgico oy
(YOH) seguido da injecdo do agonista adrenérgico a, (CLO)

A anélise histolégica mostrou que 38 pontos de inje¢do de YOH
ou veiculo, antes das injecdes de CLO ou veiculo, alcancaram o nucleo
MR.

Efeitos das injecdes de YOH ou SPG 15 min antes das
injecbes de CLO ou SAL no MR, sobre o0s comportamentos
relacionados a ansiedade:

A ANOVA de uma via mostrou que ocorreu alteraco estatistica
na frequéncia de exibicdo da AR apds os diferentes tratamentos no
ndcleo MR de ratos saciados, durante a exposi¢do ao LCE (Fs 3, = 13,98,
p = 10°). O tratamento prévio com YOH bloqueou o efeito ansiolitico
da dose de 0,2 nmol de CLO sozinha no MR e o efeito ansiogénico da
dose de 20 nmol da droga no mesmo nucleo (Figura 13). As outras
variaveis etoloégicas e espago-temporais avaliadas no LCE
permaneceram inalteradas ap0s os tratamentos no MR (Tabela 9).
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Figura 13: Alteracdo na frequéncia de exibicdo do comportamento de avaliacdo
de risco apés o tratamento com veiculo (SPG) ou ioimbina (40 nmol), 15 min
antes do tratamento com veiculo (SAL) ou clonidina (0,2 nmol ou 20 nmol), no
nlcleo mediano da rafe de ratos saciados. Os valores sdo média + EPM da
exibicdo do comportamento durante 5 min de exposi¢do ao labirinto em cruz
elevado. *p < 0,05 em relagdo a salina. ANOVA de uma via e teste de Duncan.
n=6 animais/tratamento exceto para SPG-SAL e SAL-CLO 20 (n=7).
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Tabela 9. Efeitos do tratamento com veiculo (SPG) ou ioimbina (YOH) 15 min antes do tratamento com veiculo (SAL), clonidina
0,2 nmol (CLO 0,2) ou clonidina 20 nmol (CLO 20) no nlcleo mediano da rafe, sobre varidveis espago-temporais e etoldgicas,
durante 5 min de exposi¢&o ao labirinto em cruz elevado.

Variaveis SPG-SAL  SPG-CLOO0,2  SAL-CLO 20 YOH-SAL YOH-CLO 0,2 YOH-CLO20  ANOVA
O] (6) 0] (6) (6) (6)

% Entrada nos 26,6+7,5 29,5+8,7 32,8457 34,5+6,4 35,1+8,0 27,4+7,3 Fs32=0,25
bragos abertos
% Tempo nos 8,7+2,5 17,7£3,0 26,6+5,5 33,6+10,8 12,6+4,0 21,9+7,0 Fs32=2,35
bragos abertos
Entrada nos 5,0+1,5 9,0+2,0 9,4+1,3 10,5+0,9 6,7+1,1 8,5+2,4 Fs3,=1,56
bragos fechados
Total de entradas 7.4+2,1 12,742,8 14,4+2,0 17,3£2,9 10,0£1,2 12,5+3,4 Fs3,=1,95
Auto-limpeza 2,1+0,7 0,8+0,4 1,6+0,6 1,240,5 2,7+0,5 1,3+0,4 Fs3,=1,72
Exploracéo 10,6+3,3 13,2+15 11,4+2,1 16,2+2,7 9,8+0,7 11,9+2,3 Fs32=0,89
vertical
Iml;ersao da 6,2+2,0 13,2433 9,0£2,4 18,3+5,0 10,8+1,3 11,2+4,0 Fs3=1,72
cabeca

Os valores sdo média + EPM. NUmeros entre parénteses indicam o nimero de animais por grupo. As variaveis acima possuem

valores de p ndo significantes.
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Efeitos das injecbes de YOH ou SPG 15 min antes das
injecbes de CLO ou SAL no MR, sobre o0s comportamentos
ingestivos e ndo-ingestivos:

A ANOVA de uma via indicou que o consumo de alimento foi
afetado pelos diferentes tratamentos efetuados no ndcleo MR de ratos
saciados (Fs3, = 18,9; p = 10), assim como a laténcia para iniciar a
resposta de consumo de rac&o (Fs.ss = 650,10; p = 10%), a frequéncia de
exibicdo do consumo de racéo (Fs s, = 16,67; p = 10°) e a duragdo deste
comportamento (Fs34 = 9,69; p = 0,000008), durante 30 min de registro
alimentar (Figura 14). O tratamento prévio com YOH no MR bloqueou
o efeito hiperfagico causado pela injecdo da dose de 20 nmol de CLO
sozinha no mesmo nucleo (Figura 14A). O consumo de alimento ndo foi
afetado pelos outros tratamentos (Figura 14A). A hiperfagia apos a
administragdo da dose de 20 nmol de CLO sozinha no MR foi
acompanhada por reducdo na laténcia para iniciar o consumo de racéo,
aumento na frequéncia de exibi¢do do consumo de ragdo e aumento na
duracdo de exibicdo deste comportamento, todavia, estas variaveis
permaneceram inalteradas apds os demais tratamentos (Figuras 14B,
14C e 14D). Os outros comportamentos ndo-ingestivos avaliados
permaneceram inalterados apds os tratamentos no MR (Tabela 10).
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Figura 14: Alteragdes na quantidade, laténcia e frequéncia do consumo de alimento ap6s o tratamento com veiculo (SPG) ou
ioimbina (YOH, 40 nmol), 15 min antes do tratamento com veiculo (SAL) ou clonidina (CLO, 0,2 nmol ou 20 nmol), no nicleo
mediano da rafe de ratos saciados. Os valores sdo média £+ EPM da exibi¢do do comportamento durante 30 min de registro na
caixa alimentar. *p < ,05 em relacéo a salina. ANOVA de duas vias e teste de Duncan. n=6 animais/tratamento, exceto para SPG-
SAL e SPG-CLO 20 nmol (n=7).
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Tabela 10. Efeitos do tratamento com veiculo (SPG) ou ioimbina (YOH) 15 min antes do tratamento com veiculo (SAL),
clonidina 0,2 nmol (CLO 0,2) ou clonidina 20 nmol (CLO 20) no ndcleo mediano da rafe de ratos saciados, sobre a duragéo (s) de
variaveis ndo-ingestivas, durante 30 min de registro.

Varidveis SPG-SAL (7) SPG-CLOO0,2(6) SPG-CLO20(7) YOH-SAL(6) YOH-CLOO,2(8) YOH-CLO 20 (6) ANOVA
Auto-limpeza 177,4+48,5 145,3+£27,1 194,6+32,6 226,4+54,2 192,2+33,0 60,2+17,2 Fs34=0,79
Avaliagio de 1,2+0,4 1,0+0,3 0,7+0,3 0,6+0,2 0,5+0,2 1,0+0,2 Fs34=0,81
risco
Exploragdo do 91,3+13,0 127,0£11,2 134,3+18,3 118,6+17,2 132,5+16,8 48,3+20,1 Fs,34=3,80
alimento
Exploracéo 118,7+40,0 80,0+25,5 73,4+12,0 148,8+30,0 132,0+20,8 43,0£10,8 Fs3.= 2,38
vertical
Imobilidade 407,2+£148,0 276,1+46,6 300,5+95,1 168,0+29,5 132,0+17,6 267,0+134,0 Fs34=1,20
Locomogéo 124,6%31,0 150,3+28,5 181,1+32,6 223,4+55,6 126,7+21,4 82,6+12,7 Fs34=2,18

Os valores sdo média =+ EPM. Numeros entre parénteses indicam o nimero de animais por grupo. As variaveis acima possuem

valores de p ndo significantes.
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RESUMO DOS RESULTADOS

Grupos: Efeitos das injecBes das drogas no ndcleo MR sobre 0s
comportamentos:
Agonistas Relacionados a Ansiedade Alimentares
FEN Ansiolitico Sem alteracdo
(todas (por diminuicdo da AR no
as doses) LCE e na caixa de registro
alimentar)
CLO Ansiolitico Hiperfagia
(0,2 nmol) (por diminuicdo da AR no
LCE)
CLO Ansiogénese Sem alteracdo
(20 nmol) (por aumento da AR no
LCE)
TER Ansiolitico Sem alteragdo
(todas (por diminuicdo da AR e
as doses) aumentoda% TA e
da % EA)
Antagonistas
PRA-FEN Bloqueou 0 efeito | Sem alteragéo
ansiolitico da FEN
PRA-SAL Sem alteragdo Hiperfagia
YOH-CLO Bloqueou 0 efeito | Sem alteragéo
0,2 nmol ansiolitico da CLO 0,2
nmol
YOH-CLO Bloqueou 0 efeito | Bloqueou o efeito
20 nmol ansiogénico da CLO 20 | hiperfagico da CLO 20

nmol

nmol
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5 DISCUSSAO

Comportamentos relacionados a ansiedade:

O presente estudo mostra que durante a avaliagdo dos
comportamentos relacionados a ansiedade no LCE, o tratamento com
FEN no MR manteve os parametros espago-temporais inalterados. Por
outro lado, houve diminuicdo da frequéncia de exibicao da avaliacdo de
risco (AR), uma variavel etolégica, apos a injecdo de todas as doses do
agonista adrenérgico-o; usadas neste estudo. A AR esta positivamente
relacionada a ansiedade e pode ser considerada um dos parametros
etolégicos mais utilizados para avaliagdo do comportamento de
ansiedade no LCE (Rodgers et al., 1997; Setem et al., 1999). Assim,
sugerimos que a ativacdo de receptores adrenérgicos-o; do MR induz
ansidlise, dado que é ratificado pelo tratamento prévio com PRA,
antagonista do receptor adrenérgico-a; no MR, o qual bloqueia o efeito
ansiolitico da FEN. Tendo-se em conta que a estimulacdo de receptores
adrenérgicos-o; do MR facilita a transmissdo serotonérgica (Adell e
Artigas, 1999; Adell et al., 2002) e o tratamento com PRA no MR inibe
a liberacdo de 5-HT em areas de projecdo deste nucleo envolvidas no
comportamento de ansiedade, como a amigdala e o hipocampo
(Rougquier, Claustre e Benavides, 1994; Adell e Artigas, 1999; Solati,
Zarrindast e Salari, 2010), indica-se que o efeito ansiolitico encontrado
no presente estudo seja resultado do aumento da liberacdo de 5-HT em
regides de projecdo do MR. O comportamento de ansidlise parece ser
sitio especifico, pois ndo ocorreu mudanga na frequéncia da AR quando
as doses de FEN foram injetadas em local préximo ao MR, como no
nacleo Pn.

A avaliacdo dos receptores adrenérgicos-a, do MR no controle
da ansiedade, também mostrou que os parametros espago-temporais
permaneceram inalterados apds as injecdes de CLO neste nlcleo.
Contrariamente, a injecdo da maior dose deste agonista aumentou a
frequéncia de exibicdo da AR, assim sugerimos que a ativacdo de
receptores adrenérgicos-o, do MR induz ansiogénese. Como a ativagdo
de receptores adrenérgicos-a, do MR inibe a liberacdo de 5-HT por
terminagdes neurais deste nucleo para suas areas de projecdo (Adell e
Artigas, 1999; Adell et al., 2002), o aumento da ansiedade pode ter sido
mediado por diminuicdo na liberacdo de 5-HT do MR a regifes
prosencefalicas que regulam este comportamento. Verificou-se que o
comportamento de ansiedade causado pela injecdo de CLO no MR foi
blogueado com o tratamento prévio do antagonista adrenérgico-o, YOH
no mesmo nucleo, confirmando que a ativacdo dos receptores
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adrenérgicos-a, do MR controlam a ansiedade. E importante lembrar
que transtornos de ansiedade respondem ao tratamento com alguns
inibidores da recaptacdo seletiva de serotonina (IRSS), usados como
antidepressivos (Baldwin e Tiwari, 2009), os quais bloqueiam a
recaptacdo de 5-HT e aumentam sua quantidade na fenda sinaptica
(Hood et al., 2010), indicando que a diminuicdo da 5-HT sinaptica
promove estados depressivos e de ansiedade, corroborando o dado
apresentado.

Este efeito ansiogénico ndo parece estar circunscrito ao MR,
pois a mesma dose de CLO injetada no MR também aumentou a
frequéncia de exibicdo da AR quando injetada no ndcleo Pn ou na FRm,
regides adjacentes ao MR. Neur6nios serotonérgicos também estdo
presentes no Pn e na FRm, embora em menor quantidade do que no MR
(Happe et al., 2004). Ainda, a presenca de receptores adrenérgicos-a, foi
demonstrada no Pn e na maioria das regides do tronco encefalico
(Happe et al., 2004). Entretanto, ainda ndo ha dados indicando o tipo de
neurbnio que expressa receptores adrenérgicos no Pn e na FRm,
podendo ser ou ndo serotonérgicos. Adicionalmente, a funcdo dos
receptores adrenérgicos nestas estruturas ainda é desconhecida. Nao se
sabe se 0s mecanismos de controle serotonérgico encontrados no MR
ocorrem de forma similar nos ndcleos Pn e na FRm e ainda precisam ser
investigados.

Enquanto a dose mais alta de CLO injetada no MR aumentou a
frequéncia de exibicdo da AR, o tratamento com a menor dose teve
efeito oposto. Este dado indica que a ativacdo de receptores
adrenérgicos-a, do MR também pode causar comportamento ansiolitico.
Deste modo, dependendo da dose utilizada, pode ser observada
ansiolise ou ansiogénese apo6s a injecdo de CLO no MR. Efeitos
conflitantes também séo encontrados ap6s o tratamento com drogas que
modificam a neurotransmissdo serotonérgica no MR. Foi relatado que a
reducdo da atividade de neurdnios serotonérgicos do MR provoca
alteracbes em diferentes parametros usados na avaliagdo do
comportamento de ansiedade em varios modelos de ansiedade (Andrews
et al., 1994; de Almeida et al., 1998; Avanzi e Branddo, 2001; Andrade
e Graeff, 2001; Andrade et al., 2004), incluindo o LCE (de Almeida et
al.,, 1998; Andrade e Graeff, 2001). Embora injecbes no MR de
agonistas 5-HTya resultam em ansidlise, injecdes de WAY 100635,
antagonista de receptores 5-HT;a no MR também causam efeito
ansiolitico (Canto-de-Souza, Nunes-de-Souza e Rodgers, 2002).
Adicionalmente, lesdes (5,7-DHT) de neurdnios serotonérgicos podem
causar ansiogénese (Neto et al., 2002), ansitlise (Andrade e Graeff,
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2001) ou ndo alterar os parametros relacionados a ansiedade no LCE
(Thomas et al., 2000). Tendo-se em conta que a ativacdo de receptores
adrenérgicos-o, do MR reduz a liberagéo de 5-HT deste nicleo (Adell e
Artigas, 1999; Adell et al., 2002), sugere-se que as alteracdes no
comportamento de ansiedade provocadas pela injecdo de CLO no MR
possam ser atribuidas a modificagdes na neurotransmissdo
serotonérgica. E importante relatar que o tratamento com YOH
bloqueou também o efeito ansiolitico da CLO no MR, novamente
mostrando que os receptores adrenérgicos-o, do MR controlam a
ansiedade. Este efeito ansiolitico parece estar relacionado ao sitio de
injecdo da droga, pois a mesma dose de CLO ndo alterou a AR quando
injetada no Pn e na FRm.

O presente estudo mostrou que a inje¢do de todas as doses de
TER no nicleo MR aumentou a % TA e a % EA, dois pardmetros
espaco-temporais relacionados a ansiedade, enquanto as demais
variaveis permaneceram inalteradas apés o tratamento com TER. A
diminuigdo das % TA e % EA, sdo indicativas de aumento do estado de
ansiedade (Setem et al., 1999), assim sugerimos que a estimulacdo de
receptores adrenérgicos-B, do MR tem efeito ansiolitico. Todas as doses
de TER injetadas no MR também causaram diminuicdo da freqiiéncia de
exibicdo do comportamento de AR, reforcando o efeito ansiolitico apds
a ativagdo de receptores adrenérgicos-p, no MR. A TER ndo modificou
outros parametros referentes a exploragdo locomotora como o0 EF e a EV
(Setem et al., 1999), portanto, o aumento da % EA foi atribuido a
preferéncia pelos bracos abertos do LCE, indicativo de diminuigdo da
ansiedade, e ndo a atividade locomotora. A administracdo
intraventricular de outro agonista adrenérgico-p,, o salbutamol, aumenta
0 metabolismo de 5-HT no estriado e no tronco encefélico de ratos in
vivo, efeito que é revertido pela injecdo intraventricular do antagonista
adrenérgico-p propanolol e evidencia a acdo central de receptores
adrenérgicos-p no controle da liberagdo de 5-HT (Waldmeier, 1981).
Diferente dos receptores adrenérgicos-o; € ap, Ndo existe evidéncia da
participacdo dos receptores adrenérgicos-B, na liberacdo de 5-HT do
MR, por conseguinte, o circuito ativado por este receptor €
desconhecido e merece investigacdo. O comportamento de ansidlise
apos as injecdes de TER no MR ndo parece estar circunscrito a este
nucleo, pois a % TA e a % EA aumentaram e a frequéncia de exibi¢do
da AR diminuiu apés o tratamento com todas as doses de TER no
nlcleo Pn.
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Comportamentos ingestivos e ndo-ingestivos:

Este estudo também mostrou que a injecdo de FEN no nucleo
MR manteve inalterada a ingestdo de alimento e, por conseguinte, a
laténcia para iniciar a alimentacdo, a frequéncia da exibicdo deste
comportamento e a duracdo da resposta de ingestdo de alimento em
ratos saciados. Levando-se em consideracdo que a ativacdo de
receptores adrenérgicos-o; do MR aumenta a liberagdo de 5-HT a areas
de projecdo deste nucleo (Adell e Artigas, 1999; Adell et al., 2002), a
auséncia de resposta hiperfagica apds a injecdo de FEN no MR pode ser
atribuida ao toénus adrenérgico elevado, o qual poderia ativar o ténus
serotonérgico inibitério. Esta sugestdo é reforcada pela hiperfagia
causada pelo blogueio dos receptores adrenérgico-a; do MR apés a
injecdo de PRA sozinho. Esta resposta hiperfagica foi acompanhada por
reducdo na laténcia para iniciar a alimentacdo, aumento na duracéo, bem
como aumento na frequéncia da resposta de alimentagcdo. Considerando
gue o tbnus serotonérgico é baixo em animais submetidos a restricao
alimentar quando comparados a ratos saciados (Haider e Hallem, 2000;
Kang et al., 2001; Kaye, 2008), seria importante a realizacdo de
experimentos com animais em restricdo alimentar a fim de reforgar a
funcdo dos receptores adrenérgicos-a; no controle da ingestdo de
alimento. Vale ressaltar que tanto apds estudos de microdialise in vivo
(Adell e Artigas, 1999) como em testes por voltametria (Hopwood e
Stamford, 2001), a frequéncia de disparo de células serotonérgicas do
MR diminuiu apds a injecdo de PRA no MR. Assim, sugerimos que 0S
efeitos ingestivos causados apdés o tratamento com PRA podem ser
mediados por alteragdes na liberacdo de 5-HT do MR a areas de
projecdo envolvidas com a ingestdo de alimento, como os nicleos
hipotalamicos (Prat et al., 2009).

A injecdo de PRA-FEN no MR néo alterou o comportamento de
ingestdo de alimento, dado semelhante ao efeito do tratamento com o
agonista adrenérgico-a; sozinho no MR. Neste estudo, embora a dose de
FEN injetada no MR tenha sido menor do que a dose de PRA injetada
no mesmo nlcleo, a dose do agonista adrenérgico-o, pareceu ser
suficiente para, possivelmente, estimular a liberacdo de 5-HT mediada
por ativagdo de receptores adrenérgicos-a, e reverter o efeito da injecdo
isolada de PRA no MR.

No que tange aos comportamentos ndo-ingestivos, observou-se
diminuicdo da frequéncia de exibicdo da AR durante o registro do
comportamento alimentar ap6s as injecdes de FEN no MR, apontando
efeito ansiolitico. Este dado é similar ao encontrado apds o tratamento
com FEN no MR para avaliagdo da ansiedade no LCE, reforcando a
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sugestdo de que o aumento da liberacdo de 5-HT em areas terminais do
MR pela ativacdo de receptores adrenérgicos-a;, medeia o efeito
ansiolitico. Além da AR, a duracdo do comportamento ndo-ingestivo de
AL também diminuiu, mas somente ap0s a injecdo da dose de 6 nmol de
FEN no MR. Este resultado ndo foi relacionado ao efeito ansiolitico da
FEN, uma vez que foi observado somente na caixa de registro alimentar
e ap6s um Unico tratamento e, também, por ja ter sido considerada
(Setem et al., 1999) uma variavel ndo relacionada a ansiedade.

A avaliacdo dos receptores adrenérgicos-a, no controle da
ingestdo de alimento revelou que o tratamento com a maior dose de
CLO injetada no nacleo MR de ratos saciados induziu hiperfagia
acompanhada por diminuicdo na laténcia para iniciar a alimentagdo e
aumento na frequéncia da alimentacdo. Como a ativacdo de receptores
adrenérgicos-o, diminui a liberacdo de 5-HT do MR (Adell e Artigas,
1999; Adell et al., 2002), a hiperfagia induzida pela CLO poderia ser
atribuida a diminuicdo na disponibilidade de catecolaminas na sinapse,
reduzindo a ativacdo de receptores adrenérgicos-o; e Seus possiveis
efeitos sobre a liberagdo de 5-HT. O efeito hiperfagico induzido pelo
agonista adrenérgico-ay, associado a resposta hiperfagica provocada pela
inibicdo do receptor adrenérgico-a; apéds a injecdo de PRA no MR,
indicam que, nos animais saciados, o circuito adrenérgico da rafe ativa
continuamente uma influéncia inibitoria sobre a ingestdo de alimento,
mediada por receptores adrenérgicos-a; localizados, possivelmente,
sobre neurénios serotonérgicos do MR. As mudancas no comportamento
alimentar induzidas pela CLO parecem estar circunscritas ao MR, haja
vista que nenhuma resposta ingestiva foi observada apds injecoes de
CLO no Pn ou na FRm.

Estudo anterior do nosso laboratério mostrou que a injecdo de
AD no MR causou hiperfagia, reducdo da laténcia para iniciar a
alimentacdo, aumento da frequéncia da alimentacdo e da duracdo da
resposta de ingestdo de alimento (dos Santos et al., 2009). Efeito similar
foi obtido neste estudo ap6s o tratamento com PRA sozinho e da CLO
no MR. A resposta hiperfagica induzida pela injecdo de AD no MR foi
atribuida a reducdo na liberacdo de 5-HT em regides prosenceféalicas
envolvidas no comportamento de ingestdo de alimento (dos Santos et al.,
2009) e os nossos dados sugerem que o receptor adrenérgico-o, é 0
provavel receptor ativado para provocar esta resposta hiperfagica.
Estudo prévio também mostrou que a inje¢do de AD no MR de ratos em
restricdo alimentar induziu hipofagia (Maidel et al., 2007). Os resultados
do presente estudo sugerem que essa resposta hipofagica possivelmente
ocorreu por ativacdo de receptores adrenérgicos-a; encontrados em
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neurdnios serotonérgicos do MR, resultando em aumento da liberacéo
de 5-HT e uma acdo inibitoria indireta na alimentacéo.

A injecdo do antagonista adrenérgico-o, YOH no MR bloqueou
os efeitos dos comportamentos ingestivos induzidos pelo tratamento
com CLO no mesmo nucleo. Estes dados reforcam a especificidade do
efeito hiperfagico mediado pela ativacdo adrenérgica-o, ap6s o
tratamento com CLO no MR. Além disso, a ingestdo de alimento, a
laténcia para iniciar a alimentacdo e a frequéncia e duracdo dos
comportamentos ingestivos ndo foram afetados pelo tratamento com
YOH sozinha no MR, sugerindo que os receptores adrenérgicos-o, nao
foram ativados em condi¢bes de saciedade, em que o ténus
serotonérgico é elevado para areas prosencefalicas, possivelmente
ativado por receptores adrenérgicos-a;.

E estimado que 60% dos neurbnios do MR ndo sdo
serotonérgicos (Leger e Wiklund, 1982). Provavelmente, as
neurotransmissfes gabaérgica ou glutamatérgica no MR (Sotelo et al.,
1990) poderiam ser mecanismos adicionais envolvidos na hiperfagia
resultante da manipulacdo farmacol6gica do circuito adrenérgico do
MR, haja vista que a injecdo no MR dos agonistas gabaérgicos
muscimol (Klitenick e Wirtshafter, 1989; Paris, Mitsushio e Lorens,
1991; Wirtshafter, 2001) e baclofen (Wirtshafter, 2001) e de agonistas
(NMDA) (Wirtshafter e Krebs, 1990) e antagonistas glutamatérgicos
(Wirtshafter e Trifunovic, 1988), aumentaram a ingestdo de alimento em
ratos alimentados (Wirtshafter e Trifunovic, 1988; Klitenick e
Wirtshafter, 1989; Wirtshafter e Krebs, 1990; Paris, Mitsushio e Lorens,
1991; Wirtshafter, 2001).

Ratos tendem a beber quando consomem alimentos sélidos e,
como resultado, qualquer tratamento que aumente a ingestdo de
alimento deveria aumentar a ingestdo de liquido (Wirtshafter, 2001). Por
outro lado, a inibicdo de células do MR pela injecdo de muscimol
aumenta a ingesta de liquido independente da presenca de alimento,
demonstrando que o MR tem influéncia direta no consumo de agua
(Wirtshafter, 2001) mediada pela neurotransmissdo gabaérgica.
Inversamente, nosso estudo ndo mostrou alteragdo na ingestdo de agua,
0 que sugere que 0 circuito adrenérgico-o. do MR ndo participa do
controle deste comportamento. Como 0s comportamentos ndo-
ingestivos permaneceram inalterados ap6s o tratamento com CLO ou
PRA, o efeito hiperfagico obtido com estas drogas ndo pode ser
atribuido a mudancas na atividade motora ou outros comportamentos
ndo-ingestivos.
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Os resultados deste estudo também mostraram que a injecdo de
TER no MR ndo modificou o comportamento alimentar, assim como a
laténcia, a frequéncia e a duracdo da alimentacdo, possivelmente por se
tratar de ratos alimentados. Conforme descrito anteriormente, o efeito
hipofégico induzido pela injecdo de AD no MR de ratos em restri¢do
alimentar pode ter sido causado por ativacdo de receptores adrenérgicos-
ay e a provavel elevacdo do tonus inibitorio serotonérgico (Maidel et al.,
2007). Tendo-se em vista que a AD tem mais afinidade do que a NA por
receptores adrenérgicos-p, (Borkowski, 1990), a auséncia de efeito
ingestivo apo6s a injecdo de NA no MR, associada ao fato de que tanto a
AD quanto a NA sdo agonistas dos receptores adrenérgico-a, foi
atribuida a diferenca de afinidade entre estas catecolaminas e o receptor
adrenérgico-p, (Maidel et al.,, 2007). Ocorre que os resultados do
presente estudo ndo sustentam esta sugestdo, uma vez que o tratamento
com TER ndo modificou a ingestdo de alimento, excluindo a
participacdo de receptores adrenérgicos-B, do MR no controle do
comportamento ingestivo.

Os comportamentos néo-ingestivos permaneceram inalterados
ap6s o tratamento com TER no MR durante o registro na caixa
alimentar, exceto em relacdo as varidveis LOC e AL. A diminuicdo na
duracdo do comportamento de LOC ocorreu ap6s o tratamento com as
doses de 0,2, 2 e 6 nmol de TER no MR, enquanto que a diminui¢do na
duracdo do comportamento de AL foi observado apds as injecGes de 0,2,
6 e 20 nmol da droga no mesmo ndcleo. De maneira geral, os dados
indicam que o tratamento com TER no MR diminui a atividade motora e
essas alteracdes parecem ndo contribuir para o efeito ansiolitico
observado no LCE, uma vez que ocorreram mais tarde, quando 0s
animais estavam dentro da caixa de registro do comportamento
alimentar.

E relevante notar que este estudo analisou o comportamento
alimentar dos animais apds submeté-los durante 5 min ao teste de
ansiedade no LCE, o que poderia alterar o efeito da droga sobre aquele
comportamento. Em outro desenho experimental, 0s mesmos
comportamentos ingestivos e nado-ingestivos deste estudo foram
avaliados imediatamente apdés a injecdo da droga no MR, sem a
avaliacdo da ansiedade, e os resultados foram similares aos obtidos neste
estudo apds o tratamento com CLO e PRA no mesmo nucleo; a injecao
de AD no MR de ratos saciados aumentou a ingestdo de alimento, a
frequéncia da alimentacdo e diminuiu a laténcia para iniciar esta
resposta comportamental (dos Santos et al., 2009). Em um desenho
experimental semelhante ao do presente estudo, em que se avaliaram os
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comportamentos de ingestdo de alimento apos a avaliagdo da ansiedade
no LCE, a injecdo de muscimol e baclofen na concha medial do nucleo
accumbens de ratos saciados mostrou hiperfagia e diminuicdo da
laténcia para iniciar a alimentacdo; baclofen, mas ndo o muscimol,
aumentou a duracéo da alimentacdo (Lopes et al., 2007). Estas respostas
concordam com outros estudos (Stratford e Kelley, 1997; Basso e
Kelley, 1999; Reynolds e Berridge, 2001; Kelley et al., 2005) que
investigaram comportamentos ingestivos imediatamente apos a injecdo
da droga e sem avaliar variaveis relacionadas a ansiedade. Assim sendo,
estes dados demonstram que a avaliacdo da ansiedade durante 5 min no
LCE antes da analise do comportamento alimentar, ndo modifica o
efeito da droga sobre este comportamento.

Correlacdo entre os comportamentos de ansiedade e
alimentares:

As alteracdes relacionadas a ansiedade e ingestdo de alimento
induzidas ap6s o tratamento com FEN, CLO e TER no MR, sugerem
que os circuitos centrais adrenérgicos oy o, € [P, regulam estes
comportamentos de forma independente. No tratamento com FEN,
observou-se que todas as doses diminuiram a frequéncia de exibicdo da
AR no LCE e na caixa de registro alimentar, indicando efeito
ansiolitico, sem causar alteragdo na ingestdo de alimento. A maior dose
de CLO aumentou a frequéncia de exibicdo da AR, o que indica um
efeito ansiogénico, e aumentou a ingestdo de alimento e a frequéncia da
alimentacdo e diminuiu a laténcia para iniciar a alimentagdo; a menor
dose diminuiu a frequéncia de exibicdo da AR, demonstrando efeito
ansiolitico, sem afetar a ingestdo de alimento. O tratamento com todas a
doses de TER diminuiu a freqiiéncia de exibicdo da AR e aumentou a %
TA, indicadores de ansidlise, além de aumentar a % EA contribuindo
com o efeito ansiolitico, sem causar alteracdo no comportamento
alimentar.

Estudos clinicos mostram que complicagbes alimentares e de
ansiedade frequentemente ocorrem simultaneamente, sendo que mais de
70% dos pacientes, tém ao menos um transtorno de ansiedade antes da
desordem alimentar (Inoue et al., 2004). Por outro lado, 63% dos
pacientes com anorexia nervosa e 33% dos pacientes com bulimia
nervosa desenvolvem desordens alimentares antes do transtorno de
ansiedade (Braun et al., 1994). N&do ha um modelo considerado
adequado para explicar a comorbidade entre transtornos de ansiedade e
alimentares (Inoue et al., 2004), além disso, a natureza especifica da
relacdo entre esses transtornos é ainda desconhecida (Godart et al.,
2000). Em nivel neuroguimico, transtornos de ansiedade e alimentares
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apresentam anormalidades no sistema serotonérgico e outros
neurotransmissores (Brewerton, 1995). Assim, pode-se considerar que a
dieta modifica a atividade funcional desses sistemas levando a
alteragdes psicoldgicas e comportamentais (Polivy, 1996). Dessa forma,
sdo recomendados os modelos animais que investigam a relacéo entre 0s
efeitos da ingestdo de alimentos e comportamentos relacionados a
ansiedade.

6 CONCLUSOES

e A ativacdo de receptores adrenérgicos-o; do nicleo MR tem
efeito ansiolitico, enquanto que a ativacdo de receptores adrenérgicos-o,
deste nulcleo causa ansiogénese, sendo que estas respostas
comportamentais parecem ser mediadas, respectivamente, pelo aumento
e diminuicéo da liberacdo de 5-HT do MR.

e Ha uma influéncia adrenérgica tbnica no animal saciado
mediada por receptores adrenérgicos-a; do nudcleo MR, a qual
possivelmente atua sobre o sistema serotonérgico deste nlcleo e inibe o
comportamento ingestivo.

e A ativacdo de receptores adrenérgicos-p, do nicleo MR tem
efeito ansiolitico, sem alterar o comportamento de ingestao de alimento.

e Os comportamentos de ansiedade e alimentares controlados
por circuitos adrenérgicos do MR atuam por vias neurais independentes.
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