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NUNES-DE-SOUZA,V. Bloqueio dos receptores S5S-HT, da substiancia cinzenta
periaquedutal suprime o efeito ansiolitico resultante do antagonismo dos receptores 5-HT;
do nicleo mediano da rafe em camundongos. 2011. 77f. Tese (Doutorado em Ciéncias

Fisioldgicas) — Programa Interinstitucional de Poés-Graduagdo em Ciéncias Fisiologicas
UFSCar/UNESP, Sao Carlos.

RESUMO

Viarias evidéncias apontam o envolvimento de neurdnios serotoninérgicos do nticleo mediano da
rafe (NMnR) na ansiedade. Sabe-se que o bloqueio dos autorreceptores somatodendriticos dos
nlcleos da rafe aumenta a taxa de disparo dos neurdnios serotoninérgicos, promovendo a
liberacdo de serotonina em sitios pos-sinapticos como amigdala, hipocampo e substincia
cinzenta periaquedutal (SCP). Contudo, enquanto a ativacdo de receptores 5-HT;s ou 5-HT, da
amigdala ou hipocampo resulta em aumento da ansiedade em camundongos, a estimulacdo de
ambos 0s receptores na substancia cinzenta periaquedutal resulta em efeitos antiaversivos. Nessa
perspectiva, o presente estudo investigou se o efeito ansiolitico induzido pela desinibi¢do
farmacologica dos neuronios serotoninérgicos do NMnR ¢ suprimido pelo bloqueio dos
receptores 5-HT, da SCP. Para isso, camundongos receberam inje¢des combinadas de
cetanserina na SCP (10 nmol/0,1ul), antagonista dos receptores 5-HTp/2c, seguidas por injegdes
intra-NMnR de WAY 100635 (5,6 nmol/0,1ul), antagonista seletivo dos receptores 5-HT;a. Os
animais foram, entdo, individualmente expostos ao labirinto em cruz elevado (LCE) durante
cinco minutos. Os testes foram gravados para posterior andlise dos indices convencionais e
etoldgicos de ansiedade. Os resultados confirmaram que infusdes intra-NMnR de WAY 100635
(5,6 nmol/0,1ul) reduzem os parametros comportamentais de ansiedade sem alterar indices de
atividade locomotora, ¢ que este efeito ¢ completamente bloqueado pelo pré-tratamento com uma
dose intrinsecamente inativa de cetanserina (10 nmol/0,1ul) na SCP. Dessa forma, estes
resultados sugerem que os receptores 5-HT, da SCP desempenham um papel significativo na
reducdo da ansiedade observada apds a desinibi¢cdo dos neuronios serotoninérgicos do NMnR.



NUNES-DE-SOUZA,V. Blockade of 5-HT2 receptors in the periaqueductal grey matter
(PAG) abolishes the anxiolytic-like effect of S-HT1A receptor antagonism in the median
raphé nucleus in mice. 2011. 77f. Thesis (Doutorado em Ciéncias Fisiologicas) — Programa
Interinstitucional de Pos-Graduacdo em Ciéncias Fisiologicas UFSCar/UNESP, Sao Carlos.

ABSTRACT

Several lines of evidence support the involvement of serotonergic (5-HT) neurons of the median
raphe nucleus (MRN) in anxiety-like behaviour. In this context, it is known that blockade of 5-
HT1A somatodendritic autoreceptors in the midbrain raphe nuclei increases the firing rate of
these neurons, disinhibiting 5-HT release in postsynaptic target areas such as amygdala,
hippocampus and periaqueductal grey matter (PAG). However, while activation of 5-HT or 5-
HT, receptors in forebrain targets such as the amygdala or hippocampus enhances anxiety-like
behaviours in rodents, stimulation of both receptor subtypes in the midbrain PAG markedly
reduces anxiety-like behaviour. In view of these findings, the present study investigated whether
the anti-anxiety effects induced by pharmacological disinhibition of 5-HT neurons in the MRN
are attenuated by the blockade of 5-HT, receptors within the PAG. Mice received combined
intra-PAG injection with ketanserin (10 nmol/0.1 pul), a 5-HT, receptor antagonist, followed by
intra-MRN injection of WAY-100635 (5.6 nmol/0.1 pul), a highly selective 5-HT;s receptor
antagonist. They were then individually exposed to the elevated plus-maze (EPM), with the
videotaped behavioural sessions subsequently scored for both conventional and ethological
measures. The results confirmed that intra-MRN infusion of WAY100635 (5.6 nmol/0.1
ulreduces behavioural indices of anxiety without significantly altering general activity
measures, and further showed that this effect was completely blocked by intra-PAG pretreatment
with an intrinsically-inactive dose of ketanserin (10 nmol/0.1 ul). Together, these results suggest
that SHT, receptor populations located within the midbrain PAG play a significant role in the
reduction of anxiety observed following disinhibition of 5-HT neurons in the MRN.
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1. Medo e Ansiedade

O medo e a ansiedade sdo estados emocionais correlatos, qualificados como
subjetivamente desagradaveis, que sdo acompanhados por sentimentos de apreensao,
insegurangca ¢ um conjunto de alteragdes fisiologicas e comportamentais (NUTT, 1990).
Lader (1981) atribui como causa principal da ansiedade a antecipagdo de um perigo, porém
com auséncia de reconhecimento de uma ameaga real ou, quando existente, a resposta a
ameaca torna-se desproporcional a intensidade da emogao.

Graeff (1990) cita como uma das raizes principais da ansiedade o sentimento de medo,
por ser encontrado em praticamente todas as espécies € que tem como fungdo sinalizar e
preparar o organismo para situacdes de ameaga ou perigo. A diferenca entre os dois estados
emocionais pode ser caracterizada em relagdo aos estimulos e/ou situagdes que os
desencadeiam, de forma que o medo surgiria diante de situacdes claras e evidentes de perigo,
enquanto a ansiedade seria desencadeada por situagdes onde o perigo € apenas potencial,
vago e incerto (BLANCHARD et al, 1990).

Historicamente, o estudo da neurobiologia do medo e da ansiedade teve inicio nos relatos
de Darwin (reimpressao em 2000), em sua obra, “A expressao das emogdes no homem e nos
animais”, a qual afirma que o homem, tendo os animais como seus ancestrais, compartilha
com estes suas emogdes basicas. De acordo com essa perspectiva, o medo e a ansiedade sao
emogdes que apresentam claro valor adaptativo, € que se originam nas reacdes de defesa que
os animais exibem diante de ameacas que podem comprometer sua integridade fisica ou a
propria sobrevivéncia (DEAKIN e GRAEFF, 1991).

Dessa forma, quando nos referimos a ansiedade e ao medo, podemos considera-los como
estados emocionais essenciais dentro do repertorio afetivo humano, uma vez que até
determinado grau, estas emocdes podem favorecer o desempenho em tarefas de natureza

motora e cognitiva. Contudo, quando estas emogdes superam niveis considerados de
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normalidade, interferindo no cotidiano do individuo, estas passam a ser consideradas
patologias do sistema de defesa humano, caracterizando Transtornos de Ansiedade. Assim, a
investigacdo do comportamento defensivo em varios mamiferos (como os roedores) ¢ de
crucial importancia para a compreensao dos mecanismos neurobioldgicos subjacentes aos
estados de medo e ansiedade (GRAY ¢ McNAUGHTON, 2000; BLANCHARD et al, 2001;

GRAEFF e ZANGROSSI, 2002).

2. Reacoes de Defesa

Dentre as varias fontes de perigo com as quais os animais podem se defrontar encontram-
se os confrontos com o predador ou com animais da mesma espécie, estimulos ambientais
tais como altura, iluminagdo, estimulos dolorosos e ambientes ou objetos desconhecidos.
Diante desses estimulos os animais geralmente utilizam uma de quatro estratégias
comportamentais basicas: fuga, imobilidade, ataque defensivo e submissdo. A escolha de
uma estratégia particular leva em consideragdo varios fatores, como as caracteristicas do
ambiente (rota de fuga ou ndo), distancia do estimulo ameagador e experiéncia prévia com o
estimulo ou o ambiente (ADAMS, 1979; MARKS, 1987; BLANCHARD ¢ BLANCHARD,
1988).

As estratégias comportamentais exibidas por roedores (ratos ¢ camundongos) em
situacdes de ameaca foram classificadas de acordo com o nivel de ameaca: potencial ou real;
se real, distal ou proximal. No nivel de ameaga potencial, as estratégias observadas incluem
comportamentos de avaliagdo de risco, caracterizados por movimentos exploratorios
cautelosos e hesitantes, com posturas e movimentos do corpo que possibilitem a
aproximacao ¢ a investigacdo da possivel ameaca. Quando a ameaga ¢ real, sdo observados

comportamentos de fuga ou imobilidade no caso de um estimulo distal e no caso de um
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estimulo proximal (predador muito préximo ou em contato direto com o animal),
comportamentos de fuga ou luta defensiva (BLANCHARD e BLANCHARD, 1988;
BLANCHARD et al, 1997).

Alguns autores sugerem que a distin¢ao entre medo e ansiedade reside exatamente nestas
estratégias comportamentais citadas acima. Assim, quando o estimulo ¢ potencialmente
ameagador, sdo desencadeados comportamentos de avaliacdo de risco, caracterizando um
estado de ansiedade. Quando o estimulo ou situacdo ameagadora ¢ real, os comportamentos
apresentados (luta ou fuga) caracterizariam medo. Dessa forma, modelos animais de medo e
ansiedade favorecem a expressao de comportamentos defensivos frente a situacdes artificiais
ou naturais de perigo, permitindo a compreensdo de suas bases neurobiologicas subjacentes
(BLANCHARD et al, 1993).

A essa andlise etoexperimental, Gray ¢ McNaughton (2000) adicionaram componentes da
teoria da aprendizagem, incluindo estimulos condicionados que sinalizam puni¢dao ou perda
de recompensa (frustracdo) como eliciadores de ansiedade. Esses autores também realcam a
importancia da existéncia do conflito esquiva-aproximagdo e da direcdo da resposta para a
distingdo entre medo e ansiedade. Assim, quando a situagdo permite aproximagdo em
diregdo ao estimulo aversivo, os comportamentos observados de avaliagdo de risco e
inibi¢do comportamental estariam relacionados a ansiedade. Por outro lado, quando a
situacdo oferece somente estratégias de defesa do tipo esquiva ativa e fuga, os
comportamentos estariam relacionados ao medo. Esses autores ainda ressaltam a
importancia dos efeitos de determinados farmacos na diferenciacdo do medo e da ansiedade:
comportamentos relacionados ao medo, tais como fuga e luta sdo insensiveis a compostos
ansioliticos clinicamente testados, como por exemplo, os benzodiazepinicos, enquanto

aqueles relacionados a ansiedade (avaliagdo de risco) sdo sensiveis a essas drogas.
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3. Substrato Neural

Grande parte do conhecimento atual das estruturas encefélicas relacionadas ao medo e
ansiedade provém de estudos classicos da neurofisiologia que utilizaram métodos como a
ablacdo, estimulagdo elétrica e estimulacdao quimica de estruturas encefalicas. Hess e Briigger
(1943) demonstraram que a estimulagdo elétrica do hipotdlamo medial em gatos eliciava
respostas defensivas de luta e fuga, acompanhadas de alteracdes neurovegetativas, que se
assemelhavam as respostas eliciadas por um confronto com um predador. Os seguidores de
Hess confirmaram os achados descritos em 1943, observando que a estimulagdo elétrica de
estruturas como a amigdala e a substancia cinzenta periaquedutal também eliciava respostas
defensivas. Dessa forma, o hipotidlamo medial, a amigdala e a substincia cinzenta
periaquedutal foram agrupados hierarquicamente compondo o Sistema Cerebral Aversivo
(SCA) (para uma revisdo, ver DEAKIN e GRAEFF, 1991; BRANDAO et al, 2003; HETEM

e GRAEFF, 2003).

\

A ativacdo desse sistema estd associada a emissdo de respostas incondicionadas
caracterizadas por intensa atividade motora (acompanhada de saltos) e alteragdes
autonOmicas como elevacdo da pressao arterial, frequéncia cardiaca e respiratoria,
piloere¢do, micgdo, defecacdo e exoftalmia (BRANDAO et al, 1994). Posteriormente, foram
propostas as participagdes do coliculo inferior e de camadas profundas do coliculo superior
nesse sistema. Postula-se que o coliculo inferior seja uma plataforma importante de vias
auditivas, de modo que parece atuar no processamento de informagdes acusticas de natureza
aversiva (BRANDAO et al, 1999). Ja o coliculo superior processa informagdes visuais e
parece atuar no controle de movimentos orientados dos olhos e cabegca, bem como na
mediacdo de comportamentos defensivos e mudangas cardiovasculares que seriam
apropriadas em uma emergéncia, como a presenca de um predador ou um objeto em curso de

colisao (DEAN et al, 1989).
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A organizacdo de respostas condicionadas, por sua vez, ¢ efetuada pelo Sistema de
Inibi¢do Comportamental (SIC), proposto inicialmente pelo psicoélogo britanico Jeffrey Gray.
A ativagdo desse sistema, representado pelo septo e hipocampo, por determinadas classes de
estimulos ambientais (sinais de frustracdo ou punigdo, estimulos ameacadores inatos e
novidade) resultava em inibi¢do comportamental ¢ aumento da vigilancia em animais de
laboratorio. Estudos posteriores demonstraram que as alteragcdes comportamentais produzidas
por lesdo do sistema septo-hipocampal eram as que mais se assemelhavam as produzidas pela
acdo de substancias ansioliticas. Dessa forma, foi proposto que o sistema composto pelo
septo e pelo hipocampo seria o principal substrato neural do SIC e que drogas ansioliticas

aliviariam a ansiedade porque prejudicariam o seu funcionamento (GRAY, 1982).

Posteriormente, Gray e McNaughton (2000) propuseram a integracdo entre o constructo
do SIC e o do SCA, na qual a principal funcdo do sistema septo-hipocampal seria a de
detectar conflitos entre tendéncias de aproximagdo e afastamento da fonte de perigo. Nessa
perspectiva, dois sistemas seriam ativados, o “sistema cerebral de aproximagdo”
(representado principalmente pelo niicleo acumbente) incentivando a busca de satisfacao das
necessidades biologicas como alimento e sexo, e o sistema cerebral aversivo (SCA), gerando
tendéncias de esquiva ou fuga das fontes de perigo inatas ou aprendidas. Nesse caso, 0
sistema septo-hipocampal detectaria ambas as tendéncias (aproximagdo e evitagdo), inibindo
o comportamento e aumentando os niveis de aten¢do, eliciando assim, comportamentos como
a avaliagdo de risco que caracterizam um estado de ansiedade. E importante ressaltar que
quando a fonte de ameaga ndo induz tendéncia de aproximagdo, mas somente esquiva ou

fuga, ndo ha ansiedade e sim medo.

No intuito de revisar e expandir os conceitos da teoria de Gray e McNaughton (2000),
McNaughton e Corr (2004) postularam que as estruturas que comandam as reagdes de defesa

implicadas na ansiedade ¢ no medo estdo igualmente organizadas em uma hierarquia
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funcional (do coértex ao tronco encefalico), atuando de acordo com a distancia
(BLANCHARD ¢ BLANCHARD, 1988; BLANCHARD et al, 1993) em que se encontra da
fonte de perigo. Dessa forma, comportamentos relacionados a ansiedade (ex: avalia¢do risco)
seriam organizados e expressados principalmente por estruturas prosencefalicas como o
cortex, sistema septo-hipocampal e amigdala, embora estruturas anatomicamente mais
caudais como a substancia cinzenta periaquedutal e o hipotdlamo também participem de

maneira sutil no controle de tais comportamentos.

De fato, estudos mostram que além de controlar fundamentalmente comportamentos
relacionados ao medo, tais como fuga e luta (MISSLIN, 2003), a substincia cinzenta
periaquedutal participa da elaboragdo e expressio de comportamentos relacionados a
ansiedade, tais como esquiva e avaliagdo de risco (CAROBREZ et al, 2001; BERTOGLIO et

al, 2005).

4. Nucleo Mediano da Rafe

Os nucleos da rafe (do francés raphé, costura, sutura) sdo formados por um conjunto de
neurdnios que se localizam na linha média do tronco encefalico e constituem a principal
fonte de serotonina (5-HT) do sistema nervoso central (WIRTSHAFTER, 2001; ADELL et
al, 2002; HORNUNG, 2003; WALTHER ¢ BADER, 2003; TAKASE E NOGUEIRA, 2008;
MOKLER et al, 2009). Dahlstrom ¢ Fuxe (1964) demonstraram através da técnica de
histofluorescéncia, a existéncia de nove grupos de células serotoninérgicas (tabela 1) que
foram identificadas como B; a By que se projetam para por¢des superiores do encéfalo e
para o tronco ¢ medula espinhal (BURT, 1993; HOFFMAN e LEFKOWITS, 1996;

CARLSON, 2002).
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Ao longo do bulbo, localizam-se os nucleos da rafe caudais, denominados palido (B;),
obscuro (B, ¢ B4) e magno (B3), os quais se projetam para o tronco encefalico inferior
(KANDEL et al, 2003; VERTES e LINLEY, 2007) e, por meio de trés projecdes paralelas,
para as colunas dorsal, intermédia e ventral da medula espinhal (HORNUNG, 2003). O
nicleo magno envia projecdes para o corno dorsal da medula e estd reconhecidamente

envolvido no controle da dor (KINGSLEY, 2000).

Tabela 1: descrigdo anatomica dos grupos de células serotoninérgicas da
rafe e da formagao reticular, e a classificacdo correspondente apresentada
por Dahlstrom e Fuxe (1964). Adaptada de Tork e Hornung, 1990.

Estrutura contendo neuronios Grupos
serotoninérgicos

Nucleo palido B,
Ntcleo obscuro B>
Nucleo obscuro, parte dorsolateral B4
Nucleo magno B;
Medula oblonga ventrolateral rostral B;
Nucleo reticular paragigantocelular lateral B3
Medula oblonga ventrolateral caudal B
Nucleo mediano, parte caudal B;
Nucleo mediano, parte rostral Bg
Nucleo dorsal, parte caudal B
Nucleo principal dorsal, parte rostral B
Nucleo linear caudal Bg

Nucleo pontino Bg/ By
Regido supralemniscal By

Na ponte e no mesencéfalo estdo os nucleos da rafe rostrais, denominados pontino (Bs),

dorsal (B¢ ¢ B7), mediano (Bs e Bg), linear caudal (Bsg) e supralemniscal (By), os quais, na
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maioria, possuem fibras que ascendem para partes superiores do tronco encefalico e
prosencéfalo basal, desempenhando papéis importantes na regulagcdo do ciclo sono-vigilia e
na modulacdo de comportamentos motivacionais ¢ emocionais. (STAMP ¢ SEMBA, 1995;
KANDEL et al, 2003; VERTES E LINLEY, 2007).

Dentre os nucleos da rafe, o nucleo dorsal (NDR) ¢ mediano (NMnR) sdo os que
apresentam maior numero de neurdnios serotoninérgicos, representando, portanto, a maior
fonte de serotonina oriunda de vias ascendentes (BOBILLIER et al, 1975; AZMITIA e
SEGAL, 1978; MOLLIVER, 1987). As fibras que partem do NDR sao finas e difusas, com
varicosidades pequenas ou granulares (fibras D). Por outro lado, as fibras que partem do
NMnR sdo grossas e apresentam grandes botdes arredondados ou ovais (fibras M), cujos
terminais estabelecem sinapses assimétricas bem definidas com a célula alvo. Estes dois
sistemas provavelmente coexistem em todas as areas do cérebro, mas sua distribuicdo pode
variar consideravelmente: o cortex € a regido que recebe mais intensamente os dois tipos de
fibras; o estriado, hipocampo ventral, amigdala, e nliicleo acumbente recebem inervacao
principalmente do sistema de fibras varicosas finas (a partir do NDR), enquanto o
hipocampo dorsal, hipotdlamo e septo recebem fibras oriundas principalmente do NMnR
(KOSOFSKY e MOLLIVER, 1987; MAMOUNAS e MOLLIVER, 1988; TORK, 1990;
HENSLER, 2006; MOKLER et al, 2009). E importante ressaltar que axonios do NMnR se
distribuem densamente no NDR, o qual envia reciprocas projecdes ao NMnR, sugerindo
uma possivel coordenacdo de ambos os nucleos na liberagdao da serotonina (VERTES et al,
1999).

Entre esses nucleos, o NMnR foi menos estudado em relacdo ao NDR em virtude de seu
tamanho reduzido e de sua profunda localiza¢io no tronco encefalico (ADELL e ARTIGAS,
1999; HOPWOOD E STAMFORD, 2001; ADELL et al, 2002; JUDGE ¢ GARTSIDE,

2006). O NMnR se estende a partir do limite caudal da decussagdo do pedinculo cerebelar
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superior até o nivel do nucleo motor do trigémio (HENSLER, 2006). E dividido em uma
regido mediana (o NMnR propriamente dito), regido paramediana na sua metade caudal e
duas extensodes laterais na formacao reticular. Os neurdnios serotoninérgicos se concentram

na regido mediana, diminuindo a sua quantidade nas divisdes laterais do nucleo (BACKER

etal, 1991).

5. Substincia Cinzenta Periaquedutal

A substancia cinzenta periaquedutal (SCP) ¢ uma estrutura que circunda o aqueduto
cerebral. E subdividida anatomica e funcionalmente em quatro colunas longitudinais ao
longo de seu eixo rostro-caudal, denominadas dorsomedial, dorsolateral, lateral e
ventrolateral devido as suas posi¢des em relacdo ao aqueduto (BEITZ, 1985; CARRIVE,
1993; BANDLER e SHIPLEY, 1994). Os primeiros estudos direcionados a essa estrutura
datam da década de 1930, e concentraram-se em determinar a participagdo da SCP no

processamento da informacgao nociceptiva (MAGOUN et al, 1937).

Além da modulagdao e do processamento da dor, a SCP estd envolvida ainda com a
regulagdo autonOmica, comportamento sexual, comportamento maternal, vocalizacdo e
comportamento predatorio, além do medo e ansiedade (BEHBEHANI, 1995). De fato, a
localizagdo neuroanatdmica ¢ abundantes conexdes aferentes e eferentes com areas motoras,
sensoriais, autonomicas e limbicas (MANTHY, 1982; BEITZ, 1990; BANDLER et al, 1991;
CANTERAS e SWANSON, 1992; CANTERAS, 2002; SEWARDS ¢ SEWARDS, 2002)
confere a SCP um papel importante na modulacao de muitas fungdes fundamentais para a

sobrevivéncia do organismo.
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Dependendo da qualidade do estimulo, ocorre ativagao de colunas especificas da SCP
(CANTERAS e GOTO, 1999; COMOLI et al, 2003). A coluna dorsolateral esta
particularmente envolvida na integracdo de uma resposta comportamental ativa,
caracterizada por comportamentos de luta ou fuga desencadeada por estresse de origem
psicologico, como a exposicdo ao predador, na auséncia de contato fisico (KEAY e
BANDLER, 2001), enquanto a coluna ventrolateral integra uma resposta comportamental
passiva, caracterizada por imobilidade e hiporeatividade a estimulos externos, desencadeada
por estresse inevitavel de origem fisica, como dor muscular ou visceral (VIANNA et al,
2001). A resposta comportamental ativa pode desencadear através de ativagdo secundaria da
SCP ventrolateral, um periodo de resposta passiva no intuito de restabelecer o organismo

(KEAY e BANDLER, 2001).

Evidéncias importantes referentes ao envolvimento da SCP com o medo e ansiedade
foram obtidas por Nashold e colaboradores (1969). Estes autores relataram que a
estimulacdo elétrica da SCP de pacientes neurocirirgicos produziu sentimentos de medo
intenso, panico, desconforto, bem como manifestacdes de morte iminente associados a
alteracdes autondmicas como aumento da frequéncia cardiaca e respiratoéria, sudorese e
piloerecdo semelhantes aos ataques de panico observados na clinica. Diante dessas
evidéncias a SCP tem sido sugerida como uma estrutura chave na modulacdo e expressao de
comportamentos defensivos do tipo luta ou fuga relacionados aos ataques de panico em

humanos (GRAEFF, 1990; JENCK et al, 1995).

No entanto, Mcnaughton e Corr (2004) argumentaram que estruturas anatomicamente
mais caudais como a SCP e o hipotdlamo, além de coordenarem e expressarem
comportamentos intempestivos do tipo luta ou fuga relacionados ao estado de medo,
também participam, juntamente com estruturas prosencefalicas (cortex pré-frontal, sistema

septo-hipocampal e amigdala) do controle de comportamentos defensivos mais elaborados e
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orientados como a esquiva e a avaliacdo de risco, os quais t€ém sido relacionados a

ansiedade.

6. Modelo Animal de Ansiedade: Labirinto em Cruz Elevado

Dentre os principais testes de ansiedade em animais, o labirinto em cruz elevado (LCE)
tem sido o mais amplamente utilizado. O teste, inicialmente proposto por Montgomery
(1955), foi modificado e validado para ratos (HANDLEY e MITHANI, 1984; PELOW et al,
1985) e camundongos (STEPHENS et al, 1986; LISTER, 1987) e ¢ baseado na aversdo
natural de roedores a espacos abertos. O aparato ¢ composto de dois bragos fechados (com
paredes) unidos ortogonalmente a dois bragos abertos por uma plataforma central. Os
indices principais de ansiedade compreendem medidas espaco-temporais de esquiva dos
bragos abertos, enquanto a atividade locomotora ¢ avaliada pelo nimero de entradas nos
bracos fechados (LISTER, 1987; FILE, 1992). O aumento da atividade nos bracos abertos
(medido pelas porcentagens de entradas e tempo gasto nestes locais) indica redugdo da
ansiedade, enquanto mudancas no nimero de entradas nos bracos fechados indicam efeitos
ndo especificos na atividade locomotora (LISTER, 1987; FILE, 1992; CRUZ et al, 1994;
RODGERS e JOHNSON, 1995).

A principal vantagem de modelos como o LCE, os quais ndo envolvem aprendizagem,
em relacdo aos modelos condicionados que empregam punicdo, ¢ a ndo utilizagdo de
estimulos nocivos como choque elétrico ou privacdo de dgua ou comida. Tais estimulos
poderiam interferir no comportamento do animal, e assim dificultar as analises de ansiedade
(PELOW et al, 1985; LISTER, 1990).

Varios trabalhos tém demonstrado uma sensibilidade aumentada em certos procedimentos
e posturas relacionadas ao padrdo defensivo de avaliagdo de risco em roedores (RODGERS
etal, 1992; ADAMEC et al, 1993; CRUZ et al, 1994; SHEPHERD et al, 1994; GRIEBEL et

al, 1996, 1997). Estas medidas etologicas compreendem comportamentos em que o animal
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explora vigorosa e extensivamente o ambiente no intuito de coletar informagdes sobre a
possivel ameaga. Tais comportamentos tém sido relacionados a estados ansiosos, sendo mais
frequentemente executados por camundongos quando comparados a ratos (GRAY e
McNAUGTON, 2000; BLANCHARD et al, 2001).

As esticadas e mergulhos compreendem comportamentos de orientagdo e aproximagao da
ameaga. Os levantamentos caracterizam comportamentos de exploracao vertical. Tais a¢des
tém como fun¢do informar as estratégias comportamentais utilizadas frente a situagdes de
perigo potencial, sendo frequentemente mais sensiveis as agdes de drogas como agonistas
parciais de receptores 5-HT s, que falham em alterar a esquiva dos bragos abertos ou o
fazem em doses que afetam a atividade locomotora (RODGERS et al, 1997, CAROBREZ e

BERTOGLIO, 2005).

7. Serotonina e Ansiedade

A serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT) ¢ uma molécula sinalizadora que
desempenha grande numero de fungdes em muitas espécies e em varios tecidos
(TURLEJSKI, 1996). No sistema nervoso central, este neurotransmissor desempenha papel
regulador de muitas fungdes cerebrais como termorregulagdo, sono, agressdo e ingestao de
alimentos (FELDBERG e MYERS, 1994; JOUVET, 1967; SHEARD, 1969; LUCKI, 1992).
Uma disfun¢do na sinaliza¢do serotoninérgica ¢ um dado importante presente em estados
psicopatologicos como depressdo, distirbios alimentares e ansiedade (PINDER e

WIERINGA, 1993; LEIBOWITZ e SHOR-POSNER, 1986; CHOPIN e BRILEY, 1987).

Os receptores de serotonina sdo divididos em 7 familias (5-HT; a 5-HT5), sendo ainda
subdivididos em 14 subtipos (S—HTlA, S—HTlB, S—HTlD, S—HTlE, S—HTlF, S—HTzA, S—HTzB, 5-

HT,c, 5-HTs 5-HTy, 5-HTsa, 5-HTsg, 5-HTs e 5-HT;) (BARNES e SHARP, 1999). Muitos
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estudos tém enfocado o envolvimento dos receptores do subtipo 5-HT;a, 5-HT,, 5-HT3 e 5-
HT4 nos mecanismos da ansiedade (GOLDBERG e FINNERTY, 1979; COSTALL e
NAYLOR, 1991; KENNETT et al, 1994; FILE et al, 1996; KENNETT 1997; MENARD e
TREIT, 1998; NUNES-DE-SOUZA et al, 2000; CANTO-DE-SOUZA et al, 2002;
FACHINI E CANTO-DE-SOUZA, 2006; MARUCCI e CANTO-DE-SOUZA, 2006;
MARUCCI et al, 2006; CORNELIO E NUNES-DE-SOUZA, 2007; NUNES-DE-SOUZA et
al, 2008; GOMES ¢ NUNES DE SOUZA, 2009). Especial interesse tem sido dedicado aos
receptores do subtipo 5-HT, centrais, dado o fato deste receptor constituir um dos possiveis
alvos de drogas utilizadas no tratamento de disturbios como enxaqueca, esquizofrenia,

depressdo e ansiedade (BAXTER et al, 1995).

A familia dos receptores 5-HT, ¢ composta por 3 subtipos de receptores pds-sindpticos
acoplados a proteina G, conhecidos como 5-HT,a, 5-HT,p € 5-HT,c (BARNES ¢ SHARP,
1999). Embora existam diferencas regionais na distribui¢do dos receptores 5-HT,, todos
estdo presentes no sistema nervoso central (NIC DHONNCHADHA et al, 2003). Foram
identificadas elevadas quantidades de receptores 5-HT»4 no cortex frontal, nicleos da base e
menores niveis em algumas estruturas do sistema limbico como hipocampo, septo e
amigdala (ZIFA e FILLION, 1992; HOYER et al, 1994; POMPEIANO et al, 1994). Os
receptores 5-HT,p estdo concentrados no hipocampo, cortex, mesencéfalo e hipotdlamo
(BONHAUS et al, 1995), embora proteinas receptoras deste subtipo de receptor também
tenham sido encontradas na amigdala lateral e septo lateral de ratos (DUXON et al, 1995,
1997). A maior expressdo de receptores 5-HT,¢ estd presente no plexo corodide, nucleo septal
lateral, nucleo subtalamico, amigdala, hipocampo, substincia negra, cerebelo e substancia
cinzenta periaquedutal (PAZOS et al, 1985; ZIFA e FILLION, 1992; HOYER et al, 1994;
ABRAMOWSKI et al, 1995; WRIGHT et al, 1995; SHARMA et al, 1997, CLEMETT et al,

2000).
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O papel da serotonina na modulacao dos estados de ansiedade pode estar relacionado ao
tipo de estimulo aversivo (condicionado ou incondicionado), além do sitio de ag¢do no
sistema nervoso central (DEAKIN ¢ GRAEFF, 1991; HANDLEY, 1995; GRAEFF et al,
1997). Em 1991, Deakin e Graeff propuseram a teoria do papel dual da serotonina na
ansiedade. Segundo estes autores, a serotonina pode atuar facilitando o comportamento
defensivo, ou inibindo-o, dependendo dos sitios e dos subtipos de receptores

serotoninérgicos que atuam no sistema nervoso central.

No sistema nervoso central, os corpos celulares dos neurdnios serotoninérgicos sao
encontrados principalmente nos nucleos dorsal (NDR) e mediano (NMnR) da rafe
(BOBILIER et al, 1975; AZMITIA e SEGAL, 1978; VERTES et al, 1999). Sabe-se que o
NMnR possui alta densidade de receptores 5-HT;s, que atuam como autorreceptores
somatodendriticos que regulam a sintese e liberacdo de serotonina nas suas areas de proje¢ao
(AGHAJANIAN, 1972; ADELL et al, 1993; KIA et al, 1996; HALL et al, 1997;
KALSNER, 2000, WALTHER e BADER, 2003; TAKASE e NOGUEIRA, 2008;
MOKLER et al, 2009). Dessa forma, a ativacdo desses receptores por agonistas como o 8-
OH-DPAT inibe o disparo dos neurdnios serotoninérgicos e diminui a libera¢do de
serotonina em sitios pds-sindpticos, enquanto o bloqueio desses mesmos receptores por
antagonistas seletivos como o0 WAY 100635, leva a um aumento na taxa de disparo desses
neurdnios como resultado do bloqueio da inibicao tonica exercida pela serotonina endégena
(ADELL et al, 1993; FORNAL et al, 1996; MUNDEY et al, 1996; McQUADE e

SHARP,1997; DUDLEY et al, 1999; HADDJERI et al, 2004).

Viarios estudos tentam esclarecer a relacdo entre serotonina e ansiedade, contudo, a
maioria dos resultados aponta inconsisténcias que devem ser consideradas. Assim, algumas
evidéncias indicam que a ansiedade estd ligada a um aumento na ativacao da via que liga o

NMnR ao hipocampo. Por exemplo, lesdes eletroliticas € quimicas do NMnR resultaram em
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diminui¢do dos indices de ansiedade no LCE e teste claro escuro quando os animais foram
submetidos a um estimulo estressor 24 horas antes dos testes (ANDRADE ¢ GRAEFF,
2001). Similarmente, microinje¢des de agonistas 5-HT;5 (como o 8-OH-DPAT) no NMnR
diminuiram os indices da ansiedade em testes como o LCE, labirinto em T elevado (LTE),
interagdo social, claro-escuro e condicionamento contextual (CARLI ¢ SAMANIN, 1988;
ANDREWS et al, 1994; DE ALMEIDA et al, 1998; AVANZI ¢ BRANDAO, 2001;
AVANZI et al, 2003; SILVA et al, 2004; DOS SANTOS et al, 2005; BORELLI et al, 2005;
DOS SANTOS et al, 2008). Em todos esses casos, a redugdo da ansiedade foi decorrente da
supressao da via serotoninérgica que liga o NMnR ao hipocampo. Em contrapartida, Canto-
de-Souza et al, (2002), reportaram que inje¢des intra-NMnR de WAY 100635, diminuiram
os parametros de ansiedade em camundongos avaliados no LCE. Como a ativacdo de
receptores 5-HT4 ou 5-HT, do hipocampo ¢ da amigdala tanto de ratos (ALVES et al,
2004; CRUZ et al, 2005), como de camundongos (NUNES-DE-SOUZA et al, 2000;
NUNES-DE-SOUZA et al, 2002; CORNELIO ¢ NUNES-DE-SOUZA, 2007) resulta em
efeitos ansiogénicos, estes autores propuseram que os dados obtidos em 2002 poderiam estar
relacionados a acdo da serotonina em outros sitios pds-sindpticos que também recebem

inervagdo do NMnR.

A substancia cinzenta periaquedutal (SCP) ¢ uma complexa estrutura mesencefalica que
recebe inervacdo do NMnR (VERTES et al, 1999) e cujo papel na regula¢do de respostas
defensivas ¢ bem conhecido (BANDLER et al, 1985; CARRIVE, 1993; GRAEFF, 1994;
LOVICK, 1994; DE OCA et al, 1998). Numerosos estudos demonstraram que a estimulagao
elétrica ou quimica da por¢do dorsal da SCP induz a emissdo de respostas vigorosas de
defesa, como fuga e saltos que se alternam com posturas de congelamento em ratos e
camundongos (DI SCALA, et al, 1984; BANDLER et al, 1985; AGUIAR et al, 2006;

CARVALHO-NETO et al, 2006; MIGUEL e NUNES-DE-SOUZA, 2006). Estas respostas
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defensivas que sao muito similares as eliciadas pela exposicdo a predadores naturais
(BLANCHARD ¢ BLANCHARD, 1988), sao atenuadas pela ativacao de receptores 5-HT 5
ou 5-HT, da SCP (DEAKIN ¢ GRAEFF, 1991; GRAEFF et al, 1996; GRAEFF et al, 1997;

CASTILHO et al, 2002; GRAEFF, 2004; OLIVEIRA et al, 2007).

Alguns trabalhos j& demonstraram a existéncia de expressao significativa da proteina do
receptor 5-HT,c nas regides dorsal, lateral e ventral da SCP (PAZOS et al, 1985;
ABRAMOWSKI et al, 1995; CLEMETT et al, 2000). No6s recentemente demonstramos que
infusdes intra-SCP de mCPP, um agonista 5-HT,p/»c, reduziu os indices de ansiedade em
camundongos avaliados no LCE, efeito que foi completamente bloqueado pelo pré-
tratamento, na mesma estrutura, com cetanserina, um antagonista 5-HT, (NUNES-DE-
SOUZA et al, 2008). A hipdtese de que a serotonina exerce efeito ansiolitico agindo sobre
os receptores 5-HT,c na SCP ¢ fortalecida com os resultados obtidos por Gomes e Nunes-
de-Souza (2009), que observaram que inje¢des intra-SCP de DOI (agonista preferencial 5-
HT>4) ndo alteraram os pardmetros de ansiedade, enquanto microinjegdes intra-SCP de MK-
212 (agonista 5-HT,c) resultaram em efeito ansiolitico em camundongos ja na primeira
exposi¢do ao LCE. Na realidade, estes autores constataram que as microinje¢des intra SCP

de DOI atenuam a ansiedade de camundongos somente em uma segunda exposi¢ao ao LCE.

Como o NMnR também envia projecdes para a SCP (VERTES et al, 1999), onde a
serotonina exerce quase que invariavelmente efeitos antiaversivos atuando principalmente
sobre os receptores 5-HT,c, o presente estudo teve por objetivo avaliar se o efeito
ansiolitico produzido pelo bloqueio dos receptores 5-HT;4 do NMnR ¢ suprimido pelo pré-
tratamento com cetanserina, um antagonista 5-HT,snc, microinjetado na SCP de

camundongos submetidos ao LCE.
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OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo geral investigar a participacdo da via que liga o

NMnR a SCP na modulacao da ansiedade em camundongos avaliados no LCE.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Confirmar o efeito ansiolitico obtido a partir de injecdes de WAY 100635 no NMnR de

camundongos avaliados no LCE.

- Investigar se o efeito ansiolitico resultante do bloqueio dos receptores 5-HT;o do
NMnR ¢ suprimido pelo pré-tratamento intra- SCP com cetanserina, um antagonista 5-

HT,a/c, em camundongos avaliados no LCE.
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1. Sujeitos

Foram utilizados camundongos da cepa Sui¢o-albino, machos pesando entre 25-30g
provenientes do biotério central da Universidade Federal de Sao Carlos — UFSCar. Os
animais foram agrupados em grupos de 10 em gaiolas coletivas (41 x 34 x 16 cm), mantidos
em condi¢des controladas de temperatura (24 + 1°C), umidade (55 = 5 %), luz (ciclo
claro/escuro de 12 horas, luzes acesas as 7:00 horas) e livre acesso a alimento e agua, exceto

durante as breves sessoes de teste.
Os procedimentos deste estudo foram realizados de acordo com os preceitos da
Sociedade Brasileira de Neurociéncia ¢ Comportamento (SBNeC) para o trabalho com
animais de laboratério e aprovados pelo comité de ética da Universidade Federal de Sao

Carlos (043/2008).

2. Drogas

WAY100635 (N - {2 - [ 4 -( 2- metoxifenil )-1- piperazina ] etil } - N - (2-piridinil)
ciclohexacarboxiamida triidrocloreto) e cetanserina (3-[2-[4-(4-fluorobenzoil)-1-piperidinil]
etil]-2,4 [1H,3H]- quinazolinediona tartarato) (Tocris Cookson Inc., Ballwin, USA) foram

dissolvidas em veiculo (solugao salina 0,9% ¢ 10% deTween 80).

As doses de WAY 100635 (5,6 nmol/0,1ul) e cetanserina (10nmol/0,1ul) foram baseadas
em estudos prévios (CANTO-DE-SOUZA et al, 2002; SOARES ¢ ZANGROSSI, 2004;

NUNES-DE-SOUZA et al, 2008).

3. Cirurgia e injecao de drogas
Os animais receberam implanta¢do craniana de canulas-guia (25gauge) de 7 mm de

comprimento na SCP e de 12 mm de comprimento no NMnR, ambas sob dngulo de 26° em
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relagdo ao eixo vertical, apds anestesia com solugdo de cetamina (100mg/kg) e xilasina
(10mg/kg) i.p. (MESSIER et al, 1999). As canulas foram fixadas com cimento acrilico com
base nas coordenadas estercotaxicas definidas pelo Atlas de Franklin e Paxinos (1997):
SCP: 4,1 mm posterior ao bregma , +1,3 mm lateral a linha média e -1,2 mm ventral a
superficie craniana. NMnR: 3,7 mm posterior ao bregma , +2,2 mm lateral a linha média e -
3,4 mm ventral a superficie craniana.

As pontas das canulas-guia foram posicionas + 2,0 mm dorsal as estruturas alvo. Um
mandril, o qual foi removido durante o procedimento de injecdo, foi inserido no interior das
canulas-guia para evitar problemas de obstrucdo e para reduzir contaminagdo. A analgesia
pos-operatoria foi realizada durante 3 dias adicionando paracetamol (200mg/ml) a dgua dos
animais em uma razdo de 0,2 ml de paracetamol para 250ml de 4gua (concentragdo final:
0,16mg/ml).

As solugdes foram injetadas na SCP ¢ no NMnR através de agulhas de inje¢do cujo
comprimento ultrapassava 2,0 mm as pontas das canulas-guia. Cada agulha de injecao foi
conectada por meio de um tubo de polietileno (PE-10) a uma microsseringa Hamilton de
10ul. Uma bomba de infusdo (Insight BI 2000 — Equipamentos cientificos Ltda, Brasil) foi
programada para injetar 0,1ul de solugdo na SCP e no NMnR durante 60 segundos. O
movimento de uma pequena bolha de ar no tubo de polietileno antes, durante e depois da

injecdo confirmou o fluxo da solugao.

4. Equipamentos e procedimentos

O labirinto em cruz elevado (LCE) (Fig.2) consiste de dois bragos abertos (30 x 5 x 0,25
cm) unidos por uma plataforma central (5 x 5 cm) a dois bragos fechados constituidos de
vidro transparente (30 x 5 x 15 cm). O aparato fica elevado do solo a 38,5 cm (modificado

de LISTER, 1987).
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Apos um periodo de recuperacao de 5 dias ap6s a cirurgia, os animais receberam injegoes
das solugdes de cetanserina (0 ou 10 nmol/0,1 pl) na SCP e depois de um periodo de 10
minutos, de WAY 100635 (0 ou 5,6 nmol/0,1 pl) no NMnR. Cinco minutos apos a ultima
injecdo, os animais foram colocados individualmente sobre a plataforma central do LCE
com a cabeca voltada para um dos bragos abertos. Os grupos formados foram:
veiculo+veiculo (V+V), veiculo + WAY 100635 (V+WAY), cetanserina + veiculo (CET+V)
e cetanserina + WAY 100635 (CET+WAY). Foi permitido aos animais explorar o aparato
durante 5 minutos. Apds este periodo, o labirinto era limpo com algoddo umedecido em
solugdo de alcool a 20% (v/v) e seco com papel toalha. Os testes foram conduzidos durante a
fase clara do ciclo de luz. Todas as sessdes foram gravadas por uma camera (Panasonic-
X12) posicionada em um angulo de aproximadamente 45°, para posterior analise dos

resultados.

Figura 1: Labirinto em Cruz Elevado (Modificado de Lister, 1987)
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5. Analise comportamental
Os comportamentos foram avaliados através da analise das fitas gravadas, por um
observador treinado, utilizando o programa de analise etoldgica X-Plo-Rat, (BECERRA-
GARCIA et al, 2005). Os comportamentos analisados envolveram tanto os parametros

convencionais (LISTER, 1987), quanto os etologicos (RODGERS et al, 1997).

Medidas Convencionais: Freqliéncia de entradas nos bragos abertos e fechados (a entrada
em um braco definida pelo cruzamento das quatro patas no interior do brago) e duragdo do
tempo gasto nestes compartimentos e na plataforma central. Estes dados foram usados para
o célculo das porcentagens de entrada e tempo de permanéncia dos animais nos bragos

abertos: [(Freqiiéncia entradas/total) x 100] e [(Tempo no compartimento/300) x 100].

Medidas Etologicas: Freqiiéncia de levantamentos (Rearing- elevacao do corpo sobre as
patas traseiras), mergulhos (head-dipping- movimentos exploratorios da cabega/ombros em
direcao ao solo), posturas de esticar o corpo (stretched attend postures (SAP)— movimentos
que consistem em esticar o corpo e retrai-lo a posi¢do original, sem ocorréncia de
locomog¢ao) e duragdao de imobilidade. Como os sinais de tigmotaxia sao importantes para a
exploracdo no LCE (TREIT et al, 1993), os comportamentos de mergulhar e esticar o corpo
foram diferenciados quanto ao local de sua ocorréncia no labirinto. Os bragos fechados e a
plataforma central foram designados areas “protegidas” do labirinto, enquanto os bragos
abertos foram designados como areas “desprotegidas” (RODGERS e JOHNSON, 1995). Os
dados coletados nestes compartimentos sdo mostrados na forma de total e porcentagem

[(freqiiéncia protegido/total) x 100] de cada comportamento.
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6. Histologia
Apds o término dos experimentos os animais receberam inje¢ao de 0,1 pl de uma solugao
de 1% de azul de metileno na SCP e no NMnR de acordo com o procedimento descrito para
a injecdo de drogas. Os animais receberam uma dose de anestésico 3 vezes maior que a
usualmente utilizada para a anestesia [solu¢do de cetamina (100mg/kg) e xilasina (10mg/kg)
i.p.], foram decapitados, seus encéfalos foram removidos e acomodados em recipientes
contendo solugdo de formalina a 10% para, posteriormente, sofrerem sec¢des coronais de
80 micrometros (um) ao longo do trajeto das canulas. As sec¢des foram inspecionadas
através de um microscopio (Olympus B202) e a visualizagdo da dispersdao do azul de
metileno indicou os locais das inje¢des. Os animais cujas injegdes ndo atingiram a SCP ¢ o
NMnR foram excluidos da analise estatistica em func¢do da variedade de estruturas atingidas,

o que impossibilitou a formacao de um grupo para anélise.

7. Analise estatistica

Todos os dados foram inicialmente submetidos ao teste de homogeneidade das variancias
de Levene. Quando necessario, os dados foram transformados em logl0, raiz quadrada ou
raiz cubica antes de serem submetidos a analise de variancia (ANOVA) de dois fatores
(fator 1: pré-tratamento — cetanserina) e (fator 2: tratamento — WAY100635). Quando
apropriado, os resultados foram submetidos ao teste de comparagdes multiplas de Duncan.

Os valores de P < 0,05 foram considerados significativos.
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A analise histoldgica confirmou canulagdo positiva na SCP e no NMnR em um total de
31 animais. Canulagdes negativas foram identificadas em 49% dos animais. Cabe salientar
que uma das principais dificuldades metodoldégicas do presente estudo foi a canulagdo no
NMnR, uma estrutura de tamanho reduzido localizada em uma regido de dificil acesso no
tronco encefalico.
Apenas os sujeitos cujos sitios de injecao estavam localizados na SCP e no NMnR foram
incluidos na analise estatistica. Os seguintes grupos foram formados: Veiculo+Veiculo
(V+V) (n=7); VeiculotWAY 100635 (V+WAY) (n=8); Cetanserina+Veiculo (CET+V)

(n=8) e CetanserinatWAY 100635 (CET+WAY) (n=8).



Bregma -4.16 mm

Figura 2: Representagdo esquematica dos sitios de injecdo na
coluna dorsal da SCP de camundongos (Franklin e Paxinos, 1997).
O numero de pontos ¢ menor que o niumero total de animais devido
a sobreposicao.
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Breama -4.04

Breama -4.16

Bregma -4.48

Figura 3: Representagdo esquematica dos sitios de inje¢do no NMNR
de camundongos (Franklin e Paxinos, 1997). O niimero de pontos é
menor que o numero total de animais devido a sobreposi¢ao.
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A Figura 4 mostra os efeitos da injecdo combinada de cetanserina na SCP (0 e 10
nmol/0,1ul) e WAY 100635 (0 e 5,6 nmol/0,1ul) no NMnR de camundongos avaliados no
LCE. A ANOVA de dois fatores (fator 1: pré-tratamento — SCP) (fator 2: tratamento —
NMnR) ndo apontou diferenga significativa nas entradas nos bracos fechados para o pré-
tratamento (F(27) = 0,04, P > 0,05), tratamento (F(; 27 = 2,04, P > 0,05) e interagdo pré-
tratamento e tratamento (F; 27y = 0,22, P> 0,05) (P> 0,05).

A andlise estatistica indicou diferenga significativa para o tratamento na porcentagem de
entradas nos bracos abertos (F(127) = 6,43, P < 0,05) e auséncia de efeitos para o pré-
tratamento (F27) = 2,64, P > 0,05) e interacdo entre pré-tratamento e tratamento (F(j27) =
2,03, P < 0,05). O teste de Duncan revelou aumento significativo na porcentagem de
entradas nos bragos abertos para o grupo (V+WAY) em relagdo ao grupo (V+V) (P < 0,05)
e diminuicdo significativa para os grupos (CET+V) e (CET+WAY) em relagdo ao grupo
(VEWAY) (P < 0,05). Com relagdo a porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos, a
ANOVA de dois fatores apontou diferenga significativa para o pré-tratamento (F(; 27) = 4,43,
P <0,05), tratamento (F(; 27) = 4,83, P < 0,05) e interacdo pré-tratamento e tratamento (F(; 27
= 5,72, P <0,05). A andlise pos-hoc indicou aumento na porcentagem de tempo gasto nos
bragos abertos para o grupo (V+WAY) em relagdo ao grupo controle (P < 0,05) e
diminui¢do na porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos para os grupos (CET+V) e

(CET+WAY) quando comparados ao grupo (V+WAY) (P < 0,05).
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Figura 4: Efeito da injecdo combinada de cetanserina na SCP (0 e 10
nmol/0,1ul) e WAY 100635 no NMNR (0 e 5,6 nmol/0,1ul) de camundongos
sobre a frequéncia de entradas nos bracos fechados e porcentagem de
entradas nos bracos abertos do LCE. Os dados representam a média + EPM
(n=17-8).

*P < 0,05, comparado ao grupo controle (V+V) (ANOVA de duas vias

seguida do teste de Duncan).
# P < 0,05, comparado ao grupo (V+tWAY) (ANOVA de duas vias seguida

do teste de Duncan).

A Tabela 2 mostra os efeitos da injecdo combinada de cetanserina na SCP (0 e 10
nmol/0,1ul) e WAY 100635 (0 e 5,6 nmol/0,1ul) no NMnR nos demais comportamentos

avaliados no LCE.
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A andlise estatistica nao revelou diferenca significativa para o total de entradas com
relagdo ao pré-tratamento (F(i27) = 2,29, P > 0,05), tratamento (F(;,7 = 0,01, P > 0,05) e
interagdo entre pré-tratamento e tratamento (F(; 27y = 0,30, P > 0,05). No que diz respeito as
entradas nos bragos abertos a ANOVA de duas vias indicou diferenca significativa para o
pré-tratamento (F27) = 5,00, P < 0,05), mostrando auséncia de significAncia para o
tratamento (Fq27) = 3,72, P > 0,05) e interacdo entre pré-tratamento e tratamento (F(;27) =
1,37, P> 0,05). O teste de Duncan revelou aumento significativo para as entradas nos bracos
abertos para o grupo (V+WAY) em relagdo ao grupo (V+V) e diminui¢do neste mesmo
parametro para o grupo (CET+WAY) em relacdo ao grupo (V+WAY) (P < 0,05). A
respeito dos dados referentes a porcentagem de tempo gasto nos bragos fechados, a andlise
estatistica mostrou diferenga significativa somente para o tratamento (F(;27) = 17,96, P <
0,05), ndo indicando significancia para o pré-tratamento (F(; 27) = 0,83, P > 0,05) e interagdo
entre pré-tratamento e tratamento (F(;27) =0,56, P > 0,05). O teste de Duncan indicou
diminui¢do significativa para a porcentagem de tempo gasto nos bracos fechados para os
grupos (V+WAY) e (CET+WAY) em comparagdo ao grupo controle (P < 0,05). Com
relacdo a porcentagem de tempo gasto no centro, a ANOVA de duas vias apontou diferenca
significativa para o pré-tratamento (F(127) = 7,43, P < 0,05) e auséncia de efeitos para o
tratamento (F(; 27 = 10,07, P > 0,05) e interagdo entre pré-tratamento e tratamento (Fj27) =
35,51, P> 0,05). A andlise pos-hoc indicou diminui¢ao na porcentagem de tempo no centro
para os grupos (V+WAY) e (CET+V) em relacdo ao grupo controle (P < 0,05). O teste
mostrou ainda aumento neste mesmo indice para o grupo (CET+WAY) em comparagdo ao

grupo controle (P < 0,05).

Com relacdo aos indices etologicos, a ANOVA de dois fatores indicou diferenga
significativa para o total de esticar para o pré-tratamento (F.7 = 10,0, P < 0,05) e

tratamento (F(127) = 15,32, P < 0,05) e auséncia de efeitos para a interagdo entre pré-
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tratamento e tratamento (F(j 27y = 3,98, P > 0,05). O teste de Duncan mostrou diminui¢do no
total de esticar para o grupo (CET+V) em relagdo ao grupo controle (P < 0,05). A andlise
estatistica também apontou diferenca significativa na porcentagem de esticar protegido para
o pré-tratamento (F(27) = 4,48, P < 0,05) e auséncia de efeitos para o tratamento (F(;27) =
3,17, P > 0,05) e interagdo entre pré-tratamento e tratamento (F127) = 2,47, P > 0,05). A
analise pos-hoc indicou diminui¢do na porcentagem de esticar protegido para o grupo

(V+WAY) em relacdo ao grupo (V+V) e (CET+WAY) (P <0).

A ANOVA de dois fatores ndo apontou diferenga significativa para o total de mergulhos
no pré-tratamento (F 27y = 0,01, P > 0,05), tratamento (F(;27) = 0,38, P > 0,05) e interacdo
entre pré-tratamento e tratamento (F(; 27 = 0,38, P > 0,05). Também nao revelou diferenca
significativa para a porcentagem de mergulhos protegidos no pré-tratamento (F(; 27 = 0,83,
P >0,05), tratamento (F(127) = 2,42, P > 0,05), e interagdo entre pré-tratamento e tratamento
(Fu27) = 0,46, P > 0,05). Com relagdo ao total de levantamentos, a andlise estatistica ndo
indicou diferenga significativa para o pré-tratamento (F(; 7 = 0,13, P > 0,05), tratamento
(Fau27) = 0,08, P > 0,05) e interagdo entre pré-tratamento e tratamento (F( 27 = 0,08, P >
0,05). A ANOVA de dois fatores apontou diferenca significativa com relagdo ao total de
imobilidade para o pré-tratamento (F(i27) = 4,25, P< 0,05), e auséncia de efeitos para o
tratamento (F(;27) =0, P > 0,05) e interagdo entre pré-tratamento e tratamento (F(27) = 0, P
> 0,05). O teste de Duncan, entretanto, ndo confirmou o efeito no total de imobilidade para o

pré-tratamento (P > 0,05), assim como para as demais condi¢des experimentais (P > 0,05).



Tabela 2. Efeito da inje¢do combinada de cetanserina na SCP (0 e 10 nmol/0,1ul) e WAY 100635
(0 e 5,6 nmol/0,1ul) no NMnR de camundongos avaliados no LCE.

Comportamentos Veiculo (V) V + WAY CET+V CET + WAY
0+0 0+5,6 10+0 10 +5,6
Total Entradas 17,4+0,6 18,7+ 1,4 16,2 +2,1 15,6 £1,1
Entradas BAs 7,4+0,6 10,5+ 1,4 * 6,3+0,7 7,1+0,6#
% Tempo BFs 38,0+ 1,6 27,1 £2,8* 43,3+47 27,6 +1,7*
% Tempo Centro 30,6 £1,6 252 +£2,1% 243+1,9* 42,2 +1,5%
Total Mergulhos 15,5+3,2 19,8 +3,9 18,1 +£3,2 19,3 +2,1
% Mergulho Protegido 58,7+ 10,5 39,0 £ 8,0 60,8 £ 11 53,0+5,4
Total Esticar 57,2 +4,8 66,1 +£5,5 33,5+4,9* 60,7 +3,3
% Esticar Protegido 47,6 4,5 29,9 + 3,8%* 53,7+8,1 52,6 £3.4#
Total Levantamentos 7.8+1,1 7,7+1,2 8,3+2,3 8,3+1,.2
Total Imobilidade 0+0 0+0 14,8 £9,8 0+0

Os dados representam a média = E.P.M dos demais comportamentos avaliados no LCE. BAs = Bragos

Abertos; BFs= Bragos Fechados (n= 7-8)

* P <0,05, comparado ao grupo controle (ANOVA de duas vias seguida do teste de Duncan).

# P < 0,05, comparado ao grupo (V+WAY) (ANOVA de duas vias seguida do teste de Duncan).

Tabela 3. Diferenca entre os comportamentos avaliados no LCE apos injecdo combinada de
cetanserina na SCP (0 e 10 nmol/0,1ul) e WAY 100635 (0 e 5,6 nmol/0,1ul) no NMnR de

camundongos.
Comportamentos Veiculo (V) V + WAY CET+V CET + WAY
0+0 0+5,6 10+ 0 10+ 5,6

Total Entradas _ _ _ —
Entradas BAs _ T* _ L#
% Tempo BFs _ L* _ *
% Tempo Centro _ L * }* T*
Total Mergulhos _ _ _ _

% Mergulho Protegido _ . _ _
Total Esticar . _ * _

% Esticar Protegido B l* _ T #

Total Levantamentos

Total Imobilidade

Os dados representam a diferenca entre os comportamentos avaliados no LCE. BAs = Bragos Abertos;
BFs= Bragos Fechados (n= 7-8)

- auséncia de diferenca significativa; 1 aumento significativo; | diminuicao significativa
* P <0,05, comparado ao grupo controle (ANOVA de duas vias seguida do teste de Duncan)
# P < 0,05, comparado ao grupo (V+WAY) (ANOVA de duas vias seguida do teste de Duncan)
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DISCUSSAO
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O presente estudo investigou o papel dos receptores 5-HTa2c localizados na SCP no
efeito ansiolitico induzido por infusdes intra-NMnR de WAY 100635, um antagonista
seletivo dos receptores 5-HT 4. Os resultados deste trabalho sugerem que o bloqueio dos

receptores 5S-HT,anc da SCP suprime o efeito ansiolitico resultante de infusdes intra- NMnR

de WAY 100635 em camundongos expostos ao LCE.

Em 2002, Canto-de-Souza e colaboradores reportaram que inje¢des intra-NMnR de
WAY100635 diminuiram os indices de ansiedade em camundongos expostos ao LCE.
Posteriormente, Nunes-de-Souza et al, (2008) demonstraram que o bloqueio dos receptores
5-HT,anc da SCP com cetanserina antagonizou completamente o efeito ansiolitico induzido
pela injecdo de mCPP (um agonista 5- HT,p2c) na mesma estrutura, sugerindo portanto,
que a serotonina poderia exercer a¢do ansiolitica atuando sobre receptores 5-HT, localizados
na SCP de camundongos avaliados no LCE. Tendo em vista estas descobertas e
considerando as ja bem descritas projecdes do NMnR para a SCP (VERTES et al, 1999), nos
presumimos que o bloqueio dos receptores 5-HT, da SCP poderia suprimir o efeito

ansiolitico promovido pela desinibi¢do farmacoldgica dos neuronios do NMnR.

Estes resultados ndo s6 corroboram os obtidos por Canto-de-Souza et al, (2002),
mostrando que infusdes intra-NMnR de WAY 100635 aumentam a exploragao dos bragos
abertos no LCE, como também demonstram que este efeito ¢ completamente bloqueado pelo
pré-tratamento com cetanserina na SCP. Cabe ressaltar que nenhum dos antagonistas
utilizados, cetanserina ¢ WAY 100635, injetados na SCP e no NMnR respectivamente,
alteraram as entradas nos bracos fechados do LCE, uma medida amplamente utilizada para
avaliar a atividade locomotora no aparato (CRUZ et al, 1994; RODGERS ¢ JOHNSON,

1995).
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E importante enfatizar que, quando administrada isoladamente, as inje¢des intra-SCP de
cetanserina (CET+V) ndo alteraram as entradas nos bragos abertos, e as porcentagens de
entrada e de tempo gasto nos bragos abertos. Notou-se que além de suprimir o efeito
ansiolitico induzido pelas injecdes intra-NMnR de WAY100635, atuando nas medidas
diretas de exploragdo dos bragos abertos, as injecdes intra-SCP de cetanserina também
atenuaram a reducdo na porcentagem de esticar protegido, efeito produzido pelas injegdes de

WAY 100635 (VFWAY).

Entretanto, o pré-tratamento com cetanserina nao foi totalmente desprovido de efeitos
comportamentais intrinsecos, na medida em que este antagonista reduziu o tempo gasto na
plataforma central e o total de esticar. Ainda que ambos os efeitos possam ser interpretados
como indicativos de um fraco efeito ansiogénico, estas alteragdes ndo foram acompanhadas
por mudancas significativas nas medidas diretas de ansiedade (exploracao dos bragos

abertos), fazendo com que esse efeito possa ser considerado inespecifico.

Apesar a ativacao serotoninérgica ter sido considerada inicialmente, como facilitadora da
emissao de respostas defensivas como medo e ansiedade, um papel mais complexo tem sido
atribuido a este neurotransmissor em fung¢dao de estudos que vém esclarecendo os
mecanismos de acdo dos varios receptores de serotonina e de pesquisas que utilizam
injecoes de compostos serotoninérgicos diretamente nos sitios cerebrais (GRIEBEL, 1995;
MENARDI e TREIT, 1999; MILLAN , 2003). Assim, sabe-se que a serotonina desempenha
um papel dual nas respostas de ansiedade (DEAKIN e GRAEFF, 1991; GRAEFF et al,
1997; GRAEFF, 2004), e mais especificamente, que esta monoamina pode aumentar ou
reduzir a ansiedade dependendo do sitio de acdo no sistema nervoso central e do receptor
ativado. Esta perspectiva fornece suporte a algumas divergéncias presentes na literatura. Por
exemplo, enquanto inje¢des intra-NMnR de WAY100635 podem resultar em efeitos

ansiogénicos como consequéncia do aumento da atividade das vias que ligam o NMnR ao
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hipocampo (DOS SANTOS et al, 2005; DOS SANTOS et al, 2008), efeitos ansioliticos tém
sido reportados apos infusdes de WAY 100635 no NMnR (CANTO-DE-SOUZA et al, 2002
e presente estudo). Adicionalmente, lesdes dos neurdnios do NMnR com a neurotoxina 5,7-
diidroxitriptamina (5,7-DHT), podem resultar em efeitos ansiogénicos (NETTO et al, 2002),
ansioliticos (ANDRADE et al, 2001) e at¢ mesmo indicar auséncia de efeitos no LCE

(THOMAS et al, 2000).

Mais divergéncias sdo encontradas quando se trata da manipulag¢do de receptores 5-HT»
em areas pds-sindpticas como amigdala e hipocampo, duas estruturas criticas envolvidas na
regulacdo das respostas emocionais (WHITTON e CURZON, 1990; DUXON et al, 1997,
ALVES et al, 2004; CORNELIO ¢ NUNES-DE-SOUZA, 2007). Em ratos, infusdes de
BW723C86 (agonista 5-HT,) na amigdala medial reduziram os indices de ansiedade no teste
de interacdo social e LCE, efeitos que foram bloqueados pelo antagonista 5-HT;
SB200646A (DUXON et al, 1997). Entretanto, em camundongos, Cornélio e Nunes-de-
Souza (2007) demonstraram que injegdes de mCPP (agonista 5-HT,pnc) na amigdala
resultou em aumento da ansiedade no LCE, efeito que foi seletivamente e completamente
bloqueado pela inje¢do do antagonista seletivo 5-HT,c SDZSERO082. Além disso, efeitos
ansiogénicos tém sido reportados ap6s infusdes de mCPP no hipocampo dorsal e de TFMPP
ou MK-212 (agonista ndo seletivo e preferencial 5-HT,c respectivamente) no hipocampo
ventral de ratos avaliados no teste de interacao social e LCE (WHITTON e CURZON, 1990;
ALVES et al, 2004). Em camundongos, contudo, inje¢cdes de mCPP no hipocampo dorsal e
ventral ndo alteraram os indices de ansiedade no LCE (CORNELIO e NUNES-DE-SOUZA,

2007).

Embora resultados contraditérios resultantes da manipulagdo de receptores
serotoninérgicos na amigdala e hipocampo contrastem com os efeitos quase que

invariavelmente ansioliticos observados apos infusdes de agonistas 5-HT ;o ¢ 5-HT, na SCP
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de ratos (DEAKIN e GRAEFF, 1991; GRAEFF et al, 1997; GRAEFF, 2004), algumas
inconsisténcias tém sido recentemente reportadas com relagdo a propria SCP. Gomes e
Nunes-de-Souza (2009) demonstraram que inje¢des de 8-OH-DPAT, um agonista 5-HT4
ndo alterou os indices se ansiedade de camundongos avaliados no LCE. Soares ¢ Zangrossi
(2004, 2009) verificaram que no labirinto em T elevado (LTE), inje¢des intra SCP de 5-HT
podem exercer efeitos bidirecionais no que diz respeito as respostas relacionadas a ansiedade
em ratos. Assim, microinjecdes intra-SCP de 5-HT inibiram a fuga dos bragos abertos do
LTE (efeito panicolitico), enquanto facilitaram a aquisi¢do de esquiva inibitoria (efeito
ansiogénico). Ambos os efeitos foram antagonizados pela administragdo prévia de
cetanserina ¢ SDZ SER 082 (antagonista preferencial 5-HT,c). Yamashita et al, (2011),
afirmaram que a ativagdo dos receptores 5S-HT,c com o agonista MK-212 na porg¢do dorsal da
SCP resulta em efeito ansiogénico, que ¢ bloqueado pela injecdo prévia de SB242084
(antagonista 5-HT,c) em ratos avaliados no LTE. Em contrapartida, Gomes e Nunes-de-
Souza (2009), demonstraram que infusdes intra-SCP do mesmo agonista dos receptores 5-
HT,c (MK-212) resultaram em efeito ansiolitico em camundongos avaliados no LCE. Ainda
neste estudo, injegdes intra-SCP de DOI (agonista 5-HT,a) diminuiram os indices de
ansiedade apenas em camundongos reexpostos ao LCE. Estas discrepancias relacionadas ao
papel dos receptores 5-HT o e 5-HT,c (especialmente o 5-HT,c) da SCP podem estar
relacionadas aos diferentes testes utilizados para avaliar a resposta de ansiedade (LCE x
LTE) e/ou as diferentes espécies de animais utilizadas (camundongos x ratos).

Dessa forma, como a cetanserina, um antagonista dos receptores 5-HTac, foi capaz de
bloquear tanto o efeito ansiolitico produzido por inje¢des de mCPP (agonista 5-HTp2c) na
SCP (Nunes-de-Souza et al, 2008), quanto o efeito ansiolitico obtido apos infusdes de
WAY 100635 no NMnR, os resultados deste trabalho demonstram que a ativagcdo dos

receptores 5-HT, da SCP desempenham um papel no efeito ansiolitico induzido por inje¢des
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de WAY100635 no NMnR. Dado o perfil farmacologico da cetanserina (5-HT2a/c)
(BARNES e SHARP, 1999), mais estudos utilizando ligantes mais seletivos seriam
necessarios para verificar qual subtipo especifico do receptor 5-HT, estd envolvido nessa

neurocircuitaria de defesa.
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CONCLUSOES
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e O bloqueio dos autorreceptores 5-HT ;4 do NMnR com WAY 100635 resulta em efeito
ansiolitico em camundongos avaliados no LCE.
e O bloqueio de receptores 5-HT,anc da SCP com cetanserina ndo altera os indices
comportamentais de ansiedade avaliados no LCE.
e A administracdo prévia na SCP de uma dose inativa de cetanserina bloqueia o efeito
ansiolitico obtido pelo WAY 100635 microinjetado no NMnR de camundongos submetidos
ao LCE.
e A atenuac¢do da ansiedade resultante do aumento da liberagao de serotonina em sitios

pos-sinapticos como a SCP pode decorrer da ativagao de receptores 5-HT, desta estrutura.
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Quadro 1: Registro das medidas convencionais em camundongos submetidos ao LCE apos
injecdo combinada de cetanserina (10nmol/0,1pul) na SCP e WAY 100635 (5,6nmol/0,1ul) no

NMR.

Veiculo + Veiculo

Sujeito  TENTR EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
verm 3 15 6 9 97 102 101 40,00 60,00 32,33 34,00 33,67
verde2 17 10 7 102 119 79 58,82 41,18 34,00 39,67 26,33
verde3 17 7 10 87 103 110 41,18 58,82 29,00 34,33 36,67
verde4 20 9 11 78 132 90 45,00 55,00 26,00 44,00 30,00
verdel 18 7 11 93 98 109 38,89 61,11 31,00 32,67 36,33
verde2 18 8 10 92 124 84 44,44 55,56 30,67 41,33 28,00
verde3 17 5 12 107 122 71 29,41 70,59 35,67 40,67 23,67
Média 17,4286 7,42857 10 93,7143 114,286 92 42,535 57,465 31,2381 38,0952 30,6667

DPM 1,51186 1,71825 1,63299 9,5867 13,124 15,1217 8,83953 8,83953 3,19557 4,37465 5,04058
EPM 0,57143 0,64944 0,61721 3,62343 4,96039 5,71548 3,34103 3,34103 1,20781 1,65346 1,90516

Veiculo + WAY100635

Sujeito TENTR EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
azul 2 11 5 6 135 58 107 45,5 54,5 45,0 19,3 35,7
azul2 25 19 6 223 37 40 76,0 24,0 74,3 12,3 13,3
azull 16 8 8 165 89 74 50,0 50,0 55,0 29,7 24,7
azul3 17 8 9 122 102 76 47,1 52,9 40,7 34,0 25,3

verde 1 21 14 7 101 115 84 66,7 33,3 33,7 38,3 28,0
azull 19 9 10 118 93 89 47,4 52,6 39,3 31,0 29,7
azul3 23 11 12 148 91 61 47,8 52,2 49,3 30,3 20,3
azuld 18 10 8 159 67 74 55,6 44,4 53,0 22,3 24,7

Média 18,75 10,50 8,25 146,38 81,50 75,63 54,49 45,51 48,79 27,17 25,21
DPM 4,37 4,31 2,05 37,74 25,53 19,72 11,11 11,11 12,58 8,51 6,57
EPM 1,46 1,44 0,68 12,58 8,51 6,57 3,70 3,70 4,19 2,84 2,19

Cetanserina + Veiculo
Sujeito  TENTR EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
verde 1 6 3 3 36 189 75 50,00 50,00 12,00 63,00 25,00
verm 2 7 4 3 200 59 41 57,14 42,86 66,67 19,67 13,67
pretol 18 6 12 98 113 89 33,33 66,67 32,67 37,67 29,67
verml 19 7 10 75 164 61 36,84 63,16 25,00 54,67 20,33
verde2 20 8 12 80 149 71 40,00 60,00 26,67 49,67 23,67
verde3 19 6 13 90 125 85 31,58 68,42 30,00 41,67 28,33

azul3 21 9 10 88 140 72 42,86 57,14 29,33 46,67 24,00
verde 1 20 8 12 109 101 90 40,00 60,00 36,33 33,67 30,00
Média 16,25 6,375 9,375 97 130 73 41,4693 58,5307 32,3333 43,3333 24,3333

DPM 6,08863 2,06588 4,06861 46,8706 40,1675 16,327 8,53648 8,53648 15,6235 13,3892 5,44234

EPM 2,15266 0,7304 1,43847 16,5713 14,2014 5,77247 3,0181 3,0181 5,52376 4,73379 1,92416




Cetanserina + WAY100635

Sujeito  TENTR EBA EBF TBA TBF TC %EBA  %EBF  %TBA  %TBF %TC
verde2 16 7 9 80 100 120 43,75 5625 26,66 33,30 40,60
verde3 14 6 8 101 87,7 111,3 42,80 57,20 33,60 29,20 37,90
preto2 21 11 10 99 67,3 133,7 52,30 47,70 33,00 22,40 44,50
verm3 12 5 105 77,6 117,4 41,60 5840 3500 2580 50,50
verm4 15 7 119 62 119 45,40 54,60 39,60 20,60 39,60
azull' 16 8 85,6 76 1384 50,00 50,00 2850 2530 46,10
azul2' 12 5 7 72,7 105,7 121 41,66 58,40 24,20 3520 40,30
azul3' 19 8 11 96,7 88,2 115,1 42,1 57,8 32,2 29,4 38,3
Média 15,625 7,125 8,5 94,875 83,0625 121,988 44,9513 55,0438 31,595 27,65 42,225
DPM 3,15945 1,95941 1,41421 14,8392 15,2083 9,28215 4,07008 4,06724 4,93752 5,07937 4,40803
EPM 1,11704 0,69276 0,5 524645 5,37693 3,28174 1,43899 1,43799 1,74568 1,79583 1,55847
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Quadro 2: Registro das medidas etologicas em camundongos submetidos ao LCE ap0s injecdo
combinada de cetanserina (10nmol/0,1pl) na SCP e WAY 100635 (5,6nmol/0,1ul) no NMR.

Veiculo + Veiculo

%ESTICADAS %MERGULHOS %LEVANTAMENTOS IMOBILIDADE

Sujeito  TOTAL Prot. Despr. TOTAL Prot. Desp. TOTAL Prot. Desp. TOTAL
1 55 54,5 45,5 6 66,6 33,3 10 100 0 0
2 37 48,6 51,4 15 53,3 46,7 10 100 0 0
3 73 34,2 65,8 26 23 77 5 100 0 0
4 64 28,1 71,9 23 26 74 11 100 0 0
5 67 53,7 46,3 11 81,8 18,2 5 100 0 0
6 61 62,2 37,8 5 100 0 4 100 0 0
7 44 52,2 47,8 23 60,8 39,2 10 100 0 0
Média 57,281 47,642 52,357 15571 58,785 41,243 7,857 100 0 0
DPM 12,867 12,110 12,110 8,597 27,925 27,930 ,0237 0 0 0
EPM 4,863 4,577 4,574 3,2503 10,554 10,556 1,142 0 0 0

Veiculo + WAY100635

% ESTICADAS % MERGULHOS %LEVANTAMENTOS IMOBILIDADE
Sujeito Total Prot. Despr. Total Prot. Despr. Total Prot. Despr. Total
1 38 15,79 84,21 12 83,3 16,6 6 100 0 0
2 62 14,52 85,48 40 12,5 87,5 2 100 0 0
3 70 40,00 60,00 7 39,2 60,8 12 100 0 0
4 84 22,62 77,38 28 39,2 60,8 12 100 0 0
5 75 38,67 61,33 29 27,5 72,5 10 100 0 0
6 84 30,95 69,05 13 30,8 69,2 6 100 0 0
7 52 34,62 65,38 15 20 80 8 100 0 0
8 64 42,19 57,81 15 60 40 6 100 0 0
Média 66,125 29,918 70,081 19,875 39,062 60,925 7,75 100 0 0
DPM 15,788 10,96729 0,96729 11,19231 22,88567 22,9133 3,453776 0 0 0
EPM 5,581 3,877 3,877 3,957 8,091 8,101 1,221 0 0 0

Cetanserina + Veiculo

% ESTICADAS %MERGULHOS %LEVANTAMENTOS IMOBILIDADE

Sujeito  TOTAL Prot. Desp. TOTAL Prot. Despr. TOTAL Prot. Despr. TOTAL

1 46 34,7 65,3 13 61,5 38,5 7 100 0 51,8

2 22 37,5 62,5 12 33,3 66,6 3 100 0 67

3 33 63,3 36,4 20 75 25 8 100 0 0

4 48 54,1 45,8 22 100 0 23 100 0 0

5 19 80,2 19,8 4 75 25 4 100 0 0

6 13 92,3 7,6 19 94,1 5,8 4 100 0 0

7 40 30 70 36 11,1 88.9 12 100 0 0

8 47 38,2 61,7 19 36,8 63,1 7 100 0 0
Média 33,5 53,787 46,137 18,125 60,85 32 8,5 100 0 14,85
DPM  13,90786 23,02126 23,0536 9,280356 31,28583 25,86845 6,524678 0 0 27,79532
EPM 4,917 8,139 8,150 3,281 11,061 9,145 2,306 0 0 9,827




Cetanserina + WAY100635

%ESTICADAS %MERGULHOS %LEVANTAMENTOS IMOBILIDADE

Sujeito  TOTAL Prot. Despr. TOTAL Prot. Despr. TOTAL Prot. Desp. TOTAL

1 51 62,7 37,2 18 38,8 61,2 6 100 0 0

2 68 45,5 54,4 16 56,25 43,7 11 100 0 0

3 69 53,6 46,3 28 42,8 57,2 6 100 0 0

4 57 61,4 38,5 20 70 30 5 100 0 0

5 60 48,3 51,6 17 52,9 47 10 100 0 0

6 63 41,2 58,8 24 62,5 37,5 10 100 0 0

7 52 55,7 44,2 13 38,4 61,5 7 100 0 0

8 66 53 47 19 63,1 36,8 12 100 0 0
Média 60,75 52,675 47,25 19,375 53,093 46,862 8,375 100 0 0
DPM  6,964194 7,45496 7,476439 4,718883 12,01548 12,01165 2,66927 0 0 0
EPM 3,391 3,427 3,427 2,154 5,484 5,487 1,208 0 0 0
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