UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FISIOLOGICAS

Papel dos Receptores GABA-Benzodiazepinicos da Matéria Cinzenta Periaquedutal na
Modulacio da Ansiedade em Camundongos Ingénuos e Reexpostos ao Labirinto em

Cruz Elevado

Luciana Maria dos Reis

Sdo Carlos- SP
2006



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FISIOLOGICAS

Papel dos Receptores GABA-Benzodiazepinicos da Matéria Cinzenta Periaquedutal na
Modulacio da Ansiedade em Camundongos Ingénuos e Reexpostos ao Labirinto em

Cruz Elevado

Luciana Maria dos Reis

Dissertacio apresentada ao Programa de
Poés-Graduacio em Ciéncias Fisiologicas
da Universidade Federal de Sao Carlos,
como parte dos requisitos para obtencio
do titulo de mestre em ciéncias
fisiologicas.

Orientadora: Profa. Dra. Azair Liane Matos do Canto de Souza

Sdo Carlos- SP
2006



Ficha catalografica elaborada pelo DePT da
Biblioteca Comunitaria da UFSCar

R375pr

Reis, Luciana Maria dos.

Papel dos receptores GABA-benzodiazepinicos da
matéria cinzenta periaquedutal na modulacado da ansiedade
em camundongos ingénuos e reexpostos ao labirinto em
cruz elevado/ Luciana Maria dos Reis. -- Sdo Carlos :
UFSCar, 2006.

83 p.

Dissertagdo (Mestrado) -- Universidade Federal de Sao
Carlos, 2006.
1. Medicina experimental - camundongo. 2. Ansiedade. 3.

Labirinto em cruz elevado. 4. Tolerancia de uma exposigao.
. Titulo.

CDD: 619.93 (20%)




Universidade Federal de Sao Carlos
Po6s-Graduacgao em Ciéncias Fisiologicas

“Papel dos Receptores GABA-Benzodiazepinicos da Matéria
Cinzenta Periaquedutal na Modulacdo da Ansiedade em
Camundongos Ingénuos e Reexpostos ao Labirinto em Cruz
Elevado”

Defesa de Dissertacdao de LUCIANA MARIA DOS REIS

Profa. Dra. Azair Liane Matos do Canto de Souza.,A; WﬁAM%‘é;C% @»j’:iﬁw 5"‘-

/7
+# / [ k5 » /
Prof. Dr. Leandro José Bertoglio....... MCZMC%WW , 5'?'?/4) jﬁ 2
* {

__.?j./--v - - ‘,'- y
Profa. Dra. Rosana Mattioli........... P By S, N

Homologado na {42 reunido
da CPG em @] 4. /d0c




Dedico este trabalho aos meus pais Antonio e
Benedita pela incentivo e doacdo incondicional em

todos 0os momentos da minha vida.



AGRADECIMENTOS

A Deus por ter-me provido discernimento e inteligéncia para concluir este trabalho.

A Profa. Dra. Azair Liane Matos do Canto de Souza, pela orientagdo competente, amizade

e dedicagdo. A vocé, meu respeito e admiragao.

A banca de qualificagdo, Dr. Leandro José Bertoglio, Dra. Rosana Mattioli e Dra. Keiko

Okino Nonaka pelas importantes sugestdes na elaboragdo deste trabalho.

Ao Laboratorio de Farmacologia da UNESP de Araraquara, na pessoa do Prof. Dr.
Ricardo Luiz Nunes de Souza, pelo empréstimo de materiais € equipamentos para

histologia.

Ao Laboratoério de Parasitologia da UNESP de Araraquara, na pessoa da Zenaide, pelo

apoio na realizacao das fotomicrografias.

Ao Departamento de Fisioterapia da UFSCar, na pessoa da Profa. Dra.Tania de Fatima

Salvini, pelo empréstimo de equipamentos e apoio na realizacdo das fotomicrografias.

A coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior- CAPES- pela bolsa
concedida durante a realizacdo deste estudo ¢ 4 Fundag¢iao de Amparo a Pesquisa do Estado

de Sao Paulo (FAPESP), pelo apoio financeiro no desenvolvimento do projeto.

As secretarias Selma e Taila, pela competéncia profissional na secretaria do PPG-CF.

Aos técnicos do laboratorio de pesquisa e aprendizagem da UFSCar, José Carlos Gaban e
Adriana Maria Corsi, pela amizade, prontiddio e competéncia em auxiliar no

desenvolvimento deste trabalho.

Aos amigos do laboratério de pesquisa e aprendizagem (LPA), Gabriel, Cilene, Fernando,
Vanessa, Flavia, Eliana, Ila, Isabela, Veridiana, Leticia ¢ a todos os outros pela amizade a

apoio.



A todos os amigos, em especial a Sheyla, pela amizade, conselhos e conversas nos momentos

dificeis e pelos momentos agradaveis de convivéncia.

Ao meu irmao Luiz Antonio pela doacdo incondicional nos momentos dificeis.



RESUMO

Sabe-se que a experiéncia prévia ao labirinto em cruz elevado (LCE) aumenta a
esquiva de roedores aos bracos abertos e compromete o efeito ansiolitico de
benzodiazepinicos em uma exposicdo subseqiiente ao aparelho, um fendmeno conhecido
como “one trial tolerance” (OTT). Este estudo avaliou os efeitos da administragdo do
benzodiazepinico midazolam (MDZ) na substancia cinzenta periaquedutal (SCP), estrutura
pertencente ao sistema encefalico de defesa, na ansiedade de camundongos sem (ingénuos) e
com experiéncia prévia ao LCE. O envolvimento de receptores benzodiazepinicos nos efeitos
antiaversivos do MDZ foi avaliado com a administracdo combinada com o flumazenil,
antagonista desses receptores. Foram avaliadas medidas convencionais de ansiedade (%
entradas e % tempo gasto nos bragos abertos do LCE), atividade locomotora (freqiiéncia de
entradas nos bracos fechados) e medidas etologicas associadas a avaliagdo de risco (exemplo,
mergulhos e esticadas do corpo). Em animais ingénuos, a infusdo intra-SCP de midazolam
(2,26nmol) aumentou a % entradas e % tempo gasto nos bragos abertos, sem alterar as
medidas de avaliacdo de risco. Entretanto, a dose de 30 nmol de midazolam aumentou o total
de entradas, as entradas e a % tempo gasto nos bragos abertos do LCE, e diminuiu
comportamentos de avaliagdo de risco como porcentagem de mergulhos. Esses efeitos foram
observados na auséncia de mudangas significativas na atividade locomotora, indicando
seletividade do efeito ansiolitico do MDZ. A administragdo intra-SCP de flumazenil (16
nmol) bloqueou os efeitos ansioliticos do midazolam (30 nmol), sem alterar as medidas
comportamentais de ansiedade nem a atividade locomotora, quando administrado
isoladamente. Em contraste, a infusdo intra-SCP de MDZ, nas duas doses, ndo modificou
nenhuma das medidas comportamentais de ansiedade em camundongos reexpostos ao LCE. A
auséncia do efeito ansiolitico do MDZ durante a reexposi¢do ao LCE sugere que os receptores

GABA-benzodiazepinicos localizados na SCP perdem, de alguma maneira, sua agdo em



atenuar os comportamentos defensivos no LCE. Em conjunto, o presente estudo destaca a
participagdo de mecanismos GABA-benzodiazepinicos da SCP tanto no modulacdo da

ansiedade quanto no fendmeno da OTT em camundongos expostos ao LCE.



ABSTRACT

It is well known that the previous experience to the elevated plus-maze (EPM)
increases the avoidance of rodents to the open arms and impairs the anxiolytic-like effect of
benzodiazepines in a subsequent exposure to the EPM, a phenomenon known as "one trial
tolerance" (OTT). This study investigated the effects of intra-periaqueductal gray matter
(PAG) infusions of midazolam (MDZ) in EPM-naive and EPM-experienced mice. The
antiaversive effects of MDZ were also evaluated after prior injection of flumazenil, a
benzodiazepine receptor antagonist, into to same midbrain site. Test videotapes were scored
for conventional measures of anxiety (% open arm entries and % open arm time) and
locomotor activity (frequency of closed arm entries), as well as a range of ethological
measures related to risk assessment (e.g. stretch attend postures; head dips, etc). In EPM-
naive mice, intra-PAG infusions of MDZ increased % open arm entries (2.26 nmol) and %
open arm time (2.26 and 30 nmol). These effects were observed in the absence of significant
changes in locomotor activity, indicating a selective anxiolytic-like effect of MDZ. The
antiaversive effects of MDZ were completely blocked by prior injection of flumazenil (16
nmol) into the same midbrain site, and did not alter any behavioral measures per se. In EPM-
experienced mice, intra-PAG infusion of MDZ did not modify any behavioral measures.
Taken together, present results demonstrates that GABA-benzodiazepine receptor complex
located within the PAG plays a role on anxiety modulation in EPM-naive mice as well as

indicates its involvement in the OTT phenomenon.
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3. INTRODUCAO

3.1 Ansiedade

Condigdo afetiva de complicada delimitacdo tedrica, a ansiedade ou angustia ¢ um
antigo assunto de interesse do pensamento ocidental, com profundas origens tanto na tradi¢ao
médica como na tradicdo filosofica (Pereira, 1997). Os termos latinos correspondentes a
angustia e ansiedade provém do verbo grego agkho (eu aperto, eu estreito). Deste verbo,
surgem os termos ango ¢ anxio, que no latim significam, respectivamente, aperto ¢ tormento.
Estas duas raizes deram origem aos termos ‘“angustia” e “ansiedade” que, atualmente,
continuam sendo empregados (Pichot, 1996).

A ansiedade humana vem sendo relatada ha milénios, de forma que ja se descobriram
inscri¢des que remontam a era antes de Cristo. A questdo, todavia, ndo despertou interesse na
medicina e s6 veio ter importancia na cultura ocidental a partir do final do século XIX (Dractu
e Lader, 1993). Sigmund Freud, com sua visdo psicanalista, influenciou no esclarecimento de
alguns dos sintomas da ansiedade e, com o desenvolvimento das neurociéncias surgiu uma
orientacao mais biologica para explicar este disturbio (Pereira, 1997).

Atualmente, o termo ansiedade ¢é caracterizado, na literatura, como um estado
emocional avaliado subjetivamente como desagradavel, acompanhado por sintomas de
apreensdo, inseguranga ¢ um conjunto de alteragdes somadticas, tais como, boca seca, dor de
cabeca, midriase, tonturas, sensa¢do de sufocamento e instabilidade, e/ou manifestacdes
psiquicas, tais como, agressividade, apreensdo, impulsividade, nervosismo, sensagdo de
perigo iminente e tensdo (Pereira, 1997).

Os transtornos de ansiedade estdo entre os transtornos psiquidtricos mais comumente
observados tanto na populagdo geral quanto nos servigos de atengdo primaria a saude. Dados

do Estudo Epidemioldgico por Area de Captagdo (Epidemiologic Catchment Area-ECA) nos
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Estados Unidos, sugerem que aproximadamente % da populagdo apresentam um ou mais
medos irracionais, ataques subitos de ansiedade ou nervosismo (Lima et al., 2004).

Embora a ansiedade seja uma das causas mais comuns de procura por assisténcia
médica ou psiquidtrica, seus sintomas podem fazer parte de uma reagdo normal (Cardine,
1977). Dentro deste conceito, cabe ressaltar que € consensual na psiquiatria aceitar-se que em
todo ser humano existe um nivel de ansiedade considerado normal e com funcdo adaptativa.
Todavia, a partir de certa intensidade, o aumento na ansiedade promove diminui¢do do
desempenho do individuo (Cardine, 1977; Graeft, 1999).

Quando o nivel de ansiedade ultrapassa determinado limiar, que varia de pessoa para
pessoa, esse passa a ser considerado patologico, condi¢do em que o quadro ¢ denominado
Transtorno de Ansiedade. Nem sempre ¢ facil a diferencia¢do entre a ansiedade normal e a
patoldgica. A distingdo fundamenta-se na intensidade das manifestagcdes, na duracdo, na
proporcionalidade da relagdo entre o evento desencadeante e a reagdo de ansiedade, e no grau
de limitacdo provocado. Quando a ansiedade ¢ intensa, persistente, desproporcional as
possiveis causas aparentes ¢ interfere de maneira consideravel no funcionamento global do
individuo, deve ser considerada doenca e alvo de intervengdo médica (Nutt, 1990; Hetem,
1997).

A ansiedade patologica pode ser caracterizada como manifestacao principal do quadro
clinico, sendo denominada de ansiedade primaria. Contudo, em algumas situagdes, a
ansiedade pode ocorrer como consequéncia secundaria de outras enfermidades de naturezas
psiquiatricas ou nao. Trata-se, neste caso, da ansiedade secundaria, tendendo a desaparecer
conforme a doenca que lhe deu origem for tratada (Graeff, 1999).

As discrepancias de conceitos e diagnosticos dos transtornos de ansiedade entre os
profissionais da area de psiquiatria, ainda que em épocas mais recentes, foram fatores que

dificultaram o avango da investigagdes cientificas, uma vez que os estados de ansiedade eram
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reconhecidos por diferentes nomes conforme a prevaléncia do quadro sintomatologico e o
suposto mecanismo subjacente, sem a existéncia de um consenso geral sobre o assunto
(Hetem, 1997).

Dentro deste contexto, alguns critérios operacionais foram adotados pela Organizacao
Mundial de Saude através do Codigo Internacional das Doengas (CID), bem como pela
Associagdo Psiquiatrica Norte Americana, através dos Manuais de Diagnostico e Estatistica
dos Transtornos Mentais (DSM, do inglés Diagnostic Statistical Manual of Mental
Disorders), com o intuito de tornar as classificagdes dos disturbios de ansiedade mais claras e
reduzir o desacordo entre profissionais de saide mental (Hetem, 1997). A tabela 1 mostra a

classificagdo dos transtornos de ansiedade, de acordo com a ultima revisdo e atualiza¢do do

DSM publicada em 1994, 0o DSM -1V.

Tabela 1 — Classificacao dos Transtornos de Ansiedade Segundo o DSM-IV

Transtorno do Panico com Agorafobia
Transtorno do Panico sem Agorafobia
Agorafobia sem historia de Transtorno de Péanico
Fobia Social

Fobia Especifica

Transtorno Obsessivo-Compulsivo

Transtorno do Estresse Pos-Tramatico
Transtorno de Estresse Agudo

Transtorno de Ansiedade Generalizada
Transtorno de ansiedade devido a uma condi¢cao médica geral
Trantorno de Ansiedade induzida por substancia

Transtorno de Ansiedade sem outra especificagdo (SOE)

Adaptada de Hetem (2004).
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3.2 Neurobiologia das reacoes de defesa

Em uma visdo evolutiva, os transtornos de ansiedade sdo considerados como
patologias do sistema de defesa humano, e, desta forma, a investigacdo das reacdes de defesa
através de ensaios em varios mamiferos (como, por exemplo, os roedores) torna-se de extrema
relevancia para a compreensdo dos seus mecanismos neurobiologicos subjacentes (Gray e
McNaughton, 2000; Blanchard et al., 2001; Graeff e Zangrossi, 2002).

Do ponto de vista histérico, o estudo da neurobiologia do medo e da ansiedade se
inicia nos relatos de Charles Darwin sobre o carater evolutivo do comportamento emocional
no homem. Seus trabalhos, publicados no livro The Expression of Emotions in Man and
Animals, na segunda metade do século XIX, indicavam que o estudo do comportamento de
outros animais era o caminho para a compreensdo das emoc¢des no homem (Rodgers et al.,
1997a; Brandao et al., 2003). Neste contexto, estudos t€m demonstrado similaridade, entre os
vertebrados, dos sistemas neurais envolvidos na deteccdo do perigo e producdo de respostas
defensivas (Rodgers et al., 1997).

Os modelos animais de ansiedade sdo considerados de grande importancia pois
permitem reproduzir caracteristicas comportamentais e patologicas da ansiedade humana
favorecendo, assim, a identificacdo de efeitos ansioliticos ou ansiogénicos de drogas, bem
como a investigacdo de mecanismos neurobioldgicos que ndo sdo facilmente estudados no
homem por questdes éticas e sociais (Andreatini et al, 2001).

Embora a ansiedade e o medo tenham suas origens nas reagoes de defesa quando na
presenca de situacdes que envolvem perigo, acredita-se que a diferenca entre o medo e a
ansiedade esteja relacionada as diferentes situagcdes que desencadeiam estes sentimentos.
Desta forma, supdem-se que o medo seja desencadeado por situagdes especificas, claras e
evidentes de perigo e ameaca, enquanto a ansiedade, desencadeada por situacdes onde o

perigo € apenas potencial, vago e obscuro (Graeff, 1989; Blanchard et al., 1990).
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Robert e Caroline Blanchard, avaliando as respostas defensivas comportamentais de
roedores (ratos e camundongos) em confronto com predadores, classificaram as estratégias
comportamentais exibidas de acordo com o nivel de ameaga, se potencial ou real (se real,
distal ou proximal). No nivel de ameaca potencial, as estratégias observadas foram
comportamentos exploratorios cautelosos e exitantes, utilizando posturas ¢ movimentos do
corpo que possibilitam a aproximagdo e a investigagdo da possivel ameacga, denominados de
comportamentos de avaliagdo de risco. Ja no nivel de ameaga real, foi observada fuga ou
imobilidade (estimulo distal), e no caso em que o predador estava muito proximo ou em
contato direto com o animal os comportamentos observados foram fuga ou luta defensiva
(Blanchard e Blanchard, 1988; Blanchard et al., 1997).

Tentando distinguir os comportamentos relacionados com ansiedade e medo, alguns
autores sugerem que quando o estimulo ou situacdo ameacadora ¢ real, os comportamentos
desencadeados (fuga e luta) representariam medo, enquanto os que representam ansiedade
(avaliagdo de risco) seriam desencadeados por estimulos ou situacdes apenas potencialmente
ameagadoras (Blanchard et al., 1993). Assim, os modelos animais de medo e ansiedade
favoreceriam a expressdo dos comportamentos defensivos frente a situacdes artificiais ou
naturais de perigo, permitindo a compreensdo das suas bases biologicas subjacentes
(Blanchard et al., 1993).

Esfor¢os tém sido feitos no sentido de identificar os circuitos neurais recrutados na
organizagdo das reagdes defensivas, bem como no aprendizado emocional e retengdo
permanente das informagdes relacionadas ao estimulo aversivo (Carobrez, 2003).

As evidéncias obtidas em laboratorio sobre as bases neurais do comportamento
emocional apontam para circuitos neurais especificos que respondem em conformidade com a
natureza do estimulo a que o individuo é exposto. Os mecanismos associados a resposta

incondicionada (inata e ndo aprendida) estdo associados ao chamado sistema cerebral
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aversivo, reprensentado pelo hipotadlamo medial, pela substancia cinzenta periaquedutal dorsal
e pela amigdala. A estimulagdo elétrica destas estruturas encefalicas produz um padrao tipico
de respostas caracterizado por atividade motora intensa acompanhada de saltos e reagdes
neurovegetativas como aumento da pressdo arterial, frequéncia cardiaca, respiragao,
piloere¢do, miccao, defecacdo e exoftalmia (Brandao et al, 1994; Brandao et al, 1999).

Além do sistema neural que organiza respostas de medo inato existe outro sistema
neural que organiza a resposta condicionada, o sistema de inibi¢do comportamental,
representado pelo sistema septo-hipocampal, em conjunto com o nucleo mediano da rafe e a
substancia cinzenta periaquedutal ventral (Gray e McNaughton, 2000). Sabe-se que a
amigdala, além de participar da organizacdo de respostas incondicionadas, esta envolvida,
também, no controle e organizagdo de respostas condicionadas, agindo como interface entre o
sistema de inibicdo comportamental e o sistema cerebral aversivo (Brandao et al, 2003;
McNaughton e Corr, 2004).

De forma particular, em resposta a qualidade do estimulo, temos a mobiliza¢do de
locais especificos da substancia cinzenta periaquedutal (SCP), tais como as colunas
dorsolateral, dorsomedial e ventrolateral (Canteras ¢ Goto, 1999; Comoli et al, 2003). A
coluna dorsolateral da SCP esta particularmente envolvida na integragdo de uma resposta
comportamental ativa, caracterizada por comportamentos de luta ou fuga e desencadeada por
estresse de origem psicoldgica, como a exposicdo de um roedor ao gato na auséncia de
contato fisico (Keay e Bandler, 2001), enquanto a coluna ventrolateral da SCP integra uma
resposta comportamental passiva, caracterizada por imobilidade e hiporeatividade aos
estimulos externos e desencadeada por estresse inevitavel de origem fisica, como a dor
muscular ou visceral (Vianna, 2001). A resposta comportamental ativa pode desencadear,
através da ativacdo secundaria da SCP ventrolateral, um periodo de resposta passiva com

funcao de restabelecimento do organismo (Keay e Bandler, 2001).
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Virias evidéncias tém mostrado que estimulos condicionados potenciais e distais e
estimulos incondicionados ameagadores e proximais estdo representados nos dois sistemas
neurais responsaveis pela geragdo e elaboragdo dos comportamentos emocionais: o sistema
de inibigdo comportamental e o sistema cerebral aversivo, acionados em situagdes de conflito
ou de perigo iminente, respectivamente (Branddo et al, 2003). A ativagdo de um ou outro
destes sistemas resulta na experiéncia emocional a qual denominamos medo/panico ou

ansiedade (Brandao et al, 2003).

3.3 Os benzodiazepinicos e o sistema GABAérgico no sistema nervoso central

Apbs sua introdugdo na década de 60, os benzodiazepinicos (BDZ) dominaram quase
que totalmente o tratamento farmacologico dos quadros de ansiedade. Os BDZ si3o as
substancias mais prescritas por todas as especialidades médicas e isso tem seus fundamentos:
além de serem eficazes no combate a ansiedade, apresentam efeitos de relaxamento muscular
importante, hipno-indugdo, seda¢do e atividade anti-convulsivante (Nardi e Versiani, 1995;
Stahl, 1996). Embora o risco de abuso e dependéncia seja um problema associado ao uso
clinico dos BDZs, estes medicamentos continuam sendo amplamente empregados, devido a
menor ocorréncia de efeitos colaterais indesejaveis em relacdo a drogas anteriormente
utilizadas, como os barbituricos, a boa tolerabilidade por parte dos pacientes e ao rapido inicio
de acdo (Andreatini et al, 2001).

Os BDZ exercem agdes especificas envolvendo o sistema gama-amino-butirico
(GABA). O GABA ¢ um neurotransmissor com propriedades inibitérias que atua em todo o
sistema nervoso central (SNC), principalmente no sistema limbico, constituido pelas
estruturas cerebrais pertencentes aos sistemas responsaveis pela geracdo e elaboragdo dos

comportamentos emocionais: o sistema de inibi¢do comportamental e o sistema cerebral
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aversivo. Uma vez que ocorra um estimulo necessario e suficiente, ou um somatério de
estimulos subliminares, o sistema limbico é acionado e um nivel de ansiedade se estabelece
(Nardi et al, 1997). A ativagdo dos receptores GABA, pelo GABA liberado na sinapse
provoca aumento transitorio da condutancia dos canais de cloro, que reduz a probabilidade de
geragdo do potencial de agdo e permite o desaparecimento da ansiedade anteriormente
estabelecida (Haefely, 1990; Nardi et al, 1997).

Na ansiedade patoldgica a funcdo frenadora do GABA estd ausente ou grandemente
prejudicada e, mesmo com a cessacao da causa, o individuo continua ansioso: a liberacao de
GABA nio ¢ mais suficiente para interromper o ciclo ansioso (Nardi et al, 1997).

Até o momento, sao conhecidos dois tipos de receptores para 0 GABA: GABA,, pelo
que se sabe mais importante e o unico relevante na agdo dos BDZs e GABAg, mais conhecido
como o sitio de acao do baclofen, um relaxante muscular de acao central.

O receptor GABA, pertence a superfamilia de receptores ionotropicos pentaméricos,
sendo constituido por duas subunidades alfa (a), duas beta (B) e uma gama (y), dispostas ao
redor de um canal de cloro (Sieghart, 1999). A estrutura molecular e as interagdes funcionais
dos receptores GABA4 sdo extremamente complexas; as varias proteinas que constituem o
receptor, além de possuirem locais de acoplamento para o GABA e para substincias
antagonistas, possuem locais de ligagdo para barbitiricos, benzodiazepinicos, anestésicos
esteroides e etanol (Haefely, 1990).

Por meio de estudos empregando BDZs marcados, foram localizados sitios de ligacao
especificos e de alta afinidade por essas drogas, tanto nos 6rgaos periféricos como no SNC
(Mohler e Okada, 1977), denominados receptores benzodiazepinicos. Hoje se sabe que o
receptor GABA4, os canais de cloro e os receptores benzodiazepinicos formam um complexo
macromolecular, o ultimo funcionando como sitio de modulacdo alostérica, ou seja, os

ligantes dos receptores benzodiazepinicos sdo capazes de modular as fungdes de abertura dos
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canais mediadas pelo GABA ao interagirem com sitio diferente no receptor GABA,. Este
fenomeno ocorre porque a ligagdo dos BDZs faz com que ocorra uma mudanga do estado
conformacional do receptor GABA, e, consequentemente, um aumento da afinidade deste
receptor pelo proprio GABA (Guidotti et al, 1980; Haefely, 1990).

Os receptores benzodiazepinicos apresentam locais de ligacao para trés tipos basicos
de ligantes exdgenos: agonistas, os quais promovem aumento da atividade do GABA gerando
efeito ansiolitico ou de redug¢do dos sintomas de ansiedade; agonistas inversos, 0s quais
diminuem o efeito GABAérgico apresentando propriedades ansiogé€nicas e os antagonistas, 0s
quais ndo apresentam atividade intrinseca mas impedem o efeito mediado pelos agonistas e
agonistas inversos (Menard e Treit, 1999).

Os BDZs sdo agonistas GABAérgicos e sdo mais potentes em promover a abertura dos
canais anionicos, que o proprio GABA (Nardi et al, 1997). Os efeitos dos BDZs sobre a
ansiedade tém sido demonstrados em ratos apés infusdes de midazolam, agonista pleno dos
receptores GABA-benzodiazepinicos (Murai et al., 1999), em regides do sistema limbico
como o nucleo dorsal da rafe (Gonzalez e File, 1997), substancia cinzenta periaquedutal
dorsal (Motta e Brandado, 1993; Russo et al., 1993), amigdala basolateral (Green e Vale, 1992;
Zangrossi e Greaff, 1994; Pesold e Treit, 1995) e septo (Pesold e Treit, 1994, 1996).

Embora tenha sido demonstrado que o efeito ansiolitico do midazolam na SCP de
ratos ¢ antagonizado pela infusdo sistémica (Hosoi et al., 1999; Przegalinski et al., 2000) e
intra-SCP  (Russo et al., 1993) de flumazenil, um antagonista pleno dos receptores GABA-
benzodiazepinicos, outros trabalhos mostraram que o efeito ansiolitico do diazepam
administrado sistemicamente em roedores ndo ¢ antagonizado por prévia microinjecdo de
flumazenil na SCP (Russo et al, 1993). Visto que a SCP se estende rostro-caudalmente no
mesencéfalo, é possivel que o flumazenil ndo antagonize um numero suficiente de receptores

benzodiazepinicos para bloquear o efeito da inje¢ao sistémica de diazepam. Segundo Rodgers
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e Dalvi (1999), a variabilidade dos efeitos intrinsecos do flumazenil ndo pode ser
simplesmente atribuida as diferengas na dosagem da droga ou nos modelos usados. Alguns
autores (File e Hitchcott, 1990; Malizia e Nutt, 1995) t€ém sugerido que estes efeitos podem
ser explicados por uma variagdo na conformagao do receptor benzodiazepinico e/ou por uma

liberagdo de moduladores endogenos positivos ou negativos.

3.4 O modelo do labirinto em cruz elevado

No campo da pesquisa sobre ansiedade, modelos animais sdo freqiientemente usados
como ferramentas para identificar potenciais agentes terapéuticos bem como para simulagdes
sobre a neurobiologia das emogoes (para revisdo, ver Treit, 1985; Lister, 1990; Handley,
1991; Treit, 1991; File, 1992; Rodgers e Cole, 1994; Griebel, 1995; Rodgers, 1997; Rodgers
etal. 1997).

Os chamados modelos etologicamente fundamentados tém sido desenvolvidos
procurando atender de maneira mais satisfatoria o critério de semelhanca fenomenologica
almejado nas investigagdes atuais de ansiedade (Zangrossi, 1997). Estes modelos baseam-se
nas respostas inatas de medo de diferentes espécies animais frente a situagdes e/ou estimulos
naturalmente aversivos. Eles oferecem varias vantagens sobre os modelos condicionados de
punic¢do, dentre elas a de ndo empregar estimulos nocivos, como choques elétricos, privagao
de agua ou de alimentos, que geram estados motivaconais como dor, sede e fome, que
poderiam interferir no comportamento do animal e assim obscurecer as analises da ansiedade
(Pellow et al, 1985; File, 1990; Lister, 1990).

Entre os principais modelos etologicamente fundamentados estd o modelo do labirinto
em cruz elevado (LCE). Este modelo ¢ um dos modelos animais de ansiedade atualmente

mais utilizado nas investigacdes dos substratos neurais da ansiedade e nos estudos sobre os
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mecanismos de acdo de drogas que atuam nos transtornos de ansiedade (Rodgers et al.,
1997b).

Neste sentido, desde a sua introdugdo (Handley e Mithani, 1984), modificado de
Montgomery (1955), o LCE vem sendo utilizado para detectar a atividade ansiolitica de
drogas (Hogg, 1996). O teste ¢ baseado na aversdo natural de roedores a espagos abertos
(Treit et al.,1993; Fernandes e File, 1996), foi validado em ratos (Pellow et al., 1985),
camundongos (Stephens et al., 1986; Lister, 1987), e é empregado na validade de testes
farmacoldgicos e critérios comportamentais (Pellow et al., 1985; Lister, 1990). Os indices
principais de ansiedade no labirinto em cruz elevado compreendem medidas espago-temporais
de esquiva dos bragos abertos, enquanto que a atividade locomotora é avaliada seja pelo
numero total de entradas nos bragos ou pelo nimero de entradas nos bragos fechados (Lister,
1987; File, 1992). Um aumento da atividade no brago aberto (isto €, porcentagem de entradas
e porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos) indica reducdo da ansiedade, enquanto
mudangas no numero total de entradas e/ou mudang¢as no numero de entradas no brago
fechado indicam efeitos ndo-especificos da atividade locomotora (Menard e Treit, 1999).

Estudos tém demonstrado que os BDZs e outros compostos ansioliticos como a
buspirona, um agonista dos receptores serotoninérgicos 5-HT;, aumentam (Pelow et al.,
1985; Rodgers e Cole, 1994; De-Souza et al., 1998; Holmes e Rodgers, 1999; Menard e Treit,
1999; Teixeira e Carobrez, 1999; Griebel et al., 2000; Rosa et al., 2000), enquanto compostos
ansiogénicos como a cetanserina, um antagonista dos receptores serotoninérgicos 5-HT,,
diminuem (Pellow et al., 1985; Rodgers ¢ Cole, 1994; De-Souza et al., 1998; Menard e Treit,
1999; Teixeira e Carobrez, 1999) a porcentagem de entradas € o tempo gasto nos bracos
abertos do labirinto em roedores.

A infusdo de midazolam (MDZ), agonista dos receptores benzodiazepinicos, na SCP

de ratos (Motta ¢ Branddo, 1993; Russo et al.,, 1993) e camundongos (Mendes-Gomes e
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Nunes-de-Souza, 2005) produz efeito ansiolitico no teste do LCE, enquanto a infusdao do
agonista inverso FG 7142 produz efeito ansiogénico (Russo et al, 1993). O efeito ansiolitico
do MDZ na SCP de ratos ¢ antagonizado pela infusdo de flumazenil, antagonista dos
receptores benzodiazepinicos, (Russo et al., 1993).

Na década de noventa, resultados de wvarios laboratorios demonstraram uma
sensibilidade aumentada em certos comportamentos e posturas e, em especial, naqueles
relacionados ao padrio defensivo de avaliacao de risco (Rodgers et al., 1992; Adamec et al.;
1993; Cruz et al., 1994; Shepherd et al., 1994; Griebel et al., 1996, 1997). A fungdo bioldgica
dessas medidas etologicas ¢ informar as estratégias comportamentais utilizadas frente a
situacdes de perigo potencial, sendo, frequentemente, mais sensiveis as acdes de drogas
ansioliticas que falham em influenciar a esquiva aos bragos abertos ou o fazem em doses que
afetam a atividade exploratoria geral, como os agonistas parciais de receptores 5-HT1A
(Rodgers, 1997; Carobrez e Bertoglio, 2005).

Um fator importante do LCE esta relacionado ao efeito da experiéncia prévia ao teste.
A experiéncia antecedente ao labirinto altera ndo somente o comportamento, mas também as
respostas farmacologicas avaliadas em exposi¢des subseqiientes (File e Zangrossi, 1993;
Rodgers e Shepherd, 1993; Holmes e Rodgers, 1998). Embora resultados anteriores
demonstrassem que a repeticdo do teste ndo foi capaz de modificar a exploragdo do brago
aberto (Pellow et al., 1985; Lister, 1987; File et al., 1990), atualmente, um grande nimero de
trabalhos demonstrou que o reteste em roedores (ratos e camundongos) aumenta a esquiva do
mesmo (Griebel et al., 1993; Rodgers e Shepherd, 1993; Treit et al., 1993; Dawson et al.,
1994; Fernandes e File, 1996; Rodgers et al., 1996; Gonzalez e File, 1997; Holmes e
Rodgers, 1998, 1999; Bertoglio e Carobrez, 2000). A experiéncia anterior ao labirinto
também provoca alteracdo no comportamento eliciado na subseqiiente exposi¢dao (File e

Zangrossi, 1993; Rodgers e Shepherd, 1993), bem como no efeito ansiolitico dos BDZs
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(Lister, 1987; File et al., 1990; Rodgers e Shepherd, 1993; Holmes e Rodgers, 1999, Bertoglio
e Carobrez, 2002c¢) e ligantes dos receptores serotoninérgicos 5-HT; (Canto-de-Souza, et al,
2002; Nunes-de-Souza, et al, 2002), os quais sdo significativamente reduzidos ou abolidos.
Este fendmeno se refere a “tolerancia de uma exposicdo” (OTT, do inglés One Trial
Tolerance) (File et al., 1990) e é independente de fatores como o tratamento farmacolégico na
exposicdo inicial e o material utilizado para a construcao do labirinto (File 1993), bem como
do periodo circadiano e condigdes de iluminagao (Bertoglio e Carobrez, 2002b).

Estudos comportamentais tém proposto que a primeira exposi¢do pode representar a
aquisi¢ao de uma resposta fobica aos bragos abertos, de forma que, a deficiéncia do efeito
ansiolitico dos BDZs na segunda tentativa ao labirinto pode ser relatada como uma
insensibilidade destes agentes ao comportamento fobico (Nutt, 1990; File et al., 1993;
Bertoglio e Carobrez, 2000). Por outro lado, a OTT pode ser resultado da alteragdo no sitio de
ligacdo envolvido na acdo dos BDZs (Bertoglio ¢ Carobrez, 2002) ou no estado emocional na
subsequente exposi¢cdo ao labirinto (Holmes e Rodgers, 1998). Embora tenha sido proposto
que a perda da eficacia dos BDZs pode ser um artefato relacionado com a habituagdo da
atividade locomotora entre as tentativas (Dawson et al., 1994), existe pouca evidéncia de uma
reducdo nas medidas principais de locomog¢do (entradas totais nos bragos e/ou entradas nos
bragos fechados) durante o reteste (File, 1990; Rodgers et al., 1992b; Rodgers e Shepherd,
1993; Fernandes e File, 1996; Rodgers et al, 1996; Rodgers et al., 1997b, Bertoglio e
Carobrez, 2002).

Embora as alteragdes do perfil intra e intertentativas no labirinto em cruz elevado
poderiam simplesmente refletir uma mudanga quantitativa na ansiedade/medo, varias linhas
de evidéncias seriam consistentes com uma mudancga qualitativa na estratégia comportamental
do estado emocional. Assim, na reexposi¢do, os animais saem mais rapidamente da

plataforma central, gastam mais tempo nos bragos fechados e menos tempo no centro e nos



26

bracos abertos, e exibem menos comportamentos de avaliagdo de risco como mergulhar a
cabeca (head-dipping). Contudo, como as entradas nos bracgos fechados permanecem estaveis
ou aumentam no reteste, este padrdo de mudanga ndo pode ser simplesmente atribuido a uma
supressao comportamental geral (Fernandes e File, 1996; Rodgers et al., 1996; Holmes ¢
Rodgers, 1998). Além disso, ao contrario de outros modelos de ansiedade, a resposta da
corticosterona plasmatica apds exposi¢do ao labirinto em cruz elevado parece nio habituar
com testes repetidos (Holmes et al., 1998).

A alteragdo comportamental e a tolerdncia aos BDZs induzidas pela prévia exposicao
ao labirinto podem ser modificadas pelo tempo de exposi¢do na tentativa 1. Dal-Col et al.
(2003) observaram que animais com cinco minutos de exposi¢do ao labirinto na tentativa 1
exibiram aumento da aversdo ao brago aberto durante a reexposi¢do, enquanto nos animais
com menos tempo de exploracdo (um minuto) na tentativa 1, a aversdo ao brago aberto foi
observada menos claramente na segunda exposi¢do, sugerindo que o aprendizado emocional ¢
comprometido com a reducao do tempo de exploragdo durante a primeira tentativa.

Tem sido demonstrado que areas cerebrais relacionadas ao sistema de defesa podem
modular a diminui¢do do efeito de drogas ansioliticas na tentativa 2. Estudos utilizando o
clordiazepoxido demonstraram que o menor efeito deste agente induzido pela reexposicao ao
labirinto pode ser prevenido com lesdo bilateral do nucleo basolateral da amigdala
imediatamente apds a primeira exposi¢ao (File et al., 1998) ou lesdo dorsomedial do
hipotadlamo, imediatamente antes da reexposicao (File et al., 1999), demonstrando, assim, a
importancia destas regides na consolidagdo da informacdo adquirida durante a primeira
exposicao e na recuperagao da informagdo durante a reexposicao, respectivamente.

A SCP, especialmente em sua por¢ao dorsolateral, tem sido implicada no fenémeno da

OTT em ratos (Bertoglio et al, 2005). Segundo Bertoglio et al (2005) a SCP dorsolateral
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participa, juntamente com o hipotadlamo medial, da recuperagdo, mas nao da consolidagao, das
informagdes adquiridas durante tentativa 1 no LCE.

Até o momento, as pesquisas objetivando a identificagdo dos sitios de a¢ao das drogas
ansioliticas no LCE em camundongos, t€ém quase que exclusivamente enfocado sobre os
animais ingénuos e, por razdes Obvias, tém envolvido predominantemente ligantes de
receptores BDZs e receptores de serotonina 5-HT,; 5 (Rodgers et al, 1992; Nunes-de-Souza et
al, 2000). Entretanto, nenhuma investigacdo foi ainda realizada com a administragdo de

drogas GABA-BZDs na SCP de camundongos reexpostos ao labirinto.
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4. OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo principal investigar o papel dos mecanismos
benzodiazepinicos na substincia cinzenta periaquedutal sobre a ansiedade de camundongos
expostos e reexpostos ao labirinto em cruz elevado.

A participacdo desses mecanismos foi avaliada pelos seguintes grupos:

Animais ingénuos ao labirinto em cruz elevado:
Infusdo intra substancia cinzenta periaquedutal de:
- Midazolam (agonista benzodiazepinico);

- Flumazenil (antagonista benzodiazepinico);

Animais reexpostos ao labirinto em cruz elevado:
Infusdo intra substancia cinzenta periquedutal de:

- Midazolam (agonista benzodiazepinico).
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5. MATERIAL E METODOS

Os procedimentos experimentais deste estudo foram realizados de acordo com os preceitos
da Sociedade Brasileira de Neurosciéncia e Comportamento (SBNec) para o trabalho com

animais em laboratorio.

5.1 Sujeitos: Foram utilizados camundongos da cepa Suico-albino, machos, pesando 23-27
gramas (g), provenientes do biotério central da Universidade Federal de Sao Carlos-UFSCar.
Os animais foram agrupados em gaiolas coletivas (41 x 34 x 16 cm, 10 por gaiola), mantidos
em condi¢des controladas de temperatura (24 + 1 °C), umidade (55 += 5%), luz (ciclo
claro/escuro de 12/12 horas, luzes acesas as 7:00 horas e apagadas as 19:00 horas) e livre

acesso ao alimento e agua, exceto durante as breves sessdes de teste.

5.2 Drogas: Midazolam (MDZ) (8-Cloro-6-(2-fluorofenil)-1-metil-4H-imidazo[1,5-a][1,4]
maleato de benzodiazepina), PM: 441,8g, dissolvido em salina (0,9% NaCl), nas doses de
2,26 nmol/0,2ul (Europharma, Brasil) e 30 nmol/0,1ul (Roche, Brasil). Flumazenil (FMZ)
(Ro 15-1788), dissolvido em Tween 80, na dose de 16 nmol/0,1 pl (Sigma). As doses
utilizadas foram baseadas em estudos prévios (Russo et al, 1993; Gonzalez e File, 1997;
Nunes-de Souza, 2000). As solu¢des foram mantidas sob refrigeragdo até o momento da sua
utilizagdo, em tubos codificados, de modo que o experimentador ndo tivesse conhecimento do

conteudo dos mesmos no momento do experimento ¢ durante a analise das fitas gravadas.

5.3 Cirurgia e administracio intracerebral de drogas: Os animais receberam implantagao
craniana de canula-guia (25-gauge) de 7 mm de comprimento, apds anestesia com
pentobarbital sodico (90 mg/kg, i.p.), com angulo de 26°, na substincia cinzenta
periaquedutal. A cénula foi fixada no cranio do animal com cimento acrilico auto

polimerizante classico (JET). As coordenadas estereotaxicas (Insight EFF-333- Equipamentos
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Cientificos Ltda, Brasil) para implantacao da canula-guia, definidas pelo Atlas de Franklin e
Paxinos (1997), foram: antero posterior (AP)= -4,1; lateral (L)= +1,3 e ventral (V)= -1,2. A
ponta da canula-guia foi posicionada = 1,0 mm dorsal a estrutura alvo. O mandril, o qual foi
removido durante o procedimento de inje¢do, foi inserido dentro da canula-guia para evitar
problemas com obstrugdo e para reduzir contaminagdo. A agulha de injecdo (33-gauge), cujo
comprimento ultrapassa em 1,0 mm a ponta da canula-guia, foi inserida dentro da mesma para
a infusdo de solugdes na SCP. A agulha de injecdo foi conectada, por meio de tubo de
polietileno (PE-10), a microsseringa Hamilton de 10 pl. Uma bomba de infusdo (Insight BI
2000 - Equipamentos Cientificos Ltda, Brasil) foi programada para injetar 0,1 pl ou 0,2 ul de
solug@o durante um periodo de 60 segundos.

O procedimento de microinje¢@o consistiu na remo¢ao do mandril, inser¢ao da agulha
de injecdo, injecdo da solugdo por 60 segundos, permanéncia da agulha de inje¢do por 90
segundos apos o término da injecdo e insercdo do mandril enquanto o animal era contido
manualmente pelo pesquisador. O movimento de uma pequena bolha de ar no tubo de

polietileno antes, durante e depois da inje¢do confirmou o fluxo da solugdo (Nunes-de-Souza

et al, 2000).

5.4 Equipamentos e Procedimento: O labirinto em cruz elevado (LCE) (Fig.1) consiste de
dois bragos abertos (30 x 5 x 0,25 cm) unidos ortogonalmente a dois bragos fechados, de
vidro transparente (30 x 5 x 15 cm), elevados a 38,5 cm do solo por um suporte de madeira
(Lister, 1987). Os testes foram conduzidos durante a fase clara do ciclo de luz (8:30-16:00
horas). Os camundongos foram individualmente colocados sobre a plataforma central com a
cabeca voltada para um dos bragos abertos e puderam explorar o labirinto por um periodo de
5 minutos. Apds este periodo, o aparelho foi limpo com algoddo umedecido em solucdo de

alcool a 20% e seco com papel toalha.
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Fig. 1- Labirinto em cruz elevado

5.4.1 Experimento 1: Infusdo intra-SCP de MDZ (2,26 ou 30 nmol/0,1nul) em animais

ingénuos e reexpostos ao LCE:

Exposi¢do 1 (animais ingénuos): Os animais receberam infusdo intracerebral de salina ou
MDZ (2,26 ou 30 nmol/0,1ul) e ap6s quatro minutos (Nunes-de-Souza et al, 2000), foram
submetidos a uma unica exposi¢ao ao LCE, conforme descrito acima.

Exposi¢cdo 2 (animais reexpostos): o procedimento foi semelhante ao descrito para os
animais ingénuos, exceto que 24 horas antes do teste com drogas, os animais foram
submetidos a uma primeira exposicdo ao LCE (tentativa 1), sem qualquer tratamento

farmacologico.

5.4.2 Experimento 2- Microinje¢do combinada intra-SCP de FMZ (16 nmol/0,1pnl), e

MDZ (30 nmol/0,1pnl) em animais ingénuos ao LCE:

Cinco grupos de animais receberam infusdo intracerebral de drogas nas seguintes
combinagdes: salina-salina, salina-MDZ (30 nmol), veiculo-veiculo, FMZ (16nmol)-veiculo e

FMZ (16 nmol)-MDZ (30 nmol). Quatro minutos apds a segunda microinje¢do o0s
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camundongos foram submetidos ao LCE conforme descrito anteriormente. Em todos os

grupos o intervalo de tempo entre a primeira e a segunda microinjecao foi de 10 minutos.
Todo o teste no labirinto foi filmado por uma camera (Panasonic - X12) posicionada

com inclina¢do de aproximadamente 45°, ¢ os resultados coletados analisados posteriormente

por observagao na televisdo (Panasonic 14 polegadas) e video (SEMP X694).

5.5 Analise comportamental: Os comportamentos foram avaliados pela analise das fitas
gravadas, por um observador treinado, usando o programa de analise etologica X-Plo-Rat,
versdao 3.0 (Lab. Dr. Morato, S., Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto,
USP (FFCLRP-USP). Os comportamentos analisados envolveram tanto os parametros

convencionais (Lister, 1987) quanto os etoldgicos (Rodgers et al, 1997).

Medidas convencionais: Freqiiéncia de entradas nos bracos abertos e fechados (a entrada em
um brago ¢ definida pelo cruzamento com todas as quatro patas para dentro do brago) e
duracdo do tempo gasto nestes compartimentos ¢ na plataforma central. Estes dados foram
usados para o calculo da porcentagem de entradas ¢ do tempo de permanéncia nos
compartimentos descritos acima [Entradas: (compartimento/total) x 100; Tempo (tempo no

compartimento/300) x 100].

Medidas etologicas: Freqiiéncia de levantamentos (elevagdo do corpo sobre as patas
traseiras), mergulhar a cabeca (head-dipping - freqiiéncia de movimentos exploratérios da
cabega/ombros em dire¢do ao solo), posturas de esticar o corpo (stretched attend postures
(SAP)- freqiiéncia de esticar o corpo e retrai-lo & posi¢do original, sem a ocorréncia de
locomogao) e duragdo de imobilidade (Fig 2). Como os sinais de tigmotaxia sdo importantes

para a exploracdo no LCE (Treit et al., 1993), os comportamentos de mergulhar a cabeca ¢
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esticar o corpo foram diferenciados quanto ao local de sua ocorréncia no labirinto. De acordo
com estudos prévios os bracos fechados e a plataforma central foram designados como areas
“protegidas” do labirinto, enquanto os bragos abertos sdo designados como areas
“desprotegidas”. Os dados coletados nestes compartimentos foram mostrados no total e como

porcentagem [(protegido/ total) x 100] de cada comportamento.

Fig. 2- Medidas etologicas de camundongos durante a exposi¢do ao LCE. (A) Posturas
de esticar o corpo (area protegida); (B) Mergulhar a cabeca (head-dipping) (area
protegida); (C) Freqiiéncia de levantamentos (4rea protegida); (D) Imobilidade (4rea
desprotegida).

5.6 Histologia: Apos o término dos experimentos todos os animais receberam microinje¢ao
de 0,1ul ou 0,2 ul de uma solugdo de 1% de azul de metileno na SCP, de acordo com o
procedimento descrito para a microinjecdo de drogas. Os animais foram entdo decapitados,
seus cérebros removidos e acomodados em recipientes contendo solu¢do de formalina (10%)
para posteriormente, utilizando o microtomo (criostato ANCAP 300), sofrerem secgdes

coronais de 70 micrometros (um) ao longo do trajeto da canula. As sec¢des foram
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inspecionadas com o uso de um microscopio (Olympus B202) e a visualizagdo da dispersao
do azul de metileno indicou o local da inje¢do. Os animais cujas inje¢des nao atingiram a SCP

foram excluidos do estudo.

5.7 Analise Estatistica:

Nos dois experimentos, todos os resultados foram inicialmente submetidos ao teste de
homogeneidade das variadncias de Levene. Quando necessario, os dados foram transformados
em log, raiz quadrada ou raiz ctbica antes de serem submetidos a analise de varidncia
(ANOVA), seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Duncan. Quando o teste de
Levene mostrou significincia mesmo apds a transformacdo dos dados, o teste ndo-
paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn foi

usado. Em todos os casos, os valores de P < 0,05 foram considerados significativos.
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6. RESULTADOS

A anélise histoldgica confirmou que a insercao da canula na SCP ocorreu em um total
de 119 animais (Fig.3), sendo que, destes, 32 foram utilizados para avaliar o efeito do MDZ
(2,26 ou 30 nmol) em animais ingénuos ao LCE (n=9-12), 33 foram utilizados para avaliar o
efeito do MDZ (nas mesmas doses) em animais reexpostos ao LCE (n=9-13) e 54 foram
utilizados para avaliar o efeito das microinje¢des combinadas do antagonista FMZ (16 nmol)

com o MDZ (30 nmol).

6.1 Experimento 1: Infusdo intra-SCP de MDZ (2,26 ou 30 nmol/0,1pl) em animais

ingénuos e reexpostos ao LCE:

Devido a dificuldade de obtencdo do MDZ na menor dose, utilizamos um volume de
injecdo de 0,2ul para este grupo (2,26 nmol) e para o grupo controle correspondente. Para a
maior dose (30 nmol), utilizamos um volume de inje¢do de 0,1 pul e o mesmo volume para o
grupo controle correspondente. Como a comparagao entre os animais tratados com salina nos
volumes de 0,1ul ou 0,2ul ndo revelou diferenca significativa, estes sujeitos puderam ser
reunidos em um unico grupo. Este procedimento foi adotado nos dois experimentos onde
testamos o midazolam nas doses de 2,26 ¢ 30 nmol, com animais ingénuos e reexpostos ao

LCE.

Animais ingénuos ao LCE

A Figura 4 mostra os efeitos da microinje¢do de MDZ (0, 2,26 e 30 nmol/0,1pul), na

SCP de camundongos ingénuos ao LCE. A analise estatistica ndo paramétrica (Kruskal-Wallis

seguido do teste de Dunn) revelou diminui¢cdo dos indices convencionais de ansiedade, ou
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seja, aumento da porcentagem de entradas (H (,32) = 7,11; P < 0,05) e de tempo gasto (H (232
= 10,56; P < 0,05) nos bragos abertos do labirinto, sem alterar a atividade locomotora

[freqliéncia de entradas nos bragos fechados (H (232 = 5,60; P > 0,05)].

A (B)

Bregma 3.80 mm

Fig. 3- (A) Fotomicrografia de uma sec¢do coronal do mesencéfalo mostrando o sitio de
injecdo na substancia cinzenta periaquedutal (SCP). A seccdo corresponde a medida de -4,24
mm a partir do bregma no Atlas de Franklin and Paxinos (1997). (B) Representacio
esquematica dos sitios de microinfusdo na SCP de camundongos. O numero de pontos ¢
inferior a0 nimero total de animais devido a sobreposicao.
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Fig 4. Efeito do MDZ (0, 2,26 nmol/0,2 ul e 30 nmol/ 0,1 pl) microinjetado na SCP de
camundongos ingénuos sobre a frequéncia de entradas nos bragos fechados (BFs) e a
porcentagem de entradas e de tempo gasto nos bracos abertos (BAs) do LCE. Os dados
representam a média + E.P.M. n=9-12.
*P < 0,05, comparado ao grupo salina.

A Tabela 2 mostra os efeitos do MDZ (0, 2,26 e 30 nmol/0,1ul) nos demais
comportamentos analisados em camundongos ingénuos ao LCE. A analise estatistica ndo
paramétrica (Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn) revelou mudanga significativa nas
medidas de ansiedade como, total de entradas (H (232 = 8,16; P < 0,05) e entradas nos bracos

abertos (H (2,32) = 9,69; P < 0,05), entretanto, ndo foi observada diferenga na porcentagem de
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tempo gasto nos bragos fechados (H 2,32y = 2,09; P > 0,05) e no centro do labirinto (H 2,32) =
3,18; P > 0,05). Quanto aos indices etoldgicos, o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de
Dunn revelou mudangas significativas na porcentagem de mergulhos protegidos (H (232) =
6,73; P < 0,05), mas revelou auséncia de efeito no total de mergulhos (H (232 = 0,01; P >
0,05), esticadas (H (232 = 0,60; P > 0,05), levantamentos (H (232 = 2,05; P > 0,05) e
porcentagem de levantamentos protegidos (H (232) = 2,44; P > 0,05), esticadas protegidas (H
232 = 6,19; P> 0,05), imobilidade protegida (H 232y = 0,39; P > 0,05) e total de imobilidade
(H 232 = 1,19; P> 0,05). O teste de Dunn revelou que 0 MDZ na dose de 30 nmol produziu
aumento no total de entradas e nas entradas nos bragos abertos do LCE. Entretanto, diminuiu

a porcentagem de mergulhos protegidos.

Tabela 2. Efeito do MDZ (0, 2,26 nmol/0,2ul ou 30 nmol/0,1ul) na SCP de camundongos
ingénuos ao LCE".

MIDAZOLAM (nmol)

Comportamento 0 2,26/0,2ul 30/0,1ul H (2,32)
(n=11) (n=12) (n=9)

Total de entradas 92+ 1,4 8,5+1,5 16,6 +2,2% 8,16, P<0,05

Entradas nos Bas 2,5£0,5 3,6+0,5 6,9 +1,3* 9,68; P<0,05

% Tempo nos BFs 55,3+4,9 40,6 £ 5,6 49,0+ 5,1 2,09; NS

% Tempo no centro 35,6+5,8 30,6 £ 4,4 24,5+6,7 3,18; NS

Total de mergulhos 9,8+ 1,1 9,8+ 1,1 10,2£2,6 0,01; NS

% Mergulhos protegidos 71,6 £11,2 53,5+8,2 31,9 £10,5* 6,74; P<0,05

Total de esticadas 49+0,7 3,4+0,9 3,7+ 1,01 0,61; NS

% Esticadas protegidas 95,4 +45 65,3 +13,9 69,0 + 14,3 3,95;NS

Total de levantamentos 44+12 48+1,9 7,0 +2,06 2,05; NS

% Levantamentos protegidos 81,8 + 12,2 75,0 £ 13,1 100 £0 2,44; NS

Total de imobilidade 3,4+2,1 10,7 + 6,1 8,5+432 1,19; NS

% Imobilidade protegida 454+ 15,7 41,7+ 14,9 55,5+17,6 0,39; NS

Os dados representam a média + EPM. BAs = Bragos abertos, BFs = Bragos fechados, NS = ndo
significativo.

*P < 0,05, comparado ao grupo salina.

" Ver também Fig. 4

Animais reespostos ao LCE
Na reexposicdo ao labirinto, os animais apresentaram um perfil semelhante de

explora¢do durante a 1 exposi¢do. A analise de varidncia (ANOVA) revelou auséncia de
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efeito entre os grupos, tanto para os indices convencionais, quanto para os indices etologicos

(Tab. 3).

Tabela 3. Comportamentos avaliados durante a exposi¢do 1 no LCE.

MIDAZOLAM (nmol)
Comportamento 0 2,26/0,2ul 30/0,1ul F (df 2,30)
(0=13) (n=11) (n=9)
Total de entradas 12,1+ 1,4 13,1+2,1 12,2+0,8 0,12; NS
Entradas nos Bas 29+04 39+1,0 2,0+0,6 1,60; NS
% Entradas nos BAs 248425 27.9+3.9 169+53 1,77, NS
% Tempo nos Bas 132+2.1 11,9+2,6 6,4+20 2,18; NS
Entradas nos BFs 9,1+1,2 92+1,3 102+1,0 0,22; NS
% Tempo nos BFs 68,3+3,6 672+5,.2 76,2 +4,6 1,03; NS
% Tempo no centro 18,4+3,2 20,8 +3,1 17,4+4,1 0,23; NS
Total de mergulhos 9,7+2,0 105+1,4 10,1 +3,0 0,07; NS
% Mergulhos protegidos 78,0+ 6,6 792+7,6 89,2+ 16,3 0,73; NS
Total de esticadas 53+0,9 83+1,4 7.0+4,1 1,73; NS
% Esticadas protegidas 100 £0 94,3 +4.6 100 £0 1,54; NS
Total de levantamentos 112+1,9 58+1,2 93+7,8 2,16, NS
% Levantamentos protegidos 100 +0 90,9 £ 9,1 100 +0 1,00; NS
Total de imobilidade 1,0£0,7 0,0 £0,0 0,0+0,0 1,55; NS
% Imobilidade protegida 15,4 %104 0,0£0,0 0,0+0,0 1,65; NS

Os dados representam a média + EPM. BAs = Bragos abertos, BFs = Bragos fechados, NS = no
significativo

A Figura 5 mostra os efeitos da microinjecdo de MDZ (0, 2,26 e 30 nmol/0,1ul), na
SCP de camundongos reexpostos ao LCE. O teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de
Dunn, revelou auséncia de efeitos tanto nas medidas convencionais de ansiedade,
porcentagem de entradas (H (233 = 0,85; P > 0,05) e tempo gasto nos bragos abertos do
labirinto (H 233y = 0,15; P> 0,05), quanto no niimero de entradas dos bracos fechados (H (233

=5,77; P> 0,05) do LCE.
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Fig 5. Auséncia de efeito do MDZ (0, 2,26 nmol/0,2 pl e 30 nmol/ 0,1 pl) microinjetado na
SCP de camundongos reexpostos sobre a frequéncia de entradas nos bragos fechados (BFs) e
a porcentagem de entradas e de tempo gasto nos bragos abertos (BAs) do LCE. Os dados
representam a média + E.P.M. n=9-13

A Tabela 4 mostra os efeitos da microinje¢do de MDZ (0, 2,26 e 30 nmol/0,1pl) nos
demais comportamentos observados durante a 2* exposi¢do ao LCE. O teste de Kruskal-
Wallis revelou auséncia de efeitos tanto para as medidas etoldgicas, quanto para os demais

comportamentos analisados.
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Tabela 4. Auséncia de efeito do MDZ (0, 2,26 nmol/0,2ul ou 30 nmol/0,1ul) na SCP de
camundongos reexpostos ao LCE".

MIDAZOLAM (nmol)
Comportamento 0 2,26/0,2ul 30/0,1ul H (2,33)
(0=13) (n=11) (n=9)

Total de entradas 10,0+ 1,2 143+2,7 133+1,3 3,67; NS
Entradas nos Bas 2,4%0,6 3,5+%1,2 23%0,7 0,01; NS
% Tempo nos BFs 84,9 + 3,1 76,6 £5,2 82,0+ 0,4 1,17; NS
% Tempo no centro 74+1,3 16,3 +3,8 132+33 2,52; NS
Total de mergulhos 22+0,5 6,0+1,9 6,6 £2,1 0,79; NS
% Mergulhos protegidos 74,7+ 12,0 69,0 £13,6 79,2+ 11,4 1,76, NS
Total de esticadas 3,0+£1,0 41+1,.2 6,0+1,5 2,39; NS
% Esticadas protegidas 76,9 +12,2 72,7+ 14,1 87,5+ 11,0 4,12; NS
Total de levantamentos 6,7+1,8 44+1,.2 15,0+6,0 3,99; NS
% Levantamentos protegidos 92,3 + 7,7 72,7+ 14,1 88,9+ 11,1 1,99; NS
Total de imobilidade 22,9+ 11,1 26,5 £25,8 42+28 2,08; NS
% Imobilidade protegida 61,5+14,0 45,4 £15,7 444+ 17,6 0,83; NS

Os dados representam a média = EPM. BAs = Bragos abertos, BFs = bracos fechados, NS = ndo
significativo.
" Ver também Fig. 5.

6.2 Experimento 2- Microinje¢cido combinada intra-SCP de FMZ (16 nmol/0,1pnl), e

MDZ (30 nmol/0,1pl) em animais ingénuos ao LCE:

A Figura 6 mostra os efeitos da microinje¢do combinada de salina-salina (S+S),
salina-midazolam (30 nmol) (S+MDZ), veiculo-veiculo (V+V), flumazenil (16 nmol)-veiculo
(FMZ+V) e flumazenil-midazolam (16 e 30 nmol) (FMZ+MDZ), na SCP de camundongos
ingénuos ao LCE. A ANOVA, seguida do teste de Duncan revelou diminui¢do dos indices
convencionais de ansiedade, ou seja, aumento da porcentagem de entradas (Fa49 = 4,59, P <
0,05) e de tempo gasto (Fa49 = 5,07, P < 0,05) nos bracos abertos do labirinto, no grupo
salina-MDZ (30 nmol) em relacdo ao grupo salina-salina. Nao foi observado alteracdo na
atividade locomotora [freqiiéncia de entradas nos bracos fechados (F449 = 0,68, P > 0,05)] em
nenhum dos grupos. A microinjecdo de FMZ e veiculo, ndo alterou os indices convencionais
de ansiedade (Fis49 = 4,59, P > 0,05; F449 = 5,07, P> 0,05 ). O FMZ, entretanto, foi capaz de

bloquear o efeito ansiolitico do midazolam (Fs 49 = 4,59, P> 0,05; F449 = 5,07, P> 0,05).
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Fig 6. Efeito da microinjecdo combinada de salina-salina, salina-MDZ, veiculo-veiculo,
FMZ-veiculo e FMZ-MDZ na SCP de camundongos ingénuos sobre a frequéncia de
entradas nos bragos fechados (BFs) e a porcentagem de entradas e de tempo gasto nos bragos
abertos (BAs) do LCE. Os dados representam a média + E.P.M. n=9-12.

*P < 0,05, comparado ao grupo salina-salina (S+S).

A Tabela 5 mostra os efeitos da microinjecdo combinada de salina-salina (S+S),
salina-midazolam (30 nmol) (S+MDZ), veiculo-veiculo (V+V), flumazenil (16 nmol)-veiculo
(FMZ+V) e flumazenil-midazolam (16 e 30 nmol) (FMZ+MDZ), na SCP de camundongos

ingénuos para os demais comportamentos observados no LCE.
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Tabela 5. Efeito da microinje¢cdo combinada de salina-salina, salina-MDZ, veiculo-veiculo,
FMZ-veiculo e FMZ-MDZ na SCP de camundongos ingénuos ao LCE".

Comportamento S+S S+MDZ V+V FMZ+V FMZ+MDZ F (4,49)
(n=12) (n=9) (n=11) (n=12) (n=10)

Total de entradas 9,2+1,0 98+1,7 6,6 +1,1 53+0,8 79+1,7 2,1; NS
Entradas nos Bas 24+0,5 53+1,2% 1,2+0,3 1,2+0,4 2,5+0,9 4,6; P<0,05
% Tempo nos BFs 58,1 +£74 36,8 £8,5 494+79 59,4+10,8 57,6%£99 0,9; NS
% Tempo no centro 33,5+6,6 22,6+7,8 40,9 £ 8,0 353+9,8 27,5+6,3 0,7; NS
Total de mergulhos 8,6+1,8 7,2+19 93+1,2 72+1,5 57+1,2 0,8; NS
% Mergulhos protegidos 84,6 £ 6,9 30,2 £9,4* 50,1 £12,3 833+11,2 747+11,7 4,3; P<0,05
Total de esticadas 7,7+1,2 0,5 +0,3*% 32+0,5 3,7+0,8 36+1,5 6,7; P<0,05
% Esticadas protegidas 92,6446 333+166* 863+97 85+112 70,0+153 3,8; P<0,05
Total de levantamentos 47+0,9 72+29 48+1,9 49+1,6 56+ 1,9 0,3; NS
% Levantamentos protegidos 91,7 + 8,3 75,1 %143 72,7+14,1 91,3+83 96,7+3,3 1,I; NS
Total de imobilidade 1,3+1,0 29,4+ 16,9 18,3 £6,7 12,2 +4,1 25,0+9,0 1,6; NS
% Imobilidade protegida 25,0+ 13 444+ 17,6 545+15,7 833+£11,2 50,0+£16,7 2,3; NS

Os dados representam a média £+ EPM. BAs = Bragos abertos, BFs = Bragos fechados, NS = nao
significativo.

* P <0,05 comparado ao grupo salina-salina (S+S).

" Ver também Fig. 6.

A andlise estatistica revelou alteragdo significativa, para o grupo salina-MDZ (30
nmol), nas entradas nos bragos abertos (Fi49 = 4,58, P < 0,05), entretanto, ndo foi observada
diferenca no total de entradas (Fs49 = 2,07, P > 0,05), na porcentagem de tempo gasto nos
bragos fechados (Fs49 = 0,98, P > 0,05) e no centro do labirinto (Fis49 = 0,74, P > 0,05).
Quanto aos indices etologicos, a analise estatistica revelou mudancas significativas na
porcentagem de mergulhos protegidos (Fi49 = 4,3, P < 0,05), total de esticadas (Fi49 = 6,7, P
< 0,05) e esticadas protegidas (Fs49 = 3,8, P < 0,05), mas revelou auséncia de efeito no total
de mergulhos (F449 = 0,8, P > 0,05), levantamentos (F449 = 0,3, P > 0,05), imobilidade (F4 49
= 1,6, P > 0,05) e porcentagem de levantamentos (Fi49 = 1,1, P > 0,05) e imobilidade
protegidos (F449 = 2,3, P > 0,05). O teste de Duncan revelou que a microinje¢do combinada
de salina e midazolam (S+MDZ), produziu aumento nas entradas nos bracos abertos do LCE.

Entretanto, diminuiu a porcentagem de mergulhos e esticadas protegidas, bem como o total de

esticadas.
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7. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que a administragdo de midazolam (MDZ) na
substancia cinzenta periaquedutal (SCP) de camundongos ingénuos ao labirinto em cruz
elevado (LCE) resultou em diminui¢do dos indices convencionais de ansiedade, verificada
pelo aumento na porcentagem de entradas e de tempo gasto nos bracos abertos do labirinto.
Além disso, a maior dose de MDZ promoveu diminui¢do da porcentagem de mergulhos
protegidos, uma medida etologica. O envolvimento de receptores benzodiazepinicos nos
efeitos antiaversivos do MDZ foram avaliados com a administragdo combinada com o
flumazenil, antagonista desses receptores. A administragao intra-SCP de flumazenil bloqueou
os efeitos ansioliticos do midazolam, sem alterar as medidas comportamentais de ansiedade
nem a atividade locomotora, quando administrado isoladamente. Em contraste, a infusdo
intra-SCP de MDZ, nas duas doses, ndo modificou nenhuma das medidas comportamentais de
ansiedade em camundongos reexpostos ao LCE.

Os resultados ansioliticos observados ap6s a administracdo de MDZ intra-SCP, em
ambas as doses, mostraram ser seletivos sobre a ansiedade, uma vez que nenhuma das duas
doses alterou a atividade locomotora, representada pela freqiiéncia de entradas nos bragos
fechados do labirinto. Tais resultados corroboram com estudos anteriores da literatura obtidos
com a administrag¢do sist€émica e intra-SCP de MDZ em ratos (Russo et al, 1993; Rosa et al,
2000; Cruz-Morales et al, 2002; Bertoglio e Carobrez, 2003; Bertoglio et al, 2005) e
camundongos ingénuos ao LCE (Nunes-de-Souza et al, 2000; Mendes-Gomes e Nunes-de-
Souza, 2005).

Sabe-se que durante a exposi¢do ao LCE, ratos (Rosa et al, 2000) e camundongos
(Holmes e Rodgers, 1998) exibem um comportamento exploratorio caracterizado por
evitagdo dos bragos abertos e preferéncia pelos bracos fechados do labirinto. Os

benzodiazepinicos (BDZs) e outros compostos ansioliticos sdo capazes de modificar este
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padrao comportamental em roedores, diminuindo os indices convencionais de ansiedade, ou
seja, aumentando a porcentagem de entradas e o tempo gasto nos bragos abertos do labirinto
(Pelow et al., 1985; Rodgers e Cole, 1994; De-Souza et al., 1998; Holmes e Rodgers, 1999;
Menard e Treit, 1999; Teixeira e Carobrez, 1999; Griebel et al., 2000; Rosa et al., 2000;
Nunes-de-Souza et al, 2000).

Estudos prévios tém demonstrado que respostas comportamentais distintas podem
ocorrer pela estimulagao de diferentes colunas da SCP (Bandler e Shipley, 1994; Bandler et
al, 2000). No presente estudo, os efeitos ansioliticos observados com a administracdo de MDZ
na coluna dorsal da SCP (SCPd) corroboram com estudos que utilizaram a ativacdo de
colunas especificas da SCP em ratos, sugerindo que a coluna dorsolateral da SCP (SCPdI)
esta relacionada com a ansiedade e também com os efeitos antiaversivos dos compostos
BDZs. Tem sido demonstrado que a ativagdo das colunas dorsolateral (SCPdI) e lateral (SCPI)
da SCP, com injecdo local de aminoacido excitatorio resulta em resposta comportamental
ativa, caracterizada por comportamentos de luta ou fuga e ativacdo do sistema nervoso
auténomo simpatico, gerando respostas como hipertensdo e taquicardia. Por outro lado, a
ativacao da coluna ventrolateral (SCPvl) da SCP resulta em resposta comportamental passiva,
caracterizada por imobilidade, hiporreatividade aos estimulos externos e inibi¢cdo simpatica
(Bandler e Shipley, 1994; Bandler et al, 2000). A estimulacdo elétrica da SCPdI resulta em
comportamentos de luta ou fuga (Graeff et al., 1996) que sdo atenuados pela injegao sistémica
ou local de drogas que facilitam a neurotransmissdo GABAérgica, como os BDZs e os
barbituricos (Brandao et al., 1982; Audi e Graeff, 1984; Graeff et al, 1986). Em contraste, a
microinjecao de antagonistas GABAérgicos na SCPdI de ratos, induz a reacdes similares as
induzidas pela estimulagdo elétrica (Brandao et al., 1982).

Ao lado das medidas convencionais, as medidas etoldgicas, como posturas de esticar

o corpo e mergulhar a cabeca, tém sido utilizadas para fornecer dados de avaliagdo de risco no
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LCE (Griebel et al, 1997). Tem sido demonstrado que os comportamentos de avaliacdo de
risco sdo sensiveis aos benzodiazepinicos (Handley, 1991). No presente estudo, a infusdo
intra-SCP da maior dose de MDZ diminuiu a porcentagem de mergulhos protegidos em
relacdo ao grupo salina, sem alterar as demais medidas etologicas. Estes resultados
corroboram parcialmente com estudos prévios utilizando o MDZ, os quais demontraram
reducdo dos comportamentos de avaliacdo de risco com a administracdo sistémica deste
agonista dos receptores BDZs em ratos (Cruz-Morales et al, 2002; Bertoglio ¢ Carobrez,
2002c).

De acordo com estas evidéncias, os resultados obtidos no presente trabalho sugerem a
participagdo dos receptores GABA/benzodiazepinicos da SCP na modulacao da ansiedade em
camundongos ingénuos ao LCE. Dentro deste contexto, estudos utilizando camundongos
knockout tém demonstrado que a agdo ansiolitica dos BDZs pode ser atribuida principalmente
a subunidade o, do receptor GABA, enquanto o seu efeito sedativo (com diminui¢do da
atividade locomotora, por exemplo) pode ser atribuido a subunidade o; deste receptor
(Rudolph et al., 1999; McKernan et al., 2000; Low et al., 2000; Mohler et al., 2002; Rudolph
e Mohler, 2004).

No presente trabalho, o efeito ansiolitico do MDZ em animais ingénuos foi bloqueado
pela infusdo prévia com flumazenil (FMZ) no mesmo sitio mesencefalico. Estudos prévios
envolvendo a interagdo entre agonistas benzodiazepinicos e flumazenil no teste do LCE tém
mostrado efeitos contraditorios. Administracdes sist€émicas de FMZ antagonizaram o efeito
ansiolitico do diazepam (v.0.) (Wada e Fukuda, 1991) e do clordiazepoxido (i.p.) (Ferris et al.,
2001). Além disso, o FMZ produziu bloqueio dos efeitos ansioliticos do midazolam em
injecdes combinadas na SCP (Russo et al., 1993), entretanto, ndo foi capaz de antagonizar o
efeito do midazolam em injegdes combinadas no nucleo dorsal da rafe em ratos (Gonzalez e

File, 1997).
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De modo interessante, neste estudo, a infusdo isolada deste antagonista dos receptores
GABA-benzodiazepinicos ndo alterou nenhum dos indices de ansiedade, nem a atividade
locomotora avaliada no LCE, sugerindo que seus efeitos na reversao da ansiolise provocada
pelo midazolam sdo desprovidos de efeitos intrinsecos sobre este estado emocional. A
literatura tem apresentado resultados inconsistentes dos efeitos do FMZ na ansiedade em
roedores. Estudos com administracdo sistémica de FMZ  tém demonstrado efeitos
ansiogénicos (Savic et al, 2004) ou auséncia de efeitos (Pelow e File, 1986) no teste do LCE.
Segundo File e Hitchcott (1990), a influéncia do FMZ ¢ dependente do estado de ansiedade
do animal. Assim, em condi¢des onde o estresse € considerado baixo, como por exemplo, no
teste do LCE, o FMZ pode apresentar efeito ansiogénico (Lee ¢ Rodgers, 1991; Savic et al,
2004) ou auséncia de efeitos (Pelow e File, 1986), enquanto que em situagdes onde o estresse
¢ considerado alto, como por exemplo, retirada de etanol (Moy et al, 1997) este farmaco pode
atenuar a ansiedade. Existem evidéncias indicativas de que a transmissdo GABAérgica intra-
SCP exerce acdo tonica sobre as reagdes defensivas (Milani e Graeff, 1987). Desta forma, a
auséncia de efeitos do FMZ observada no presente estudo pode estar associada a dose
empregada. E possivel que inje¢des intra-SCP de doses mais altas de FMZ resultem na
reducdo das reagdes de defesa. Entretanto, segundo Rodgers e Dalvi (1999), a influéncia do
FMZ nao pode ser atribuida a diferengas na dosagem da droga ou modelos animais utilizados.

Alguns autores (File e Hitchcott, 1990; Malizia e Nutt, 1995) sugerem que a
variabilidade nos efeitos intrinsecos do FMZ pode ser desencadeada por uma alteracdo na
conformacgao do receptor benzodiazepinico. Sabe-se que o receptor GABA, apresenta uma
estrutura pentamérica constituida de duas subunidades alfa (o), duas beta () e uma gama (y),
sendo que, a subunidade o possui um papel predominante na acdo dos BDZs (Wisden et al,
1991). Tem sido demonstrado que, ao contrario dos receptores contendo as subunidades al,

a2, a3 ou a5, os receptores com as subunidades 04 e a6 sdo insensiveis a BDZs como o
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diazepam (Wisden et al, 1991). De forma interessante, o flumazenil, antagonista dos
receptores BDZs apresenta efeito agonista em receptores que apresentam as subunidades o4 e
a6 (Hadingham et al, 1996). Desta forma, tem sido sugerido que diferentes estados de
ansiedade podem modificar a densidade de algumas subunidades do receptor GABA,4, o que
leva a uma alteracdo na resposta farmacolédgica dos ligantes dos receptores BDZs, podendo,
assim, justificar a variedade de efeitos do flumazenil (Belzung et al, 2000).

Os resultados do presente estudo demonstraram a participagao da SCP no fendmeno da
“tolerancia de uma exposicao” (OTT) (File et al., 1990), caracterizada pela perda do efeito
ansiolitico do MDZ anteriormente observado em animais ingénuos, com ambas as doses
utilizadas. A infusdo de MDZ nas duas doses, ndo alterou nenhum dos indices de ansiedade
nem a atividade locomotora em animais reexpostos ao LCE. Tem sido demonstrado que a
experiéncia prévia ao LCE aumenta a esquiva dos bragos abertos (Bertoglio ¢ Carobrez, 2000;
Fernandes e File, 1996; Holmes e Rodgers, 1998,1999), altera o comportamento natural (File
e Zangrossi, 1993; Holmes e Rodgers, 1998) e compromete o efeito ansiolitico dos BDZs na
subseqiiente exposi¢do ao labirinto (File et al, 1990; Holmes e Rodgers, 1999; Bertoglio e
Carobrez, 2002; Cruz-Morales et al, 2002). Algumas hipoteses tém sido sugeridas para
explicar estas mudangas, incluindo habituacdo locomotora (Dawson et al,1994),
sensibilizacdo do medo aos bragos abertos (Rodgers e Shepherd, 1993), mudanga qualitativa
no estado emocional na subseqiiente exposi¢do ao labirinto (Holmes e Rodgers, 1998) e
alteracdo do estado do sitio de ligagdo e/ou do complexo receptor envolvido (Gonzales e File,
1997; Bertoglio e Carobrez, 2002a, 2002b; 2003).

Neste trabalho, a auséncia de efeitos na atividade locomotora, representada pela
freqliéncia de entradas nos bragos fechados, durante a reexposi¢do ao LCE, ndo corrobora
com a hipétese de que o fendomeno da OTT se deve a habituacdo locomotora (Dawson et al,

1994). A repetig¢do do teste no LCE nao foi capaz de modificar a exploragdo do brago aberto,
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de forma que, nao foi observada diferenca significativa na porcentagem de entradas e tempo
gasto nos bragos abertos do labirinto entre os grupos controles da primeira e segunda
exposicoes. Estes resultados divergem de estudos prévios da literatura (Treit et al, 1993;
Rodgers e Cole, 1994; Holmes e Rodgers, 1998; Bertoglio e Carobrez, 2003), e podem estar
relacionados & um nivel basal aumentado de ansiedade nos animais ingénuos ao LCE
(Bertoglio e Carobrez, 2005). Resultados similares foram observados em trabalhos anteriores
com infusdo sistémica de midazolam em ratos (Bertoglio e Carobrez, 2005). Desta forma, a
perda dos efeitos ansioliticos do MDZ, na segunda exposi¢do, poderia estar relacionada a uma
mudanga qualitativa no estado emocional (Holmes e Rodgers, 1998) ou a alteragdo do estado
do sitio de ligagdo e/ou do complexo receptor envolvido (Gonzales e File, 1997; Bertoglio e
Carobrez, 2002a, 2002b; 2003).

A administragdo de MDZ nas duas doses, neste estudo, ndo alterou nenhuma das
medidas etologicas avaliadas em animais reexpostos ao LCE. Os nossos resultados ndo
corroboram com estudos prévios com o uso do MDZ em ratos, os quais demontraram redugao
dos comportamentos de avaliacdo de risco, na segunda exposi¢do ao labirinto, com a
administracao sist€émica deste agonista dos receptores BDZs (Bertoglio e Carobrez, 2002 c).

Estruturas cerebrais relacionadas ao sistema de defesa, incluindo hipocampo (Nunes-
de-Souza et al, 2002), nicleo mediano (Canto-de-Souza et al, 2002) e dorsal da rafe
(Gonzéles e File, 1997) e SCP (Bertoglio e Carobrez, 2005) tém sido relacionadas ao
fenomeno da OTT. Neste sentido, tem sido demonstrado que a administracao de lidocaina na
SCPdI antes e depois da primeira exposi¢do, ndo altera o padrdo comportamental e a resposta
ao MDZ injetado sistemicamente em ratos, durante a segunda exposi¢do. Em contraste, a
administracao de lidocaina na SCPdI antes da segunda exposi¢ao, resulta na permanéncia dos
efeitos ansioliticos do MDZ durante a mesma, o que ndo ¢ observado com a administracao

prévia de liquor (Bertoglio et al, 2005). De acordo com Bertoglio et al, (2005), estes
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resultados sugerem que a SCPdl ndo possui um papel principal na aquisi¢do/consolidagao da
memoria aversiva adquirida durante a primeira exposi¢do ao LCE, entretanto, sua integridade
¢ de grande relevancia na expressao do fenomeno da OTT.

Em teoria recente de Gray e MacNaughton (2000), os autores afirmam que estruturas
encefalicas responsaveis pelo controle do medo e ansiedade formam vias paralelas entre si,
onde a SCPdI possivelmente atua como uma via final comum para a expressao de respostas
defensivas elaboradas em estruturas corticais e subcorticais, tais como o cortex pré-frontal, a
amigdala basolateral e hipocampo. Assim, é possivel que na segunda exposi¢ao, apds uma
contextualizagdo inicial, regides localizadas na zona hipotaldmica medial e/ou na SCP seriam
responsaveis por uma resposta comportamental modificada (Carobrez e Bertoglio, 2005).

Em resumo, os resultados do presente estudo confirmam a participacdo de mecanismos
GABA-benzodiazepinicos na SCPd tanto no controle da ansiedade de camundongos expostos
ao LCE, quanto no fenomeno da OTT. As a¢des farmacologicas dos BDZs sdo mediadas pela
alta afinidade destes agentes aos receptores para o GABA,, amplamente distribuidos em
neurdnios pos-sinapticos dentro do sistema nervoso central. Assim, a perda de efeitos do
midazolam (2,26 e 30 nmol) sobre a ansiedade avaliada durante a reexposi¢ao no LCE, sugere
que os receptores GABA-benzodiazepinicos da SCPd, de alguma forma, perdem sua
sensibilidade aos efeitos ansioliticos do midazolam. De acordo com Bertoglio et al, (2005), a
insensibilidade aos BDZs, observada na segunda exposi¢do, pode ocorrer devido a um
aumento da atividade na SCPdI, como resultado da diminui¢ao da atividade GABAérgica ou
aumento da atividade glutamatérgica nesta regido. Neste sentido, outros sistemas de
neurotransmissores parecem estar envolvidos no fendmeno da OTT, o que torna relevante
futuras investigagdes sobre o envolvimento do sistema glutamatérgico durante a segunda

exposicao ao LCE, em camundongos.
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8. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos neste estudo, concluimos que:
. A microinje¢do de midazolam (2,26 e 30 nmol), agonista pleno dos receptores
benzodiazepinicos, na SCP de camundongos ingénuos ao LCE, promove efeito

ansiolitico sem alterar a atividade locomotora.

o A microinjecdo de flumazenil (16 nmol), antagonista pleno dos receptores
benzodiazepinicos, isoladamente, ndo altera os indices de ansiedade nem a atividade
locomotora avaliados no LCE. Entretanto, ¢ capaz de bloquear o efeito ansiolitico do

midazolam (30 nmol).

o A experiéncia prévia ao LCE leva a perda dos efeitos ansioliticos do midazolam (2,26
e 30 nmol) microinjetado na SCP de camundongos, implicando a participacdo desta

estrutura mesencefalica no conhecido fendmeno da OTT.
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10. APENDICE

Quadro 1 — Registro das medidas convencionais em camundongos ingénuos ao LCE apos

infusdo intra-dSCP de midazolam (0, 2,26 ¢ 30 nmol).

Salina

SUJEITO|TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 5 1 3 60 1620 1320 20,0 80,0 20 540 440
2 5 1 4 150 1030 1820 20,0 80,0 50 343 60,7
3 7 2 5 180 2130 660 286 714 60 72,0 22,0
4 6 15 40 1610 1350 167 833 13 53,7 450
5 18 6 12 51,0 2020 470 333 667 17,0 673 157
6 4 1 3 40 860 2100 250 750 13 287 70,0
7 12 39 390 2280 330 250 750 130 760 11,0
8 12 39 470 1510 1020 250 750 157 50,3 34,0
9 8 2 6 400 1350 1250 250 750 133 450 417
10 9 36 300 2310 380 330 670 100 770 13,0
11 15 5 10 450 1500 1050 330 670 150 50,0 350

MEDIA | 92 25 6,5 272 1656 1068 259 74,1 91 553 35,6

DPM | 45 1,7 30 183 484 57,9 57 57 61 162 193

EPM | 14 05 09 55 146 175 1,7 1,7 1,8 49 58

Midazolam 2,26 nmol

SUJEITO |[TE EBA EBF TBA TBF TC  %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 6 2 4 190 1890 92,0 333 66,7 63 630 30,7
2 13 6 7 1010 1360 63,0 462 538 337 453 21,0
3 12 3 9 47,0 151,0 1020 250 750 157 503 34,0
4 4 3 1 350 1760 890 750 250 11,7 587 297
5 9 4 5 620 1390 990 444 556 20,7 463 33,0
6 20 7 13 52,0 2090 390 350 650 173 69,7 13,0
7 9 3 6 300 850 1850 333 667 100 283 61,7
8 5 3 2 450 1270 1280 60,0 40,0 150 423 42,7
9 1 6 51480 73,0 79,0 545 455 493 243 263
10 8 2 6 40,0 1350 1250 250 750 133 450 41,7
11 2 2 0 2980 0 20 100 0 993 0 07
12 302 1 1590 420 990 667 333 530 140 33,0
MEDIA | 85 3,6 49 863 121,8 91,8 499 50,1 288 40,6 30,6
DPM |51 18 3,7 80,7 61,5 459 226 226 269 205 153
EPM |15 05 11 233 17,7 132 65 65 78 59 44




Midazolam 30 nmol

SUJEITO | TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 8 4 4 65 163 72 500 500 220 540 24,0
2 12 6 6 61 138 102 50,0 50,0 20,0 46,0 34,0
3 18 6 12 69 178 53 333 667 230 593 180
4 18 8 10 98 152 50 444 556 32,7 50,7 17,0
5 7 3 4 35 48 217 429 571 11,7 160 72,0
6 26 17 9 132 135 33 654 346 440 450 11,0
7 20 6 14 52 210 38 300 700 173 70,0 13,0
8 25 6 19 36 181 83 240 760 120 60,3 28,0
9 16 6 10 166 120 14 375 625 553 40,0 47
MEDIA (16,7 69 98 79,3 1472 73,6 419 581 264 490 24,5
DPM | 67 40 49 446 463 60,1 125 125 150 154 20,0
EPM |22 13 16 148 154 20,0 4,2 4,2 49 51 67
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Quadro 2 — Registro das medidas etologicas em camundongos ingénuos ao LCE apds infusdo

intra-dSCP de midazolam (0, 2,26 ¢ 30 nmol).

Salina
% ESTICADAS % LEVANTAMENTOS % MERGULHOS % IMOBILIDADE
Sujeito | Total Prot Desp. Total Prot Desp. Total Prot. Desp. Total Prot. Desp.
1 5 100 0 0 0 0 9 100 0 0,6 100 0
2 6 100 0 4 100 0 7 100 0 2,4 100 0
3 5 100 0 0 0 0 11 100 0 0 0 0
4 4 100 0 3 100 0 6 100 0 0 0 0
5 1 100 0 11 100 0 12 83,3 17,0 0 0 0
6 2 100 0 3 100 0 6 83,3 17,0 23,0 100 0
7 5 100 0 11 100 0 7 143 86,0 0 0 0
8 9 100 0 7 100 0 14 100 0 0 0 0
9 3 100 0 2 100 0 13 69,0 30,76 0 0 0
10 4 100 0 3 100 0 16 37,5 625 7,0 100 0
11 2 50 50 5 100 0 7 0 100 4,2 100 0
Média | 47 100 4,5 45 81,8 0 98 71,6 285 34 455 0
DPM | 99 0 151 38 405 0 35 373 373 69 522 0
EPM | (7 0 45 1,1 122 0 1,1 11,2 112 21 157 0
Midazolam 2,26 nmol
% ESTICADAS % LEVANTAMENTOS % MERGULHOS % IMOBILIDADE
Sujeito | Total Prot Desp. Total Prot Desp. Total  Prot. Desp. Total Prot. Desp.
1 0 0 0 5 100 0 13 38,5 61,5 5,32 100 0
2 0 0 0 24 100 0 7 14,3 85,7 0 0 0
3 9 100 0 7 100 0 14 100 0 0 0 0
4 8 100 0 0 0 0 10 80,0 20,0 69,9 100 0
5 3 100 0 5 100 0 8 38,0 62,5 17,0 0 0
6 1 100 0 10 100 0 5 60,0 40,0 4,6 100 0
7 6 830 17,0 1 100 0 6 50,0 50,0 0 0 0
8 5 100 0 2 100 0 13 46,0 53,8 0 100 0
9 0 0 0 2 100 0 14 64,0 35,7 0 0 0
10 3 100 0 2 100 0 13 69,0 30,8 0 0 0
11 0 0 0 0 0 0 3 0 100 0 0 0
12 6 100 0 0 0 0 11 82,0 18,2 32,0 100 0
Média 34 65,0 1,4 4,8 75,0 0 9,7 53,5 46,5 10,7 41,7 0
D.P.M 33 48,0 4,8 6,8 45,2 0 3,8 28,6 28,6 21,0 51,5 0
E.P.M 09 14,0 1,4 2,0 13,1 0 1,1 83 83 6,1 14,9 0




Midazolam 30 nmol

% ESTICADAS % LEVANTAMENTOS % MERGULHOS % IMOBILIDADE
Sujeito Total Prot Desp.  Total Prot Desp. Total  Prot. Desp. Total  Prot. Desp.
1 2100 0 1 100 0 12 42,0 58,3 380 100 0
2 4100 0 3 100 0 16 38,0 62,5 70 100 0
3 7710 281 21 100 0 26 35,0 65,4 0 0 0
4 2100 50,0 5 100 0 7 0 100 42 100 0
5 4500 0 1 100 0 5 40,0 60,0 21,0 100 0
6 0 0 0 7 100 0 0 0 100 58 100 0
7 5100 0 6 100 0 3 33,0 66,6 0 0 0
8 9 100 0 11 100 0 8 100 0 0 0 0
9 0 0 0 8 100 0 15 0 100 0,3 0 100
Média 37 69,0 87 7.0 100 0 100 32,0 68,1 90 560 11,0
D.P.M 3,0 43,0 181 62 0 0 80 31,0 31,4 13,0 53,0 33,0
EPM 1,0 14,0 60 21 0 0 26 10,0 10,5 43 17,6 11,0
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Quadro 3 - Registro das medidas convencionais durante a primeira exposi¢ao de

camundongos ao LCE.

Salina
Sujeito | TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 10 3 7 49,0 189,0 62,0 30,0 70,0 16,3 63,0 20,6
2 10 2 8 22,0 160,0 118,0 20,0 80,0 7,3 53,3 39,3
3 6 1 5 8,0 204,0 88,0 16,6 83,3 2,6 68,0 293
4 8 3 5 70,0 209,0 21,0 37,5 62,5 233 69,6 7,0
5 12 4 8 65,6 150,4 83,9 333 66,6 21,8 50,1 27,9
6 21 6 15 50,7 173,8 75,4 28,6 71,4 16,9 57,9 25,1
7 18 5 13 56,0 190,0 54,0 27,8 72,2 18,6 63,3 18,0
8 18 2 16 11,0 216,0 73,0 11,1 88,9 3,6 72,0 243
9 12 1 11 3,0 264,0 33,0 8,3 91,6 1,0 88,0 11,0
10 12 3 9 65,0 166,0 69,0 25,0 75,0 21,6 55,3 23,0
11 8 3 5 37,0 255,0 8,0 37,5 62,5 12,3 85,0 2,6
12 18 4 14 51,0 220,0 29,0 22,2 77,8 17,0 73,3 9,6
13 4 1 3280  269,0 30 250 75,0 93 89,6 1,0
Média | 12,1 29 91 397 205, 55,2 24,8 75,1 13,2 68,4 18,4
DPM 52 1,5 43 232 392 34,3 9,1 9,1 7,7 13,1 11,4
EPM 14 04 1,1 6,2 10,5 9,2 2,4 2.4 2,1 3,5 3,1
Midazolam 2,26 nmol
Sujeito | TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 4 1 3 8,0 261,0 31,0 25,0 75,0 2,6 87,0 10,3
2 11 6 5 90,0 103,0 107,0 54,5 45,4 30,0 34,3 35,6
3 15 6 9 57,0 173,0 70,0 40,0 60,0 19,0 57,6 233
4 13 1 12 37,0 2410 220 77 923 123 80,0 7.0
5 14 311 450 2050 500 214 785 150 68,0 17,0
6 11 3 8 11,1 2547 34,1 27,3 72,7 3,7 84,9 11,3
7 7 1 6 2,0 2537 443 14,3 85,7 0,6 84,5 14,7
8 11 2 9 18,1 222,0 59,8 18,2 81,8 6,0 74,0 19,9
9 15 4 11 39,0 138,6 122,4 26,6 73,3 13,0 46,2 40,8
10 12 4 8 29,9 197,2 72,8 33,3 66,6 99 65,7 243
11 31 12 19 58,0 168,4 73,5 38,7 61,2 19,3 56,1 24,5
Média 13,1 39 9.2 359 201,6 62,4 27,9 72,1 11,9 67,2 20,8
DPM 6,8 32 42 262 51,6 31,3 132 132 87 172 104
EPM 2,0 09 13 79 15,6 9.4 3,9 3,9 2,6 52 3,1




Midazolam 30 nmol

Sujeito | TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 17 0 17 0 2760 240 0 100 0 920 80
2 13 1 12 10,0 2290 61,0 77 923 33 763 203
3 9 2 7 11,0 1470 1420 222 77,8 3,6 490 473
4 13 1 12 360 2530 11,0 77 923 120 843 36
5 9 0 9 0 2950 50 0 100 0 983 16
6 11 1 10 7,0 2450 48,0 91 909 23 81,7 160
7 14 2 12 160 2220 620 143 857 53 740 206
8 13 6 7 323 2020 650 46,1 53,8 10,7 674 218
9 11 5 6 603 1890 51,0 454 545 20,1 63,0 168

MEDIA| 122 20 102 192 229 52 169 83,0 63 762 173
DPM 25 21 34 200 454 41 177 177 66 151 135
EPM 08 07 1,1 66 151 14 59 59 2,2 50 45
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Quadro 4 — Registro das medidas etoldgicas durante a primeira exposi¢ao em camundongos

reexpostos ao LCE.

Salina
%ESTICADAS %LEVANTAMENTOS %MERGULHOS %IMOBILIDADE
Sujeito Total  Prot. Desp. Total Prot. Desp.  Total Prot. Desp.  Total  Prot. Desp.
1 9 100 0 4 100 0 11 100 0 0 0 0
2 4 100 0 11 100 0 2 100 0 0 0 0
3 4 100 0 4 100 0 14 100 0 5,0 100 0
4 1 100 0 10 100 0 7 42,8 57,1 0 0 0
5 10 100 0 9 100 0 15 66,6 333 0 0 0
6 5 100 0 19 100 0 3 100 0 0 0 0
7 3 100 0 12 100 0 12 66,6 33,3 0 0 0
8 9 100 0 25 100 0 26 100 0 0 0 0
9 2 100 0 6 100 0 60 40,0 8,0 100 0
10 1 100 0 9 100 0 4 100 0 0 0 0
11 6 100 0 18 100 0 66,6 333 0 0 0
12 9 100 0 18 100 0 18 71,7 22,2 0 0 0
13 6 100 0 1 100 0 3 33,3 66,6 0 0 0
Média 53 100,0 0 11,2 100 0 9,7 78,0 22,0 1,0 15,4 0
DPM 32 0 0 7,0 0 0 7,1 23,9 23,9 2,5 37,6 0
EPM 0,9 0 0 1,9 0 0 2,0 6,6 6,6 0,7 10,4 0
Midazolam 2,26 nmol
%ESTICADAS %LEVANTAMENTOS %MERGULHOS %IMOBILIDADE
Sujeito | Total Prot. Desp. Total Prot. Desp. Total  Prot. Desp.  Total  Prot. Desp.
1 8 100 0 100 0 12 100 0 0 0 0
2 4 50,0 50 100 0 21 57,1 42,9 0 0 0
3 2 100 0 4 100 0 8 100 0 0 0 0
4 5 100 0 10 100 0 6 50 50 0 0 0
5 3 100 0 3 100 0 14 35,7 64,3 0 0 0
6 15 100 0 8 100 0 100 0 0 0 0
7 14 100 0 4 100 0 100 0 0 0 0
8 13 100 0 9 100 0 8 100 0 0 0 0
9 11 100 0 0 0 0 10 100 0 0 0 0
10 8 87,5 12,5 2 100 0 11 63,6 36,4 0 0 0
11 8 100 0 13 100 0 14 64,3 35,7 0 0 0
Média 8,3 94,3 5,7 58 90,9 0 105 79,2 20,8 0 0 0
DPM 4,5 15,2 15,2 39 30,2 0 4,6 25,1 25,1 0 0 0
EPM 1,4 4,6 4,6 1,2 9,1 0 1,4 7,6 7,6 0 0 0




Midazolam 30 nmol

% ESTICADAS % "LEVANTAMENTOS % ~"MERGULHOS %IMOBILIDADE
Sujeito | Total Prot. Desp. Total Prot. Desp. Total Prot. Desp. Total Prot. Desp.
1 15 100 0 23 100 0 5 100 0 0 0 0
2 4 100 0 22 100 0 15 100 0 0 0 0
3 4 100 0 5 100 0 8 100 0 0 0 0
4 6 100 0 6 100 0 9 66,6 333 0 0 0
5 11 100 0 7 100 0 11 100 0 0 0 0
6 4 100 0 1 100 0 12 100 0 0 0 0
7 3 100 0 7 100 0 9 100 0 0 0 0
8 6 100 0 4 100 0 9 66,6 333 0 0 0
9 10 100 0 9 100 0 13 69,2 30,7 0 0 0
MEDIA 7,0 100 (1} 9,3 100 0 10,1 89,2 10,8 0 0 0
DPM 3,9 0 0 7,3 0 0 2,8 15,3 15,3 0 0 0
EPM 3,9 0 [1) 7,3 0 0 2,8 15,3 15,3 0 0 0
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Quadro 5 — Registro das medidas convencionais em camundongos reexpostos ao LCE apds

infusdo intra-dSCP de midazolam (0, 2,26 ¢ 30 nmol).

Salina

Sujeito |[TE EBA EBF TBA TBF TC  %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 8 2 6 190 2470 340 250 750 63 823 113
2 0 1 9 1,0 2960 30 100 90,0 03 986 1,0
3 2 1 11 30 2900 7,0 83 91,6 1,0 966 23
4 9 4 5 670 2140 190 444 555 223 713 63
6 9 1 8 31 2752 21,7 11,1 889 1,0 91,7 72
7 115 6 373 2247 381 454 545 124 749 127
2 19 8 11 580 2080 340 42,1 579 193 693 1173
5 3 1 2 160 2770 70 333 66,7 53 923 23
6 17 4 13 51,0 2050 440 235 765 170 683 147
7 5 0 5 0 2620 380 0 100 0 873 126
8 7 2 5 200 2550 250 285 714 66 850 83
9 9 0 9 0 2980 2,0 0 100 0 993 06
14 11 2 9 200 2620 180 182 818 66 873 60

média | 10,0 24 7.6 227 2549 224 223 77,7 76 849 74

DPM | 43 23 31 234 331 145 160 16,0 78 11,0 48

EPM | 12 06 09 65 92 40 4,4 4,4 2,2 31 13

Midazolam 2,26 nmol

Sujeito|TE EBA EBF TBA TBF TC  %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 9 0 9 0 2840 16,0 0 100 0 946 53
2 20 6 14 700 161,0 69,0 30,0 70,0 233 53,6 23,0
3 215 16 27,0 2180 550 238 762 90 726 18,3
4 9 0 9 0 2660 34,0 0 100 0 886 11,3
5 24 7 17 550 2300 150 292 708 183 76,6 5,0
6 21 1 1,7 2923 59 500 500 06 97,4 1,9
7 1 0 1 0 2987 1.2 0 100 0 99,6 0,4
8 23 8 15 402 1779 81,8 348 652 134 593 273
9 11 1 10 57 181,6 1126 91 90,9 1.9 60,5 37,5
10 1m0 11 0 2486 514 0 100 0 829 17,1
11 26 11 15 31,1 1715 974 243 577 104 57,1 32,5

Média | 14,3 3,5 10,7 209 2299 490 183 80,1 69 76,6 16,3

DPM | 89 30 56 254 51,5 381 174 188 84 17,2 12,7

EPM | 26 120 1,7 76 155 115 5,2 5,7 2.5 5.1 3.8




Midazolam 30 nmol

Sujeito| TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC

1 10 1 9 50 193,0 102,0 10,0 90,0 1,7 64,3 34,0
2 10 1 9 8,0 2750 17,0 10,0 90,0 2,7 91,7 5,7
3 13 2 11 13,0 263,0 24,0 15,4 84,6 4,3 87,7 8,0
4 10 1 9 20,0 277,0 3,0 10 90,0 6,6 92,3 1,0
5 22 319 21,0 228,0 51,0 13,6 86,4 7,0 76,0 17,0
6 10 0 10 0 29,0 40 0 100 0 98,6 1,3
7 12 1 11 28,0 242,0 30,0 8,3 91,6 9,3 80,6 10,0
8 15 5 10 20,0 209,3 70,5 33,3 66,6 6,7 69,7 23,5

9 18 7 11 14,0 231,3 54,7 38,9 61,1 4,7 77,1 18,2

Média | 13,3 2,3 11,0 14,4 246, 39,6 155 84,5 48 82,0 132
DPM | 43 23 3,1 89 341 329 125 125 30 114 11,0
EPM | 14 08 1,0 30 114 11,0 42 42 1,0 38 3,7
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Quadro 6 — Registro das medidas etologicas durante a reexposi¢do de camundongos ao LCE

apos infusdo intra-dSCP de midazolam (0, 2,26 e 30 nmol).

Salina
%ESTICADAS %LEVANTAMENTOS %MERGULHOS %IMOBILIDADE
Sujeito | Total Prot. Desp. Total Prot. Desp. Total  Prot. Desp. Total Prot. Desp.
1 3 100 0 1 100 0 4 100 0 76,8 100 0
2 0 0 0 10 100 0 0 0 0 0 0 0
3 3 100 0 0 0 0 5 100 0 134 100 0
4 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0
5 1 100 0 1 100 0 1 100 0 1343 100 0
6 6 100 0 3 100 0 2 100 0 15,9 100 0
7 2 100 0 13 100 0 3 100 0 0 0 0
8 0 0 0 4 100 0 2 0 100 15,6 100 0
9 4 100 0 24 100 0 1 100 0 0 0 0
10 3 100 0 5 100 0 5 71,4 28,6 36,9 100 0
11 7 100 0 4 100 0 3 100 0 1,7 100 0
12 5 100 0 9 100 0 1 100 0 3,5 100 0
13 4 100 0 8 100 0 1 100 0 0 0 0
Média 2,9 76,9 0 6,6 92,3 0 2,2 74,7 9,89 22,9 61,5 0
DPM 2,2 43,8 0 6,4 27,7 0 1,7 43,3 28,2 39,9 50,6 0
EPM 0,6 12,1 0 1,7 7,6 0 0,5 12,0 7,82 11,0 14,0 0
Midazolam 2,26 nmol
% ESTICADAS %" LEVANTAMENTOS % "MERGULHOS %IMOBILIDADE
Sujeito | Total  Prot. Desp.  Total Prot. Desp. Total Prot. Desp.  Total Prot. Desp.
1 2 100 0 1 100 0 5 100 0 3,6 100 0
2 5 100 0 100 0 14 100 0 0 0 0
3 8 100 0 6 100 0 16 100 0 0,4 100 0
4 3 100 0 13 100 0 100 0 0,1 100 0
5 7 100 0 8 100 0 2 100 0 0 0
6 0 0 0 3 100 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 11 100 0 5 100 0 13 76,9 23,0 0 0
9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 28 100 0
10 1 100 0 0 0 0 1 100 0 2,6 100 0
11 8 100 0 6 100 0 11 81,8 18,0 0 0 0
Média 4,1 72,7 0 4,5 72,7 0 6,0 69,0 38 26,5 45,5 0
DPM 39 46,7 0 4,1 46,7 0 6,3 45,0 8,4 85,7 52,2 0
EPM 1,2 14,1 0 1,2 14,1 0 1,9 13,6 2,5 25,9 15,7 0




Midazolam 30 nmol

% ESTICADAS %" "LEVANTAMENTOS %" "MERGULHOS %IMOBILIDADE

Sujeito | Total Prot. Desp. Total  Prot. Total Prot. Desp. Total Prot. Desp.
1 3 100 0 10 100 0 4 100 0 26,4 100 0

2 0 0 0 5 100 0 4 50,0 50,0 2,8 100 0

3 9 100 0 18 100 0 5 100 0 0 0 0

4 1 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

5 13 100 0 14 100 0 19 89,5 10,5 0 0 0

6 4 100 0 64 100 0 2 100 0 0 0 0

7 10 100 0 6 100 0 100 0 0 0 0

8 8 87,5 12,5 5 100 0 15 73,3 26,6 52 100 0

9 6 100 0 14 100 0 8 100 0 3,6 100 0
Média 6,0 87,5 1,4 15,1 88,9 0 6,6 79,2 9,7 42 444 0
DPM 4,4 33,1 4,2 19,2 333 0 6,4 34,3 17,6 8,5 52,7 0
EPM 1,5 11,0 1,4 6,4 11,1 0 2,1 11,4 5,9 2,8 17,6 0
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Quadro 7 — Registro das medidas convencionais em camundongos ingénuos ao LCE apos

infusdo intra-dSCP de inje¢do combinada (salina-salina, salina- MDZ, veiculo-veiculo, FMZ-

veiculo, FMZ-MDZ).

Salina + Salina

Sujeito| TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 7 1 6 1,3 257,11 41,6 14,3 85,7 0,4 85,7 13,8
2 7 0 7 0 2784 21,5 0 100 0 92,8 7,2
3 13 3 6 15,6 1893 95,1 23,1 76,9 5,2 63,1 31,7
4 8 2 1 153 2120 726 25 75 51 70,7 24,2
5 3 1 2 11,7 17,6 270,7 333 66,6 3,9 5,8 90,2
6 10 5 5 59,9 77,4 162,6 50 50 19,9 25,8 54,2
7 5 1 4 7,1 136,5 156,3 20 80 24 45,5 52,1
8 15 5 10 40  153,5 106,5 333 66,6 13,3 51,1 35,5
9 7 0 7 0 2564 43,6 0 100 0 85,5 14,5
10 13 4 9 17,7  186,8 95,4 30,7 69,2 5,8 62,3 31,8
11 11 5 6 1089 1248 66,2 45,4 54,5 36,3 41,6 22,0
2 |1 2 9 232 2022 746 182 818 77 674 24,8
Média |92 24 60 250 1743 1005 244 755 83 581 33,5
DPM |35 19 27 31,6 770 684 155 155 105 256 22,8
EPM [1,0 05 07 91 222 197 4,4 4,4 3,0 7.4 6,5
Salina + MDZ (30nmol)
Sujeito [TE  EBA EBF TBA  TBF TC  %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 4 4 0 288.3 0 11,7 100 0 96,1 0 3,9
2 9 4 5 83,7 179,9 73,7 444 555 27,9 59,9 24,6
3 12 7 5 77,7 193,3 29,0 58,3 41,6 25,9 64,4 9,6
4 5 2 3 9,6 74,9 2155 40 60,0 3,2 249 71,8
5 11 4 7 35,8 116,3 1478 36,4 63,6 11,9 38,7 49,3
6 17 12 5 184,6 83,3 32,0 70,6 294 61,5 27,8 10,7
7 4 3 1 273.8 19,3 6,8 75,0 25,0 91,3 6,4 23
8 18 10 8 129,3 101,7 69,0 55,5 444 43,1 33,9 23,0
9 8 2 6 51,6 2239 245 25,0 75,0 17,2 74,6 8,2
Média| 98 53 44 1261 1103 678 56,1 439 420 368 226
DPM | 52 3,6 2,7 1019 768 705 231 231 339 256 235
EPM | 1,7 12 09 34,0 256 235 77 71,7 113 85 78




Veiculo + Veiculo

Sujeito| TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 3 1 2 212,1 452 42,6 333 66,6 70,7 151 142
2 14 0 14 0 188,7 111,3 0 100 0 62,9 37,1
3 7 1 6 20,4 138,3 1413 14,3 85,7 6,8 46,1 47,1
4 6 3 3 11,8  269,6 18,5 50,0 50,0 39 89,9 6,2
5 3 0 3 0 65,1 2349 0 100 0 21,7 78,3
6 4 0 4 0 58,9 241,1 0 100 0 19,6 80,4
7 11 2 9 8,6 119,5 171,9 18,2 81,8 2,8 39,8 57,3
8 9 3 6 14,2 85,7 200,1 333 66,6 4,7 28,6 66,7
9 9 2 7 20,6 207,3 72,1 22,2 77,8 6,9 69,1 24,0
10 4 1 3 31,5 2145 54,0 25,0 75,0 10,5 71,5 18,0
11 3 0 3 0 2373 62,7 0 100 0 79,1 20,9
Média| 66 12 55 290 1482 1228 17,8 82,1 97 494 409
DPM 37 12 36 61,6 791 798 169 169 205 264 266
EPM L1 04 1,1 186 238 24,1 5 51 62 79 80
FMZ (16 nmol) + Veiculo
Sujeito  TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 6 4 2 1220 650 1130 670 330 41,0 220 380
2 6 0 6 0 2970 3,0 0 100 0 99,0 1,0
3 11 0 11 0 280,0 20,0 0 100 0 93,0 7,0
4 2 1 1 5 281,0 14,0 50,0 50,0 2,0 94,0 5,0
5 4 2 2 26,0 40 271,0 50,0 50,0 9,0 1,0 90,0
6 2 0 2 0 2940 6,0 0 100 0 98,0 2,0
7 7 1 6 50 192,0 103,0 14,0 86,0 2,0 64,0 34,0
8 3 2 1 1,0 22,0 276,0 67,0 33,0 0 7,0 92,0
9 2 0 2 0 2150 85,0 0 100 0 72,0 28,0
10 8 3 5 15,0 56,0 229,0 38,0 63,0 5,0 19,0 76,0
11 8 1 7 6,0 2620 32,0 13,0 88,0 2,0 87,0 11,0
12 5 1 4 12,0 1700 1180 200 80,0 40 570 39,0
Média 53 1,3 4,1 159 1782 1058 26,5 73,5 53 59,4 35,3
DPM | 29 13 3,0 343 1127 1015 264 264 114 37,6 339
EPM | 08 04 09 99 325 293 7,6 7,6 33 10,8 9.8
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FMZ (16nmol) + MDZ (30nmol)

Sujeito|[TE EBA EBF TBA TBF TC  %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 13 9 4 1333 13 1255 692 08 444 138 418
2 11 2 9 163 2054 783 182 818 54 685 26,1
3 2 0 2 0 2821 17,9 0 100 0 94,0 6,0
4 5 3 2 2356 267 27,7 60,0 40,0 78,5 89 12,6
5 11 1 10 152 2380 468 9,1 90,9 51 793 156
6 1 0 1 0 2780 22,0 0 100 0 927 73
7 7 2 5 109 2523 368 286 714 36 841 123
8 12 3 9 209 1160 163,1 250 75,0 70 387 544
9 1 0 1 0 1172 1828 0 100 0 391 609
10 16 5 11 166 1703 1131 313 688 55 568 377

Média | 7,9 25 54 449 1687 81,4 241 729 150 576 27,5

DPM | 54 28 40 778 1009 61,0 245 31,5 259 314 20,0

EPM | 1,7 09 13 246 319 193 77 10,0 8,2 9.9 6,3
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Quadro 8 —Registro das medidas etologicas em camundongos ingénuos ao LCE apos infusao
intra-dSCP de injecao combinada (salina-salina, salina- MDZ, veiculo-veiculo, FMZ-veiculo,

FMZ-MDZ).

Salina + Salina

%ESTICADAS %LEVANTAMENTOS %MERGULHOS %IMOBILIDADE
Sujeito | Total Prot.  Desp. Total Prot. Desp.  Total Prot. Desp.  Total Prot. Desp.
1 4 100 0 100 0 8 62,5 37,5 0 0 0
2 3 100 0 0 0 0 1 100 0 122 100 0
3 5 100 0 100 0 4 100 0 0 0 0
4 1 100 0 12 100 0 5 100 0 0 0 0
5 10 90,0 10,0 3 100 0 9 100 0 2,3 100 0
6 11 100 0 6 100 0 26 84,6 15,4 0 0
7 11 100 0 3 100 0 7 85,7 14,3 0 0
8 6 50,0 50,0 4 100 0 4 25,0 75,0 0 0
9 13 100 0 7 100 0 13 100 0 0 0
10 13 100 0 3 100 0 11 100 0 1,0 100 0
11 7 714 28,6 6 100 0 7 57,1 42,9 0 0 0
12 9 100 0 1 100 0 8 100 0 0 0 0
Média 78 92,6 7,4 4,8 91,7 0 8,6 84,6 15,4 1,3 25,0 0
DPM 4,0 158 15,8 33 28,9 0 6,4 24,2 24,2 35 452 0
EPM 1,2 4,6 4,6 0,9 8,3 0 1,8 7,0 7,0 1,0 13,1 0
Salina + MDZ (30nmol)
%ESTICADAS %LEVANTAMENTOS %MERGULHOS %IMOBILIDADE
Sujeito | Total  Prot. Desp. Total Prot. Desp. Total  Prot.  Desp. Total Prot.  Desp.
1 0 0 0 0 0 0 4 50,0 50,0 156,2 0 100
2 1 100 0 1 100 0 9 444 55,6 10,0 100 0
3 0 0 0 6 100 0 7 28,6 7.4 18,1 100 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 52,6 100 0
5 3 100 0 10 100 0 13 84,6 15,4 0 0
6 0 0 0 19 84,2 15,8 12 0 100 0 0
7 1 100 0 2 100 0 4 25,0 75,0 0 0
8 0 0 0 24 91,7 8,3 16 37,5 62,5 0 0
9 0 0 0 3 100 0 0 0 0 28,1 100 0
Média 0,6 33,3 0,0 7,2 75,1 2,7 7,2 30,0 40,7 29,4 44,4 11,1
DPM 1,0 50,0 0,0 8,8 42,9 5,6 5,7 28,2 36,3 50,7 52,7 333
EPM 0,3 16,7 0,0 2,9 14,3 1,9 1,9 9,4 12,1 16,9 17,6 11,1




Veiculo + Veiculo

%ESTICADAS %LEVANTAMENTOS %MERGUHOS %IMOBILIDADE
Sujeito | Total Prot.  Desp. Total Prot.  Desp. Total Prot. Desp. Total  Prot. Desp.
1 1 100 0 2 100 0 12 83 91,7 65,0 0 100
2 5 100 0 0 0 0 6 66,7 333 35,7 100 0
3 4 50,0 50,0 0 0 0 12 16,7 83,3 0 0 0
4 2 100 0 6 100 0 11 27,3 72,7 11,8 100 0
5 3 100 0 2 100 0 8 100 0 42,2 100 0
6 3 100 0 1 100 0 6 100 0 14,4 100 0
7 3 100 0 16 100 0 11 100 0 0 100 0
8 6 100 0 100 0 15 86,7 13,3 0 0 0
9 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0
10 3 100 0 17 100 0 9 44,4 55,6 0 0 0
11 5 100 0 0 0 0 12 100 0 33,2 100 0
Média 32 86,4 4,5 4,8 72,7 0 9,3 59,1 31,8 184 545 9,1
DPM 1,8 32,3 15,1 6,2 46,7 0 4,1 40,8 37,3 224 52,2 30,2
EPM 0,5 9,7 4,5 1,9 14,1 0 1,2 12,3 11,2 6,7 15,7 9,1
FMZ (16nmol) + Veiculo
%ESTICADAS %LEVANTAMENTOS %MERGULHOS %IMOBILIDADE
Sujeito | Total Prot. Desp. Total Prot. Desp. Total Prot.  Desp. Total Prot. Desp.
1 0 0 0 2 100 0 16 0 100 0 0 0
2 5 100 0 6 100 0 3 100 0 35,0 100 0
3 11 91,0 9,0 21 95,0 5,0 9 100 0 0 0 0
4 0 0 0 2 100 0 0 0 0 14,0 100 0
5 4 100 0 0 100 0 7 100 0 9,0 100 0
6 5 100 0 7 100 0 6 100 0 31,0 100 0
7 5 100 0 7 100 0 11 100 0 0 100 0
8 2 100 0 0 100 0 14 100 0 38,0 100 0
9 4 100 0 5 100 0 100 0 9,0 100 0
10 4 100 0 4 100 0 100 0 3,0 100 0
11 1 100 0 5 100 0 100 0 9,0 100 0
12 4 100 0 0 0 0 10 100 0 0 100 0
Média 3.8 82,6 0,8 4,9 91,3 0,4 7,2 83,3 8,3 12,2 83,3 0
DPM 3,0 38,7 2,6 5,7 28,8 1,4 5,1 38,9 289 14,4 38,9 0
EPM 0,9 11,2 0,8 1,6 8,3 0,4 1,5 11,2 8,3 4,1 11,2 0
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FMZ (16nmol) + MDZ (30nmol)

%ESTICADAS %LEVANTAMENTOS %MERGULHOS %IMOBILIDADE

Sujeito | Total  Prot.  Desp. Total Prot. Desp.  Total  Prot. Desp. Total Prot.  Desp.
1 0 0 0 1 100 0 12 16,6 83,3 1,7 100 0

2 1 100 0 1 100 0 5 100 0 0 0 0

3 2 100 0 4 100 0 2 100 0 48,5 100 0

4 0 0 0 3 66,6 333 5 80,0 20,0 6,6 0 100

5 1 100 0 11 100 0 5 100 0 0 0 0

6 0 0 0 2 100 0 0 0 0 20,8 100 0

7 1 100 0 4 100 0 6 66,6 333 81,1 100 0

8 9 100 0 12 100 0 12 100 0 0 0 0

9 9 100 0 0 100 0 4 100 0 45,8 100 0
10 13 100 0 18 100 0 6 83,3 16,6 0 0 0
Média 3,6 70,0 0 5,6 96,7 33 5,7 74,7 15,3 20,5 50,0 10,0
DPM 4,8 48,3 0 6,0 10,5 10,5 38 37,0 26,6 28,5 52,7 31,6
EPM 1,5 15,3 0 1,9 33 33 1,2 11,7 8,4 9,0 16,7 10,0
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