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1. RESUMO

As pesquisas sobre ansiedade envolvem frequentemente o uso de modelos animais para
investigacdo de compostos terapéuticos. Assim, o labirinto em cruz elevado (LCE) € um
dos modelos mais utilizados em pesquisas que envolvem ansiedade e jafoi validado para
ratos e camundongos. A serotonina (5-HT) € um neurotransmissor envolvido ndo so na
ansiedade, mas também em outros distUrbios. Alguns relatos na literatura mostram que o
aumento da poténcia e seletividade dos agonistas revela que os receptores 5-HT14 estéo
envolvidos nos mecanismos de alteracbes comportamentais, por exemplo, na ansiedade.
Portanto, o presente estudo teve o0 objetivo de avaliar os efeitos do agonista e antagonista
de receptores 5-HT 14, administrados intra-septo dorsolateral em camundongos expostos
a0 LCE. Os efeitos comportamentais foram examinados pelas andlises convencionais e
etol 6gicas das sessdes (gravadas) de teste. No experimento 1, a maior dose do agonista
8-OH-DPAT(10nmol) promoveu efeito ansiolitico, enquanto que a menor dose testada
(5,6nmol) ndo promoveu efeito. No experimento 2, a injecdo do antagonista WAY -
100635 (5,6nmol) ndo aterou nenhum dos indices convencionais de ansiedade. No
experimento 3, o prétratamento com WAY-100635 (5,6nmol) reverteu o efeito
ansiolitico das duas doses de 8-OH-DPAT (5,6 e 10nmol). Os resultados obtidos
mostraram que o efeito ansiolitico promovido pelo agonista dos receptores 5-HT14 foi

bloqueado pela administragao local de WAY -100635, antagonista do mesmo receptor.



2. ABSTRACT

Research on anxiety often involves the use of animal models for investigation of
therapeutic compounds. Thus, the elevated plus maze (EPM) is one of the most
commonly model used in research involving anxiety and it has been validated for rats
and mice. Serotonin (5-HT) is a neurotransmitter involved not only in anxiety but also in
other disorders. Some reports show that increasing the potency and selectivity of
agonists demonstrates that the 5-HT1A receptors are involved in mechanisms of
behavioral changes, for example, anxiety. Therefore, the aim of the present study was to
evaluate the effects of agonist and antagonist of 5-HT1A receptors, administered intra-
dorsolateral septum in mice exposed by LCE. The behaviora effects were examined by
conventional and ethological analysis of the sessions (tripped) test. In experiment 1, the
highest dose of the agonist 8-OH-DPAT (10nmol) induced anxiolytic effect, whereas the
lowest dose tested (5.6 nmol) did not provide effect. In experiment 2, injection of the
antagonist WAY-100 635 (5.6 nmol) did not alter any of the conventional indices of
anxiety. In experiment 3, pretreatment with WAY-100 635 (5.6 nmol) reversed the
anxiolytic effect of the two doses of 8-OH-DPAT (5.6 and 10nmol). The results showed
that the anxiolytic effect promoted by the agonist of 5-HT1A receptors was blocked by

local administration of WAY -100 635, the same receptor antagonist.
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3. INTRODUCAO

Desde o século XIX, tém sido realizados estudos em busca da compreensdo do
substrato neural da ansiedade, quando farmacos tais como os sais de bromo passaram a
ser utilizados no tratamento da ansiedade patol 6gica (Graeff e Guimaraes, 1999).

Com a evolucdo dos tratamentos farmacoldgicos e a descoberta de novos
farmacos tais como os barbituricos (fenobarbital e meprobamato), os benzodiazepinicos
€, mais recentemente, 0s compostos ndo-benzodiazepinicos como a buspirona, novas
técnicas de experimentacdo foram criadas, entre elas pode ser citada a estimulacdo
quimica do sistema nervoso, em seres humanos e em modelos animais experimentais
(Graeff e Guimaraes, 1999).

Os mecanismos de defesa diante de Situagdes de perigo tém particular
importancia no repertério adaptativo da maior parte dos animais. As reagdes de um
animal quando confrontado a uma ameaga a sua integridade sdo altamente estereoti padas
na maioria das espécies. Em um ambiente novo, potencialmente perigoso, 0s animais
apresentam comportamentos de avaliacdo de risco e, uma vez definido o perigo real,
comportamentos de fuga ou luta contra o agressor, sendo que essas respostas
comportamentais sGo geralmente acompanhadas de intensas alteractes neurovegetativas
e hormonais (Blanchard et al., 1988, 1990; Graeff, 1990).

A ansiedade, sob este ponto de vista, pode ser considerada como um estado
emocional subjetivo de apreensdo ou tensdo que pode ser vivenciada como desagradavel

ou ameacadora, sendo que a ameaca pode ser representada por um estimulo que evoca
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uma resposta inata ou respostas aprendidas. Todavia a ansiedade também pode ser
considerada como um estado emocional essencia dentro do repertdrio afetivo humano,
uma vez que um determinado grau de ansiedade € necessario para 0 bom desempenho
em tarefas de natureza motora e cognitiva (Nutt, 1990; Dractu e Lader, 1993; Graeff,
1999). No livro de Charles Darwin “A expressdo das emogdes no homem e nos animais’
publicado em 1972, a ansiedade € vista como a busca do valor adaptativo de processos
psicol 6gicos e comportamentais. Assim, neste caso €la pode ser apresentada como um
sentimento que garante a sobrevivéncia da espécie humana (Schimitt e Kapczinski,
2004).

A ansiedade apresenta sinais e sintomas similares aos do medo. No entanto, ela
ndo se encontra claramente associada a um Unico estimulo desencadeador, ao contrério,
caracteriza-se por um estado de apreensdo que ocorre em circunstancias onde o perigo
ndo é evidente, havendo, portanto um componente de incerteza, e perdura por longo
tempo. Em situagdes de conflito também existe ansiedade, porque um mesmo
comportamento pode ser simultaneamente recompensado e punido. Ou ainda em
situagBes novas, onde a ansiedade inibe o comportamento exploratério motivado pela
curiosidade (Graeff, 1989).

Um dos modelos animais mais utilizado para o estudo da ansiedade generalizada
€ o labirinto em cruz elevado (LCE). Ele se baseia na medida de todas as categorias
comportamentais, que refletem o conflito resultante da tendéncia dos animais de
explorar ambientes desconhecidos e evitar situacbes potencialmente perigosas (para

revisdo, Carobrez e Bertoglio, 2005; Pinheiro et al, 2007). Sua ampla utilizacdo €
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resultado da eficiéncia e facilidades desse teste, pois ele detecta os efeitos de drogas
ansioliticas e ansiogénicas e também inclui um procedimento simples e rdpido, baseado
no comportamento espontaneo do animal e ainda ndo necessita de uso de estimulos
nociceptivos, ou privacdo de agua e aimento (Pellow et al, 1985). Este modelo
validado para ratos (Handley e Mithani, 1984; Pelow et al, 1985) e camundongos
(Stephens et al, 1986; Lister, 1987) é baseado na aversdo natural dos roedores a espacos
abertos e abrange o0 estudo de padrdes exploratdrios em um labirinto simples,
compreendendo quatro bragos, dos quais dois tem paredes (bracos fechados) e dois néo
(bragos abertos). Assim os niveis de ansiedade no LCE sdo avaliados pela esquiva aos
bracos abertos (porcentagens de entradas e de tempo gasto nos bragos abertos), ao passo
que a atividade geral € avaliada pela fregiiéncia absol uta de entrada nos bracos fechados
(Pelow et al, 1985; Lister, 1987).

Os processos emocionais no geral sdo controlados pelo sistema limbico. Este é
um sistema em forma de anel cortical, continuo, que contorna as formagtes inter
hemisféricas. Esta relacionado fundamentaimente com a regulacdo dos processos
Emocionais e 0 Sistema Nervoso Autdnomo. Foi considerado por Broca (1878) como
lobo independente. Alteracfes fisioldgicas e patoldgicas no sistema limbico implicam
em mudancas comportamentais como alteracéo no estado de ansiedade (Davis, 1992;
Gray, 1982, 1991). Este sistema esté associado com a integracdo superior de informacéo
visceral, olfatoria e somética e elementos subjetivos e expressivos em respostas

emocionais.
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O septo 0 qual faz parte do sistema limbico possui duas grandes subdivisdes
rostrais ao fornix: o nicleo septal lateral e nlcleo septal medial, cada um com distintas
conexdes aferentes e eferentes. Com base em critérios de desenvolvimento, conexdo e
citoarquitetura, o septo pode ser dividido em 4 partes principais. (1) a por¢do medial,
gue se projeta para 0 hipocampo; (2) a porcao lateral, que recebe aferéncias do mesmo;
(3) a divisdo ventra que compreende o nicleo basal da estria terminal (relacionada
anatomicamente com a amidala); (4) a divisdo posterior, que inclui os nucleos
habenulares e interpedunculares, que se relacionam com o hipocampo (Endepols et al.,
2005).

Os tratamentos farmacolégicos da ansiedade percorreram um longo caminho
desde os primeiros tratamentos com brometos e barbitdricos, até o surgimento de
farmacos mais eficazes e menos toxicos, como 0s benzodiazepinicos e outros
ansioliticos seletivos. Sabe-se atualmente que 0s mecanismos gabaérgicos estdo
profundamente implicados no controle da ansiedade. No entanto, a identificacdo de
estruturas e sistemas especificos envolvidos no controle deste processo foi um trabalho
dificil, pois a distribuicdo dessas projecdes gabaérgicas é extensa (Barone et. al, 1991).
Hoje se sabe que os receptores benzodiazepinicos estdo amplamente distribuidos em
todo sistema nervoso central em particular em algumas estruturas do sistema limbico,
por exemplo, o septo (Winson, 1978). E de acordo com Pesold & Treit (1996) os
receptores GABA -benzodiazepinicos estédo especialmente localizados no nicleo septal,

mais especificamente naregido lateral.
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Neste sentido, estudos demonstraram que ratos submetidos a lesdo do nucleo
septal medial apresentaram aumento do comportamento de submissdo enquanto animais
com lesdo do nucleo septal lateral apresentavam elevada agressividade e hiper-
emocionalidade (Poplawski e Johnson, 1973).

Evidéncias também tém apontado para o papel do septo na modulacdo da
ansiedade. Assim, alguns autores tém demonstrado que a infusdo de midazolam,
agonista GABA-benzodiazepinico, no septo de ratos produziu aumento da entrada nos
bragos abertos do labirinto em cruz elevado e diminuiu 0 comportamento de retirada no
teste esconder defensivo “shock probe”, enquanto que a mesma infusdo na amidala ndo
causou nenhum desses efeitos (Pesold e Treit, 1994). Além disso, lesbes no septo
principalmente na regido lateral de ratos avaliados em dois testes comportamentais, o
labirinto em cruz elevado e o esconder defensivo, produziram diminuicdo da ansiedade
(Pesold e Treit, 1996).

Além dos receptores GABA-benzodiazepinicos vérios outros sistemas de
neurotransmissores estédo envolvidos na modulacdo da ansiedade, como por exemplo,
receptores glutamatérgicos, dopaminérgicos e serotoninérgicos. A serotonina (5-
hidroxitriptamina ou 5-HT) é uma molécula sinalizadora evolutivamente antiga e tem
papel no desempenho em um vasto nimero de fun¢Bes em muitas espécies animais e
vérios tecidos (Cambraia, 2004). Vérias respostas comportamentais sédo moduladas por
este neurotransmissor, tais como, alimentagéo, sono (Jouvet, 1967), termorregulacéo e

agressdo (Sheard, 1969).
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Desde quando foi descoberta ha 50 anos, foi demonstrado que a serotonina
possui um grande nimero de diferentes acles fisioldgicas, 0 que ndo é surpreendente
dada a variedade de tipos de receptores. Além disso, a 5-HT é conhecida por interagir
com outros sistemas de neurotransmissores, como por exemplo, sistema dopaminérgico
e GABAé&rgico (Cambraia, 2004). O papel da5-HT na ansiedade tem sido grande objeto
de estudo, principalmente sobre a hipétese de que 5-HT promove ansiedade e, portanto
que drogas que reduzem a atividade de 5-HT sdo agentes ansioliticos (Handley, 1995).

Os receptores de serotonina estdo divididos em 7 familias (5-HT, a 5-HTY),
sendo ainda subdivididos em 14 subtipos (5-HT1a, 5-HT1g, 5-HT1p, 5-HT1e 5-HTie 5-
HToa 5-HTos, 5-HToc 5-HT3 5-HT4 5-HTsa, 5-HTss, 5-HTgs € 5-HT7) (Barnes e Sharp,
1999). Dentre todos os subtipos de receptores, muitos estudos tém enfocado o
envolvimento dos receptores do subtipo 5-HT14 (Menard e Treit, 1998; Nunes-de-Souza
et a, 2000; Canto-de-Souza et al, 2002), 5-HT, (Cornélio e Nunes-de-Souza, 2008), 5-
HT3 (Fachini e Canto-de-Souza, 2006 e 2007; Marucci e Canto-de-Souza, 2006;) e 5-
HT,4 (Kennett et al, 1997) nos mecanismos de ansiedade.

Os neurdnios do sistema nervoso central contendo 5-HT estdo concentrados na
linha média da regido da rafe do tronco encefalico. Nos nucleos mediano (NMR) e
dorsal darafe é encontrada a origem da maioria das fibras serotoninérgicas que inervam
estruturas do sistema nervoso central (Adell et al., 2002).

Estudos sobre o papel da serotonina nos receptores 5-HT4 do septo lateral em
ratos, nas diferentes respostas de ansiedade, sugerem que estes receptores na citada

estrutura estdo envolvidos no controle inibitério comportamental e que falhas neste
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mecanismo regulatério podem ser de grande importancia na compreensdo do
mescanismo do transtorno da ansiedade generalizada (Vianaet a., 2007).

Devido aos diferentes resultados obtidos com a administragdo sistémica ou
central de serotonina, Deakin e Graeff (1991) propuseram uma hipétese que sugere um
papel dual da serotonina na modulacdo de respostas defensivas, levando em
consideracdo diferencas anatbmicas e funcionais das vias serotoninérgicas e 0s
diferentes subtipos de receptores envolvidos. Estes autores enfatizaram que a serotonina
tem um papel ansiogénico na amidala e sua acdo ansiolitica na substancia cinzenta
periaquedutal dorsal (SCPd).

Resultados obtidos com testes de conflito em animais de laborat6rio indicam que
a 5-HT aumenta a ansiedade, enquanto que a estimulacdo aversiva da SCP aponta para
um papel ansiolitico. Para resolver esta contradicdo, sugeriu-se que o0s estados
emocionais determinados pelos dois paradigmas sdo diferentes. Testes de conflito
gerariam ansiedade antecipatdria, enquanto que a estimulagéo da SCP produziria medo
de perigo iminente (Graeff, 2003).

Dentre os subtipos de receptores de serotonina, os receptores 5-HT 14 Se destacam
por estarem envolvidos na etiologia de inimeras desordens neuropsi quiétricas, como por
exemplo, aansiedade (Murphy et al., 1990 e Maes et a., 1995).

A ativacdo dos receptores 5-HTi4 por drogas agonistas causa reducdo da
concentracao de serotonina nos neurénios devido a supressdo da sintese da mesma (Jolas
et a., 1993), apresentando assim caréater ansiolitico. As substancias antagonistas sdo de

carater ansiogénico (Fletcher et al., 1996). Os receptores 5-HT;4 pré-sinapticos sao
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encontrados nos nucleos medianos e dorsais da rafe e projetam-se para outras
localidades no encéfalo. Os receptores pds-sinapticos sdo encontrados geralmente nas
regifes limbicas como hipocampo e septo e também éreas do cortex (Bohmarker et al.,
1993).

Canto-de-Souza, et al., (2002) relataram gque microinjegdes de WAY 100635,
antagonista seletivo dos receptores 5-HTia no nicleo mediano da rafe (NMR),
diminuiram os indices de ansiedade em camundongos expostos ao LCE. Sabe-se que 0
WAY 100635 aumenta a taxa de disparos de neurdnios serotonérgicos ao blogquear os
auto-receptores somatodendriticos do tipo 5-HT1a (Fornal et a, 1996; Mundey et al,
1996; Hajos et al, 2001). Assim, este efeito ansiolitico obtido no NMR pode ser devido a
uma desinibicdo naliberacdo de serotonina em sitios pds-sinapticos, aumentando assim a
sua disponibilidade deste neurotransmissor em nestes sitios.

Levando em consideracdo esta hipbtese, estes autores afirmaram que esta
resposta ndo pode ser atribuida ao aumento da atividade serotonérgica nos receptores do
subtipo 5-HT1a € 5-HT, do hipocampo e da amidala, dado o conhecido efeito
ansiogénico da serotonina nestes sitios em ratos (Cruz et al, 1994; Alves et a, 2004) e
camundongos (Nunes-de-Souza et al, 2000; Nunes-de-Souza et al, 2002; Cornélio e
Nunes-de-Souza, 2008). Entretanto, outros sitios, recebem projecdes serotonérgicas do
NMR e neste sentido estudos tém demonstrado que a substancia cinzenta periaguedutal
(SCP) e o hipocampo ventral podem ser um desses sitios.

Assim, foi verificado que a desinibicdo na liberacdo de serotonina em sitios pés-

sindpticos pode ser conseqgiiéncia do aumento da liberagdo de serotonina agindo sobre os
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receptores 5-HT,c da SCP, uma estrutura chave na neurocircuitaria do sistema defensivo
(Nunes-de-Souza et al, 2008). Além disso, pode ser devido ao bloqueio dos receptores 5-
HT3 do hipocampo ventral (Fachini e Canto-de-Souza et al, 2007) e ndo da amidala
(Marucci e Canto-de-Souza, 2006).

Porém, permanece desconhecido se 0 septo pode ser uma dessas estruturas
limbicas onde a serotonina esteja exercendo sua acdo de desinibicdo comportamental,

pois também recebe projecdes serotonérgicas dos nuicleos da rafe.

4. OBJETIVO

Diante do exposto acima o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da
administracdo do 8-OH-DPAT e WAY-100635, agonista e antagonista dos receptores
5HT 14, respectivamente no septo dorso-lateral de camundongos submetidos ao labirinto

em cruz elevado.
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5.MATERIAL E METODO

5.1 Sujeitos

Foram utilizados camundongos machos, da linhagem suico albino, 5-6 semanas
de vida, pesando entre 25-30 g e provenientes do biotério da Universidade Federal de
S80 Carlos-UFSCar. Os animais foram alojados em grupos de 10 por caixa (41 x 34 x 16
cm), mantidos sob condigdes controladas de temperatura (24 + 1°C), umidade (55 £ 5%),
luz (ciclo claro/escuro de 12/12 horas, com luzes acesas as 7:00 e apagadas as 19:00
horas) com livre acesso a agua e comida, exceto durante as breves sessdes do teste. O

experimento foi realizado durante afase clara do ciclo de luz (09:00-16:00 h).

5.2 Drogas

Foi utilizado o agonista dos receptores 5-HT14, 8-OH-DPAT, [(z)-8-hidroxi-2-
(di-n-propilamino) tetralin] hidrobromida, RBI, PM: 328,3g, nas concentragdes de (5,6 e
10 nmol/0,1pl) dissolvido em veiculo (salina com Tween 80, usado como controle). Foi
utilizado o WAY100635 (N-{2[4-(2-metoxifenil)-1-piperazinil]etil}-N-(piridinil)
cicloexanecarboxamida trihidroclorada), antagonista dos receptores 5-HT 14, Sigma, PM:
538,69, na concentragdo de (5,6 nmol/0,1ul e salina como controle). As doses foram
sel ecionadas segundo estudos anteriores (Nunes-de-Souza et a, 2000; Canto-de-Souza et

al, 2002).
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5.3 Cirurgiae microinjecéo

Apbs anestesa com uma solucdo de cetamina (0,059/0,4ml) e xilazina
(0,0049/0,18ml) intraperitonealmente (i.p.) e lidocaina sob a pele da cabeca, os animais
receberam implantacdo estereotaxica (Insight) de uma canula-guia (25-gauge) de 7 mm
de comprimento no septo dorsolateral. As coordenadas foram selecionadas de acordo
com o Atlas de Franklin e Paxinos (1987): Antero-posterior = 0,08mm, Lateral =
0,20mm e Ventral = 1,4mm ao bregma, com angulo de implantacdo de 20°. A canulafoi
fixada ao cranio com cimento acrilico e selada com mandril para protecdo. Apds quatro
ou cinco dias de recuperacdo, os sujeitos foram submetidos a injecdo unilateral no septo
dorso-lateral, com a utilizacdo de uma agulha de 9,0 mm, acoplada a um tubo de
polietileno, conectada a uma seringa Hamilton de 10 pl. Uma bomba de infuséo (Insight
Bl 2000 — Equipamentos Cientificos Ltda, Brasil) foi programada parainjetar 0,1 ul de

solucéo durante um periodo de 60 segundos.

O procedimento de injec&o consistiu na remogdo do mandril, inser¢do da agulha
de injecdo, injecdo da solugdo por 60 segundos, permanéncia da agulha de injecéo por 90
segundos apos o término da injecdo e inser¢do do mandril enquanto o animal foi contido
gentilmente pelo examinador, manualmente. O movimento de uma pequena bolha de ar
no tubo de polietileno antes, durante e depois da injecdo confirmou o fluxo da solugéo

(Nunes-de-Souza et a, 2000).
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5.4 Aparato e procedimento geral

O labirinto em cruz elevado (LCE) consiste de dois bracos abertos (30 x 5 x 0.25
cm) e dois bracos fechados (30 x 5 x 15 cm) unidos ortogonalmente a uma plataforma
central (5 x 5 cm). O aparato foi construido com vidro transparente, elevado a 38,5 cm
do solo por um suporte de madeira (modificado de Lister, 1987). Todos os testes foram
conduzidos durante a fase clara do ciclo de luz (9:00-16:00 h) em condi¢des moderadas

de iluminagéo (77 lux).

5.5 Analise comportamental

Os comportamentos foram avaliados pela andlise das fitas gravadas, por um
observador treinado, usando um programa de andlise etoldgica X-plorat versao 3.0
(Garcia et al, 2005). Os comportamentos analisados envolveram tanto os parametros
convencionais (Lister, 1987), quanto os etoldgicos (Cruz et a, 1994; Rodgers e Johnson,
1995).

Medidas convencionais: Freqgiiéncia de entradas nos bragos abertos e fechados (a entrada
em um braco é definida pelo cruzamento com todas as quatro patas para dentro do
braco) e duracéo do tempo gasto nestes compartimentos e na plataforma central. Estes
dados foram usados para o célculo da porcentagem de entradas e do tempo de
permanéncia dos animais nos bragos abertos (Entradas. [aberto/ total] x 100; Tempo
[tempo no compartimento/300] x 100).

Medidas etol6gicas: Frequéncia e duragéo de levantamentos (el evacdo do corpo sobre as

patas traseiras), mergulhar a cabegca (head-dipping - fregiéncia de movimentos
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exploratorios da cabeca/ ombros em direcdo ao solo), posturas de esticar o corpo
(stretched attend postures (SAP) - fregiéncia de esticar o corpo e retrai-lo a posicéo
original, sem a ocorréncia de locomogdo e imobilidade (auséncia de atividade
locomotora nos membros dianteiros/traseiros e corpo, exceto movimentagéo
respiratoria). Como os sinais de tigmotatismo sdo importantes para a exploracdo no LCE
(Treit et al., 1993), os comportamentos de mergulhar a cabega e esticar o corpo seréo
diferenciados quanto ao local de sua ocorréncia no labirinto. Os bracos fechados e a
plataforma central sdo normalmente designados como areas “protegidas’ do labirinto e
os dados coletados nestes compartimentos serdo mostrados no total e como porcentagem

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

5.6 Histologia

Apds o término dos experimentos todos os animais receberam injecédo central de
0,1 pl de uma solugdo de 1% de azul de metileno, de acordo com o procedimento
descrito para a injecdo de drogas. Os animais receberam uma superdosagem de
anestésico, foram entdo decapitados, seus cérebros removidos e acomodados em
recipientes contendo solucdo de formol (10%) para posteriormente utilizando o
micrétomo (criostato ANCAP 300), sofrerem seccdes coronais de 70 micrémetros (um)
ao longo do trajeto da canula. As secgbes foram inspecionadas com 0 uso de um
microscopio (Olympus B202) e a visuaizacdo da dispersdo do azul de metileno indicou
o local dainjecdo. Os animais cujas injecdes ndo atingiram o septo foram excluidos do

estudo.
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5.7 Etica

Os experimentos foram realizados seguindo as recomendacgOes da Sociedade
Brasileira de Neurociéncias e Comportamento (SBNeC) baseada no US Nationa
Institutes of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals e aprovado pelo
Comité de Etica e Pesquisa com animais da Universidade Federal de S&o Carlos-UFSCar

(N° 023/2008).

5.8 Delineamento experimental
* Experimento 1: Administraces intra-SDL de 8-OH-DPAT (veiculo ; 5,6 e
10nmol)

* Experimento 2: Administraces intraaSDL de WAY 100635 (salina; 5,6 nmol)

* Experimento 3: Administracdes combinadas intraaSDL de WAY 100635 (5,6

nmol) e 8-OH-DPAT (5,6 e 10 nmol)

No experimento 1 e 2 foram feitas administracGes do farmaco ou controle (salina ou
veiculo) , espera de 5 minutos e entdo o animal era colocado na plataforma central do
labirinto e permanecia neste aparato por mais 5 minutos sendo toda a sessdo gravada. No
experimento 3 foi feita a injecdo do controle ou antagonista, espera de 5 minutos para
posterior injecéo do controle ou agonista, espera por mais 5 minutos para entéo colocar o

animal no aparato e a sessao ser gravada por 5 minutos.
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5.9 Andlise estatistica

Todos os dados foram iniciamente submetidos ao teste de homogeneidade de
Levene, e quando apropriado, os dados foram transformados em raiz quadrada, cubica
ou log de 10. Posteriormente, os dados do experimento 1, foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) de um fator (tratamento). Os dados do experimento 2 foram
submetidos ao teste t para amostras independentes. E os dados do experimento 3, foram
submetidos a andlise de variancia de dois fatores (fator 1: pré-tratamento x fator 2:
tratamento), seguidos pelo teste de comparacdes mdltiplas de Duncan. Em todos os

casos, os valores de p inferiores a 0,05 foram considerados significativos.

6. RESULTADOS

6.1 Histologia

A andlise histoldgica confirmou um total de 75% de acerto apds os testes, ou
sgja, 90 camundongos com canulag&o positiva no septo dorso lateral (Figura l).

Desses, trinta e seis camundongos foram utilizados para investigar os efeitos da
microinjecdo no SDL de 8-OH-DPAT [Experimento 1: veiculo (n = 11), 8-OH-DPAT
5,6 nmol (n =14) e 10 nmol (n = 11)] sob os comportamentos de ansiedade no L CE;

Dezoito animais foram utilizados para investigar os efeitos da injegéo intra-SDL
de WAY 100635 [Experimento 2: sdlina (n = 10), WAY 100635 5,6 nmol (n = 8)] nos

comportamentos de ansiedade no LCE. Trinta e seis camundongos foram utilizados para



25

avaliar o efeito da injecdo combinada de WAY 100635 e 8-OH-DPAT [Experimento 3:
salina+ salina (Sa + Sal, n = 8), salina+ 8-OH-DPAT 5,6 nmol (Sal + 8-OH-DPAT, n
=5), salina+ 8-OH-DPAT 10 nmol (Sa + 8-OH-DPAT, n=7), WAY 5,6 nmol + salina
(WAY + Sal, n=6), WAY 5,6 nmol + 8-OH-DPAT 5,6 nmol (WAY + 8-OH-DPAT, n
= 5), WAY 5,6 nmol + 8-OH-DPAT 10 nmol (WAY + 8-OH-DPAT, n = 5)] sob os

comportamentos no L CE.

0.7mm

0.48mm

0.2mm

Fig.l1.
Representacdo esquematica dos sitios de microinjegdes intra septo dorso lateral. As setas apontam para
uma representacao das éreas de acerto das injecBes dos farmacos (FranklinPaxinos, 1987).
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6.2 Efeito ansiolitico da microinjecdo de 8-OH-DPAT no septo dorsolateral de

camundongos expostos ao L CE.

A andlise de variancia (ANOVA) mostrou efeito significativo do 8-OH-DPAT
intra-SDL para a porcentagem de entradas nos bragos abertos (F233= 6,22, P < 0,05) e

a porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos do LCE (Fi33 = 4,89, P < 0,05).

80 - E Entradas

70 7 - Tempo

60 A *

50 ~ * *
40 -
30 1
20 A
10

% Bracos abertos

Veiculo 5,6 10
8-OH-DPAT (nmol/0.1 uh

Entrada nos bragos fechados
oo

Veiculo 5,6 10
8-OH-DPAT (nmol/0.1 ul)

Figura 2. Efeito do 8-OH-DPAT (veiculo, 5,6 e 10 nmol/0,1ul) intra-SDL de camundongos
sobre a frequiéncia de entradas nos bracos fechados e a porcentagem de entradas e de tempo
gasto nos bragos abertos do LCE. Os dados representam as médias (M) + erro padréo da média
(E.P.M). n=11-14. *P < 0,05, comparado ao veiculo (ANOVA de uma via seguida do teste de
Duncan).
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O teste de Duncan mostrou que ambas as doses do agonista (5,6 e 10 nmol)
produziram aumento da porcentagem de entradas nos bragos abertos (p < 0,05), porém
somente a dose de 10 nmol do agonista foi capaz de aumentar a porcentagem de tempo
gasto nos bragos abertos do L CE (p < 0,05). Nenhuma das doses de 8-OH-DPAT alterou
a atividade locomotora dos camundongos avaliados no LCE (Fz33= 0,50 , P > 0,05)

(Figura 2).

A ANOVA revelou também que nenhum dos outros comportamentos apresentou

diferenca significativa (Fz33 = 3,65, p > 0,05) (Tabela 1).

Tabela 1: Efeito da microinjecdo de 8-OH-DPAT (Veiculo, 5,6 e 10 nmol/0,1 ul) no septo
dorsolateral de camundongos avaliados no LCE.

8-OH-DPAT (nmoal/0,1 pl)

Comportamentos Veiculo 5,6 10 F(2,33)
Total entradas 163+21 160+15 210+£39 11,NS
Entradas nos bragos abertos 41+11 6,0+ 0,7 95+£21 36,NS
% Tempo nos bragosfechados 68,1+69 570+£63 454+6,2 28 NS
% Tempo no centro 21,1+49 178%+45 169+25 0,2, NS
Total mergulhos 216+£26 209+36 244128 0,3 NS
% Mergulhos protegidos 748+97 559+106 555+109 1,1,NS
Total Esticadas 571+52 443471 446+60 12, NS
% Esticadas Protegidas 774+76 729+90 695+94 0,1,NS
Total Levantamento 20,7+£28 192+41 191+39 O0,1,NS
Total Imobilidade 0,1+09 45+20 8,18+47 18 NS

Os vaores representam as médias e o erro padrdo da média (MEPM) dos demais

comportamentos avaliados no LCE. NS = N&po Significativo; n=11-14

6.3 Efeito da microinjegdo de WAY 100635 no septo dorsolateral de camundongos

expostos ao LCE.

A Tabela 2 mostra os efeitos da microinjecdo de WAY 100635 (5,6 nmol/0,1pul)

no septo dorsolateral de camundongos expostos ao LCE. O teste t para amostras
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independentes mostrou que o WAY 100635 ndo aterou nenhum dos indices
convencionais de ansiedade, atividade locomotora e 0s outros comportamentos avaliados

no LCE (Tabela 2).

Tabela 2: Efeito da microinjecdo de WAY 100635 (sdlina, 5,6 nmol/0,1 pl) no septo
dorsolateral de camundongos avaliados no LCE.

WAY 100635 (nmol/0,1ul )

Comportamentos Salina 5,6 t (1.16)
Total entradas 192+19 151+15 NS
Entradas nos bragos abertos 8813 6,612 NS
% Entradas nos bragos abertos 459+ 4,2 43,3+ 6,9 NS
Tempo nos bragos abertos 31,7+5,2 27,050 NS
% Tempo nos bragos fechados 50,3+ 4,6 63,4+ 6,0 NS
% Tempo no centro 181+ 4,6 10,1+ 1,6 NS
Total mergulhos 19,0+ 2,9 232+28 NS
% Mergulhos protegidos 179+12 29,0+ 2,12 NS
Total Esticadas 331+39 440+ 48 NS
% Esticadas Protegidas 54,0+ 3,7 60,4 £ 6,3 NS
Total Levantamentos 22,8+ 4,3 169+21 NS

Os valores representam as médias e 0 ero padrdo da média (MtEPM) dos demais
comportamentos avaliados no LCE. NS = N&o Significativo; n = 8-10.

6.4 Bloqueio do efeito ansiolitico do 8-OH-DPAT (5,6 e 10 nmol) pelo pré-tratamento
com WAY 100635 (5,6 nmol) intra septo dorsolateral em camundongos expostos ao
LCE.

A ANOVA de dois fatores mostrou efeito significativo do 8-OH-DPAT para a
porcentagem de entradas nos bragos abertos (F(230 = 6,35, p < 0,05) e as entradas nos
bracos fechados (Fiz30 = 35,61, p < 0,001), e interacdo entre o pré-tratamento X

tratamento para a porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos (F30 = 6,06, p <
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0,001) e fechados (F30 = 5,78, p < 0,001), porcentagem de esticar protegido (F230) =

3,43, p < 0,05) etotal delevantar (F,0) = 6,66, p < 0,05) .
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Figura 3. Efeito da injecdo combinada de WAY 100635 (Sal ou 5,57 nmol) e 8-OH-DPAT (Sa
ou 10 nmol) intra-SDL de camundongos sobre a frequéncia de entradas nos bracos fechados e a
porcentagem de entradas e de tempo gasto nos bracos abertos do LCE. Os dados representam as
médias (M) + erro padrdo damédia(E.P.M.). n=5-8.

* P< 0,05, comparado asalina (Sal+Sal).

# P < 0,05, comparado asalinae 8-OH-DPAT (Sal + 8DPAT). ANOVA de duas vias seguidado
teste de Duncan.
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Comparacdes de post hoc mostraram que o tratamento com as duas doses de 8-
OH-DPAT (Sa + 8-OH-DPAT 5,6 nmol e Sal + 8DPAT 10 nmol) aumentaram a
porcentagem de entradas (p < 0,05) e tempo gasto nos bragos abertos (p < 0,05) quando
comparados ao controle (Sal+Sal). Porém, somente a menor dose (Sal + 8-OH-DPAT
5,6 nmol) aumentou o total de entradas (p < 0,001), nimero de entradas nos bracos
abertos (p < 0,001) e o total de esticar (p < 0,01), enquanto diminuiu a porcentagem de
tempo gasto nos bracos fechados (p < 0,05). A dose mais alta de 8-OH-DPAT (Sal + 8-
DPAT 10 nmol) ndo alterou nenhum dos comportamentos avaliados, com excecéo do

total de levantamentos que foi aumentado (p < 0,05).

Tabela 3: Efeito dainjecdo combinada de WAY 100635 (5,6 nmol/ 0,1ul) e 8-OH-DPAT (5,6 e
10 nmol/0,1) no septo dorsolateral de camundongos expostos ao L CE.

Sal+Sal Sa+8DPAT Sd+8DPAT WAY+Sd WAY+8DPAT WAY+8DPAT

0+0 0+5,6 0+10 5,6+0 5,6+5,6 5,6+10
Comportamentos (nmol/0,1ul)
Total Entradas 191+19 346+21* 194+13 168+19 19,0+19# 150+ 0,6

Entradas nos bracos abertos 6,5+13 226+32 104172 7,715 6,8+ 1,9% 84+0,2
% Tempo nos bracosfechados 59,3+ 58 27,1+37* 428+48 506+73 67,06,2# 559+ 8,2

% Tempo no centro 11,8+t45 222+28 92+26 258+8,6* 272%+50 30,8+ 7,3#
Total mergulhos 151+45 226+59 187+48 215+48 102+34 6,4 + 1,5#
% Mergulhos protegidos 26,0+131 75+65* 243+85 129178 344+171# 51,8+13,8#
Total esticadas 293+42 762+58* 426+6,7* 402+75 592+ 63# 48,0+ 10,2
% Esticadas protegidas 62,4+ 10,0 26,7+14* 554+91 51,1+125 732+146# 51,2+92
Total levantamentos 11,8£31 208+53 247+36* 267+23* 276+34 146+ 3,2
Total imobilidade 10+08 0,000 0,0+0,0 0,2+0,2 0,8+ 05 12+12

Os valores representam as médias e 0 ero padrdo da média (MtEPM) dos demais
comportamentos avaliados no LCE, n = 5-8.

*P < 0,05, comparado asalina e salina (Sal+Sal).

#P < 0,05, comparado a salina e 8-OH-DPAT (Sal + 8DPAT) (ANOVA de duas vias seguida do
teste de Duncan).

Apesar da ANOVA apontar diferenca significativa do tratamento com 8-OH-

DPAT para as entradas nos bracos fechados, andlises posteriores de post hoc mostraram
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gue ndo houve diferenca significativa entre as duas doses do agonista 5-HT1a (5,6 € 10
nmol) e o grupo controle (Sal+Sal).

Andlise posteriores de post hoc mostraram que o0 pré-tratamento com
WAY 100635 (WAY 5,6 nmol + Sal) ndo aterou nenhum dos comportamentos avaliados
no L CE, quando comparados ao grupo controle (Sal+Sal).

Comparagdes de post hoc mostraram que ocorreu interacdo entre o pré-
tratamento (WAY 100635 5,6 nmol) e tratamento (8-OH-DPAT) somente para a dose de
5,6nmol. Os comportamentos aterados foram: porcentagem de tempo gasto nos bragos
abertos e fechados, entrada nos bragos abertos, total de levantar e total de esticar (p <

0,05).

Andlises posteriores de post hoc mostraram que o pré-tratamento com
WAY 100635 (5,6nmol) + 8-OH-DPAT 5,6 nmol, diminuiu a porcentagem de entrada e
de tempo gasto nos bracos abertos, total de entradas, entradas nos bracos abertos, total
de esticadas (p < 0,05) e aumentou a porcentagem de tempo gasto os bragos fechados e 0
total de levantamentos (p < 0,05), quando comparado ao grupo Salina + 8-OH-DPAT
5,6 nmol. O pré-tratamento com WAY 100635 (5,6nmol) + 8-OH-DPAT 10 nmol,
diminuiu a porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos (p < 0,05), quando
comparado ao grupo Salina+ 8-OH-DPAT 10 nmol, enquanto aumentou as entradas nos
bracos abertos e a porcentagem de tempo gasto nos bracos fechados (p < 0,05) quando

comparado ao grupo WAY 100635 (5,6nmol) + Salina (olhar Figura 3 e Tabela 3).

A ANOVA revelou também que nenhum dos outros comportamentos apresentou

diferenca significativa (F(2,30 = 11,7, p > 0,01) (Tabela 3).
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7. DISCUSSAO

Os resultados do nosso estudo mostraram gue o agonista dos receptores 5-HT 4,
8-OH-DPAT intra-septo dorso lateral (SDL), produziu diminuicdo da ansiedade sem
alterar a atividade locomotora e os comportamentos de avaiacdo de risco em
camundongos. A injecdo local de WAY 100635, antagonista pleno dos receptores 5-
HT1a, N0 aterou os indices de ansiedade. Entretanto, a administracdo prévia desse
antagonista foi capaz de bloquear o efeito ansiolitico produzido pelo 8-OH-DPAT nas
duas doses utilizadas. Esses resultados sugerem que os receptores do subtipo 5-HT;a do
SDL estédo modulando a resposta de ansiedade avaliada no L CE (Barnes e Sharp 1999).

Em estudo anterior foi demonstrado que a ativagdo dos receptores 5-HT14 por
drogas agonistas causa reducdo da concentragdo de serotonina nos neurénios devido a
supressdo da sintese da mesma (Jolas et a., 1993), apresentando assim carater
ansiolitico. Também é de conhecimento geral que o papel dos receptores 5-HT14 Na
modulacdo da ansiedade em modelos animais é controverso (para revisdo olhar Engin e
Treit, 2008).

Evidéncias tém apontado para o papel do septo na modulacdo da ansiedade e do
medo (Gray and McNaughton, 2000) e lesdes nesta estrutura principalmente na regiéo
lateral, produziram efeitos anti-medo em ratos submetidos a dois testes comportamentais
de ansiedade, o labirinto em cruz elevado e o esconder defensivo (Pesold e Treit, 1996).

Alguns trabalhos tém mostrado o efeito ansiolitico dos agonistas de receptores 5-

HT.a (pararevisdo olhar Engin e Treit, 2008), entretanto, diferente do nosso trabalho, a
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maioria dos estudos tém ocorrido em ratos e em outros modelos de ansiedade. Por
exemplo, foi observado que o 8-OH-DPAT intra-septo promoveu reducdes significativas
no comportamento de “esconder” no teste do “esconder punido”, sem ateracdo na
atividade locomotora, sugerindo um efeito ansiolitico (Menard e Treit, 1998).

Quando administrado em outras estruturas do sistema nervoso central (SNC) este
agonista também apresentou efeito ansiolitico no labirinto e em diferentes modelos.
Neste sentido, 0 8-OH-DPAT (0,5 e 3,0 ug) intra-amidala e intra-hipocampo dorsal (0,5
Hg), produziu efeito ansiolitico em ratos expostos ao teste de vocalizagdo ultrassdnica
(Schreiber e DeVry, 1993). Este mesmo efeito foi obtido com a dose de 5,0 ug, intra-
hipocampo dorsal em ratos expostos ao teste de vocalizagdo ultrassonica (Jolas et a,
1993). Em intervalo semelhante de doses (0,1 e 5,0 pg) e intra-hipocampo dorsal,
também foi encontrado efeito ansiolitico em ratos avaliados no LCE (Menard e Treit,
1998). Neste sentido, a injecdo de 8-OH-DPAT (0,2, 0,5 e 2,0 ug), no nicleo mediano
da rafe, produziu efeito ansiolitico em ratas fémeas avaliadas no LCE (Almeida et a.,
1998).

Porém outros trabal hos tém mostrado resultados diferentes daguele observado no
Nosso e nos estudos citados acima. Assim, ainjecdo de 8-OH-DPAT (0,2, 0,5 e 2,0 ng),
na érea septal em ratas fémeas produziu efeito ansiogénico avaliado no LCE (Almeida et
al., 1998). Em outro estudo, utilizando ratos e com administracdo de 8-OH-DPAT (500
ng) bilateral no septo lateral e no hipocampo dorsal, também foi observado 0 mesmo

efeito no LCE (Cheetaet a., 20003, b).
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A administracdo desse agonista em outras estruturas do SNC também promoveu
efeito ansiogénico. Por exemplo, quando injetado no hipocampo dorsal na dose de 0,1
Mg, aumentou a ansiedade em ratos avaliados no teste de interacéo social (Andrews et al.
1994, File et al. 1996). Na amidala, a injecdo de uma dose menor (0,05 pg), também
produziu o mesmo efeito, ou sgja, aumento da ansiedade no teste de interagéo social
(Gonzalez et a., 1996). Em camundongos, o 8-OH-DPAT (5,6 nmol) intraamidala
também aumentou a ansiedade avaliada no L CE (Nunes-de-Souza et a ., 2000).

Estudos mais recentes envolvendo a avaliacdo da ansiedade em outros modelos,
como por exemplo, o labirinto em T elevado, também confirma este efeito. Neste
sentido, 8-OH-DPAT (0,6, 3,0 e 15 nmoles) administrado no septo lateral de ratos
facilitou a esquiva inibitoria, efeito ansiogénico, sem alterar a fuga, no labirinto em T
elevado (Vianaet al., 2007).

A auséncia de efeito deste agonista dos receptores 5-HTi;4 também ja foi
observada em roedores expostos ao LCE e em outros testes de ansiedade. Assim,
injecdes de 8-OH-DPAT no hipocampo dorsal, hipocampo ventral, amidala e septo de
ratos, ndo modificaram as medidas de ansiedade avaliadas no LCE (Belcheva et al.,
1994; Zangrossi e Graeff, 1994; File e Gonzalez, 1996; Gonzalez et al., 1996; Menard e
Treit, 1998; Cheeta et a., 2000b). Auséncia de efeito pode ser observado também nos
testes de vocalizagdo ultrassonica com injecdo no hipocampo ventral (Hogg et al.,
1994), teste de interagéo social com injecdo no hipocampo dorsal (Picazo et a., 1995) e

no teste de “esconder punido” com injecdo no hipocampo dorsal (Menard e Treit, 1998).
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Provavelmente os diferentes resultados descritos na literatura com a
administracdo sistémica ou central de agonitas de serotonina, possam ser explicados pela
hipétese proposta por Deakin e Graeff (1991). Estes autores propuseram que a
serotonina apresenta um papel dual na modulacéo de respostas defensivas, levando em
consideracdo diferencas anatdbmicas e funcionais das vias serotoninérgicas e 0s
diferentes subtipos de receptores envolvidos.

No nosso estudo, a injecdo loca de WAY100635 (5,6 nmol) no septo
dorsolateral ndo aterou os indices de ansiedade, atividade locomotora e os outros
comportamentos avaliados no labirinto (Tabela 2).

Varios trabal hos tém demonstrado que este antagonista promove aumento da taxa
de disparos em neurbnios serotonérgicos ao bloquear 0s auto-receptores
somatodendriticos do subtipo 5-HT1a (Forna et al, 1996; Mundey et a, 1996; Hajés et
al, 2001). Entretanto, este bloqueio nem sempre leva a diminuicdo da ansiedade,
algumas vezes ndo altera este comportamento, como encontramos No NOSSo estudo.

Resultados semelhantes de auséncia de efeito deste antagonista seletivo dos
receptores 5-HT1a em outras estruturas do SNC, também tém sido descritos na literatura
(File e Gonzalez, 1996; File, Gonzalez e Andrews, 1996; Fletcher et a., 1996; Remy et
al., 1996; Gonzalez e File, 1998). Neste sentido, injecdes de WAY 100635 no hipocampo
dorsal e no nucleo dorsal da rafe, ndo promoveram efeito em camundongos avaliados no
LCE. Porém, quando este farmaco foi administrado em outras estruturas do SNC, tais

como o0 hipocampo ventral e 0o nicleo mediano da rafe, produziu efeito ansiolitico
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(Nunes-de-Souza, Canto-de-Souza e Rodgers, 1999; Canto-de-Souza, Nunes-de-Souza e
Rodgers, 2002; Nunes-de-Souza, Canto-de-Souza e Rodgers, 2002).

A administracéo combinada de um agonista com 0 seu antagonista seletivo pode
produzir o bloqueio do efeito do agonista ou ndo. No Experimento 3, verificamos que o
tratamento com salina e 8-OH-DPAT (5,6 e 10 nmol) intra-SDL confirmou os resultados
anteriores do Experimento 1 deste estudo, ou sgja, diminuicdo dos indices de ansiedade.

Na injegdo combinada (Exp.3) o (WAY 5,6 nmol+Sal) confirmaram os efeitos
mostrados no experimento 2, onde este antagonista ndo aterou nenhum indice
convenciona de ansiedade e também ndo houve ateracdo da atividade locomotora
Nesse trabalho, a administracéo prévia de WAY 100635 (5,6 nmol) bloqueou o efeito
ansiolitico do 8-OH-DPAT nas duas doses utilizadas (5,6 e 10 nmol), onde houve uma
diminuicdo da porcentagem de entrada e tempo gasto nos bracos abertos. Além disso, a
interacd0 antagonista junto ao agonista promoveu diminuicdo de alguns outros
comportamentos avaliados no labirinto, tais como, entrada nos bragos abertos e total de
entradas e também promoveu aumento de alguns outros tais como, porcentagem de
tempo gasto nos bragos fechados, porcentagem de tempo gasto no centro e no esticar

protegido (Tabela 3).

Estudos tém demonstrado que a administracgo sistémica de WAY-100635 néo
foi capaz de antagonizar o efeito ansiolitico promovido pelo 8-OH-DPAT em ratos
testados no LCE (Audi et al., 1998). Além disso, assm como demonstramos no

Experimento 2, a administracdo de WAY 100635 produziu auséncia de efeito quando
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injetado em diferentes estruturas do sistema nervoso central, em diferentes doses e em

diferentes model os (Cheeta e File, 2000a; Santos et al., 2008; Vianaet al, 2008).

Entretanto, em outros trabalhos a administragdo no septo lateral deste
antagonista, bloqueou o efeito ansiogénico do 8-OH-DPAT em ratos submetidos ao
labirinto em T (Viana et al, 2008), ainda nesta estrutura, o efeito ansiogénico do 8-OH-
DPAT em ratos expostos ao teste de interagdo social, foi blogueado pelo WAY 100635
(Cheeta e File, 2000a).

Diante do nosso resultado verificamos que o efeito ansiolitico promovido pelo
agonista dos receptores 5-HT1A, 8-OH-DPAT foi bloqueado pela pré-administragdo
central do antagonista do mesmo receptor, WAY 100635. Assim concluimos que 0s
receptores 5-HT1A do septo dorso lateral modulam a resposta de ansiedade em
camundongos expostos ao LCE. Administracdo do antagonista sozinho ndo alterou a
resposta de ansiedade, mas em associacéo com o agonista bloqueou o efeito ansiolitico
do mesmo. Provavelmente o bloqueio dos receptores 5-HT1A no NMR pode ser devido

também a uma desinibic¢éo de serotonina no septo.
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Quadro 1: Registro das medidas convencionais em camundongos submetidos ao LCE
ap0s microinjecdo intra-septo de 8-OH-DPAT (0, 5,6 e 10,0 nmol/0,1pl).

Controle
SUJEITO|TE| EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 10 9 1 2441 209 350 90,0 100 814 7,0 11,7
2 28 1 17 72,8 1446 826 39,3 60,7 243 482 275
3 17 4 13 174 2566 260 235 765 58 855 87
4 12 2 0 2857 0,0 143 1000 00 952 0,0 48
5 17 7 10 109,7 167,7 226 41,2 588 366 559 75
6 28 5 13 24514,0 201,4 741 278 722 247 671 872
7 16 8 8 61,7 2086 29,7 50,0 50,0 206 695 99
8 27 17 10 1914 744 342 630 370 638 248 114
9 19 4 5 1922 931 147 444 556 64,1 31,0 4,9
10 29 7 12 1210 1296 494 586 41,4 40,3 432 165
11 18 3 15 147 2615 238 167 833 49 872 79
MEDIA | 16,3 4,1 10 92 169 39 42 58 33 68,1 21,1
DPM. | 92 28 53 852 818 251 225 224 269 273 69
EPM. | 21 11 19 30,1 289 88 7.9 7.9 9,5 69 49
8-OH-DPAT (5,6 nmol/0,1ul)
SUJEITO|TE| EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 19 9 10 92 134 73 47, 53 31 45 24
2 22 4 18 17 258 24 18 82 6 86 8
3 18 10 8 90 141 69 56 44 30 47 23
4 35 26 19 170 97 33 58 42 57 32 11
5 24 11 13 125 87 88 46 54 42 29 29
6 25 8 17 64 196 39 32 68 21 65 14
7 33 15 18 101 162 36 45 55 34 54 12
8 31 12 19 57 217 26 39 61 19 72 9
9 22 11 11 95 120 38 50 50 45 25 30
10 16 9 17 112 99 26 42 58 42 37 21
11 18 10 18 59 152 25 36 64 25 47 28
12 28 11 17 98 125 48 25 75 42 45 13
13 29 9 20 85 169 37 12 88 36 59 5
14 31 12 19 105 112 45 46 54 46 49 5
MEDIA | 16,0 6,0 16,0 90,7 1478 43,4 394 60,6 340 57,0 17,8
D.P.M. 92 23 53 852 818 251 225 224 269 273 69
E.P.M. 15 07 19 30,4 289 8,8 7,9 7,9 9,5 63 45




8-OH-DPAT (10 nmol/0,1pl)
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SUJEITO TE| EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 25 8 17 58 200 42 32 68 19, 67 14
2 9 1 8 4 279 17 11 89 1 93 6
3 17 6 11 93 120 88 35 65 31 40 29
4 18 2 16 6 258 32 11 89 2 86 12
5 14 3 11 33 256 11 21 79 11 85 4
6 19 9 10 35 210 55 49 51 30 67 3
7 15 7 8 39 205 56 47 53 10 49 41
8 19 9 10 85 235 20 45 55 11 85 4
9 17 6 11 75 198 27 35 65 8 89 3
10 20 9 11 10 175 115 42 58 21 75 4
11 18 8 10 45 210 45 33 67 15 82 3
MEDIA | 21,0 95 11,1 439 2132 169 328 67,1 16,0 454 111
D.P.M. 92 28 53 852 818 251 225 224 269 27,3 6,9
E.P.M. 39 21 19 30,1 289 2,5 7,9 7,9 9,5 6,2 2,4

Quadro 2 : Registro das medidas convencionais em camundongos submetidos ao LCE

ap0s microinjecdo intra-septo de WAY-100635 (0 e 5,57 nmol/0,1pl).

Controle
SUJEITO|TE| EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 19 5 14 26 221 53 26 74 9 74 18
2 28 12 16 116 153 31 43 57 39 51 10
3 23 8 15 100 173 27 35 65 33 58 9
4 22 8 14 72 200 28 36 64 24 67 9
5 15 7 8 138 127 35 47 53 46 42 12
6 15 6 9 64 180 56 40 60 21 60 19
7 17 8 9 92 150 57 47 53 31 50 19
8 28 18 10 165 106 29 64 36 55 35 10
9 17 12 5 153 94 53 71 29 51 31 18
10 8 4 4 23 102 175 50 50 8 34 58
MEDIA | 19,2 8,8 10,4 94,9 150,7 54,4 459 54,1 31,7 503 18,1
D.P.M. 6,2 41 472 49,4 432 443 13,4 134 164 145 14,7
E.P.M. 19 13 1,3 15,6 13,6 14,0 4,2 4,2 5,2 46 4,6




WAY-100635 (5,57 nmol/0,1ul)
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SUJEITO TE| EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 12 0 12 0 291 9 0 100 0 97 3
2 15 5 10 109 146 45 33 67 36 49 15
3 17 10 7 125 134 41 59 41 42 45 14
4 21 10 11 112 158 30 48 52 37 53 10
5 19 8 11 39 232 26 42 58 13 78 11
6 14 8 6 68 185 47 57 43 23 62 16
7 16 8 8 94 191 15 50 50 31 64 5
8 7 4 3 101 179 21 57 43 34 60 7
MEDIA |151 6,6 1,2 27,0 133 316 433 7,2 2,0 63,4 10,0
DPM. | 06 04 04 2,0 9,8 10,5 24 24 0,6 3,2 3,5
E.P.M. 15 12 1.2 50 295 31,6 6,9 7,2 2,0 6,0 1,6

Quadro 3 : Registro das medidas convencionais em camundongos submetidos ao LCE
apos microinjecdo combinada intra-septo de 8-OH-DPAT (10 nmol) e WAY-100635
(5,57 nmol/0,1).

Controle

SUJEITO|TE| EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 23 8 15 1150 1770 80 347 6572 30 590 38,0
2 21 4 17 123,0 1710 6,0 190 80,9 41,0 560 3,0
3 14 5 9 93,0 2000 70 357 642 310 666 23
4 20 6 14 126,6 1443 29,0 30,0 70,0 42,2 481 96
5 23 7 16 1235 1450 31,4 304 695 41,1 483 104
6 22 7 15 950 1950 100 31,8 681 316 650 33
7 22 14 8 1150 1148 70,2 636 36,3 383 382 234
8 8 1 7 78 2790 131 125 875 26 930 473

MEDIA | 19,1 65 126 99,8 1782 218 322 67,7 288 59,3 118

D.P.M. 53 3,7 39 393 496 219 150 150 16,6 16,5 126

E.P.M. 1,9 1,3 1,40 139 175 7,7 5, 5,3 5,8 58 4,4




Veiculo + DPAT (5,6)
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SUJEITO|TE| EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 32 19 13 127,7 773 949 593 40,6 425 257 31,6
2 34 17 17 121,83 1153 62,8 50,0 50,0 40,6 384 20,9
3 37 22 15 139,7 866 73,5 51,1 488 46,5 288 245
4 29 20 9 1739 810 449 645 354 579 27,0 150
5 41 35 6 1982 455 56,2 853 146 66,0 151 18,7
MEDIA | 346 22,6 12,0 1523 81,1 665 620 37,9 50,7 27,1 226
D.P.M. 46 7,1 4,4 32,6 249 189 14,3 143 10,8 83 6,3
E.P.M. 21 32 20 14,6 11,1 8,4 6,4 6,4 4,8 3,7 5,
Veiculo + DPAT (10)
SUJEITO|TE| EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 19 10 9 1860 920 22,0 526 47,3 570 410 20
2 18 8 10 1250 1590 16,0 444 555 416 530 5,3
3 19 8 11 112,0 1600 28,0 42,1 57,8 373 533 973
4 25 16 9 1820 510 670 640 360 606 17,0 223
5 16 9 7 110,0 1540 36,0 56,2 43,7 366 51,3 12,0
6 16 8 8 146,0 1250 29,0 500 50,0 486 416 9,6
7 23 14 9 1870 920 21,0 60,8 39,1 540 420 4,0
MEDIA | 194 104 90 1497 1190 31,2 529 47,1 480 42,8 9,22
D.P.M. 34 32 172 350 42,0 17,0 8,1 8,1 96 126 6,7
E.P.M. 1,3 12 04 132 159 6,4 3,0 3,0 3,6 48 26
WAY + Veiculo
SUJEITO| TE | EBA EBF TBA  TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 TENTR EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
2 12 3 9 520 72,0 1760 250 750 17,3 24,0 58,6
3 11 4 7 61,0 1094 1296 36,3 63,6 20,3 36,4 432
4 19 8 11 67,0 1833 496 30,7 69,2 223 61,1 16,5
5 21 9 12 956 163,83 404 333 666 31,9 546 134
6 22 13 9 748 1610 64,1 481 51,8 249 536 21,3
7 16 9 7 74,1 2216 41 281 71,8 247 738 1,3
MEDIA 16,8 7,7 91 70,8 1518 773 336 66,3 236 50,6 258
D.P.M. 46 36 20 149 534 63,4 8,1 8,1 49 178 21,1
E.P.M. 19 15 0,8 60 21,8 259 332 332 2,03 73 86
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WAY + DPAT (5,6)

SUJEITO | TE | EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 23 8 15 21,7 2135 64,6 34,7 65,2 7,2 711 21,5

2 21 10 11 185 2088 72,6 344 655 6,1 69,6 24,2

3 20 10 10 29,3 1919 78,8 384 615 9,7 63,9 26,2

4 10 1 9 1,4 2341 64,4 10,0 90,0 0,4 78,0 21,4

5 18 1 17 2,5 242,7 54,7 55 945 0,8 80,9 18,2

6 22 11 11 29,6 115,2 155,11 50,0 50,0 9,8 384 51,7
MEDIA | 19,0 68 12,1 17,2 2010 81,7 288 711 57 67,0 27,2
D.P.M. 47 4,6 3,1 12,5 45,8 36,8 17,3 17,3 4,1 15,2 123
E.P.M. 19 19 1,2 51 18,7 15,0 7,0 7,0 1,7 6,2 5,0

WAY + DPAT (10)

SUJEITO TE‘ EBA EBF TBA TBF TC %EBA  %EBF %TBA %TBF %TC
1 15 8 7 31,0 262,7 6,3 53,3 46,6 10,3 87,7 2,1

2 17 9 8 32,3 165,0 102,7 272 72,7 10,7 55,0 34,2

3 14 8 6 58,0 128,3 113,7 57,1 428 19,3 42,7 37,9

4 14 8 6 53,0 132,0 115,0 57,1 428 17,6 44,0 38,3

5 15 9 6 25,0 150,2 124,8 60,0 40,0 8,3 50,0 41,6
MEDIA | 150 84 6,6 39,8 167,6 92,5 50,9 49,0 13,2 55,9 30,8
D.P.M. 12 05 08 14,6 55,1 48,8 134 134 4,8 18,3 16,2
E.P.M. 06 02 04 6,5 246 218 6,0 6,0 2,1 8,2 7,3
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Quadro 4: Registro das medidas etol6gicas em camundongos submetidos ao LCE apds
microinjecdo intra-septo de 8-OH-DPAT (0, 5,6 e 10,0 nmol/0,1l).

Controle
Tot. % . . Total Total

SUJEITO mer gulho mer gulhoBF Total esticar % esticar BF L evantar Imobilidade
1 1 100,0 39 89,6 17 0
2 26 15,3 20 45,0 27 0
3 16 66,2 49 62,4 12 6
4 24 64,1 77 38,9 24 0
5 22 0,0 70 51,4 15 0
6 24 65,0 98 51 39 0
7 25 55,0 72 71,3 19 0
8 13 63,3 64 76,5 17 0
9 26 72,8 49 51,0 7 0
10 22 50,0 52 48,0 32 0
11 17 42,8 32 75,6 21 0
MEDIA 21,6 74,8 57,1 77,4 20,7 0,1
D.P.M. 12,2 31,1 23,3 29,1 10,8 1,8
E.P.M. 2,6 9,7 5,2 7,6 2,8 0,9

8-OH-DPAT 5,6

Tot. % . . Total Total

SUJEITO mer gulho mer gulhoBF Total esticar % esticar BF L evantar Imobilidade
1 12 16,6 41 85,3 18 2
2 37 12,7 35 61,9 9 2
3 21 66,6 30 86,6 24 6
4 0 26,0 41 83,3 10 0
5 1 100,0 29 89,6 18 6
6 26 15,3 30 45,0 27 0
7 16 6,2 49 35,0 12 6
8 24 441 7 38,9 24 3
9 22 25,0 70 71,4 15 0
10 24 29,0 41 65,1 39 4
11 40 56,0 62 71,3 19 0
12 3 43,3 64 76,5 7 6
13 7 62,8 49 51,0 17 4
14 6 50,0 52 48,0 32 0
MEDIA 20,9 55,9 443 72,9 19,2 4.5
D.P.M. 12,8 30,4 24,6 31,5 11,3 1,6
E.P.M. 3,6 10,6 7,1 9,0 41 2,0




8-OH-DPAT 10
Tot. % . . Total Total

SUJEITO mergulho mer gulhoBF Total esticar % esticar BF L evantar Imobilidade
1 12 52,8 49 51,0 7 0
2 16 50,0 52 68,0 22 2
3 7 42,8 45 65,6 21 0
4 35 72,0 75 42,0 25 4
5 16 31,2 27 88,8 14 0
6 27 50,0 38 50,0 33 0
7 39 53,0 35 72,0 21 2
8 7 42,8 32 65,6 21 0
9 35 75,6 75 42,0 25 6
10 16 61,2 27 88,8 14 0
11 27 12,0 38 50,0 23 0
MEDIA 24,4 55,5 44,6 69,5 19,1 8,1
D.P.M. 11,6 21,3 18,1 25,7 8,3 0,0
E.P.M. 2,8 10,9 6,0 9.4 3.9 4,

Quadro 5 : Registro das medidas etol 6gicas em camundongos submetidos ao L CE apds
microinjecao intra-septo de WAY-100635 (0 e5,6 nmol/0,1pl).

Controle
Tot. % . . Total Total
SUJEITO mer gulho mer gulhoBF Total esticar % esticar BF L evantar Imobilidade
1 8 0 52 1,3 32 0
2 41 100,0 14 76,5 21 0
3 24 15,3 29 51,0 25 0
4 13 16,5 52 48,0 34 6
5 11 41 32 65,6 33 0
6 28 0,0 45 12,0 29 0
7 21 0,0 27 88,8 21 5
8 25 21,0 38 50,0 25 0
9 20 43,3 25 72,0 34 4
10 15 42,8 32 65,6 33 0
MEDIA 19,0 17,9 33,1 54,0 22,8 15
D.P.M. 14,7 31,9 18,6 27,7 5,8 0,0
E.P.M. 2,9 1,2 3,9 3,7 4,3 0,0
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WAY 100635
Tot. % . . Total Total

SUJEITO mergulho mer gulhoBF Total esticar % esticar BF L evantar Imobilidade
1 16 31,2 26 68,8 23 0
2 27 0,0 38 30,0 13 0
3 33 3,0 25 62,0 21 0
4 11 40,0 44 18,1 26 0
5 44 100,0 71 100,0 11 0
6 9 32,2 55 87,2 26 0
7 25 20,0 52 86,5 09 0
8 23 0,0 64 17,1 21 0
MEDIA 23,2 29,0 44,0 60,4 16,9 0,0
D.P.M. 10,6 33,7 18,8 32,7 6,6 0,0
E.P.M. 2,8 2,1 4,8 6.3 2,1 0,0

Quadro 6 : Registro das medidas etol 6gicas em camundongos submetidos ao L CE apds
microinjecdo combinada intra-septo de WAY-100635 (5,6 nmol/0,1ul) e 8-OH-
DPAT(5,6 e 10 nmol/0,1pl).

Controle
Tot. % . : Total Total

SUJEITO mer gulho mer gulhoBF Total esticar % esticar BF L evantar Imobilidade
1 14 10 32 25,0 21 0
2 16 16,6 41 85,3 14 0
3 37 22,7 21 61,9 9 2
4 21 16,6 30 86,6 4 0
5 12 0,0 12 55,3 0 0
6 11 100,0 29 89,6 7 0
7 26 15,3 20 45,0 27 0
8 16 6,2 49 22,4 12 6
MEDIA 15,1 26,0 29,3 62,4 11,8 1,0
D.P.M. 12,8 37,1 11,9 28,3 8,9 2,1
E.P.M. 4,5 13,1 4,2 10,0 3,1 0,8




Salina e DPAT 5,6
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Tot. % . . Total Total
SUJEITO mer gulho mer gulhoBF Total esticar % esticar BF L evantar Imobilidade
1 39 4,16 77 38,9 24 0
2 42 0,0 70 11,4 15 0
3 29 0,0 98 51 39 0
4 40 0,0 72 1,3 19 0
5 13 33,3 64 76,5 7 0
MEDIA 22,6 7.5 76,2 26,7 20,8 0
D.P.M. 13,1 14,6 13,0 31,5 11,9 0,0
E.P.M. 5,9 6,5 5,8 14,1 53 0,0
Salina e DPAT 10
Tot. % . . Total Total
SUJEITO mer gulho mergulhoBF Total esticar % esticar BF L evantar Imobilidade
1 7 42,8 49 51,0 7 0
2 6 50,0 52 48,0 32 0
3 7 42,8 32 65,6 21 0
4 35 0,0 75 12,0 25 0
5 16 31,2 27 88,8 34 0
6 27 0,0 38 50,0 33 0
7 33 3,0 25 72,0 21 0
MEDIA 18,7 24,3 42,6 55,4 24,7 0,0
D.P.M. 12,8 22,5 17,6 24,1 9,6 0,0
E.P.M. 4,8 8,5 6,7 9,1 3,6 0,0
WAY e Salina
Tot. % . . Total Total
SUJEITO mer gulho mer gulhoBF Total esticar % esticar BF L evantar Imobilidade
1 7 42,8 32 65,6 21 0
2 35 0,0 75 12,0 25 0
3 16 31,2 27 88,8 34 0
4 27 0,0 38 50,0 33 0
5 33 3,0 25 72,0 21 0
6 11 0,0 44 18,1 26 1
MEDIA 21,5 12,9 40,2 51,1 26,7 0,2
D.P.M. 11,8 19,1 18,5 30,6 5,7 0,4
E.P.M. 4,8 7,8 7,5 12,5 2,3 0,2




WAY eDPAT 5,6
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Tot. % . . Total Total

SUJEITO mer gulho mer gulhoBF Total esticar % esticar BF L evantar Imobilidade

1 4 100,0 81 100,0 21 0

2 9 22,2 55 87,2 26 2

3 5 20,0 52 86,5 29 2

4 23 0,0 64 17,1 40 0

5 10 30,0 44 75,0 22 0

MEDIA 10,2 34,4 59,2 73 27,6 0,8

D.P.M. 7,6 38,3 14,1 32,5 7,6 1,1

E.P.M. 3,4 17,1 6,3 14,6 3,4 0,5
WAY eDPAT 10

Tot. % . . Total Total

SUJEITO mer gulho mer gulhoBF Total esticar % esticar BF L evantar Imobilidade

1 2 50,0 24 16,6 8 0

2 6 66,6 78 61,5 15 0

3 8 62,5 a7 70,2 26 0

4 11 0,0 28 53,5 9 6

5 5 80,0 63 53,9 15 0

MEDIA 6,4 51,8 48,0 51,2 14,6 1,2

D.P.M. 3,4 30,9 22,9 20,5 7,2 2,7

E.P.M. 1,5 13,8 10,3 9,2 3,2 1,2






