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“mens sana in corpore sano.”

(Juvenal)



UMA CARTA A JUVENTUDE: I. P. Pavlov (1849-1936)

O que eu desejaria aos jovens de minha terra, que se dedicardo a ciéncia?
Primeiro de tudo — coeréncia. Desta condicdo muito importante para um
trabalho cientifico frutifero, eu ndo posso falar sem emocdo. Coeréncia,
coeréncia, e de novo coeréncia. Desde o comeco, inculguem em si mesmos o
habito da coeréncia estrita na aquisicdo do conhecimento. Aprendam o ABC da
ciéncia antes de tentar escalar seus picos. Nunca embarquem no que vem
depois sem ter dominado o que vem antes. Nunca tentem ocultar as lacunas de
seu conhecimento, mesmo pelas especulagbes e hipdteses mais audaciosas.
N&o importa quanto esta bolha de ilusdo posso deleitar os olhos pela profuséo
de cores, ela com certeza explodira, e a vocés nao restara nada além de
confusédo. Desenvolvam em si mesmos a contencdo e a paciéncia. Nunca
evitem as tarefas arduas da ciéncia. Estudem, comparem, acumulem fatos.
N&o importa quao perfeita a asa de um passaro possa parecer, ela nunca
poderia fazer o passaro voar sem o suporte do ar. Os fatos sdo o ar dos
cientistas. Sem eles vocés nunca serdo capazes de alcar v6o, sem eles suas
“teorias” serdo estéreis. Mas ao estudar, experimentar e observar facam o
possivel para chegarem embaixo da pele dos fatos. N&o se tornem
armazenadores de fatos. Tentem penetrar nos segredos de sua origem.
Busquem persistentemente as regras que 0s governam.
A segunda coisa é a modéstia. Nunca pensem que vocés sabem tudo. Nao
importa quao alto seja seu conceito, tenham sempre a coragem de dizer a si
mesmos: “Eu sou ignorante”. Ndo deixem que o orgulho os possua. Ele
resultard em obstinacdo, quando vocés deveriam ser conciliatorios. Ele os
levara a recusar conselho til e ajuda amigavel. Ele os privara da habilidade de
serem objetivos. Na equipe na qual eu sou lider, tudo depende do ambiente.
Todos nos estamos subordinados a uma causa comum e cada um faz sua
parte. Conosco é quase impossivel discernir o que € “meu” e 0 que é “seu’,
mas desse modo, nosso objetivo comum apenas ganha.
A terceira coisa é — paixdo. Lembrem-se, a ciéncia exige toda a sua vida.
Mesmo que voceés tivessem duas vidas para dar, elas ndo seriam suficientes. A
ciéncia exige do homem o maximo esforco e a suprema paixdo. Sejam
apaixonados em seu trabalho e em suas pesquisas.

Fonte: Extraido de Koshtoyants (1955, pp. 52-53).
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RESUMO

Diante de estimulos que representam perigo 0os animais manifestam reacdes
de defesa que originam o medo e a ansiedade. Estes estimulos ativam o
sistema serotonérgico, o qual emite projecdes para estruturas envolvidas nos
mecanismos de defesa tais como, septo, hipotalamo, hipocampo, substancia
cinzenta periaquedutal e amidala, modulando as alteragdes comportamentais
gue podem ser caracterizadas como ansiedade. Estudos tém demonstrado que
0s receptores 5-HT3 fazem parte desta modulacao. O labirinto em cruz elevado
(LCE) é um modelo animal amplamente utilizado para avaliar a atividade
ansiolitica de drogas. Atualmente, sabe-se que o reteste em roedores (ratos e
camundongos) aumenta a evitagdo do mesmo, fendmeno este, que se refere a
“toleréncia de uma exposicdo” (OTT, do inglés One Trial Tolerance). A amidala
€ uma das estruturas prosencefalicas que apresentam quantidade relevante de
serotonina (5-HT), dessa forma, resultados recentes do nosso laboratorio
demonstram que microinjecdes de ondansetron, antagonista dos receptores 5-
HT3, na amidala de camundongos, produziu efeito ansiolitico avaliado no LCE.
O objetivo deste estudo foi avaliar o envolvimento dos receptores 5-HT3; na
amidala de camundongos reexpostos ao labirinto em cruz elevado (LCE).
Medidas convencionais de ansiedade (% de entrada e de tempo gasto nos
bracos abertos), atividade locomotora (freqiéncia de entrada nos bracos
fechados) e medidas etologicas relacionadas a avaliacdo de risco foram
registradas. O presente estudo demonstrou que a injecdo intra-amidala de
ondansetron, antagonista de receptores 5-HT3, produziu efeito ansiolitico tanto
em camundongos ingénuos quanto em camundongos reexpostos ao LCE. A
injecdo de ondansetron em apenas uma das exposicOes produziu efeito
ansiolitico, o que nos leva a concluir que a droga ndo produziu alteracdo da
mem©éria. Tanto na exposi¢cao 1 como na reexposi¢cdo, nenhum dos tratamentos
afetou a atividade locomotora. Portanto, embora a amidala esteja envolvida na
neurobiologia das reacdes de defesa, tais como a resposta de ansiedade, no

que se que refere ao fendmeno OTT ela parece nao participar.

Palavras-chave: serotonina, amidala, ondansetron, labirinto em cruz elevado
(LCE) e OTT.
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ABSTRACT

Against of stimuli that are dangerous, animals manifest defense reactions that
cause fear and anxiety. These stimuli activate the serotonergic system, which
sends projections to structures involved in defense mechanisms such as the
septum, hypothalamus, hippocampus, amygdala and periaqueductal gray
modulates the behavioral changes that can be characterized as anxiety. Studies
have shown that 5-HT3 receptors are part of this modulation. The elevated plus
maze (EPM) is a widely used animal model to evaluate the anxiolytic activity of
drugs. Currently, it is known that the retest in rodents (rats and mice) increases
the avoidance of it, this phenomenon, which refers to "a display of tolerance"
(OTT, One Trial Tolerance). The amygdala is a prosencephalic structures that
have significant amount of serotonin (5-HT) in this way, recent results from our
laboratory have shown that microinjections of ondansetron antagonist 5-HT3
receptors in the amygdala of mice produced anxiolytic-like effect evaluated in
LCE. The aim of this study was to evaluate the involvement of receptors 5-HT3
receptors in the amygdala of mice prior experience the elevated plus-maze
(EPM). Conventional measures of anxiety (% of entry and time spent in open
arms), locomotor activity (frequency in closed arms) and ethological measures
related to risk assessment were recorded. The present study demonstrated that
intra-amygdala of ondansetron, antagonist of 5-HT3 receptors, produced
anxiolytic-like effects in naive mice and mice prior experience the LCE. The
injection of ondansetron in only one of the exhibits produced anxiolytic-like
effect, which leads us to conclude that the drug produced no change in
memory. Both the Trial 1 and in Trial 2, none treatments affected locomotor
activity. So while the amygdala is involved in the neurobiology of the defense
reactions such as anxiety response, as it refers to the phenomenon it seems

OTT not to participate.

Keywords: serotonin, amygdala, ondansetron, elevated plus-maze (EPM),
OTT.
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Figura 1. Circuito de Papez — Adaptado LeDoux, 1988.
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Figura 3. Sistema de Inibicdo Comportamental (adaptado de Brandéo et al,
2003).
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Figura 5. Representacdo esquematica dos sitios de microinfusdo na amidala
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injecéo (Atlas de Franklin e Paxinos (1997).

Figura 6. Efeito das microinfusdes na amidala de ondansetron (0,3 nmol/0,1pl)
sobre a frequéncia de entrada nos bragos fechados e as porcentagens de
entradas e de tempo gasto nos bracos abertos, durante a exposicdo 1 e
reexposicdo no LCE. As colunas representam as médias e o erro padrdo da
média (M+EPM) (n= 9-10).

* p < 0,05 comparado ao respectivo veiculo.

# p < 0,05 comparado a exposicao 1.

Foto 1. Labirinto em cruz elevado — LCE (aparato utilizado no Laboratério de
Psicologia da Aprendizagem — LPA).

Foto 2. Medidas etologicas de camundongos durante a exposicao ao LCE. (A)
levantamento protegido; (B) mergulho protegido; (C) postura de esticar o
corpo na area protegida; (D) imobilidade desprotegida (fotos copiadas de
Reis e Canto-de-Souza, 2008).
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9-10).

* p < 0,05 comparado ao respectivo veiculo (ANOVA seguido Duncan).



Lista de abreviaturas e simbolos

ANOVA - andlise de variancia

BLA — nucleo basolateral da amidala

5-HT — 5-hidroxitriptamina, serotonina

5-HT3 — receptores de serotonina subtipo 3

BAs — bragos abertos

BFs — bragos fechados

EPM — erro padrdo da média

I.p. — intraperitoneal

LCE — labirinto em cruz elevado

MeA — nucleo medial da amidala

TMERG - total de mergulhos

n — namero de sujeitos

NDR — nucleo dorsal da rafe

NMR — nacleo mediano da rafe

OND - ondansetron (GR38032)

PE — polietileno

SAP - stretched attend posture (postura de esticar o corpo)
SBNeC — Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento
SCP - substancia cinzenta periaquedutal

SNC - sistema nervoso central



15

1. INTRODUCAO

1.1. Histéria da Neurobiologia do Medo e da Ansiedade

Do ponto de vista histérico, segundo Dalgleish (2004), o estudo da
neurociéncia afetiva se inicia com os relatos de Charles Darwin publicados
originalmente em 1872 sobre o carater evolutivo do comportamento emocional
do homem, no livro “The expression of the emotions in man and animals” onde
seus trabalhos indicaram que, através de estudo do comportamento de outros
animais era possivel a compreensdo das emoc¢des no homem; e em 1884, com
James no artigo intitulado “What is an emotion?”.

Com a teoria de James-Lang em 1885, postulou-se a “Teoria das
Emocdes” na qual as respostas fisiologicas provem da base de experiéncias
emocionais (Cannon, 1927). E assim, no inicio do século XX, os trabalhos de
Bard (1928) e Hess e Brugger (1943) sugeriram que a expressao da emocao
estava sob controle de circuitos neurais, com foco no hipotdlamo como sitio
crucial da expressdo da emocdo e comportamentos defensivos (Hess e
Brugger 1943). Bard em 1928 identificou entdo a metade caudal do hipotalamo
como sitio critico modulando “Sham Rage” através de lesGes cerebrais em
gatos.

Estes estudos levaram Cannon e Bard a propor a teoria hipotalamica da
emocao, na qual Papez, em 1937, extendeu incluindo estruturas
prosencefalicas, como hipotalamo, ndcleo talamico anterior, giro do cingulo,
hipocampo e suas interconexdes, formando assim, um sistema harmonico que

elaboraria as funcdes e a expressédo das emocgoes (Figura 1). Papez via ainda
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o giro do cingulo como a area cortical responsavel pela experiéncia emocional,
e que poderia ser ativada tanto pelo neocértex quanto por estruturas inferiores,
como o hipotdlamo. O esquema do circuito neural da emocdo propde que

entradas sensoriais pelo talamo divergindo em fluxos do pensamento e da

sensacao.
Neocortex
M |
/ v \
G. Cingulo
Talamo
= Dorsal
h 4 1;
Talamo Hi tal Estimulo Sensorial
Anterior Ipotalamo v

Talamo
Ventral

N

Circuito de Papez (Adaptado LeDoux, 1988)
Figura 1. Circuito de Papez — Adaptado LeDoux, 1988.

Ainda em 1937, a sindrome Kluver-Bucy foi descrita apdés a remocao
cirdrgica bilateral dos lobos temporais em macacos produzindo a perda da
reatividade emocional, o aumento comportamento exploratorio, a tendéncia a
examinar objetos com a boca, hipersexualidade e mudancas anormais na dieta
como, por exemplo, a coprafagia (comer as fezes) (Kluver e Bucy, 1937). O
“Circuito de Papez” foi entdo redefinido por Paul MacLean em 1949, como
“Sistema Limbico”, onde incluiu o septo e amidala.

Em 1956, Hunsperger confirmou e estendeu estes achados mostrando

que a estimulacéo elétrica ao longo de uma via incluindo a amidala, nucleo da
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estria terminal (BNST), é&rea hipotalamica lateral e substancia cinzenta
periaquedutal (SCP), produziu comportamento defensivo (Hunsperger, 1956).
Mais recentemente, estudos com lesdes e uso da expressao da ativacdo da
proteina FOS como marcador da ativacdo neural tem direta implicacdo em
vérias estruturas prosencefalicas, mesencefalicas e rombencéfalo, incluindo a
amidala, BNST, cértex prefrontal, hipocampo, rafe dorsal, septo, hipotalamo e
SCP, no comportamento defensivo (Blanchard e Blanchard, 1972; Blanchard et
al., 1981; Bovier et al., 1982; Canteras, 2002; Degroot & Treit, 2004; Graeft,
1994, Pentkowski et al., 2006).

Em 1962 Schachter & Singer descreveram experimentos indicando a
importancia de fatores cognitivos na determinacdo da natureza das
experiéncias emocionais e 20 anos mais tarde Gray publicou “The
Neuropsychology of Anxiety” (Gray, 1982).

Estudo realizados em 1986 por LeDoux propuseram multiplos caminhos
da amidala para medo condicionado e afirmam ainda que lesdes do hipocampo
em animais provocariam intensas reac¢des do tipo emocional e que tumores da
regido do cingulo levavam a apatia, defeitos de memoria e estupor. Ja lesdes
em corpos mamilares levavam a uma aparente inatividade das respostas
emocionais, enquanto que lesées do talamo anterior produziam choro e riso
espontaneo (Blanchard e Blanchard, 1972; Blanchard et al., 1981; Bovier et al.,
1982; Canteras, 2002; Degroot e Treit, 2004; Graeff, 1994; Pentkowski et al.,
2006; Canteras e Goto, 1999).

Damasio et al. (2000) publicou evidéncias que diferentes regides do
cérebro sdo subjacentes a diferentes emocgfes. Por sua vez Canteras (2002;

2008) propds o envolvimento da zona defensiva hipotalamica medial como
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importante estacdo para transmissdo, na qual conduz a expressdo do
comportamento defensivo incondicionado causado por um estimulo
psicoldgico.

Ainda, ha muitos estudos realizados em varios laboratérios que buscam
através de técnicas comportamentais e moleculares o entendimento da

neurobiologia das reacdes de defesa.

1.2. Ansiedade e medo

Quando um animal é confrontado com uma ameaca a sua integridade
fisica ou a prépria sobrevivéncia, seja esta representada por um predador ou
um agressor da mesma espécie, seja por uma simples mudanc¢a no ambiente
(estimulo) que o advirta da ocorréncia de dano iminente, ele apresenta um
conjunto de respostas comportamentais e neurovegetativas que caracterizam
a reacdo de medo. Em circunstancias onde o perigo ndo é tdo evidente,
porém vago e persistente, ou 0s sinais de adverténcia que provocam o medo
nao sao conscientemente percebidos, denomina-se estado de apreenséo,
gue entdo se verifica, de ansiedade (Graeff, 1998).

A ansiedade e o medo sao respostas emocionais de grande valor
adaptativo. Funcionam como impulso motivacional fundamental em diversas
formas de comportamento e, assim, advertem sobre perigos e ameacas a
integridade da pessoa, estimulando o organismo a tomar medidas necessarias
para impedi-los (Gray e McNaughton, 2000; Blanchard et al, 2001; Brandao,

2001).
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Diante de estimulos que representam perigo ha origem do medo e da
ansiedade e, assim, os animais manifestam reacdes de defesa. Portanto, tais
emocdes sao muito semelhantes, diferindo-se no fato de que, enquanto o medo
€ uma resposta a situacdes claras e evidentes de perigo previsivel e externo, a
ansiedade é uma resposta a um perigo potencial, vago, obscuro e néao
previsivel (Blanchard et al, 1990; Graeff, 1998).

McNaughton e Corr (2004) sugeriram a existéncia de dois sistemas de
defesa, 0 que modula as ameacgas potenciais e 0 conflito aproximacao-esquiva
(relacionado a ansiedade), amplamente representado no prosencéfalo e, o
sistema de defesa de fuga que comanda a retirada da ameaca distal
(relacionados ao medo) e do perigo proximal (relacionado ao panico),
representado no rombencéfalo. Os dois sistemas sao longitudinalmente
distribuidos ao longo do cérebro.

A disting@o bésica entre ansiedade e medo €, que o medo tem a fungéo
de mover o animal para longe do perigo envolvendo comportamentos de fuga,
luta e imobilidade, além de ser insensivel a drogas ansioliticas. Ja a ansiedade
envolve o conflito aproximagao-esquiva com a fungéo de mover o animal para o
perigo e assim, aumenta a avaliacdo de risco, uma vez que, € sensivel aos
ansioliticos (McNaughton e Corr, 2004).

As alteracdes psicofisiologicas que compdem a ansiedade, tais como,
aceleracdo da respiracao e dos batimentos cardiacos e sensacdo de ameaca,
também sao bastante semelhantes as do medo, podendo admitir-se uma
identidade basica dos mecanismos neurais integrando ambos o0s estados

emocionais (Graeff, 1998).
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A ansiedade é um mecanismo universal para gerar um comportamento
adaptativo, ou seja, orientar respostas adequadas ao ambiente onde existe
perigo ou ameaca. Porém em humanos, o nivel elevado de ansiedade
predispbe aos individuos o aparecimento de transtornos psiquiatricos tais
como, fobias, depresséao e estresse pos-traumatico (Yamasue et al, 2008).

Sob uma perspectiva evolutiva, a investigacdo dos comportamentos
defensivos em mamiferos, como nos roedores, por exemplo, é de extrema
relevancia para o entendimento dos mecanismos neurobiolégicos envolvidos
nos transtornos de ansiedade, jA que estes sao considerados patologias do
sistema de defesa humano (Gray e McNaughton, 2000; Blanchard et al., 2001,
Graeff e Zangrossi, 2002).

Em um ambiente novo, potencialmente perigoso, ou quando o animal
pressente uma ameaca, porém ndo avaliou todas as consequéncias, fica
imoével e quieto, com a musculatura tensa, bem como vigilante e de prontidao
para acdo rapida e vigosora. Esta reacdo de defesa € denominada
congelamento. Alternando com a imobilidade, o animal pode realizar
exploracdo cautelosa do ambiente, fazendo assim avaliacao de risco. Portanto,
uma vez definido o perigo, o animal recorre a fuga da situacdo ameacadora ou

alternativamente, luta contra o agressor (Graeff, 1998).

1.3. Neurobiologia das reacdes de defesa

O estudo da neurobiologia do medo e da ansiedade teve inicio a partir

de relatos de Charles Darwin sobre o carater evolutivo do comportamento

emocional no homem. Seus trabalhos, publicados originalmente em 1872 no
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livro “The Expression of Emotions in Man and Animals”, indicavam que o
estudo do comportamento dos animais era a chave para a compreensao das
emocdes no homem (Rodgers et al., 1997a; Brandéo et al., 2003). A partir
desta abordagem, o homem, tendo outros animais como ancestrais,
compartilharia com estes além de semelhancas fisicas, suas emocodes
bésicas.

Neste contexto, as raizes do medo e da ansiedade estédo nas reacgfes de
defesa dos animais frente a estimulos que representam ameaga a
sobrevivéncia, ou a sua integridade fisica. Sao varias as fontes de perigo tais
como, estimulos ambientais (altura, claridade), alteragdes nos padrdes fisico-
temporais (tempestades, incéndios, exposi¢cdo a novos ambientes), estimulos
nociceptivos (choques elétricos) ou mesmo por ataques de animais da mesma
espécie. A apresentacdo da resposta dependera da situacdo confrontada, da
espécie em questdo, resultando em respostas diferentes para estimulos
distintos (Zangrossi e Graeff, 2004). Em geral, os animais utilizam uma de
quatro estratégias defensivas basicas: fuga, congelamento, ataque defensivo
ou submissao (Adams, 1979; Blanchard e Blanchard, 1988). A escolha por
determinada estratégia leva em conta fatores como caracteristicas do ambiente
(rota de fuga ou ndo), distancia do estimulo ameacador e experiéncia prévia
com o estimulo ou com o0 ambiente.

Embora a ansiedade e o medo possuam origens nas reacdes de defesa
quando na presenca de situagdes que envolvam perigo, acredita-se que haja
diferenca entre essas duas condigdes. Segundo Branddo et al. (2003),
estimulos condicionados de medo potenciais e distais eliciam respostas de

medo no sistema neural, constituido pelo ndcleo mediano da rafe, septo,



22

hipocampo e substancia cinzenta periaquedutal ventral. Por outro lado,
estimulos ameacadores proximais ou intensos eliciam respostas
incondicionadas de medo geradas no teto mesencefalico. O hipotdlamo parece
funcionar como um relé na geracao e elaboracao destas respostas, com seus
componentes motores, autonémico e enddcrino (através de suas conexdes
com a hipdfise). Assim, a amidala funciona como uma interface importante
entre estes dois sistemas e a ativagdo de um ou outro destes circuitos neurais
resulta na experiéncia emocional que alguns autores tém denominado
condigbes como medo, ansiedade ou panico (Brandao et al, 1994; Brand&o et
al, 1999; Nunes-de-Souza et al, 2000; Carobrez e Bertoglio, 2005).

Além disso, alguns autores sugerem que a distincdo entre medo e
ansiedade residiria exatamente nas estratégias comportamentais adotadas
pelos animais. Assim, quando o estimulo € potencialmente ameacador, este
desencadearia comportamentos de avaliagdo de risco (posturas e
movimentos do corpo que possibilitam a aproximagao e a investigacao da
possivel ameaca), caracterizando um estado de ansiedade. Quando o
estimulo ou situacdo ameacadora é real, 0s comportamentos apresentados
de luta, fuga ou congelamento caracterizariam medo. Outra diferenca entre
esses dois estados estd no fato do medo ser insensivel ao tratamento com
drogas ansioliticas, ja a ansiedade se mostra sensivel a acdo dessas drogas
(Blanchard et al., 1993). Dessa forma, modelos animais de medo e ansiedade
favoreceriam a expressao de comportamentos defensivos frente a situacoes
artificiais ou naturais de perigo, permitindo a compreensao de suas bases
neurobioldgicas subjacentes (Blanchard et al., 1993).

Evidéncias obtidas em laboratério a respeito das bases neurais do
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comportamento emocional apontam para existéncia de circuitos neurais

especificos que respondem de acordo com o estimulo ao qual o individuo é

exposto. O Sistema Cerebral Aversivo (Figura 2),

representado pelo

hipotdlamo medial, pela substancia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPd) e

pela amidala, esta associado a emissao de respostas incondicionadas (inatas

e nao aprendidas). Neste sistema a amidala é a responsavel pela avaliacdo

do tipo e grau do perigo, e o resultado desta avaliagao seria transmitido para

o hipotdlamo medial e SCP. Esta ultima teria a funcdo de selecionar e

organizar as respostas comportamentais e fisiologicas de defesa mais

apropriadas. O hipotalamo medial por sua vez, regula o funcionamento da

hipofise, responséavel pela secrecdo de alguns horménios (Hetem e Graeff,

2004).

Estimulos » Matéria

nociceptivos Cinzenta
Periaquedutal
Amidala
Es‘“mulos / -

ameacadores
inatos Luta ou fuga
. Imobilidade
Hlpotalamo
Analgesia
Estimulos l ; =
- Hipertensao

aversivos
condicionados m Taquicardia

1 Hiperventilacao

Alteracées Hormonais

Figura 2. Sistema Cerebral Aversivo (modificado de Graeff e Guimaréaes,

1999).

A estimulacao elétrica de estruturas que compdem este sistema produz

um padréo tipico de respostas caracterizado por intensa atividade motora

(acompanhada de saltos) e alteracbes autondmicas como elevacdo da

pressao arterial,

freqiéncia cardiaca e respiratoria, piloerecdo, miccgao,
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defecacéo, exoftalmia (para revisao, Brandéo et al., 1994; 1999).

A organizacdo das respostas condicionadas, por sua vez, € realizada
pelo Sistema de Inibicdo Comportamental (Figura 3), representado pelo
sistema septo-hipocampal, nicleo mediano da rafe e substancia cinzenta
periaquedutal ventral (SCPv) (Gray e McNaughton, 2000). A ativacao deste
sistema por sinais de punicéo, frustracdo, perigo ou situagdes novas resulta
em inibicdo de qualquer comportamento que o animal esteja realizando, bem
como, aumento do nivel de vigilancia e atencdo ou preparo para agao fisica
rigorosa (Hetem e Graeff, 2004). Sabe-se que a amidala esta envolvida na
ativacao dos dois sistemas, agindo como interface entre o sistema de inibicéo

comportamental e o sistema cerebral aversivo (Brandao et al., 2003).

SISTEMA DE INIBICAO COMPORTAMENTAL
(Gray, década 80)

Sinais de punicdo = Alerta
Sinais de_frustraqéo 0‘:\‘3&@ Atengéo
Novidade T Congelamento
Medo inato
Punigdo, ndo Inibicéo
recompensa comportamental,
novos estimulos ativacéo geral,
aumento da
atengao

Figura 3. Sistema de Inibicdo Comportamental (adaptado Brandéo et al, 2003).

1.4. Amidala

A amidala ou corpo amidaldide, identificada por Budach, no inicio do

século IX (para revisdo, Sah et al, 2003), é uma estrutura em forma de
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améndoa, localizada dentro da regido antero-inferior do lobo temporal do
hemisfério cerebral e constitui uma massa esferdide de substancia cinzenta,
apresentando cerca de 2 cm de diametro. Esta regido do cérebro faz parte do
sistema limbico e é um importante centro regulador do comportamento sexual
e da agressividade (LeDoux,1986; 1998; 2007).

A amidala tem comunicacdo com diversas estruturas do sistema
limbico e atua fazendo uma interface entre aspectos cognitivos e afetivos da
ansiedade. Esta pequena estrutura se interconecta com o hipocampo, 0s
nacleos septais, a area pré-frontal e o nucleo dorso-medial do tdlamo. Essas
conexdes garantem seu importante desempenho na mediag&o e controle das
atividades emocionais de ordem maior, como amizade, amor e afeicdo, nas
exteriorizagcdes do humor e, principalmente, nos estados de medo e ira e na
agressividade. A amidala € fundamental para a auto-preservacao, por ser o
centro identificador do perigo, gerando medo e ansiedade e colocando o
animal em situacdo de alerta, aprontando-se para fugir ou lutar (LeDoux,
1992; 1998).

Inicialmente, ela foi descrita como um grupo de células que atualmente é
denominado complexo basolateral. Por conseguinte, um grande namero de
estruturas que circundam o complexo basolateral vem sendo identificado em
muitas espécies e forma o que se conhece atualmente como complexo
amidaldide (Sah et al., 2003).

O complexo amidaléide compreende 13 nucleos, com amplas conexdes
internucleares e intranucleares. Estes nucleos e subnucleos séo classificados
com base na organizacao citoarquiteténica, histoquimica e conexdes realizadas

(Pare, 2004; LeDoux, 2007). Os nudcleos da amidala sédo divididos em trés
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grupos: 1) o grupo profundo ou basolateral, que abrange o nucleo lateral,
nacleo basal e nucleo lateral secundario; 2) o grupo superficial ou cortical, que
contém o0s nulcleos corticais e 0 nucleo do trato olfatorio lateral; 3) o grupo
centromedial, composto dos nucleos medial e central. Além disso, ha um grupo
de nucleos separados que ndo pode ser classificado em um desses trés grupos
e que envolve as massas celulares intercaladas e a area amidalohipocampal
(Pare et al, 2004).

Dentro deste contexto, postula-se que a amidala funcione como interface
entre os sistemas sensoriais, que conduzem a informacdo sobre os estimulos
condicionados e incondicionados até seus nucleos, lateral e basolateral, e as
regides subcorticais, que controlam a expressado das respostas condicionadas
motoras e autonémicas (LeDoux, 1992; 1998).

A amidala é relativamente uma é&rea silenciosa do encéfalo e contem
forte rede inibitéria que mantém atividade celular baixa. Conhecida também,

por estar envolvida na regulagdo do comportamento emocional, acredita-se
que ela pode ser um importante sitio para a acdo dos benzodiazepinicos
(LeDoux, 2007). Ela esta relacionada a ansiedade condicionada, e sua
estimulacdo elicia medo/ansiedade (Nieminem et al., 1992), enquanto que
lesdes em sua estrutura reduzem comportamentos relacionados a ansiedade
(Treit et al., 1993).

Além disso, esta estrutura estd envolvida nos principais circuitos
serotoninérgicos que regulam as emoc¢des, uma vez que ela € um dos
principais sitios poOs-sindpticos que recebe projecdes serotoninérgicas
provenientes do nucleo dorsal da rafe (Deakin e Graeff, 1991; Hoyer e Martin,

1997) e que apresenta em sua estrutura, receptores 5-HT1a, 5- HT, e 5-HTs3,
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onde os do tipo 5-HT;a localizam-se principalmente na porcdo central,
enquanto que os receptores 5-HT, e 5-HT3; estdo predominantemente
localizados na porcéo basolateral desta estrutura (Rainnie, 1999).

A administracdo de antagonistas tais como, ondansetron e tropisetron na
amidala, produziu efeito ansiolitico em ratos avaliados tanto no teste de
interagdo social (Higgins et al., 1991) como no labirinto em cruz elevado
(Tomkins et al., 1990). Além disso, outros antagonistas dos receptores 5-HTj,
tais como GR 38032F, MDL 72222, GR65630 e =zacopride, quando
administrados nos nucleos da rafe dorsal e mediano e na amidala de ratos e
camundongos promoveram efeitos ansioliticos nos testes claro/escuro,
interacéo social e LCE (Costall et al., 1989; Tomkins et al., 1990; Higgins et al.,
1991). Estes resultados sugerem que a amidala esta envolvida nos efeitos dos
antagonistas de receptores 5-HT3 (Higgins et al., 1991).

Neste sentido, foi demonstrado que microinjecdes de ondansetron,
antagonista dos receptores 5-HT3, na amidala de camundongos, produziu
efeito ansiolitico avaliado no LCE (Marucci e Canto-de-Souza, 2006; Laine et

al., 2008).

1.5. Sistema Serotoninérgico e Sistema Nervoso Central

A serotonina (5-HT) é um neurotransmissor envolvido ndo s6 na
ansiedade, mas também em outros disturbios, tais como, depressao, fobias e
panico, e produz tanto efeitos ansioliticos, como ansiogénicos, em diferentes
modelos, e com drogas seletivas sob diferentes tipos de receptores (Graeff,

1998).
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Deakin e Graeff (1991) sugeriram uma via ascendente de 5-HT que se
origina do nucleo dorsal da rafe, inerva a amidala e o cortex frontal, propiciando
0 medo e a ansiedade condicionada. Outra via sai do nucleo dorsal da rafe
periventricular, inerva a matéria cinzenta periaquedutal e periventricular,
inibindo reacdes de luta/ffuga a um perigo iminente. Assim, estes autores
consideraram um papel dual da 5-HT na mediacdo dos diferentes tipos de
ansiedade. Isto porque enquanto a 5-HT liberada nos neurbnios terminais do
nacleo dorsal da rafe aumenta a ansiedade condicionada na amidala, a 5-HT
liberada do ndcleo dorsal de rafe inibe o medo condicionado na matéria
cinzenta periaquedutal dorsal.

A neurotransmissao serotoninérgica € bastante complexa, uma vez que
existem sete familias de receptores da serotonina, 5-HT;.z, hum total de 14
diferentes subtipos de receptores 5-HT em mamiferos (para revisédo, Faerber et
al, 2007; Hannon e Hoyer, 2008). Dentre esses, 0s que estdo mais diretamente
envolvidos na ansiedade sédo os receptores 5-HT;a (Canto-de-Souza et al,
2002; Nunes-de-Souza et al, 2002), 5-HT, (Nunes-de-Souza et al, 2008), e 5-
HT3; (Marucci e Canto-de-Souza 2006; Laine et al, 2008).

Os receptores podem entdo, serem divididos em metabotropicos
(acoplados a proteina G) ou ionotrépicos. Todos os receptores de serotonina,
exceto o do tipo 3, sdo acoplados a proteina G, seja ela excitatéria ou inibitéria.
Assim, o Gnico receptor acoplado a canal ibnico é o 5-HTs. E um receptor da
superfamilia cys-loop similar aos receptores nicotinicos, glicinicos e
GABAérgico (tipo A) (Hannon e Hoyer, 2008).

O receptor 5-HT3 possui subunidades pentaméricas que formam um

canal central cilindricamente permeavel a pequenos cétions. Cinco
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subunidades 5-HTszaeg foram identificadas e que mostram diferengas no
terminal-amina e na regido transmembrana. Receptores funcionais
homoméricos 5-HT3a (ativacdo de proteina cinase A e C) e receptores
heteroméricos 5-HT3ap S840 expressos neuronalmente. As subunidades 5-HT3g
e 5-HTsc por si s6 ndo formam receptores completos e, recentemente, foram
identificadas as subunidades —D e —E, ainda nao caracterizadas quanto a sua

funcionalidade (Figura 4) (Faerber et al, 2007; Barnes et al, 2009).

Na*K*

SHT SHT

xtracellular

intracellular

i

Na*K*
Figura 4. Estrutura pentamérica do receptor ionotrépico de serotonina do tipo 3
(Faerber et al, 2007).

Os receptores de serotonina do tipo 3 estdo localizados na periferia em
células mononucleares e células enterocromafins intestinais, além de neurdnios
autonémicos pos-ganglionares e neurdnios do sistema sensorial e entérico
(plexos mioentérico e submucosal). A alta densidade, embora em baixa
presenca quando comparada com outros tipos, destes receptores no sistema
nervoso central € encontrada na area postrema, nucleo do trato solitario,
nacleo dorsal do nervo vago, nucleo caudado, ndcleo accumbens, amidala,

hipocampo, cértex entorrinal, cértex frontal, cortex cingulado e corno ganglio
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dorsal, além de neurdnios GABAérgicos (Hoyer et al., 1994; Faerber et al,2007;
Hannon e Hoyer, 2008).

J& é descrito na literatura a relacdo entre a funcdo de receptores 5-HT3 e
comportamentos de ansiedade (Hensler et al., 2004), uma vez que antagonista
seletivo de receptor 5-HT3, o ondansetron (GR38032, Butler et al, 1988)
forneceu as primeiras indicacdes de que estes receptores podiam modular
processos de ansiedade (Higgins et al., 1991).

De fato, os receptores 5-HT3; podem ter importante papel nos processos
neuroquimicos envolvidos na ansiedade, pois baixas doses de ondansetron,
granisetron, tropisetron e MDL72222 aumentaram a interacdo social em ratos
sob condicbes aversivas (Jones et al., 1988; Costall et al., 1988). Além disso,
altas doses de ondansetron e granisetron exibiram propriedades ansiogénicas
(Costall et al., 1988).

Contudo, o ondansetron como dito anteriormente, € um antagonista dos
receptores 5-HT3 e foi introduzido na prética clinica como antiemético para
tratamento de céncer, em circunstancias profilaticas e terapéuticas. Porém,
pesquisas em animais e humanos também refletiram a possibilidade da sua
aplicacdo em tratamento como alcoolismo, dependéncia da cocaina, sindrome
da abstinéncia de opidides, desordens da motilidade gastrointestinal, bem
como transtornos de ansiedade (Ye et al, 2001).

Sendo assim, durante as duas ultimas décadas tem sido recolocado o
conceito de drogas que interferem em processos complexos do SNC, que
mostram  fungBes imunomodulatérias e que exibem propriedades

farmacodinamicas. De fato, muitas questdes sobre os receptores 5-HT3 e seus
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ligantes estdo abertas, o0 que deve concentrar pesquisas futuras para

entendimento mais claro dos efeitos neuromodulatorios (Faerber et al, 2007).

1.6. Modelo Labirinto em Cruz Elevado

Modelos animais de ansiedade sado utilizados na investigacdo pré-clinica
para compreender a acdo de novos farmacos com potencial terapéutico para
os transtornos de ansiedade, bem como para investigar seu mecanismo de
acdo, ou ainda, para testar hipéteses sobre a fisiopatologia desses transtornos
(Graeff e Zangrossi, 2002).

Dessa forma, em pesquisas sobre ansiedade e medo, é fregliente o uso
de modelos animais, que sdo empregados como ferramentas para a selecéo de
potenciais agentes terapéuticos, farmacos que possam ser utilizados na clinica
no tratamento deste distdrbio, bem como para simulacdes sobre a
neurobiologia das emoc¢Oes em geral (Rodgers e Cole, 1994; Griebel, 1995;
Rodgers, 1997).

Os modelos podem ser divididos em duas categorias, modelos animais
de ansiedade, incondicionado e condicionado. Estes ultimos envolvem o
treinamento dos animais, a privagdo de &gua/comida, o uso de choque
elétrico. Os que ndo envolvem condicionamento sdo baseados em
comportamentos espontaneos e sdo menos susceptiveis a fatores de
interferéncia como aprendizado/memoria, fome/sede ou mecanismos
nociceptivos (Rodgers et al, 1997a).

Neste sentido, o labirinto em cruz elevado (LCE) € um dos modelos

animais incondicionados mais utilizados para avaliar a atividade ansiolitica de
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drogas. O teste foi desenvolvido por Handley e Mithani (1984) e foi validado
para ratos (Pellow et al., 1985) e para camundongos (Lister, 1987). Além
disso, o0 modelo é baseado no conflito entre duas caracteristicas inatas dos
roedores, aversdo por espacos abertos e tendéncia de exploracdo de
novidade (Fernandes e File, 1996; Treit et al, 1993). Os principais indices de
ansiedade no LCE sao avaliados atraves de medidas espacos-temporais. O
modelo tem-se mostrado, segundo Espejo (1997), bidirecionalmente sensivel
a manipulacédo na ansiedade, ou seja, o LCE € capaz de detectar tanto efeitos
ansioliticos (diminuicdo na ansiedade), como efeitos ansiogénicos (aumento
na ansiedade).

Os principais indices de ansiedade avaliados no LCE compreendem
medidas espago-temporais de esquiva dos bragcos abertos, enquanto a
atividade locomotora é avaliada seja pelo nimero total de entradas nos bragos
ou pelo numero de entradas nos bracos fechados (Lister, 1987; File, 1992). O
namero de entradas nos bracos abertos do aparato (expresso como
porcentagem do total de entradas em todos os bragos abertos), e o tempo total
gasto também nos bragos abertos (expresso como porcentagem do tempo total
gasto em todos os bragos abertos) sao os indices para se verificarem 0s niveis
de ansiedade (Pellow et al.,, 1985). Também sao utilizados como fonte de
medida de ansiedade e de atividade locomotora, 0os comportamentos
etoldégicos, como mergulhar, esticar, levantar, tempo de autolimpeza e de
imobilidade (Rodgers e Johnson, 1995).

O modelo do labirinto em cruz elevado ja detectou os efeitos
ansiogénicos do FG-7142 (Lister, 1987), da cafeina (Lister, 1987), do

pentilenotetrazol e do DMCM (Cruz et al., 1994; Barbalho et al., 2009), e os
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efeitos ansioliticos de compostos tais como o0 nitrazepam, o DN-2327 e o
midazolam (Cruz et al., 1994; Rodger e Cole, 1992; Nunes-de-Souza et al.,
2000; Reis e Canto-de-Souza, 2008), e outros benzodiazepinicos e barbituricos
em geral (Handley e Mithany, 1984; Pellow et al., 1985), tanto em ratos como
em camundongos.

De fato, é interessante notar que os roedores continuam a indicar
comportamentos de avaliagdo de risco, mesmo ap0s pararem de evitar, por
exemplo, uma area desprotegida, sugerindo que estas medidas podem
mesmo ser mais sensiveis as drogas moduladoras da ansiedade, do que
medidas de esquiva convencionais (Rodgers e Cole, 1994; Griebel et al.,
1997, Rodgers, 1997). Assim, a funcéo biolégica da avaliacdo de risco é
informar estratégias comportamentais em situacdes potencialmente perigosas
(Blanchard et al., 1990 e Blanchard et al., 1993).

O comportamento defensivo nos mamiferos refere-se a toda acdo que
reduz as possibilidades de um animal ser prejudicado. As estratégias
defensivas abrangem um amplo conjunto de manifestacdes comportamentais,
incluindo as reagdes aos predadores, a determinadas situacdes e aos objetos
inanimados (Rodgers e Dalvi, 1997).

AdaptacgOes defensivas mais sutis, como por exemplo, avaliagéo de risco
e 0 comportamento de esquiva, além de movimentos rapidos, imobilidade,
piloerecdo e o comportamento defensivo e de ataque, podem ser evocados
geralmente em resposta ao perigo proximal (Blanchard e Blanchard, 1993).
Deste modo, Rodgers e Johnson (1995) sugeriram que sempre sejam
analisados comportamentos que envolvam o0s parametros convencionais e

etoldgicos, ao se utilizar o LCE para verificar a ansiedade.
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1.7. “Tolerancia de uma Exposi¢cao”

Um fator importante do LCE est& relacionado a experiéncia antecedente
ao labirinto que altera ndo somente o comportamento, mas também as
respostas farmacoldgicas avaliadas em exposicfes subsequentes, como por
exemplo, os BDZs, que séo significativamente reduzidos ou abolidos (File e
Zangrossi, 1993; Rodgers e Shepherd, 1993; Holmes e Rodgers, 1998;
Bertoglio e Carobrez, 2000, 2002; Reis e Canto-de-Souza, 2008).

Atualmente, sabe-se que o reteste em roedores (ratos e camundongos)
aumenta a evitacdo do mesmo (Bertoglio e Carobrez, 2000, 2002; Canto-de-
Souza et al, 2002; Nunes-de-Souza et al, 2002; Reis e Canto-de-Souza, 2008),
fenbmeno este, que se refere a “tolerancia de uma exposi¢cao” (OTT, do inglés
One Trial Tolerance) (File et al, 1990).

Segundo File e Zangrossi (1993) a OTT poderia ser caracterizada por
fobia especifica ao labirinto em cruz elevado. Além disso, a habituacao
locomotora e memodéria/aprendizagem sdo algumas explicacbes para este
fendmeno, visto que o aparato perde a caracteristica novidade tdo bem notada
na primeira exposicao (Fernandes e File, 1996; Canto-de-Souza et al, 2002;
Nunes-de-Souza et al, 2002; Carobrez e Bertoglio, 2005; Serafim et al, 2010;
Gianlorenco et al, 2010).

Entretanto alguns estudos ainda apresentam o envolvimento da
alteracdo do estado dos sitios de ligacdo dos receptores BZD, bem como a
mudanca do estado emocional, sensibilidade ansiedade/medo e ativacéo de

estruturas telencefalicas envolvidas no controle do medo aprendido (File et al,
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1993; DAal-Col et al, 2003; Albrechet-Souza et al., 2008; Gomes e Nunes-de-
Souza, 2009).

Neste sentido, de acordo com Espejo (1997), exposicdes repetidas a
ambientes novos podem levar a habituacdo das respostas comportamentais,
porém a falta de mudanca do elemento tanto exploratorio quanto locomotor,
indica que a habituacdo pode n&o ocorrer.

Segundo Silva e Frussa-Filho (2000), existe uma importante ligagéo
entre memoria e ansiedade, de tal forma que alteracdes no nivel o6timo
emocional podem prejudicar tarefas que envolvem aprendizado e memoria.
Porém, estudos posteriores mostraram que a escopolamina, antagonista
muscarinico conhecido por induzir déficit de memdria, quando administrada
previamente a primeira exposi¢cdo ao LCE previne a perda do efeito ansiolitico
do midazolam, agonista GABAa, na reexposicdo de ratos ao aparato (Bertoglio
e Carobrez, 2004).

O fendbmeno “tolerancia de uma exposicado” pode representar ainda, a
aquisicdo da resposta fobica aos bracos abertos durante a exposicao 1,
levando a atenuacdo ou perda do efeito ansiolitico dos BZD na reexposicédo
(File, 1990; Frussa-Filho e Ribeiro, 2002).

Outros autores, citados acima, também sugerem que a reexposi¢cdo €
caracterizada pelo surgimento de um fator de medo, avaliagdo de risco e
ativacdo do cortex pré-frontal medial. Assim, propdem que a mudanca do
estado emocional por ativacdo de estruturas envolvidas com o medo
aprendido, pode explicar a perda do efeito ansiolitico em exposi¢des repetidas.
Também mencionam que a amidala funciona como interface entre padrdes de

ansiedade na exposicao, e o controle cognitivo do medo presente na exposi¢cao
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2. Desta forma, a sessado de reteste ao labirinto € proposta como uma
ferramenta para avaliar a atividade cognitiva de roedores no controle do medo
(Albrechet-Souza et al, 2008).

Portanto, a experiéncia anterior ao labirinto provoca nos roedores (ratos
e camundongos), alteracdo no comportamento natural e espontaneo eliciado
na subsequente exposicdo (File e Zangrossi, 1993; Rodgers e Shepherd,
1993). Este fendbmeno, “tolerdncia de uma exposicdo”, é independente de
fatores como, tratamento farmacoldgico na exposi¢do inicial, material utilizado
para a construcdo do labirinto (File et al,1993), periodo circadiano e condi¢des
de iluminacéo (Bertoglio e Carobrez, 2002).

Alguns autores mostraram que a substancia cinzenta periaquedutal esta
envolvida na neurobiologia do fenbmeno OTT, o que foi demonstrado pela
injecdo local de agonistas dos receptores GABA-BDZ e dos receptores 5-HTa
e 5-HT,c, respectivamente (Reis e Canto-de-Souza, 2008; Gomes e Nunes-de-
Souza, 2009). Neste sentido, o estudo de Reis e Canto-de-Souza (2008),
demonstrou que a injecao local de midazolam, agonista dos receptores GABA-
BDZ, na SCP produziu diminuigdo da ansiedade na exposi¢céo 1 e auséncia de
efeito na reexposi¢ao de camundongos avaliados no LCE.

Porém, em estudo de Barbalho et al (2009) o efeito ansiolitico do
midazolam, quando microinjetado na amidala de camundongos na exposicéo 1,
nao sofre tolerancia em animais reexpostos ao LCE.

Diante do exposto, os transtornos de ansiedade tém sido relacionados
com anormalidades em processos cerebrais subjacentes as respostas
ameacadoras. O neurotransmissor serotonina parece desempenhar um papel

significativo na modulacdo do comportamento defensivo. Portanto, tem sido
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sugerido que a 5-HT, agindo sobre a amidala, facilitaria o comportamento de
avaliacdo de risco provocada por uma ameaca potencial, um comportamento
relacionado a ansiedade (Del-Ben et al, 2008).

Conforme descrito acima, a mobilizacdo dos receptores GABA-BZD da
SCP sofre OTT, enquanto que a mobilizacdo destes mesmos receptores na
amidala ndo sofre tolerancia do efeito ansiolitico observado em camundongos
(Reis e Canto-de-Souza, 2008; Gomes e Nunes-de-Souza, 2009). Entretanto,
os resultados da literatura sobre este fendmeno OTT, envolvendo a modulag&o
de receptores serotoninérgicos em estruturas limbicas, sdo controversos
(Canto-de-Souza et al., 2002; Nunes-de-Souza et al., 2002; Gomes e Nunes-
de-Souza, 2009).

Assim, como demonstrado anteriormente o ondansetron na amidala de
camundongos produziu efeito ansiolitico (Marucci e Canto-de-Souza 2006;
Laine et al, 2008), porém nenhum estudo ainda foi realizado com o objetivo de
avaliar o efeito deste antagonista dos receptores 5-HT3, injetado na amidala de

camundongos e avaliados no fenémeno OTT.
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2. OBJETIVO

2.1. Geral

Avaliar o envolvimento no fenémeno “tolerancia de uma exposi¢cao” dos

receptores 5-HT3; da amidala de camundongos reexpostos ao labirinto em cruz

elevado (LCE).

2.2. Especifico

Avaliar o efeito do antagonista do receptor 5-HT3, administrado intra-

amidala, em camundongos ingénuos e reexpostos ao LCE.
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3. MATERIAL E METODO

3.1. Etica

Os experimentos realizados neste estudo estiveram de acordo com as
recomendacdes da Sociedade Brasileira de Neurociéncia e Comportamento
(SBNeC) que é, por sua vez, baseada na US National Institutes of Health Guide
for Care and Use of Laboratory Animals. Esse estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica de Experimentacdo Animal da Universidade Federal de S&o Carlos

(Res. 041/2009).

3.2. Sujeitos

Foram utilizados camundongos da linhagem Suico-albino, machos,
selecionados de acordo com o peso de 25 a 30g, e fornecidos pelo Biotério
Central da Universidade Federal de Sdo Carlos. Os animais foram agrupados
em gaiolas coletivas (41 x 34 x 16 cm, 10 por gaiola), e mantidos no biotério do
Laboratorio de Psicologia da Aprendizagem em condicfes controladas de
temperatura (25 + 1°C), e luz (ciclo claro-escuro de 12/12 horas, luzes acesas
as 07h00) e livre acesso a alimento e agua, exceto durante os breves periodos

de teste.
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3.3. Drogas

Ondansetron, antagonista seletivo dos receptores 5-HTj3, {cloridrato
1,2,3,9 - tetra - hidro - 9 metil 3[(2 metilimidazol) metil]}, PM:329,89¢g (Sigma),
na dose (0,3 nmol/0,1ul) dissolvido em veiculo (salina, 0,9% NaCl, com 2% de
Tween 80). A droga utilizada foi baseada em estudos prévios (Fachini e Canto-
de-Souza, 2006; Marucci e Canto-de-Souza, 2006; Laine et al, 2011
submetido).

A droga e o veiculo foram codificados ao longo do procedimento de
injecdo para que o experimentador n&do tivesse conhecimento das mesmas. Os
codigos s6 foram liberados apGs o registro e analise dos comportamentos

observados nos DVDs de gravagao.

3.4. Cirurgia e Microinjecdo das Drogas

Os animais foram anestesiados com solucéo de xilazina e cloridrato de
cetamina (100 mg/Kg e 10 mg/Kg, i.p., respectivamente) e submetidos a
cirurgia estereotaxica para a implancdo de duas canulas-guia com largura de
25-gauge e 7mm de comprimento sob angulo reto, de acordo com as
coordenadas do Atlas de Franklin e Paxinos (1997): -0,8 antero-posterior, +2,7
lateral, e -2,0 ventral a superficie do cranio (Bregma). As canulas foram fixadas
com cimento acrilico auto-polimerizante (classico JET) e seladas com mandris
para evitar obstrucédo e servir de protecdo das mesmas. Durante os quatro dias

apos a cirurgia, os animais receberam solugédo de paracetamol infantil na 4gua
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do bebedouro (concentracdo final 250500mL deagua) para minimizar a
nocicepcao pos-operatoria nos animais (Messier et al, 1999).

A exposicdo 1 ocorreu no quarto dia apOs a recuperagdo da cirurgia e
cada camundongo foi segurado gentilmente pelo experimentador, para
remocao dos mandris. Em seguida, as agulhas de injecao (33-gauge e 9,0 mm)
foram inseridas nas canulas-guia para infusdo de solugBes na amidala. As
agulhas de injecdo ultrapassavam 2 mm a ponta de cada canula-guia. As
agulhas foram conectadas aos tubos de polietileno (PE-10) e a duas seringas
Hamilton de 10 pl. A bomba de iafuginsight Bl 2000 — Equipamentos
Cientificos Ltda, Brasil) foi programada para injetar bilateralmente QJlde
solucdo durante o periodo de 60 segundos com permanéncia das agulhas de
injecdo por mais 90 segundos para confirmar a injecdo. O movimento de uma
pequena bolha de ar nos tubos de polietiieno antes, durante e depois da
injecdo confirmou o fluxo da solucéo (Nunes-de-Souza et al, 2000).

Apés a retirada das agulhas e recolocacdo dos mandris, os animais
foram alojados individualmente em uma caixa-viveiro, por um periodo de 5
minutos. Em seguida, foram colocados na base central do labirinto, com a face
voltada para um dos bragos abertos. Os testes foram realizados durante 5
minutos e registrados em video-camera, para posteriormente serem
analisados.

Apods o periodo de teste o aparato foi limpo com algoddo umedecido em
solucdo de alcool (20% v/v) e seco com papel toalha. Todo o teste do labirinto
foi filmado por uma camera (Panasonic - X12) posicionada com inclinagao de
aproximadamente 45°, e os resultados coletados analisados posteriormente por

observacéo do DVD (LG DR-Z65) na televisao (Panasonic 14 polegadas).
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Vinte e quatro horas apO0s a primeira exposicdo foi realizada a
reexposicado (exposicao 2). O mesmo procedimento de injecdo foi realizado

conforme descrito para a exposic¢ao 1.

3.5. Aparato e Procedimento Geral

Foi utilizado o labirinto em cruz elevado (LCE) (Foto 1), um equipamento
feito de madeira e vidro que consiste de dois bragos 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) elevada a uma altura de 38.5 cm do solo. Os
bracos abertos, a plataforma central e o piso dos bracos fechados séo feitos de
madeira, enquanto que as paredes dos bracos fechados sdo feitas de vidro
transparente (modificado de Lister, 1987). A iluminagcdo no assoalho da
plataforma central foi de 77 lux. Os testes foram conduzidos durante a fase
clara do ciclo de luz (8:00 — 12:00h).

Apbs o periodo de recuperagdo, os camundongos foram transportados
para a sala experimental onde permaneceram 30 minutos sem perturbacao
antes do teste. O experimento 1 consistiu em microinjecdo bilateral de veiculo
(salina, 0,9% NaCl, com 2% de Tween 80) ou ondansetron (0,3 nmol/0,1pul). Os
grupos formados neste experimento foram: veiculo (exposi¢cdo 1) e veiculo
(reexposicao); veiculo (exposicdo 1) e ondansetron (reexposicao); ondansetron
(exposicdo 1) e veiculo (reexposicdo); ondansetron (exposicdo 1) e

ondansetron (reexposicao).
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Depois das respectivas injecdes centrais, previamente as exposicdes 1 e
2, os animais foram colocados individualmente sobre a plataforma central do

LCE para avaliacdo comportamental por um periodo de 5 minutos cada.

Foto 1. Labirinto em cruz elevado — LCE (aparato utilizado no Laboratério de
Psicologia da Aprendizagem — LPA).

3.6. Analise comportamental

Os comportamentos foram avaliados pela andlise dos DVDs gravados,
por um observador treinado, usando o programa de analise etoldgica X-Plo-Rat
(Garcia et al, 2005). Os comportamentos analisados envolveram tanto os
parametros convencionais (Lister, 1987) quanto os etolégicos (Cruz et al, 1994;
Rodgers et al, 1997a).

As medidas convencionais compreenderam as freqiiéncias do total de
entradas nos bracos abertos e fechados (a entrada em um braco é definida
pelo cruzamento com todas as quatro patas para dentro do brago) e duracdo
do tempo gasto nestes compartimentos e na plataforma central. Estes dados

foram usados para o calculo da porcentagem de entradas e do tempo de
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permanéncia dos animais nos bracos abertos [Entradas: (aberto/ total) x 100;
Tempo (tempo no compartimento/300) x 100].

As medidas etologicas compreenderam a frequéncia e duracdo de
levantamentos (elevacdo do corpo sobre as patas traseiras), mergulhar a
cabeca (head-dipping - freqiéncia de movimentos exploratérios da cabeca/
ombros em direcdo ao solo), posturas de esticar o corpo ([stretched attend
postures - SAP] - frequéncia de esticar o corpo e retrai-lo a posi¢do original,
sem a ocorréncia de locomogéo) e imobilidade (auséncia de atividade
locomotora nos membros dianteiros/traseiros e corpo, exceto movimentacao
respiratéria) (Foto 2).

Como os sinais de tigmotaxia sdo importantes para a exploracéo no LCE
(Treit et al., 1993), os comportamentos de mergulhar a cabeca e esticar o corpo
foram diferenciados quanto ao local de sua ocorréncia no labirinto. Os bragos
fechados e a plataforma central sdo normalmente designados como areas
“protegidas” do labirinto e os dados coletados nestes compartimentos foram
mostrados no total e como porcentagem ([protegido/ total] x 100) de cada

comportamento.
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Foto 2. Medidas etolégicas de camundongos durante a exposicdo ao LCE. (A)
levantamento protegido; (B) mergulho protegido; (C) postura de esticar o corpo na
area protegida; (D) imobilidade desprotegida (fotos copiadas de Reis e Canto-de-
Souza, 2008).

3.7. Histologia

Ao final dos experimentos, todos 0s animais receberam microinjegao
bilateral de azul de metileno (0,1ul) na amidala, de acordo com o procedimento
descrito acima para injecao de drogas. Os animais foram anestesiados com
sobredose de xilazina e cetamina (200 mg/kg, i.p.), e decapitados, para a
retirada dos seus encéfalos. Estes foram armazenados em recipientes
contendo solugéo de formalina (10%) para posteriormente serem cortados em
secgbes coronais de 70 microbmetros (um) ao longo do trajeto da canula, com a
utilizacdo de um microtomo (criostato ANCAP 300). As secc¢lOes foram
inspecionadas com o uso de um microscopio (Olympus B202) e a visualizagéo
da disperséo do azul de metileno indicou o local da injegdo. Os animais cujas

injecBes néo atingiram a amidala bilateralmente foram excluidos do estudo.
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3.8. Andlise Estatistica

Os experimentos foram avaliados pela analise de variancia (ANOVA de
trés fatores), onde o fator 1 foi o pré-tratamento recebido na exposi¢do 1, o
fator 2 foi o tratamento recebido na reexposicéo e fator 3 foi a interacéo entre a
condicdo da exposicéo (exposicdo 1 e reexposi¢cdo). Quando os valores de F
foram significativos a andlise foi seguida pelo teste de comparagdes multiplas
de Duncan. As variaveis relevantes foram a experiéncia ao teste e o tratamento
realizado. O valor de p menor ou igual a 0,05 foi considerado como

significativo.
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4. RESULTADOS

A analise histologica confirmou que um total de 30 animais recebeu
canulacdo positiva na amidala (Figura 5). Desses, foram utilizados 14 sujeitos
para investigar os efeitos de ondansetron tanto na exposi¢cao 1 e reexposi¢cao
[veiculo (n= 8) e ondansetron (n= 6)], e 16 animais receberam injecdo de
ondansetron apenas em uma das exposi¢des [veiculo e ondansetron (n= 8) e

ondansetron e veiculo (n= 8)] intra-amidala.

/ Bregma -1.82 mm

Bregma -1.94 mm

/ Bregma -2.06 mm

‘ I j :'::'. Bregma -2.18 mm

Figura 5. Representacdo esquematica dos sitios de injecdo na amidala de
camundongos. A marcacdo em cinza nas figuras representa os sitios de injecéo (Atlas
de Franklin e Paxinos (1997).
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4.1. Efeito ansiolitico do ondansetron microinjetado na amidala de

camundongos avaliados durante a exposicao 1 e reexposicao ao LCE

Na Figura 6, a ANOVA de trés fatores (pré-tratamento x tratamento x
condi¢cao) mostrou que ocorreu alteracao significativa dos indices de ansiedade
nos seguintes comportamentos: porcentagem de entrada nos bragos abertos
[pré-tratamento (F(1,26)= 21,83, p < 0,0001); tratamento (F(1,26)= 27,89, p <
0,05); condicao (F(1,26)= 7,10, p < 0,05)] e interacdo entre os trés fatores, pré-
tratamento x tratamento x condicéo (F(1,26)= 8,43, p < 0,01)]; porcentagem de
tempo gasto nos bracos abertos [pré-tratamento (F(1,26)= 40,55, p < 0,0001);
tratamento (F(1,26)= 9,75, p < 0,05); interacdo entre os fatores pré-tratamento
e tratamento (F(1,26)= 4,92, p < 0,05); interacdo entre os fatores pré-
tratamento e condicao (F(1,26)= 11,05, p < 0,05) e interacdo entre os fatores
tratamento e condicdo (F(1,26)= 30,08, p < 0,001), porém, sem efeito para a
condicdo (F(1,26)= 2,73, p > 0,05) e interagcdo entre os trés fatores, pre-
tratamento x tratamento x condi¢éo (F(1,26)= 2,35, p > 0,05)].

Para as entradas nos bracos fechados nenhuma alteracdo significativa
foi registrada [pré-tratamento (F(1,26)= 1,02, p > 0,05); tratamento (F(1,26)=
2,28, p > 0,05); condicao (F(1,26)= 1,15, p > 0,05) e interacdo entre os trés
fatores, pré-tratamento x tratamento x condi¢ao (F(1,26)= 0,90, p > 0,05)].

Analises de post hoc mostraram que o pré-tratamento (exposi¢do 1) e
tratamento (reexposicdo) com ondansetron na amidala de camundongos,
produziram aumento das porcentagens de entradas e de tempo gasto nos

bracos abertos do labirinto (indices de ansiedade), comparados aos animais
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que receberam veiculo, exposicdo 1 e reexposicédo (p < 0,05), ou seja, efeito

ansiolitico.
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Figura 6. Efeito das inje¢cbes na amidala de ondansetron (0,3 nmol/Qd) s obre a
frequiéncia de entrada nos bracos fechados e as porcentagens de entradas e de tempo
gasto nos bracos abertos, durante a exposi¢cdo 1 e reexposicdo de camundongos no
LCE. As colunas representam as médias e o erro padrao da média (M+EPM) (n= 9-
10).

* p < 0,05 comparado ao respectivo veiculo.

# p < 0,05 comparado a exposicao 1.
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As analises mostraram também que ocorreu interacdo entre pré-
tratamento, tratamento e condicdo, isto é, que a reexposicdo promoveu
diminuicdo significativa das porcentagens de entradas e tempo gasto nos
bracos abertos do labirinto (efeito ansiogénico). Este efeito foi produzido nos
grupos [veiculo (exposicdo 1) e veiculo (reexposicdo), ondansetron (exposi¢ao
1) e veiculo (reexposicdo)], enquanto ndo alterou a porcentagem tempo gasto
nos bragcos abertos no grupo tratado com veiculo (exposicdo 1) e veiculo
(reexposicao). Ocorreu efeito da condi¢cdo, ou seja, na reexposicdo houve
aumento dos indices de ansiedade nos animais que receberam injecdo de
ondansetron na reexposi¢cdo, no grupo veiculo (exposi¢cdo 1) e ondansetron
(reexposicao).

Nenhum dos tratamentos afetou a atividade locomotora (p > 0,05)
(Figura 6).

Em relagdo aos outros comportamentos (Tabela 1), a ANOVA de trés
fatores (pré-tratamento x tratamento x condi¢do), mostrou efeito significativo
para as entradas nos bracos abertos [pré-tratamento (F(1,26)= 14,75, p < 0,05);
tratamento (F(1,26)= 18,33, p < 0,05) e interacdo entre tratamento e condi¢ao
(F(1,26)= 41,49, p < 0,05); porém, sem efeito para condicéo (F(1,26)= 0,46, p >
0,05) e interacdo entre pré-tratamento x tratamento x condi¢ao (F(1,26)= 1,12,
p > 0,05)] e porcentagem de tempo gasto nos bracos fechados [pré-tratamento
(F(1,26)= 14,81, p > 0,05), condi¢éo (F(1,26)= 17,63, p > 0,05), interagéo entre
o pré-tratamento e condicdo (F(1,26)= 10,05, p < 0,01) e interacdo entre
tratamento e condicdo (F(1,26)= 13,46, p > 0,01). Entretanto, a ANOVA nao
mostrou efeito do tratamento (F(1,26)= 0,95, p > 0,05), nem da interacdo entre

pré-tratamento x tratamento x condicdo (F(1,26)= 0,003, p > 0,05)];
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porcentagem de tempo gasto no centro do labirinto [efeito significativo da
condicao (F(1,26)= 6,11, p < 0,05); e sem efeito para o pré-tratamento
(F(1,26)= 0,47, p > 0,05), tratamento (F(1,26)= 1,54, p > 0,05) e interacdo entre
pré-tratamento x tratamento x condicdo (F(1,26)= 1,82, p > 0,05)] e total de
entradas no labirinto [efeito significativo da interacdo entre tratamento e
condicao (F(1,26)= 17,62, p < 0,05); porém sem efeito para o pré-tratamento
(F(1,26)= 1,85, p > 0,05), tratamento (F(1,26)= 1,35, p > 0,05), condicdo
(F(1,26)= 0,01, p > 0,05) e interacdo entre pré-tratamento X tratamento X

condicao (F(1,26)= 0,05, p > 0,05)].

Exposicéo 1 Reexposicao
Comportamentos
Veiculo Veiculo OND OND Veiculo OND Veiculo OND
Total Entradas 144+08 124+04 156+1,1 125+2,7 100+11 157+08 129+1,2 16,7+2,0

Entradas nos Bragos Abertos 59+08 39+03 9,1+06* 75+13* 17+06# 9,6+06* 39+04# 93+20*
%Tempo nos Bragos Fechados 49,1+3,6 56,3+2,0 23,7+3,8* 324+80* 641+7,4 47,7+44 585+ 17#44,2+6,8*

%Tempo no centro 37,3+51 27,1+14 253+18 346+13,3288+55 193+4,1 254+20 16,8+2,8
Total mergulhos 235+29 157+21 206+38 340+75* 106+41 65+25 116+34 34,3+5]1*
%Mergulhos protegidos 452 +11,0 546+75 37,0+85 294+75 239+9,2 77,6+10,9* 76,1+6,6* 25,1+8,3
Total Esticadas 21,1+52 110+14 11,1+16 135+54 21,7+52 70+10* 112+22 148+23
%Esticadas Protegidas 30,1+11,4 91,8+2,0* 70,6 + 7,0r 65,6 +5,7* 57+2,7 91,9+4,7* 81,4+51* 54,5+ 9,3*
Total Levantamentos 13,4+ 2,2 80+23 152+39 130+38 12,1+1,7 79+17 122+2,7 162+20
Total Imobilidade 24+22 01+01 00x00 71+38 59+49 08+06 0,0+0,0 26121

Tabela 1. Efeito das inje¢cdes na amidala de ondansetron (0,3 nmol/0,1 pl) sobre os
outros comportamentos avaliados durante a exposicdo 1 e reexposicdo de
camundongos no LCE. Os valores representam as meédias e o erro padrdo da média
(M£EPM)(n= 9-10).

* p < 0,05 comparado ao respectivo veiculo (ANOVA seguido Duncan).

# p < 0,05 comparado a exposicao 1.

O post hoc mostrou, em ambas as exposi¢coes 1 e reexposi¢cado, que o
ondansetron (OND), aumentou as entradas nos bracos abertos do labirinto
comparado ao respectivo veiculo, ou seja, efeito ansiolitico. Apesar da ANOVA
nao ter apresentado efeito da condicdo, ocorreu efeito da interacdo dos trés
fatores, portanto a reexposicdo ao LCE produziu aumento da ansiedade nos

grupos, veiculo (exposicao 1) e veiculo (reexposi¢cao), ondansetron (exposicéo
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1) e veiculo (reexposicéo); enquanto diminuiu a ansiedade no grupo, veiculo
(exposicdo 1) e ondansetron (reexposi¢do). Nenhum efeito da condicdo
(exposicéo 1 x reexposicao) foi observado no grupo ondansetron (exposicao 1)
e ondansetron (reexposicao). Além disso, apesar da ANOVA nao ter
apresentado efeito do tratamento com ondansetron, ocorreu interagcao entre o
pré-tratamento e condicao, e interacdo entre tratamento e condi¢do. Portanto, o
ondansetron produziu diminuicdo da porcentagem de tempo gasto nos bracos
fechados do labirinto comparado ao respectivo veiculo.

Em relacdo ao total de entradas e porcentagem de tempo gasto no
centro do labirinto, o post hoc ndo mostrou efeito significativo para o pré-
tratamento, tratamento, condi¢do e interacdo entre pré-tratamento x tratamento
x condigéao.

A andlise das medidas etologicas mostrou diferencga significativa para os
seguintes comportamentos: total de mergulhos [pré-tratamento (F(1,26)= 14,17,
p < 0,001), tratamento (F(1,26)= 4,28, p < 0,05), condicdo (F(1,26)= 7,37, p <
0,05) e interagdo entre pré-tratamento e tratamento (F(1,26)= 16,31, p < 0,001)
e sem efeito para a interacdo do pré-tratamento x tratamento x condigdo
(F(1,26)= 0,22, p > 0,05)]; porcentagem de mergulhos protegidos [interacdo
entre pré-tratamento e tratamento (F(1,26)= 16,71, p < 0,001), interacdo entre
pré-tratamento x tratamento x condicdo (F(1,26)= 14,99, p < 0,001), enquanto
nao houve alteracdo do pré-tratamento (F(1,26)= 1,01, p > 0,05), tratamento
(F(1,26)= 0,06, p > 0,05) e condicdo (F(1,26)= 2,04, p > 0,05)]; total de
esticadas [interacdo entre pré-tratamento e tratamento (F(1,26)= 6,66, p <
0,05), porém ndo ocorreu alteracdo significativa para o pré-tratamento

(F(1,26)= 0,73, p > 0,05), tratamento (F(1,26)= 2,52, p > 0,05), condicdo
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(F(1,26)= 0,07, p > 0,05) e interacdo entre pré-tratamento X tratamento X
condicao (F(1,26)= 0,82, p > 0,05)]; porcentagem de esticadas protegidas [pré-
tratamento (F(1,26)= 7,23, p < 0,05); tratamento (F(1,26)= 34,61, p < 0,05);
interacdo entre pré-tratamento e tratamento (F(1,26)= 82,53, p < 0,001), e
interacdo entre pré-tratamento x tratamento x condi¢do (F(1,26)= 5,56, p <
0,05); porém, sem efeito para condicado (F(1,26)= 1,62, p > 0,05)]; e total de
imobilidade [interacéo significativa entre pré-tratamento e tratamento (F(1,26)=
8,30, p < 0,05); enquanto nenhum efeito significativo foi registrado para pré-
tratamento (F(1,26)= 0,05, p > 0,05), tratamento (F(1,26)= 0,28, p > 0,05),
condicdo (F(1,26)= 0,02, p > 0,05) e interacdo entre pré-tratamento X
tratamento x condicao (F(1,26)= 1,11, p > 0,05)].

Nenhum efeito significativo foi registrado para o total de levantamentos
[pré-tratamento (F(1,26)= 2,09, p > 0,05), tratamento (F(1,26)= 0,78, p > 0,05),
condicdo (F(1,26)= 0,004, p > 0,05) e interacdo entre pré-tratamento X
tratamento x condicéo (F(1,26)= 1,32, p > 0,05)].

O post hoc para as medidas etologicas mostrou que o ondansetron
aumentou o total de mergulhos quando comparado ao respectivo veiculo, tanto
na exposicao 1 como na reexposicao. Apesar da ANOVA ter mostrado efeito da
condigcado (exposicédo 1 e reexposicao), este efeito ndo foi confirmado no teste
de Duncan.

O post hoc mostrou que o tratamento com ondansetron produziu
aumento da porcentagem de mergulhos protegidos apenas na reexposicao,
nos grupos [veiculo (exposicdo 1) e ondansetron (reexposi¢do), ondansetron
(exposicéo 1) e veiculo (reexposicdo)], respectivamente comparados ao veiculo

(exposicédo 1) e veiculo (reexposicdo).



54

Em relacdo ao total de esticadas, ocorreu diminuicdo para grupo veiculo
(exposicdo 1) e ondansetron (reexposi¢cao) na reexposicdo, comparado ao
grupo veiculo (exposicdo 1) e veiculo (reexposi¢cdo). Para a porcentagem de
esticadas protegidas, ocorreu aumento desta medida nos seguintes grupos:
veiculo (exposicdo 1) e ondansetron (reexposicéo), ondansetron (exposi¢ao 1)
e veiculo (reexposicdo), ondansetron (exposicdo 1) e ondansetron
(reexposicao), tanto na exposi¢cao 1 como na reexposi¢cédo, quando comparados
ao respectivo grupo veiculo (exposi¢ao 1) e veiculo (reexposicao).

Para o total de imobilidade, apesar da ANOVA ter apresentado efeito da
interagcdo entre pré-tratamento e tratamento, este efeito ndo foi confirmado no

post hoc.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que a inje¢do intra-amidala de
ondansetron (0,3 nmol), antagonista seletivo dos receptores 5-HTj3, produziu
efeito ansiolitico tanto em camundongos ingénuos quanto em camundongos
reexpostos ao LCE. Além disso, o efeito ansiolitico do ondansetron parece néo
depender da memoéria emocional do evento aversivo (reexposi¢ao), porque
quando foi feita a injecdo de ondansetron (exposicdo 1) e veiculo
(reexposicao), o efeito ansiolitico ndo foi mantido em nenhum dos indices de
ansiedade.

O labirinto em cruz elevado € um bom modelo de ansiedade e seu uso é
baseado no estudo do comportamento incondicionado e espontaneo do animal
(Rodgers e Dalvi, 1995). Dessa forma, j& estd bem relatado na literatura o seu
uso para detectar os efeitos, tanto ansiogénicos quanto ansioliticos de algumas
drogas, como por exemplo, benzodiazepinicos (para revisdo, Carobrez e
Bertoglio, 2005). Porém, ainda € muito controverso e até mesmo, complexo, o
entendimento do mecanismo de acdo das drogas serotoninérgicas.

Dessa forma, sabe-se que em testes com camundongos submetidos ao
LCE, o WAY 100635, antagonista dos receptores 5-HT;o administrado no
hipocampo ventral (Nunes-de-Souza et al, 2002), e no nucleo mediano da rafe
(NMR) (Canto-de-Souza et al, 2002), produziu efeito ansiolitico. Porém, este
mesmo antagonista, quando microinjetado no hipocampo dorsal e nucleo
dorsal da rafe, ndo alterou a resposta de ansiedade avaliada no LCE (Canto-

de-Souza et al, 2002; Nunes-de-Souza et al, 2002).
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A ativagao ou bloqueio de outros subtipos de receptores de serotonina
também tem produzido diferentes resultados. Neste sentido, agonista e
antagonista dos receptores 5-HT, produziram respectivamente, efeito
ansiolitico e blogueio deste efeito, quando administrados na SCP de
camundongos (Nunes-de-Souza et al, 2008). Todavia, em estudos anteriores,
foi observado efeito ansiogénico com injecOes locais de agonistas dos
receptores 5-HT,, na amidala ou hipocampo de ratos e camundongos
avaliados no LCE (Cruz et al., 2005; Cornélio e Nunes-de-Souza, 2007).

A amidala é considerada um sitio critico para aquisicdo da memoria do
medo aprendido em mamiferos, e a formacdo e manutencdo em longo prazo
de memodria de medo estdo associadas com mudancas sinapticas nesta
estrutura. A serotonina, por sua vez, € um neurotransmissor conhecido por
modular o medo aprendido e 0 comportamento emocional, e apresenta efeito
dual na transmissao sinaptica excitatdria na amidala basolateral (Huang e
Kandel, 2007).

Outros estudos também tém mostrado que a ativacdo e/ou blogueio de
receptores serotoninérgicos pré- e poés-sinapticos parece afetar a
aprendizagem e a memoéria (Molodtsova, 2008).

Em relacdo aos receptores 5-HT3, alguns estudos tem demonstrado
diversos resultados em relacdo a modulacdo da ansiedade. Assim, a
administracdo sistémica de ondansetron produziu efeito ansiolitico em
camundongos (Costall et al., 1989) e ratos (Costall et al., 1989; Griebel et al.,
1996) porém, em outros estudos o ondansetron administrado em ratos néo
produziu efeito (Eguchi et al., 2001). Mas, quando as injecOes deste

antagonista, foram realizadas na amidala de ratos (Tomkins et al., 1990) e
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camundongos (Marucci e Canto-de-Souza, 2006, Laine et al., 2011 submetido),
bem como no nosso estudo, ocorreu efeito ansiolitico.

Além das medidas convencionais, as medidas etoldgicas de posturas de
esticar o corpo e mergulhar a cabeca, tém sido utilizadas para fornecer dados
de avaliagéo de risco e exploragéo, respectivamente, no labirinto (Griebel et al.,
1997; Rodgers et al, 1997a). Os nossos resultados na exposicdo 1 mostram
que o ondansetron intra-amidala, promoveu efeito ansiolitico, observados na
avaliacdo de risco e exploracdo. Entretanto, ndo houve diferenga na atividade
vertical (total de levantamentos) e tomada de decisdo (% tempo no centro),
bem como na atividade locomotora (total de entradas) (Tabela 1).

Resultado diferente foi obtido com injecdo do ondansetron no hipocampo
ventral, ou seja, este antagonista produziu aumento da ansiedade avaliada em
camundongos (Fachini e Canto-de-Souza, 2008). A auséncia de efeito sobre a
ansiedade também ja foi observada em outros estudos quando este
antagonista foi administrado sistemicamente em camundongos (Rodgers e
Dalvi, 1997), e ratos (File e Johnston, 1989; Olivier et al, 2000).

Portanto, varios trabalhos ja descritos na literatura apontam para o efeito
ansiolitico obtido ap6s o blogueio dos receptores 5-HT3 com antagonistas
seletivos, independentemente do tipo de administracdo, sistémica ou central,
ou da estrutura avaliada (para revisdo, Barnes e Sharp, 1999). Além disso,
evidéncias genéticas tém demonstrado que a delecdo do gene responsavel
pelo receptor 5-HT3 em camundongos produziu efeito ansiolitico quando os
mesmos foram avaliados no LCE (Kelly et al., 2003). Diante do exposto, 0s

nossos resultados confirmam o importante papel da serotonina na amidala, na
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modulacdo da resposta de ansiedade avaliada em camundongos ingénuos ao
labirinto.

Alguns trabalhos tém demonstrado que a reexposicdo de ratos e
camundongos ao labirinto, aumenta a evitacdo dos bracos abertos deste
aparato (Bertoglio e Carobrez, 2000, 2002; Canto-de-Souza et al., 2002;
Nunes-de-Souza et al.,, 2002; Reis e Canto-de-Souza, 2008), fendbmeno este,
que se refere a tolerancia de uma unica exposicao (OTT) (File et al, 1990). Este
fendmeno, por sua vez, promove alteracao significativa nos comportamentos
de animais previamente expostos ao LCE e, assim, o perfil do reteste pode ser
indicativo da sensibilizacdo do medo (Rodgers et al, 1997b).

Neste estudo, injecdes locais de ondansetron na amidala de
camundongos, produziram efeito ansiolitico tanto na exposicdo 1 quanto na
reexposicdo ao LCE. Resultado semelhante ao nosso, foi observado com a
administragdo de midazolam nesta mesma estrutura, em camundongos
(Barbalho et al., 2009). Desta forma, podemos sugerir que o ondansetron além
de diminuir o conflito entre aproximagéo e esquiva (McNaughton e Corr, 2004),
inibe 0 comportamento aversivo dos bragos abertos quando injetado na
amidala de camundongos reexpostos ao LCE.

Contudo, o que foi avaliado na segunda exposicdo provavelmente
envolva outro tipo de emoc¢do como o medo (File, 1993), uma vez que este é
descrito como uma ameaca conhecida, externa e definida (Graeff, 1989;
Blanchard et al, 1990).

A maioria dos resultados encontrados na literatura tem demonstrado que
ocorre a perda ou auséncia do efeito ansiolitico pela administracdo de

farmacos que atuam nos receptores benzodiazepinicos (BDZs), durante a



59

reexposicdo ao LCE (File e Zangrossi, 1993; Rodgers e Shepherd, 1993;
Holmes e Rodgers, 1998; Bertoglio e Carobrez, 2000, 2002). Pesquisas que
buscam a investigacao de estruturas do SNC que podem estar envolvidas no
fenbmeno OTT, até o momento demonstraram que 0s receptores da SCP
envolvidos sdo do tipo GABA-BDZ e serotonérgicos dos subtipos 5-HT,a € 5-
HT,c (Reis e Canto-de-Souza, 2008; Gomes e Nunes-de-Souza, 2009).

Como ja é bem elucidado a serotonina possui papel dual, dependendo
do seu sitio de agcdo e do seu subtipo de receptor e assim, receptores 5-HT,¢
no complexo amidaldide exercem papel facilitatério da ansiedade em
camundongo expostos ao LCE (Cornélio e Nunes-de-Souza, 2007).

Porém, os receptores 5-HT14 do hipocampo ventral e do nacleo mediano
da rafe, bem como, os receptores GABA-BDZ da amidala, parecem ndo estar
envolvidos com o fendbmeno OTT (Nunes-de-Souza et al., 2002; Canto-de-
Souza et al., 2002; Barbalho et al., 2009).

Além disso, nenhum estudo tinha mostrado ainda que o efeito ansiolitico
do ondansetron pudesse ser mantido apds a reexposicdo dos animais ao
mesmo aparato. Portanto, a modulacdo serotoninérgica na amidala de
camundongos avaliados no labirinto parece apresentar um papel ansiogénico o
gue corrobora estudos anteriores (Higgins et al., 1991; Deakin e Graeff, 1991,
Nunes-de-Souza et al., 2000). Entretanto, devido aos diferentes nucleos
localizados nesta estrutura, com diversas sub-populagbes de receptores, a
literatura ja demonstra resultados conflitantes e inconsistentes quando diversas
drogas sao infundidas em nucleos especificos da amidala (Engin e Treit, 2008).

O presente resultado, corrobora dados anteriores do nosso laboratério

obtidos com a administracdo de midazolam na amidala (Barbalho et al, 2009),
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0 que sugere que esse fendbmeno da OTT seja modulado por outras vias e/ou
por outros receptores de serotonina. Portanto, embora a amidala seja uma das
importantes estruturas do SNC envolvida na neurobiologia das reagdes de
defesa, tais como a resposta de ansiedade, no que se que refere ao fendbmeno

OTT ela parece nao participar.
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6. CONCLUSAO

Assim, diante dos resultados obtidos concluimos que:

A injecdo local de ondansetron, na amidala de camundongos
submetidos ao labirinto em cruz elevado durante a exposicdo 1 e a
reexposicdo, produziu efeito ansiolitico.

A serotonina enddgena esta atuando como ansiogénica nos receptores
5-HT3; da amidala.

A amidala ndo modula o fenébmeno de tolerancia de uma exposi¢cao
(OTT), uma vez que o antagonista dos receptores 5-HT3 produziu efeito
ansiolitico em ambas as exposi¢cdes de camundongos ao labirinto em

cruz elevado.
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8. Apéndice

Quadro 1: Registro das medidas convencionais em camundongos expostos ao
LCE ap0s microinjecao intra-amidala de veiculo como pré-tratamento.

PRETRAT  TRAT TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA  %EBF  %TBA  %TBF %TC
Veiculo Veiculo 13 5 8 35641 160,873 103,486 38,46154 61,53846 11,88033 53,62433 34,49533
Veiculo Veiculo 19 1 18 0,922 199,39 99,688 5,263158 94,73684 0,307333 66,46333 33,22933
Veiculo Veiculo 13 8 5 30,268 120,816 148,916 33,33333 66,66667 10,08933 40,272 49,63867
Veiculo Veiculo 13 7 73,078 170,953 55,969 53,84615 46,15385 24,35933 56,98433 18,65633
Veiculo Veiculo 13 8 5 30,268 120,816 148,916 33,33333 66,66667 10,08933 40,272 49,63867
Veiculo Veiculo 14 7 96,863 155,609 47,528 50 50  32,28767 51,86967 15,84267
Veiculo Veiculo 17 6 11 30,845 140,387 128,768 35,29412 64,70588 10,28167 46,79567 42,92267
Veiculo Veiculo 13 5 8 29,656 109,419 160,925 38,46154 61,53846 9,885333 36,473 53,64167
MEDIA 14,38 5,88 8,50 40,94 147,28 111,77 3600 64,00 13,65 49,09 37,26
DPM 2,33 2,30 4,31 29,87 3026 42,96 14,57 14,57 9,96 10,09 14,32
EPM 0,82 0,81 1,52 10,56 10,70 15,19 5,15 5,15 3,52 3,57 5,06

Quadro 2: Registro das medidas convencionais em camundongos expostos ao
LCE ap0s microinjecéo intra-amidala de veiculo como pré-tratamento.

PRETRAT  TRAT TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
Veiculo ONDO,3 12 3 9 67,294 160,157 72,549 25 75 22,43133 53,38567 24,183
Veiculo ONDO,3 13 5 43,328 183,565 73,107 38,46154 61,53846 14,44267 61,18833 24,369
Veiculo ONDO,3 12 3 9 54,66 139,872 105,468 25 75 18,22 46,624 35,156
Veiculo ONDO,3 12 4 8 39,767 174 86,233  33,33333 66,66667 13,25567 58 28,74433
Veiculo ONDO,3 15 5 10 48,343 184,813 66,844 33,33333 66,66667 16,11433 61,60433 22,28133
Veiculo ONDO,3 12 4 8 36,033 187,547 76,42 33,33333 66,66667 12,011 62,51567 25,47333
Veiculo ONDO,3 11 4 7 48,659 164,985 86,356 36,36364 63,63636 16,21967 54,995 28,78533
Veiculo ONDO,3 12 3 9 61,438 155,362 83,2 25 75 20,47933 51,78733 27,73333
MEDIA 12,38 3,88 8,50 49,94 168,79 81,27 31,23 68,77 16,65 56,26 27,09
DPM 1,19 0,83 0,93 10,69 16,73 12,04 5,46 5,46 3,56 5,58 4,01
EPM 0,42 0,30 0,33 3,78 5,92 4,26 1,93 1,93 1,26 1,97 1,42

Quadro 3: Registro das medidas convencionais em camundongos submetidos
ao LCE ap6s microinjecao intra-amidala de ondansetron (0,3 nmol/0,1ul) como
pré-tratamento.

PRETRAT  TRAT TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
ONDO,3 Veiculo 20 12 8 144,548 64,845 90,607 60 40 48,18267 21,615 30,20233
ONDO,3 Veiculo 15 9 6 187,358 34,375 78,267 60 40 62,45267 11,45833 26,089
ONDO,3 Veiculo 18 10 8 150,331 74,42 75,249  55,55556 44,44444 50,11033 24,80667 25,083
ONDO,3 Veiculo 19 11 8 114,281 124,155 61,564 57,89474 42,10526 38,09367 41,385 20,52133
ONDO,3 Veiculo 13 8 5 166,752 38,667 94,581 61,53846 38,46154 55,584 12,839 31,527
ONDOQ,3 Veiculo 11 7 4 124,155 98,208 77,637 63,63636 36,36364 41,385 32,736 25,879
ONDO,3 Veiculo 13 7 6 159,516 92,235 48,249 53,84615 46,15385 53,172 30,745 16,083
ONDO,3  Veiculo 16 9 7 176,265 43,158 80,577 56,25 43,75 58,755 14,386 26,859
MEDIA 15,63 9,13 6,50 152,90 71,26 75,84 58,59 41,41 50,97 23,75 25,28
DPM 3,20 1,81 1,51 24,97 32,13 14,96 3,29 3,29 8,32 10,71 4,99

EPM 1,13 0,64 0,53 8,83 11,36 5,29 1,16 1,16 2,94 3,79 1,76
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Quadro 4: Registro das medidas convencionais em camundongos submetidos
ao LCE apd6s microinjecao intra-amidala de ondansetron (0,3 nmol/0,1ul) como
pré-tratamento.

PRETRAT  TRAT TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
ONDO,3 ONDO,3 23 12 11 75,965 97,752 126,283 52,17391 47,82609 25,32167 32,584 42,09433
ONDO,3 ONDO,3 17 10 7 147,749 111,028 41,223 58,82353 41,17647 49,24967 37,00933 13,741
ONDO,3 ONDO,3 9 6 3 113,344 95,281 91,375 66,66667 33,33333 37,78133 31,76033 30,45833
ONDO,3 ONDO,3 4 3 1 10,107 0,906 288,987 75 25 3,369 0,302 96,329
ONDO,3 ONDO,3 12 7 5 70,344 186,174 43,482 58,33333 41,66667 23,448 62,058 14,494
ONDO,3 ONDO,3 10 7 3 177,609 91,421 30,97 70 30 59,203 30,47367 10,32333
MEDIA 12,50 7,50 5,00 99,19 97,09 103,72 63,50 36,50 33,06 32,36 34,57
DPM 6,66 3,15 3,58 60,03 59,02 97,79 8,50 8,50 20,01 19,67 32,60
EPM 2,72 1,28 1,46 24,51 24,10 39,92 3,47 3,47 8,17 8,03 13,31

Quadro 5: Registro das medidas convencionais em camundongos expostos ao
LCE ap0s microinjecao intra-amidala de veiculo como tratamento.

PRETRAT  TRAT TE EBA EBF TBA TBF TC % EBA % EBF % TBA % TBF % TC

Veiculo Veiculo 8 1 7 3,609 268,14 28,251 12,5 87,5 1,203 89,38 9,417
Veiculo Veiculo 12 1 11 31,781 206,703 61,516 8,333333 91,66667 10,59367 68,901 20,50533
Veiculo Veiculo 13 4 9 56,578 107,673 135,749 30,76923 69,23077 18,85933 35,891  45,24967

Veiculo Veiculo 5 1 4 5,344 266,267 28,389 20 80 1,781333 88,75567 9,463
Veiculo Veiculo 13 4 9 56,578 107,673 135,749 30,76923 69,23077 18,85933 35,891 45,24967
Veiculo Veiculo 9 3 6 15,033 210,08 74,887 33,33333 66,66667 5,011  70,02667 24,96233
Veiculo Veiculo 13 0 13 0 159,629 140,371 0 100 0 53,20967 46,79033
Veiculo Veiculo 7 0 7 0 212,546 87,454 0 100 0 70,84867 29,15133

MEDIA 10,00 1,75 8,25 21,12 192,34 86,55 16,96 83,04 7,04 64,11 28,85

DPM 3,16 1,67 2,87 24,24 62,73 46,73 13,78 13,78 8,08 20,91 15,58

EPM 1,12 0,59 1,01 8,57 22,18 16,52 4,87 4,87 2,86 7,39 5,51

Quadro 6: Registro das medidas convencionais em camundongos expostos ao
LCE apds microinjecao intra-amidala de veiculo como tratamento.

PRETRAT  TRAT TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA  %EBF  %TBA  %TBF %TC
Veiculo ONDO,3 16 8 8 96,222 102,451 101,327 50 50 32,074 34,15033 33,77567
Veiculo ONDO,3 18 11 7 84,08 160 5592  61,11111 38,88889 28,02667 53,33333 18,64
Veiculo ONDO,3 18 12 6 98,205 181,655 20,14 6666667 33,33333 32,735 60,55167 6713333
Veiculo ONDO,3 17 9 8 80,871 130 89,129 52,94118 47,05882 26,957 43,33333 29,70967
Veiculo ONDO,3 16 12 4 83,656 163,36 52,984 75 25  27,88533 54,45333 17,66133
Veiculo ONDO,3 13 9 4 108,691 180 11,309 69,23077 30,76923 36,23033 60  3,769667
Veiculo ONDO,3 12 7 5 126,048 7828 95672 58,33333 41,66667 42,016 26,09333 31,89067
Veiculo ONDO,3 16 9 7 112,842 150 37,158 56,25 43,75 37,614 50 12,386
MEDIA 15,75 9,63 6,13 98,83 143,22 5795 61,19 3881 32,94 47,74 19,32
DPM 2,19 1,85 1,64 16,09 37,07 34,52 8,55 8,55 5,36 12,36 11,51
EPM 0,77 0,65 0,58 5,69 13,10 12,21 3,02 3,02 1,90 4,37 4,07
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Quadro 7: Registro das medidas convencionais em camundongos submetidos
ao LCE apdés microinjecao intra-amidala de ondansetron (0,3 nmol/0,1ul) como

tratamento.
PRETRAT  TRAT TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA  %EBF  %TBA  %TBF %TC
ONDO,3 Veiculo 15 4 11 44,407 172,785 82,808 26,66667 73,33333 14,80233 57,595 27,60267
ONDO,3 Veiculo 10 2 8 40,54 192,625 66,835 20 80  13,51333 64,20833 22,27833
ONDO,3 Veiculo 16 5 11 56,846 162,092 81,062 31,25 68,75 18,94867 54,03067 27,02067
ONDO,3 Veiculo 15 5 10 4586 169,293 84,847 33,33333 66,66667 15,28667 56,431 28,28233
ONDO,3 Veiculo 11 4 7 41,093 151,735 107,172 36,36364 63,63636 13,69767 50,57833 35,724
ONDO,3 Veiculo 8 2 6 5523 183,579 61,191 25 75 1841 61,193 20,397
ONDO,3 Veiculo 11 4 7 56,78 191,907 51,313 36,36364 63,63636 18,92667 63,969 17,10433
ONDO,3 Veiculo 17 5 12 47,439 179,108 73,453 29,41176 70,58824 15,813 5970267 24,48433
MEDIA 12,88 3,88 9,00 4852 17539 7609 29,80 70,20 16,17 58,46 25,36
DPM 3,27 1,25 2,27 6,83 14,30 17,08 5,73 5,73 2,28 4,77 5,69
EPM 1,16 0,44 0,30 2,41 5,06 6,04 2,03 2,03 0,30 1,69 2,01

Quadro 8: Registro das medidas convencionais em camundongos submetidos
ao LCE ap6s microinjecao intra-amidala de ondansetron (0,3 nmol/0,1ul) como

tratamento.
PRETRAT  TRAT TE EBA EBF TBA TBF TC % EBA % EBF % TBA % TBF % TC
ONDO,3 ONDO,3 17 4 13 34,123 196,829 69,048 23,52941 76,47059 11,37433 65,60967 23,016
ONDO,3 ONDO,3 16 11 5 148,907 110,393 40,7 68,75 31,25  49,63567 36,79767 13,56667
ONDO,3 ONDO,3 14 5 9 46,672 196,906 56,422 35,71429 64,28571 15,55733 65,63533 18,80733
ONDO,3 ONDO,3 26 17 9 178,467 99,358 22,175 65,38462 34,61538 59,489 33,11933 7,391667
ONDO,3 ONDO,3 12 7 5 134,559 89,502 75,939 58,33333 41,66667 44,853 29,834 25,313
ONDO,3 ONDO,3 15 12 3 158,89 103,281 37,829 80 20 52,96333 34,427 12,60967
MEDIA 16,67 9,33 7,33 116,94 132,71 50,35 55,29 44,71 38,98 44,24 16,78
DPM 4,89 4,93 3,67 61,11 50,15 20,42 21,42 21,42 20,37 16,72 6,81
EPM 1,99 2,01 1,50 24,95 20,47 8,34 8,75 8,75 8,32 6,82 2,78






