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EPIGRAFE

“Encontrei na mae natureza uma amante que nao posso
chamar de cruel, mas muito modesta: noites deiajgil

dias de ansiedade, refeicbes frugais e trabalhos
intermindveis devem ser a sina de todos que a

perseguem, por seus labirintos e meandros”

(Alexander Pope, Memoirs of the Extraordinary
Life, Works and Discoveries of Martinus
Screeblerus (1741))



RESUMO

Vérios estudos demonstraram que a experiénciai@nfaste) ao labirinto em cruz elevado
(LCE) aumenta a esquiva dos bracos abertos e majodefeito ansiolitico do midazolam
(MDZ), um agonista benzodiazepinico de receptosBAS,, em uma exposicado subsequente
(reteste), fendbmeno conhecido como "toleranciaragira exposicao” (OTT). Uma hipotese é
que a aprendizagem gerada na primeira exposicadtparma mudanca na estratégia adotada
pelo animal. Neste sentido, estruturas do sisteem@orso central estdo envolvidas com a
modulacdo da memdria e ansiedade, sendo a redradimbica (IL) do cortex pré-frontal
medial (CPFm), uma das regides envolvidas ndo apeesses processos, mas também na
modulacdo neuroenddcrina induzida por estimulosessires. Este estudo investigou os
efeitos da injecao bilateral intra-CPFm (regido tle) RU28318 (antagonista de receptores
mineralocorticéides, MR) nas fases de aquisicdoomrsalidacdo da memoria, sobre a
tolerancia aos efeitos do MDZ em camundongos sullogeao teste e reteste no LCE. Foram
utilizados camundongos machos, suigo-albino (n=2 &tr grupo). Experimento 1: Os
animais receberam injecdo intraperitoneal (i.p.)sdéna ou MDZ (2mg/kg) e apds 30
minutos foram expostos ao teste no LCE durante rutmé. Apos 24 horas os mesmos
animais receberam injecdo de salina ou MDZ (2mgikg), e 30 minutos depois foram
individualmente expostos ao reteste no LCE. Expamtm 2 (fase de aquisicdo): os animais
receberam injecdo bilateral intra-CPFm (IL) de wkicou RU28318 (5 ou 10 ng/@ll) e
foram expostos ao teste no LCE, durante 5 minWaste e quatro horas depois, cada
camundongo recebeu injecdo de veiculo ou MDZ (2g1g/R.) e 30 minutos depois foram
individualmente expostos ao reteste. Experimen{taSe de consolidacdo): semelhante ao
Experimento 2, exceto que os animais de cada dorpm expostos ao teste no LCE durante
5 minutos, e posteriormente, receberam injecd@-@RFmM de veiculo ou RU28318. A
reexposicdo ao LCE foi semelhante ao Experimentd 2nalise de variancia (ANOVA)
seguida pelo “post hoc” de Duncan mostrou que, rpemento 1, a injecdo de MDZ
produziu efeito ansiolitico em animais expostoseste no LCE, caracterizado pelo aumento
da exploragcédo nos bracgos abertos e reducao dosocamentos de avaliagdo de risco, sem
afetar a atividade locomotora. Esse efeito foi idlooho reteste, confirmando a OTT. No
Experimento 2, a injecdo de RU28318 intra-CPFrdependente da dose utilizada né&o
modificou os comportamentos avaliados no perioddedee. Entretanto, o0 RU28318 em
ambas as doses antes do teste no LCE, restabelefeo ansiolitico do MDZ administrado
antes do reteste. No Experimento 3, apos o pededeste, nenhuma das doses de RU28318
produziu efeito sobre o OTT para o MDZ, sugerimadséncia de efeitos sobre a fase de
consolidacdo da memdria. Entretanto, como o blaqgdes receptores MR do CPFm reverteu
a tolerancia aos efeitos do MDZ, influenciando abfeeno de OTT, sugerimos que 0O
antagonismo desses receptores na regido IL do Chienfere com a fase de aquisicdo da
memoaria em camundongos expostos ao teste e ratekeE.

Palavras-chave: Labirinto em cruz elevado. “Ora tolerance”. Cortex pré-frontal medial.
Receptores mineralocorticoides. Ansiedade.



ABSTRACT

Several studies have shown that the previous esquai(trial 1) to the elevated plus-maze
(EPM) increases the avoidance of the open armsirapdirs the anxiolytic-like effect of
midazolam (MDZ),a benzodiazepine-GABAreceptor agonistin a subsequent exposure
(trial 2) to the maze, a phenomenon known as "daktblerance” (OTT)One hypothesis is
that the learning generated in the first expostliosva a change in the strategy adopted by the
animal. Considering that the infralimbic region (IL) ofettmedial prefrontal cortex (mPFC)
would be involvedin neuroendocrine modulation induced by stress, shildy investigated
the effects of intranPFC injection (region IL) of RU28318 (mineralocorticbireceptor
antagonist, MR) in the memory acquisition and ctidation phase, in the tolerance to MDZ
effects in mice exposed to the trial 1 and triah2he LCE. Male Swiss mice (n = 8-12 per
group) were used, and when necessary, bilaterahut@® were surgically implanted
bilaterally in the IL region of thenPFC Experiment 1: The animals of each group received
intraperitoneal (i.p.) injection of saline or MD2rg/kg) and after 30 minutes were exposed
to trial 1 for 5 minutes in the EPM. After 24 houttse mice received either systemic injection
of saline or MDZ (2mg/kg) and 30 minutes later thegre individually exposed to trial 2 in
the LCE for 5 minutes. Experiment 2 (acquisitioragd): After four days of recovery the
subjects of each group received imn&FC injection of vehicleor RU28318 % ou
10ng/0,1l) andwere exposed to trial 1 for 5 minutes. After 24 tspeach mouse received
systemic injectionifitraperitoneal, i.p.) of saliner midazolam (2mg/kgand 30 minutes later
was individually exposed to the Trial 2. Experim&nfconsolidation phasekifter four days

of recovery the subjects of each group were expdoseithe EPM test for 5 minutes and
subsequently received intraPFCinjection of vehicle or RU28318 (5 or 10ng/i)l After

24 hours, the mice received either systemic irpectf vehicle or MDZ (2mg/kg) and 30
minutes later they were individually exposed talt2 in the EPM for 5 minutes. The
injection MDZ produced anxiolytic-like effect in mmals exposed to the trial 1 to the EPM,
characterized by increased exploration in the ogens and reduction of risk assessment
behaviors without affecting the locomotor activithhis effect was abolished in the retest,
confirming the OTT. Two-way ANOVA that intra-mPFQ@fusion of RU28318 did not
modify any behavior in trial 1. However, it was ebged that when administered prior to
EPM, it reestablished the anxiolytic effect of M@dministered prior to retest. When infused
after the test period, RU28318 did not modify thETQphenomenon for the MDZ. The MR
antagonism in the IL region of thePFC seems to interfere with the memory acquisition
phase but not the consolidation phase. Thus, wgestighat MR blockade of the IL region of
the mPFC may interfere with the acquisition, but not thenswolidation, appropriate
information during trial, influencing the OTT phenenon.

Keywords: Elevated plus maze. One trial toleranddedial prefrontal cortex.
Mineralocorticoid receptor. Anxiety.
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1.1. Ansiedade

A ansiedade é uma emocao fundamental, imprescindérgro do repertorio
afetivo humano (STEIN; BOUWER, 1997). Do ponto d&avevolutivo, pode-se dizer que a
ansiedade é uma emocdo compartilhada por divesggsies de vertebrados, permitindo
respostas adequadas frente a estimulos ameacadBieSNCHARD; GRIEBEL;
BLANCHARD, 2001; GRAEFF; ZANGROSSI JR, 2002; GRAWICNAUGAHTON,
2000). E expressa em situacdes de ameaca incerfgotencial a integridade fisica ou
psicoldgica do individuo, recrutando, para tanstruguras encefalicas e sistemas fisioldgicos
especificos (MCNAUGHTON; CORR, 2004). Tal reacdca¢acterizada por respostas de
evitacdo, aumento da vigilancia e atencédo, reddeaatividade exploratoria (DAVIS et al.,
2010), ocasionando respostas eficientes frenteem@as relacionadas futuras (JOELS et al.,
2006). A diferenca em relac&dm medo estd principalmente nas diferentes sitgaqde
podem desencadear este tipo de emoédsim, o0 medo estd diretamente relacionado a
situacOes de perigo real e evidente, enquanto i@daue, em situacbes onde o perigo €
incerto (BLANCHARD; BLANCHARD; RODGERS, 1990; GRAH, 1989).

Embora a ansiedade seja uma resposta adaptatiyagad tornar-se patologica
em determinadas condicdes. Os transtornos de adsiedsdao formas cronicas,
desproporcionais, e contraprodutivas de respostasndiedade, resultando em prejuizos
funcionais e sofrimento (HETEM, 2004). Estes tramgis sdo marcados por agressividade,
inquietacdo, confusdo, hiperexcitacdo, e panico cemdicdbes mais graves, bem como
manifestacbes neuroenddcrinas e somaticas, que reengem mudangas hormonais,
cardiovasculares, gastrointestinais, respiratbdastre outras (HETEM, 2004; PEREIRA,
1997). Alem disso, os transtornos de ansiedadeasausducdo da qualidade de vida e
impactos negativos no campo pessoal, social e aitoadBAXTER et al., 2014; COMER
et al., 2011; GREENBERG et al., 1999; OLESEN ¢812).

Nesse sentido, farmacos com propriedades ansigljtiou seja, com
propriedade de alterar os estados de ansiedadecacem a ser desenvolvidos e utilizados
para o tratamento desse transtorno (ALLGULANDERB6G)9 Uma classe utilizada para tal
fim desde 1960, sdo os benzodiazepinicos (BDZ)ef@itos caracteristicos desses farmacos
sao de diminuicdo da ansiedade, inducédo de sdaaameento muscular e anticonvulsivante.
No entanto, os BDZ possuem efeitos colaterais, camaésia anterograda e doses altas
podem causar sedacdo e possivel dependéncia (BARDN3; WICK, 2013). Esses

farmacos exercem acdes diretas no sistema de renswlissdo GABAérgico. O acido gama-
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aminobutirico (GABA) é um neurotransmissor com ctadstica inibitoria presente no
sistema nervoso central (SNC). Possui dois subtipagceptores, os GABAsao receptores
transmembrana multiméricos, nos quais os BZD posagio, e os GABAmetabotropicos
que possuem sitio de ligacdo para o baclofen, uaxamete muscular (SIEGHART et al.,
1999). Os receptores GABApertencem a superfamilia de receptores pentarsérido
cérebro, sdo normalmente constituidos pela oligaagio de diferentes subunidades, duas
subunidades alfaxf, duas subunidades bef € uma gamay], dispostos simetricamente em
torno de um eixo central de modo a formar um peay, onde ha uma possibilidade de
passagem de ions cloreto. Quando esses recepfiwestisados pelo neurotransmissor
GABA, ocorrem mudangas conformacionais em sua testrupermitindo o influxo de ions
cloreto para o interior da célula nervosa, hipapohndo-a. Os BDZ atuam no sentido de
produzir aumento da afinidade do receptor pelo nw6GABA (CAMPAGNA-SLATER,;
WEAVER, 2007; GUIDOTTI et al., 1980; HAEFELY, 199

As pesquisas relacionadas as reacfes de defesarnmmaso da ansiedade,
tém instigado o interesse pelo desenvolvimenteskes que possibilitem o entendimento das
bases biologicas dos transtornos de ansiedade,cberm permitam a avaliacdo de novos
agentes terapéuticos. Dessa forma, modelos em iamjma de maneira satisfatéria, atendem
etologicamente os critérios de semelhanca fenoragital observados na ansiedade foram
criados (ZANGROSSI JR, 1997), baseando-se, por pikemas respostas inatas dos animais
frente a situacbes e/ou estimulos aversivos (FIMABBUTT; HITCHCOTT, 1990;
LISTER, 1990; PELLOW et al., 1985).

1.2. Labirinto em Cruz Elevado

Dentre os testes utilizados para o estudo da adgeem modelos animais, o
labirinto em cruz elevado (LCE) é um teste amplamaerilizado, tanto para a triagem de
agentes com propriedades ansioliticas, bem consogastudo das bases neurobioldgicas da
ansiedade (DALVI; RODGERS, 1996; GRIEBEL et aBP97; HOGG, 1996; RODGERS,
1997; TEIXEIRA et al., 1996). O LCE consiste em aparato formado a partir de dois
bracos fechados por paredes laterais opostos addies abertos, ligados entre si por uma
plataforma central e elevados do solo a uma aljumvaria de acordo com a espécie de
roedor avaliada (FIG. 1). Considera-se como medaddpo ansiedade o niumero de entradas
e o tempo de permanéncia do animal nos bracosoabem relacdo aos bracos fechados
(CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005). O modelo foi validagara ratos por PELLOW et al.
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(1985) e para camundongos por LISTER (1987), perdutentédo, a avaliagcdo detalhada dos
comportamentos do tipo ansiedade (CAROLA et alQ220 RODGERS; COLE, 1993;
RODGERS; DALVI, 1997; RODGERS et al.,, 1999; RODRE JOHNSON, 1995;
RODGERS; SHEPHERD, 1993).

Figura 1 — Imagem representativa do labirinto emz elevado (LCE).

De producao do proéprio autor.

Do ponto de vista etologico, a exposi¢cao de ratoaneundongos a uma nova
situacao ocasiona tanto uma motivagcao exploratéoiao evoca comportamentos defensivos
induzidos pela incerteza acerca de potenciais aamed¢o LCE embora tanto os bracos
abertos quanto os fechados possibilitam a atividexj@oratoria, estudos confirmam a
eficiéncia dos bracos abertos em induzir compontnsede esquiva, baseado na averséo
natural de ratos e camundongos a ambientes abé&sssn, gera-se, nesses animais, um
conflito entre a esquiva e aproximacdo (exploracdORUZ; FREI;, GRAEFF, 1994,
FERNANDES; FILE, 1996; LISTER, 1987; PELLOW et,dl985; TREIT; MENARD;
ROYAN, 1993). Dessa maneira, embora todos os brdgdsCE sejam possiveis de serem
explorados por animais ingénuos, h4 uma preferépeias bracos fechados do aparato
(CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005). A sensibilidade do LGE drogas ansioliticas esta
relacionada justamente ao fato de haver o con#gquiva/aproximacdo (HANDLEY;
MCBLANE, 1993; MONTGOMERY, 1955), onde alteram essonflito, reduzindo a
esquiva; assim, o aumento seletivo na exploracdandmiente aberto seria um indicio do

efeito do tipo ansiolitico (CRUZ et al., 1994). Eoontrapartida, uma diminuicdo da
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exploracdo dos bracos abertos estaria relacionada afeito do tipo ansiogénico, ou seja,
aumento da ansiedade (PELLOW et al., 1985), o euaife o estudo bidirecional de drogas
com acao sobre a ansiedade.

As respostas defensivas observadas no LCE néoecarde uma fase de
condicionamento (p.ex. choque nas patas) para mdaearacteristicas aversivas, sendo
respostas de carater incondicionado. Entretantdizant um protocolo que envolve
reexposicdes ao aparato, permitiria avaliar osrfemis caracteristicos da ansiedade, como
também de memodria no mesmo organismo (CAROBREZ; TBRER.IO, 2005; FILE, 1993),
apesar de comumente abordarem estes processosnue dssociada (FILE et al., 1990;
GAZARINI; STERN; BERTOGLIO, 2011; RODGERS; JOHNSQON995; STERN;
CAROBREZ; BERTOGLIO, 2008). Alguns estudos sugergra a aprendizagem gerada na
exposicao inicial, permitiria ao LCE servir de mindpara transtornos de ansiedade que nao
respondem de forma comum ao efeito ansiolitico eterthinadas drogas, por exemplo, as
fobias especificas (STAPLES, 2010).

Uma caracteristica importante descrita para o LCE aé alteracéo
comportamental do animal mediante a uma exposig&wigp ao labirinto, também &
observada uma diminuicdo ou em alguns casos abatigd efeitos ansioliticos de certos
agentes ansioliticos, como benzodiazepinicos, tadns, etanol, e outras drogas com
atividade noradrenérgica, serotonérgica ou glutargea (ALBRECHET-SOUZA;
BORELLI; BRANDAO, 2008; BERTOGLIO; CAROBREZ, 20029002b; CARVALHO et
al., 2005; DAL-COL et al.,, 2003; FILE et al., 99 FILE; ZANGROSSI, 1993;
GONZALEZ; FILE, 1997; ZHOU, H. et al., 2015). Senthdependente de fatores como o
material utilizado para a construgcédo do LCE (FILE93; RODGERS; SHEPHERD, 1993),
bem como do periodo circadiano e condi¢cfes de agdio (BERTOGLIO; CAROBREZ,
2002b) Assim, a atividade ansiolitica de determinadas asagfo € observada em animais
previamente expostos ao aparato, um fendmeno dquerifoeiramente visualizado com o
benzodiazepinico clordiazepdxido (FILE, 1990; LUER, 1987), sendo referido como
tolerancia a primeira exposicado ou “one-trial-tatere” (OTT). A OTT também €& observada
em outros testes comportamentais como explorac&aira claro/escuro, esquiva ao odor de
gato e “four-plate” (HASCOET; BOURIN; COUETOUX DUERTRE, 1997; HOLMES et
al., 2001; MCGREGOR; DIELENBERG, 1999).

A tolerancia farmacologica pode ser caracterizamtaoca perda, diminuicdo
do efeito ou a necessidade de se utilizar uma ndmise para alcancar os efeitos da mesma

magnitude aos observados anteriormente, sendo centerabservada com o uso repetido da



18

droga (BATESON, 2002; FILE, 1985). A OTT observamha diferentes aparatos, difere da
tolerancia farmacoldgica observada ap6s a adnmag#str cronica de drogas ansioliticas, uma
vez que, a OTT pode ocorrer até na auséncia danedracdo prévia de agentes ansioliticos
(FILE; BALDWIN; ARANKO, 1987; FILE et al., 1990fILE; ZANGROSSI, 1993).

Diversas hipoteses buscam elucidar as bases ligada§T. Dentre elas, a
habituacdo locomotora (DAWSON et al., 1994), a mgdano estado do sitio de ligacdo ou
do complexo do receptor envolvido (BERTOGLIO; CARREZ, 2002a;2002b;2003;
GONZALEZ; FILE, 1997), a sensibilizacdo ao medwedosiedade induzida (BERTOGLIO;
CAROBREZ, 2000; TREIT et al., 1993), mudanca dexuesposta de medo incondicionado
para esquiva aprendida (BERTOGLIO; CAROBREZ, 2008HAL-COL et al.,, 2003;
HOLMES; RODGERS, 1998), sobre a qual os ansiokti&@o surtiriam efeito (CAROBREZ;
BERTOGLIO, 2005; FILE; ZANGROSSI, 1993), ou o elvwmento do aprendizado e
memoéria aversiva na modificagdo da estratégia ddotm cada uma das sessdes de
exposicado do LCE (CALZAVARA et al., 2005; CAROBREBERTOGLIO, 2005; FILE,
1993; STERN et al., 2008).

A OTT poderia ser uma evidéncia de que o conflitovpcado em animais
submetidos ao LCE, imprescindivel para a acdo dgadransioliticas, estaria diminuido na
sessdo de reteste. O fato do animal ter uma edmwgigévia no LCE possibilitaria o
desenvolvimento gradual de uma estratégia e comrperitos (ndo mais norteados pelo
conflito esquiva/aproximacdo) como a escolha pdboacos fechados (BERTOGLIO;
CAROBREZ, 2004), onde na sesséao de reteste ha omerao de esquiva aos bragos abertos
(CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005). Uma hipotese sugere qudesenvolvimento de uma
memdaria na primeira exposicdo ao teste comportaheetmitiia mudangas na estratégia
adotada, ocasionando um ajuste na resposta commemiizl no periodo de reexposicao
(STERN et al., 2010).

Além disso, vale salientar que estudos demonstranpadicipacdo e
importancia de diferentes neurotransmissores comGABA, glutamato, serotonina e
dopamina em estruturas limbicas como complexo doiita (CA), matéria cinzenta
periaquedutal (MCP) e hipocampo (HPC) no desenvwaio da OTT (BARBALHO;
NUNES-DE-SOUZA; CANTO-DE-SOUZA, 2009; CANTO-DE-S@4; NUNES-DE-
SOUZA; RODGERS, 2002; DOS REIS; CANTO-DE-SOUZA,0890 ZHOU, H. et al.,
2015). Nesse mesmo sentido, outros estudos deraonatparticipacdo do “vermis” cerebelar
e a neurotransmissao histaminérgica na formacawetadria (BERNAERTS; LAMBERTY;
TIRELLI, 2004; DA SILVA et al., 2006; GIANLORENCGt al., 2012; SERAFIM et al.,
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2010), sendo possivel a participacdo integradaedessurotransmissores e estruturas no
desenvolvimento da OTT.

Portanto, empregando o protocolo do teste e retéspmssivel averiguar o
efeito de drogas na aprendizagem aversiva ou carifo efeito de drogas na memoéria
aversiva ho momento do reteste, pressupondo queprendizado aversivo ocorreu durante a
primeira exposicdo ao modelo (GAZARINI et al., 2PpIMo mesmo sentido, a alteracdo no
estado emocional gerado pela exposicdo diversassvea LCE pode abranger diversas
estruturas cerebrais, que s&o recrutadas prefaheecite no teste ou reteste no LCE
(CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005).

1.3. Memorias

A memoria é um termo complexo que inclui diferensestemas, funcdes,
processos e ativacdo de varias estruturas (CURRANTZER, 2006). Pode ser definida
como o registro representativo de informacdes abtidtravés da experiéncia. Embora
constantemente os organismos captem informacdegatdos sentidos, apenas informacdes
avaliadas como necessarias e imprescindiveis serdazenadas de maneira duradoura. E
observado que a magnitude e o tempo de duracacedema sdo determinados tanto pelo
grau de atencao, relevancia da informacédo e a emge@@da no periodo de aquisicdo da
mesma (IZQUIERDO; MCGAUGH, 2000).

A memodria de longo prazo € dividida em fases desa@o, consolidacdo e
evocacao (ABEL; LATTAL, 2001; MCGAUGH, 1966). Ada de aquisi¢cdo € caracterizada
pelo momento de obtencéo da informacéo captada pelttidos, por meio da exposi¢cao do
individuo a uma experiéncia, basicamente é a agsuride estimulos e respostas entre si
(CAMMAROTA et al., 1997). Posteriormente, ocorre aufiitragem e retengcdo progressiva
da informacdo obtida, chamado de consolidacdo. pssesso pode durar até dias, onde
havera a transicdo de uma memadria momentanea pwdixa e duradoura. Envolvendo a
necessidade de sintese proteica (MCGAUGH, 2000KAMAMA et al., 2013). Por fim, a
memoéria podera ser evocada quando uma situacdoafimz de acessa-la, permitindo ao
individuo a possibilidade de mudanca em seus cdampentos (IZQUIERDO et al., 1998;
VIANNA et al., 2000).

E observado que tanto ratos, como camundongos;agizes de lembrar do
contexto em que estavam, no momento em que forgimesmdidos por um estimulo aversivo
(LEDOUX, 2000; LI; MCNALLY, 2014; MCGAUGH, 2000; VAZDARJANOVA;
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MCGAUGH, 1998). Estudos tém demonstrado que oscéspeaelacionados a memarias
aversivas estdo diretamente ligados a transtoraoandiedade (MATHEWS; MACLEQD,
1994; NUTT, 2005), bem como grande parte dos estdd ansiedade estdo relacionados a
aprendizagem aversiva decorrente do estresse (JOEALS 2006). As memarias emocionais,
principalmente, possibilitam ndo s6 a expectativencipacdo de acontecimentos futuros,
como também, a expressao facilitada e adequadardpottamentos frente a um evento ja
vivido (DUDAI, 2009; YEHUDA,; JOELS; MORRIS, 2010).

A aprendizagem pode ser vista como uma mudancam@artamento obtida
pela experiéncia, observagdo ou pratica motivadeCHMAN, 1997). A possibilidade de
modificagdo comportamental em decorréncia de n@sgmriéncias, e a capacidade de
aprender e recordar, estao relacionadas a modiésaga plasticidade cerebral ocorrida pela
percepcdo desses eventos (MAYFORD; SIEGELBAUM; KAND 2012). A plasticidade
consiste na capacidade do SNC de alterar sua @régtiutura e fungcdo (HOLTMAAT;
SVOBODA, 2009). Essas mudancas incluem diversasasrde reorganizacdes que ocorrem
no encéfalo, envolvendo as caracteristicas funomas células nervosas, determinando a
forma e estrutura de neurbnios e células da gliadifitando a atividade enzimatica,
transducdo de sinal e expressdo génica. Essas gasdparmitem alteragdes na eficiéncia
singptica aumentando ou diminuindo a transmissdoinggulsos nervosos, refletindo,
consequentemente, sobre a modulagédo do compor@afdaMAHON; BARRIONUEVO,
2002; ZUCKER; REGEHR, 2002).

Diversas estruturas estdo envolvidas nos procegsEnvolvem memodria e
ansiedade; dentre elas, pode-se destacar o himotdHdT), a matéria cinzenta periaquedutal
(MCP), o complexo amidaloide (CA) e o cortex pmantal medial (CPFm) (BANNERMAN
et al., 2004; BEHBEHANI, 1995; BRANDAO et al.,@® GRAEFF et al., 1993; LANG;
BRADLEY; CUTHBERT, 1998; WALKER; CARRIVE, 2003). @PFm tem sido descrito
como estrutura fundamental auxiliando a orquestsarespostas defensivas e a formacéo de
memorias aversivas, uma vez que possui conexdesnprentes com estruturas limbicas
(CARVALHO et al., 2005; LAMPREA et al., 2000; MILER; MCEWEN, 2006; PRICE;
DREVETS, 2010; SHIN; LIBERZON, 2010). Ele esta elwido em funcdes, como
memoria, aprendizado e tomada de decisbes (GHASHEEHALGETAG; BARBAS, 2007;
MILAD; QUIRK, 2002), além de exercer um importapi@el na modulacdo neuroenddcrina
em resposta ao estresse (JONES; MYERS; HERMAN, ;2HANG, J. H.; HAN; SHI,
2012). Porém, a funcdes dessa estrutura nos poscgse envolvem ansiedade e memoéria

aversiva no LCE nao estao totalmente esclarecidas.
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Anatomicamente, o CPFm comp0be parte do cortex rprédi (CPF), em
roedores o CPFm é dividido em uma porcédo ventrasmhealbrangendo as subdivisdes preé-
limbica (PrL), infra-limbica (IL) e o cortex orbitanedial, além de uma porcdo dorsal que
compreende o cortex cingulado anterior, cortexgeréral medial e uma porgdo dorsal do
PrL (FRANKLIN; PAXINOS, 2007; HOOVER; VERTES, 2007RESSTEL; CORREA,
2006). Dados sugerem que podem existir diferengasfuncdes entre as regides PrL e IL.
VIDAL-GONZALEZ et al. (2006), mostraram que a miestimulacdo do PrL causou o
aumento do medo contextual e decréscimo da extuhesse tipo de memoéria aversiva, e o IL
promoveu os efeitos contrarios. Além da modulagiwesestados comportamentais, o CPFm
tem papel importante na resposta neuroendoécrineida por estresse emocional, onde o PrL
parece ter carater inibitorio a ativacdo do eipotélamo-hipdfise-glandulas adrenais (HPA),
engquanto que a regido IL participa da ativacdoedes® (JONES et al., 2011; RADLEY;
ARIAS; SAWCHENKO, 2006) .

Figura 2 — Corte sagital esquemético das projedaesgido infra-limbica do cortex pré-frontal még@PFm).

Em destaque as projegfes para estruturas como @igdimbico, matéria cinzenta periaquedutal (MGirga
tegmental ventral (ATV), complexo amidaléide (CAjicleos do tdlamo (NT) e hipotalamo (HT). Adaptdéo
VERTES (2006).

Para determinar as projecdes eferentes da regiéo {LPFm, HURLEY et al.
(1991) fizeram marcagfes retrégradas e anterégradas evakmm que axbnios partem da
regido IL por trés vias eferentes, uma via dorseéadente que inerva a regido PrL e o cortex
cingulado anterior, uma via lateral para o cortesular, cértex perirhinal e partes do cortex
piriforme e, finalmente, uma grande via ventral quexva os nucleos do talamo, o HP, o CA,
a MCP e ao ndcleo leito da estria terminal, bem aonticleos autondmicos centrais que

auxiliam na modulacdo das respostas viscerais stoau#0s emocionais como no estresse
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(FIG. 2). Neste sentido, o CPFm é descrito comosuivstrato fundamental, ajudando a
orquestrar a resposta defensiva e a formacao dénanaversivasLAMPREA et al., 2000;
MILLER; MCEWEN, 2006; SHIN; LIBERZON, 2010)Outros estudos tém destacado o
papel do CPFm na consolidacdo de memorias (TROMBRRA, 2003), havendo diversas
evidéncias de que o CPFm possui importante pajpeé sis diferentes estagios da memoria
avaliados em diversos estudos (EUSTON; GRUBER; MOSATON, 2012,
FRANKLAND et al., 2004; QUIRK; GARCIA; GONZALEZ-LMA, 2006; SANTINI et al.,
2004; ZHANG, Y.; FUKUSHIMA; KIDA, 2011; ZHAO etlg 2005).

Dados da literatura também indicam que os horméaeilasionados ao estresse
teriam fungcédo essencial nas alteracbes comportameantre o teste e o reteste no LCE
(ALBRECHET-SOUZA et al., 2007; GAZARINI et al., 20; RODGERS et al., 1999).

1.4. Estresse

O estresse ocorre, mas ndo somente, em respostaeasas reais e potenciais
gue necessitam de mudancas comportamentais ine@idembém futuras. As informacdes
relacionadas a um estressor, na maioria das veZesaptadas pelos sentidos e rapidamente
conduzidas até o SNC, que recrutara, como res@o®sse estresse, sistemas neurais e
endocrinos especificos (ULRICH-LAI; HERMAN, 200%Iguns dos principais horménios
responsaveis pelas respostas ao estresse saotiosstemides. Durante uma situacdo de
estresse, 0s niveis circulantes dos hormoénioscostéroides aumentam rapidamente, cerca
10 vezes acima dos niveis circadianos normaisfn@ido aos niveis basais cerca de 1-3
horas ap6s (DE KLOET, 1991). Séo sintetizados ntexdda glandula adrenal de forma
circadiana (atuando no controle de processos dgimbs ao longo do dia) ou pulsatil
(principalmente resposta ao estresse), e secretarlesstema circulatorio (LIGHTMAN et
al., 2008) (FIG 3).

Existem dois mecanismos primarios basicos, respeis@ela manutencéo e
reestabelecimento do equilibrio homeostatico em sitt@cdo de estresse. Sdo eles 0 eixo
HPA e o eixo simpato-adrenal. Assim, 0 estressenéepsado por estruturas cerebrais que
ativam neurdnios parvocelulares localizados nothlpmo, onde esses, por sua vez, secretam
hormonio liberador de corticotrofina (CRH) e vasgsina na circulagdo porta-hipofisaria.
Esses horménios secretados promovem uma liberagdwmndnios adrenocorticotroficos
(ACTH) da adeno-hipofise, que serdo liberados meente sanguinea chegando até a zona
fasciculada do cortex da glandula adrenal, provdcara sintese e secrecdo dos

corticosteroides, derivados do colesterol. Ess& dapaz de sofrer retroalimentacio negativa
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ocorrendo uma diminuicao da expressao do RNA memsagara CRH e vasopressina ou a
reducdo da expressdo de RNA mensageiro para orpoecdo ACTH na adeno-hipofise
(HARBUZ; LIGHTMAN, 1992) (FIG. 4).

Figura 3 — Eixo hipotalamo-hip6fise-adrenal (HPB)incipais estruturas ativadas mediante a uma st&@ED

estresse.
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De producgao do proprio autor.

A principio, todas as areas do cérebro estdo expaseste horménio (JOELS;
BARAM, 2009; MILLAN, 2003). No entanto, a acao eus receptores nas areas cerebrais
pode ser regulado pela globulina de ligacdo a castieroides (CBG) que se liga a esses
horménios, impedindo-os de penetrar no cérebrdjcapgoteina-P (MDRpG) responsavel
por transportar de forma ativa, através da barteiraatoencefalica para fora do cérebro, uma
pequena quantidade de corticosterona e grandesidpades de esterdides sintéticos e outras
drogas, de tal modo, que apenas altas concensragfgn capazes de adentrarem no cérebro;
e por fim pela enzima Bthidroxiesteroide desidrogenase [{fd4SD), que nas células catalisa
a conversao de corticosterona inativa em ativa (BRER; ORCHINIK, 2002; NARANG et
al., 2008; SECKL, 1997), reativando-a (MCEWEN, 200 possibilitando que suas ag¢des
sejam desempenhadas (MASON; PARIANTE; THOMAS, 2008)

Uma caracteristica observada para os hormonios sttesee é que apoés
ativarem seus receptores no SNC, eles geram ag@edugam de minutos a dias (JOELS;
BARAM, 2009). Por serem horménios lipossoluveisngieam facilmente a membrana
celular e se ligam aos seus receptores intracetulao citoplasma. A localizacdo de seus
receptores que, no cérebro de mamiferos, constitoesnsubtipos mineralocorticoide e

glicocorticoide (MR e GR, respectivamente) é difieral. Enquanto os GR estédo
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concentrados em maior numero no hipocampo, sefgcalae nucleo paraventricular, mas
também encontrados na maioria das areas encefahta@ndo tanto no processamento
emocional quanto na estabilizacdo dos processasqdmicos em resposta ao aprendizado,
0 subtipo MR esta presente principalmente em nésddo HPC, septo lateral, no CA,
“locus coeruleus”, PVN e CPFm, permitindo acemprias envolvendo cognicédo, emocao e
processamento inicial do estresse (DE KLOET, 199E KLOET,; JOELS; HOLSBOER,
2005; REUL; DE KLOET, 1986).

Figura 4 — Circuitos ativados em resposta ao e#res
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Ap6s a percepcao do estimulo estressor, dois paixisistemas sdo ativados: a via rapida, ocorrgedn
ativacdo do sistema nervoso autbnomo (em verda)yia lenta, pelo eixo hipotalamo — hipéfise — didlas
adrenais (eixo HPA, em azul). Inicialmente, a aieado complexo amidaloide (CA) estimula o hipat@ao
qual fard com que o sistema simpatico seja ativadse, por sua vez, promove ha regido medularléadiudas
adrenais, uma liberacéo de catecolaminas (norddramaadrenalina), e também uma liberacao de nematina
por meio do nucleo do trato solitario e “locus edens” nas regifes encefalicas. A segunda viaglistul) é
caracterizada pela atuacéo do eixo HPA. O inicisudaresposta ocorre pela secre¢cao do hormoniadibede
corticotrofina (CRH) a partir do ndcleo paraventtar do hipotdlamo (PVN) pelas células parvocekdalO
CRH liberado no sistema porta hipofisario chega aéneurdnios da adeno-hipéfise, onde age nasasélul
corticotrépicas fazendo com que essas liberem mdwio adrenocorticotréfico (ACTH) na corrente sanga.
Ap6s 0 ACTH chegar até o cortex das glandulas aikserste induz a producgéo e liberagcdo de corénugies
(CORT), que prepara 0 organismo para situacdesafuatravés de sua a¢do sobre estruturas cerebradis o
complexo amidaloide (CA), cortex pré-frontal (CPH)jpocampo (HPC) e PVN. As vias sofrem
retroalimentacdo negativa exercida pelos corticogtes, sendo esta exercida sobre o PVN, hip6fisHP€.
Adaptado de JOELS et al. (2006).
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Apds a corticosterona se ligar aos seus receptdtBspu GR, o complexo
formado “ligante-receptor” é translocado até o eddelular, o qual se ligara a elementos de
respostas a corticosteroides, responsaveis parsdv@acdes, como modulacdo da transcricdo
génica, codificacdo de proteinas para receptorBOG CHOQUET; CHAOULOFF, 2008)
ou proteinas do citoesqueleto (HARRELL et al., 230@éurofilamentos e cinases (DATSON
et al., 2008; MORSINK et al., 2006), estando, dassineira, 0s corticostedirdes ligados a
plasticidade sinaptica. Outras fun¢des regulatadsram observadas para os MR, como a
liberacdo vesicular e aumento da liberacdo de tramsimissores glutamato via proteina G,
além de inibicdo de canais de potassio (KARST.e2@05; OLIJSLAGERS et al., 2008).

Nos transtornos de ansiedade, a resposta paraessespode variar diante de
cada situacado e estimulo. Isso ocorre uma vez @aéfdrencas no grau de ativacdo dos eixos
HPA e simpato-adrenal, como também, pela genébidaistorico de vida, a intensidade e
frequéncia do estimulo, o contexto, o sexo, idahre outros (JOELS; BARAM, 2009;
PACAK; PALKOVITS, 2001). Fungdes, como cognicdo moedes, acabam por serem
influenciadas pelo estresse, uma vez que grupasw®nios responsaveis por serem ativados
em situacOes de provavel ameaca, bem como regdssvsis a hormonios relacionados ao
estresse estdo ativadas, promovendo alteragOes tathieap (MCEWEN, 2007,
MCNAUGHTON; CORR, 2004). O estressor psicologiceruéa inicialmente estruturas
ligadas a emocéo (CA e CPF), aprendizado e merfldR&) e tomada de decisdo (CPFm)
(PACAK; PALKOVITS, 2001).

Neste contexto, diversos trabalhos tém confirmadbvadade normal dos MR
em modular os processos atencionais e mnemonigados a situacbes aversivas (DE
QUERVAIN et al., 2000; JOELS et al., 2006). Assestudos demonstram que o bloqueio
ou a hiperatividade dos MR prejudica a aquisicAda eonsolidacdo da memoria e
consequentemente, da aprendizagem, em uma varidda@deefas, tanto em seres humanos
(RIMMELE et al., 2013; RIMMELE et al., 2010), guarem animais de laboratoério (OITZL;
DE KLOET, 1992; SANDI; ROSE, 1997; ZHOU, M. et,&010; ZHOU, M. et al., 2011).
Da mesma forma, trabalhos recentes tém demonsteadmarticipacdo do CPFm no
aprendizado emocional durante a primeira exposagdbCE (ALBRECHET-SOUZA et al.,
2008; STERN et al., 2010).

Entretanto, para o nosso conhecimento, nenhum cesitaekestigou se a
neurotransmissao que envolve os receptores MRgi@ord. do CPFm estaria envolvida no
estabelecimento do OTT. Desta forma, com base wa€reias de que o aprendizado

emocional de animais expostos a primeira sessddhoseria um fator preponderante para a
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mudanca na estratégia comportamental e na dimmugf abolicdo dos efeitos dos
benzodiazepinicos em animais reexpostos ao apaatm, como, nas evidéncias que
demonstram que o0s corticosteroides poderiam estamohédos na aquisicdo e/ou
consolidacdo de tal aprendizado, a investigacagajel dos MR € fundamental para o
entendimento das bases neurobiolégicas da tolerdmacis efeitos ansioliticos dos
benzodiazepinicos.

Assim, nossa hipotese € que os receptores MR iparticna formacdo da memoaria

ligada a primeira exposicéo ao LCE, a qual tefia@&mcia sobre o estabelecimento do OTT.



2.0BJETIVOS
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2.1. Objetivo Geral

Investigar o papel dos receptores mineralocortepi{@IR) presentes na regiao
infra-limbica (IL) do cortex pré-frontal medial (Em), na tolerancia (OTT) aos efeitos do
midazolam (MDZ) em camundongos submetidos ao potdode teste e reteste no labirinto
em cruz elevado (LCE).

2.2. Objetivos Especificos:

Caracterizar o efeito ansiolitico do MDZ e o fendmee OTT.
Avaliar o efeito do antagonismo de MR no CPFm @edL) sobre a fase de
aquisicado e consolidacdo da memoria, na toleréamsaefeitos do MDZ em camundongos

submetidos ao protocolo de teste e reteste no LCE.



3. MATERIAL E METODO
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3.1. Sujeitos

Foram utilizados camundongos machos da linhagego-slibino, com idade
entre 35 e 45 dias, pesando entre 30 a 35 gramagengentes do biotério central da
Universidade Federal de Sao Carlos — UFSCar. Gsidhuibs foram agrupados em gaiolas
coletivas (41x34x16cm, 10 por gaiola), mantidos eandi¢cdes controladas de temperatura
(23+1°C), luz (ciclo claro/escuro de 12/12 horagek acessas as 7:00 horas) e livre acesso a

agua e alimento, exceto durante as sessdes no LCE.

3.2. Etica

O trabalho possui numero 6634120315 CEUA-UFSCarexanl), regido
segundo as recomendac0Oes da diretriz brasileiragpanidado e a utilizagdo de animais para
fins cientificos e didaticos, elaborada pelo Cdms@&lacional de Controle de Experimentagéo
Animal — CONCEA.

3.3. Drogas

Para o tratamento intraperitoneal (i.p.):

- Midazolam (MDZ, agonista GABAbenzodiazepinico; Roche®, Brasil), na
dose de 2mg/kg (i.p.), diluido em salina estérip¥® NacCl), a qual foi utilizada como
controle (grupo salina);

Para o tratamento bilateral intra-CPFm:

- RU28318 (antagonista MR; Tocris Bioscience, EUA§s doses de 5 e
10ng/0,1L (intra-CPFm, regido IL), dissolvido em veiculotéed (2% etanol, diluido em
solucao fisiolégica 0,9% NaCl), o qual foi utilizadomo controle (grupo veiculo).

Todas as doses foram escolhidas de acordo comosspuévios (KIM et al.,
1998; MCEOWN; TREIT, 2011; NUNES-DE-SOUZA et &2000; TER HORST et al.,
2014).

3.4. Cirurgia e Microinjegéo

Os camundongos foram anestesiados com solucamuidrato de cetamina e

xilazina (100/10mg/kg, i.p.), € submetidos a trcota da regido da cabeca, e posteriormente,
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cirurgia estereotaxica (estereotaxico “Insight rinstents”, Brasil) para a implantacdo
bilateral intracraniana de cénulas-guia (25-gaugé mm; “Insight Equipaments”, Brasil)
direcionadas a regiao IL do CPFm, de acordo cocpasienadas em referéncia ao bregma
(CPFm-IL; AP: +1.6mm, ML: 0.3mm, DV: -2.5mm) de FRKLIN; PAXINOS (2007).

As pontas das canulas-guia foram deixadas a + 2onmaada estrutura alvo
para que a mesma nao fosse danificada. Para adidas mesmas, foram utilizados uma
protese de resina acrilica autopolimerizavel e amafpso de aco inoxidavel preso ao cranio.
Um mandril de aco inoxidavel (33-gauge; Fishtex®dH) foi colocado dentro das canulas-
guia para impedir possiveis obstru¢cbes e contad@inasendo removido durante o0s
procedimentos no periodo de teste.

Os animais receberam uma injecéo de anti-inflanmat@toprofeno (5mg/kg,
I.p.) e antibidtico ceftriaxona (4mg/kg, i.p.), paevitar infeccbes e auxiliar a recuperacéo
pos-cirdrgica (LU et al., 2004; STEPANOVIC-PETR@VEt al., 2014). O periodo po6s-
operatdrio durou entre 4 a 5 dias ap0s a esteliaotax

No dia do teste (Experimento 2) os animais recebenicroinjecdes bilaterais
5 minutos antes do teste ou 5 minutos apds o (Egferimento 3). As agulhas de injecbes
(33-gauge, 9mm de comprimento) foram inseridasrdedas canulas-guia, cada agulha
estava conectada, por meio de um tubo de poliet{lB&-10) a uma microsseringa Hamilton
(10uL). Uma bomba de infusdao (“Insight” BI2000, “Insiglequipaments”, Brasil) foi
programada para injetar @1 de solucdo durante um periodo de 60 segundoagualbas
permaneceram apoés a infuséo cerca de 90 segundosahpara evitar o refluxo da solucéo;
os animais foram contidos manualmente pelo expetsder com auxilio de uma flanela. O
movimento de uma pequena bolha de ar no tubo detifmio antes, durante e depois das

injecdes confirmaram o fluxo da solucdo (NUNES-DBLEA et al., 2000).

3.5. Labirinto em Cruz Elevado

O labirinto em cruz elevado (LCE), consiste de ymarato construido em
madeira, composto de quatro bracos dispostos wsutoos de forma ortogonal, sendo dois
fechados lateralmente com paredes de vidro (30x@®)L® dois abertos (30x5x0,25cm), e
elevado do solo a 38,5cm, semelhante ao utilizadolpSTER (1987).
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Figura 5 — Labirinto em cruz elevado (LCE) utilipagb estudo.

De producao do Laborat6rio de Psicologia da Apmzagim (LPA).

3.6. Anélise Comportamental

Os experimentos foram gravados por um sistema nereaconectada a um
computador posicionado em sala adjacente a satastle As avaliagbes comportamentais
foram feitas pela observacdo das gravacdes acomgasitio uso do “software X-Plo-Rat”
2005 (GARCIA; CARDENAS; MORATO, 2005). Os parametrocomportamentais
analisados foram: total de entrada nos bracos deshdrequéncia), % de entradas nos bragos
abertos e % de tempo gasto nos bracos abertos.€hafobam avaliados: total de mergulhar
(frequéncia; movimento exploratério com a cabecafos para fora dos bracos abertos),
porcentagem de mergulhos protegidos (protegidoatafgrma central + bragos fechados),
total de esticar (SAP) (frequéncitretched attend posturesesticar-se: postura exploratéria
na qual o corpo estende-se para frente, depoii-setra posi¢cdo original sem locomocéao
efetiva, resposta relacionada a avaliacdo de riparrentagem de SAP protegido, total de
levantamentos (frequéncia; movimento vertical @rds paredes) (CRUZ et al.,, 1994;
RODGERS; JOHNSON, 1995).

3.7.Histologia

Ao final dos Experimentos 2 e 3, os camundongosinforsubmetidos a
anestesia com solugéao de cloridrato de cetaminazana (100/10mg/kg, i.p.), € receberam
microinjecdes bilaterais com @[l de uma solu¢do contendo 1% de azul de Evanspoaf
o procedimento descrito para as microinjecdes.raas foram eutanasiados com o uso de

uma camara de CQOseus encéfalos removidos e mantidos em recigiemetendo solucao
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de formalina a 10% até serem seccionados em doast@mperatura de — 20°C (LEICA CM
1850, Leica Biosystems, Alemanha).

As seccOes coronais de 30 foram avaliadas em microscépio (Olympus
BX41, Olympus, Japao) e a visualizacdo da dispets@azul de Evans indicou os locais das
microinjecdes. Os animais cujas microinjecdes rtagieam a regiao IL do CPFm, foram
excluidos da andlise estatistica.

3.8. Delineamento Experimental
3.8.1 Procedimento Geral

Os animais foram levados até uma sala adjacentalaa d& teste, onde
permaneceram por um periodo de 30 min para amb&mni@o local. Passado esse periodo,
foram administrados o controle ou as drogas e 30apds as administracdes sistémicas ou 5
minutos apos as administracdes intra-CPFm, os cdomgios foram submetidos ao LCE por
5 minutos em cada sessdo (Experimento 1 e 2), exyumia o Experimento 3, onde a
administragao inicial de controle ou droga foidgibsterior a submissao dos animais ao LCE
na primeira sessao, além disso 0s outros procethséram iguais aos dos experimentos 1 e
2.

As sess0Oes consistiram de teste (dia 1) e rdthat@) 24 horas apds a primeira
exposicao ao LCE. Ao término de cada sesséo, ofbCEnpo com algoddo umedecido em
solucdo de alcool a 20% (v/v) e seco com papeh#aDs testes foram conduzidos sob
iluminacdo moderada (77 lux) durante a fase clareico de luz.

3.8.2. Experimento 1: Avaliacdo do desenvolvimentda tolerancia ao efeito ansiolitico

do midazolam em animais reexpostos LCE

No primeiro dia (teste) os animais receberam adinagao sistémica (i.p) de
salina ou MDZ nas doses de 2mg/kg, e apos 30 nantmeam levados até o LCE, onde o
teste foi iniciado colocando cada animal na plataéocentral com a cabeca voltada para um
dos bracos abertos. Apos 24 horas diferentes gnepgeberam tratamento (i.p.) com salina ou
MDZ nas doses de 2mg/kg, e 30 min depois forampesws ao LCE, como delineado

abaixo:

SALINAouMDZ  30mMin  ppgre 24h SALINA ou 30 min RETESTE
(i.p.) —* (LCE) —»> MDZ (i.p.) — (LCE)
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Assim, foram formados 4 grupos experimentais:na&éalina, salina/MDZ
(2mg/kg), MDZ (2mg/kg)/salina, MDZ (2mg/kg)/MDZ (2ykg).

3.8.3. Experimento 2: Efeitos do RU28318 microinjado na regido IL do CPFm, na fase
de aquisicdo da memoria, sobre a tolerdncia aos #fs do MDZ (OTT), em
camundongos expostos e reexpostos ao LCE

No primeiro dia (teste), 5 minutos antes da exgdmsiao LCE, diferentes
grupos foram tratados com veiculo ou RU28318 nasgide 5 e 10ng/Qll intra-CPFm, o
inicio do teste no LCE seguiu 0s mesmos procedimseqgtie no experimento 1. Apos 24
horas (reteste), metade dos animais de cada gaipwatado sistemicamente (i.p.) com
veiculo ou MDZ 2mg/kg e 30 minutos depois, o megnagpos foram reexposto a LCE

conforme procedimento delineado abaixo:

VEICULO (CPFm) 5 min 24h ] 30 min RETESTE
ou — » TESTE (LCE) —» VE'CU'EiOpC;U MDZ LCE)

RU28318 (CPFm)

Assim, foram formados 6 grupos experimentais:weieeiculo, veiculo/MDZ
(2mg/kg), RU28318 (5ng/0yl)/veiculo, RU28318 (5ng/0yl)/MDZ (2mg/kg), RU28318
(10ng/0,1iL)/veiculo, RU28318 (10ng/0uL)/MDZ (2mg/kg).

3.8.4. Experimento 3: Efeitos do RU28318 microinjado na regido IL do CPFm, na fase
de consolidagdo da memoria, sobre tolerancia aosedbs do MDZ (OTT), em

camundongos expostos e reexpostos ao LCE

No primeiro dia (teste), os animais foram exposdosteste no LCE, e 5
minutos apos diferentes grupos foram administradas veiculo ou RU28318 nas doses de 5
e 10ng/0,iL intra-mPFC, o inicio do teste e o reteste seguicd mesmos procedimentos

gue no experimento 2, procedimento delineado abaixo

5 min VEICULO (CPFm)  24h ) 30 min
TESTE(LCE) — ou VEICULO ou MDZ RETESTE

RU28318 (CPFm) (i.p.) (LCE)
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Assim, foram formados 6 grupos experimentais:ueieeiculo, veiculo/MDZ
(2mg/kg), RU28318 (5ng/0yl)/veiculo, RU28318 (5ng/0yl)/MDZ (2mg/kg), RU28318
(10ng/0,LiL)/veiculo, RU28318 (10ng/0yl)/MDZ (2mg/kg).

3.9.Andlise Estatistica

Todos os dados foram inicialmente verificadosntpaa homogeneidade de
variancia (teste de Levene). Quando necessariajades foram transformados em log
(Experimentos 2: % de tempo nos bracos abertosf afé serem submetidos a anélises de
variancia para medidas repetidas (two-way ANOVAydé&rimento 1 (fator 1: teste — salina
ou MDZ (2mg/kg), fator 2: reteste — salina ou MI¥n@/kg)); Experimento 2 e 3 (fator 1:
teste — veiculo ou RU28318 nas doses de (5 ou @Qdny), reteste — veiculo ou MDZ
(2mg/kg)]. Quando indicado por valores de P sigatfivos, o teste de compara¢cdes multiplas
de Duncan foi utilizado. Foi considerado um valaep0,05 ou menor como significativo.



4. RESULTADOS
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Foram utilizados 48 animais no Experimento 1. A liaeahistolégica
confirmou que um total de 60 camundongos recebeesmlacéo na regido IL do CPFm no
Experimento 2 e 58 no Experimento 3 (Figura 5).

Os animais foram distribuidos nos seguintes gr{ieste/reteste):

Experimento 1: salina/salina = 12; salina/MDZ (2kgy/ = 12; MDZ
(2mg/kg)/salina = 12; MDZ (2mg/kg)/MDZ (2mg/Kg) 21

Figura 6 — Representacgédo dos sitios de microinjeoamrtex pré-frontal medial (CPFm)
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(A) Representagdo esquematica dos locais de miosdia dentro (circulos cheios) ou fora (circuloga) do
CPFm As sec¢0fes estdo entre + 1,54 e + 1,94 mm do laredgnacordo com o atlas de FRANKLIN; PAXINOS
(2007). (B) Fotomicrografia de uma seccao coromealigh sujeito representativo mostrando um locahggzéo
dentro do CPFm regido infra-limbica. Devido a spbsicao, o numero de pontos representados é mergued

0 numero real de camundongos. De producédo do praptor.
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Experimento 2: veiculo/veiculo = 11; veiculo/MDZr(g/kg) = 10; RU28318
(5ng)/veiculo = 10; RU28318 (5ng)/MDZ (2mg/kg) = 4d grupo; RU28318 (10ng)/veiculo
= 10; RU28318 (10ng)/MDZ (2mg/kg) = 8.

Experimento 3: veiculo/veiculo = 10; veiculo/MDAn(@/kg) = 11; RU28318
(5ng)/veiculo = 10; RU28318 (5ng)/MDZ (2mg/kg) =;1@RU28318 (10ng)/veiculo = 8;
RU28318 (10ng)/MDZ (2mg/kg) = 9.

4.1 Experimento 1. Avaliacdo do desenvolvimento déolerancia (OTT) ao efeito

ansiolitico do MDZ em camundongos submetidos ao pimcolo de teste e reteste no LCE

Os efeitos observados apos a administragédo deasalirMDZ (2mg/kg, i.p.)
sobre o comportamento de camundongos submetidpsotarolo teste e reteste no LCE séao
apresentados na (Figura 7 e Tabela 1).

A ANOVA para medidas repetidas seguida pelo test®dncan demonstrou
que o MDZ no periodo do teste aumentou a porcemtalgeentradas nos bracos abertas{F
= 28,87; p<0,05) e porcentagem de tempo nos bralgegos (F44 = 31,83; p<0,05), sem
alterar as entradas nos bracos fechadpg 60,07; p>0,05), medida relacionada a atividade
locomotora (Fig. 2). AANOVA seguida pelo teste de Duncan também revele @qMDZ
diminuiu o total de SAP (4= 4,94; p<0,05), a porcentagem de SAP protegidg,(F5,83;
p<0,05), porcentagem de mergulhos protegideg(F 20,71; p<0,05) e aumentou o total de
mergulhos (f41 = 26,88, p<0,05). Nado foram observados efeitosifsigtivos para a
frequéncia de levantamentos ¢= 0,93; p>0,05) (Tabela 1).

As injecoes de MDZ no reteste produziram aumentopdientagem de
entradas nos bracos abertos; 4= 5,78, p<0,05), sem mudancas significativas na
porcentagem de tempo nos bracos abertos €1,01; p>0,05), total de SAP (k7 = 3,83;
p<0,05), porcentagem de SAP protegide¢= 0,49, p>0,05), total de mergulhos, (F=
0,31; p>0,05), porcentagem de mergulhos proteg{flos = 0,59; p>0,05), frequéncia de
levantamentos (fa4= 0,08; p>0,05)].

N&o houve interacdes significativas entre as adwtnagdes de MDZ no teste
comparado ao reteste, em nenhum dos comportamardesvados [porcentagem de entradas
nos bracos abertos(lz = 0,06; p>0,05), porcentagem de tempo nos bragedas (44 =
0,67; p>0,05), entradas nos bracos fechadpg, 670,31; p>0,05), total de SAPy(lz = 2,03;
p>0,05), porcentual de SAP protegidq, (= 0,00; p>0,05), total de mergulhos (= 1,96;
p>0,05 ), porcentagem de mergulhos protegidasis(E 0,00; p>0,05) e frequéncia de
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levantamentos (@4 = 0,80; p>0,05)], embora o teste de Duncan terdraodstradouma
diminuicdo no reteste do total de mergulhos e atmn@a porcentagem de mergulhos

protegidos em relac&o ao respectivo grupo no pesteo tratamento com salina.

Figura 7 —Efeitos das injecdes combinadas médazolam (MDZ 2mg/kg, i.p.)nho periodo de teste e de
midazolam (MDZ, 2mg/kg) no reteste (24h apds), amundongos submetidos ao protocolo de teste ggetes
no labirinto em cruz elevado (LCE).
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As barras representam as médias e o erro padra@dia (n = 12)(A) % de entradas nos bracos abertos;
(B) % de tempo nos bracos abertos; (C) entradadragos fechados;. # p<0,05 em comparacdo com seu
respectivo grupo no teste. * p<0,05 em comparagéoseu respectivo grupo salina. Ver Tabela 1 padas!
complementares.
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Tabela 1 — Efeitos das injec6es combinadasnid#azolam (MDZ 2mg/kg, i.p.pho periodo de teste e de midazolam (MDZ, 2mg/Kg)reteste (24h apds), em
camundongos submetidos ao protocolo de teste gterate labirinto em cruz elevado (LCE).

Comportamentos
0,
Total de SAP % de SAP Protegido Total de Mergulhos % de Mergulhos LevantaAme_ntos
Protegidos (frequéncia)
Tratamento Teste Reteste Teste Reteste Teste Reteste Teste eftet Teste Reteste
Salina/Salina 153+15 104+1.2# 89.7+83 0991.0# 16.6+2.8 6.3+ 1.2# 90.7+£4.8 80.3%9. 14019 14828
Salina/MDz2 15.8+1.6 8.0x0.7# 92.7+2.6 94.3.2 15.8+2.2 143+£1.8* 85.3+6.6 746+£4.7 13624 17217

MDZ 2/Salina 9.5+ 1.7* 138+14* 320+x109*79+13 27.7+24* 159x3.0*# 320+x10.9* @8#3.9# 16.7+23 18315

MDZ 2/MDZ2 6.9+1.0* 89%1.0 39.4+49* 88223 27.0x1.2* 16.6x24*%# 39.4x49* 70.148. 168+19 143+16

Os dados representam a média e + erro padréo da (néel 12). * p<0,05 em relagdo ao respectivo grsgiina. # p<0,05 em comparacao ao respectivagrageste.
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4.2 Experimento 2: Efeitos do RU28318 microinjetadoa regido IL do CPFm, na fase de
aquisicdo da memoria, sobre a tolerancia aos efet@lo MDZ (OTT), em camundongos

expostos e reexpostos ao LCE

A Figura 8 e a Tabela 2 mostram os efeitos dasdegeptra-CPFm na regiao
IL de veiculo ou RU28318 nas doses de 5 ou 10ng/Gghtes do teste, e de veiculo ou MDZ
na dose de 2mg/kg, i.p. antes do reteste em camgnd submetidos ao protocolo de teste e
reteste no LCE.

A ANOVA seguida pelo teste de Duncan néo indicdardncas no teste para
nenhum dos comportamentos analisados [porcentageamtthdas nos bracos abertoss{E
0,48; p>0,05), porcentagem de tempo nos bracososb@t s, = 2,77, p>0,05), entradas nos
bragos fechados (ks = 0,78; p>0,05) medida relacionada a atividaderumtora, total de
SAP (R4 = 1,63; p>0,05), porcentagem de SAP protegidg(E 0,49; p>0,05), total de
mergulhos (Ess = 1,80; p>0,05), porcentagem de mergulhos protegith s4 = 1,28;
p>0,05), e frequéncia de levantamentoss(E 0,03; p>0,05)]. A ANOVA seguida pelo teste
de Duncan demonstrou que o tratamento com RU288®se de 10ng/QulL antes do teste
e MDZ anterior ao reteste aumentou a porcentageenttadas nos bracos abertogs(=
26,26; p<0,05), a porcentagem de tempo nos brdgsos (k54 = 28,36; p<0,05) e o total
de mergulhos (4 = 6,09; p<0,05). Houve diminuic&da porcentagem de SAP protegido
(F154= 21,75; p<0,05) e daorcentagem de mergulhos protegidoss(E 7,00; p<0,05)sem
alterartotal de SAP (Fs4= 1,19; p>0,05), frequéncia de levantamentas4{E 0,17; p>0,05)

e entrada nos bracos fechadoss¢= 1,83; p>0,05)].

Foi observado interagdo entre os tratamentos testteste, onde a injecao
sistémica de MDZ no reteste aumentou a porcentatgeiempo nos bracos abertos /=
5,04; p<0,05) em animais que foram tratados arddeste com RU28318 tanto nas doses de
5 como 10ng/04dL, e ndo foi observado interacdo no que se refefpoecentagem de
entradas nos bracos aber{bss,= 2,12; p>0,05), a0 numero detradas nos bracos fechados
(F2.54= 2,01; p>0,05), ao total de SAP; (= 0,65; p>0,05), porcentagem de SAP protegido
(F254 = 2,00; p>0,05), no total de mergulh@&s4 = 1,61; p>0,05), ngorcentagem de
mergulhos protegidos £k, = 1,42; p>0,05), e no total de levantamen{Bss, = 1,51;
p>0,05)].

Embora nédo tenha havido interacéo significativaeeotteste e o reteste para a
porcentagem de SAP protegido, o teste de Duncarmormgmu uma diminuicdo desse

comportamento para os grupos tratados com MDZ & de2mg/kg, i.p.no reteste em
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relacdo ao seu respectivo grupo no periodo do, tggeeforam tratados com RU28318 nas
doses de 5 e 10 ng/@l) (Tabela 2).

Figura 8 — Efeitos das injecdes combinadas de RUR28&3 e 10ng/0L, intra-CPFm na regido infra-limbica
no periodo de teste (fase de aquisicdo da mem&ri#® midazolam (MDZ, 2mg/kg) intraperitoneal (i.pg

reteste (24h apds), em camundongos submetidoscéocplo de teste e reteste no labirinto em cruzaele

(LCE).

A B
" 60 - i v 60 -
3 # ox #
© * S *
0 (72}
88 il e )
0 o L 29 7
o E®
© L |
= 20 @ 20 -
S S i %
0. ol | 0. Diﬂ iDi A0
Teste Reteste Teste Reteste
C , ]
[l Veiculo/Veiculo
20 -
l [ Veiculo/MDZ 2mg/kg
15 - s T
] B RU28318 5ng/0,1ul/Veiculo

RU28318 5ng/0,1pL./MDZ 2mg/kg

(631
1

[1 RU28318 10ng/0,1uL/Veiculo

Entradas nos bracos
fechados
=
o

R

RU28318 10ng/0,1uL/MDZ 2mg/kg

Teste Reteste
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respectivo grupo teste. * p<0,05 em comparacaoeaorsspectivo grupo veiculo. Ver Tabela 2 para slado
complementares.



43

Tabela 2 —Efeitos das inje¢cdes combinadas de RU28318 (5 g/QdnL) infundido na regido infra-limbica (IL) do cortgxé-frontal medial (CPFm) no periodo de teste
sobre a fase de aquisicdo da memodria, e de midazZdDZ, 2mg/kg) injetado intraperitonealmente (i.po reteste, em camundongos submetidos ao tegteste no

labirinto em cruz elevado (LCE).

Comportamentos

% de Mergulhos

Levantamentos

Total de SAP % de SAP Protegido Total de Mergulhos Protegidos (frequéncia)

Tratamento Teste Reteste Teste Reteste Teste Reteste Teste estet Teste Reteste
Veiculo/Veiculo 155+2,0 142+27 841+4PB84=+1]1 132+21 98+18 60056 774k 184+35 15829
Veiculo/MDZ2 142+24 104+25 884+32 8376 139+25 96+19 678%59 674%7 134+22 112+28
RU 5/ Veiculo 175+1,4 14,7+1,7 92,7+3,1 /9618 154+27 80+10 675+6,7 91,3%#4 147+25 120+18
RU 5/MDZ 2 205+26 132+22# 91,1+28 ©6487*# 18,0+29 193+34* 090,2+3,6* 435%#4# 186132 150+%33
RU 10/Veiculo  16,7+2,2 13,7+24 91,2+29 ,4952,0 134+26 89+17 730x43 740%9 134%23 16,724
RU 10/MDZ 2 143+34 95+14 909+48 649+86*# 153+26 1¥99* 804+46* 414+72# 166+24 11,04

Os dados representam a média + erro padrao da (médi&-11). * P <0,05 em relagdo ao respectivpgreeiculo. # P <0,05 em comparagdo ao respectiymogno teste.
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4.3 Experimento 3: Efeitos do RU28318 microinjetadoa regido IL do CPFm, na fase de
consolidagdo da memoria, sobre tolerancia aos efetdo MDZ (OTT), em camundongos

expostos e reexpostos ao LCE

A Figura 9 e a Tabela 3 mostram os efeitos da ajegtra-CPFm de veiculo
ou RU28318 nas doses de 5 ou 10ngd0Jbgo apds o teste e veiculo ou MDZ nas doses de
2mg/kg, i.p. antes do reteste em camundongos sidoseetio protocolo de teste e reteste no
LCE.

A ANOVA seguida pelo teste de Duncan néo indicdardncas no teste para
nenhum dos comportamentos analisados [porcentageatthdas nos bracos abertoss{E
0,17; p>0,05), porcentagem de tempo nos bracososb@s s, = 1,03; p>0,05), entradas nos
bragos fechados £k, = 0,45; p>0,05) medida relacionada a atividade rfamtora, total de
SAP (ks = 1,51; p>0,05), porcentagem de SAP protegidgAE 0,77; p>0,05), total de
mergulhos (ks = 2,04; p>0,05), porcentagem de mergulhos protegitk s, = 0,95;
p>0,05)] exceto para o total de levantamentggs¥ 5,04; p<0,05)], no qual o RU28318 nas
doses de 5 e 10ng/@[l diminuiram esse comportamento.

A ANOVA seguida pelo teste de Duncan demonstrou guejecéo intra-
CPFm de RU28318 nas doses de 5 e 10ngd/ddgo apos o teste, e posteriormente, de MDZ
antes do reteste aumentou as entradas nos brateslds (Fs, = 9,01; p<0,05), ndo sendo
observadas diferencas para os outros comportamantdsados [porcentagem de entradas
nos bracos abertos(§ = 0,49; p>0,05), porcentagem de tempo nos bragedas (s, =
0,48; p>0,05), total de SAP {k = 3,64; p>0,05), porcentagem de SAP protegidgAE
0,52; p>0,05), total de mergulhosi¢ = 1,87; p>0,05), porcentagem de mergulhos
protegidos (k52 = 0,45; p>0,05) e total de levantamentoss§E 0,91; p>0,05)].

Foi observado interacdo entre o periodo de teseteste, em que o MDZ
sistémico no reteste aumentou o total de mergulRgs = 4,01; p<0,05) em animais que
previamente foram administrados intra-CPFm com R3188nas doses de 5 e 10 ngil,1
logo apods o teste. Nao foi observado interacao @ademais comportamentos [porcentagem
de entradas nos bracos abertoss{= 0,92; p>0,05), porcentagem de teOmpo nos bracos
abertos (k52 = 0,56; p>0,05), entradas nos bragos fechadgps & 3,02; p>0,05), total de
SAP (Rs2 = 0,51; p>0,05), porcentagem de SAP protegidesi <= 1,15; p>0,05),
porcentagem de mergulhos protegidoss¢F= 0,27; p>0,05), total de levantamentos st=
0,26; p>0,05)].
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Figura 9 —Efeitos das injecbes combinadas de RU28318 (5 g/@dnL, intra-CPFm na regido infra-limbica)
no periodo apés 5 minutos do teste (fase de cdoiagdlo da memoria) e de midazolam (MDZ, 2mg/kg)
intraperitoneal (i.p.) no reteste (24h apo6s), emwadongos submetidos ao teste e reteste no labemtcruz
elevado (LCE).
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As barras representam as médias e o erro padrdédia (9-11) e as setas verticais indicam o tratémego
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nos bracos fechados. # p<0,05 em comparacado coneggectivo grupo teste. * p<0,05 em comparacaseao
respectivo grupo veiculo. Ver Tabela 2 para dadagptementares.
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Tabela 3 — Efeitos das inje¢cdes combinadas de RI®8& e 10ng/04L) infundido na regido infra-limbica (IL) do coérteré-frontal medial (CPFm), no periodo de 5
minutos apos o teste, sobre a fase de consolidi;aemoria, e de midazolam (MDZ, 2mg/kg) injetautoajperitonealmente (i.p.) no reteste, em camuna®sgbmetidos
ao teste e reteste no labirinto em cruz elevad&jLC

Comportamentos
0,
Total de SAP % de SAP Protegido  Total de Mergulhos % de Mergulhos LevantaAme.ntos
Protegidos (frequéncia)
Tratamento Teste  Reteste  Teste  Reteste  Teste  Reteste  Teste  eRet  Teste  Reteste

Veiculo/Veiculo 10.7+14 73+x10# 895%+26 ,3894 149+10 10,1+1.7# 851+4,6 83,15 73+24 9319
VeiculooMDz2 96+1,1 4,0+08*# 88.0+38 82240,1 168+1,8 7,2+ 1,4# 86,4+2,6 829+7491+17 3,7+0,7*#
RU 5/ Veiculo 9,0+12 55+0,9* 842+6,9 9486 152+1.8 9,9+ 1.0# 82,6+29 81,055 6#411 7,2%+14
RU 5/MDZ 2 86+0,7 36x06* 946+33 90,080 106+12* 41+172* 875+40 620+x17*78+18 3,5+0,9*
RU 10/Veiculo 10,2+0,5 58+1,0# 934+31 @H27 11,0+1,6 8,7+2,3 84,1+50 74,1+1253,1+09 4,7+19

RU10/MDZz2 11,311 3,7x10* 77,7+x99 88811 173x08# 55+1.9* 73,5+9,4 80,2+86 3,716 2,7+0,7*

Os dados representam a média + erro padréo da (médif-11). * p<0,05 em relacédo ao respectivo grugiculo. # p<0,05 em comparagdo ao respectivoogno teste.



5. DISCUSSAO
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Este estudo demonstrou que a injecao sistémica D& Nb teste produziu
efeito ansiolitico, caracterizado pelo aumentexj@oracdo nos bragos abertos e redugéo dos
comportamentos de avaliacdo de risco, sem afettividade locomotora. No entanto, o efeito
ansiolitico foi diminuido nos camundongos submetido reteste, confirmando a OTT. Os
resultados também mostraram que a inje¢cdo de RI3288 regido IL do CPFm na fase de
aquisicdo (5 minutos antes do teste no LCE), mas m& consolidacdo da memodria
restabeleceu o efeito ansiolitico do MDZ admindkrao reteste.

Os dados obtidos no Experimento 1, reforcam estupes demonstram a
alteracéo do conflito esquiva/aproximagéo geradio [d®Z, o qual reduz a esquiva, de modo
que o aumento seletivo na exploragdo do ambiergetcalé uma indicacdo do efeito tipo
ansiolitico (CRUZ et al., 1994). Além disso, o amtoede entradas nos bracos abertos e
diminuicdo da porcentagem de SAP protegido apoésimingstracdo sistémica de MDZ,
corroboram achados anteriores que demonstraramdumauicdo da avaliacdo de risco e o
aumento da atividade exploratoria apos a admigétrasistémica de agonistas BDZ
(BERTOGLIO; CAROBREZ, 2000; CRUZ-MORALES; SANTOBRANDAO, 2002).

Os resultados reforcam a sensibilidade do LCE regam de farmacos
ansioliticos em animais ingénuos (DALVI; RODGERS996; RODGERS; LEE;
SHEPHERD, 1992), bem como, a observacéo da atemamsiefeitos ansioliticos dos BDZ
em animais ao LCE em protocolo de teste e ret&dERTOGLIO; CAROBREZ, 2004;
FILE et al.,, 1990; GAZARINI et al., 2011). Estudtésn demonstrado o envolvimento de
farmacos agonistas GABAérgicos na OTT, os quais,npeio da transmissao via receptor
GABA/benzodiazepinico estariam envolvidos com ¢éaléimeno. Por exemplo, a injecao de
MDZ (3 e 30 nmol) na matéria cinzenta periaquedupabduz efeito ansiolitico em
camundongos avaliados no LCE, sendo esse efeitmalolurante o reteste, caracterizando o
fendbmeno de OTT (DOS REIS; CANTO-DE-SOUZA, 2008nn€iderando que estruturas
como o CPFm e matéria cinzenta periaguedutal estéolvidas em respostas emocionais e
aprendizagem aversiva, € possivel que alteracfesmie2mdnios que possuem receptores
GABAEérgicos apos a primeira experiéncia no LCE,tcbnam para a OTT. No entanto, as
injecdes intra-complexo amidaloide de MDZ, atenmmcacomportamento de ansiedade em
camundongos expostos ao teste e reteste no LCErirstg que os receptores GABA-BDZ
dessa estrutura ndo modulam o fendmeno de OTT (BARB et al., 2009)

Diversos estudos mostram as caracteristicas aserdtv LCE, como inducgéo a
analgesia e aumento da condutancia da pele (LEBGERS, 1990; SUER et al., 1998),
bem como um aumento da liberagdo de hormonioscostéroides (FILE et al., 1994;
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RODGERS et al., 1999). Esses hormdnios por sugpaeecem desempenhar um papel chave
nas mudangas comportamentais em futuras reexpesa@deCE (ALBRECHET-SOUZA et
al., 2007; GAZARINI et al., 2011), onde evidénciagontam para a interferéncia de
processos mnemonicos na OTT (CALZAVARA et al., 2088 ERN et al., 2008).

Resultados do nosso grupo ndo publicados indicaracgadministracdo antes
do teste, mas ndo apds, de espironolactona (amtmdiR) sistémica (i.p.) reverteu a
tolerancia aos efeitos ansioliticos do MDZ no LGHgerindo um papel para os MR na
aquisicdo da resposta emocional aversiva ao LCECHATE; SOUZA; CANTO-DE-
SOUZA, 2014). Outro resultado importante sobrecdea dos MR é que esses receptores sdo
um dos pré-requisitos para a manutencdo do fluxinfdemac&o durante o estresse (DE
KLOET et al., 1998). Levando em consideracdo esltados descritos acima, nosso estudo
demonstrou que houve ou ocorreu interacdo entratamento com RU28318 na sesséo de
teste com o tratamento com MDZ na a sesséo ddaefesinjecOfes de RU28318 antes do
teste na regido IL do CPFm restabeleceu o efegmkdiico do MDZ administrado antes do
reteste. Este efeito foi caracterizado pelo aumeéatporcentagem de tempo gasto nos bracos
abertos. Também foi observado que RU28318 infundpiis o periodo de teste ndo alterou o
fendbmeno de OTT para o MDZ.

Alguns aspectos relacionados as vias neurais engéds desempenhadas por
memoria, sdo compartilhados (GRAY; MCNAUGHTON, 200QEDOUX, 2000). Desta
forma, situacdes aversivas podem influenciar asagfio e consolidacdo das memodrias, e
alguns estados de ansiedade estdo associados r@izpgem aversiva gerada por uma
situacao estressante (JOELS et al., 2006). Essasmas emocionais permitem tanto a
antecipacdo como a expectativa de eventos, peduoitan expressdo de comportamentos
apropriados diante de uma situacao similar no du{@UDAI, 2009; MCNAUGHTON;
CORR, 2004). As evidéncias indicam que a formagiorda memaoria no periodo de teste no
LCE estaria associada com as alteragbes obsergadfgura reexposicao ao aparato (DAL-
COL et al., 2003; RODGERS et al.,, 1996; STERNMilet 2008). Estas observacdes sdo
apoiadas por estudos nos quais a administracaaradedos que facilitam a aprendizagem,
tais como anfetaminas ou pentilenotetrazol, prapoou efeitos aumentados de OTT
(VARGAS; DA CUNHA; ANDREATINI, 2006). No entanto,afmacos que produzem
amnésia, como o clordiazepdéxido e a escopolamina,ainda que interfiram com a
transmissdo sinaptica, bloqueando-a, como a lidacgiodem prejudicar o aprendizado
impedindo o aparecimento do fenémeno (BERTOGLIOROBREZ, 2004; FILE et al.,
1990).
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Os hormoénios do estresse possuem fungdes perffamao mobilizacdo das
reservas de energia, aumento transitorio da cag@eignunoldgica e inibicdo de processos
como reproducdo e crescimento (GOMEZ-SANCHEZ; GOMEMNCHEZ, 2014,
RODRIGUES; LEDOUX; SAPOLSKY, 2009; ULRICH-LAI; HERAN, 2009) e centrais
(DE KLOET et al.,, 1998), sendo liberados antes de wsituagcao estressante, agem no
processo de aprendizagem facilitando a aquisic@nsolidacdo de memorias aversivas
(JOELS et al.,, 2006). ALBRECHET-SOUZA et al. (2008pservaram um aumento no
comportamento de avaliagdo de riscos em camundexgastos e reexposicado ao LCE, além
de um aumento nos niveis de corticosterona em awgdosomentos, 0 que demonstra uma
relacdo entre o aumento dos niveis deste hormémiexpressao de certos comportamentos.

Os corticosteroides possuem multiplos efeitos, ltanfes diversas vezes em
relacdo a sua atuacdo na memoria (LUPIEN; MCEWEI97L A capacidade mnemonica
parece sofrer influéncia da acdo ordenada dessesohms, de maneira a prejudicar ou
facilitar a aquisicdo, consolidacdo ou recuperagdomemorias considerando seu padréo
temporal, a relacdo entre a saturacdo dos seugtoeee e também as estruturas cerebrais
onde esses hormonios estariam agindo (DE KLOET. eR@05; DE KLOET et al., 1998;
JOELS et al., 2006). Além disso, os corticostersigarecem nao influenciar a recuperagéo
de memodrias na fase de evocacdo em situacbes quepasBuam carater emocional,
salientando a importadncia do estresse no gerenctamelas memorias aversivas
(KUHLMANN; WOLF, 2006).

Inicialmente, todas as areas do cérebro sdo expestasse hormoénio; no
entanto, seus receptores estdo localizados emereggpecificas. Os GR estdo presentes em
guase todas as regides do encéfalo, enquanto osskdB mais localizados em neurénios do
HPC, septo lateral, CA, “locus coeruleus”, PVN eF8P(DE KLOET et al., 2005; DE
KLOET et al., 1998). Os receptores MR estao refamios a formacdo de memoarias, sendo
observado o papel destes receptores em aspectaprelodizado espacial e emocional. A
ativacdo ou bloqueio dessas regides sao capazemidi#r o comportamento relacionado a
atividade exploratéria e avaliacao de risco, bemapara entradas e tempo gastos nos bracos
abertos no LCE (BARBALHO et al., 2009; BERTOGLIOat, 2005; FILE; GONZALEZ,
1996).

O comportamento de avaliacdo de risco expressaadméi@ complexo que se
relaciona com a tomada de deciséo em lidar commdetado evento, e tem sido associado a
ansiedade (CRUZ et al.,, 1994; SHEPHERD et al.,4L9€m nossos resultados, o

antagonismo dos receptores MR do CPFm, produziteatoma porcentagem de mergulhos
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protegidos em animais expostos ao LCE e ausén@éeides para total de SAP, porcentagem
de SAP protegido, total de mergulhos e levantanseiflcequéncia). Neste contexto, a
avaliacdo da acdo desses hormoénios em ratos com wmeca exposicdo ao LCE,

demonstraram que a administracdo de metirapone, (Um bloqueador de sintese de
corticosterona, aumentou total de SAP, mas naoalt® SAP protegido, total de mergulhos,
mergulhos protegidos e total de levantamentos, gumento dos niveis plasmaticos de
corticosterona induziu um aumentou no total de 8AFAP protegido (MIKICS et al., 2005).

HLAVACOVA; JEZOVA (2008) observaram que ratos tdka cronicamente com

aldosterona, um ligando enddgeno de MR, aumentaignificativamente o total de SAP e

SAP protegido e diminuiram o total de mergulhoss mao foi capaz de alterar o total de
levantamentos.

E visto que o estresse agudo pode elevar os rieelsormonios esterdides
dentre eles o0s corticosteroides e o0s neuroestsrO@@ARBACCIA; ROSCETTI,
BOLACCHI; et al.,, 1996; BARBACCIA; ROSCETTI; TRABOCHI; et al., 1996;
MAJEWSKA; BISSERBE; ESKAY, 1985), outros estudogyeem que apO0s 0 estresse
ocorrem alteracbes na expressdo de receptores GAEKILBECK; JOHNSTON;
HINTON, 2010). Os esterdides neuroativos podemlaegsses receptores (BELELLI et al.,
2009; GUNN et al.,, 2011; MAGUIRE; MODY, 2009) eiando a expressdo de suas
subunidades (FOLLESA et al.,, 2004; SHEN et al03)0além da expressdo da enzima
glutamato descarboxilase (GAD) essencial para ¢esindo neurotransmissor GABA
(HAPPOLA et al., 1987), mesmo em periodos de mxpsi¢cado ao estresse, uma vez que, 0S
esteréides neuroativos ficam retidos na célula &mco uma reserva capaz de modular o
sistema GABAérgico apds um longo tempo a partirsda exposicdo inicial (BELELLI,
HERD, 2003). Essa modulacdo de receptores GABAgsgioderia ocorrer ao longo do
periodo de 24 horas entre o teste e o retesterimgnto para o fenébmeno de OTT. O
antagonismo de MR na regido IL do CPFm parecefartena fase de aquisicdo da memoria,
mas néo na consolidacdo. Sugerindo que o bloqsised receptores na regiao do IL pode
impedir a aquisicdo, mas nao a consolidacdo, apdgda informacdo durante o teste no
LCE. Os mecanismos envolvidos nas alteracdes deptares GABA no estresse ainda néao
estdo totalmente claros, mas as mudancas geralles esses receptores apos 0 estresse
podem variar, destacando principalmente o testézado e o laboratério onde o0s
experimentos ocorreram (MODY; MAGUIRE, 2011).

Estando envolvido em fungcdes como memoria, apraddize tomada de
decisdo (GHASHGHAEI et al., 2007; MILAD; QUIRK, @R), o CPFm desempenha papel
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essencial na modulagcdo da resposta neuroendéariaati@sse (JONES et al., 2011). E tem
sido associado a funcdes na ansiedade (WALL; FLINMNESSIER, 2001; WALL;
MESSIER, 2000b)Um breve periodo de estresse é capaz de afetaisticplade sinaptica
dos neurbnios nesta regido. Coletivamente, esshades demonstram as alteracdes
morfoldgicas e fisioldgicas dos neurbnios do CPIRmresposta ao estresse (CERQUEIRA et
al., 2007; DUPIN et al., 2006; ROCHER et al., 20Alguns estudos demonstraram que
lesbes eletroliticas da regido IL diminuem o cortgpuoento de ansiedade no LCE
(LACROIX et al., 2000; SHAH; TREIT, 2003). Bl etl. a(2013) observaram que a
administragdo de bicuculina, um inibidor seletive tbceptores GABA na regido IL,
promoveu comportamentos de tipo ansiogénico, enquame a inativagcdo de receptores
glutamatérgicos, como &acida-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionico (AM®
diminuiu a ansiedade, mas a inativacao dos reapitdimetil-D-aspartato (NMDA) néo teve
efeito. VIDAL-GONZALEZ et al. (2006) mostraram qaeestimulacdo de PrL causou maior
medo contextual e diminuigdo da extingdo da menasggisiva, enquanto a estimulacdo de IL
promoveu efeitos antagbnicos. Como ja dito, além madulacdo em estados
comportamentais, o CPFm desempenha um papel importea resposta neuroendodcrina
induzida pelo estresse emocional, onde a regiaglrr&ce estar responsavel por bloquear a
ativacédo do eixo HPA, enquanto a regido IL deseimpem papel de ativacdo. Estes dados
corroboram a hipétese de que IL € uma regido gueipa na modulacdo da ansiedade em
roedores (LACROIX et al.,, 2000; WALL; MESSIER, 2202000b). WALL; MESSIER
(2000b) e sugerem que esta regiao seria uma are&reloro capaz de processar a informacéo
convergente a partir de varios locais envolvidomediacdo de ambos os processos, memoria
e ansiedade.

O antagonismo dos receptores MR em nosso estudpmodaziu um efeito
ansiolitico na primeira exposicéo, sugerindo quédoses utilizadas néo alteraram as respostas
de defesa nesse periodo. KORTE et al. (1995), dstnawam que a injecdo intra-
cerebroventricular de RU28318 na dose de 50ng2goduziu um efeito ansiolitico em
ratos expostos ao LCE, estes animais haviam amtegige sido submetidos a condi¢cdes
aversivas contextuais. No entanto, os animais iee receberam choques ndo exibiram
alteracdes comportamentais ap0s a administracé@nt@gonista de MR. Isto sugere que o
papel destes receptores ndo estaria associadatas edesioliticos de modo geral, como
observado para os benzodiazepinicos, mas teriss agieelhantes quando a ansiedade do

animal estivesse aumentada como resultado da €&pasb contexto estressor.
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Também é possivel ressaltar que as respostasoneldas ao estresse sao
formadas, de modo geral, pela acdo dos corticodesyoem conjunto com seus dois
receptores, MR e GR. A relacdo entre a ocupacé&esesceptores influencia diretamente as
acOes futuras e a manutencdo das respostas da defesimal. O equilibrio nas respostas
geradas por MR e GR, sdo uma das constantes impestpara o controle homeostético do
corpo (DE KLOET et al.,, 1997; JOELS; DE KLOET, #99 Enquanto os MRs estéo
associados a manutencao das respostas de este&des (em conjunto com MRS) medeiam
a recuperacdo desse estado. Por exemplo, niveisicamente muito baixos ou
demasiadamente elevados de hormonios corticosésreith neurdonios do hipocampo durante
0 estresse, causam desequilibrio na ocupacdo derseeptores e podem prejudicar o
processamento da informacéo e aumentar a vulnieiedel desses neurdnios. O equilibrio nas
acOes mediadas pelos dois receptores nesses msupdnece ser critico para a excitabilidade
neuronial, responsividade ao estresse e adaptagdooctamental (DE KLOET et al., 1998).
Nesse mesmo sentido, o uso de antagonistas sslekmonstrou um prejuizo na memaoria
espacial e em tarefas de evitacdo para o blogeet®R] apos o periodo de aprendizagem (DE
KLOET et al, 1988; OITZL; DE KLOET, 1992; ROOZEMAL; PORTILLO-
MARQUEZ; MCGAUGH, 1996; SANDI; ROSE, 1994) e, paps MR, um prejuizo na
regulacdo entre a integracdo sensorial apos aagéialida informacédo ambiental e do ajuste
comportamental futuro (OITZL; DE KLOET, 1992; OIIZFLUTTERT; DE KLOET,
1994; OITZL; JOSEPHY; SPRUIJT, 1993; SANDI; RO3H94).



6. CONCLUSAO
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Em conclusé@o, este estudo apdia o entendimentotel@¢ao entre hormonios
do estresse e da formagdo de memorias aversivastdw primeira exposi¢cado de animais ao
LCE, bem como demonstra que os receptores MR desdgramg um papel na manutencéo de
respostas defensivas relacionadas a situactesvagerdlém disso, os dados sugerem que 0
antagonismo destes receptores na regido infralendncCPFm € capaz de diminuir os efeitos
da OTT em camundongos quando administrado na fassqdisicdo, mas ndo na fase de

consolidacdo da memoria.
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ANEXO 1

Pro Reitoria comisséao de Etica no Uso de Animais o2
- Universidade Federal de Sdo Carlos
S Pesquisa ul Yo

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "PAPEL DOS RECEPTORES MINERALOCORTICOIDES DO CORTEX PRE-FRONTAL
MEDIAL NA TOLERANCIA AOS EFEITOS DO MIDAZOLAM EM CAMUNDONGOS SUBMETIDOS AO TESTE E RETESTE
NO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADOQO", protocolada sob o CEUA n° 6634120315, sob a responsabilidade de Kairo Alan
Albernaz Mariano - que envolve a produgdo, manutengdo e/ou utiliza¢do de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos daLei 11.794 de
8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimenta¢do Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Eticano Uso de Animais
da Universidade Federal de Sdo Carlos (CEUA/UFSCAR) na reunido de 27/04/2015.

We certify that the proposal "ROLE OF MINERALOCORTICOID RECEPTORS OF MEDIAL PRE FRONTAL CORTEX ON
TOLERANCE TO THE EFFECTS OF MIDAZOLAM IN MICE SUBMITTED TO TEST AND RETEST IN THE ELEVATED PLUZ
MAZE", utilizing 336 Heterogenics mice (336 males), protocol number CEUA 6634120315, under the responsibility of Kairo
Alan Albernaz Mariano - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum
Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance
with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council
for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the
Federal University of Sdo Carlos (CEUA/UFSCAR) in the meeting of 04/27/2015.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 04/2015 a 03/2017 Area: Ciéncias Fisiologicas
Origem: BiotérioCentraldaUFSCar

Espécie: Camundongos heterogénicos sexo: Machos idade: 40 a 50 dias

Linhagem: Swiss Peso: 30a35g

Resumo: O labirinto em cruz elevado (LCE) ¢é um dos modelos animais mais empregados na triagem de novos agentes
farmacolégicos para o tratamento da ansiedade e no estudo das bases neurobioldgicas dos comportamentos de defesa. De maneira
interessante, o efeito do tipo ansiolitico de benzodiazepinicos, como o midazolam, em roedores testados pela primeira vez ao LCE é
abolido em animais ja expostos ao aparato, um fendmeno descrito como tolerancia de uma exposic¢do (OTT). Dados da literatura sugerem
que o aprendizado proveniente da experiéncia prévia no aparato poderia estar envolvido neste processo, € que os hormdnios do estresse
teriam um papel fundamental nas mudangas comportamentais entre o teste e o reteste. Neste sentido, o presente projeto se propde a
investigar se os receptores mineralocorticosteréides (MR) do coértex pré-frontal medial (mPFC) estariam envolvidos no
desenvolvimento do OTT. Para tanto, sera investigado o papel dos receptores MR presentes no mPFC na tolerancia dos efeitos do
midazolam em camundongos submetidos ao protocolo de teste e reteste no labirinto em cruz elevado (LCE), caracterizando o fenémeno
de OTT ao efeito ansiolitico do midazolam, o efeito do antagonista MR nas fases de aquisi¢do e consolidagdo do OTT e o papel dos
receptores MR do mPFC nas fases de aquisicdo e consolidagdo do OTT. Palavras-chave: ansiedade, benzodiazepinicos,
mineralocorticoide, labirinto em cruz elevado, meméria, tolerancia.

Local do experimento: Laboratério de Psicologia da Aprendizagem (LPA)
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