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ABREVIACOES

5-HT - 5 hidroxitriptamina, serotonina

%EBA — porcentagem de entradas nos bracos abertos
%EBF — porcentagem de entradas nos bragos fechados

% TBA — porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos
% TBF — porcentagem de tempo gasto nos bragos fechados
% TC — porcentagem de tempo gasto no centro do labirinto
BAs — bragos abertos

BFs — bragos fechados

DPM — desvio padrao da média

EBA - entradas nos bracos abertos

EBF — entradas nos bragos fechados

EPM - erro padrao da média

LCE - labirinto em cruz elevado

n - nimero de sujeitos

NDR — nucleo dorsal da rafe

NMR — nticleo mediano da rafe

OND+YV — ondansetron + veiculo

OND-+mCPP — ondansetron + mCPP

SCP - substancia cinzenta periaquedutal

SCPd - substancia cinzenta periaquedutal dorsal

SCPv — substancia cinzenta periaquedutal ventral

TAG — transtorno de ansiedade generalizada

TBA — tempo gasto nos bragos abertos

TBF — tempo gasto nos bragos fechados

TC — tempo gasto no centro

TE — total de entradas

V+mCPP — veiculo + mCPP

V+V —veiculo + veiculo
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1. RESUMO

A exposicao de animais a situagdes aversivas, tais como o labirinto em cruz elevado (LCE),
ativa vias serotoninérgicas com projecdes para estruturas envolvidas no sistema de defesa
tais como, amidala, septo, hipotalamo, hipocampo e substancia cinzenta periaquedutal
(SCP), produzindo alteragdes comportamentais que podem ser caracterizadas como
ansiedade. Entretanto, a serotonina (5-HT) apresenta um papel dual nesta modulagdo.
Assim, enquanto a estimulagdo de receptores do subtipo 5-HT;4 ou 5-HT, em estruturas
prosencefalicas como, amidala e hipocampo resultam na potencializacdo de respostas de
ansiedade em roedores, a ativacdo dos mesmos receptores na SCP, freqiientemente tende a
diminuir comportamentos relacionados a ansiedade. Este estudo investigou o papel dos
receptores 5-HT; da SCP na modulagdo da ansiedade em camundongos avaliados no LCE.
Nos Experimentos 1 e 2, camundongos receberam microinje¢des intra-SCP de ondansetron
(0, 0,3, 1,0, 3,0 nmol/0,1 ul) e mCPBG (0, 40, 80 e 160 nmol/0,1 ul), antagonista e agonista
dos receptores 5-HTj3, respectivamente. Como o mCPBG ndo alterou nenhum dos indices
convencionais de ansiedade (porcentagem de entrada e tempo gasto nos bragos abertos) e
de avaliacdo de risco, verificamos no experimento 3 a possibilidade de interacdo entre
receptores 5-HT3 e 5-HT,. Para isso, realizamos microinje¢des combinadas de ondansetron
e mCPP, um agonista dos receptores 5-HT2p/2c. Os resultados mostraram que microinjegdes
de ondansetron (3,0 nmol) aumentaram os indices convencionais de ansiedade. Nenhuma
das doses de mCPBG intra-SCP, alteraram os indices convencionais e etologicos de
ansiedade. O efeito ansiolitico produzido pela administra¢do intra-SCP do mCPP (0,03
nmol), foi bloqueado pela infusdo de ondansetron (1,0 nmol) na mesma estrutura

mesencefalica. Todos os efeitos foram observados sem alteracdo da atividade locomotora



(entrada nos bracos fechados). Os nossos resultados sugerem uma possivel interacao entre

receptores 5-HT3 e 5-HTp2c da SCP na modulacdo da ansiedade em camundongos.

Palavras-Chave: ansiedade, agonista e antagonista dos receptores 5-HTj3, labirinto em cruz

elevado, substancia cinzenta periaquedutal, camundongos, ondansetron, mCPBG, mCPP.



2. ABSTRACT

The exposure of animals to aversive situations, such as elevated plus-maze (EPM), activates
serotonergic pathways with projections into structures involved in the defense system, such
as the amygdala, septum, hypothalamus, hippocampus and periaqueductal grey matter
(PAG), producing behavioral changes that can be characterized as anxiety. However the
serotonin (5-HT) presents a dual role in this modulation. Thus, while the stimulation of the
receptor subtype 5-HT o and 5-HT, prosencephalic in structures such as amygdala and
hippocampus result in potentiation of responses of anxiety in rodents, the activation of these
receptors in the PAG, often tends to reduce behaviors related to anxiety . This study focused
the role of 5-HTj3 receptors in the PAG in the anxiety in the mice EPM test. In experiments
1 and 2, mice received infusions intra-PAG of ondansetron (0, 0.3, 1.0, 3.0 nmol/0.1 uL)
and mCPBG (0, 40, 80 and 160 nmol/0.1 pL), 5-HT; receptors antagonist and agonist,
respectively. As the mCPBG not changed any of the conventional indices (% open-arm
entries and % open-arm time) and risk assessment, we investigated in experiment 3 the
possibility of interaction between 5-HT; and 5-HT, receptors. For this, we perform
combined microinfusions of intra-PAG ondansetron and mCPP, an agonist of 5-HT2p2c
receptors, on behavior of maze-naive mice. The results showed that intra-PAG infusions of
ondansetron (3.0 nmol) increased the behavioral indices of anxiety. None of the doses of
intra-PAG infusions of mCPBG modified the conventional and ethological indices of
anxiety. The anxiolytic-like effect produced by intra-PAG infusions of mCPP (0.03 nmol)
was blocked by infusions of ondansetron (1.0 nmol) in the same mesencephalic structure.

All effects were observed in the absence of significant changes in locomotor activity



(closed-arm entries). Our results indicate that there is a possible interaction between 5-HT;

and 5-HT;p/2c receptors modulation into the PAG of anxiety in mice.

Keywords: anxiety, agonists and antagonist of 5-HT; receptors, elevated plus-maze,

periaqueductal grey matter, mice, ondansetron, mCPBG, mCPP.
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3. INTRODUCAO

3.1 Ansiedade

A ansiedade ¢ um fendmeno adaptativo com duragdo e intensidade apropriadas e
necessarias a0 homem no enfrentamento das situagdes que lhes sdo impostas pela vida. Esté
presente na vida do homem desde seu surgimento e evolugdo. E considerada uma das
respostas inatas mais importantes dos individuos, ja que a antecipagdo mental de um
possivel ataque por predadores possibilitou o surgimento de estratégias eficazes de fuga ou
enfrentamento, o que garantiu a integridade fisica e a continuidade da espécie (Nutt, 1990;
Dractu e Lader, 1993). Segundo Pichot (1996), os termos latinos correspondentes a angustia
e ansiedade derivam do verbo grego agkhd (eu aperto, eu estreito). Deste verbo, surgem os
verbos ango e anxio, que no latim indicam respectivamente aperto, tormento, constri¢ao
fisica. Estas duas raizes deram origem aos termos “angustia” e “ansiedade”, que atualmente,
continuam sendo empregados. Com relagdo a estes termos, a distingdo entre ansiedade e
angustia ¢ feita por alguns autores, contudo, ndo ha consenso sobre o tema (Graeff, 1999).

Niveis normais de ansiedade sdo benéficos aos individuos, ja que promovem uma
melhoria no desempenho de atividades motoras e cognitivas (Graeff, 1999). No entanto,
quando estes niveis ultrapassam certo limiar - que varia de pessoa para pessoa — € causa
prejuizos funcionais, a ansiedade passa a ser considerada patoldgica, condigao denominada
“Transtorno de Ansiedade”. A distingdo entre a ansiedade normal e a patologica baseia-se
na intensidade e duragdo das manifestagdes, grau de limitagdo provocado e na
proporcionalidade entre o evento desencadeante e a rea¢do do individuo. Portanto, quando a

ansiedade ¢ intensa, persistente desproporcional as possiveis causas aparentes e interfere de
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maneira consideravel no funcionamento do individuo, deve ser considerada doenca e alvo
de intervencdo médica (Nutt, 1990; Hetem, 2004). Atualmente, o termo ansiedade ¢
caracterizado como um estado emocional avaliado subjetivamente como desagradavel,
sendo portanto uma combinagdo de manifestagdes psiquicas e somaticas (Tabela 1 e 2). Esta
combinacdo de sintomas faz com que muitos individuos procurem primeiro um clinico
geral, ou especialista ndo-psiquiatra. Quando os aspectos subjetivos da ansiedade sdo as
queixas principais, o diagnostico ¢ realizado corretamente pelos clinicos gerais em 95% dos
casos. Entretanto, quando os pacientes enfatizam os sintomas somaticos, o indice de acerto

cai pela metade (Hetem, 2004), ja que estes estdo presentes em diversas outras patologias.

Tabela 1: Manifestacdes psiquicas da ansiedade

Agressividade Apreensao

Desrealizacdo Despersonalizagao
Impulsividade Ideagdo suicida
Nervosismo Medo de morrer/ficar louco
Panico Prejuizo da atengdo
Sensac¢ao de "estar no limite" Irritabilidade

Adaptada de Hetem e Graeft, 2004

As discrepancias entre os conceitos e diagnosticos dos transtornos de ansiedade entre
os profissionais da psiquiatria foram fatores que dificultaram o avango das investigacdes
cientificas. Assim, para a normatizagdo de desordens mentais e seus critérios diagndsticos,
foram adotados manuais tais como o Codigo Internacional de Doengas, ja em sua décima
versdao (CID-10), pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) e o Manual de Diagnostico e
Estatistica das Doengas Mentais (DSM, Diagnostic Statistical Manual of Mental Disorders),

adotado pela Associagdo Psiquidtrica Americana (APA), j4 em sua quarta revisao (DSM-

12



IV). A Tabela 3 mostra a classificagdo dos transtornos de ansiedade segundo o DSM-1V

(American Psychiatric Association, 1994).

Tabela 2: Manifestagoes somaticas da ansiedade

Cardiovasculares

Gastrointestinais

Geniturinarios

Otoneurologicos

Perturbagdes do sono

Respiratorios

Sexuais

Tensao motora

Vasomotores

Aumento da pressao arterial
Dor/desconforto toracico
Palpitacdes

Dificuldade de deglutigéo
Nauseas e vOomitos
Diarréia

Alteragdes do apetite
Desconforto epigastrico

Aumento no nimero de mic¢des
Hesitagao e/ou urgéncia miccional
Amenorréia

Dor de cabega

Tonturas

Tremor

Reflexo de sobressalto exagerado
Zumbido no ouvido

Insonia de conciliagdo
Sono entrecortado
Sono pouco repousante

Sensagdo de falta de ar
Aumento da frequéncia respiratoria
Encurtamento movimentos respiratorios

Diminuigao da libido
Impoténcia
Ejaculag@o precoce

Tremor

Tensdo muscular
Inquietacao

Dor muscular
Sensacdo de fraqueza

Extremidades frias

Calafrios e/ou ondas de calor
Rubor

Sudorese

Palidez

Adaptada de Hetem e Graeff, 2004
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Entre essas classificagdes, o Transtorno de Ansiedade Generalizada (TAG), é uma
condigdo caracterizada por ansiedade e preocupagdo excessiva, ocorrendo na maioria dos
dias por pelo menos seis meses, acompanhada por pelo menos trés sintomas adicionais tais
como inquietagdo, dificuldade de concentragdo, irritabilidade, tensdo muscular e distarbio
do sono (DSM 1V). E a patologia psiquica mais frequente no mundo apds o transtorno

afetivo conhecido como Depressdao (World Health Organization, 2007).

Tabela 3: Transtornos de ansiedade segundo classificagdo do DSM-1V

Transtorno de Panico com Agorafobia

Transtorno de Panico sem Agorafobia

Agorafobia sem Histéria de Transtorno de Panico
Fobia Social

Fobia Especifica

Transtorno Obsessivo-Compulsivo

Transtorno de Estresse Pos-Traumatico

Transtorno de Estresse Agudo

Transtorno de Ansiedade Generalizada
Transtorno de Ansiedade Devido a uma Condigdao Médica Geral
Transtorno de Ansiedade Induzido por Substancia
Transtorno de Ansiedade Sem Outra Especifica¢ao

Adaptada de Hetem e Graeff, 2004
Sob uma perspectiva evolutiva, a investigagdo dos comportamentos defensivos em
mamiferos, como nos roedores por exemplo, ¢ de extrema relevancia para o entendimento
dos mecanismos neurobiologicos 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).
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3.2 Reacoes de defesa

O estudo da neurobiologia do medo e da ansiedade teve inicio através dos relatos de
Charles Darwin sobre o carater evolutivo do comportamento emocional no homem. Seus
trabalhos, publicados originalmente em 1872 no livro The Expression of Emotions in Man
and Animals, indicavam que o estudo do comportamento dos animais era a chave para a
compreensao das emogdes no homem (Rodgers et al., 1997; Brandao et al., 2003). A partir
desta abordagem, o homem, tendo outros animais como ancestrais, compartilharia com estes
além de semelhangas fisicas, suas emogdes basicas.

Neste contexto, as raizes do medo ¢ da ansiedade estdo nas reagdes de defesa dos
animais frente a estimulos que representam ameaca a sobrevivéncia, ou a sua integridade
fisica. Sdo véarias as fontes de perigo tais como, estimulos ambientais (altura, claridade),
alteragdes nos padrdes fisico-temporais (tempestades, incéndios, exposicdo a novos
ambientes), estimulos nociceptivos (choques elétricos) ou mesmo por ataques de animais da
mesma espécie. A apresentacao da resposta dependera da situagdo 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 submissdo (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 ameagador e experiéncia prévia com o
estimulo ou com o ambiente.

Embora a ansiedade e o medo possuam origens nas reagdes de defesa quando na
presenca de situacdes que envolvam perigo, acredita-se que haja diferenca entre essas duas

condigdes. Assim, supde-se que o medo seja desencadeado por situagdes claras e evidentes
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de perigo e ameaga, enquanto a ansiedade, por situacdes na qual o perigo ¢ potencial, vago e
obscuro (Graeft, 1989; Blanchard et al., 1990).

Além disso, alguns autores sugerem que a distingdo entre medo e ansiedade residiria
exatamente nas estratégias comportamentais adotadas pelos animais. Assim, quando o
estimulo ¢ potencialmente ameacador, este desencadearia comportamentos de avaliacdo de
risco (posturas e movimentos do corpo que possibilitam a aproximagdo e a investigagdo da
possivel ameaca), caracterizando um estado de ansiedade. Quando o estimulo ou situacao
ameacadora ¢ real, os comportamentos apresentados de luta, fuga ou congelamento
caracterizariam medo. Outra diferenga entre esses dois estados esta no fato do medo ser
insensivel ao tratamento com drogas ansioliticas, ja a ansiedade se mostra sensivel a agao
dessas drogas (Blanchard et al., 1993). Dessa forma, modelos animais de medo e ansiedade
favoreceriam a expressdo de comportamentos defensivos frente a situagdes artificiais ou
naturais de perigo, permitindo a compreensdo de suas bases neurobioldgicas subjacentes
(Blanchard et al., 1993).

Evidéncias obtidas em laboratorio a respeito das bases neurais do comportamento
emocional apontam para existéncia de circuitos neurais especificos que respondem de
acordo com o estimulo ao qual o individuo é exposto. O Sistema Encefalico Aversivo,
representado pelo hipotdlamo medial, pela substancia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPd)
e pela amidala, estd associado a emissdo de respostas incondicionadas (inatas e nao
aprendidas). Neste sistema a amidala ¢ a responsavel pela avaliagdo do tipo e grau do
perigo, e o resultado desta avaliag@o seria transmitido para o hipotdlamo medial e SCP. Esta
ultima teria a funcdo de selecionar e organizar as respostas comportamentais e fisioldgicas
de defesa mais apropriadas. O hipotalamo medial por sua vez, regula o funcionamento da

hipofise, responsavel pela secre¢do de alguns hormonios (Hetem e Graeff, 2004). A
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estimulacao elétrica de estruturas que compdem este sistema produz um padrao tipico de
respostas caracterizado por intensa atividade motora (acompanhada de saltos) e alteragoes
autondmicas como elevacdo da pressdo arterial, freqiiéncia cardiaca e respiratoria,
piloere¢do, micgao, defecacao, exoftalmia (para revisao ver Brandao et al., 1994; 1999).

A organizagdo das respostas condicionadas, por sua vez, ¢ realizada pelo Sistema de
Inibicdo Comportamental, 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 puni¢do, frustracdo, perigo ou situagdes novas resulta
em inibicdo de qualquer comportamento que o animal esteja realizando, bem como,
aumento do nivel de vigilancia e aten¢do ou preparo para agdo fisica rigorosa (Hetem e
Graeff, 2004). Sabe-se que a amidala esta envolvida na ativacdo dos dois sistemas, agindo
como interface entre o sistema de inibicdo comportamental e o sistema encefalico aversivo
(Brandao et al., 2003; McNaughton e Corr, 2004).

Evidéncias tem mostrado que estimulos incondicionados ameagadores e proximais
bem como estimulos condicionados potenciais e distais estdo representados nos dois
sistemas neurais responsaveis pela génese e elaboracdo dos comportamentos emocionais. A
ativacdo de um ou de outro sistema resulta na experiéncia emocional a qual denominamos

medo/panico e ansiedade (Brandao et al., 2003).

3.3 Substancia Cinzenta Periaquedutal (SCP)

A SCP refere-se a um grupo celular que circunda a regido do aqueduto
mesencefalico, também chamado aqueduto de Sylvius. Esta estrutura mesencefalica

participa do processamento e modulagdo da dor, vocalizagdo, lordose, controle
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cardiorrespiratorio, controle motor, termorregulacdo e reacdes de defesa (Beitz, 1990;
Behbehani, 1995; Zhang et al., 2007, Nakamura e Morrisson, 2007). Os primeiros ensaios
experimentais sobre o papel da SCP nas reagdes emocionais foram realizados no final da
década de 60, e demonstraram que durante a estimulacdo da SCP os pacientes relatavam
fortes experiéncias emocionais, como sensagao de morte e perigo iminente, acompanhadas
de alteracdes autondmicas como piloerecao, sudorese ¢ aumento da freqiiéncia cardiaca
(Nashold et al., 1969). Desde Hunsperger (1963), a SCP tem sido considerada como a via

final comum de todos os comportamentos defensivos.

Figura 1: Representagdo esquematica das colunas da SCP

Adaptado de Bandler et al., 2000
De maneira geral, a SCP pode ser dividida em quatro colunas longitudinais que
variam ao longo do seu eixo rostro-caudal, de acordo as suas posigdes em relagdo ao
aqueduto (Bandler e Depaulis, 1991). As quatro colunas seriam: dorso-lateral, dorso-medial,

lateral e ventro-lateral, as quais se diferem em caracteristicas imunohistoquimicas,

18



densidade de receptores, conexdes e funcdes (Bandler e Shipley, 1994; Bandler e Keay,
1996) (olhar Figura 1).

Dependendo da qualidade do estimulo, ocorre ativagdo de colunas especificas da
SCP (Canteras e Goto, 1999; Comoli et al, 2003). A coluna dorsolateral esta particularmente
envolvida na integracio de uma resposta comportamental ativa, caracterizada por
comportamentos de luta ou fuga e desencadeada por estresse de origem psicologica, como a
exposicao de um roedor ao seu predador, na auséncia de contato fisico (Keay e Bandler,
2001). A coluna ventrolateral integra uma resposta comportamental passiva, caracterizada
por imobilidade e hiporeatividade aos estimulos externos, desencadeada por estresse
inevitavel de origem fisica, como dor muscular ou visceral (Vianna et al., 2001). A resposta
comportamental ativa pode desencadear, através de ativacdo secundaria da SCP
ventrolateral, um periodo de resposta passiva com intuito de restabelecer o organismo (Keay
¢ Bandler, 2001).

Esta regido recebe aferéncias e envia eferéncias a diferentes areas motoras,
sensoriais, autondmicas e limbicas (Sawchenko et al., 1983; Beitz, 1990; Bandler et al.,
1991; Canteras e Swanson, 1992; Sewards e Sewards, 2002), indicando que a SCP esteja
conectada a varios circuitos neurais responsaveis por modulacdes fisiologicas essenciais
para a sobrevivéncia do organismo, o que justifica, portanto, seu envolvimento em diversas

fungdes. Assim, a SCP ¢ considerada uma estrutura heterogénea e de alta complexidade.

3.4 Serotonina e Ansiedade

Desde sua descoberta, ha mais de 50 anos atras, a serotonina, 5-hidroxitriptamina (5-

HT) tem sido alvo de intensas pesquisas, o que tem levado a descoberta de uma variedade
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de alvos potenciais para drogas como receptores e enzimas (Jones e Blackburn, 2002). A
serotonina ¢ uma molécula que desempenha diversos efeitos no sistema nervoso central bem
como no sistema periférico, atuando tanto como horménio e neurotransmissor (Turlejski,
1996). A serotonina desempenha um papel regulador de muitas fungdes cerebrais como
termorregulacdo (Feldberg e Myers, 1964), sono (Jouvet, 1967), agressao (Sheard, 1969) e
ingestdo de alimentos (Lucki, 1992). Esta envolvida em varios disturbios, tais como,
depressao, fobias, panico e¢ ansiedade (Graeff, 1989; Zifa e Fillion, 1992; Barnes e Sharp,
1999; Menard e Treit, 1999; Green, 2006).

No cérebro dos mamiferos, os neurdnios serotoninérgicos tem seus corpos celulares
localizados nos nucleos da rafe (Dahlstrom e Fuxe, 1964). Desses neurdnios
serotoninérgicos originados nos nucleos da rafe, provém uma grande quantidade de 5-HT as
estruturas corticolimbicas envolvidas no controle dos estados de ansiedade. O nticleo dorsal
da rafe (NDR) inerva o cortex frontal, hipocampo dorsal e amidala, enquanto o nucleo
mediano da rafe (NMR) projeta suas inervagdes principalmente ao hipocampo (regides
dorsal e ventral), septo, niucleo accumbens e hipotdlamo (Azmitia e Segal, 1978; Gray,
1982; Deakin e Graeff, 1991; McQuade e Sharp, 1997; Kirby et al., 2003).

As vias serotoninérgicas ascendentes que se originam em ambos os nucleos da rafe,
se distribuem para a SCP (Hetem e Graeff, 2004). As diferentes proje¢des formadas pelos
nucleos dorsal e mediano da rafe demonstram os diferentes padrdes na organizacdo e
modulagdo no controle dos estados de ansiedade (Azmitia e Segal, 1978; Deakin e Graeff,
1991; Netto et al., 2002).

A neurotransmissdo serotoninérgica ¢ complexa, ja que existem sete familias de
receptores de serotonina, 5-HT,.;, perfazendo um total de 14 diferentes subtipos de

receptores de 5-HT em mamiferos (Bradley et al., 1986; Hoyer et al., 1994).
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Segundo a teoria de Deakin e Graeff (1991), a serotonina apresenta um papel dual no
sistema de defesa, podendo atuar como substancia ansiolitico ou ansiogénico, dependendo
do sitio de agdo e do receptor envolvido. Entre os principais sitios pds-sinapticos
mesencefalicos pertencentes ao sistema de defesa, a SCP talvez seja um dos que apresente
maior inconsisténcia quanto aos efeitos antiaversivos da serotonina (Graeff et al., 1996).

Dentre os varios subtipos de receptores serotoninérgicos, os mais diretamente
envolvidos na ansiedade s3o os receptores 5S-HT ;o (Dourish, 1987, Nunes-de-Souza et al.,
2000; Canto-de-Souza et al., 2002; Nunes-de-Souza et al., 2002), 5-HT,c (Kennett et al,
1989), 5-HT, (Ceulemans et al., 1985; Nunes-de-Souza et al., 2008) e 5-HT3 (Jones et al.,
1988; Fachini e Canto-de-Souza, 2006 ¢ 2007; Marucci e Canto-de-Souza, 2006, Laine et
al., 2008).

Os receptores 5-HT; estdo amplamente distribuidos pelo corpo. No sistema nervoso
central (SNC), a maior densidade de receptores 5-HT3 foi identificada na area postrema e no
nucleo do trato solitario (Kilpatrick et al., 1989; Pratt e Bowery, 1989) e em menor
densidade, mas também significativa, no cortex e na area mesolimbica, como a amidala, o
hipocampo, tubérculo olfatério, niicleo accumbens e SCP (kilpatrick et al., 1987; Barnes et
al., 1989; Waeber et al., 1990; Tecott, 1993; Hoyer et al., 1994; Peng et al., 1996). Estes
receptores de serotonina sdo os Unicos ionotropicos, fazendo com que as respostas eliciadas
por eles sejam mais rapidas que os demais (Greenshaw e Silverstone, 1997) (olhar Figura
2).

Possuem estrutura semelhante aos receptores GABA, e colinérgicos nicotinicos; sao
constituidos por cinco monomeros unidos a um canal central permeavel a pequenos ions,

como sbédio e potassio (Faerber et al., 2007). Sua ativagdo mobiliza a fosfolipase C,
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aumentando a concentracdo intracelular de calcio, reforcando sua atividade excitatoria
neural (Dubin et al., 1999; Millan, 2003).

O interesse no estudo do receptor 5-HT; € crescente, pois tem forte atuacdo em
psicopatologias como, depressao e ansiedade (Greenshaw, 1993; Olivier et al., 2000).

Figura 2: Receptor 5-HT;
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Adaptada de Faerber et al., 2007
Neste sentido, pesquisas utilizando a administragdo sistémica e/ou central de
agonistas e antagonistas dos receptores 5-HT3 em roedores tem sido realizadas; e estas tem

revelado diversos efeitos em diferentes modelos animais de ansiedade.

3.5 Modelo animal de ansiedade: O labirinto em cruz elevado (LCE)

Tradicionalmente, muitas pesquisas farmacoldgicas que abordam o tratamento para

quadros de ansiedade, sdo influenciadas pela avaliagao de compostos ansioliticos (Olivier et

al., 2000). Assim, modelos animais sdo ferramentas utilizadas para verificagdo de novos
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agentes terapéuticos e como simuladores para facilitar o entendimento dos mecanismos
psicobioldgicos envolvidos na génese e tratamento da ansiedade.

Os modelos animais podem ser organizados em duas categorias: modelos que nao
envolvem condicionamento (incondicionado) e os que requerem condicionamento. Os
modelos condicionados, envolvem o treinamento dos animais através de privacao de
agua/comida, uso de choque elétrico. J& os modelos incondicionados, ndo envolvem
condicionamento e sdo baseados em comportamentos espontaneos, s30 menos susceptiveis a
fatores de interferéncia como aprendizado/memoria, fome/sede ou mecanismos nociceptivos
(Rodgers et al., 1997).

Um dos tipos de modelo incondicionado amplamente utilizado atualmente ¢ o LCE
(Carobrez e Bertoglio, 2005). Este modelo foi desenvolvido e validado para ratos por
Handley e Mithani (1984), a partir dos estudos de Montgomery (1955), e para camundongos
por Lister (1987), sendo posteriormente validado para outras espécies como cobaias (Rex et
al.,1994) e hamsters (Yannielli et al., 1996). O modelo tem se mostrado util para
investigagdes de possiveis agentes ansioliticos e ansiogénicos (Treit, 1985; Lister, 1990;
Green e Hodgers, 1991; Handley, 1991; Treit, 1991; File, 1992; Rodgers e Cole, 1994;
Griebel, 1995; Rodgers, 1997; Rodgers et al., 1997, Nunes-de-Souza et al., 2000; Canto-de-
Souza et al., 2002; Nunes-de-Souza et al., 2002; Nunes-de-Souza et al., 2008; Reis e Canto-
de-Souza, 2008). Além disso, o modelo ¢ baseado no conflito entre duas caracteristicas
inatas dos ratos e camundongos: aversao por espacos abertos e tendéncia de exploragdo de
novidades (Handley e McBlane, 1993; Treit et al., 1993; Fernandes e File, 1996).

O aparato ¢ composto por dois bracos fechados, unidos ortogonalmente a dois bragos
abertos por uma plataforma central elevados do solo (Lister, 1987). Alguns autores tem

demonstrado que o material utilizado na confec¢do do aparato ndo interfere na avaliagao das
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respostas de ansiedade (Rodgers et al., 1997), no entanto, a utilizacdo de bracos fechados
transparentes permite que a intensidade de luminosidade seja aproximadamente a mesma em
ambos os bragos (Lister, 1987).

Os indices principais de ansiedade avaliados no LCE compreendem medidas espaco-
temporais de esquiva dos bracgos abertos (porcentagem entrada e tempo gasto nos bragos
abertos), enquanto a atividade locomotora ¢ avaliada pelo numero total de entradas nos
bracos ou pelo nimero de entradas nos bragos fechados (Lister 1987, File 1992). O aumento
da atividade no brago aberto indica redugdo da ansiedade, enquanto mudangas no nimero
total de entradas e/ou no numero de entradas no brago fechado indicam efeitos ndo
especificos da atividade locomotora (Menard e Treit, 1999). Também sao utilizados como
fonte de medida de ansiedade e de atividade locomotora, outros parametros etoldgicos,
como mergulhar, esticar, levantar e tempo de imobilidade (Rodgers e Johnson, 1995). Esses
comportamentos informam as estratégias comportamentais utilizadas frente a situagdes de
perigo potencial.

Segundo Pellow e colaboradores (1985), o LCE apresenta diversas vantagens em
relacdo a outros modelos tais como, rapidez do teste (tempo de observagdo de cinco
minutos), validade etologica, economia, simplicidade. Além disso, o procedimento ndo
necessita treinamento, ndo envolvendo portanto privagdes de agua/alimento ou uso de
choque elétrico, fatores esses que poderiam interferir na avaliagdo do comportamento do

animal.

3.6 Evidéncias clinicas e experimentais
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Estudos tém demonstrado que a administracdo sistémica de antagonistas dos
receptores 5-HT3; como, BRL 43964, GR 38032F, zacopride resultaram em auséncia de
efeitos nos testes de interagao social e LCE em ratos (File e Johnston, 1989; Eguchi et al.,
2001). Enquanto a administracao central desses antagonistas como por exemplo, tropisetron
intra-amidala, produziu efeito ansiolitico em ratos avaliados no LCE (Tomkins et al., 1990).
Outros antagonistas, tais como, ICS 205-930, MDL 72222, GR65630, quando
administrados nos nticleos mediano, dorsal da rafe e amidala de ratos e camundongos,
também promoveram efeitos ansioliticos nos testes claro/escuro, interacdo social e LCE
(Costall et al., 1989; Tomkins et al., 1990; Higgins et al., 1991).

Assim como nos modelos animais, estes antagonistas também sdo empregados na
clinica. Neste sentido, o ondansetron, que tem alta afinidade em bloquear os receptores 5-
HT; (Hoyer e Neijt, 1988; Barnes et al., 1988; Kilpatrick, 1989), ¢ utilizado clinicamente
como, antiemético, no tratamento da sindrome de abstinéncia de drogas de abuso, dor e
ansiedade (Costall et al., 1989; Zifa and Fillion, 1992).

Nos modelos animais de ansiedade os efeitos deste antagonista sdo varidveis. Por
exemplo, a administragdo sistémica e aguda de ondansetron (Costall et al., 1989; Griebel et
al., 1996; Sandman et al., 1996), bem como o tratamento subcronico (Rodgers, et al., 1997),
resultou em auséncia de efeitos em ratos e camundongos submetidos ao LCE. Além disso,
quando administrado no nicleo mediano da rafe, o ondansetron também nao modificou a
ansiedade avaliada no teste claro/escuro em camundongos (Costall et al., 1990).

Entretanto, a administracdo de ondansetron intra-amidala em ratos (Tomkins et al.,
1990) e camundongos (Laine et al., 2008) resultou em efeito ansiolitico, enquanto intra-
hipocampo ventral causou efeito ansiogénico, ambos avaliados no LCE (Fachini e Canto-

de-Souza, 2008, submetido).
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O uso de agonistas dos receptores 5-HT3; em roedores ndo produz efeito nos modelos
de ansiedade. Neste sentido, a administracao sistémica de quipazina e fenilbiguanida nao
produziram efeitos em ratos expostos ao LCE e teste claro/escuro (Sandman et al., 1996).
Outro agonista desses receptores, o 2-Me-5-HT, quando injetado nos ntcleos dorsal da rafe
e accumbens de ratos e camundongos, também nao produziram efeitos nos teste de interagao
social e teste claro/escuro (Costall et al.,1989; Higgins et al., 1991).

Alguns estudos tem demonstrado que os antagonistas 5-HT; sdo eficazes em
bloquear os agonistas 5-HT3 (Costall e Naylor, 1997). Porém, efeitos contraditorios também
ja foram observados, como por exemplo, a administracdo sist€émica de mCPBG (m-
clorofenilbiguanida), agonista que possui alta afinidade pelos receptores 5-HT; (Kilpatrick,
1990; Rahman et al., 2003), embora nao utilizado na clinica (Faerber et al., 2007), foi eficaz
em reverter os efeitos ansiolitico e ansiogénico do ondansetron no teste de interacao social
em ratos (Eguchi et al., 2001) e no LCE em camundongos (Fachini et al., 2008, submetido),
respectivamente.

Segundo Canto-de-Souza e colaboradores (2002), a atenuagdo da ansiedade, pelo
bloqueio de receptores 5-HT) 4 intra-NMR em camundongos, se deve ao fato do aumento da
disponibilidade de serotonina em sitios pos-sinapticos. Um dos possiveis sitios seria a SCP,
onde a ativagdo serotoninérgica pode resultar em efeitos anti-aversivos em roedores (Deakin
e Graeff, 1991; Graeff et al., 1996; Graeff et al., 1997; Nunes-de-Souza et al., 2008). Assim,
conforme as evidéncias descritas acima sobre os agonistas 5- HT3, avaliamos o papel desses
receptores na SCP.

Alguns autores tem sugerido que os antagonistas de receptores 5-HT3; podem
modular outros tipos de receptores, como por exemplo, dopaminérgicos (Hagan et al., 1987;

Costall et al.,, 1987; Costall, et al., 1988), noradrenérgicos (Mongeau, et al., 1994),
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gabaérgicos (Alhaider et al., 1991; Diez-Ariza et al., 2002) e inclusive outros subtipos de
receptores serotoninérgicos (Olivier et al., 2000). Estudos apontam também para possiveis
interacdes entre receptores serotoninérgicos 5-HTs; e 5-HT,. Neste sentido, Hu e
colaboradores (2004), demonstraram que a administragdo de o-methyl-5-HT, agonista
seletivo 5-HT,, promove efeito modulatério sobre os receptores 5-HT; em células do
ganglio trigeminal de ratos, realgando sua funcionalidade.

Como a administracdo de mCPBG na SCP, neste estudo, ndo alterou os indices de
ansiedade avaliados no LCE e as evidéncias da literatura citadas acima sugerem uma
possivel interag@o entre os subtipos de receptores 5-HT3 e 5-HT,, passamos a investigar esta
interagdo. Pesquisas tem demonstrado que agonistas e antagonistas dos receptores 5-HT»,
podem modular a ansiedade em roedores (Di Escala et al., 1984; Bandler et al., 1985; Setem
et al., 1999; Aguiar et al., 2006; Cruz et al., 2005; Carvalho-Neto et al., 2006; Miguel e
Nunes-de-Souza, 2006; Cornélio e Nunes-de-Souza, 2007). Corroborando estes achados, foi
demonstrado recentemente em nosso laboratorio que a administragdo de mCPP intra-SCP,
agonista de receptores 5-HT,p/2¢, produziu efeito ansiolitico em camundongos expostos ao
LCE (Nunes-de-Souza et al, 2008). Portanto, para investigar a interagdo entre os receptores
5-HT; e 5-HT, da SCP na modulacdo da ansiedade em camundongos expostos ao LCE,
utilizamos administragdo combinada de uma dose ineficaz de ondansetron ¢ uma dose

ansiolitica de mCPP (Nunes-de-Souza et al., 2008).
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4. OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivos investigar o efeito da ativagdo e bloqueio de
receptores 5-HT3 da SCP de camundongos expostos no LCE e a possivel interacdao entre os
receptores 5-HTs e 5-HT,p/,c da SCP.

Para isso, foram realizados os seguintes experimentos:

Experimento 1: administragdes intra-SCP de ondansetron (0, 0,3, 1,0, 3,0 nmol/0,1 ul) em

camundongos submetidos ao LCE;

Experimento 2: administracdes intra-SCP de mCPBG (0, 40, 80, 160 nmol/0,1 pl) em

camundongos submetidos ao LCE;

Experimento 3: administracdes combinadas intra-SCP de ondansetron (1,0 nmol/0,1 pl) e

mCPP (0,03 nmol/0,1 pl) em camundongos submetidos ao LCE.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Sujeitos

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

realizados durante a fase clara do ciclo de luz (09:00-16:00 h).

5.2 Drogas

Ondansetron (1,2,3,9-tetrahidro-9-metil-3[(2-metil- 1 Himidazol-1-yl)]-metil-4H
carbazol-4-um; 0, 0,3, 1,0, 3,0 nmol/0,1 pl; Sigma), dissolvido em salina (0,9% NaCl).
mCPBG (1-(3-clorofenil)biguanida; 0, 40, 80, 160 nmol/0,1 pl; Sigma), dissolvido em
veiculo (salina e 2% de Tween-80). mCPP (1-(3-clorofenil) piperazina; 0,03 nmol/0,1 pl;
Tocris Cookson Inc.), dissolvido em veiculo (salina e 2% de Tween-80).

As doses utilizadas foram baseadas em estudos piloto realizados no nosso
laboratorio e estudos descritos na literatura (Menard e Treit, 1999; Ferreira et al., 2004;
Nunes-de-Souza et al., 2008). Todo o tratamento foi realizado na forma de codigos e o
experimentador somente teve conhecimento dos mesmos ao final da andlise

comportamental.
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5.3 Cirurgia e microinjecao de drogas

Os camundongos passaram por implantacdo unilateral de canula-guia de 7 mm (25
gauge) sob anestesia de xilazina com cetamina (100 mg/kg, i.p.). As coordenadas
estereotaxicas (Franklin e Paxinos, 1997) para a SCP foram 4,1 mm posterior ao bregma,
1,3 mm lateral a sutura sagital e 1,2 mm ventral a superficie craniana, com angulagdo da
canula-guia de 26°. A canula guia foi fixada no cranio usando cimento dental acrilico auto-
polimerizante classico (JET). Um mandril, o qual foi removido durante o procedimento de
injecdo, foi inserido dentro da canula-guia apds a cirurgia para evitar problemas com
obstrugdo e para reduzir contaminacdo. A analgesia para pos-operatorio foi providenciada
por trés dias por acetaminofeno (200 mg/ml) misturado a 4gua em uma proporg¢ao de 0,2 ml
acetaminofeno: 250 ml 4gua (i.e., concentragao final =0,16 mg/ml).

A agulha de inje¢do (33-gauge Insight Equipamentos Cientificos Ltda, Brasil) foi
inserida dentro da cénula-guia para a injecdo da solu¢do dentro da SCP, sendo que o
comprimento da mesma ultrapassou 2,0 mm a ponta da canula-guia. A agulha de injecao foi
conectada, por meio de um tubo de polietileno (PE-10), & microsseringa Hamilton de 5,0 pl.
Uma bomba de infusdo (Insight BI 2000 — Equipamentos Cientificos Ltda, Brasil) foi
programada para injetar 0,1 pl de solug@o durante um periodo de 60 segundos.

O procedimento de microinjecao consistiu na conteng¢do do animal feita gentilmente
pelo pesquisador com a mao, remo¢ao do mandril, inser¢do da agulha de inje¢do, injecao da
solugdo por 60 segundos, permanéncia da agulha de injecao por 90 segundos apds o término
da injecdo e apds a retirada da agulha de injecdo foi feita a insercdo do mandril. O
movimento de uma pequena bolha de ar no tubo de polietileno antes, durante e depois da

injecao confirmou o fluxo da solucao (Nunes-de-Souza et al., 2000).
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5.4 Aparato e procedimento geral

O labirinto em cruz elevado (LCE) consiste de dois bragos abertos (30 x 5 x 0,25
cm) e dois bragos fechados (30 x 5 x 15 cm) unidos ortogonalmente a uma plataforma
central (5 x 5 cm). O aparato foi construido com vidro transparente, elevado a 38,5 cm do
solo por um suporte de madeira (Modificado de Lister, 1987, olhar Foto 1). Todos os testes
foram conduzidos durante a fase clara do ciclo de luz (9:00-16:00 h) em condig¢des
moderadas de iluminagdo (77 lux).

Cinco dias ap0s a cirurgia, os animais foram transportados a sala de experimentos e
14 permaneceram por 30 minutos antes do inicio dos testes. No experimento 1, os animais
receberam inje¢des intra-SCP de ondansetron (0, 0,3, 1,0, 3,0 nmol/0,1 pl), cinco minutos
depois foram colocados individualmente na plataforma central do LCE com a face voltada
para o braco aberto. No experimento 2, os animais receberam inje¢des intra-SCP de
mCPBG (0, 40, 80, 160 nmol/0,1 pl) e apds cinco minutos foram colocados no LCE
conforme descrito acima. No experimento 3, os efeitos do mCPP (0,03 nmol/0,1 pl) intra-
SCP foram avaliados 10 minutos ap6és o pré-tratamento intra-SCP de ondansetron (1,0
nmol/0,1 pl).

Em todos os experimentos a exposi¢do ao LCE durou 5 minutos, e no intervalo entre
o0s sujeitos o aparato foi limpo com alcool 20% e algodao. Todas as sessdes foram gravadas

por uma camera acoplada a um monitor de video.
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Foto 1: Labirinto em Cruz Elevado

5.5 Delineamento experimental

5.5.1 Experimento 1: administracdes intra-SCP de ondansetron (0, 0,3, 1,0, 3,0
nmol/0,1 pl) em camundongos submetidos ao LCE.

Os animais receberam microinjecao intra-SCP de salina (0,9% NaCl) ou ondansetron
(0, 0,3, 1,0, 3,0 nmol/0,1 pl) e apds 5 minutos foram submetidos ao LCE conforme descrito

acima.

5.5.2 Experimento 2: administracdes intra-SCP de mCPBG (0, 40, 80, 160 nmol/0,1 pl)
em camundongos submetidos ao LCE.

Os animais receberam microinje¢ao intra-SCP de veiculo (salina + Tween 80) ou
mCPBG (0, 40, 80, 160 nmol/0,1 pl) e ap6és 5 minutos foram submetidos ao LCE conforme

descrito anteriormente.

5.5.3 Experimento 3: administracdoes combinadas intra-SCP de ondansetron (1,0

nmol/0,1 pl) e mCPP (0,03 nmol/0,1 pl) em camundongos submetidos ao LCE.
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Os animais receberam microinje¢ao intra-SCP de ondansetron (0 ou 1,0 nmol/0,1pl)
e ap6s cinco minutos, microinjecdo de mCPP (0 ou 0,03 nmol/0,1ul) na mesma estrutura.
Os grupos testados foram: veiculo + veiculo (V+V), veiculo + mCPP (V+mCPP),
ondansetron + veiculo (OND+V) e ondansetron + mCPP (OND + mCPP). Cinco minutos
ap6és a segunda microinje¢do, os animais foram submetidos ao LCE conforme descrito

anteriormente.

5.6 Analise comportamental

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

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

As medidas etologicas analisadas foram, frequéncia e duracdo de levantamentos
(elevagdo do corpo sobre as patas traseiras), mergulhar a cabeca (“head-dipping” -
frequéncia de movimentos exploratérios da cabega/ ombros em direcdo ao solo), posturas de

esticar o corpo (“stretched attend postures” (SAP) - freqii€ncia de esticar o corpo e retrai-lo
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a posicao original, sem a ocorréncia de locomogao) e imobilidade (auséncia de atividade
locomotora nos membros dianteiros/traseiros e corpo, exceto movimentacao respiratoria).
Como os sinais de tigmotatismo sdo importantes para a exploracdo 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.

5.7 Histologia

Apbs o término dos experimentos todos os animais receberam inje¢ao central de 0,1
pl de uma solugdo de 1% de azul de metileno, de acordo com o procedimento descrito para
a injecdo de drogas. Os animais receberam uma sobredose de anestésico (200 mg/kg, i.p.),
foram entdo decapitados, seus cérebros removidos e os sitios de injecdo foram verificados
histologicamente de acordo com o atlas de Franklin e Paxinos (Franklin e Paxinos, 1997).

Os animais cujas inje¢des nao atingiram a SCP foram excluidos da andlise.

5.8 Analise estatistica

Todos os dados foram inicialmente submetidos ao teste de homogeneidade de
Levene, e quando apropriado, os dados foram transformados em raiz quadrada, raiz ctbica
ou log de 10. Posteriormente, os dados dos experimentos 1 e 2, foram submetidos a analise

de variancia (ANOVA) de um fator (tratamento), e do experimento 3, foram submetidos a
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analise de variancia de dois fatores (fator 1: pré-tratamento x fator 2: tratamento), seguidos
pelo teste de comparagdes multiplas de Duncan. Em todos os casos, os valores de P

inferiores a 0,05 foram considerados significativos.

5.9 Ktica

Os experimentos foram realizados seguindo as recomendagdes da Sociedade
Brasileira de Neurociéncias e Comportamento (SBNeC) baseada no US National Institutes
of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals e aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa com animais da Universidade Federal de Sao Carlos-UFSCar (057/2007, copia em

anexo).
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6. RESULTADOS

A andlise histologica confirmou canulacdo positiva na SCP em um total de 143

animais.

T

\

(AR

Figura 3: Representacdo esquematica dos sitios de microinjecdes intra-SCP de
camundongos. O niimero de pontos ¢ inferior ao numero total de animais devido a
sobreposigao.
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Destes, 43 foram usados para investigar o efeito do ondansetron (0, 0,3, 1,0, 3,0 nmol/0,1ul)
[Experimentol: veiculo (n=12), ondansetron 0,3 nmol (n=9), ondansetron 1,0 nmol (n=12),
ondansetron 3,0 nmol (n=10)], 55 foram usados para investigar o efeito do mCPBG (0, 40,
80, 160 nmol/0,1ul) [Experimento 2: veiculo (n=13), mCPBG 40 nmol (n=12), mCPBG 80
nmol (n=15), mCPBG 160 nmol (n=15)], enquanto que 45 foram utilizados para avaliar o
efeito da microinjecdo combinada [Experimento 3: veiculo + veiculo (n=12), veiculo +
mCPP 0,03 nmol (n=12), ondansetron 1,0 nmol + veiculo (n=12), ondansetron 1,0 nmol +

mCPP 0,03 nmol (n=9)].

6.1 Experimento 1: administrac¢des intra-SCP de ondansetron (0, 0,3, 1,0, 3,0 nmol/0,1

pl) em camundongos submetidos ao LCE.

Os efeitos das microinje¢des de ondansetron (0, 0,3, 1,0, 3,0 nmol/0,1ul) sobre o
comportamento de camundongos no labirinto em cruz elevado estdo mostrados na Figura 4
e Tabela 4. A ANOVA de uma via, seguida do teste de Duncan revelou que o tratamento
com ondansetron (3,0 nmol) diminuiu as porcentagens de entrada (F(339=3,89, P < 0,05) e
de tempo gasto nos bragos abertos (F339=3,07, P < 0,05) no LCE. Nenhum dos tratamentos
alterou a atividade locomotora dos animais (F339)=1,12, P > 0,05) (Figura 4).

A ANOVA nio revelou diferenga significativa para os outros comportamentos, total
de entradas (F(339=0,77, P > 0,05), entradas nos bragos abertos (F339=1,53, P > 0,05),
porcentagem de tempo gasto nos bragos fechados (F339=1,58, P > 0,05) e porcentagem de
tempo gasto no centro (F339=2,27, P > 0,05).

Em relacdo as medidas etologicas, ANOVA revelou diferenga significativa para a
porcentagem de esticadas protegidas (F(339=4,06, P < 0,05) entretanto, o post hoc nao

confirmou essa diferenca em relagdo ao grupo controle (P > 0,05). Auséncia de efeitos
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foram observados para o total de mergulhos (F3339=1,02, P > 0,05), porcentagem de
mergulhos protegidos (F3, 39=2,67 P > 0,05), total de esticadas (F339=0,54, P > 0,05),

total de levantamentos (F339=0,74, P > 0,05), total de imobilidade (F339)-0,82, P > 0,05).

8 -
4 -
2 -
0 ,
0 0,3 1,0 3,0

OEntradas
W Tempo

Entradas Bracos Fechados
(e}

0 0,3 1,0 3,0
Ondansetron (nmol/0,1ul)

Figura 4: Efeito do ondansetron (0, 0,3, 1,0, 3,0 nmol/0,1ul) microinjetado na SCP de
camundongos sobre a frequéncia de entradas nos bragos fechados e a porcentagem de
entradas e tempo gasto nos bragos abertos do LCE. Os dados representam a média + E.P.M.
(n=9-12). * P < 0,05 comparado ao grupo controle (ANOVA de uma via seguido do teste de
Duncan).
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Tabela 4: Efeito da microinjecdo de ondansetron (0, 0,3, 1,0, 3,0 nmol/0,1 pul) na SCP de

camundongos avaliados no LCE.

Comportamentos Ondansetron (nmol/0,1 ul)
0 0,3 1 3,0 F(; 39
Total Entradas 9,7+1,8 12,1 +22 14,1 £2,7 11,2+1,5 0,77, NS
Entradas nos BAs 41+0,9 52+13 6,0+1,6 2,5+0,6 1,53, NS
% Tempo nos BFs 36,5+ 8,1 40,7 = 8,0 41,8 £ 6,6 58,6 7,5 1,58, NS
% Tempo no Centro 27,8 +6,7 20,6 +4,7 42,9+ 6,9 31,2+4,6 2,27, NS
Total Mergulhos 28,6 +5,9 27,2 +4.8 37,0+ 7,8 19,9 £ 3.8 1,02, NS
% Mergulhos Protegidos 40,1 + 9,5 32,8+94 62,6 + 8,0 59,1+9,2 2,67, NS
Total Esticadas 340+53 33,5+3,7 40,5+5,5 40,5+5,5 0,54, NS
% Esticadas Protegidas 65,9+ 8,4 473 +11,1 78,1+59 83,6 £4,6 4,06, NS
Total de Levantamentos 10,1 £2,7 72+1,6 13,0+ 3,3 93+24 0,74, NS
Total Imobilidade 54,1 +21,9 24,7 £ 8,6 28,6114 31,2+12,6 0,82, NS

Os dados representam a média = E.P.M. dos demais comportamentos avaliados no LCE.
BAs = bragos abertos; BFs = bracos fechados; NS = Nao Significativo; (n = 9-12). Ver

Figura 4 para dados complementares.

6.2 Experimento 2: administracio intra-SCP de mCPBG (0, 40, 80, 160 nmol/0,1 pl)

em camundongos submetidos ao LCE.

Os dados encontram-se na Figura 5 e Tabela 5. A ANOVA de uma via, revelou a

auséncia de efeitos da microinjecdo de mCBPG (0, 40, 80, 160 nmol/0,1 ul) na SCP de

camundongos avaliados no LCE. Nao houve diferenca significativa para as porcentagens de

entradas (F351)=0,06, P > 0,05) e tempo (F(351)=0,06, P > 0,05) gasto nos bracos abertos do

LCE, bem como para as entradas nos bracos fechados do aparato (F;351)=0,09, P > 0,05)

(Figura 5). Nenhum dos outros comportamentos foi significativamente alterado (Fs51) <

0,82, P >0,05) (olhar Tabela 5).
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Figura 5: Efeito do mCPBG (0, 40, 80, 160 nmol/0,1 pl) microinjetado na SCP de
camundongos sobre a frequéncia de entradas nos bragos fechados e a porcentagem de
entradas e tempo gasto nos bragos abertos do LCE. Os dados representam a média + E.P.M.
(n=9-12) (ANOVA de uma via seguido do teste de Duncan).
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Tabela 5: Auséncia de efeitos do mCPBG (0, 40, 80, 160 nmol/0,1 /ul) microinjetado na
SCP de camundongos avaliados no LCE.

Comportamentos mCPBG (nmol/0,1pl)
0 40 80 160 Fgs1
Total Entradas 11,9+ 1,7 8,6+ 1,5 10,8+ 1,2 10,6 + 15 0,70, NS
Entradas nos BAs 5,6 +1,0 2,7+ 0,5 5,2+0,9 5,1+£0,8 2,03, NS
% Tempo nos BFs 35172 40,2 £ 8,0 30,3+£5,5 37,3+£6,8 0,37, NS
% Tempo no Centro 249 +3,8 17,3 £3,6 32,5+6,1 32,9+4,1 2,30, NS
Total Mergulhos 31,3 +5,0 19,7 +19 27,3+3,3 28,4+3,4 0,68, NS
% Mergulhos Protegidos 37,8 £7.9 36,5+ 85 44,1 +£8,3 47.0+6,7 0,39, NS
Total Esticadas 322 +41 384 +28 36,5+2,3 27,8+2,8 2,46, NS
% Esticadas Protegidas 53,7 +£9,0 48,4 +£10,2 55,6+7,7 64,2+6,8 0,61, NS
Total de Levantamentos 75+1,4 85+1,7 8,4+1,4 74+1,9 0,12, NS
Total Imobilidade 12,6 £4.9 56,4 + 18,7 22,7+5,9 32,4+9,7 1,79, NS

Os dados representam a média = E.P.M. dos demais comportamentos avaliados no LCE.
BAs = bragos abertos; BFs = bracos fechados; NS = Nao Significativo; (n = 12-15).
Ver Figura 5 para dados complementares.

6.3 Experimento 3: administracio combinada intra-SCP de ondansetron (1,0

nmol/0,1nl) e mCPP (0,03 nmol/0,1ul) em camundongos submetidos ao LCE.

Os dados encontram-se na Figura 6 e Tabela 6. A andlise estatistica ANOVA de
duas vias, apontou diferencas significativas para porcentagem de entradas nos bragos
abertos para o pré-tratamento, (F;341=13,35, P < 0,05), interacdo entre pré-tratamento e
tratamento (F341y=7,49, P < 0,05) e auséncia de efeitos para o tratamento (F(341=3,19, P >
0,05). O teste de Duncan revelou aumento significativo para o grupo V+mCPP em relacao
ao grupo V+V (P < 0,05), e diminuicdo do grupo OND+mCPP em relacdo ao grupo
V+mCPP (P < 0,05).

Em relacdo a porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos, a ANOVA apontou
diferencas significativas para o pré-tratamento (F341y=8,17, P < 0,05), interag¢do entre pré-

tratamento e tratamento (F341y=7,43, P < 0,05) e auséncia de efeitos para o tratamento
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(Fz41y=2,54, P > 0,05). O teste de Duncan também revelou aumento significativo para o
grupo V+mCPP em relagdo ao grupo V+V (P < 0,05), e diminui¢do do grupo OND+mCPP
em relagdo ao grupo V+mCPP (P < 0,05).

As entradas nos bragos fechados nao foram alteradas para o pré-tratamento
(Fz.41y=3,35, P > 0,05), tratamento (F341)=0,33, P > 0,05) e interac¢do entre pré-tratamento
e tratamento (F(341=3,07, P > 0,05).

Nao houve diferengas estatisticamente significativas para o total de entradas no pré-
tratamento (F341)=0,03, P > 0,05), tratamento (F3 41y=0,39, P > 0,05) e interagdo entre pré-
tratamento e tratamento (F;41y=0,10, P > 0,05). A ANOVA também nao indicou diferenca
significativa para entradas nos bracos abertos no pré-tratamento (F;341y=1,94, P > 0,05),
tratamento (F;341=0,28, P > 0,05) e interacdo entre pré-tratamento e tratamento
(Fz41)=1,20, P > 0,05).

Para a porcentagem de tempo gasto nos bracos fechados, ocorreram diferencas
significativas para o pré-tratamento, (F341y=22,91, P < 0,05), interag¢@o entre pré-tratamento
e tratamento (F341)=7,59, P < 0,05) e auséncia de efeitos para o tratamento (F3 41y=0,20, P
> 0,05). O teste de Duncan mostrou diminui¢do significativa para o grupo V+mCPP em
relacdo ao grupo V+V e aumento para o grupo OND+mCPP em relagdo ao grupo V+mCPP
(P <0,05).

A porcentagem de tempo gasto no centro ndo foi alterado para o pré-tratamento
(F3.41y=0,85, P > 0,05), tratamento (F341)=3,56, P > 0,05) e interac¢do entre pré-tratamento

e tratamento (F341)=1,16, P > 0,05).
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Figura 6: Efeito da microinjecdo combinada de ondansetron (0 e 1,0 nmol/0,1 pl) e mCPP
(0 e 0,03 nmol/0,1 pl), microinjetados na SCP de camundongos sobre a frequéncia de
entradas nos bragos fechados e a porcentagem de entradas e tempo gasto nos bragos abertos
do LCE. Os dados representam a média + EPM (n = 9-12).

* P < 0,05 comparado ao veiculo (V+V)

# P < 0,05 comparado ao grupo V+mCPP (ANOVA de duas vias seguido do teste de
Duncan).
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Em relacdo aos indices etologicos, A ANOVA mostrou diferenga significativa para
porcentagem de mergulhos protegidos para o pré-tratamento (F;341=6,85, P < 0,05) ,
interagdo entre pré-tratamento e tratamento (Fi41=5,11, P < 0,05) e auséncia de efeitos
para o tratamento (F341y=2,70, P > 0,05). O teste de Duncan revelou aumento nesse indice
para o grupo OND+mCPP, em relacdo ao grupo V+mCPP e diminui¢do para o grupo
V+mCPP, em relacao ao grupo V+V (P < 0,05).

A ANOVA mostrou que para as porcentagens de esticadas protegidas houve
diferencga significativa para pré-tratamento (F341y=8,00, P < 0,05) e para interacdo entre
pré-tratamento e tratamento (F341)=5,14, P < 0,05), e auséncia de efeitos para o tratamento
(F3.41y=3,01, P > 0,05). O teste de Duncan mostrou aumento para porcentagem de esticadas
protegidas para os grupos OND+mCPP em relagdo ao grupo V+mCPP, e diminuigdo para o
grupo V+mCPP em relagdo ao grupo V+V (P < 0,05).

Em relagdo ao total de esticadas, a ANOVA ndo apontou diferenca significativa no
pré-tratamento (F341y=0,07, P > 0,05), tratamento (F341y=0,13, P > 0,05) e interacdo entre
pré-tratamento e tratamento (F341y=0,26, P > 0,05), assim como para o total de mergulhos
no pré-tratamento (F;341y=0,75, P > 0,05), tratamento (F;341y=1,91, P > 0,05) e interagdo
entre pré-tratamento e tratamento (F;3 41y=2,77, P > 0,05).

ANOVA indicou diferengas significativas para o total de levantamentos no pré-
tratamento (F341y=4,35, P < 0,05) e auséncia de efeitos para o tratamento (F341y=0,42, P >
0,05), interagdo entre pré-tratamento e tratamento (F;341y=0,67, P > 0,05). O teste de
Duncan, porém, ndo confirmou o efeito para o pré-tratamento (P > 0,05).

Para o total de imobilidade ndo houve diferenca significativa para o pré-tratamento
(F3.41y70,41, P > 0,05), tratamento (F341)=0,62, P > 0,05) e intera¢do entre pré-tratamento

e tratamento (F341)=1,88, P >0,05).
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Tabela 6: Efeito da microinje¢do combinada de ondansetron (1,0 nmol/0,1ul) e mCPP (0,03
nmol/0,1pul) na SCP de camundongos avaliados no LCE.

Comp ortamentos Veiculo (V) V + mCPP OND +V OND + mCPP
0+0 (n=12) 0+0,03®m=12) 1,0+0 (n=12) 1,0+ 0,03 (n=9)
Total Entradas 10,1 £1,0 10,7 £2.,6 9,8+1,8 11,7+ 1,6
Entradas nos Bas 4,4 +£0,7 63+14 42+1,3 34+0,6
% Tempo nos BFs 35,0 £54 17,1 £5,0* 49,0+ 6,2 59,2 + 52%#
% Tempo no centro 36,9 £5,2 21,6 £6,6 27,8+3.9 22,4+3.0
Total Mergulhos 257 +24 41,1 £58 29,7+ 6,0 28,3+4.4
% Mergulhos Protegidos 44,8 +10,4 14,7 £ 4,7* 44,17 +8,7 46,8 + 8,2#
Total Esticadas 30,9 +£2,0 304+29 30,0+ 4,0 33,1+4,6
% Esticadas Protegidas 62,0 +75 323 +£7,8* 66,2+ 7,1 70,1+ 5,8#
Total de Levantamentos 9,1 +1,8 6,3+22 11,6 £1,9 12,0+£1,5
Total Imobilidade 283 +7,1 61,6 +21,4 47,1 £15,5 31,9+ 15,7

Os dados representam a média = E.P.M. dos demais comportamentos avaliados no
LCE. BAs = bragos abertos; BFs = bragos fechados; (n = 9-12).

* P < 0,05 comparado ao veiculo (V+V)

# P < 0,05 comparado ao grupo V+mCPP

Ver Figura 6 para dados complementares.

45



7. DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste estudo demonstram que a administragao intra-SCP
de ondansetron, antagonista seletivo dos receptores 5S-HT3 (Butler et al., 1988), aumentou de
maneira dose-dependente os comportamentos relacionados a ansiedade em camundongos
expostos a0 LCE. A administra¢do intra-SCP de mCPBG, agonista seletivo dos receptores
5-HT; (Kilpatrick et al., 1990; Andrews e File, 1992), resultou em auséncia de efeitos. De
maneira interessante, a administragdo prévia de ondansetron seguida de mCPP, agonista de
receptores 5-HT2pnc, reverteu o efeito ansiolitico do mCPP na SCP, descrito anteriormente
na literatura (Nunes-de- Souza et al., 2008). Desta forma, podemos sugerir que existe uma
modulagdo dos receptores 5-HTs sobre os receptores 5-HT,p,c da SCP na ansiedade de
camundongos avaliados no LCE.

A serotonina tem mostrado diferentes agdes fisioldgicas, em diferentes locais, € isso
ndo ¢ surpresa, dada a variedade de receptores serotoninérgicos existentes (Barnes e Sharp,
1999; Menard e Treit, 1999). Assim, diversos efeitos comportamentais podem ser
observados a partir da administragdo de ligantes serotoninérgicos em sitios cerebrais
especificos, tais como amidala, hipocampo, substancia cinzenta periaquedutal entre outras
(Goodwin et al., 1985; Menard e Treit, 1999). No entanto, ainda nao esta claro porque os
antagonistas dos receptores 5-HTs produzem diferentes efeitos (Olivier et al., 2000). Neste
sentido, varios estudos t€ém demonstrado que a administragdo sistémica de antagonistas 5-
HT; como BRL 43964 e zacopride ndo produziram efeitos nos testes de interacao social e
LCE em ratos (File e Johnston, 1989; Eguchi et al., 2001). A administracdo de tropisetron
intra-amidala produziu efeito ansiolitico em ratos avaliados no LCE (Tomkins et al., 1990).

Outros antagonistas, ICS 205-930, MDL 72222, GR65630, quando administrados nos
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nucleos mediano, dorsal da rafe e amidala de ratos e camundongos, também promoveram
efeitos ansioliticos nos testes claro/escuro, interacdo social e LCE (Costall et al., 1989;
Tomkins et al., 1990; Higgins et al., 1991).

No nosso estudo, microinjecdes de ondansetron na SCP produziram efeito
ansiogénico dose-dependente. Resultados semelhantes aos nossos foram encontrados com a
administra¢do de ondansetron intra-hipocampo ventral em camundongos expostos ao LCE
(Fachini e Canto-de-Souza, 2008, submetido). Porém, em outros estudos este antagonista
apresentou efeitos diferentes. Por exemplo, quando administrado na amidala, produziu
efeito ansiolitico em ratos (Tomkins et al., 1990) e camundongos (Laine et al., 2008)
expostos ao LCE, mas quando foi injetado no nucleo mediano da rafe, ndo modificou a
ansiedade avaliada no teste claro/escuro em camundongos (Costall et al., 1990).

Em outros estudos com injecdo sistémica, o ondansetron também promoveu efeitos
variaveis na ansiedade. Assim, o tratamento agudo com este antagonista, em ratos e
camundongos (Costall et al., 1989; Griebel et al., 1996; Sandman et al., 1996), bem como o
tratamento sub-cronico, ndo produziram efeitos em camundongos submetidos ao LCE
(Rodgers, et al., 1997). Além disso, o ondansetron foi ineficaz em reverter os efeitos da
estimulacdo elétrica da SCP em ratos (Jenck et al., 1989).

Alguns autores tem discutido em estudos anteriores que dependendo da dose o
ondansetron pode apresentar efeitos ansiolitico ou ansiogénico. Assim o ondansetron nas
doses de 0,0001-1,0 mg/kg, produziu diminuicdo da ansiedade quando administrado
sistemicamente em ratos expostos ao teste de interacdo social (Tyers, 1987; Jones et al.,
1988; Tyers et al., 1989) e em camundongos expostos ao teste claro/escuro (Costall et al.,
1989d); enquanto as doses de 0,1- 1,0 pg/kg, produziram aumento da ansiedade (Costall et

al., 1988a).
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No nosso estudo (Experimento 1), as microinje¢des intra-SCP de ondansetron em
camundongos avaliados no LCE, produziram diminui¢do nos indices convencionais de
ansiedade (porcentagens de entradas e de tempo gasto nos bracos abertos do LCE). A
atividade locomotora nao foi alterada, o que sugere um efeito nao-sedativo da droga. Esta
auséncia de efeito sobre a atividade locomotora também ja foi observada em outros estudos
sobre ansiedade, envolvendo administragdo sistémica e algumas estruturas do SNC
(Sandman et al., 1996; Eguchi et al, 2001; Fachini e Canto-de-Souza, 2008, submetido;
Laine et al., 2008).

Ao lado das medidas convencionais, as medidas etologicas, tais como, posturas de
esticar o corpo e mergulhar a cabeca, t€ém sido utilizadas para fornecer dados de avaliagdao
de risco no labirinto (Griebel et al., 1997). Porém, neste trabalho, nenhum dos indices
etologicos foi alterado, exceto pelo aumento na porcentagem de esticar protegido, sugerindo
aumento da ansiedade (Rodgers et al., 1997), entretanto, o post hoc ndo confirmou este
efeito.

Ja foi demonstrado que microinjecdes de WAY 100 635, antagonista seletivo dos
receptores 5-HT;a, no nicleo mediano da rafe (NMR) resulta em efeitos ansioliticos em
animais ingénuos ao LCE (Canto-de-Souza et al., 2002). Sabe-se que bloqueando os auto-
receptores somatodendriticos do tipo 5-HTa, 0 WAY 100 635 aumenta a taxa de disparos
dos neurdnios serotoninérgicos do nucleo dorsal da rafe (NDR) em vérias espécies (Mundey
et al.,, 1996; Fornal et al., 1996; Bjorvatn et al., 2000; Hajos et al., 2001). Neste sentido,
Canto-de-Souza et al (2002), propuseram que microinje¢des de WAY 100 635 intra-NMR
leva a atenuacdo da ansiedade por aumentar a liberagdo de serotonina em sitios poOs-
sinapticos. Estes autores sugeriram, ainda, que esta resposta pode ser atribuida a SCP

mesencefalica, onde a ativag@o serotoninérgica usualmente resulta em efeitos anti-aversivos
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em ratos (Deakin e Graeff, 1991; Graeff et al., 1996; Graeff et al., 1997) e camundongos
(Nunes-de-Souza et al., 2008). Desta forma, como a SCP recebe projecdes serotoninérgicas
do NMR, pelo menos em ratos (Vertes et al., 1999), os efeitos ansioliticos do WAY 100 635
microinjetado no NMR podem ser conseqiiéncia do aumento da liberagao de serotonina
agindo sobre os receptores de 5-HT da SCP.

Desta forma, podemos sugerir que a serotonina estaria atuando como ansiolitica nos
receptores 5-HT3; da SCP de camundongos, e para verificar esta hipotese realizamos o
experimento 2. Entretanto, as microinjegdes de mCPBG, agonista dos receptores 5-HT3, na
SCP de camundongos avaliados no LCE, ndo produziram efeitos.

Resultados semelhantes aos nossos foram encontrados na literatura, porém com
administragdo sistémica. Assim, foi observada auséncia de efeitos com as doses de 1,0 a 10
mg/kg, i.p. em ratos submetidos ao LCE, teste claro/escuro (Sandman et al., 1996 ) e
vocalizagdo ultrasonica (Schreiber et al., 1998), bem como em camundongos (10 mg/kg,
1.p.) submetidos ao LCE (Fachini e Canto-de-Souza, 2008). Em doses baixas (1,0 mg/kg,
i.p.), o mCPBG também promoveu auséncia de efeitos no teste de interagdo social (Eguchi,
2001).

Entretanto a administragao sistémica de mCPBG (1,0 e 3,0 mg/kg, i.p.), em ratos
(Andrews e File, 1992) e camundongos (Fachini e Canto-de-Souza, 2008) submetidos ao
LCE, produziu efeito ansiogénico.

Outros autores tem demonstrado que diferentes agonistas dos receptores 5-HTj3, tais
como quipazina e fenilbiguanida, administrados de forma sistémica, ndo produziram efeitos
em ratos expostos ao LCE e teste claro/escuro (Sandman et al., 1996). No mesmo sentido,
administracdo de 2-Me-5-HT, nos nucleos dorsal da rafe e accumbens de ratos e

camundongos, também resultou em auséncia de efeitos nos teste de interag@o social e teste
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claro/escuro (Costall et al., 1989; Higgins et al., 1991). Porém, nenhum estudo tinha ainda
avaliado os efeitos da administracdo de mCPBG intra-SCP em camundongos expostos ao
LCE.

Desta forma, como o ondansetron produziu efeito ansiogénico, era esperado que o
mCPBG (agonista) injetado na SCP produzisse efeito ansiolitico ou auséncia de efeitos na
ansiedade avaliada em camundongos. Os resultados obtidos mostraram que nenhuma das
doses testadas alteraram as medidas convencionais (Lister, 1987) e etoldgicas de ansiedade
(Cruz et al., 1994; Rodgers e Johnson, 1995). Algumas hipéteses podem ser levantadas para
explicar esta auséncia de efeito: a) auséncia de seletividade do agonista. Entretanto,
trabalhos anteriores tém demonstrado que este fairmaco ¢ um agonista seletivo para os
receptores 5-HT; (Sepulveda et al., 1991); b) atuagdo em subtipos especificos nos receptores
5-HT; (Niesler et al., 2003; Morales et al., 2001); ou ainda c) ativagao dos receptores 5-HT3
por este agonista na SCP necessite de uma ag@o conjunta com outros subtipos de receptores
serotoninérgicos.

Devido a essa diversidade de resultados no comportamento de ansiedade, tem sido
proposto, que a serotonina possui um papel dual, podendo apresentar efeitos ansiogénicos
ou ansioliticos, dependendo do subtipo de receptor e sitio pos-sinaptico envolvido (Deakin e
Graeff, 1991; Graeff et al., 1997; Graeff, 2004). Além disso, estudos tem mostrado que
outros subtipos de receptores de serotonina podem modular a ansiedade na SCP de roedores
(Olivier et al., 2000).

Neste sentido, outras evidéncias da literatura tem apontado para uma possivel
modulacdo dos antagonistas dos receptores 5-HT; sobre outros sistemas de

neurotransmissores, tais como, dopaminérgicos (Hagan et al., 1987; Costall et al., 1987;
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Costall, et al., 1988), noradrenérgicos (Mongeau, et al., 1994), gabaérgicos (Alhaider et al.,
1991; Diez-Ariza et al., 2002) e serotoninérgicos (Olivier et al., 2000).

Em relagdo a serotonina, ensaios utilizando ligantes marcados revelaram que a
administrag¢do cronica de ipsapirona (sistémica), agonista parcial 5-HT s, produz mudancas
adaptativas na neurotransmissao serotoninérgica do SNC em ratos. Assim, houve redugdo
dos sitios de ligacdo 5-HT,a/c € 5-HT3 no cortex posterior e frontal, enquanto os receptores
5-HTa do hipocampo, septo e nucleo dorsal da rafe, permaneceram inalterados. Estes
resultados, de certa forma, apontam para a possibilidade de interagdo entre receptores 5-HT3
e 5-HT; (Schechter et al., 1990). Neste mesmo caminho, outros autores demonstraram que a
ativacao dos receptores 5-HT, por a-methyl-5-HT (agonista seletivo), exerceu um efeito
modulatoério sobre os receptores 5-HT3 em células do ganglio trigeminal de ratos, realgando
sua funcionalidade (Hu et al., 2004). Tomados juntos, estes achados corroboram a hipotese
de interagdo entre receptores 5-HT3 e 5-HT».

Recentes resultados do nosso laboratério mostraram que o mCPP, agonista dos
receptores 5-HT,pnc (Hoyer e Schoeffter, 1991), modula a ansiedade em camundongos
expostos ao LCE (Nunes-de-Souza et al., 2008). Diante dessa evidéncia e dos estudos
mencionados acima, avaliamos no Experimento 3, a possibilidade de intera¢do entre os
receptores 5-HT; e o subtipo 5-HTp,c da SCP de camundongos. Os resultados mostraram
que o pré-tratamento com ondansetron (1,0 nmol), em uma dose que nao produziu efeito por
si s0, bloqueou o efeito ansiolitico do mCPP (0,03 nmol) em camundongos avaliados no
LCE. Este resultado foi confirmado pela diminui¢do significativa das porcentagens de
entrada e tempo gasto nos bragos abertos, além do aumento das porcentagens de tempo
gasto nos bragos fechados, esticar e mergulhar protegido do grupo tratado com

OND-+mCPP, quando comparado ao grupo V+mCPP (olhar Fig. 6, Tab. 6).
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As medidas convencionais e etologicas avaliadas neste estudo confirmam o efeito
ansiolitico do mCPP na SCP, obtido anteriormente em outro estudo (Nunes-de-Souza et al.,
2008). Cabe salientar, que nenhum dos grupos tratado com injecdo combinada apresentou
alteracdo da atividade locomotora, corroborando estudos anteriores com uma Unica inje¢ao
de ondansetron (Fachini e Canto-de-Souza, 2008) ou mCPP (Cornélio e Nunes-de-Souza,
2007; Nunes-de-Souza et al., 2008).

Entretanto, efeitos contraditorios dos agonistas 5-HT, na modulacdo da ansiedade
sdo encontrados em estudos anteriores. Assim, efeitos ansiogénicos foram relatados apds
microinje¢des de mCPP no hipocampo dorsal (Whitton e Curzon, 1990) e de TFMPP,
agonista 5-HT,c ndo seletivo, ou MK-212, agonista preferencial 5-HT,c, no hipocampo
ventral (Alves et al., 2004) de ratos. Segundo Cornélio e Nunes-de-Souza, 2007, a
administracdo de mCPP intra-amidala, causou efeito ansiogénico, enquanto que intra-
hipocampo produziu auséncia de efeitos, em camundongos submetidos ao LCE.

Portanto, neste estudo o bloqueio do efeito ansiolitico produzido pelo mCPP, com o
ondansetron, sugere que a serotonina esteja atuando como ansiolitica nos receptores 5-HT,,
o que foi confirmado pelo efeito ansiolitico do agonista. E que provavelmente os receptores
5-HT; estejam modulando os receptores 5-HT2p2c da SCP em camundongos,

Entretanto, o agonista utilizado na inje¢do combinada, mCPP, ¢ uma droga nao
seletiva porque pode atuar tanto nos receptores 5-HT,c como também nos receptores 5-
HT,s (Barnes e Sharp, 1999). Desta forma, seria interessante em futuras investigacdes,
utilizar ligantes seletivos para os receptores 5-HT,c com o intuito de confirmar qual subtipo
de receptor 5-HT; esté interagindo com os receptores 5-HT3 da SCP.

Portanto, os nossos resultados mostram que o ondansetron intra-SCP produz efeito

ansiogénico em camundongos avaliados no LCE. O tratamento com o mCPBG causa
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auséncia de efeito, mas o ondansetron ¢ capaz de bloquear o efeito ansiolitico produzido
pelo mCPP. Novos estudos serdo necessarios para esclarecer o mecanismo de agdo desta

interacdo entre os receptores 5-HT3 e 5- HT,p2c da SCP em camundongos.
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8. CONCLUSAO

Desta forma, podemos concluir que:

e O bloqueio de receptores 5-HT; da SCP resulta em efeitos ansiogénicos em
camundongos submetidos ao LCE.

e A ativacdo de receptores 5-HT3; da SCP ndo produz efeitos em camundongos
submetidos ao LCE.

e A administracao prévia na SCP de uma dose inativa de ondansetron, antagonista dos
receptores 5-HTj3_ bloqueia o efeito ansiolitico obtido pelo mCPP microinjetado nesta
estrutura em camundongos submetidos ao LCE, mostrando uma possivel modulacao

dos receptores 5-HT; sobre os receptores 5-HT2p/ac.
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10. APENDICE

Quadro 1: Registro das medidas convencionais em camundongos submetidos ao LCE apos

microinje¢do intra-SCP de ondansetron (0, 0,3, 1,0 e 3,0 nmol/0,1pl).

Controle
SUJEITO| TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 16 5 11 17 102 179 31,25 68,75 5,92 34,14 59,94
2 10 3 7 15 140 144 30,00 70,00 5,12 46,82 48,06
3 16 9 7 90 114 95 56,25 43,75 30,26 38,01 31,73
4 14 8 6 79 183 37 57,14 4286 26,48 61,08 12,44
5 1 1 0 283 0 16 100,00 0,00 94,34 0,00 5,66
6 4 3 1 60 21 217 75,00 25,00 20,20 7,14 72,66
7 3 1 2 4 289 5 33,33 66,67 1,55 96,60 1,80
8 15 7 8 80 140 79 46,67 53,33 26,74 46,80 26,46
9 18 9 9 106 119 74 50,00 50,00 3543 39,86 24,71
10 1 1 0 297 0 2 100,00 0,00 99,04 0,00 0,96
11 13 2 11 24 158 116 1538 84,62 8,15 52,88 38,98
12 6 1 5 223 44 32 16,67 83,33 7436 14,88 10,76
MEDIA | 9,75 4,17 5,58 106,90 109,56 83,54 50,97 49,03 3563 36,52 27,85
D.PM. | 638 3,27 4,01 103,64 8445 70,18 28,69 28,69 34,55 28,15 23,39
E.P.M. 1,84 094 1,16 29,92 24,38 20,26 8,28 8,28 9,97 8,13 6,75
Ondansetron 0,3 nmol
SUJEITO| TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 2 2 0 298 0 2 100,00 0,00 99,33 0,00 0,67
2 11 3 8 52 203 43 2727 72,73 17,54 68,98 14,48
3 19 9 10 118 110 71 4737 52,63 3947 36,88 23,65
4 3 2 1 278 13 8 66,67 33,33 92,90 436 2,74
5 10 4 6 60 179 60 40,00 60,00 20,05 59,90 20,05
6 21 13 8 78 164 56 61,90 38,10 26,16 54,88 18,96
7 16 5 11 34 139 125 31,25 68,75 11,60 46,60 41,81
8 11 1 10 6 172 121 9,09 90,91 2,00 57,53 40,48
9 16 8 8 115 115 69 50,00 50,00 38,33 38,37 23,30
MEDIA |12,11 522 6,89 115,79 122,17 62,05 48,17 51,83 38,60 40,72 20,68
D.P.M. 6,60 3,99 392 104,18 72,16 42,66 26,31 26,31 34,73 24,05 14,22
E.P.M. 220 1,33 1,31 34,73 24,05 14,22 8,77 8,77 11,58 8,02 4,74
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Ondansetron 1,0 nmol

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

1 11 7 4 90 35 175 63,64 36,36 2993 11,65 58,42

2 18 8 10 68 115 117 4444 55,56 22,58 3841 39,02

3 4 2 2 10 3 288 50,00 98,00 3,20 0,86 95,93

4 4 1 3 2 267 31 25,00 75,00 0,77 89,01 10,22

5 18 3 15 29 157 115 16,67 83,33 9,66 52,17 38,17

6 28 15 13 124 111 65 53,57 46,43 41,34 36,98 21,67

7 14 10 4 45 81 175 71,43 28,57 14,85 26,84 58,31

8 12 1 11 9 155 136 8,33 91,67 3,10 51,69 4521

9 2 1 1 12 279 9 50,00 50,00 3,89 34,00 62,11

10 34 18 16 110 133 56 5294 47,06 36,80 52,00 11,20

11 17 5 12 36 158 106 2941 70,59 11,86 55,00 33,14

12 8 2 6 12 56 232 25,00 75,00 4,02 54,00 41,98

MEDIA |14,17 6,08 8,08 4550 129,10 12540 40,87 63,13 15,17 41,88 42,95

D.P.M. 9,68 5,74 533 42,57 83,65 82,18 19,58 22,27 14,19 22,89 23,97

E.P.M. 2,79 1,66 1,54 12,29 24,15 23,72 5,65 6,43 4,10 6,61 6,92
Ondansetron 3,0 nmol

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

1 13 3 10 18 157 125 23,08 76,92 5,89 52,42 41,69

2 18 6 12 34 165 102 33,33 66,67 11,19 54,95 33,87

3 1 0 1 0 299 1 0,00 100,00 0,00 99,68 0,32

4 7 2 5 151 47 102 28,57 71,43 5046 15,51 34,03

5 16 4 12 11 165 124 25,00 75,00 3,76 5495 41,29

6 10 4 6 46 121 133 40,00 60,00 15,22 40,44 4434

7 10 1 9 3 260 37 10,00 90,00 0,93 86,65 12,42

8 15 4 11 29 130 141 26,67 73,33 9,65 43,48 46,87

9 13 0 13 0 211 89 0,00 100,00 0,00 70,46 29,54

10 9 1 8 11 204 85 11,11 88,89 3,64 68,06 28,30

MEDIA [11,20 2,50 8,70 30,22 175,98 93,80 19,78 80,22 10,07 58,66 31,27

D.P.M. 494 2,01 3,77 45,22 72,00 4430 13,78 13,78 15,07 24,00 14,77

EPM. | 1,56 064 1,19 1430 22,77 1401 436 436 477 759 4,67
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Quadro 2: Registro das medidas etologicas em camundongos submetidos ao LCE apo6s

microinje¢do intra-SCP ondansetron (0; 0,3; 1,0 e 3,0 nmol/0,1pl).

Controle
% ESTICADAS % LEVANTAMENTOS % MERGULHOS % IMOBILIDADE
SUJEITO | Total Prot. Desp. Total Prot. Desp. Total Prot. Desp. Total Prot. Desp.
1 40 950 50 3 100, 00 14 857 142 7 1000 0,0
2 41 902 97 25 1000 00 27 814 185 31000 0,0
3 15 46,6 533 7 100,0 00 29 13,7 862 101 82,8 17,92
4 6 0,0 1000 0 0,0 0,0 6 0,0 100,0 230 0,0 100,0
5 37 945 54 8 875 125 14 857 142 35 100,0 0,0
6 26 730 269 0 0,0 00 18 277 722 24 100,0 0,0
7 21000 0,0 5 1000 0,0 1 0,0 1000 170 100,0 0,0
8 40 575 425 19 100,0 0,0 44 340 659 0 100,0 0,0
9 41 60,9 390 27 100,0 00 52 50,0 50,0 31000 0,0
10 40 475 525 16 100,0 00 72 222 777 0 00 00
11 59 81,3 18,6 12 1000 00 40 70,0 30,0 6 1000 0,0
12 61 442 557 0 0,0 00 27 11,1 888 67 0,0 100,0
MEDIA | 340 659 34,0 10,1 73,9 1,0 28,6 40,1 598 54,1 735 18,1
D.PM. | 185 29,1 29,1 9,6 44,7 3,6 204 332 332 760 44,6 385
E.P.M 53 84 84 27 129 1,0 59 95 95 219 128 11,1

Ondansetron 0,3 nmol

% ESTICADAS % LEVANTAMENTOS % MERGULHOS % IMOBILIDADE
SUJEITO | Total Prot.  Desp. Total Prot. Desp. Total Prot. Desp. Total Prot. Desp.
1 9 0,0 1000 0 0,0 0,0 7 0,0 100,0 52 0,0 100,0
2 26 46,1 538 13 100,0 00 17 294 70,5 13 72,0 280
3 39 333 66,6 12 1000 00 46 21,7 782 0 100,0 0,0
4 42 47 952 0 0,0 0,0 44 0,0 100,0 74 0,0 100,0
5 29 655 344 7 100, 00 22 454 545 46 100,0 0,0
6 31 354 645 8 100,0 00 37 162 83,7 100,0 0,0
7 42 881 119 6 100, 00 27 740 259 100,0 0,0
8 46 978 2.1 7 100,0 00 9 777 222 14 70,0 300
9 38 552 447 12 1000 00 36 305 694 5 0,0 100,0
MEDIA | 335 473 526 72 77,7 00 27,2 328 672 24,7 602 39,7
DPM. | 113 335 335 48 44,1 00 144 284 284 260 46,6 46,6
EPM. | 37 1110 11,1 1,6 14,7 00 48 94 94 86 155 155
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Ondansetron 1,0 nmol

% ESTICADAS

% LEVANTAMENTOS

% MERGULHOS

% IMOBILIDADE

SUJEITO | Total Prot.  Desp. Total Prot. Desp. Total Prot. Desp. Total Prot. Desp.
1 42 976 23 13 100, 00 13 846 153 00 00 1000
2 35 685 314 25 96,0 40 43 51,1 48,8 00 00 1000
3 26 1000 00 0 0,0 00 21 857 142 47,1 100,0 0,0
4 12 100,0 0,0 100,0 00 4 1000 0,0 127,7 100,0 0,0
5 56 892 10,7 14 1000 00 28 642 357 1,1  100,0 0,0
6 68 50,0 50,0 19 1000 00 53 320 679 00 00 1000
7 25 720 280 19 842 157 69 695 304 020 0,0 100,0
8 49 959 40 18 100,0 00 34 794 205 00 00 1000
9 9 66,6 333 2 100, 00 5 200 80,0 674 100,0 0,0
10 60 383 61,6 37 1000 00 97 185 814 6,3 100,0 0,0
11 51 843 156 8 1000 00 33 787 212 19,7 100,0 0,0
12 54 944 55 0 0,0 00 20 900 10,0 452 100,0 0,0
MEDIA | 405 78,1 21,8 13,0 80,0 1,8 37,0 626 373 286 63,6 36,3
D.P.M. | 191 20,8 20,8 12,0 39,8 47 277 284 284 40,6 504 504
EPM. | 55 59 59 33 11,0 1,3 7.8 80 80 114 148 14,8
Ondansetron 3,0 nmol
% ESTICADAS % LEVANTAMENTOS % MERGULHOS % IMOBILIDADE
SUJEITO | Total Prot.  Desp. Total Prot. Desp. Total Prot. Desp. Total Prot. Desp.
1 37 621 378 3 1000 00 17 529 470 58 83,7 16,2
2 53 830 169 18 100, 00 28 35 464 0 00 00
3 8 100,0 0,0 7 100,0 00 0 0,0 00 36 100,0 0,0
4 41 60,9 39,0 1 100,0 00 25 280 720 23 6,1 938
5 38 868 13,1 19 1000 00 23 565 434 0 0,0 100,0
6 39 692 30,7 4 1000 00 41 634 365 6 100,0 0,0
7 22 1000 00 6 1000 00 4 1000 00 131 100,0 0,0
8 73 863 137 6 100,0 00 30 66,6 333 2 996 04
9 41 975 24 23 100, 00 18 777 222 19 100,0 0,0
10 53 905 94 6 1000 00 13 923 176 34 100,000
MEDIA | 405 83,6 16,3 9,3 100,0 00 199 591 30,8 31,2 689 21,0
DPM. | 176 148 148 7.6 0,0 00 122 293 233 399 464 403
EPM. | 55 46 46 24 0,0 00 38 92 73 12,6 14,6 127
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Quadro 3: Registro das medidas convencionais em camundongos submetidos ao LCE apo6s

microinje¢do intra-SCP de mCPBG (0, 40, 80 e 160 nmol/0,1pl).

Controle
SUJEITO| TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 1 1 0 283 0 16 100,00 0,00 94,60 0,00 5,40
2 15 11 4 187 34 77 73,33 26,67 62,63 11,62 25,76
3 5 1 4 12 258 29 20,00 80,00 4,01 86,20 9,79
4 2 2 0 280 0 19 100,00 0,00 93,42 0,00 6,58
5 9 6 3 216 46 37 66,67 33,33 72,01 15,48 12,51
6 18 9 9 102 98 99 50,00 50,00 34,13 32,81 33,06
7 19 12 7 137 91 70 63,16 36,84 45,83 30,61 23,56
8 19 9 10 72 125 101 4737 52,63 2425 4190 33,85
9 17 7 10 41 106 152 41,18 58,82 13,70 35,34 50,96
10 12 4 8 28 142 129 33,33 66,67 9,55 47,39 43,06
11 18 5 13 21 200 78 27,78 72,22 6,98 66,81 26,20
12 9 1 8 5 193 101 11,11 88,89 1,79 64,35 33,86
13 11 6 5 167 73 59 54,55 45,45 55,77 24,37 19,87
MEDIA 11,92 5,69 6,23 119,69 10543 74,87 52,96 47,04 39,90 35,14 24,96
D.P.M. 6,41 3,82 3,96 100,26 78,47 42,10 27,64 27,64 33,42 26,16 14,03
E.P.M. 1,78 1,06 1,10 27,81 21,76 11,68 7,67 7,67 9,27 7,25 3,89
mCPBG 40 nmol
SUJEITO| TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 9 1 8 58 178 63 11,11 88,89 19,22 59,63 21,15
2 9 4 5 114 140 45 4444 5556 37,95 46,88 15,17
3 13 6 7 76 141 82 46,15 53,85 2533 4729 2737
4 1 1 0 299 0 1 100,00 0,00 99,62 0,00 0,38
5 1 1 0 299 0 1 100,00 0,00 99,66 0,00 0,34
6 12 4 8 59 145 94 33,33 66,67 19,82 48,54 31,63
7 13 2 11 15 199 85 15,38 84,62 5,01 66,35 28,64
8 7 5 2 213 71 16 71,43 28,57 70,89 23,777 5,34
9 12 4 8 67 155 77 33,33 66,67 22,21 51,90 25,89
10 1 1 0 298 0 1 100,00 0,00 99,43 0,00 0,57
11 18 3 15 26 172 101 16,67 83,33 8,68 57,40 33,92
12 8 1 7 2 245 53 12,50 87,50 0,51 81,76 17,73
MEDIA | 8,67 2,75 5092 127,09 120,88 52,03 48,70 51,30 42,36 4029 17,34
D.P.M. 545 1,82 4,72 116,79 83,41 38,39 3538 3538 38,93 27,80 12,80
E.P.M. 1,57 0,52 1,36 33,72 24,08 11,08 10,21 10,21 11,24 8,03 3,69
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mCPBG 80 nmol

SUJEITO| TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 15 11 4 174 88 37 73,33 26,67 58,10 29,50 12,40
2 1 1 0 298 0 1 100,00 0,00 99,57 0,00 0,43
3 6 2 4 6 61 232 33,33 66,67 2,08 20,54 77,38
4 12 1 11 3 206 90 8,33 91,67 1,14 68,87 29,99
5 8 6 2 230 9 60 75,00 2500 76,77 3,06 20,17
6 13 1 12 6 197 95 7,69 92,31 2,21 65,81 31,98
7 9 2 7 154 92 52 22,22 77,78 51,62 30,88 17,50
8 14 6 8 64 142 93 42,86 57,14 21,48 47,42 31,11
9 13 9 4 224 43 31 69,23 30,77 74,78 14,60 10,62
10 21 11 10 88 98 112 52,38 47,62 29,56 32,93 37,50
11 13 7 6 64 107 128 53,85 46,15 21,37 35,94 42,69
12 7 7 0 49 0 250 100,00 0,00 16,64 0,00 83,36
13 7 1 6 112 147 40 14,29 85,71 37,39 49,26 13,35
14 13 8 5 149 79 70 61,54 38,46 49,93 26,57 23,50
15 11 5 6 43 88 168 4545 54,55 14,39 2945 56,17
MEDIA 10,87 5,20 5,67 111,40 90,97 97,63 50,63 49,37 37,13 30,32 32,54
D.P.M. 4,72 3,67 3,60 91,18 64,02 71,87 30,01 30,01 30,39 21,34 23,96
E.P.M. 1,22 0,95 0,93 223,54 16,53 18,56 7,75 7,75 7,85 551 6,19
mCPBG 160 nmol
SUJEITO| TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 20 13 7 142 90 67 65,00 3500 47,40 30,01 22,60
2 3 3 0 86 0 213 100,00 0,00 28,89 0,00 71,11
3 3 1 2 2 273 23 3333 66,67 0,73 91,29 17,97
4 14 5 9 49 142 108 35,71 64,29 16,46 47,48 36,06
5 4 1 3 4 184 111 25,00 75,00 1,39 61,32 37,29
6 12 2 10 13 191 95 16,67 83,33 441 63,69 31,90
7 5 2 3 52 153 94 40,00 60,00 17,43 51,24 31,33
8 5 5 0 266 0 33 100,00 0,00 88,95 0,00 11,05
9 12 7 5 68 89 141 58,33 41,67 22,94 29,97 47,09
10 18 7 11 57 93 149 38,89 61,11 19,24 31,00 49,76
11 11 6 5 137 76 86 54,55 45,45 4587 25,46 28,68
12 4 4 0 245 0 54 100,00 0,00 81,94 0,00 18,06
13 15 6 9 89 101 109 40,00 60,00 29,68 33,89 36,43
14 17 8 9 84 86 128 47,06 52,94 28,18 28,84 4298
15 16 7 9 37 197 65 4375 56,25 12,41 65,67 21,92
MEDIA 10,60 5,13 5,47 89,19 111,97 98,85 53,22 46,78 29,73 37,32 32,95
D.P.M. 6,06 3,18 3,94 79,68 79,51 4848 27,06 27,06 26,56 26,50 16,16
EPM. | 1,56 0,82 1,02 20,57 2053 1252 699 699 686 684 417
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Quadro 4: Registro das medidas etologicas em camundongos submetidos ao LCE apo6s

microinje¢do intra-SCP de mCPBG (0, 40, 80 e 160 nmol/0,1pl).

Controle
% ESTICADAS % LEVANTAMENTOS % MERGULHOS % IMOBILIDADE
SUJEITO | Total Prot. Desp. Total Prot. Desp. Total Prot. Desp. Total Prot. Desp.
1 33 00 1000 0 0,0 1000 25 0,0 100,0 6 0,0 100,0
2 17 235 764 10 70,0 30,0 63 158 84,1 0 100,0 0,0
3 12 750 250 9 100, 00 9 555 444 10 100,0 0,0
4 20 100 900 0 0,0 00 15 0,0 100,0 0 0,0 100,0
5 46 304 69,5 5 100,0 00 47 234 766 53 0,0 100,0
6 38 552 447 7 1000 00 47 361 638 0 0,0 100,0
7 49 428 571 5 100,0 00 52 230 769 0 0,0 100,0
8 46 71,7 282 17 100,0 00 21 285 714 0 0,0 100,0
9 56 857 142 8 100,0 00 22 727 272 0 0,0 100,0
10 21 80,9 190 7 100, 00 18 555 444 17 100,0 0,0
11 39 897 102 12 1000 00 21 666 333 20 100,0 0,0
12 30 1000 00 16 100, 00 15 933 66 9 100,0 0,0
13 12 333 666 2 100,0 00 52 21,1 788 45 284 71,6
MEDIA | 332 537 462 75 823 17,6 31,3 37,8 621 12,6 40,6 593
D.PM. | 148 32,6 32,6 53 374 374 18,0 287 287 17,8 494 494
EPM. | 41 90 90 14 103 103 50 79 19 49 137 137
mCPBG 40 nmol
% ESTICADAS % LEVANTAMENTOS % MERGULHOS % IMOBILIDADE
SUJEITO | Total Prot. Desp. Total Prot. Desp. Total Prot. Desp. Total Prot. Desp.
1 34 61,7 382 13 1000 00 25 520 480 18 100,0 0,0
2 42 50,0 500 13 100,0 00 14 285 714 36 0,0 100,0
3 47 723 276 4 100, 00 22 454 545 13 100,0 0,0
4 3200 1000 0 0,0 1000 17 0,0 100,0 151 100,0 0,0
5 30 00 100,0 0 0,0 1000 19 0,0 100,0 154 0,0 100,0
6 42 523 476 13 100,0 00 29 448 55,1 0 100,0 0,0
7 38 842 15, 8  100,0 00 15 66,6 333 16 0,0 100,0
8 51 17,6 823 10 1000 00 35 114 885 52 0,0 100,0
9 51 627 372 14 1000 00 16 437 562 10 0,0 100,0
10 19 00 1000 0 0,0 1000 13 0,0 100,0 174 0,0 100,0
11 45 80,0 200 11 100,0 00 17 529 47,0 1 100,0 0,0
12 30 1000 00 16 100, 00 15 933 66 46 91,1 88
MEDIA | 384 484 51,5 85 750 250 19,7 365 634 564 492 50,7
DPM. | 97 355 355 59 452 452 6,7 294 294 648 515 515
EPM. | 28 102 102 1,7 13,0 130 19 85 85 187 148 148
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mCPBG 80 nmol

% ESTICADAS

% LEVANTAMENTOS

% MERGULHOS

% IMOBILIDADE

SUJEITO | Total Prot.  Desp. Total Prot. Desp. Total Prot. Desp. Total Prot. Desp.
1 35 285 714 9 888 1,1 56 12,5 875 1 1000 00
2 55 00 100,0 0 0,0 1000 17 0,0 100,0 45 0,0 100,0
3 29 931 69 4 1000 00 16 875 125 40 100,0 0,0
4 35 97,1 28 16 100, 00 15 1000 0,0 26 100,0 0,0
5 30 233 766 2 1000 00 43 232 767 70 0,0 100,00
6 30 900 100 12 100, 00 13 923 76 1 1000 00
7 34 441 558 9 100, 00 33 333 666 25 0,0 100,0
8 40 575 425 15 1000 00 30 46,6 533 0 0,0 1000
9 34 11,7 882 3 1000 00 27 0,0 100,0 51 0,0 100,0
10 52 596 403 15 933 6,6 24 416 583 0 0,0 1000
11 45 68,8 31,1 10 1000 00 21 571 4238 3 100,000
12 28 821 178 0 0,0 1000 18 61,1 388 44 91,1 8,8
13 45 555 444 15 100, 00 29 275 724 30 159 84,0
14 25 480 520 9 100, 0,0 49 163 83,6 3 0,0 100,0
15 31 741 258 8 100,0 00 19 631 368 31000 00
MEDIA | 365 556 444 84 854 145 273 441 558 227 47,1 528
DPM. | 89 299 299 55 348 348 13,0 323 323 23,1 50,1 50,1
EPM. | 23 77 717 14 9,0 90 33 83 83 59 129 129

mCPBG 160 nmol

% ESTICADAS

% LEVANTAMENTOS

% MERGULHOS

% IMOBILIDADE

SUJEITO | Total Prot.  Desp. Total Prot. Desp. Total Prot. Desp. Total Prot. Desp.
1 14 285 714 26 884 11,5 37 243 756 0 0,0 100,0
2 24 541 458 0 00 1000 23 21,7 782 87 86,6 133
3 13 1000 00 2 1000 0,0 1 100,0 0,0 26 100,0 0,0
4 21 714 285 20 100,0 00 21 428 57,1 0 0,0 100,0
5 37 973 27 2 1000 00 13 923 76 28 100,0 0,0
6 41 853 146 7 100, 00 20 80,0 200 0 00 100,
7 31 838 16,1 3 100,0 00 25 520 480 102 883 11,6
8 37 162 83,7 0 0,0 100,0 45 155 844 23 0,0 100,0
9 24 833 166 7 57,1 428 29 51,7 482 44 100,0 0,0
10 46 71,7 282 7 100,00 00 39 512 487 1 1000 0,0
11 32500 500 5 1000 00 32 312 687 11 0,0 100,0
12 12 166 833 1 0,0 1000 28 142 85,7 69 0,0 100,0
13 38 684 31,5 13 1000 00 44 473 522 2 100,0 0,0
14 30 66,6 33,3 8 100,0 00 51 470 529 0 0,0 100,0
15 17 70,5 294 10 100,0 00 18 333 66,6 94 100,0 0,0
MEDIA | 278 642 357 74 763 23,6 284 47,0 529 324 51,6 483
D.P.M. | 109 2655 265 74 41,0 41,0 133 263 263 37,6 50,1 50,1
EPM. | 28 68 68 19 10,6 10,6 34 67 67 97 129 129
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Quadro 5: Registro das medidas convencionais em camundongos submetidos ao LCE apo6s

injecdo combinada de ondansetron (1,0 nmol/0,1pl) e mCPP (0,03 nmol/0,1pul) na SCP.

Controle (V+V)

SUJEITO| TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 9 7 2 179 13 107 77,78 22,22 59,88 4,42 35,69

2 10 4 6 57 77 165 40,00 60,00 19,12 25,88 55,01

3 10 5 5 110 114 74 50,00 50,00 36,89 38,26 24,85

4 5 3 2 43 19 237 60,00 40,00 14,38 6,61 79,01

5 13 5 8 51 113 135 38,46 61,54 17,16 37,72 45,12

6 9 5 4 140 76 83 5556 44,44 46,96 2532 27,72

7 11 6 5 177 70 52 54,55 4545 59,25 2338 17,37

8 17 7 10 92 113 94 41,18 58,82 30,97 37,67 31,36

9 5 0 5 0 148 151 0,00 100,00 0,00 49,48 50,52

10 15 7 8 111 148 39 46,67 53,33 37,28 49,45 13,27

11 8 4 4 47 167 & 50,00 50,00 15,72 55,66 28,62

12 9 0 9 0 198 102 0,00 100,00 0,00 66,02 33,98
MEDIA |10,08 4,42 567 84,40 104,96 110,63 42,85 57,15 28,13 34,99 36,88
D.P.M. 358 243 2,60 61,53 56,38 54,52 22,63 22,63 20,51 18,79 18,17
E.P.M. 1,03 0,70 0,75 17,76 16,27 15,73 6,53 6,53 5,92 543 5,25

Veiculo + mCPP (V+mCPP)

SUJEITO| TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 1 1 0 298 0 1 100,00 0,00 99,59 0,00 0,41

2 6 2 4 29 30 240 33,33 66,67 9,76 10,02 80,22

3 22 14 8 153 66 79 63,64 3636 51,16 22,21 26,64

4 15 7 8 128 153 55 46,67 53,33 42,77 38,62 18,61

5 5 5 0 257 0 42 100,00 0,00 85,78 0,00 14,22

6 19 9 10 55 132 112 47,37 52,63 18,43 4420 37,36

7 1 1 0 299 0 1 100,00 0,00 99,67 0,00 0,33

8 3 3 0 294 0 5 100,00 0,00 98,23 0,00 1,77

9 1 1 0 298 0 1 100,00 0,00 99,04 0,00 0,36

10 21 12 9 129 73 97 57,14 42,86 42,99 24,40 32,61

11 9 6 3 123 92 &84 66,67 33,33 41,02 30,75 28,23

12 25 14 11 140 103 55 56,00 44,00 46,77 34,63 18,60
MEDIA [10,67 6,25 442 183,95 51,21 64,84 72,57 2743 61,32 17,07 21,61
D.P.M. 9,17 499 448 100,19 51,82 6825 25,65 25,65 33,40 17,27 22,75
E.P.M. 2,65 1,44 1,29 28,92 14,96 19,70 7,40 7,40 9,64 4,99 6,57
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Ondansetron + Veiculo (OND+V)

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

1 7 3 4 210 51 38 42,86 57,14 70,08 17,24 12,68

2 15 4 11 34 153 112 26,67 73,33 11,46 51,16 37,39

3 11 2 9 78 107 114 18,18 81,82 26,07 35,93 38,00

4 3 1 2 24 249 25 33,33 66,67 831 83,15 8,54

5 8 1 7 11 202 86 12,50 87,50 3,75 67,34 2891

6 15 9 6 98 108 92 60,00 40,00 32,80 36,29 30,92

7 11 4 7 64 139 9% 36,36 63,64 21,36 46,54 32,10

8 4 3 1 266 26 7 75,00 25,00 88381 8,73 2,46

9 7 2 5 1 181 116 28,57 71,43 0,63 60,57 38,80

10 3 0 3 0 158 141 0,00 100,00 0,00 52,78 4722

11 9 4 5 45 192 62 44,44 5556 15,06 64,22 20,72

12 25 16 9 140 95 63 64,00 36,00 46,97 31,93 21,09

MEDIA | 9,83 4,18 591 69,60 146,90 83,50 36,28 63,72 23,20 48,97 27,83

D.P.M. | 4,27 241 2,98 87,00 6597 42,52 21,22 21,22 29,00 21,99 14,17

EPM. | 1,81 127 087 2455 1858 11,80 634 634 818 6,19 3,93
Ondansetron + mCPP (OND+mCPP)

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

1 4 1 3 14 242 42 25,00 75,00 4,93 80,86 14,21

2 18 5 13 27 180 91 27,778 72,22 9,17 60,22 30,61

3 16 4 12 63 149 87 25,00 75,00 21,15 49,66 29,19

4 7 4 3 87 191 21 57,14 4286 29,10 63,72 7,18

5 14 6 8 95 102 101 429 57,14 31,98 34,29 33,73

6 11 1 10 4 240 55 9,09 90,91 1,41 80,28 18,32

7 9 3 6 92 152 55 33,33 66,67 30,83 50,80 18,37

8 16 4 12 67 140 92 25,00 75,00 2243 46,80 30,77

9 10 3 7 44 197 57 30,00 70,00 14,78 6591 19,31

MEDIA |11,67 3,41 8,22 55,25 177,51 67,24 30,58 69,42 18,42 59,17 22,41

D.P.M. 4,66 1,67 3,80 3430 46,42 27,11 13,36 13,36 11,43 1547 9,04

E.P.M. 1,55 0,56 1,27 1143 1547 9,04 4,45 4,45 3,81 516 3,01
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Quadro 6: Registro das medidas etologicas em camundongos submetidos ao LCE apo6s

injecdo combinada de ondansetron (1,0 nmol/0,1ul) e mCPP (0,03 nmol/0,1pul) na SCP.

Controle (V+V)
% ESTICADAS % LEVANTAMENTOS % MERGULHOS % IMOBILIDADE
SUJEITO | Total Prot. Desp. Total Prot. Desp. Total Prot. Desp. Total Prot. Desp.
1 26 384 615 6 50,0 50,0 37 162 837 54 3.8 96,1
2 29 724 275 4 100,0 00 30 433 56,6 32 100,0 0,0
3 44 500 500 9 100,0 00 100 222 77,7 25 823 176
4 32906 93 5 100,0 00 17 941 58 85 77,9 22,0
5 30 733 266 20 1000 00 25 560 44,0 5 1000 0,0
6 24250 750 833 166 23 0,0 100,0 39 592 40,7
7 29 448 551 5 100,0 00 24 166 833 39 1,0 989
8 45 644 355 16 100,0 00 16 187 812 0 0,0 100,0
9 27 1000 00 3 1000 00 16 1000 0,0 11 100,0 0,0
10 23 260 739 13 100,0 00 40 150 85,0 0 0,0 100,0
11 32593 406 3 1000 00 18 555 444 24 100,0 0,0
12 30 1000 00 20 1000 00 27 1000 0,0 22 100,0 0,0
MEDIA | 309 62,0 37,9 91 944 55 31,0 448 551 283 60,3 39,6
D.PM. | 69 263 263 64 14,7 14,7 23,0 362 362 24,7 453 453
EPM. | 20 75 75 18 42 42 6,6 104 104 71 13,1 13,1
Veiculo + mCPP (V+mCPP)
% ESTICADAS % LEVANTAMENTOS % MERGULHOS % IMOBILIDADE
SUJEITO | Total Prot. Desp. Total Prot. Desp. Total Prot. Desp. Total Prot. Desp.
1 21 0,0 1000 0 100,0 00 19 0,0 100,0 212 04 995
2 41 756 243 0 100,0 00 27 555 444 95 0,0 99,9
3 36 36,1 638 11 1000 00 54 55 944 0 0,0 100,0
4 34 294 705 22 1000 00 41 195 80,5 0 0,0 100,0
5 30 36,6 63,3 0 100,0 00 15 133 86,6 69 1,3 986
6 24 791 208 16 100,0 00 28 250 750 10 9,1 90,8
7 19 0,0 1000 0 100,0 00 23 0,0 100,0 176 0,5 99,4
8 25 80 920 0 1000 00 36 27 972 56 1,7 982
9 2400 1000 0 1000 00 45 0,0 100,00 115 0.8 99,1
10 30 46,6 533 10 1000 00 79 253 747 2 61,5 384
11 55 41,8 58,1 3 100,0 00 61 229 770 30277 723
12 26 346 653 13 100,0 00 65 6,1 938 1 100,0 0,0
MEDIA | 304 323 67,6 62 100,0 00 41,0 146 853 61,5 169 82,0
D.P.M. | 100 272 272 78 0,0 00 201 163 163 742 31,9 31,9
E.P.M 29 78 7.8 22 0,0 00 58 4,7 47 214 92 92
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Ondansetron + Veiculo (OND+V)

% ESTICADAS

% LEVANTAMENTOS

% MERGULHOS

% IMOBILIDADE

SUJEITO | Total Prot.  Desp. Total Prot. Desp. Total Prot. Desp. Total Prot. Desp.
1 41 414 585 6 100,0 00 41 244 756 120 100,0 0,0
2 51 745 255 24 100, 00 17 294 706 22 100,0 0,0
3 13 692 30,7 11 100,0 00 12 250 750 4 18,09 81,9
4 36 36,1 638 11 100, 00 54 55 945 120 100,0 0,0
5 20 950 50 14 100, 00 7 571 429 22 100,0 0,0
6 30 46,6 533 12 1000 00 31 355 545 0 0,0 100,0
7 31 548 451 22 1000 00 33 333 66,7 17 100,0 0,0
8 11 273 72,7 100,0 00 14 143 857 157 1,6 98,4
9 48 979 21 100,0 00 22 954 45 25 100,0 0,0
10 43 1000 0,0 100,0 00 13 1000 0,0 34 100,0 0,0
11 18 77,7 222 17 100,0 00 33 576 424 40 100,0 0,0
12 19 737 263 9 100,0 00 80 237 762 0 100,0 0,0
MEDIA | 300 662 33,7 11,6 100,0 00 29,7 41,7 582 471 76,6 233
D.P.M. | 138 248 248 6,7 0,0 00 209 30,1 30,1 537 424 424
EPM. | 40 71 71 19 0,0 00 6,0 87 87 155 122 122

Ondansetron + mCPP (OND+mCPP)

% ESTICADAS

% LEVANTAMENTOS

% MERGULHOS

% IMOBILIDADE

SUJEITO | Total Prot. Desp. Total Prot. Desp. Total Prot. Desp. Total Prot. Desp.
1 14 714 286 12 100,0 00 13 538 462 93 100,0 0,0
2 32 781 219 14 100, 00 17 529 471 0 0,0 100,0
3 40 625 375 10 100,0 00 29 51,7 483 0 0,0 100,0
4 36 333 66,7 7 1000 00 22 9,1 90,9 124 86,0 13,9
5 32 687 312 12 1000 00 33 303 697 0 0,0 100,0
6 30 1000 00 21 100, 00 15 933 67 0 0,0 100,0
7 33 727 273 6 100,0 00 51 353 647 46 69,6 303
8 63 66,7 333 13 1000 00 44 659 34,1 0 0,0 100,0
9 18 778 222 13 100,0 00 31 291 709 23 100,0 0,0
MEDIA | 331 70,1 29,8 12,0 100,0 00 883 468 53,1 31,8 395 604
DPM. | 139 175 175 43 0,0 00 13,1 244 244 47,0 476 47,6
EPM. | 46 58 58 14 0,0 0,0 44 81 81 157 159 159
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