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1. RESUMO
Tem sido amplamente reconhecido que a serotonina (5-HT) desempenha um papel
dual na regulagdo da ansiedade, papel este que depende, em parte, do sitio neuroanatdmico de
acdo. Assim, enquanto a estimulagdo de receptores do subtipo 5-HT4 ou 5-HT; em estruturas
prosencefalicas como amigdala e hipocampo resultam na potencializacdo de respostas de
ansiedade em roedores, a ativagdo dos mesmos receptores na substancia cinzenta
periaquedutal (SCP) mesencefalica freqiientemente tende a diminuir comportamentos
relacionados a ansiedade. O presente estudo enfoca especificamente a influéncia dos
receptores 5-HT, da substincia cinzenta periaquedutal na modulagdo da ansiedade em
camundongos. O experimento 1 avaliou os efeitos de inje¢des intra-SCP de mCPP (0, 0,03,
0,01 e 0,3 nmol/0,1 pl), um agonista dos receptores 5-HT2p,2c, sobre o comportamento de
camundongos expostos ao Labirinto em Cruz Elevado (LCE). O experimento 2 avaliou os
efeitos de injegdes intra-SCP do antagonista dos receptores 5-HTanc, cetanserina (0 e 10
nmol/0,1 pl), sobre o comportamento de camundongos submetidos ao LCE. Como o mCPP
atua preferencialmente sobre os receptores 5-HT, € 5-HT,c, 0 experimento 3 investigou seu
efeito em animais pré-tratados com cetanserina. Os testes foram gravados e subseqiientemente
registrados para analise dos indices de ansiedade (porcentagem de entradas e porcentagem de
tempo gasto nos bragos abertos) assim como de atividade locomotora (entradas nos bragos
fechados). Os resultados do experimento 1 mostram que micromicroinje¢cdes de mCPP (0,03 e
0,1 nmol) na SCP de camundongos diminuiram indices comportamentais de ansiedade sem
alterar significativamente medidas de atividade locomotora geral. Dados do experimento 2
mostram que a cetanserina (10 nmol) ndo alterou os indices convencionais de ansiedade, nem
a atividade locomotora dos animais. O experimento 3 demonstra que o perfil ansiolitico do
mCPP (0,03 nmol) injetado na SCP foi substancialmente atenuado pelo pré-tratamento intra-

SCP de uma dose intrinsecamente inativa do antagonista preferencial dos receptores 5-
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HT>a/c, cetanserina (10 nmol). Juntos estes dados sugerem que os receptores 5-HT,c da SCP

desempenham um papel inibitério na ansiedade de camundongos submetidos ao LCE.
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2.ABSTRACT
It is widely acknowledged that the indoleamine neurotransmitter serotonin (5-HT)
plays a dual role in the regulation of anxiety, a role that in part depends upon neuroanatomical
locus of action. Thus, whereas stimulation of 5-HT;5 or 5-HT, receptors in the limbic
forebrain (amygdala, hippocampus) enhances anxiety-like responding in rodents, activation of
corresponding receptor populations in the midbrain periaqueductal grey (PAG) more often
than not reduces anxiety-like behavior. The present study specifically concerns the anxiety-
modulating influence of 5-HT, receptors within the mouse PAG. Experiment 1 assessed the
effects of intra-PAG infusions of the 5-HT,p»c receptor agonist mCPP (0, 0.03, 0.1 or 0.3
nmol/0.1 pl) on the behavior of mice exposed to the elevated plus-maze. Experiment 2
assessed the effects of intra-PAG infusions of the preferential 5-HT,a /¢ receptor antagonist
ketanserin (0 or 10 nmol/0.1 pl), on the behaviour of mice exposed to the elevated plus-maze.
As mCPP acts preferentially at 5-HT,p and 5-HT,c receptors, Experiment 3 investigated its
effects in animals pretreated with ketanserin. The test sessions were videotaped and
subsequently scored for anxiety-like behaviour (e.g. percentage of open arm entries and
percentage of open arm time) as well as general locomotor activity (closed arm entries). The
results of Experiment 1 showed that mCPP microinfusions (0.03 and 0.1 nmol) into the PAG
of mice decreased behavioural indices of anxiety without significantly altering general
activity measures. Results of experiment 2 showed that intra-PAG infusions of ketanserin (10
nmol) did not alter conventional indices of anxiety, nor locomotor activity. In Experiment 3,
the anxiolytic-like profile of intra-PAG mCPP (0.03 nmol) was substantially attenuated by
intra-PAG pretreatment with an intrinsically-inactive dose of the preferential 5-HTanc
receptor antagonist, ketanserin (10 nmol). Together, these data suggest that SHT,¢ receptor

populations within the midbrain PAG play an inhibitory role in plus-maze anxiety in mice.
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3. INTRODUCAO
3.1 Ansiedade

A ansiedade ou angustia, como condigdo afetiva, ¢ assunto de antigo interesse do
pensamento ocidental, com origens tanto na medicina, quanto na filosofia (Pereira, 2004).
Segundo Pichot (1996), os termos latinos correspondentes a angustia e ansiedade derivam do
verbo grego agkho (eu aperto, eu estreito). Deste verbo, surgem os verbos ango e anxio, que
no latim significam respectivamente aperto, tormento, constri¢do 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).

Ao contrario do que acredita o senso popular, a ansiedade ¢ um fendmeno presente na
vida do homem, desde, talvez, seu proprio surgimento e evolugdo, e nao conseqiiéncia da vida
moderna. Assim, constitui uma das mais importantes respostas inatas, ja que a antecipacao
mental de um possivel ataque por predadores possibilitou o surgimento de estratégias eficazes
de fuga ou enfrentamento, o que garantiu a integridade fisica e continuidade da espécie (Nutt,
1990; Dractu e Lader, 1993). O valor adaptativo da ansiedade também se mostra importante
no que diz respeito a promocao de um melhor desempenho em determinadas situagdes, como
por exemplo, no desenvolvimento de atividades intelectuais (Graeff, 1999).

Entretanto, quando o nivel de ansiedade ultrapassa determinado limiar, que varia de
pessoa para pessoa, instaura-se um quadro patologico denominado Transtorno de Ansiedade.
A distingdo entre a ansiedade normal e a patologica baseia-se na intensidade e duragdo das
manifestagdes, no grau de limitagdo provocado e na proporcionalidade entre o evento
desencadeante e a reacdo do individuo. Portanto, quando a ansiedade ¢ intensa, persistente,
desproporcional as possiveis causas aparentes e interfere de maneira consideravel no

funcionamento do individuo, deve ser considerada doenga e alvo de interven¢ao médica (Nutt,
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1990; Hetem, 2004). Normalmente, a ansiedade ¢ caracterizada como um estado emocional
avaliado como subjetivamente desagradavel, acompanhado por sentimento de apreensio,
insegurancga ¢ um conjunto de alterag¢des fisioldgicas e comportamentais (Nutt, 1990). Lader
(1981) atribui como causa principal deste estado emocional a antecipagdo de um perigo,
porém com auséncia de reconhecimento de uma ameaga real ou, quando existente, a reacao a
ameaga torna-se desproporcional a intensidade da emogao.

A ansiedade esta associada a uma combinacdo de manifestagdes psiquicas e somaticas
(tabela 1 e 2). Justamente por este motivo, muitos pacientes com ansiedade consultam-se
inicialmente com um clinico geral, ou especialista nio-psiquiatra. Quando os aspectos
subjetivos da ansiedade sdo as queixas principais, o diagndstico ¢ 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).

Tabela 1- Manifestacoes Psiquicas da Ansiedade

Agressividade Apreensao

Desrealizacao Despersonalizagao
Impulsividade Ideagao suicida
Nervosismo Medo de morrer/ficar louco
Pénico Prejuizo da atencao
Sensacao de "estar no limite" Irritabilidade

Adaptada de Hetem e Graeft, 2004.



Tabela 2 — Manifestagoes somaticas da ansiedade

Aumento da pressdo arterial
Cardiovasculares Dor/desconforto toracico
Palpitacdes

Dificuldade de degluti¢do

Néuseas e vomitos
Gastrointestinais Diarréia

Alteragdes do apetite

Desconforto epigastrico

Aumento no nimero de micg¢oes

Geniturinarios Hesitacao e/ou urgéncia miccional
Amenorréia
Dor de cabega
Tonturas

Otoneurologicos Tremor

Reflexo de sobressalto exagerado
Zumbido no ouvido

Insonia de conciliagao
Perturbacdes do sono Sono entrecortado
Sono pouco repousante

Sensagdo de falta de ar
Respiratorios Aumento da frequéncia respiratoria
Encurtamento movimentos respiratdrios

Diminuig¢do da libido
Sexuais Impoténcia
Ejaculacdo precoce

Tremor

Tensdo muscular
Tensdao motora Inquietagdo

Dor muscular

Sensac¢do de fraqueza

Extremidades frias

Calafrios e/ou ondas de calor
Vasomotores Rubor

Sudorese

Palidez

Adaptada de Hetem e Graeft, 2004.
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As discrepancias entre os conceitos e diagnosticos dos transtornos de ansiedade entre
os profissionais da psiquiatria foram fatores que dificultaram o avango das investigagdes
cientificas, uma vez que os estados de ansiedade eram reconhecidos por diferentes nomes
conforme a prevaléncia do quadro sintomatoloégico e o suposto mecanismo subjacente, sem a
existéncia de um consenso geral sobre o assunto (Hetem, 2004).

Na tentativa de normatizar os quadros das desordens mentais e seus critérios
diagnésticos, foram adotados manuais tais como o Cddigo Internacional de Doengas, ja em
sua décima versdo (CID-10), pela Organizagdo Mundial de Satde (OMS) e o Manual de
Diagnostico e Estatistica das Doengas Mentais (DSM, do inglés Diagnostic Statistical Manual
of Mental Disorders), adotado pela Associacdo Psiquidtrica Americana (APA), ja em sua
quarta revisao (DSM-IV). A tabela 3 mostra a classificagdo dos transtornos de ansiedade

segundo o DSM-IV (American Psychiatric Association, 1994).

Tabela 3 - Transtornos de Ansiedade segundo classificagio do DSM-IV

Transtorno de Panico com Agorafobia

Transtorno de Panico sem Agorafobia

Agorafobia sem Historia 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 Condi¢ao Médica Geral
Transtorno de Ansiedade Induzido por Substancia
Transtorno de Ansiedade Sem Outra Especificagao

Adaptada de Hetem e Graeft, 2004

O Transtorno de Ansiedade generalizada, de acordo com o DSM-IV, ¢ uma condicao

caracterizada por ansiedade e preocupacdo excessiva, ocorrendo na maioria dos dias por pelo
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menos seis meses, acompanhada por pelo menos trés sintomas adicionais tais como
inquietacdo, dificuldade de concentragdo, irritabilidade, tensao muscular e disturbio do sono.

O diagnostico exclui aspectos caracteristicos de outros distirbios de ansiedade, como
por exemplo, preocupagdo com possiveis ataques de panico (Transtorno de Panico), de estar
contaminado (Transtorno Obsessivo-Compulsivo), de ganhar peso (Anorexia) e de sentir-se
embaracado diante de situagdes de evidéncia (Fobia Social). O DSM-IV enfatiza que o quadro
ndo pode ser conseqiiéncia direta dos efeitos fisiolégicos de uma droga ou medicamento, de
uma doenga somatica (hipertireoidismo) ou de um disturbio psiquiatrico (como depressdao ou
esquizofrenia).

Do ponto de vista evolutivo, os transtornos de ansiedade s3o vistos como patologias do
sistema de defesa humano. Assim, torna-se de extrema relevincia a compreensdo de seus
mecanismos neurobiologicos através da investigacdo das reagdes de defesa em ensaios que
utilizam varios mamiferos, como por exemplo, os roedores (Gray e McNaughton, 2000;

Blanchard et al, 2001; Graeff e Zangrossi, 2002).

3.2 Reacoes de Defesa

Do ponto de vista historico, o estudo da neurobiologia do medo e da ansiedade se
inicia nos relatos de Charles Darwin sobre o carater evolutivo do comportamento emocional
no homem. Seus trabalhos, publicados no livro The Expression of Emotions in Man and
Animals, na segunda metade do século XIX, indicavam que o estudo do comportamento dos
animais era o caminho para a compreensao das emog¢des no homem (Rodgers et al, 1997;
Branddo et al, 2003). A partir desta abordagem, o homem, tendo outros animais como
ancestrais, compartilharia com estes suas emog¢des basicas. Assim, estaria embutida na mente
humana a heranga de seu passado primitivo, possibilitando que comparagdes entre seu

comportamento e o de outros animais pudessem ser tracadas (Zangrossi e Graeff, 2004).
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Neste contexto, as raizes do medo e da ansiedade estdo nas reagdes de defesa dos
animais frente a estimulos que representam perigo ou ameaga a sobrevivéncia, ao bem estar
ou a integridade fisica das diferentes espécies. Levando-se em consideragao variagdes intra e
interespecificas, o perigo ou ameaca para os animais pode ser representado por predadores ou
estimulos associados a estes, como por exemplo, estimulos ambientais (altura, claridade),
alteracdes nos padrdes fisico-temporais (tempestades, incéndios, exposicdo a novos
ambientes), estimulos nociceptivos (choques elétricos) ou mesmo por ataques de animais da
mesma espécie. A apresentagdo da resposta dependera da situagdo confrontada, resultando em
respostas diferentes para estimulos distintos (Zangrossi e Graeff, 2004).

Embora a ansiedade e o medo possuam origens nas reagdes de defesa quando na
presenga de situagdes que envolvem perigo, acredita-se que a diferenca entre medo e
ansiedade esteja relacionada as diferentes situagdes que desencadeiam estes sentimentos.
Assim, supde-se que o medo seja desencadeado por situagdes claras e evidentes de perigo e
ameaga, enquanto a ansiedade, por situagdes nas quais o perigo ¢ potencial, vago e obscuro
(Graeft, 1989; Blanchard et al, 1990).

As estratégias comportamentais exibidas por roedores (ratos e¢ camundongos) em
situacdes de ameaca foram classificadas de acordo com o nivel de ameaga: potencial ou real;
se real, distal ou proximal. No nivel de ameaga potencial, as estratégias observadas incluem
comportamentos de avaliagdo de risco, caracterizadas por movimentos exploratérios
cautelosos e hesitantes, com posturas e movimentos do corpo que possibilitem a aproximagao
e a investigagdo da possivel ameagca. Quando a ameaga ¢ real, sd3o observados
comportamentos de fuga ou imobilidade no caso de um estimulo distal ¢ no caso de um
estimulo proximal (predador muito préximo ou em contato direto com o animal),
comportamentos de fuga ou luta defensiva (Blanchard e Blanchard, 1988; Blanchard et al,

1997).
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Alguns autores sugerem que a distingdo entre medo e ansiedade reside exatamente
nestas estratégias comportamentais citadas acima. Assim, quando o estimulo ¢ potencialmente
ameagador, sdo desencadeados comportamentos de avaliagdo de risco, caracterizando um
estado de ansiedade. Quando o estimulo ou situacdo ameagadora ¢ real, os comportamentos
apresentados (luta ou fuga) caracterizam medo. Dessa forma, modelos animais de medo e
ansiedade favorecem 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 indicam a existéncia de circuitos neurais especificos que respondem em
conformidade com a natureza do estimulo a que o individuo ¢ exposto. O Sistema Cerebral
Aversivo, constituido pelo hipotalamo medial, pela substancia cinzenta periaquedutal dorsal e
pela amigdala, estd associado a emissdo de respostas incondicionadas (inatas e nado
aprendidas). A estimulacdo elétrica de estruturas que compdem este sistema produz um
padrdo tipico de respostas caracterizado por intensa atividade motora (acompanhada de saltos)
e alteragdes autondmicas como elevacao da pressao arterial, freqii€ncia cardiaca e respiratoria,
piloeregdo, micgao, defecacdo, exoftalmia (Branddo et al, 1994; Brandao et al, 1999).

A organizagdo das respostas condicionadas, por sua vez, ¢ efetuada pelo Sistema de
Inibi¢do Comportamental, representado pelo sistema septo-hipocampal, nticleo mediano da
rafe e substancia cinzenta periaquedutal ventral (Gray e McNaughton, 2000). Sabe-se que a
amigdala estd envolvida na ativacdo dos dois sistemas, agindo como interface entre o sistema
de inibigdo comportamental e o sistema cerebral aversivo (Branddo et al, 2003; McNaughton
e Corr, 2004).

Evidéncias tém mostrado que estimulos incondicionados ameagadores ¢ proximais e

estimulos condicionados potenciais e distais estdo representados nos dois sistemas neurais
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responsaveis pela génese e elaboracdo dos comportamentos emocionais. A ativagao de um ou

de outro sistema resulta na experiéncia emocional a qual denominamos medo/panico e

ansiedade (Brandao et al, 2003).

3.3 Substincia Cinzenta Periaquedutal

Do ponto de vista anatdmico, a substincia cinzenta periaquedutal (SCP) ¢ uma
estrutura mesencefalica, localizada ao redor do aqueduto de Sylvius. E subdividida anatdmica
e funcionalmente em quatro colunas longitudinais ao redor de seu eixo rostro-caudal. Estas
colunas sdo denominadas: dorsomedial, dorsolateral, lateral e ventrolateral, devido as suas
posicdes em relacdo ao aqueduto (Bandler e Depaulis, 1991). A SCP ¢ considerada uma
estrutura cerebral complexa, cuja ativacdo estd relacionada a integragdo de muitas fungdes
importantes para a sobrevivéncia do organismo, como processamento ¢ modulacdo da dor,
controle motor e cardiovascular, e reacdes de defesa (Beitz, 1990; Behbehani, 1995).

Dependendo da qualidade do estimulo, ocorre ativacao de colunas especificas da SCP
(Canteras ¢ Goto, 1999; Comoli et al, 2003). A coluna dorsolateral esta particularmente
envolvida na integracdo de uma resposta comportamental ativa, caracterizada por
comportamentos de luta ou fuga e desencadeada por estresse de origem psicolégica, como a
exposicdo de um roedor a seu predador, na auséncia de contato fisico (Keay e Bandler, 2001),
enquanto 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 ativagdo secundaria da SCP ventrolateral,
um periodo de resposta passiva com intuito de restabelecer o organismo (Keay e Bandler,

2001).
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3.4 Serotonina e Ansiedade

A serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT) ¢ uma molécula sinalizadora que
desempenha grande numero de fungdes em muitas espécies e em varios tecidos (Turlejski,
1996). No sistema nervoso central, este neurotransmissor desempenha um papel regulador de
muitas fungdes cerebrais como termorregulacdo (Feldberg e Myers, 1964), sono (Jouvet,
1967), agressdo (Sheard, 1969) e ingestdo de alimentos (Lucki, 1992). Uma disfun¢do na
sinalizacdo serotonérgica ¢ um dado importante presente em estados psicopatologicos como
depressao (Pinder e Wieringa,1993), distarbios alimentares (Leibowitz e Shor-Posner, 1986) e
ansiedade (Chopin e Briley, 1987).

O papel da serotonina na modulagdo dos estados de ansiedade pode estar relacionado
ao tipo de estimulo aversivo (condicionado ou incondicionado), além do sitio de a¢do no
sistema nervoso central, como por exemplo, amigdala e substincia cinzenta periaquedutal
(Deakin e Graeff, 1991; Handley, 1995; Graeff et al, 1996). Em 1991, Deakin ¢ Graeff
propuseram a teoria do papel dual da serotonina na ansiedade. Segundo estes autores, a
serotonina pode atuar facilitando o comportamento defensivo, ou inibindo-o, dependendo dos
sitios e dos subtipos de receptores serotonérgicos que atuam no sistema nervoso central.

Os receptores de serotonina sdo divididos em 7 familias (5-HT, a 5-HT5), sendo ainda
subdivididos em 14 subtipos (5-HT;a, 5-HTs, 5-HTp, 5-HT g, 5-HT 1k, 5-HT2a, 5-HT2g, 5-
HT,c, 5-HT;, 5-HT4, 5-HTsa, 5-HTsg, 5-HTs e 5-HT7) (Barnes e Sharp, 1999). Muitos estudos
tém enfocado o envolvimento desses receptores nos mecanismos da ansiedade, com particular
enfase para os do subtipo 5-HT s (Goldberg e Finnerty, 1979; File et al, 1996; Menard e Treit,
1998; Nunes-de-Souza et al, 2000; Canto-de-Souza et al, 2002), 5-HT, (Kennett et al,1994;
Cornélio e Nunes-de-Souza, 2007), 5-HT; (Costall e Naylor, 1991; Fachini e Canto-de-Souza,
2006 e 2007; Marucci e Canto-de-Souza, 2006; Marucci et al, 2006) e 5-HT4 (Kennett, 1997).

Devido ao seu envolvimento com provaveis sitios de drogas utilizadas no tratamento de
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distarbios como enxaqueca, esquizofrenia, depressao ¢ ansiedade, particular interesse tem
sido dedicado aos receptores do subtipo 5-HT; centrais (Baxter et al, 1995).

A familia dos receptores 5-HT, ¢ composta por 3 subtipos de receptores pds-sinapticos
acoplados a proteina G, conhecidos como 5-HTza, 5-HT2p, 5-HT,c (Barnes e Sharp, 1999).
Embora existam diferencas regionais na distribuicdo dos receptores 5-HT,, todos estdo
presentes no sistema nervoso central (Nic Dhonnchadha et al, 2003). Foram identificadas
elevadas quantidades de receptores 5-HT,4 no cortex frontal, ganglios da base e menores
niveis em algumas estruturas do sistema limbico como hipocampo, septo e amigdala (Zifa e
Fillion, 1992; Hoyer et al, 1994; Pompeiano et al, 1994). Os receptores 5-HT,g estdo
concentrados no hipocampo, cortex, mesencéfalo e hipotdlamo (Bonhaus et al, 1995), embora
proteinas receptoras deste subtipo de receptor também tenham sido encontradas na amigdala
lateral e septo lateral de ratos (Duxon et al, 1995, 1997). A maior expressdo de receptores 5-
HT,c estd presente no plexo cordide, nucleo septal lateral, nucleo subtalamico, amigdala,
hipocampo, substancia negra, cerebelo e substancia cinzenta periaquedutal (Pazos et al, 1985;
Zifa e Fillion, 1992; Hoyer et al, 1994; Abramowski et al, 1995; Wright et al, 1995; Sharma et

al, 1997).

3.5 Modelo Animal de Ansiedade: Labirinto em Cruz Elevado

Dentre os principais testes de ansiedade em animais, o labirinto em cruz elevado
(LCE) tem sido o mais amplamente utilizado. O teste, inicialmente proposto por Montgomery
(1955), foi modificado e validado para ratos (Handley e Mithani, 1984; Pelow et al, 1985) e
camundongos (Stephens et al, 1986; Lister, 1987) e ¢ baseado na aversdo natural de roedores
a espagos abertos (Treit et al, 1993; Fernandes e File, 1996). O aparato ¢ composto por dois
bragos fechados (com paredes) unidos ortogonalmente a dois bragos abertos por uma

plataforma central. Os indices principais de ansiedade compreendem medidas espago-
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temporais de esquiva dos bracos abertos, enquanto a atividade locomotora ¢ avaliada pelo
numero de entradas nos bracos fechados (Lister, 1987; File, 1992). O aumento da atividade
nos bragos abertos (porcentagem de entradas e porcentagem de tempo gasto nestes locais)
indica reducgdo da ansiedade, enquanto mudangas no nimero de entradas nos bragos fechados
indicam efeitos nao especificos na atividade locomotora (Lister, 1987; File, 1992; Cruz et al,
1994; Rodgers e Johnson, 1995).

A principal vantagem de modelos como o LCE, os quais ndo envolvem aprendizagem,
em relacdo aos modelos condicionados que empregam punicdo, ¢ a nao utilizagdo de
estimulos nocivos como choque elétrico e privacdo de agua ou comida. Tais estimulos
poderiam interferir no comportamento do animal, e assim dificultar as analises de ansiedade
(Pelow et al, 1985; Lister, 1990).

Trabalhos tém demonstrado uma sensibilidade aumentada em certos comportamentos
e posturas relacionadas ao padrdo defensivo de avaliacdo de risco (Rodgers et al, 1992;
Adamec et al, 1993; Cruz et al, 1994; Shepherd et al, 1994; Griebel et al, 1996, 1997). Estas
medidas etoldgicas t€ém como funcdo informar as estratégias comportamentais utilizadas
frente a situagcdes de perigo potencial, sendo freqiientemente mais sensiveis as acdes de
drogas como os agonistas parciais de receptores 5-HT4, que falham em alterar a esquiva dos
bragos abertos ou o fazem em doses que afetam a atividade locomotora (Rodgers et al, 1997,

Carobrez e Bertoglio, 2005).

3.6 Evidéncias Clinicas e Experimentais
Dentre as 7 familias de receptores de 5-HT conhecidas, os subtipos 5-HT;4 ¢ 5-HT;
tém provavelmente sido os mais intensivamente estudados em investigagdes pré-clinicas e

clinicas (Hoyer et al, 1994; Menard e Treit, 1999). Recentemente, Nic Dhonnchadha (2003)
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propos que devido ao padrao de distribuicdo dos receptores 5-HT, (particularmente os
subtipos 5-HT,5 € 5-HTy¢), sua ativacdo pode estar relacionada a regulagdo dos transtornos de
humor e ansiedade. Esta concepgdo é consistente com estudos pré-clinicos que mostram que a
administracdo de agonistas de receptores 5-HT, aumenta, enquanto a administracdo de
antagonistas de receptores 5-HT, diminui a ansiedade em diversos modelos animais (Connell
et al, 1995; Griebel, 1995; Zangrossi et al, 2001; Millan, 2003; Millan et al, 2005), ¢ com
estudos clinicos que mostram a eficacia de antagonistas 5-HT, no tratamento de fobias e
outros disturbios de ansiedade (Griebel, 1995; Blier ¢ de Montigny, 1999).

A administragdo intracerebral de ligantes seletivos tém sido utilizada para investigar
mais precisamente o papel dos receptores 5-HT; centrais na ansiedade. Por exemplo, inje¢des
intra-amigdala de mCPP, um agonista dos receptores 5-HT,p/2c (Barnes e Sharp, 1999) resulta
em efeito ansiogénico em camundongos submetidos ao labirinto em cruz elevado (LCE),
efeito que foi completamente bloqueado pela administragio de SDZ SER 082 (Cornélio e
Nunes-de-Souza, 2007), antagonista preferencial dos receptores 5-HT,c (Dave et al, 2002).
Similarmente, os efeitos ansiogénicos do agonista de receptores 5-HTc, MK 212
administrado de forma sistémica, foram bloqueados pela injecdo intra-amigdala de ritanserina,
antagonista preferencial de receptores 5-HT,a ¢ (Cruz et al, 2005).

Entretanto, a ativagdo de receptores 5-HT, em outras regioes encefalicas resulta em
efeitos ansioliticos, como por exemplo, em experimentos que utilizam estimulagdo elétrica ou
quimica da por¢do dorsal da substancia cinzenta periaquedutal (SCP) em ratos (Di Scala et al,
1984; Bandler et al, 1985; Aguiar et al, 2006) e camundongos (Carvalho-Neto et al, 2006;
Miguel e Nunes-de-Souza, 2006). A estimulagdo desta por¢do da SCP resulta na emissao de
comportamentos de fuga e saltos que se alternam com posturas de imobilidade. Estes
comportamentos aversivos, que sdo muito similares as reacdes de fuga eliciadas por

predadores naturais (Blanchard e Blanchard, 1988), sdo atenuados pela ativagdo de receptores
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do subtipo 5-HT;p ou 5-HT, da SCP em ratos (Deakin e Graeff, 1991; Graeff et al, 1997;
Castilho et al, 2002; Graeft, 2004; Oliveira et al, 2007).

Canto-de-Souza et al (2002) relataram que injecdes de WAY 100635, antagonista
seletivo dos receptores 5-HT ;4 no nicleo mediano da rafe (NMR) diminuiram os indices de
ansiedade em camundongos expostos ao LCE. Sabe-se que 0 WAY 100635 aumenta a taxa de
disparos de neuronios serotonérgicos ao bloquear os auto-receptores somatodendrititcos do
tipo 5-HT ;4 (Fornal et al, 1996; Mundey et al, 1996; Hajos et al, 2001). Assim, este efeito
ansiolitico obtido no NMR pode ser devido a uma desinibi¢ao na liberagdo de serotonina em
sitios pos-sinapticos. Com o intuito de avaliar o potencial envolvimento dos receptores 5-HT,
da SCP neste processo, o presente estudo avaliou o efeito de microinjegdes intra-SCP de
mCPP no comportamento de camundongos submetidos ao LCE. Além disso, como o mCPP
atua preferencialmente sobre os receptores do subtipo 5-HT,p € 5-HT,¢, nds avaliamos, ainda,
seus efeitos em animais pré-tratados com cetanserina, antagonista preferencial dos receptores

5-HTzanc.
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4. OBJETIVO
O presente estudo teve como objetivo investigar o efeito da ativagdo e bloqueio de
receptores 5S-HT, da SCP de camundongos expostos no LCE. A participacao dos receptores 5-

HT, foi avaliada pelos experimentos:

Experimento 1: Inje¢do intra-SCP de mCPP, agonista de receptores 5-HTyppc, em

camundongos avaliados no LCE;

Experimento 2: Injecdo intra-SCP de cetanserina, antagonista de receptores 5-HTzanc, em

camundongos submetidos ao LCE;

Experimento 3: Inje¢do intra-SCP de mCPP, agonista de receptores 5-HT,5c em animais
pré-tratados com cetanserina, antagonista de receptores 5-HT,4/c, microinjetado na SCP de

camundongos avaliados no LCE.



27
5. MATERIAL E METODOS
5.1 Sujeitos
Foram utilizados camundongos da cepa Sui¢o-albino, machos pesando entre 25-30g
provenientes do biotério central da Universidade Federal de Sao Carlos — UFSCar. Os animais
foram agrupados em grupos de 10 em gaiolas coletivas (41 x 34 x 16 cm), mantidos em
condi¢des controladas de temperatura (24 = 1°C), umidade (55 = 5 %), luz (ciclo claro/escuro
de 12 horas, luzes acesas as 7:00 horas) e livre acesso a alimento e dgua, exceto durante as

breves sessoes de teste.

5.2 Drogas

mCPP (1-(3- Clorofenil) piperazina e cetanserina (3-[2-[4-(4-fluorobenzoil)-1-
piperidinil] etil]-2,4 [1H,3H]- quinazolinediona tartrato) (Tocris Cookson Inc., Ballwin, USA)
foram dissolvidas em salina (0,9% de NaCl) e em veiculo (salina 0,9% e Tween 80).

As doses de mCPP (0, 0,03, 0,1 e 0,3 nmol) e cetanserina (0 ¢ 10 nmol) foram
baseadas em estudos piloto ¢ em estudos prévios (Nogueira e Graeff, 1991; Soares e

Zangrossi, 2004; Cornélio e Nunes-de-Souza, 2007).

5.3 Cirurgia e injecao de drogas

Os animais receberam implantagdo craniana de canula-guia (25gauge) de 7 mm de
comprimento, apds anestesia com pentobarbital sdédico (90 mg/kg, i.p.), sob angulo de 26° na
substancia cinzenta periaquedutal. A canula foi fixada com cimento acrilico com base nas
coordenadas estereotaxicas definidas pelo Atlas de Franklin e Paxinos (1997): 4,1 mm
posterior ao bregma, +1,3 mm lateral a linha média e -1,2 mm ventral a superficie craniana. A
ponta da canula-guia foi posicionada + 2,0 mm dorsal a estrutura alvo. Um mandril, o qual

foi removido durante o procedimento de injecdo, foi inserido no interior da canula-guia para
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evitar problemas de obstru¢do e para reduzir contaminagdo. A agulha de injecdo, cujo
comprimento ultrapassa 2,0 mm a ponta da canula-guia, foi inserida dentro da mesma para a
injecdo das solugdes na SCP. A agulha de injecdo foi conectada, por meio de tubo de
polietileno (PE-10), a uma microsseringa Hamilton de 5 pl. Uma bomba de infusao (Insight
BI 2000 — Equipamentos Cientificos Ltda, Brasil) foi programada para injetar 0,1 pl de
solugdo durante 60 segundos.

O procedimento de inje¢do consistiu na remog¢do do mandril, inser¢do da agulha de
injecdo, injecdo da solucdo por 60 segundos, permanéncia da agulha de inje¢do por 90
segundos apos o término da injecdo e inser¢do do mandril enquanto o animal era contido
manualmente pelo experimentador. O movimento de uma pequena bolha de ar no tubo de

polietileno antes, durante e depois da inje¢ao confirmou o fluxo da solugdo.

5.4 Equipamentos e Procedimento

O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) (Fig.1) consiste de dois bragos abertos (30 x 5 x
0,25 cm) unidos por uma plataforma central (5 x 5 cm) a dois bragos fechados constituidos de
vidro transparente (30 x 5 x 15 c¢cm). O aparato fica elevado do solo a 38,5 cm (modificado de
Lister, 1987).

Apbés um periodo de recuperacdo de 5 a 6 dias depois da cirurgia, os animais
receberam injecdo das solugdes na SCP e foram colocados individualmente sobre a
plataforma central do LCE com a cabega voltada para um dos bragos abertos. Foi permitido
aos animais explorar o aparato durante 5 minutos. Apds este periodo, o labirinto era limpo
com algoddo umedecido em solugdo de alcool a 20% (v/v) e seco com papel toalha. Os testes
foram conduzidos durante a fase clara do ciclo de luz. Todas as sessdes foram gravadas por
uma camera (Panasonic-X12) posicionada em um angulo de aproximadamente 45°, para

posterior analise dos resultados.
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Figura 1-Labirinto em Cruz Elevado

5.4.1 Experimento 1: Injecao intra-SCP de mCPP (0, 0,03, 0,1 e 0,3 nmol/0,1pl)
Os animais receberam injecao intra-SCP de salina (0,9% NaCl) ou mCPP (0,03, 0,1 e

0,3 nmol/0,1ul) e apds 5 minutos foram submetidos ao LCE conforme descrito acima.

5.4.2 Experimento 2: Injecdo intra-SCP de cetanserina (0 ou 10 nmol/0,1pl)
Os animais receberam inje¢do intra-SCP de veiculo (salina + Tween 80) ou
cetanserina (10 nmol/0,1ul) e ap6s 5 minutos foram avaliados no LCE conforme descrito

anteriormente.

5.4.3 Experimento 3: Injecio combinada de cetanserina (0 ou 10 nmol/0,1pl) e mCPP
(0 ou 0,03 nmol/0,1pl)

Os animais receberam injec¢ao intra-SCP de cetanserina (0 ou 10 nmol/0,1pl) e apds 10
minutos, inje¢do de mCPP (0 ou 0,03 nmol/0,1ul) na mesma estrutura. Os grupos testados

foram, portanto: veiculo + veiculo (V+V), veiculo + mCPP (V+mCPP), cetanserina + veiculo
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(C+V) e cetanserina + mCPP (C+mCPP). Cinco minutos apds a segunda inje¢ao, os animais

eram submetidos ao LCE conforme descrito anteriormente.

5.5 Analise Comportamental

Os comportamentos foram avaliados através da analise das fitas gravadas, por um
observador treinado, utilizando o programa de analise etologica X-Plo-Rat, (Becerra-Garcia et
al, 2005). Os comportamentos analisados envolveram tanto os parametros convencionais
(Lister, 1987), quanto os etologicos (Rodgers et al, 1997).
Medidas Convencionais: Freqliéncia de entradas nos bragos abertos e fechados (a entrada em
um brago definida pelo cruzamento das quatro patas no interior do brago) e duragdo do tempo
gasto nestes compartimentos e na plataforma central. Estes dados foram usados para o calculo
das porcentagens de entrada e tempo de permanéncia dos animais nos bragos abertos:
[(Freqiiéncia entradas/total) x 100] e [(Tempo no compartimento/300) x 100].
Medidas Etologicas: Freqiiéncia de levantamentos (Rearing- elevagdo do corpo sobre as patas
traseiras), mergulhos (head-dipping- movimentos exploratdrios da cabega/ombros em direcao
ao solo), posturas de esticar o corpo (stretched attend postures (SAP)— movimentos que
consistem em esticar o corpo e retrai-lo a posi¢do original, sem ocorréncia de locomogao) e
duracdo de imobilidade. Como os sinais de tigmotaxia sdo importantes para a exploracdo no
LCE (Treit et al, 1993), os comportamentos de mergulho e esticar o corpo foram
diferenciados quanto ao local de sua ocorréncia no labirinto. Os bragos fechados e a
plataforma central foram designadas areas “protegidas” do labirinto, enquanto os bragos
abertos foram designados como areas “desprotegidas” (Rodgers e Johnson, 1995). Os dados
coletados nestes compartimentos sao mostrados na forma de total e porcentagem [(freqiiéncia

protegido/total) x 100] de cada comportamento.



31

5.6 Histologia
Apds o término dos experimentos os animais receberam injecdo de 0,1 pl de uma
solugdo de 1% de azul de metileno na SCP de acordo com o procedimento descrito para a
injecdo de drogas. Os animais receberam uma dose de anestésico (180 mg/kg i.p.), foram
decapitados, seus cérebros foram removidos e acomodados em recipientes contendo solugao
de formol a 10% para, posteriormente, sofrerem sec¢des coronais de 80 micrémetros (um) ao
longo do trajeto da canula. As sec¢des foram inspecionadas através de um microscopio
(Olympus B202) e a visualizacao da dispersao do azul de metileno indicou o local da injecao.

Os animais cujas inje¢des nao atingiram a SCP foram excluidos do estudo.

5.7 Analise Estatistica

Todos os dados foram inicialmente submetidos ao teste de homogeneidade das
variancias de Levene. Quando necessario, os dados foram transformados em log 10 (variavel
+1), raiz quadrada ou raiz cubica antes de serem submetidos a analise de varidncia (ANOVA).
Os dados do experimento 1 foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) de um fator
(tratamento) , enquanto os dados do experimento 2 foram submetidos ao Teste # de Student
para amostras independentes. Os dados do experimento 3 foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) de dois fatores (pré-tratamento e tratamento). Quando apropriado, os
resultados foram submetidos ao teste de comparagdes multiplas de Duncan. Os valores de P <

0,05 foram considerados significativos.

5.8 Etica
Os procedimentos experimentais deste estudo foram realizados de acordo com os
preceitos da Sociedade Brasileira de Neurociéncia e Comportamento (SBNeC) para o trabalho

com animais de laboratorio.
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6. RESULTADOS

A andlise histoldgica confirmou canulagdo positiva na SCP em um total de 109
animais. Destes, 42 foram utilizados para avaliar o efeito do mCPP (0,03, 0,1 e 0,3 nmol)
(experimento 1) (n= 9-13), 19 foram utilizados para avaliagdo do efeito da cetanserina (10
nmol) (experimento 2) (n= 9-10) e 48 foram utilizados para avaliar o efeito da injegdo

combinada (experimento 3) de cetanserina (10 nmol) e mCPP (0,03 nmol) (n=11-13).

Figura 2 - Representacdo esquematica dos sitios de inje¢do na SCP de
camundongos. O numero de pontos ¢ inferior ao niimero total de
animais devido a sobreposi¢ao.
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6.1 Experimento 1: Injecao intra-SCP de mCPP (0, 0,03, 0,1 e 0,3 nmol/0,1pl)
A Figura 3 mostra os efeitos da inje¢do de mCPP (0, 0,03, 0,1 e 0,3 nmol/0,1ul) na
SCP de camundongos avaliados no LCE. A ANOVA de um fator (tratamento) revelou
diferenga estatisticamente significativa para as porcentagens de entrada (F3s) = 3,93, P <
0,05) e porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos (F335) = 3,35, P < 0,05) do LCE. O
teste de Duncan revelou aumento significativo na porcentagem de entradas e porcentagem de
tempo (P < 0,05) gasto nos bragos abertos para a dose de 0,03 nmol/0,1ul com relagdo ao
grupo controle. O teste de Duncan revelou também aumento na porcentagem de tempo gasto
nos bragos abertos para a dose de 0,1 nmol/0,1ul (P < 0,05) em relagdo ao grupo salina.
Nenhum dos tratamentos alterou a atividade locomotora dos animais (F333) = 0,48, P > 0,05).
A Tabela 4 mostra os efeitos do mCPP (0, 0,03, 0,1 ¢ 0,3 nmol/0,1ul) nos demais
comportamentos avaliados no LCE. A anélise estatistica indicou que, com exce¢do de um
efeito isolado na porcentagem de mergulhos protegidos [redu¢do na dose de 0,3 nmol/0,1ul
(Fz38=3,72 , P <0,05) com relacdo a salina], todos os efeitos foram obtidos com a dose de
0,03 nmol/0,1ul em relacdo ao grupo controle. A ANOVA de um fator revelou diferenga
significativa no total de entradas (F35) = 3,44, P < 0,05), entradas nos bragos abertos (F3 33
= 5,22, P < 0,05), total de mergulhos (F333) = 2,72, P < 0,05), porcentagem de mergulhos
protegidos (F335) = 3,71, P < 0,05), total de esticadas (F33) = 4,56, P < 0,05) e porcentagem
de esticadas protegidas (F333) = 2,42, P<0,05 ). O teste de Duncan revelou aumento no total
de entradas, nas entradas nos bragos abertos, no total de mergulhos, no total de esticadas e
diminui¢ao significativa na porcentagem de mergulhos protegidos e porcentagem de esticadas
protegidas (P < 0,05).
Embora a ANOVA de um fator ndo tenha apontado diferenga significativa para o total
de imobilidade (F335) = 1,95, P >0,05), o teste de Duncan revelou diminuigdo significativa

neste parametro para a dose de 0,03 nmol/0,1 pl em relagdo ao grupo controle (P< 0,05).
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Figura 3 - Efeito do mCPP (0, 0,03, 0,1 ¢ 0,3 nmol/0,1ul) injetado na SCP de
camundongos sobre a freqiiéncia 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=9-13)

*P < 0,05, comparado ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida do teste de
Duncan).

A analise estatistica ndo apontou diferenca significativa para as porcentagens de tempo
gasto nos bracos fechados (F333)= 2,06, P > 0,05) e no centro (F335) = 1,02, P > 0,05) do

LCE, tampouco para o total de levantamentos (F(333)= 1,0, P >0,05).
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Tabela 4. Efeito do mCPP (0, 0,03, 0,1 e 0,3 nmol/0,1pl) injetado na SCP de camundongos
avaliados no LCE

mCPP (nmol/0,1pul)

Comportamentos 0 0,03 0,1 0,3 F (3,38)
Total de Entradas 83+09 124+ 121*% 112+ 1,63 8,23+0,93 3,44;P<0,05
Entradas nos BAs 2.8+0.,53 6,9+ 1,11%%  51+1,1 323+0,56 .22;P<0,05
%Tempo nos BFs 52,4+ 6,3 31,5+ 4,03 41,8+5,8 39,6+6,3 2,06, NS
%Tempo no centro 33,6+5,74 346+33 27,0+5,0 392+5,1 1,02, NS
Total de Mergulhos 9,0+ 1,8 14,4+ 1,7* 9,0+ 1,3 88+1,6 2,72,P=0,05
% Mergulhos Protegidos 81,5+ 7,8 56,9 + 5,6% 722+7,6 48,4 +9,0%* 3,71 ; P<0,05
Total Esticadas 159+2,1 244 £2.7% 19,2+29 12,6 £2,0 4,56;P<0,05
%Esticadas Protegidas 72,0 + 6,6 48,5 + 5,6% 58,6 +7,5 70,8 +7,8 2,42, P<0,05
Total Levantamentos 40+ 1,1 6,3+1,5 7,9+2.4 53+1,1 1,00;NS
Total Imobilidade 27,5+ 10,7 8,0+4,1% 343+ 14,8 51,8+ 16,9 1,95;NS

Os dados representam a média + E.P.M. dos demais comportamentos avaliados no LCE. BAs = Bragos Abertos; BFs =
Bragos Fechados; NS = Nao Significativo; (n=9-13)

* P <0,05, comparado ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida do teste de Duncan).

** P <0,01, comparado ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida do teste de Duncan).

6.2 Experimento 2 : Injecio intra-SCP de cetanserina (0 ou 10 nmol/0,1pl)

A Figura 4 mostra a auséncia de efeitos da inje¢@o de cetanserina (0 e 10 nmol/0,1pl)
na SCP de camundongos avaliados no LCE. O Teste ¢ para amostras independentes nado
revelou diferenca estatisticamente significativa para as porcentagens de entradas (f17)= 1,52,
NS) e tempo (f17) = 1,13, NS) gasto nos bragos abertos do labirinto. A analise estatistica
também ndo apontou diferenca significativa para as entradas nos bragos fechados do aparato

(l‘(17) =-1,10, NS).
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Figura 4 - Auséncia de efeitos da cetanserina (0 e 10 nmol/0,1pl) injetada na
SCP de camundongos sobre a freqiiéncia de entradas nos bracos fechados e a
porcentagem de entradas e tempo gasto nos bracos abertos do LCE. Os dados
representam a média + E.P.M. (n=9-10)

A Tabela 5 mostra a auséncia de efeitos da cetanserina (0 e 10 nmol/0,1pl) injetada na
SCP de camundongos nos demais comportamentos avaliados no LCE . A andlise estatistica
ndo revelou efeitos significativos para o total de entradas (f17) = - 0,42, NS), entradas nos
bragos abertos (f17) = 0,79, NS), porcentagens de tempo gasto nos bragos fechados (f17) =
0,54, NS) e no centro do LCE (¢ (17) = -1,69, NS), tampouco para os totais de mergulhos (#17)
=-1,22, NS), esticadas (¢17) = 0,37, NS), levantamentos (#17) = 0,23, NS) e imobilidade (¢17) =

0,89, NS). O Teste ¢ para amostras independentes também nao indicou efeitos significativos
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para as porcentagens de mergulhos (f17) = -1,60, NS) e esticadas protegidas (f17) = -1,21,

NS).

Tabela 5.Auséncia de efeitos da cetanserina (0 e 10 nmol/0,1ul) injetada na SCP de
camundongos expostos ao LCE

Cetanserina (nmol/0,1pl)

Comportamentos 0 10 t (df 17)

Total de Entradas 7,8 £1,8 8,9 £1,8 - 0,42, NS
Entradas nos Bas 3,4+0,9 2,5+0,5 0,79, NS
% Tempo nos BFs 42,8 +£8,2 35,9+9,5 0,54, NS
% Tempo no centro 30,5+5,8 493+9,7 - 1,69, NS
Total mergulhos 8,8+0,9 11,0+ 1,6 - 1,22, NS
% Mergulhos Protegidos 53,8 £10,6 75,8 £8,2 -1,60, NS
Total Esticadas 17,7+2,9 16,4 £ 1,5 0,37, NS
% Esticadas Protegidas 67,2+7,0 80,3 +£8,3 -1,21, NS
Total Levantamentos 72+1,9 6,5+2,0 0,23, NS
Total Imobilidade 55,3+ 13,6 36,4 £16,3 0,89, NS

Os dados representam a média + E.P.M. dos demais comportamentos avaliados no LCE. BAs = Bragos
Abertos; BFs = Bragos Fechados; NS = Nao Significativo; (n=9-10)

6.3 Experimento 3: Injecdo combinada de cetanserina (0 ou 10 nmol/0,1pl) e mCPP (0
ou 0,03 nmol/0,1pl)

A Figura 5 mostra os efeitos da inje¢do combinada de cetanserina (0 ¢ 10 nmol/0,1ul)
e mCPP (0 e 0,03 nmol/0,1ul) na SCP de camundongos avaliados no LCE. A ANOVA de
dois fatores (fator 1: pré-tratamento e fator 2: tratamento) apontou diferenca significativa nas
entradas nos bragos fechados para o pré-tratamento (Fj44) = 4,65, P < 0,05) e auséncia de
efeitos para o tratamento (F(44)= 0,17, P > 0,05) e para a interagdo entre pré-tratamento e
tratamento (F(; 44)= 0,03, P > 0,05 ). O teste de Duncan, porém, ndo confirmou o efeito nas
entradas nos bragos fechados para o pré-tratamento (P > 0,05), assim como para as demais
condi¢des experimentais (P > 0,05).

A andlise estatistica apontou diferengas significativas na porcentagem de entradas nos

bracos abertos para o pré-tratamento (F(j 44) = 3,83, P < 0,05) e tratamento (F(; 44) = 6,49, P <
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0,05) e auséncia de efeitos para a interacdo entre pré-tratamento e tratamento (F(1 44) = 2,96, P
> 0,05). A andlise pds-hoc revelou aumento significativo na porcentagem de entradas nos
bragos abertos para o grupo (V+mCPP) em relagdo ao grupo (V+V) (P < 0,05) e diminuicao
significativa para os grupos (C+V) e (C+mCPP) em relagdo ao grupo (V+mCPP) (P < 0,05).
Com relagdo a porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos, a ANOVA de dois fatores nao
apontou diferenca significativa com relacdo ao pré-tratamento (F(44) = 0,90, P > 0,05),
mostrando, porém, diferenca significativa no tratamento (F44) = 8,45, P < 0,05) e na
interagdo entre pré-tratamento e tratamento (F(44) = 9,33, P < 0,05). O teste de Duncan
revelou aumento na porcentagem de tempo gasto nos bracos abertos para o grupo (V+mCPP)
em relagdo ao grupo controle (P < 0,05) e diminui¢do na porcentagem de tempo gasto nos
bragos abertos para os grupos (C+V) e (C+mCPP) em relagdo ao grupo (V+mCPP) (P <

0,05).
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Figura 5 - Efeito da inje¢do combinada de cetanserina (0 e 10 nmol/0,1ul) e mCPP (0 e
0,03 nmol/0,1pul) na SCP de camundongos sobre a freqiiéncia de entradas nos bragos
fechados e a porcentagem de entradas e tempo gasto nos bracos abertos do LCE. Os
dados representam a média + E.P.M. (n=11-13).

* P < 0,05, comparado ao grupo controle (V+V) (ANOVA de duas vias seguida do
teste de Duncan).

# P < 0,05, comparado ao grupo (V+mCPP) (ANOVA de duas vias seguida do teste de
Duncan).

A Tabela 6 mostra os efeitos da injecdo combinada de cetanserina (0 e 10 nmol/0,1pl)
e mCPP (0 e 0,03 nmol/0,1ul) nos demais comportamentos avaliados no LCE.

A analise estatistica revelou diferenca significativa para as entradas nos bragos abertos
com relagdo ao tratamento (Fj44) = 9,65, P < 0,05), mostrando, porém auséncia de efeitos

com relacdo ao pré-tratamento (F( 44y = 0,11, P > 0,05) e na interacdo entre pré-tratamento e
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tratamento (F(44) = 2,10, P > 0,05 ). O teste de Duncan revelou aumento no niimero de
entradas nos bracos abertos para o grupo (V+mCPP) em comparagdo ao grupo (V+V)
(P < 0,05). No que diz respeito a porcentagem de tempo gasto nos bragos fechados, a analise
estatistica apontou diferenga significativa para o tratamento (F(; 44y = 4,29, P < 0,05) e para a
interagdo pré-tratamento e tratamento (F(; 44) = 5,56, P < 0,05) mostrando auséncia de efeito
para o pré-tratamento (F(j44) = 0,08, P > 0,05). A andlise pos-hoc revelou diminui¢do na
porcentagem de tempo gasto nos bragos fechados do LCE para os grupos (V+mCPP), (C+V)
e (C+mCPP) em relacdo ao grupo controle (P < 0,05).

Com relagdao aos indices etologicos, a ANOVA de dois fatores indicou diferenga
significativa para o total de levantamentos no pré-tratamento (F(;44) = 7,46, P < 0,05) e
auséncia de efeitos para o tratamento (F(; 44y = 1,12, P> 0,05) e interacdo entre pré-tratamento
e tratamento (F(44) = 1,02, P > 0,05).0 teste de Duncan revelou aumento no niimero de
levantamentos para o grupo (C+mCPP) em relagdo ao grupo controle (P < 0,05).

Os dados referentes a porcentagem de esticadas protegidas, a despeito de vérias
transformagdes, ndo atingiram o critério de homogeneidade e foram, entdo, submetidos a
analise de variancia ndo-paramétrica. O teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn
mostrou diminui¢do na porcentagem de esticadas protegidas (H4g) = 8,71, P < 0,05) para o
grupo (V+mCPP) em relagao ao grupo controle.

A ANOVA de dois fatores ndo indicou diferenga significativa para o total de entradas
no pré-tratamento (F44) = 1,31, P > 0,05), tratamento (Fj 44y = 2,89, P > 0,05) e interagdo
entre pré-tratamento e tratamento (F(;44) = 0,63, P > 0,05). Também nao revelou diferenga
significativa para a porcentagem de tempo no centro no pré-tratamento (F(j44) = 0,11, P >
0,05), tratamento (F; 44) = 0,01, P> 0,05) e interagdo entre pré-tratamento e tratamento (F; 44
= 0,08, P > 0,05). Com relacdo ao total de mergulhos, a andlise estatistica ndo indicou

diferenga significativa no pré-tratamento (F(; 44y = 1,78, P > 0,05), tratamento (F(; 44y = 0,79, P
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> 0,05) e interagdo entre pré-tratamento e tratamento (F(j44) = 1,66, P > 0,05). Também nao
apontou diferenca na porcentagem de mergulhos protegidos no pré-tratamento (F(j 44) = 1,55,
P > 0,05), tratamento (F(; 44) = 0,51, P > 0,05) e interacdo entre pré-tratamento e tratamento
(Fa44) = 1,27, P > 0,05).Com relagdo ao total de esticadas, a ANOVA de duas vias ndo
revelou diferenca significativa no pré-tratamento (F(;44) = 0,0009, P > 0,05), tratamento
(Fa44) = 0,34, P > 0,05) e interagdo entre pré-tratamento e tratamento (F(j44) = 0,70, P >
0,05). Por fim, a analise estatistica ndo indicou diferenga significativa no total de imobilidade
no pré-tratamento (F(;44) = 1,36, P > 0,05), tratamento (F(;44) = 1,10, P > 0,05) e interagdo

entre pré-tratamento e tratamento (F(j 44y = 1,08, P> 0,05).

Tabela 6. Efeito da inje¢do combinada de cetanserina (0 e 10 nmol/0,1ul) e mCPP
(0 € 0,03 nmol/0,1pul) na SCP de camundongos avaliados no LCE.

Comportamentos V+V V+mCPP C+Vv C+mCPP
Total de Entradas 9.8 £14 12,5 £ 1,4 12,4 +£1,3 13,7 £ 1,4
Entradas nos BAs 2,7 £0,7 6,3 £0,9* 3,8 £0,7 53 + 1,1
%Tempo nos BFs 63,6 £5,2 31,7 £3,7* 46,2 + 6,2%* 47,8 + 4,5%
%Tempo no centro 26,9 +4.9 414 55 37,0 + 6,7 36,0 + 4,0
Total de Mergulhos 11,8 2.2 142 2,0 16,5 1,6 157 + 2.2
% Mergulhos Protegidos 78,1 +8,8 65,9 +8,1 80,3 +5.4 588 + 6,8
Total Esticadas 212 +2.7 33,0 +3,8 284 +5,1 274 + 3.6
%Esticadas Protegidas 87.8 +3.3 61.4 +6,5* 759 £69 670 + 6.9
Total Levantamentos 7,8 £2,2 6,3 £1,5 10,8 £2,3 15,5 £ 2,6*
Total Imobilidade 24,0 + 13,8 14,1+7,2 8,1+6,3 8,0+4,6

Os dados representam a média + E.P.M. dos demais comportamentos avaliados no LCE. BAs = Bragos
Abertos; BFs = Bragos Fechados; NS = Nao Significativo;
* P <0,05, comparado ao grupo controle (ANOVA de duas vias seguida do teste de Duncan).



42

7. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que inje¢des intra-SCP de mCPP, um agonista de
receptores 5-HT,ppc, atenuaram, significativamente e seletivamente, os comportamentos
relacionados a ansiedade em camundongos expostos ao LCE, e que este efeito foi bloqueado
pelo pré-tratamento na SCP com uma dose intrinsecamente inativa de cetanserina, um
antagonista preferencial de receptores 5-HT,4/2c (Barnes e Sharp,1999). Dessa forma, sugere-
se o envolvimento dos receptores 5-HT,c da SCP na modulagio da ansiedade em
camundongos.

A idéia de que a ativacdo serotonérgica inicialmente facilitaria a emissdo de respostas
como medo e ansiedade vem sendo revista em funcao de resultados obtidos com trabalhos que
envolvem inje¢des de ligantes serotonérgicos diretamente nos sitios cerebrais (Griebel,1995;
Menard e Treit, 1999; Millan,2003). Assim, tem sido proposto um papel dual a esse
neurotransmissor com relagdo a ansiedade, podendo sua ativagdo resultar tanto em efeitos
ansioliticos, quanto em efeitos ansiogénicos, dependendo do sitio pos-sinaptico e/ou do subtipo
de receptor envolvido (Deakin e Graeff,1991; Graeff et al,1997; Graeff, 2004; Soares e
Zangrossi, 2004).

Esta concepcao fornece suporte as inconsisténcias presentes na literatura a respeito dos
efeitos muitas vezes contraditorios de ligantes serotonérgicos administrados de forma intra-
cerebral e sistémica (Menard e Treit, 1999). Por exemplo, a administragdo sistémica de mCPP,
um agonista de receptores 5-HT,p/ ¢, resulta em efeitos ansiogénicos em ratos (Kennett et al,
1989; Shepherd et al,1994; Bilkei-Gorzo et al,1998; Bagdy et al, 2001; Jones et al, 2002) ¢
camundongos (Griebel et al, 1991; Rodgers et al,1992) e induz reagdes similares a um ataque
de panico em pacientes saudaveis e ansiosos (Mueller et al, 1985; Charney et al, 1987,

Benjamin et al,1999; Klein et al, 1991; Sothwick et al, 1997). Efeitos ansiogénicos
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consistentes com os observados apds inje¢do sistémica tém sido relatados apds injegdes de
mCPP no hipocampo dorsal (Whitton e Curzon,1990) e de TFMPP (agonista 5-HT,c nao
seletivo) ou MK-212 (agonista preferencial 5-HT,¢) no hipocampo ventral (Alves et al, 2004)
de ratos. Em camundongos, entretanto, foi constatada auséncia de efeitos apds injecdes de
mCPP tanto no hipocampo dorsal, quanto no hipocampo ventral (Cornélio e Nunes-de-Souza,
2007).

Mais inconsisténcias sdo observadas ap6s manipulagdo de receptores do subtipo 5-HT,
no complexo amigdaldide. Em ratos, injecdes de BW 723C86 (agonista receptor 5-HT,) na
amigdala medial reduziu os indices de ansiedade no teste de interagdo social e no LCE, efeitos
que foram bloqueados pelo antagonista dos receptores 5-HT,, SB200646A (Duxon et al,
1997). Contudo, em camundongos, Cornélio e Nunes-de-Souza (2007) demonstraram que
injecdes intra-amigdala de mCPP resultaram em efeito ansiogénico no LCE, efeito que foi
seletivamente ¢ completamente bloqueado pelo antagonista preferencial 5-HT,c, SDZ SER
082.

Embora resultados contraditérios da manipulagdo de receptores serotonérgicos do
hipocampo e amigdala contrastem com os efeitos quase que invariavelmente ansioliticos no
que diz respeito a administracdo de agonistas 5-HT;5 e 5-HT, na SCP de ratos (Deakin e
Graeff, 1991; Graeff et al, 1997; Graeff, 2004), Soares e Zangrossi (2004) verificaram que no
Labirinto em T elevado (LTE), injecdes intra-SCP de 5-HT podem exercer efeitos
bidirecionais no que diz respeito as respostas relacionadas a ansiedade em ratos. Assim,
injecdes intra-SCP de 5-HT inibiram a fuga dos bracos abertos do LTE (efeito panicolitico),
enquanto facilitaram a aquisi¢cdo de esquiva inibitoria (efeito ansiogénico). Ambos os efeitos
foram antagonizados pela administragdo prévia de cetanserina e SDZ SER 082 (antagonista

preferencial 5-HTy(c).
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No experimento 1, injecdes intra-SCP de mCPP (principalmente na dose de 0,03 nmol)
resultaram em efeito ansiolitico, aumentando as porcentagens de entradas e de tempo gasto nos
bracos abertos do LCE, indices convencionais de ansiedade, sem alterar a atividade
locomotora.Com relagdo aos indices etologicos, a dose de 0,03 nmol/0,1ul diminuiu as
porcentagens de esticar ¢ mergulhar protegido. A mesma dose resultou no aumento do total de
esticar e mergulhar, efeitos diretamente relacionados ao aumento no niimero de incursdes aos
bragos abertos ¢ na quantidade de tempo gasto nestas areas desprotegidas do aparato.

Apesar dos ansioliticos freqiientemente reduzirem indices como total de esticar,
atualmente, o resultado depende do nivel da linha de base do comportamento defensivo.
Assim, quando o nivel basal de defesa ¢ baixo ou moderado (por exemplo, com altos niveis de
avaliagdo de risco), ansioliticos reduzirdo o total de esticar. Entretanto, quando o nivel basal de
defesa ¢ alto (por exemplo, com inibi¢do de movimento acompanhada de baixos niveis de
avaliacao de risco), ansioliticos reduzirdo a imobilidade, desinibindo, portanto, o total de
esticadas (Blanchard e Blanchard, 1988). E importante notar que o efeito ansiolitico resultante
da inje¢do intra-SCP de mCPP foi obtido sem altera¢do da atividade locomotora, representada
pelas entradas nos bracos fechados do LCE (File, 1992; Cruz et al,1994; Rodgers e
Johnson,1995).

Embora a dose de 0,1 nmol de mCPP tenha resultado no aumento no total de
levantamentos, este efeito ndo foi estatisticamente significante: embora a média nesta dose seja
maior que a média do grupo controle, o erro padrdo da média (EPM) ¢ alto, indicando uma
inflagdo (ou aumento) da média neste parametro. Além disso, o total de levantamentos ndo ¢
considerado um indice de ansiedade no LCE, ndo estando relacionado, portanto, a evitagao dos
bragos abertos e a avaliacdo de risco (Rodgers e Johnson,1995).

Deve-se considerar, ainda, que os efeitos das inje¢des intra-SCP de mCPP ndo se

intensificaram em doses maiores, resultando na atenuagao ou perda do efeito ansiolitico obtido
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pela menor dose (0,03nmol). Entretanto, deve-se salientar que o mCPP possui alta afinidade
pelos receptores 5-HT,p e 5-HT,¢ (Barnes e Sharp, 1999). Assim, a atuagdo do fArmaco sobre
os dois subtipos de receptores poderia anular sua acdo individual (sobre cada subtipo) em
doses maiores.

Dessa forma, de maneira geral, os resultados do experimento 1 concordam com relatos
da literatura que sugerem o efeito ansiolitico de agonistas de receptores 5-HT, em modelos que
envolvem respostas aversivas eliciadas pela estimulagdo quimica ou elétrica da SCP de ratos
(Graeft, 2004; Oliveira et al, 2007).

No experimento 2, a administragdo do antagonista dos receptores 5-HT,4/2c cetanserina
(Barnes e Sharp, 1999) na SCP de camundongos ndo alterou nenhum dos indices
convencionais e etologicos avaliados no LCE. Resultados semelhantes foram observados com
a administragdo sist€émica deste composto em ratos (Griebel et al, 1997) e camundongos
(Bhattacharya e Acharya, 1993) expostos ao LCE. No que diz respeito a inje¢do desta
substancia no sistema nervoso central, como na amigdala, por exemplo, foi observado efeito
ansiogénico em ratos avaliados no LCE (Zangrossi e Graeff, 1994).

No experimento 3, o pré-tratamento com uma dose inativa de cetanserina, objetivou
esclarecer se o efeito ansiolitico obtido pelo mCPP (0,03 nmol) era devido a ativacdo de
receptores 5-HT,5 ou 5-HT,c. A cetanserina (10 nmol) injetada na SCP (experimento 2) nao
alterou os indices de ansiedade, tampouco a atividade locomotora de camundongos avaliados
no LCE. No experimento 3, entretanto, tendeu a aumentar as entradas nos bragos fechados e o
total de levantamentos, efeitos, porém, que nao foram confirmados apods o teste de Duncan.
Nesta dose, este antagonista ndo exerceu qualquer efeito sobre os indices de ansiedade no
LCE, sugerindo auséncia de regulagdo tonica da ansiedade nesta regido encefalica, o que ¢
consistente com resultado obtido recentemente por Oliveira et al. (2007) usando estimulagdo

cerebral aversiva em ratos. Este fato, contudo, ndo exclui a possibilidade deste tipo de
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regulagao tonica via receptores 5-HT, estar presente em outros sitios, dado os efeitos
ansiogénicos obtidos por Zangrossi e Graeff (1994) ap6s injecdo de cetanserina na amigdala de
ratos.

Quando administrado isoladamente no experimento 3, o mCPP produziu um padrao
similar (embora menos marcante) de efeitos se comprados aos obtidos no experimento 1
(aumento nas entradas nos bracos abertos, na porcentagem de entradas e porcentagem de
tempo gasto nos bragos abertos, sem alteracdo da atividade locomotora). Embora este
composto tenha falhado em alterar significativamente o total de esticadas e o total de
mergulhos no experimento 3, ambas as medidas se mostraram aumentadas em relagdo ao
grupo controle. Além disso, o fato do mCPP administrado isoladamente reduzir a porcentagem
de tempo gasto nos bragos fechados somente no segundo experimento pode ser resultado de
um fendmeno dependente de linha de base, dada a elevada quantidade de tempo de
permanéncia nos bracos fechados pelo grupo controle no experimento 3. De fato, estas
pequenas diferencas com relagdo a resposta ao mCPP podem ser atribuidas a um nivel basal
de ansiedade ligeiramente maior no experimento 3, resultado do duplo procedimento de
injecdo. Contudo, a mais importante descoberta obtida pelo experimento 3 foi a de que o pré-
tratamento com cetanserina na SCP bloqueou (porcentagem de entradas nos bragos abertos e
porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos) ou atenuou (entradas nos bragos abertos,
porcentagem de tempo gasto nos bracos fechados) os efeitos ansioliticos do mCPP injetado
nesta estrutura. A Unica exce¢do aconteceu com relagdo a porcentagem de esticar protegido,
cujo pré-tratamento com cetanserina ndo bloqueou/atenuou a reducdo induzida pelo mCPP
neste parametro, um fendmeno isolado, que no momento, ndo podemos explicar.

Dado o perfil de afinidade do mCPP (5-HT,p/2c) e da cetanserina (5-HTa/2¢) (Barnes e
Sharp, 1999), seria razoavel concluir que os efeitos ansioliticos obtidos pelo mCPP injetado na

SCP seriam devidos a ativacao de receptores do subtipo 5-HT,c. Como esta hipdtese é baseada
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em uma inferéncia farmacoldgica, sua confirmagdo necessita de posterior verificagdo
utilizando, assim que possivel, ligantes mais seletivos e outros modelos de investigagdo da
ansiedade, como por exemplo o LTE.

Por fim, Canto-de-Souza et al, (2002) demonstraram que inje¢des de WAY 100 635,
antagonista seletivo dos receptores 5-HT;a, no nucleo mediano da rafe (NMR) resulta em
efeitos ansioliticos em animais ingénuos ao LCE. Sabe-se que bloqueando os auto-receptores
somatodendriticos do tipo 5-HTa, 0 WAY 100 635 aumenta a taxa de disparos dos neurdénios
serotonérgicos do nucleo dorsal da rafe (NDR) de ratos (Hajos et al, 2001), cobaias (Mundey
et al, 1996) e gatos (Fornal et al, 1996; Bjorvatn et al, 2000). Como tal, Canto-de-Souza et al
(2002), propuseram que injegdes de WAY 100 635 intra-NMR leva a atenuagdo da ansiedade
por aumentar a liberagdo de serotonina em sitios pos-sinapticos. Estes autores afirmaram,
ainda, que esta resposta ndo pode ser atribuida ao aumento da atividade serotonérgica nos
receptores do subtipo 5-HT;4 e 5-HT, do hipocampo e da amigdala, dado o conhecido efeito
ansiogénico da serotonina nestes sitios em ratos (Cruz et al, 1994; Alves et al, 2004) e
camundongos (Nunes-de-Souza et al, 2000; Nunes-de-Souza et al, 2002; Cornélio e Nunes-de-
Souza, 2007). Entretanto, 0 NMR também envia projecdes para a SCP mesencefalica, onde a
ativacdo serotonérgica usualmente resulta em efeitos anti-aversivos em ratos (Deakin e Graeff,
1991; Graeff et al, 1996, Graeff et al,1997).

Dessa forma, como a SCP recebe projecdes serotonérgicas do NMR, pelo menos em
ratos (Vertes et al, 1999), o presente estudo é consistente com a idéia de que os efeitos
ansioliticos do WAY 100 635 injetado no NMR ¢ conseqiiéncia do aumento da liberagdo de
serotonina agindo sobre os receptores 5-HT,c da SCP, uma estrutura chave na neurocircuitaria

do sistema defensivo.
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8. CONCLUSAO

Assim, podemos concluir que:

e A ativacdo de receptores 5-HT,pnc da SCP de camundongos resulta em efeito
ansiolitico no LCE

e A administragdo prévia na SCP de uma dose inativa de cetanserina, antagonista dos
receptores 5-HT,anc bloqueia o efeito ansiolitico obtido pelo mCPP microinjetado
nesta estrutura em camundongos avaliados no LCE.

e Como ambos os farmacos utilizados neste estudo atuam sobre receptores do subtipo 5-
HT,c, provavelmente, a atenuacdo da ansiedade na SCP de camundongos pode estar

ocorrendo via ativagao deste subtipo de receptor.
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10. APENCICE

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

injecdo intra-SCP de mCPP (0, 0,03, 0,1 e 0,3 nmol/0,1ul).

Salina

Sujeito | TE EBA EBF TBA  TBF TC  %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 12 4 8 108 99 93 33,33 66,67 36,00 33,00 31,00

2 6 2 4 25 157 118 3333 66,67 833 5233 3934

3 10 3 7 16 183 101 30,00 70,00 533 61,00 33,67

4 3 6 14 154 132 3333 66,67 466 5133 44,01

5 5 1 4 33 245 22 20,00 80,00 11,00 81,66 7,34

6 11 3 8 58 147 95 27,27 72,73 1933 49,00 31,67

7 5 2 3 34 258 8 40,00 60,00 1133 86,00 2,67

8 10 6 4 89 114 186 60,00 40,00 29,66 38,00 32,34

9 7 0 7 0 150 150 0,00 100,00 0,00 50,00 50,00

10 8 4 4 43 66 191 50,00 50,00 1433 22,00 63,67
Média 8,30 2,80 5,50 42,00 157,30 109,60 32,73 67,27 14,00 52,43 33,57
DPM | 2,50 1,69 1,90 34,12 59,88 60,76 16,22 16,22 11,37 1996 18,17
EPM | 0,79 0,53 0,60 10,79 1894 1921 513 5,13 3,60 6,31 5,75

mCPP 0,03 nmol

Sujeito | TE EBA EBF TBA  TBF TC  %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 12 8 4 123 47 130 66,66 3334 41,00 1566 4334

2 16 10 6 139 58 103 62,50 3750 46,33 1933 34,34

3 14 6 8 102 105 93 42,85 57,15 34,00 3500 31,00

4 11 4 7 91 128 81 36,37 63,63 3033 42,66 27,01

5 6 4 2 67 169 64 66,66 3334 2233 5633 2134

6 10 5 5 118 93 89 50,00 50,00 39,33 31,00 29,67

7 14 10 4 162 65 73 71,42 28,58 54,00 21,66 2434

8 20 14 6 141 58 101 70,00 30,00 47,00 1933 33,67

9 10 5 5 38 114 148 50,00 50,00 12,66 38,00 4934
10 11 3 8 37 108 155 2727 72,73 1233 36,00 51,67
Média | 12,40 6,90 550 101,80 94,50 103,70 54,37 45,63 33,93 31,50 34,57
DPM | 3,84 3,51 1,90 4327 3821 31,02 1539 1539 1443 12,74 10,34
EPM | 1,21 1,11 0,60 13,68 12,08 9,81 4,87 4,87 4,56 4,03 3,27




mCPP 0,1 nmol

Sujeito | TE EBA EBF TBA TBF TC  %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 5 2 3 171 60 69 40,00 60,00 57,00 20,00 23,00

2 11 5 6 175 72 53 4545 5455 5833 24,00 17,67

3 10 4 6 50 165 85 40,00 60,00 16,66 55,00 28,34

4 15 6 9 20 222 58 40,00 60,00 6,66 74,00 19,34

5 12 4 8 50 165 85 33,33 66,67 16,66 55,00 28,34

6 5 2 3 117 132 51 40,00 60,00 39,00 44,00 17,00

7 10 3 7 22 81 197 30,00 70,00 733 27,00 6567

8 21 12 9 107 122 71 57,14 42,86 3566 40,66 23,68

9 12 8 4 130 110 60 66,66 3334 4333 36,66 20,01
Média | 11,22 5,11 6,11 93,56 12544 81,00 43,62 56,38 31,18 41,81 27,01
DPM | 4,89 3,22 2,37 60,22 5227 4526 11,52 11,52 20,08 17,42 15,09
EPM | 1,63 1,07 0,79 20,07 17,42 1509 3,84 3,84 6,69 5,81 5,03

mCPP 0,3 nmol

Sujeito | TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 5 3 2 124 36 140 60,00 40,00 41,33 12,00 46,67

2 13 5 8 32 91 177 3846 61,54 10,66 30,33 59,01

3 11 6 5 77 127 96 54,54 4546 2566 4233 32,01

4 7 1 6 41 161 98 1428 8572 13,66 53,66 32,68

5 11 4 7 60 180 60 36,36 63,64 20,00 60,00 20,00

6 14 4 10 85 92 123 28,557 7143 2833 30,66 5899

7 6 1 5 30 203 67 16,66 83,34 10,00 67,66 22,34

8 4 1 3 5 278 17 2500 7500 1,66 92,66 5,68

9 10 6 4 107 65 128 60,00 40,00 3566 21,66 42,68
10 6 1 5 5 101 194 16,66 8334 1,66 33,66 64,68
11 9 5 4 132 70 98 55,55 44,45 44,00 2333 31,67
12 4 1 3 139 73 88 2500 7500 4633 2433 29,34
13 7 4 3 38 70 192 42,85 57,15 12,66 2333 64,01
Média | 8,23 3,23 500 67,31 119,00 113,69 36,46 63,54 22,43 39,66 39,21
DPM | 3,35 2,01 227 47,02 68,58 52,80 16,94 1694 1567 22,86 18,58
EPM 0,93 0,56 0,63 13,04 19,02 14,64 4,70 4,70 4,35 6,34 5,15
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Quadro 2: Registro das medidas etologicas em camundongos submetidos ao LCE ap6s

injecdo intra-SCP de mCPP (0, 0,03, 0,1 e 0,3 nmol/0,1ul).

Salina
% ESTICADAS % MERGULHOS LEVANTAMENTOS IMOBILIDADE
Sujeito Total Prot. Desp. Total Prot. Desp. Total Total
1 4 50,00 50,00 5 60,00 40,00 1 60
2 18 72,23 27,77 3 100,00 0,00 1 105
3 12 75,00 25,00 11 91,00 9,09 2 25
4 21 88,00 12,00 7 100,00 0,00 1 12
5 13 100,00 0,00 6 100,00 0,00 10 45
6 27 56,00 44,00 2 100,00 0,00 0 7
7 13 69,00 31,00 7 29,00 71,00 6 18
8 11 36,00 64,00 15 73,00 27,00 5 3
9 17 100,00 0,00 15 100,00 0,00 9 0
10 23 74,00 26,00 19 62,00 37,00 5 0
Média | 15,90 72,02 27,98 9,00 81,50 18,41 4,00 27,50
DPM | 6,69 20,77 20,77 5,72 24,66 24,57 3,56 33,73
EPM 2,12 6,57 6,57 1,81 7,80 7,77 1,13 10,67
mCPP 0,03 nmol
% ESTICADAS % MERGULHOS LEVANTAMENTOS IMOBILIDADE
Sujeito Total Prot. Desp. Total Prot. Desp. Total Total
1 9 66,66 33,34 15 33,33 66,67 0 37
2 22 31,81 68,19 21 52,38 47,62 8 0
3 38 26,31 73,69 25 80,00 20,00 13 0
4 28 53,57 43,43 13 42,85 57,15 11 0
5 28 64,28 3572 10 60,00 40,00 1 18
6 24 58,00 42,00 10 50,00 50,00 7 22
7 15 20,00 80,00 14 57,14 42,86 9 0
8 26 38,00 62,00 17 35,29 64,71 1 3
9 20 65,00 35,00 10 80,00 20,00 7 0
10 34 61,70 38,20 9 77,77 22,23 3 0
Média | 24,40 48,53 51,16 14,40 56,88 43,12 6,31 8,00
DPM | 854 17,75 17,87 530 17,64 17,64 4,52 13,11
EPM 2,70 5,61 5,65 1,67 5,58 5,58 1,51 4,14
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mCPP 0,1 nmol

% ESTICADAS % MERGULHOS LEVANTAMENTOS IMOBILIDADE

Sujeito Total Prot. Desp. Total Prot. Desp. Total Total

1 5 80,00 20,00 4 75,00 25,00 1 104

2 33 57,58 42,42 7 57,15 42,85 5 0

3 8 75,00 25,00 8 100,00 0,00 3 100

4 20 80,00 20,00 3 100,00 0,00 3 55

5 22 50,00 50,00 12 91,67 8,33 18 0

6 21 42,85 57,15 9 55,56 44,44 3 50

7 25 84,00 16,00 11 81,81 18,19 5 0

8 25 20,00 80,00 15 46,66 53,34 20 0

9 14 37,71 64,29 12 41,66 58,34 13 0
Média | 19,22 58,57 41,65 9,00 72,17 27,83 7,89 34,33
DPM | 8,83 22,58 22,82 3,94 22,68 22,68 7,17 44,35
EPM 2,94 7,53 7,61 1,31 7,56 7,56 2,39 14,78

mCPP 0,3 nmol
% ESTICADAS % MERGULHOS LEVANTAMENTOS IMOBILIDADE

Sujeito Total Prot. Desp. Total Prot. Desp. Total Total

1 1 100,00 0,00 0 0,00 0,00 1 52

2 15 93,34 6,66 15 73,34 26,66 1 14

3 19 47,36 52,64 9 22,22 77,78 1 0

4 8 100,00 0,00 5 80,00 20,00 2 142

5 16 37,50 62,50 11 0,00 0,00 10 0

6 17 76,48 23,52 5 60,00 40,00 5 30

7 19 78,95 21,05 7 71,43 28,57 15 40

8 4 100,00 0,00 0 0,00 0,00 7 206

9 21 28,57 7143 18 55,56 44,44 6 0

10 20 95,00 5,00 18 94,45 5,55 3 45

11 16 30,00 70,00 10 60,00 40,00 6 30

12 2 50,00 50,00 8 62,50 37,50 5 89

13 6 83,34 16,66 8 50,00 50,00 10 26
Média | 12,62 70,81 29,19 8,77 48,42 28,50 5,33 51,85
DPM | 7,31 28,06 28,06 5,79 32,28 23,33 4,22 60,95
EPM 2,03 7,78 7,78 1,61 8,95 6,47 1,12 16,90
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Quadro 3: Registro das medidas convencionais em camundongos submetidos ao LCE apos

injecdo intra-SCP de cetanserina (0 e 10 nmol/0,1pl).

Controle

Sujeito | TENT EBA EBF TBA  TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 11 6 5 11 207 82 5454 4546 3,67 69,00 27733

2 6 3 3 211 47 42 50,00 50,00 70,33 15,67 14,00

3 3 1 2 28 246 26 3333 66,67 9,33 82,00 8,67

4 2 1 1 28 100 172 50,00 50,00 9,33 33,34 57,33

5 6 2 4 13 247 40 3333 66,67 4,33 82,33 13,34

6 11 4 7 46 98 156 3636 63,64 1533 32,67 52,00

7 2 1 1 149 43 108 50,00 50,00 49,67 1433 36,00

8 9 3 6 27 133 140 3333 66,67 9,00 4433 46,67

9 21 10 11 73 104 123 47,62 5238 2433 3467 41,00

10 7 3 4 213 59 28 4286 57,14 71,00 19,67 9,33
Média | 7,80 3,40 440 79,90 12840 91,70 43,14 56,86 26,63 42,80 30,57
pPM | 571 2,80 3,06 8047 7828 5555 8,34 8,34 2682 26,09 18,52
EPM | 1,81 0,88 0,97 2545 24,76 17,57 2,64 2,64 8,48 8,25 5,86

Cetanserina 10 nmol

Sujeito | TENT EBA EBF TBA  TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 12 3 9 32 171 97 25,00 75,00 10,67 57,00 32,33

2 2 1 1 5 3 292 50,00 50,00 1,67 1,00 97,33

3 7 1 6 14 241 45 14,29 85,71 467 80,33 15,00

4 17 3 14 7 109 184 17,65 8235 234 3633 61,33

5 9 3 6 11 113 176 3333 66,67 3,67 37,67 58,66

6 3 1 2 23 14 263 3333 66,67 1,67 466 87,67

7 3 2 1 161 2 137 66,67 33,33 53,67 0,67 4566

8 14 3 11 50 183 67 15,79 8421 16,67 61,00 22,33

9 13 6 7 94 134 72 46,15 53,85 31,33 44,67 24,00
Média | 8,89 2,56 6,33 44,11 107,78 148,11 33,58 66,42 14,71 35,93 49,37
DPM | 5,46 1,59 453 52,07 8594 87,83 17,81 17,81 17,36 28,65 29,28
EPM 1,82 0,53 1,51 17,36 28,65 29,28 5,94 5,94 5,79 9,55 9,76
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Quadro 4: Registro das medidas etologicas em camundongos submetidos ao LCE ap6s

injecdo intra-SCP de cetanserina (0 e 10 nmol/0,1pl).

68

Controle
% ESTICADAS % MERGULHOS  LEVANTAMENTOS IMOBILIDADE
Sujeito | Total Prot. Des. Total Prot. Des. Total Total
1 26 80,77 19,23 10 80,00 20,00 6 37
2 8 50,00 50,00 8 25,00 75,00 1 50
3 6 83,33 16,67 4 0,00 100,00 5 103
4 9 100,00 0,00 8 100,00 0,00 3 102
5 12 83,33 16,67 6 83,33 16,67 9 50
6 24 58,33 41,67 14 64,28 35,72 12 0
7 14 50,00 50,00 9 22,22 77,78 2 105
8 21 85,71 14,29 8 87,50 12,50 11 12
9 33 51,51 48,49 12 31,25 68,75 21 0
10 24 29,17 70,83 9 44,44 55,56 2 94
Média | 17,70 67,22 32,79 8,80 53,80 46,20 7,20 55,30
DPM 9,10 22,33 22,33 2,82 33,76 33,76 6,21 43,21
EPM 2,88 7,06 7,06 0,89 10,67 10,67 1,97 13,67
Cetanserina 10 nmol
% ESTICADAS % MERGULHOS LEVANTAMENTOS IMOBILIDADE
Sujeito | Total Prot. Des. Total Prot Des. Total Total
1 22 94,45 4,55 11 63,64 36,36 14 0
2 16 93,75 6,25 8 100,00 0,00 0 120
3 19 100,00 0,00 4 75,00 25,00 4 0
4 13 92,31 7,69 19 100,00 0,00 4 0
5 13 92,31 7,69 17 94,12 5,88 10 19
6 17 88,23 11,77 10 90,00 10,00 1 76
7 8 87,50 12,50 11 45,45 54,55 0 103
8 21 42,86 57,14 6 83,33 16,67 14 0
9 19 31,58 68,42 13 30,77 69,23 12 10
Média | 16,44 80,33 19,56 11,00 75,81 24,19 6,56 36,44
DPM | 448 24,87 2494 485 24,65 24,65 5,94 49,11
EPM 1,49 8,29 8,31 1,62 8,22 8,22 1,98 16,37




Quadro 5: Registro das medidas convencionais em camundongos submetidos ao LCE apos

injecdo combinada de cetanserina (10 nmol/0,1ul) e mCPP (0,03 nmol/0,1ul) na SCP.

Controle (V+V)
Sujeito | TE EBA EBF TBA TBF TC %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 11 1 10 14 203 78 9,00 90,91 4,66 69,33 26,01
2 4 1 3 65 204 31 2500 7500 21,66 68,00 10,34
3 10 1 9 10 251 39 10,00 90,00 3,33 83,66 13,01
4 10 3 7 16 183 101 30,00 70,00 533 61,00 33,67
5 9 3 6 14 154 132 3333 66,67 4,66 5133 44,01
6 5 1 4 33 245 22 20,00 80,00 11,00 81,66 7,34
7 17 3 14 8 159 133 17,64 8236 2,66 53,00 4434
8 12 4 8 67 159 74 33,33 66,67 2233 53,00 24,67
9 18 9 9 47 121 132 50,00 50,00 15,66 40,33 44,01
1 8 2 6 32 134 134 2500 7500 10,66 44,66 44,68
11 4 2 2 6 282 12 50,00 50,00 2,00 94,00 4,00
Média | 9,82 2,73 7,00 2836 190,91 80,73 27,58 72,42 945 63,63 26,92
DPM | 4,69 2,33 345 22,44 51,85 48,66 13,78 13,78 748 17,28 16,22
EPM | 141 0,70 1,04 6,77 15,63 14,67 4,15 4,15 2,25 5,21 4,89
Veiculo + mCPP (V+mCPP)
Sujeito | TE EBA EBF TBA TBF TC  %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 14 4 10 23 119 158 28,57 7143 7,66 39,66 52,68
2 4 3 1 14 26 260 75,00 25,00 4,66 8,66 86,66
3 9 3 6 25 113 162 3333 66,67 833 37,66 54,01
4 12 8 4 123 47 130 66,66 33,34 41,00 15,66 43,34
5 16 10 6 139 58 103 62,50 37,50 46,33 19,33 3434
6 14 6 8 102 105 93 42,85 57,15 34,00 3500 31,00
7 11 4 7 91 128 81 36,37 63,63 30,33 42,66 27,01
8 6 4 2 67 169 64 66,66 3334 2233 5633 2134
9 19 11 8 66 80 154 57,89 42,11 22,00 26,66 51,34
10 15 8 7 165 93 42 53,33 46,67 55,00 31,00 14,00
11 21 11 10 91 99 110 52,38 47,62 3033 33,00 36,67
12 9 4 5 61 106 133 4444 5556 20,33 3533 44,34
Média | 12,50 6,33 6,17 80,58 95,25 124,17 51,67 48,34 26,86 31,75 41,39
DPM | 5,04 3,11 2,82 4732 3857 57,12 14,73 14,73 15,78 12,86 19,04
EPM | 145 0,90 0,81 13,66 11,13 16,49 4,25 4,25 4,55 3,71 5,50
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Cetanserina + Veiculo (C+V)

Sujeito | TE EBA EBF TBA  TBF TC  %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 12 1 11 5 181 114 833 91,67 1,66 6033 38,00
2 19 7 12 75 164 61 36,84 63,16 2500 54,66 20,33
3 14 2 12 17 220 63 1428 8572 566 7333 21,00
4 11 4 7 118 173 9 36,36 63,64 3933 57,66 3,00
5 13 8 5 163 63 74 61,53 38,50 54,33 21,00 24,70
6 12 3 9 32 171 97 25,00 75,00 10,67 57,00 32,33
7 7 1 6 14 241 45 1429 8571 4,67 80,33 15,00
8 17 3 14 7 109 184 17,65 8235 234 3633 61,33
9 9 3 6 11 113 176 3333 66,67 3,67 37,67 58,66
10 3 1 2 23 14 263 3333 66,67 7,67 466 87,67
11 16 7 9 76 115 109 43,75 5625 2533 3833 3634
12 16 6 10 61 101 138 37,50 62,50 20,33 33,66 46,01
Média | 12,42 3,83 858 50,17 138,75 111,08 30,18 69,82 16,72 46,25 37,03
DPM | 452 255 348 50,13 6504 70,41 1504 1504 16,71 21,68 2347
EPM 1,31 0,74 1,00 14,47 18,78 20,32 4,34 4,34 4,82 6,26 6,77
Cetanserina + mCPP (C+mCPP)
Sujeito | TE EBA EBF TBA  TBF TC  %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 11 6 5 23 76 201 54,55 4545 7,66 2533 67,01
2 11 3 8 20 237 43 2727 7273 6,66 79,00 14,33
3 18 4 14 22 221 57 2222 77,78 133 73,66 19,01
4 19 11 8 109 89 102 57,90 42,10 3633 29,66 34,00
5 22 13 9 109 102 89 59,00 41,00 36,33 34,00 29,67
6 8 1 7 34 113 153 12,50 87,50 11,33 37,66 51,00
7 21 10 11 78 137 85 47,61 5239 2633 4566 28,01
8 12 5 7 86 130 84 41,66 5834 28,66 4333 28,01
9 19 8 11 60 123 117 42,10 57,90 20,00 41,00 39,00
10 10 2 8 20 146 134 20,00 80,00 6,66 48,66 44,68
11 9 2 7 22 127 151 2222 77,78 733 4233 5034
12 11 4 7 47 174 79 36,36 63,64 1566 58,00 2634
13 7 0 7 0 190 110 0,00 100,00 0,00 6333 36,67
Média | 13,69 5,31 8,38 48,46 143,46 108,08 34,11 65,89 16,18 47,82 36,01
DPM | 528 407 236 3648 49,11 4326 1842 1842 12,18 1637 14,43
EPM | 146 1,13 0,66 10,12 13,62 12,00 511 511 338 454 4,00
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Quadro 6: Registro das medidas etologicas em camundongos submetidos ao LCE apos

injecdo combinada de cetanserina (10 nmol/0,1ul) e mCPP (0,03 nmol/0,1ul) na SCP.

Controle (V+V)
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% ESTICADAS

% MERGULHOS

LEVANTAMENTOS IMOBILIDADE

Sujeito Total Prot. Des. Total Prot. Des. Total Total
1 33 90,90 9,10 15 86,60 13,40 19 0
2 23 86,90 13,10 12 75,00 25,00 0 12
3 29 93,10 6,90 8 75,00 25,00 10 14
4 12 75,00 25,00 11 91,00 9,09 2 25
5 21 88,00 12,00 7 100,00 0,00 1 12
6 13 100,00 0,00 6 100,00 0,00 10 45
7 32 96,87 3,13 10 100,00 0,00 23 0
8 25 64,00 36,00 13 61,53 48,47 2 0
9 20 80,00 20,00 28 100,00 0,00 9 0
10 23 91,30 8,70 20 70,00 30,00 8 0
11 3 100,00 0,00 0 0,00 0,00 2 156
Média | 21,27 87,82 12,18 11,82 78,10 13,72 7,82 24,00
DPM 9,07 11,05 11,05 7,45 29,35 16,40 7,59 45,97
EPM 2,73 3,33 3,33 2,25 8,85 4,94 2,29 13,86
Veiculo + mCPP (V+mCPP)
% ESTICADAS % MERGULHOS LEVANTAMENTOS IMOBILIDADE
Sujeito Total Prot. Des. Total Prot. Des. Total Total
1 56 83,90 16,10 10 90,00 10,00 4 0
2 33 90,90 9,10 5 80,00 20,00 1 79
3 35 91,40 8,60 9 88,80 11,20 1 36
4 9 66,66 33,34 15 33,33 66,67 0 37
5 22 31,81 68,19 21 52,38 47,62 8 0
6 38 26,31 73,69 25 80,00 20,00 13 0
7 28 53,57 43,43 13 42,85 57,15 11 0
8 28 64,28 35,72 10 60,00 40,00 1 18
9 30 73,33 26,67 13 61,53 48,47 3 0
10 24 33,33 66,67 26 7,69 92,31 14 0
11 56 51,79 48,21 5 100,00 0,00 11 0
12 37 70,27 29,73 19 94,73 5,27 9 0
Média | 33,00 61,46 38,29 14,25 65,94 34,89 6,33 14,17
DPM 13,28 22,53 22,45 7,14 28,15 28,43 5,21 24,90
EPM 3,83 6,50 6,48 2,06 8,12 8,21 1,50 7,19




Cetanserina + Veiculo (C+V)

% ESTICADAS % MERGULHOS LEVANTAMENTOS IMOBILIDADE
Sujeito Total Prot. Des. Total Prot. Des. Total Total
1 75 96,00 4,00 22 100,00 0,00 3 0
2 48 54,16 45,80 22 100,00 0,00 23 0
3 33 90,90 9,10 14 78,60 21,40 25 0
4 33 63,63 36,40 20 75,00 25,00 8 0
5 21 23,80 76,20 18 38,90 61,10 7 3
6 22 94,45 4,55 11 63,64 36,36 14 0
7 19 100,00 0,00 4 75,00 25,00 4 0
8 13 92,31 7,69 19 100,00 0,00 4 0
9 13 92,31 7,69 17 94,12 5,88 10 19
10 17 88,23 11,77 10 90,00 10,00 1 76
11 20 60,00 40,00 22 63,63 36,37 16 0
12 27 55,56 44,44 19 84,21 15,79 15 0
Média | 28,42 75,95 23,97 16,50 80,26 19,74 10,83 8,17
DPM 17,73 23,83 23,90 5,66 18,57 18,57 7,85 22,04
EPM 5,12 6,88 6,90 1,64 5,36 5,36 2,27 6,36

Cetanserina + mCPP (C+V)

% ESTICADAS % MERGULHOS LEVANTAMENTOS IMOBILIDADE
Sujeito Total Prot. Des. Total Prot. Des. Total Total
1 59 86,44 13,60 14 92,80 7,20 6 0
2 11 34,60 63,60 7 75,00 25,00 21 0
3 33 84,80 15,20 5 80,00 20,00 26 2
4 38 36,80 63,20 21 38,00 62,00 12 0
5 25 32,00 68,00 27 29,60 70,40 30 0
6 35 91,40 8,60 16 68,70 31,30 18 0
7 27 48,15 51,85 15 46,47 53,53 24 0
8 25 60,00 40,00 27 40,74 59,26 9 0
9 25 52,00 48,00 27 44,44 55,56 27 0
10 8 100,00 0,00 18 66,66 33,33 9 0
11 21 80,95 19,05 13 61,54 38,46 5 14
12 31 64,52 35,48 5 20,00 80,00 3 49
13 18 100,00 0,00 9 100,00 0,00 11 40
Média | 27,38 67,05 32,81 15,69 58,77 41,23 15,46 8,08
DPM 12,93 24,97 24,78 8,05 24,51 24,51 9,29 16,72
EPM 3,59 6,93 6,87 2,23 6,80 6,80 2,58 4,64




