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RESUMO

Os confrontos dos animais com situagdes que induzem medo e ansiedade
resultam em uma série de respostas comportamentais defensivas (ex. luta, fuga,
imobilidade, vocalizagdo, etc.), ativagdo neurovegetativa (ex. taquicardia,
hipertensdo, defecacdo, etc.), antinocicepcao, além de influenciar o
comportamento agressivo e aumentar a vulnerabilidade a dependéncia e recaida
ao uso de drogas. Com base no potencial efeito ansiogénico dos
neurotransmissores glutamato (via ativagdo do complexo receptor NMDA-6xido
nitrico) e fator liberador de corticotrofina (via receptores CRF1 e CRF2), este
estudo investigou o papel desses mediadores, através de injegdes sistémicas, na
matéria cinzenta periaquedutal (MCP) ou no nudcleo dorsal da rafe (NDR), nas
respostas apontadas acima. Os seguintes modelos foram utilizados: labirinto em
cruz elevado (LCE, ansiedade), injecao de formalina a 2,5% (nocicepgao), conflito
intruso-residente (agressao) e estresse de derrota social (dependéncia a cocaina).
Os resultados indicaram: a) o efeito ansiogénico do agonista de receptores NMDA
(N-metil-D-aspartato; NMDA) na MCP foi antagonizado pela inibigdo da enzima de
sintese de NO, b) os efeitos ansiogénico e antinociceptivo do CRF na MCP foram
via ativagao de receptores CRF1 (mas ndo CRF2) e independentes de NO, c) os
efeitos aversivo e antinociceptivo do NO (via administracdo de um doador de NO)
na MCP mostraram-se sensiveis ao bloqueio de receptores CRF1, d) a ativacéao
de receptores CRF2 intra-NDR reduziu o comportamento agressivo induzido pelo
conflito intruso-residente, e) o tratamento sistémico com antagonista CRF1
bloqueou a sensibilizacdo comportamental a cocaina e atenuou o aumento do

consumo da mesma induzidos pelo estresse da derrota social.

Palavras-chaves: Ansiedade; comportamento animal - efeito de drogas; sistema

nervoso central, fator de liberacao de corticotrofina



Miguel, T.T. Role of mechanisms mediated by corticotropin-releasing factor
and by N-methyl-D-aspartate receptor - nitric oxide complex in the reactions
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ABSTRACT

Animal confrontation against fear/anxiety-induced situations results in a
repertory of behavioral defensive responses (e.g., fight, flight, immobility,
vocalization), neurovegetative activation (e.g., tachycardia, hypertension,
defecation), antinociception, as well as affects aggressive behavior and increases
animals vulnerability to addiction and relapse to drug take. Based on the potential
anxiogenic effect elicited by glutamate (via activation of NMDA-nitric oxide receptor
complex) and corticotropin releasing factor (via CRF1 and CRF2 receptors), this
study investigated the effect of systemic, intra-periaqueductal gray (PAG) or intra-
dorsal raphe nucleus (DRN) injections of these mediators on the above described
responses. The following animal models were used: elevated plus maze (EPM,
anxiety test), formalin 2.5% injection (nociceptive test), resident-intruder conflict
(aggression test) and social defeat stress (to induce cocaine addiction). Results
indicated that: a) the anxiogenic effect elicited by intra-PAG injection of glutamate
NMDA (N-methyl-D-aspartate; NMDA) receptor agonist was antagonized by prior
local infusion an NO synthase inhibitor, b) the anxiogenic and antinociceptive
effects elicited by intra-PAG CRF were mediated by CRF1 (but not CRF2) receptor
activation and did not depend on NO synthesis, «c¢) the aversive and
antinociceptive effects of NO production (induced by intra-PAG injection of a NO
donor) were sensitive to CRF1 blockade, d) activation of the CRF2 receptor within
the DRN attenuated aggressive behavior elicited by resident-intruder conflict, e)
systemic treatment with CRF1 receptor antagonist inhibited cocaine behavioral

sensitization and social-defeat stress-induced cocaine consumption.

Keywords: Anxiety; animal behavior - drug effects; central nervous system,
corticotropin-releasing factor
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 ANSIEDADE E COMPORTAMENTOS DEFENSIVOS: HISTORICO,

CONCEITOS E EPIDEMIOLOGIA.

Os confrontos dos animais com situagdes aversivas que induzem medo e
ansiedade resultam na expressdo de uma série de respostas comportamentais
denominadas respostas defensivas (luta, fuga, imobilidade, vocalizagdo, etc.) bem
como na ativagdo autondmica (taquicardia, hipertensdo, defecacao, etc.). Tais
reacbes sao geralmente acompanhadas de inibicdo da resposta a estimulos
nociceptivos, denominado antinocicepcao (KELLY, 1986; RODGERS, 1995).

O estudo sistematico da ansiedade e do medo tomou grande impulso a
partir dos trabalhos originais de Charles Darwin publicados no seu livro The
Expression of Emotions in Man and Animals (1872, Apud ZANGROSSI; GRAEFF,
2004). A partir de entdo, a abordagem evolucionaria proposta por Darwin tem
permeado muitas das teorias sobre a funcado e a importancia que as emocgoes
desempenham para as diferentes espécies. Por esta abordagem, o homem, tendo
outros animais como ancestrais, compartilharia com estes suas emogoes,
possibilitando que comparacdes entre 0 seu comportamento e o de outros animais
fossem tracadas (ZANGROSSI; GRAEFF, 2004).

Com base nesses achados, postula-se que medo e ansiedade sao
emocdes decorrentes das respostas dos animais frente a estimulos aversivos que
Ihes apresentem perigo ou ameaga a sobrevivéncia. Tais estimulos, como por

exemplo, o ataque de um predador ou alguns confrontos co-especificos, podem
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resultar na exibicdio de um repertério de respostas comportamentais e
autondémicas, denominadas reagbes de defesa, coordenadas pela ativacdo de
determinadas areas encefalicas que juntamente compéem o sistema encefalico de
defesa, com objetivo de manter e proteger a vida. Outros estimulos ambientais,
tais como altura excessiva, iluminacao intensa, tempestades, incéndio, exposicao
a lugares novos, também sao caracterizados como aversivos e podem eliciar tais
reagcbes, que sdo compostas por comportamentos de fuga e/ou ataque defensivo
(luta), esquiva ativa e inibitéria, congelamento (freezing), avaliacao de risco bem
como pela ativagao autonémica como, por exemplo: taquicardia, vasoconstricao,
aumento da pressao arterial e outras manifestagdes (BLANCHARD et al., 19983;
BLANCHARD; BLANCHARD, 2003).

Estas reacdes, somadas as alteracdes enddgenas como liberagdo de
hormdénios e neurotransmissores [ex., adrenalina, CRF/ACTH (horménio
adrenocorticotrofico)/cortisol, glutamato, etc.)], sinalizam que o organismo esta
preparado para responder aquela ameaca, seja fugindo ou enfrentando-a,
dependendo da natureza da ameaca e a estratégia adotada. Esse preparo
abrange a exibicdo das reacdes acima citadas, sendo todas elas ferramentas
importantes para preservagao da vida.

Embora tais alteracdes sejam importantes quando exibidas diante de um
contexto ou situacado aversivos, tornam-se mal-adaptadas em condicbes que nao
oferecem perigo nem hostilidade ao individuo. Em se tratando da espécie humana,
estas respostas defensivas eliciadas irdo dar origem aos transtornos de ansiedade
(BLANCHARD et al., 2001; GRAY; MCNAUGHTON, 2000; MCNAUGHTON;

CORR, 2004)
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Neste contexto, em um breve histérico, Pichot (1996) coloca que os termos
latinos correspondentes a angustia e ansiedade derivam do verbo grego agkho,
que significa “eu aperto, eu estreito”. Deste, surgem no latim os verbos ango e
anxio, que significam aperto, constricdo fisica e tormento. Estes, por sua vez,
originaram os termos atualmente empregados em medicina nas linguas modernas.
No portugués, como no francés surgem dois termos técnicos “angustia” e
“ansiedade”. No inglés, somente é utilizado o termo anxiety onde o termo anguish
tem uso literario sem significacao técnica. No alemao, utiliza-se o termo angst, o
que implica uma interessante possibilidade semantica que € a possivel aplicacao
tanto para angustia como para medo; tal semelhanca neste termo alemao € alvo
de muita discussdo em nossa area de pesquisa no que diz respeito a essa jungao
ou dicotomia dos termos ansiedade x medo como expressdo da ativacao de
estruturas cerebrais.

Os transtornos de ansiedade comecaram a ser clinicamente considerados
quando Beard, em 1869, usou o termo “neurastenia” para descrever pacientes
com graus moderados de ansiedade e depressodes leves. A partir de entdo, Da
Costa, em 1871, relatou uma sindrome entre os militares da Guerra Civil
americana, a qual chamou de Sindrome do Coracao Irritavel, cujo conceito era
mais restrito e se aproximaria mais das futuras descricbes de transtornos de
ansiedade. Foi em 1895, que Freud usou pela primeira vez o termo neurose de
ansiedade, postulando que os conflitos intrapsiquicos gerariam a ansiedade, que
seria a base de todas as neuroses. Kraepelin descreveu, em 1896, sintomas
ansiosos que surgem em situagdes aversivas como incéndios, acidentes e

catastrofes (apud FIGUEIREDO, 2004).
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Mais recentemente, em 1985, Pichot (apud FIGUEIREDO, 2004) descreve
a ansiedade como um estado emocional desagradavel, que em geral consiste
fenomenologicamente de trés condicdes essenciais: sentimento ou sensagao de
perigo iminente, atitude de expectativa em relacdo a esse perigo e ainda um
sentimento de desorganizacao ou desamparo diante do perigo. Contudo, entende-
se que nao se consegue descrever um inequivoco estado patoldgico devido a
complexidade e subjetividade do entendimento desses transtornos.

De acordo com Bernik e Minuttentag (2004), devido a grande importancia
médico-social dos transtornos de ansiedade, torna-se interessante uma analise
econOmica destas doencas. Os quadros de ansiedade dentro do contexto dos
transtornos mentais, sempre foram considerados problemas menores, geralmente
associados a um prognéstico mais benigno. No mundo inteiro, as psicoses € 0
transtorno bipolar eram mais merecedores dos poucos recursos disponiveis para
saude mental. Apenas na década de 80, periodo em que os transtornos de
ansiedade passaram a ser diagnosticados dissociados do genérico termo
“psiconeuroses”, foi possivel obter melhorias na caracterizagdo clinica,
prognostico e tratamento desses transtornos.

Os transtornos de ansiedade s@o as formas mais comuns de todos os
transtornos mentais e resultam em consideravel prejuizo funcional e sofrimento
(BERNIK; MINUTTENTAG, 2004). A cada ano, 44 milhdes de americanos, entre
15 e 54 anos, apresentam algum tipo de transtorno psiquiatrico. Mais de um terco
desses individuos, cerca de 15,7 milhdes de pessoas, sofre de transtorno de
ansiedade. Dados do Estudo Epidemiolégico por Area (Epidemiologic Catchment

Area — ECA) nos Estados Unidos confirmam a alta frequéncia populacional de
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transtornos de ansiedade, 23% incluindo-se todos os transtornos, inclusive fobias.
O National Comorbity Survey (NCS) mais recente (2005) utilizou os critérios do
DSM-IV americano e confirmou que os transtornos de ansiedade sdo os
transtornos psiquiatricos mais prevalentes na populagdo, com indices estimados
de 28,8% ao longo da vida e uma prevaléncia ao de 18,1% em 12 meses, na
populagcdo geral. Ainda de acordo com estes levantamentos, as mulheres
americanas, em geral, possuem probabilidade significativamente maior de
desenvolver a maioria dos transtornos de ansiedade quando comparadas aos
homens. No Brasil, infelizmente os dados epidemiolégicos sdo escassos e antigos.
Dentre eles estdo os de Mari e Jorge (1997) que também apontam as mulheres
como as mais acometidas (9% ao ano) pelos transtornos de ansiedade que os
homens (4,3% ao ano). A alta prevaléncia dos transtornos de ansiedade torna
esse grupo de patologias um problema de saude publica, que envolve as
liderancas governamentais, gerando custos sociais elevados aos cofres publicos e
grande prejuizo nos indices de qualidade de vida da populacado atingida,

provocando impacto pessoal, social e econdmico negativos.

1.2 TRANSTORNOS DE ANSIEDADE

1.2.1 CARACTERISTICAS GERAIS

A ansiedade é uma das causas mais comuns que levam os pacientes a

procurar auxilio médico ou psiquiatrico (HETEM, 2004). Em geral, ha uma

combinacdo de sintomas somaticos e psiquicos (ver Tabelas 1 e 2). Devido a
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grande quantidade de sintomas fisicos da ansiedade, muitas vezes o paciente
acaba procurando o clinico geral e ndo o psiquiatra. Levantamentos realizados
com meédicos que atuam nos servicos de assisténcia primaria mostraram que a
ansiedade é o problema psiquiatrico mais frequentemente encontrado em sua
pratica.

O diagnoéstico de transtorno de ansiedade é predominantemente clinico,
baseado na presenca de sintomas e sinais na histéria pregressa. E de suma
importancia essa avaliagdo clinica, pois o conjunto dos sintomas de ansiedade
pode fazer parte de uma reacdo normal, ser causado por alguma doenga ou
induzido por alguma substancia; ser epifendbmeno de outro transtorno psiquiatrico,
ou ainda finalmente, ser a manifestacdo de algum transtorno de ansiedade
propriamente dito (HETEM, 2004). No caso de ser caracterizado como a principal
manifestacdo do quadro clinico, denomina-se ansiedade priméaria. Se for
consequéncia de outras doengas psiquiatricas ou de outra etiologia, denomina-se
ansiedade secundaria e a tendéncia € que desapareca com a cura da doencga que
originou (GRAEFF, 1999).

Em muitos casos podemos apresentar sintomas de ansiedade provocados
por alguma situacdo ou antecipagdo a determinado evento de relevancia para
nossa vida, como por exemplo, uma entrevista de emprego, uma prova ou ainda
em situagdes normais na vida e no cotidiano que podem gerar expectativas. Estes
acontecimentos podem ser causas de uma ansiedade normal, ndo prejudicando o
desempenho de um individuo, pelo contrario, podem configurar como um agente
de motivagdo. Neste caso, a ansiedade seria um motivador para o bom

desempenho nas tarefas consideradas dificeis e/ou desafiadoras. No entanto, a
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exacerbacao na sensagao e percepcao desses sintomas ou prolongamento do
periodo em que eles se apresentam podem ser indicativos da manifestagdo de
algum transtorno de ansiedade. Cabe ressaltar que cada individuo possui um
limiar, e quando o nivel de ansiedade ultrapassa esse limiar, ela passa a ser
considerada patolégica (HETEM, 2004).

Nem sempre € facil distinguir entre a ansiedade normal e aquela patoldgica,
considerada doenca. A diferenciacdo baseia-se na intensidade das manifestagdes
e sintomas, na sua duragdo, na proporcionalidade da relagdo entre o evento
desencadeante e a reacdo de ansiedade, e no grau de limitacdo ocasionado.
Quando a ansiedade é intensa, persistente e desproporcional as possiveis causas
aparentes e ainda acaba por interferir na qualidade de vida e no rendimento do
individuo, esta é considerada patolégica e, portanto, merecedora de uma atengéao

e intervencao médica.

Tabela 1 - Manifestagdes psiquicas dos transtornos de ansiedade.

= Agressividade = Apreensao

= Desejo de escapar de certas situagbes = Despersonalizacdo

= Desrealizagdo = |deagéo suicida

= Impulsividade = |rritabilidade

= Nervosismo = Medo de ficar louco ou fora de si
= Medo de perder o controle = Medo de morrer

= Panico = Prejuizo da atencao/concentracao

= Preocupacgdes desnecessarias e exageradas = Sensacao de desassossego, mal estar
= Sensagao de estar “no limite” = Sensacgao de estar “ ligado”, “estimulado”

= Sensagao de medo, de estar assustado = Sensagao de perigo iminente/Tensao

Adaptado de Hetem (2004)



20

Tabela 2 - Manifestagdes somaticas dos transtornos de ansiedade

= Cardiovasculares

= Gastrointestinais

= Geniturinarios

= Otoneurol6gicos

= Perturbagdes do sono

= Respiratdrios

= Sexuais

= Tensao motora

= \/asomotores

Aumento da Pressao Arterial
Taquicardia

Palpitacbes

Extra-sistoles
Dor/desconforto toracico

Boca seca

Nauseas e vOmitos
Diarréia

Alteragdes do apetite
Desconforto epigastrico

Aumento do nimero de micgbes
Hesitagao e/ou urgéncia miccional
Amenorréia

Dor de cabeca

Tonturas

Tremor

Hiper-reflexia

Parestesias

Sensacgéao de instabilidade
Reflexo de sobressalto exagerado
Midriase/Visao borrada

Zumbido no ouvido

Ins6nia de conciliacao
Sono entrecortado e/ou  pouco
repousante

Sensacao de falta de ar/sufocamento
Taquipnéia

Encurtamento dos movimentos
respiratérios

Diminuig&o da libido
Impoténcia
Ejaculacéo precoce
Frigidez

Tremor

Fasciculagdes

Tensao muscular

Inquietacéo

Dor muscular/Sensagao de fraqueza

Extremidades frias

Calafrios e/ou ondas de calor
Rubor

Sudorese

Adaptado de Hetem (2004)
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1.2.2 CLASSIFICACAO

A classificagdo dos transtornos de ansiedade surgiu tardiamente dentro da
classificacdo de transtornos mentais por dois motivos principais, sendo um o0 nao
reconhecimento como entidades clinicas distintas e um segundo motivo € que as
primeiras classificacoes oficiais de que se tem noticia se destinavam basicamente
a registrar os pacientes internados em instituicbes psiquiatricas, sendo que os
sintomas ansiosos, quando descritos, eram relacionados a depressdo grave
(FIGUEIREDO, 2004).

Historicamente, a primeira classificagéo de transtornos mentais ocorreu nos
Estados Unidos onde, no censo de 1840, continha apenas uma categoria para
todas as doencas mentais que era a idiotia e insanidade. Ja em 1880, sete
categorias foram catalogadas: mania, melancolia, monomania, paresia, deméncia,
dipsomania e epilepsia (FIGUEIREDO, 2004).

A partir de entdo, sucessivas alteracbes na classificacdo foram
acontecendo com objetivo de melhorar e particularizar cada transtorno. Mesmo
havendo muita discrepancia e desentendimento entre os profissionais da
psiquiatria, houve inegavel evolu¢do no processo de classificacdo. Visando
amenizar tais discrepancias e padronizar a classificacao, foram adotados alguns
critérios operacionais pela Organizacdo Mundial de Saude através da revisdo do
Cédigo Internacional de Doencas (CID), e pela Associacao Psiquiatrica Americana
(APA), através da elaboracao do Manual de Diagnéstico e Estatistica das Doencgas
Mentais (Diagnostic Statistical Manual of Mental Disorders — DSM), publicado em

1952. Atualmente, temos versdes mais atualizadas como o CID-10 e o DSM-1V,
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publicado em 1994, revisado em 2000 (DSM-IV-R). O DSM-V esta em preparagéao
e a perspectiva € que seja publicado em 2011.
A Tabela 3 abaixo apresenta a classificacao dos transtornos de ansiedade

segundo o DSM-1V, publicado em 1994.

Tabela 3 - Classificacado dos transtornos de Ansiedade

Transtorno de Panico sem Agorafobia

Transtorno de Ansiedade Generalizada

Transtorno de Panico com Agorafobia

Agorafobia sem histérico de Transtorno do Panico

Fobia Social

Fobia Especifica

Transtorno Obsessivo-Compulsivo

Transtorno de Estresse Péds-traumatico

Transtorno de Estresse Agudo

Transtorno de Ansiedade SOE (sem outra especificagéo)
Transtorno de Ansiedade devido a uma condicdo médica geral
Transtorno de Ansiedade induzido por substancia

Adaptado de Hetem (2004)

Em uma visédo evolutiva, os transtornos de ansiedade enfatizados neste
trabalho sao vistos como patologias do sistema encefalico de defesa humano (ver
item 1.2.3. abaixo), e, desta forma, a investigacado das reacdes de defesa através
de ensaios em mamiferos, como os roedores, torna-se de alta relevancia para o
entendimento e compreensédo dos seus mecanismos neurobiolégicos subjacentes
(BLANCHARD et al., 2001; GRAEFF, 1990; GRAEFF, 2002; GRAEFF;
ZANGROSSI, 2002; GRAY; MCNAUGHTON, 2000; ZANGROSSI; GRAEFF,

2004).
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1.2.3 SUBSTRATOS NEURAIS ENVOLVIDOS NOS SISTEMAS ENCEFALICO
DE DEFESA E DE INIBICAO COMPORTAMENTAL - MEDIACAO DOS

TRANSTORNOS DE ANSIEDADE

Embora haja numerosos estudos relacionando comportamentos defensivos
com o medo e a ansiedade, o entendimento da fungcdo e importancia das vias
neurais envolvidas na interagao entre essas respostas, bem como da analgesia,

ainda necessita maiores esclarecimentos.

O hipotadlamo, a matéria cinzenta periaquedutal (MCP) e a amidala sao
reconhecidos como importantes estruturas do sistema encefélico de defesa,
mediando reacdes de fuga e luta, ativagdo autondmica e analgesia, participando
diretamente das reagbes caracteristicas de ansiedade e medo (BANDLER,;
DEPAULIS, 1991; BEHBEHANI, 1995; BRANDAO et al., 2003; CARRIVE et al.,
1997, 2003; FANSELOW, 1991; GRAEFF et al., 1993; LANG; BRADLEY;
CUTHBERT, 1998; LOVICK, 2000). Atualmente, é aceito que os coliculos
inferiores e superiores também possuem importante papel no sistema enceféalico
de defesa (BRANDAO et al., 2003; CASTILHO; BRANDAO, 2001; COIMBRA et
al., 1996; COIMBRA; BRANDAO, 1997; LAMPREA et al., 2002; PANDOSSIO;
MOLINA; BRANDAO, 2000). Essa hipdtese pode ser corroborada pelo fato de que
a prévia estimulacdo elétrica do coliculo inferior produz sensibilizagao de ratos
expostos ao labirinto em cruz elevado (LCE), um modelo animal de ansiedade que
se baseia na aversao natural de roedores a espacos abertos (PELLOW et al.,

1985). Usando o LCE, Pandéssio e colaboradores (2000) demonstraram que a
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estimulacao elétrica do coliculo inferior provocou redugdo no nimero de entradas
e permanéncia nos bragos abertos do aparelho. Além disso, Castilho, Avanzi e
Brandao (1999) demonstraram que a estimulacédo do coliculo inferior foi capaz de

provocar antinocicepc¢ao, ratificando seu envolvimento nas reacdes de defesa.

Reacdes de fuga tém também sido descritas apds a estimulacao elétrica ou
quimica do Hipotalamo Medial (HM) de ratos (LAMMERS et al., 1988; SILVEIRA;
GRAEFF, 1992). Além disso, Bailey e DiMicco (2001) relataram um aumento da
concentracao plasmatica de ACTH (hormdnio adrenocorticotrofico) apds a
estimulacdo quimica do hipotalamo dorsomedial, sendo também neste sitio
verificadas alteragbes cardiovasculares como aumento da frequéncia cardiaca e
da presséao arterial (DE NOVELLIS et al., 1995). Com isso, propde-se mediacao
hipotalamica nas reagdes de defesa, neuroendécrina e autonémica exibidas frente

a estimulos aversivos.

Com relacdo a amidala, sabe-se que esta estrutura prosencefalica
desempenha fungado critica em varios componentes das respostas defensivas
como congelamento, sobressalto, analgesia e mudangas na frequéncia cardiaca.
Corroborando essa informacgéao, lesdes dos nucleos central, lateral e basolateral da
amidala resultaram na interrupcao dessas respostas (ROSEN; SCHULKIN, 1998).
McNaughton e Corr (2004) postularam que o estado de ansiedade seria elaborado
principalmente por estruturas do chamado sistema de inibicdo comportamental
(SIC) que abrange o sistema septo-hipocampal e amidala, entre outras estruturas,
enquanto o estado de medo envolveria estruturas mais caudais, como por

exemplo, o hipotalamo medial e a matéria cinzenta periaquedutal. Dentre as
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estruturas mais caudais, a matéria cinzenta periaquedutal (MCP), mais
especificamente a sua por¢édo dorsal (MCPd), tem sido identificada como um dos
principais substratos da aversao no sistema nervoso central (GRAEFF, 2004).
Além disso, muitas evidéncias indicam ser a MCP um componente crucial do
sistema inibitério descendente da dor, uma vez que as estimulagdes elétrica ou
quimica dessa area atenuam a transmissao nociceptiva no corno dorsal da medula
espinhal (FIELDS; BASBAUM, 1999). Além disso, devido a estimulagdo quimica
ou elétrica da MCPd provocar vigorosas respostas somatomotoras,
acompanhadas de simpatoexcitagcdo e antinocicep¢cdo (BANDLER; DEPAULIS,
1991; BEHBEHANI, 1995; LOVICK, 2000; MORGAN; WHITNEY; GOLD, 1998),
relaciona-se a estimulacao desta estrutura aquela evidenciada diante de situacoes

aversivas ou ameacgadoras proximais (DEAKIN; GRAEFF, 1991).

A MCP é uma estrutura que circunda o aqueduto mesencefalico e se
organiza longitudinalmente ao longo do mesencéfalo, podendo ser dividida em um
corte radial em 4 regides: dorsomedial, dorsolateral, lateral e ventrolateral (KEAY;
BANDLER, 2001). A MCP recebe fibras aferentes de neurbnios nociceptivos da
medula espinhal e envia projecdes para nucleos talamicos que processam a dor. A
subdivisao dorsal da MCP (MCPd), que inclui as regides dorsomedial e
dorsolateral, estd também envolvida no processamento do medo/ansiedade
(BEHBEHANI,1995). Além disso, a MCP estabelece conexdes reciprocas com a
amidala e sua lesédo resulta em alteracbes do estado de medo e ansiedade
produzidos pela estimulacao elétrica ou quimica da amidala. Da mesma forma,

lesdes na amidala reduzem comportamentos relacionados com medo/ansiedade e
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antinocicepcao (BEHBEHANI, 1995). A MCP recebe também macica quantidade
de projecdes do hipotdlamo, que constitui uma estagéo polissinaptica envolvida no

controle das func¢des sensoriais e autonémicas (SAWCHENKO et al., 1996).

Deste modo, a MCP é um importante sitio de processamento de estimulos
aversivos e, como consequéncia, esta diretamente relacionada na expressao de
comportamentos defensivos, na ativacdo autondmica e na inibicao da nocicepgao.
Assim, o interesse pelo estudo dos mecanismos subjacentes a essas respostas
pode ser visto através do emprego, dentre outras, das técnicas de estimulagao
elétrica e quimica dessa estrutura mesencefélica. Dentre os principais agentes
quimicos utilizados para estimular a MCP, aquele envolvendo o emprego de
agonistas glutamatérgicos € uma das ferramentas mais usuais. As agdes do
glutamato sdo mediadas por receptores metabotrdpicos e trés subtipos de
receptores ionotrépicos — AMPA (acido amino-3-hydroxi-5-metil-4-isoxazol
propidnico), cainato e NMDA (N-metil-D-aspartato — HERESCO-LEVY, 2003;
HUNTLEY VICKERS; MORRISON, 1994; SEEBURG, 1993). Neste sentido, uma
densa quantidade de estudos anteriores demonstrou que microinjegcbes intra-
MCPd de glutamato e seus agonistas produzem reacao de fuga (BANDLER, 1988;
BANDLER; CARRIVE, 1988), enquanto a administracdo de antagonistas de
receptores de NMDA e ndo NMDA atenua o comportamento defensivo em ratos

submetidos ao LCE (GUIMARAES et al., 1991; MATHEUS; GUIMARAES, 1997).
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1.3 ANTINOCICEPCAO INDUZIDA PELO MEDO/ANSIEDADE

1.3.1 NEUROBIOLOGIA E ASPECTOS GERAIS DA DOR

A dor consiste em uma sensacao desagradavel e possui a funcao de alertar
0 organismo quanto a lesdo potencial ou real de tecido(s) cutdneo e visceral.
Constitui-se em um dos processos de primordial importancia para a sobrevivéncia
do individuo. Deste modo, a dor € uma resposta imediata a estimulos nocivos aos
tecidos. Uma das suas funcgdes basicas é ativar os circuitos neurais responsaveis
pelos comportamentos de defesa dos organismos de modo a lhes preservar a
vida, evitando o contato com os estimulos que Ihes possam causar dano ou injuria
tissular. Segundo Brandao (2004), a dor é uma experiéncia universal da espécie
humana; todos sabem o que significa, mas devido a sua subjetividade as
definicdbes encontradas ndo sao completamente satisfatérias. No entanto, a
Associacao Internacional para o Estudo da Dor descreve-a como sendo uma
“experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a dano tecidual
potencial ou de fato, ou ainda, descrita em termos que sugerem tal dano” (apud

PRADO, 1999).

O estimulo doloroso ou nociceptivo é reconhecido por receptores sensoriais
especializados, chamados de nociceptores, nocirreceptores ou receptores
nociceptivos. Esses receptores sdao morfologicamente diferenciados e estédo
localizados nas terminagdes (periferia) das fibras nervosas, constituindo as

porcoes terminais dos axbnios de neurbnios sensoriais, chamados aferentes
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primarios ou neurdnios de primeira ordem, cujos corpos celulares se situam nos
ganglios sensitivos espinhais ou no nervo trigémeo. Eles sdo sensiveis a
estimulos nociceptivos e a substancias quimicas endodgenas liberadas, como
exemplos a prostaglandina, a serotonina, a bradicinina e outras substancias, em
resposta a uma lesdo ou irritagdo, sendo por elas ativados, transmitindo o impulso
para neurbnios seguintes, chamados neurdnios de segunda ordem, na medula
espinhal em uma regido denominada corno dorsal (BRANDAQ, 2004).

Os aferentes priméarios sdo fibras sensoriais classificadas em diferentes
tipos, também capazes de perceber outras sensacbes (tato, calor, frio,
eletricidade, dor). Quanto as fibras responsaveis pela conducado da informacgéao
dolorosa, temos as fibras A-delta (Ad) que sdo mielinizadas, com diametro de 2-6
um, responsaveis pela conducéao rapida da dor (12-30 m/s), e as fibras C, que sao
amielinizadas e de menor calibre (0,4-1,2 um de diametro), responsaveis pela
condugéo lenta da dor (0,5-2 m/s). A ativagéo da fibra Ad provoca uma sensagao
de dor descrita como cortante e bem localizada, enquanto a ativacao de fibras C
promove uma sensacgao de queimacao e sem localizacao precisa (LE BARS et al.,
2001). Essa diferenciacdo pode se dever ao fato de que as fibras Ad respondem
com maior frequéncia de disparos, promovendo mais informagdes discriminativas
para o Sistema Nervoso Central (RAJA et al., 2006).

Segundo Millan (1999), no corno dorsal da medula, para onde os aferentes
primarios conduzem a informacao dolorosa, ocorrem sinapses com 0S neurdnios

de segunda ordem, realizada por meio de transmissores quimicos, sendo o
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glutamato e a substancia P os mais estudados. Ambos se ligam a seus receptores
pds-sinapticos especificos, ativando os neurdnios de segunda ordem.

A conducdo do impulso doloroso continua até atingir os centros da dor no
cérebro através de varios caminhos, mas dois que estao entre os principais € mais
estudados, sdo o trato neoespinotalamico e o trato paleoespinotalamico. O
primeiro, filogeneticamente mais novo, é de condugao rapida e cursa lateralmente
no tronco encefdlico enviando projegcdes para o talamo ventrobasal e dai
diretamente para o coértex sensorial. A sua sensacdao € bem localizada, néo
ultrapassando a duracao do estimulo desencadeador. Temos como exemplo desta
conducao, a dor cutanea superficial. O segundo trato, filogeneticamente mais
antigo, é de conducao mais lenta, devido as muitas sinapses realizadas e cursa
medialmente no tronco encefdlico. Possui importantes conexdes na substancia
ativadora reticular ascendente (SARA) e matéria cinzenta periaquedutal enviando
projegdes difusas para o talamo, cortex e estruturas do sistema limbico, que é
responsavel pelo componente emocional que a dor em certas situacées pode
exprimir. A sensacao € pobremente localizada e em geral sua duragéo ultrapassa
a do estimulo desencadeador (MILLAN, 1999; PRADO, 1999).

Brandao (2004) enfatiza que a maior parte dos neur6nios envolvidos no
processamento da informacdo dolorosa pertence a areas filogeneticamente
antigas como as paredes mediais e caudais dos ventriculos, o talamo, o
hipotalamo e a substéncia ativadora reticular ascendente do tronco encefalico.
Algumas dessas areas sao também dotadas de circuitos neurais responsaveis
pelo alivio da dor. A participacdo destas areas antigas do ponto de vista evolutivo,

na recepg¢ao e conducdo da informacdo nociceptiva bem como no controle ou
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inibicao da dor sugere que compartilhamos esta propriedade com muitas espécies
animais e que, portanto, as propriedades fisiol6gicas deste sistema podem ser
estudadas experimentalmente em animais. Esta localizacdo também sugere que a
manutencao destes sistemas nociceptivo e analgésico no homem tenha sido
decorrente de um processo evolutivo e adaptativo.

Diante destas evidéncias, a dor ndo pode simplesmente se resumir a um
episddio unicamente sensorial. Flor e Turk (2006) descreveram a dor como um
componente maior que uma sensagao ou sintoma de alguma doenca, envolvendo
respostas emocionais, cognitivas e comportamentais, bem como processos de
aprendizado. Além disso, Brandao (2004) descreve a dor como um fenémeno
envolvendo dois componentes: um componente perceptivo-discriminativo, similar a
qualquer outro processo sensorial, discriminavel no tempo, espago e quanto a
intensidade, e um componente aversivo-cognitivo-motivacional (ou reacional),
compreedendo uma série de comportamentos defensivos que incluem desde a
retirada reflexa do membro atingido até respostas emocionais complexas do tipo
fuga/luta, em geral, acompanhados de fortes sensac¢des subjetivas de desconforto

e intensa motivacgéao para aliviar a dor.

1.3.2 ANTINOCICEPCAO INDUZIDA PELO MEDO

Existem evidéncias sugestivas que o medo induzido por estimulos
aversivos condicionados ou incondicionados pode também levar a inibicdo da
resposta de dor. Bolles e Fanselow (1980) argumentaram que comportamentos

defensivos e respostas nociceptivas sdo atividades incompativeis, uma vez que
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os cuidados dispensados a recuperacao da injuria sofrida poderiam prejudicar a
exibicdo de respostas defensivas apropriadas nos momentos de aversao,
colocando em perigo o escape da situagao que podera comprometer a vida. Com
efeito, uma série de estudos tem mostrado que o sistema antinociceptivo pode
ser ativado por uma variedade de estimulos externos ou ambientais, exercendo
importante fungdo no controle de comportamentos defensivos e afetivos
(FANSELOW, 1991; FARDIN; OLIVERAS; BESSON, 1984a, 1984b; TERMAN et
al., 1984). Nessas condigbes, a antinocicep¢cao poderia ser considerada como
parte das reacbes de defesa dos animais (BOLLES; FANSELOW, 1980;
CONCEICAOQ et al., 1992; FANSELOW, 1991; SIEGFRIED; FRISCHKNECHT;
NUNES-DE-SOUZA, 1990).

Nas ultimas trés décadas, houve substancial convergéncia de pesquisas
objetivando a investigagcdo dos mecanismos neurais responsaveis por inibir a
transmissdo da informagao nociceptiva. A maioria delas destacou a participacao
de estruturas como a matéria cinzenta periaquedutal (MCP), hipotalamo, os
nucleos ventro-mediais do bulbo rostral, ndcleo magno da rafe, nucleo
paragigantocelular, nucleo parabraquial e nuacleo do trato solitério, colocando-os
como pertencentes ao sistema inibitério descendente (SID), uma vez que sua
estimulacao resulta na inibicdo da transmissdo nociceptiva no corno dorsal da
medula espinhal (BEHBEHANI, 1995; FIELDS; BASBAUM, 1999; MILLAN, 2002).
O SID é composto por um feixe de neurdnios que partem das regides superiores
passando pela MCP e pelos nucleos ventro-mediais do bulbo rostral (entre eles o
nucleo magno da rafe - NMR) terminando com sinapses inibitérias no corno dorsal

da medula espinhal, onde inibem ou retardam a informagdo ascendente da dor,
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resultando em diminuicdo da resposta nociceptiva. Neste sentido, lesées no NMR
abolem ou atenuam significativamente a analgesia mediada pela MCP

(BEHBEHANI, 1995).

1.4 MODELOS ANIMAIS

O estudo das reacgbes de defesa tem levado a um crescente interesse pelo
desenvolvimento de modelos animais voltados a investigacdo de estados
emocionais potencialmente associados a desordens psiquiatricas. Ademais, a
demanda por novos modelos tem sido também motivada por diversos entraves
éticos, metodologicos e econdmicos decorrentes do estudo em humanos de
determinados processos psicofisiolégicos e psicopatoldgicos. Dessa forma, torna-
se absolutamente clara a enorme contribuicdo dos testes em animais ao
entendimento do funcionamento cerebral em diversos disturbios mentais/
emocionais (ZANGROSSI; GRAEFF, 2004).

Neste sentido, tem-se o Labirinto em cruz elevado (LCE), amplamente
utiizado como importante ferramenta para estudar comportamentos que
expressam ansiedade (HANDLEY; MITHANI, 1984; LISTER, 1990; PELLOW et
al., 1985). Alem disso, o LCE pode ser utilizado como acessério ao entendimento
da emocionalidade e das bases biolégicas de comportamentos co-relacionados
como nocicepgao, aprendizado e memoria, neurobiologia da adigédo de drogas e
recaida, bem como sindrome de abstinéncia (CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005).

O LCE é um modelo animal de ansiedade e foi originalmente descrito por

Pellow et al. (1985), usando ratos como sujeitos experimentais, sendo
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posteriormente validado para camundongos (LISTER, 1987; STEPHENS et al.,
1986). Sucintamente, o LCE padrao (LCEp) é um aparelho composto de uma
plataforma elevada do solo contendo dois bragos fechados com paredes laterais
unidos perpendicularmente a dois bracos abertos desprovidos de paredes laterais.
Esse aparelho é usado para avaliar os niveis de esquiva que roedores (exemplos,
ratos e camundongos) exibem diante de uma situacdo aversiva, caracterizada
pelos bragos abertos do aparelho. Nessa condigao, as estruturas pertencentes ao
sistema de defesa do animal sdo ativadas (DUNCAN; KNAPP; BREESE, 1996;
SILVEIRA; SANDNER; GRAEFF, 1993). Os niveis de ansiedade sao avaliados
pela esquiva aos bracos abertos (% de entradas e % de tempo nos bracos
abertos), enquanto a atividade locomotora é avaliada pela frequéncia absoluta de
entradas nos bracos fechados (PELLOW et al., 1985; RODGERS; COLE, 1994). O
LCE tem sido amplamente utilizado para avaliar o potencial ansiolitico ou
ansiogénico de varios compostos farmacolégicos e como auxilio para entender os
mecanismos subjacentes aos comportamentos relacionados a ansiedade
(HANDLEY; MITHANI, 1984; LISTER, 1987; PELOW et al., 1985; RODGERS;

COLE, 1994).

Estudos anteriores demonstraram que a exposicdo de camundongos ao
LCE provoca reagbes comportamentais caracteristicas da resposta de medo e
antinocicepcao, avaliada pelo teste da retirada da cauda (do inglés: “tail flick test”)
(LEE; RODGERS, 1990). Em estudos posteriores, esses autores demonstraram
que a antinocicepgao induzida pela exposi¢cdo ao LCE é sensivel a ansioliticos

classicos como o diazepam e a buspirona (LEE; RODGERS, 1991; RODGERS;
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LEE; SHEPHERD, 1992) e n&o responde ao tratamento sistémico com naltrexona
(LEE; RODGERS, 1990), um antagonista opidide.

Os mecanismos subjacentes a antinocicepgdao induzida pelo
medo/ansiedade tém sido alvo de muitas investigacoes, levando para tal fim o
emprego de modelos animais originalmente desenvolvidos para o estudo desses
estados emocionais. Neste sentido, alguns investigadores passaram a usar o
labirinto em cruz elevado (LCE) para avaliar se o estado emocional desencadeado
pela experiéncia no aparelho também altera a nocicepcdo (CONCEICAO et al.,
1992; CORNELIO; NUNES-DE-SOUZA, 2009; LEE; RODGERS, 1990; MENDES-
GOMES; NUNES-DE-SOUZA, 2005, 2009; NUNES-DE-SOUZA et al., 2000;

TAUKULIS; GOGGIN, 1990).

A interacao entre medo/ansiedade e antinocicepcao é estudada também em
nosso laboratério e recentes resultados mostraram que a exposicdo de
camundongos aos LCE padrao, fechado (semelhante ao padrdo, porém com todos
os bracgos protegidos por paredes) ou aberto (também semelhante ao LCE padrao,
porém com todos os bragos sem paredes) resulta em diferentes graus das
respostas nociceptivas. Enquanto a exposicdo ao LCE padrdao nao altera
consistentemente a resposta nociceptiva, a exposi¢cdao ao LCE aberto resulta em
antinocicepcao de alta magnitude (MENDES-GOMES; NUNES-DE-SOUZA, 2005).
Tais resultados sugerem que a situacao de conflito gerada pela exposi¢éo ao LCE
padrdo nao é suficiente para ativar mecanismos inibitérios da dor. Entretanto,
quando expostos a uma situacao de perigo iminente e inescapavel, como o LCE

aberto, a antinocicepc¢ao é evidenciada.
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1.5 NEUROTRANSMISSAO: GLUTAMATO, OXIDO NITRICO (NO) E FATOR

DE LIBERACAO DE CORTICOTROFINA (CRF)

Como descrito anteriormente, estudos prévios envolvendo a
neurotransmissao glutamatérgica com ansiedade e comportamentos de defesa
demonstraram que microinjegdes de agonistas de glutamato na MCPd sé&o
eficazes em produzir reagcées comportamentais de defesa bem como aumento da
expressao de proteina Fos, um marcador funcional da atividade neuronal
(BANDLER, 1988; BANDLER; CARRIVE, 1988; FERREIRA-NETTO; BORELLI;
BRANDAO, 2005), enquanto antagonistas de receptores NMDA e ndao NMDA
exercem efeito ansiolitico em ratos submetidos ao LCE (GUIMARAES et al., 1991;
HALL; BEHBEHANI, 1998; MATHEUS; GUIMARAES, 1997; MOLCHANOV;

GUIMARAES, 2002).

Existem evidéncias sugestivas de que a acdo ansiogénica dos
aminoacidos excitatérios (AAEs — dentre os quais, o principal é o glutamato) esta
relacionada com a sintese de éxido nitrico (NO), possivelmente induzida quando
receptores glutamatérgicos, principalmente NMDA (GARTHWAITE; CHARLES;
CHESS-WILLIAMS, 1988), mas também AMPA, Cainato e metabotropicos
(OKADA, 1992; SOUTHAM; EAST; GARTHWAITE, 1991; WOOD et al., 1990),
sao ativados. Estas evidéncias sdo corroboradas por estudos demonstrando que
a administracao sistémica de L-NAME (FARIA et al., 1997) ou intra-MCP, de L-
NAME (Nw-nitro-L-arginina-metil-éster) e L-NOARG (Nw-nitro-L-arginina),

inibidores nao seletivos da 6xido nitrico sintase (NOS), enzima de sintese do NO,
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presente na MCP (ONSTOTT; MAYER; BEITZ, 1993; VINCENT; KIMURA, 1992),
atenua a ansiedade avaliada no LCE em ratos (DE OLIVEIRA; DEL BEL;
GUIMARAES, 1997, 2001; GUIMARAES et al., 1994). Além disso, Miguel e
Nunes-de-Souza (2006) observaram que os efeitos comportamentais como
saltos, corrida e imobilidade, bem como antinociceptivo provocados pela injecao
intra-MCP de NMDA (agonista de receptores de mesmo nome; dose 0,04
nmol/0,1 ul) foram completamente bloqueados pela injecao do inibidor especifico

da enzima NOSn, o NPLA (N“-propil-L-arginina), no mesmo sitio.

Ainda neste sentido, Guimaraes e colaboradores (2005) demonstraram
que a microinjecao intra-MCPd de um sequestrador de NO, o 2-(4-carboxifenil)-
4,45 5-tetrametilimidazolina-1-oxil-3-6xido (Carboxi-PTIO), atenua a ansiedade
em ratos expostos ao LCE. Por outro lado, reforgando ainda mais o envolvimento
do NO com as agdes glutamatérgicas, foi observado que microinjecdes de
doadores de NO na MCP dorsal, como o cloreto de 3-morfolinosilnomina (SIN-1)
e dietilamina do éxido nitrico (DEA/NQO), provocam reac¢des de fuga em ratos (DE
OLIVEIRA; DEL BEL; GUIMARAES, 2000b). Ainda neste contexto, injecbes de
AP-7 e NBQX, antagonistas de receptores glutamatérgicos NMDA e
AMPA/Cainato, respectivamente, inibiram a resposta de fuga eliciada pelo SIN-1

na MCPd (MOREIRA et al., 2004).

Tomadas em conjunto, tais evidéncias sado sugestivas de que o NO pode
interferir na modulagédo de respostas defensivas na MCPd, sendo possivel que
esteja envolvido na modulagdo do medo/ansiedade desencadeado pela ativagao

de receptores NMDA na MCP.
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O o6xido nitrico é um gas inorganico incolor, radical livre de vida curta,
representado pela formula NO (nitrogénio e oxigénio), que possui um elétron
desemparelhado em sua 6rbita externa, o que o torna quimicamente reativo,
tendendo a reagir com outras moléculas (GUIX et al., 2005). Bastante presente no
organismo, é considerado um neurotransmissor atipico por suas caracteristicas
fisico-quimicas particulares (GALLY et al., 1990). Sendo altamente difusivel,
atravessa membranas bioldgicas facilmente e ndo é armazenado em vesiculas
sendo produzido quando necessario e rapidamente degradado, devido a sua

meia-vida curta de poucos segundos.

O NO é produzido sob acao de uma enzima, a NOS, através de uma reacao
entre 0 oxigénio molecular e L-arginina (desaminagdo oxidativa de seu grupo
guanidina), tendo como co-fator a molécula de fosfato reduzido de nicotinamida
adenina dinucleotideo (NADPH - LOHSE; FORSTERMANN; SCHMIDT, 1998;
MAYER et al., 1991), produzindo, além de NO, uma molécula de L-citrulina
(bastante utilizada como método indireto de investigagdo da producdo de NO). O
NO é rapidamente degradado podendo ser oxidado a ion nitroso (NO*) ou
reduzido a ion nitroxido (NO" - DAWSON; DAWSON, 1996a; 1996b). Além disso,
pode se ligar a biomoléculas circulantes como tidis, residuos de cisteina, anions
superdxido e hemoglobina (YUN; DAWSON; DAWSON, 1997). O NO forma
complexos com anions para formar peroxinitritos (ONOQO"), que se decompéem em
outros radicais livres como ions hidréxido e NO,. Esses radicais livres parecem
participar da morte neuronial decorrente de processos isquémicos e estresse

oxidativo (RADI et al., 1991).
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O NO esta presente em varios tipos de células como neurdnios, células
endoteliais dos vasos e macrofagos. Existem trés isoformas (isémeros) da NOS: a
NOS | ou NOSn, presente nos neurdnios, a NOS Il ou NOSI, induzida, alguns a
chamam de imunoldgica, presente nos macréfagos, neutrofilos e outras células
que atuam na resposta a estimulos patoldgicos (defesa do organismo) e a NOS IlI
ou NOSe, presente nas células endoteliais. As isoformas | e Il sdo do tipo
constitutiva e dependem da presenca de calcio intracelular (célcio + calmodulina —
MUNGRUE et al., 2003). A atuacdo de agonistas NMDA é pontuada como um
estimulo importante para a ativacado deste tipo de enzima, sobretudo a NOSn,
devido ao influxo de calcio que proporciona, enquanto o NO produzido pelas
células endoteliais participa do processo de relaxamento dos vasos, diminuicdo da
pressao arterial e inibe a adesao e agregacao plaquetarias. A isoforma Il €, como
o proprio nome diz, induzida e o calcio neste momento nao é tdo importante como
para as outras isoformas (EBADI; SHARMA, 2003). Esta enzima é ativada perante
estimulos patogénicos como invasdao microbiana, onde ha presenca de
lipopolissacarideos e liberacao de citocinas, entre elas, o fator de necrose tumoral,
interleucina 1 e interferon y (FORSTERMANN et al., 1995; IADECOLA et al., 1995;
MAYER; ANDREW, 1998; STUEHR; GRIFFITH, 1992). Estudos como o de
Elfering e colaboradores (2002), demonstraram a existéncia de uma NOS
mitocondrial, presente no interior dessa organela, porém pouco € conhecido sobre

suas fungoes.

As trés principais isoformas apresentam os mesmos dominios cataliticos,

sendo um dominio oxigenase N-terminal e outro redutase C-terminal. No dominio
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oxigenase estao localizados os sitios de ligagdo para o grupamento heme, para a
BH, e para a L-arginina, enquanto no dominio redutase estdo os sitios de ligacéo
para o dinucleotideo adenina flavina (FAD), mononucleotideo flavina (FMN) e para
o NADPH (STUEHR, 1999). O dominio oxigenase fica ligado ao redutase por um
sitio de reconhecimento para Ca** - calmodulina (GHOSH; STUEHR, 1995; LlI;
POULQOS, 2005; MCMILLAN; MASTERS, 1995; RICHARDS; MARLETTA, 1994).
A ligagdo do complexo célcio-calmodulina a NOS é essencial para que ocorra a
ativacdo da enzima abrindo um canal para a transferéncia de elétrons do dominio
redutase para o oxigenase, ativando esse dominio onde esta ligada a L-arginina
(ABU-SOUD; STUEHR, 1993; GUIX et al., 2005). Por isso, o calcio € necessario
para essa transformacdo, com excecao das isoenzimas NOSi onde o complexo
permanece ligado a enzima mesmo sob concentragbes muito baixas do ion calcio

(CHO et al., 1992; SALERNO et al., 1997).

Pelo fato de o NO ndo ser armazenado, liberado e inativado pelos
mecanismos sinapticos convencionais, sua regulacdo ocorre basicamente pela
sua biossintese. Entre muitos, o mais importante regulador da atividade da NOSn
€ o célcio intracelular livre, que, em concentracdo suficiente, forma o complexo
Ca™*-calmodulina, necessario para atividade da enzima (KNOWLES et al., 1989;
SHENG et al.,, 1992). Outra regulacdo da NOSn é realizada através da PKA
(proteina quinase dependente de AMPc) que diminui sua atividade (BREDT;

FERRIS; SNYDER, 1992; BRUNE; LAPETINA, 1991; NAKANE et al., 1991).

O NO pode atuar de diferentes modos, mas o principal, € a sua propriedade

de ativar a enzima guanilato ciclase soluvel (GCs), que, por sua vez, catalisa a
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conversao de trifosfato de guanosina (GTP) em monofosfato ciclico de guanosina
(GMPc), formando o complexo NO/GMPc. A ligagdo do NO ao grupo heme dessa
enzima provoca uma alteragdao conformacional que aumenta em até 200 vezes a
taxa catalitica de conversédo do GTP em GMPc (FRIEBE; KOESLING, 2003).
Esse aumento de GMPc induzido pelo NO pode desencadear uma série de
reacOes intracelulares como alteragao direta da permeabilidade de canais ibnicos
sensiveis ao GMPc (KAUPP, 1991; NAKAMURA; GOLD, 1987), modificar a
atividade de fosfodiesterases (PDE) dependentes de GMPc, seja estimulando-a
(familia 1l, PDE estimulada por GMPc) ou inibindo-a (familia lll, PDE inibida por
GMPc e familia IV, PDE ligada ao GMPc), dependendo da familia da PDE
(CHARBONNEAU, 1990), ou ainda ativar proteinas quinases dependentes de
GMPc (PKG - FRIEBE; KOESLING, 2003; KRUMENACKER; HANAFY; MURAD,

2004; SCHMIDT; LOHMANN; WALTER, 1992; SCHUMAN et al., 1994).

Embora seja a principal, as agdes do NO ndo sdo exclusivamente mediadas
pelo aumento intracelular de GMPc. O NO pode ainda reagir com grupamentos
tidis livres de residuos de cisteina, através de um processo chamado S-
nitrosilacdo que leva a formagao de nitrosotidis, mais estaveis com meia-vida de
alguns minutos (JAFFREY et al., 2001). Além disso, a degradacdao do NO gerando
peroxinitrito (ONOQ") altamente reativo, pode levar a prejuizo de funcbes

protéicas.

Além das evidéncias acima que apontam para o envolvimento da
transmissao glutamatérgica sobre a liberacdao de NO, outros estudos indicam ser o

NO um mensageiro retrégrado (difunde-se da célula pés-sinaptica para a pré-
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sindptica) que provoca retro-alimentagdo positiva na liberagdo de glutamato,
através de um mecanismo GMPc dependente (NOWICKY; BINDMAN, 1993).
Além de sua acao sobre o glutamato, o NO parece estar também envolvido direta
ou indiretamente na liberacdo de outros neurotransmissores, como o0 GABA (acido
gama-amino-butirico), acetilcolina, serotonina, noradrenalina, dopamina,
neuropeptideos, histamina e purinas. Porém, seu papel em muitos casos é dual e

depende de sua concentragao (PRAST; PHILIPPU, 2001).

Sendo assim, o NO pode modificar uma variedade de fungcbes encefdlicas,
tais como a regulacdo da excitabilidade neuronial e dos disparos, da plasticidade
sinaptica, LTP ou LTD (potenciacdo ou depressdo de longo prazo),
neurotoxicidade (excitotoxicidade), neuroprotecdo, liberagdo de horménios
(PRAST; PHILIPPU, 2001), ansiedade e comportamento defensivo (GUIMARAES

et al., 2005), entre outros.

Com base nas respostas provocadas pela estimulacdao glutamatérgica da
MCP (reagdes de defesa e antinocicepgcdo), pode-se constatar um papel
ansiogénico para esse neurotransmissor. A hipétese de que o NO esteja envolvido
na modulacao dessas respostas tem levado ao desenvolvimento de investigacdes
buscando entender seu papel na neurobiologia de transtornos emocionais, tais
como os de ansiedade. Considerando-se essa relacdo intrinseca entre a
transmissdo glutamatérgica e a sintese de NO, somado ao fato da presenca de
neurbnios positivos para a enzima NOS na coluna dorsolateral da MCP

(ONSTOTT et al., 1993), torna-se relevante a investigacao de um possivel papel
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do NO na modulagcédo das respostas defensivas, incluindo-se a antinocicepcao,

nesta regiao.

Além do glutamato, outro composto, o fator de liberacado de corticotrofina
(CRF — do inglés “corticotropin-releasing factor”), tem despertado interesse em
diversos grupos de pesquisa devido ao seu comprovado envolvimento na
excitabilidade neuronal. O CRF é um peptideo com 41 aminoacidos produzido no
hipotdlamo, sendo inicialmente conhecido por sua fungcdo na via ou eixo HPA
(Hipotalamo-Pituitaria-Adrenais), estimulando a secregdo de hormbnio
adrenocorticotréfico (ACTH) na hipéfise anterior (pituitaria). O ACTH, por sua vez,
estimula a producdo de glicocorticdides no cértex das adrenais. No entanto,
estudos anatémicos utilizando anticorpos para CRF identificaram varios sitios no
encéfalo de ratos que contém altas densidades de neurbnios CRFérgicos,
incluindo nucleos amidal6ides, hipocampo, nucleo dorsal da rafe, locus coeruleus
(LC) e MCP (MERCHENTHALER, 1984; SWANSON et al., 1983). Tais evidéncias
foram corroboradas por Van Pett e colegas (2000), que identificaram presenca de
RNA-m codificadores para receptores CRF nestas regides, que incluem areas
envolvidas no processamento do medo, ansiedade e de informagdes nociceptivas,
caracterizando a importancia do desenvolvimento de pesquisas sobre o papel do

CRF na antinocicepg¢éao induzida por situagdes ameagadoras e aversivas.

Com a descoberta de neurbnios CRFérgicos extra-hipotalamicos, as
investigagées ndo mais se restringiram a sua fungao endécrina, ultrapassando as
fronteiras das regides hipotalamicas. Neste sentido, além do seu papel endécrino,

o CRF comporta-se como um regulador paracrino ou neurotransmissor,
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modulando respostas comportamentais defensivas frente a estimulos aversivos de
modo aparentemente independente da ativacdo do eixo HPA, pois tais respostas
séo insensiveis a hipofisectomia e ao tratamento com dexametasona (BERRIDGE;

DUNN, 1989; BRITTON et al., 1986).

O envolvimento do CRF sobre a ansiedade tem sido também enfatizado em
estudos que demonstraram  efeitos  ansiogénicos apods  injecdes
intracerebroventricular (i.c.v.) e intra-MCP desse peptideo em ratos expostos ao
LCE (BALDWIN et al., 1991; MARTINS; MARRAS; GUIMARAES, 1997). O papel
do CRF na modulagdo da ansiedade foi também verificado em camundongos
transgénicos que apresentam producado excessiva de CRF (STENZEL-POORE,
1994; VAN GAALEN et al.,, 2002). Esses camundongos sao modificados
geneticamente, servindo como modelos animais para o estudo dos efeitos
cronicos da hiperproducdo de CRF e seus produtos. Tais animais exibem
anormalidades enddcrinas e permanecem menos tempo nos bragos abertos do
LCE, quando comparados aos animais do grupo controle, além de exibir
comportamento pré-ansiedade em outros modelos.

Em recente colaboracdo com os pesquisadores Robert e Caroline
Blanchard, da Universidade do Havai, Carvalho-Netto e colegas (2007) avaliaram
os efeitos da microinjecdao intra-MCPd de oCRF (CRF de ovinos) em
camundongos expostos ao modelo presa-predador (RET, do inglés: “Rat Exposure
Test”). Nessa condicdo, infusdes de oCRF intensificaram a exibicdo de
comportamentos de defesa em camundongos, sugerindo um papel ansiogénico

desse peptideo na MCP. Nesta mesma linha, a injecéao intra-MCPd de CRF-alfa-
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helical, um antagonista de receptores CRF, foi capaz de reverter o efeito
ansiogénico provocado por inje¢cdes locais de CRF em ratos expostos ao LCE,
além de também reverter o efeito ansiogénico em ratos previamente estressados
(MARTINS; MARRAS; GUIMARAES, 1997, 2000). Além disso, outras evidéncias
sugestivas da participagdo do CRF nessa estrutura mesencefalica na modulacao
de respostas emocionais sao encontradas em estudos mostrando que a MCP
recebe aferentes de neurbnios CRFérgicos oriundos de areas limbicas incluindo
amidala, cortex pré-frontal e regides hipotaldmicas (SHIPLEY et al., 1991).
Ademais, todas as colunas da MCP contém neurdnios CRFérgicos e receptores
para o CRF de ambos os subtipos (STECKLER; HOLSBOER, 1999; TIMPL et al.,
1998).

Existem evidéncias de que os receptores para o CRF sdo acoplados a
proteina Gs (estimulatéria), ou seja, aquela que estimula a via do AMPc-PKA,
sendo subdivididos em dois subtipos, 0 CRF1 (CHANG et al., 1993; CHEN et al.,
1993; VITA et al.,, 1993) e o CRF2 (LOVENBERG et al., 1995; PERRIN et al,,
1995). Camundongos nocaute para receptores CRF1 demonstraram reducao da
ansiedade, sugerindo sua participagdo na modulagdo desse estado emocional
(SMITH et al., 1998; TIMPL et al., 1998). Além disso, foi demonstrado que as
acOes excitatérias mediadas pela estimulacdo dos receptores CRF1 sao
bloqueadas por seus antagonistas (BARAM et al., 1997). Bowers, Swisher e
Behbehani (2003) mostraram que a aplicagédo de CRF na MCP de ratos produziu
aumento significativo na taxa de disparos espontaneos das células estudadas.
Esse aumento na excitabilidade celular foi também observado em outras regides.

Quanto ao subtipo CRF2, seu papel nos comportamentos eliciados pelo medo/
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ansiedade nao esta claro, existindo trabalhos contraditérios quanto a sua
participagédo (BALE et al., 2000; KISHIMOTO et al., 2000; TAKAHASHI et al.,
2001).

O efeito excitatério produzido pelo CRF tem sido associado com a
despolarizacdo da membrana, porém os mecanismos de sua agao sobre a
excitabilidade celular e sobre a ansiedade ainda n&o estdo elucidados. Tem sido
sugerido que as agbes do CRF estariam associadas com o aumento da
permeabilidade celular aos ions Na* e Ca*™ (BOWERS; SWISHER; BEHBEHANI,
2003). Este estudo demonstrou que microinjecées de CRF na MCP aumentavam
significativamente a frequéncia tanto de potenciais excitatérios pds-sinapticos
(PEPS) quanto de potenciais inibitérios pds-sinapticos (PIPS), o que faz do efeito
excitatério do CRF, um fendmeno generalizado e nao especifico para determinado
tipo de neurénio na MCP. Devido a esses efeitos, postulou-se que o CRF poderia
estar aumentando a liberacao de 6xido nitrico, cuja acdo de aumentar a liberacao
de transmissores como o GABA (inibitério) e o glutamato (excitatério) na MCP é
conhecida (HALL; BEHBEHANI, 1998). Assim, um mecanismo de acao possivel
para o CRF estaria relacionado ao aumento da concentragdo intracelular de calcio
mediado pelo AMPc/PKA e posterior abertura de canais de calcio, causando
excitabilidade celular e ativagdo da NOSnh, resultando na producéo e liberacao de
oxido nitrico que por sua vez agiria na liberagao de varios transmissores dentro da
MCP. Desta forma, os efeitos inibitérios e excitatérios observados com infusdes
intra-MCP de CRF seriam explicados pelo aumento da liberacdo de GABA e

glutamato, respectivamente, na prépria MCP (HALL; BEHBEHANI, 1998).
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Como apresentado anteriormente, a MCP contém neurdnios e receptores
CRFérgicos (CRF1 e CRF2) e evidéncias tém associado a acao desse peptideo
alguns comportamentos defensivos. Evidéncias mostrando que injecdes i.c.v. de
CRF provocam antinocicepcdo sao também encontradas na literatura
(LARIVIERE; MELZACK, 2000). Considerando que a MCP é uma estrutura crucial
do sistema inibitério descendente, conforme descrito anteriormente, parece-nos
relevante estudar o papel do CRF na MCP na antinocicep¢ao induzida por
situacdes ameacadoras. Além disso, é importante investigar se os efeitos do CRF
sobre as reagbes comportamentais defensivas e sobre a nocicepgdo envolvem a

participacao do oxido nitrico.

Assim, o presente trabalho mostra os experimentos realizados com obijetivo
de entender melhor o funcionamento das vias excitatérias glutamatérgicas e
CRFérgicas na MCP bem como a mediagdo nitrérgica na acdo desses
neurotransmissores no que diz respeito a modulagdo dos comportamentos

defensivos e na neurobiologia dos transtornos de ansiedade.

Além disso, outro componente relacionado a ansiedade e ao estresse € 0
comportamento agressivo. Neste sentido, tais comportamentos sdo importantes
ferramentas no estudo da neurobiologia das reacbes de defesa, uma vez que
parece existir relacdo na génese de suas respostas. Agressao e ansiedade sao
estados emocionais que estdo associados com uma série de desordens
psiquiatricas, e estudos farmacolégicos e comportamentais tém sugerido uma
relacdo entre essas emocdes em modelos animais (FERRARI et al., 1998;

MICZEK, 1974; MICZEK et al., 1995). Entretanto, esta relacdo entre ansiedade e
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agressao ainda nao é bem entendida, de modo que existem trabalhos com
resultados contrastantes e inconsistentes. Assim, sdo necessarios novos estudos
que abordem os aspectos neurobiolégicos subjacentes a interacdo ansiedade x

agressao.

Outra associacdo que merece atencdo quanto ao provavel
compartiihamento de mecanismos é aumento da susceptibilidade e
vulnerabilidade ao uso ou a recaida ao uso de drogas como consequéncia de
estados ansiosos duradouros como, por exemplo, aqueles desencadeados pela
exposicao a diferentes tipos de estresse (PELLOUX; COSTENTIN; DUTERTE-
BOUCHER, 2009). Frente a uma situagdo de estresse, o0 organismo emite
respostas resultantes de mudangas neurais, endocrinas, autonémicas e
imunoldgicas para se adaptar aquela situacao (SELYE; 1936 apud MICZEK;
CONVINGTON; YAP, 2008). Tais mudancas podem influenciar e modificar a
resposta do organismo as substancias psicoativas de abuso (MICZEK;
CONVINGTON; YAP, 2008), levando a uma maior susceptibilidade ao
desenvolvimento da dependéncia. Assim, pelo demonstrado em estudos
anteriores (GAWIN, 1991; KOOB; SANNA; BLOOM, 1998; PELLOUX;
COSTENTIN; DUTERTE-BOUCHER, 2009; RESNICK; RESNICK, 1984), a
interacdo ansiedade x uso e dependéncia de drogas parece ser estreita, tanto no
que diz respeito a busca da droga como numa eventual recaida ao uso.

Esses temas sdo de fundamental importdncia em neurociéncia e
necessitam maiores esclarecimentos, tornando-se, portanto, objeto de estudo e

motivo da realizacdo do estagio no Departamento de Psicofarmacologia da Tufts
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University, Medford, Massachusetts, EUA, sob a supervisdo do Professor Klaus
Miczek.

Assim, os experimentos descritos na presente tese foram delineados para
investigar o papel dos receptores CRFérgicos em processos psicobiolégicos
subjacentes a ansiedade bem como sua interagdo com a nocicepcao, agressao e
dependéncia. Além disso, como apontado acima, a hipétese do envolvimento de
mecanismos mediados pelo complexo NMDA-NO-GMPc nos efeitos ansiogénicos
e antinociceptivos desencadeados pela ativagdo de receptores CRFérgicos na

matéria cinzenta periaquedutal constitui-se também tema da presente tese.

Desta forma, além dos aspectos introdutorios apontados neste capitulo
(Capitulo 1), esta tese foi organizada em outros sete capitulos. O Capitulo 2
descreve 0 papel do 6xido nitrico (via inibicdo de sua sintese) nos efeitos
ansiogénicos provocados pela injecao intra-MCP de NMDA. O Capitulo 3 mostra o
envolvimento de receptores CRF do tipo 1 e 2 e do éxido nitrico nos efeitos
ansiogénico e antinociceptivo provocados pela injecao intra-MCP de CRF. Os
efeitos aversivo e antinociceptivo desencadeados pela microinjecéo intra-MCP de
doador de 6xido nitrico (NOC-9) sao descritos no Capitulo 4, que também aborda
o papel dos receptores CRFérgicos 1 da MCP nestas respostas. Os resultados
dos experimentos conduzidos no departamento de Psicofarmacologia, da Tufts
University, Medford, Massachusetts, sdo descritos nos Capitulos 5 e 6. O Capitulo
5 mostra os efeitos da inje¢cdo do agonista e do antagonista de receptores de CRF
em outra estrutura intimamente ligada ao sistema encefalico de defesa, o nucleo

dorsal da rafe, no comportamento agressivo ofensivo em camundongos. Ja o
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Capitulo 6 contém os resultados do bloqueio de receptores CRFérgicos tipo 1
sobre a sensibilizacdo comportamental provocada pela cocaina e na auto-
administracdo deste psicoestimulante em ratos submetidos ao estresse de derrota
social. Uma discussao geral dos principais achados do presente estudo é
mostrada no Capitulo 7, que também aponta as conclusdes da tese. Por fim, o

capitulo 8 corresponde as referéncias bibliograficas desta tese.



CAPITULO 2
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EFEITOS DA MICROINJECAO INTRA-MCP DE NMDA NA ANSIEDADE DE

CAMUNDONGOS NO LCE: AVALIAGAO DA PARTICIPAGAO NITRERGICA

Recentemente, Miguel e Nunes-de-Souza (2006) demonstraram que o
efeito pré-aversivo provocado pela injecao de NMDA na MCP de camundongos foi
prevenido pelo tratamento com o NPLA, inibidor da NOSn (Introducao da tese).
Entretanto, injecées de diferentes doses de NPLA na MCP desses animais nao
foram capazes, por si sO, de alterar a ansiedade avaliada no LCE (MIGUEL,
2006). Tais resultados sugerem que a ansiedade avaliada durante o LCE possa
nao depender da sintese de NO na MCP. No entanto, faz-se necessério conhecer
se os efeitos aversivos do aumento do “t6nus” glutamatérgico nos receptores
NMDA na MCP estariam envolvidos também com os comportamentos eliciados no
LCE, além daqueles relacionados a respostas intempestivas descritas
anteriormente (MIGUEL; NUNES-DE-SOUZA, 2006). Além disso, torna-se
interessante investigar se esta resposta (no LCE), a exemplo daquelas
intempestivas, também esta relacionada com a sintese de NO, ou se realmente os
comportamentos eliciados pela exposicdo ao LCE sao independentes de sua
sintese, uma vez que o tratamento com o NPLA em diferentes doses n&o alterou
os indices de ansiedade no LCE.

Assim, serdo apresentados neste capitulo os experimentos realizados para
investigar o efeito da microinjecao intra-MCP de NMDA na ansiedade de
camundongos expostos ao LCE. Diferente do estudo de Miguel e Nunes-de-Souza
(2006), em que a dose de NMDA (0,04 nmol/0,1 pL) provocou comportamentos

defensivos explosivos, foi utilizada uma dose mais baixa de NMDA (0,02 nmol/0,1
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uL) para a experimentag@o. Além disso, para investigar se os efeitos ansiogénicos
do NMDA dependem da sintese de NO, os camundongos foram pré-tratados com

NPLA no mesmo sitio.

2.1 OBJETIVO

Este estudo teve como objetivo estudar o papel do receptor NMDA na MCP
sobre a ansiedade avaliada no LCE bem como verificar a participacdo da

mediacao nitrérgica neste efeito.

2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Sujeitos

Camundongos Suigos albinos machos (25-35g), provenientes do biotério
central da Universidade Estadual Paulista — UNESP, mantidos em condigbes
controladas de temperatura (23 £ 1°C), umidade (55 + 5%) e luz (ciclo de 12/12
horas, luzes acesas as 07:00) e livre acesso ao alimento e a agua, exceto durante

os curtos periodos de teste.

2.2.2 Cirurgia e administracao de drogas na MCP

Camundongos foram submetidos a cirurgia estereotaxica para receber
implante intracraniano de canula guia (26 gauge - ago inoxidavel) de 7,0 mm de

comprimento, ap0s anestesia com a associagdo de anestésico + relaxante
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muscular, Cetamina + Xilazina (80 e 8 mg/Kg respectivamente). A canula foi fixada
no cranio do animal com cimento acrilico e as coordenadas estereotaxicas para
implantacdo da canula guia objetivando atingir a MCP do animal foram baseadas
no Atlas de Paxinos e Franklin (2001). As coordenadas foram: 4,1 mm posterior e
1,4 mm lateral (unilateral, sempre lado direito por padronizagdo) ao bregma
(encontro das suturas) e 2,2 mm ventral a superficie do cranio, com a canula
inclinada em um angulo de 26°. A ponta da cénula guia foi posicionada + 1,0 mm
dorsal a estrutura alvo. A injecdo das solucbes na MCP foi feita através da
insercdo de uma agulha (33 gauge) de 8,0 mm de comprimento no interior da
canula guia, conectada, por meio de um tubo de polietileno (PE-10), a uma micro-
seringa (marca Hamilton). Uma bomba de infusdo foi programada para injetar um
volume total de 0,1uL em um periodo de 30 segundos. ApGs a microinjecao, a
agulha de injegdo permanecia por mais 30 segundos no interior da cénula guia
para garantir escoamento e infusdo e durante todo o procedimento de injecao o
animal foi contido manualmente pelo experimentador com uso de uma flanela. O
movimento de uma pequena bolha de ar no tubo de polietileno durante as injecdes

confirmava o fluxo da solugao.

2.2.3 Farmacos

Foram utilizados: NMDA (0,02 nmol/0,1 yL) em uma dose ineficaz em

produzir reagbes de defesas explosivas como saltos e corrida; NPLA na dose 0,4

nmol/0,1 yL (MIGUEL; NUNES-DE-SOUZA, 2006).
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2.2.4 Avaliacao dos Comportamentos de Defesa

A avaliagdo dos efeitos farmacoldgicos sobre as reagbes de defesa foi
investigada através da anadlise dos indices de ansiedade no teste do labirinto em

cruz elevado.

2.2.4.1 Labirinto em Cruz Elevado

O labirinto em cruz elevado padrao (LCEp) é similar aquele descrito por
Lister (1987). O aparelho ¢é feito de vidro transparente, com assoalho de madeira/
férmica e consiste de dois bragos abertos (30 x 5 x 0,25 cm) unidos
ortogonalmente a dois bragos fechados (30 x 5 x 15 cm), elevados 38,5 cm do
solo por um suporte de madeira. Os comportamentos analisados envolveram as
medidas convencionais, tais como, frequéncia de entradas nos bracos abertos e
fechados (a entrada em um braco é definida pelo cruzamento com todas as quatro
patas para dentro do brago) e duracdo do tempo gasto nestes compartimentos e
na plataforma central. Esses dados s&o usados para o calculo da porcentagem de
entradas e do tempo de permanéncia nos bracos abertos que correspondem aos
indices classicos de ansiedade (Entradas: [aberto/ total] x 100; Tempo: [tempo no
compartimento/ 300] x 100). A atividade locomotora é avaliada pela frequéncia

absoluta de entradas nos bracos fechados.
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2.2.5 Histologia

Apo6s o término dos experimentos todos os animais foram submetidos a
injecdo central de uma solugdo de 1% de azul de Evans (procedimento
semelhante ao descrito anteriormente para injecao das drogas em estudo). Apds
sacrificar os animais em camara de CO,, estes foram decapitados, seus encéfalos
removidos e reservados em recipientes contendo solucdo de formalina (10%)
tendo posteriormente sofrido se¢des coronais ao longo do trajeto da canula com o
auxilio de um criostato (Leica CM 1850). As secdes foram inspecionadas com o
uso de um microscépio (Leica DM LB) e a visualizacdo da dispersao do azul de

Evans indicava o local da injecao.

2.2.6 Analise estatistica

Todos os dados foram inicialmente submetidos ao teste de homogeneidade
de Levene e, quando necessario, transformados em raiz quadrada, raiz cubica ou
LOG (n + 1) na base 10. Na sequéncia, os resultados foram submetidos ao teste ¢
de Student (comparagdo salina x NMDA, experimento 2.A) ou a andlise de
variancia (ANOVA) de dois fatores independentes (fator 1: pré-tratamento na
MCP; fator 2: tratamento na MCP, melhor detalhado posteriormente, experimento
2.B). Finalmente, os dados foram submetidos a andlise post hoc de Duncan.

Valores de p iguais ou inferiores a 0,05 foram considerados significantes.
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2.2.7 Delineamento Experimental

2.2.7.1 Experimento 2.A: Avaliacao do efeito da microinjecao de NMDA na

MCP sobre a ansiedade

Este experimento foi realizado para avaliar a agdao do NMDA. Embora seja
conhecida a agao pro-aversiva do NMDA na MCP (MIGUEL; NUNES-DE-SOUZA,
2006) foi necessario pesquisar primeiramente se doses baixas deste composto
apresentariam efeito ansiogénico para posteriormente avaliar sua putativa
sensibilidade ao inibidor da sintese de NO.

Assim, os animais receberam microinjecao intra-MCP de NMDA (0 ou 0,02
nmol/0,1 pL) e, apds 8 minutos, foram individualmente expostos ao LCE para o
registro dos indices de ansiedade e da atividade locomotora por cinco minutos

(para detalhes, ver item 2.3.4.1) .

2.2.7.2 Experimento 2.B: Efeito do pré-tratamento com NPLA sobre a acao

ansiogénica do NMDA na MCP.

Camundongos receberam uma primeira microinjegdo intra-MCP de NPLA
(pré-tratamento; 0 ou 0,4 nmol/0,1 pL) e, apds dez minutos, foram tratados com
uma microinjecao de NMDA (0 ou 0,02 nmol/0,1 pL) no mesmo sitio. Oito minutos
apds, cada camundongo foi exposto ao LCE para o registro dos indices de

ansiedade e da atividade locomotora por cinco minutos.
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Sitio de injecao

A Figura 1 exemplifica um corte histolégico demonstrando a matéria
cinzenta periaquedutal, alvo dos experimentos realizados neste trabalho (excecao
aos experimentos do capitulo 5 e 6). Abaixo a representacdo esquematica e uma
fotomicrografia de um ponto de infusdo para melhor visualiza¢éo e localizagédo da
estrutura. A secao corresponde a -4,24 mm a partir do bregma, de acordo com o

Atlas para encéfalo de camundongos de Paxinos e Franklin (2001).

Figura 1 - (A) Representagéo esquematica dos pontos equivalentes a microinfusdo dentro
da MCP observados na analise histolégica. O nimero de pontos ndo equivale ao total de
animais devido a sobreposicdo de pontos de injecdo. (B) Fotomicrografia de um corte
coronal do mesencéfalo de sujeito representativo demonstrando a localizagdo de um
ponto de injecao dentro da MCP.
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2.3.2. Experimento 2.A: Avaliacao do efeito da microinjecao de NMDA na

MCP sobre a ansiedade

A Figura 2 mostra os indices de ansiedade avaliados em animais
submetidos ao LCE padréao apds receberem injecao intra-MCP de NMDA (0,02
nmol/0,1 uL) ou salina. Pode-se observar que a microinjecdo de NMDA provocou
diminuicao na % de entradas (Teste #(29) = 2,16, p< 0,05) bem como na % de
tempo gasto (Teste t(29) = 3,00, p< 0,05) nos bragos abertos do LCE, sem
contudo alterar a frequéncia de entradas nos bracos fechados (Teste {(29) = -

0,59, p> 0,05), caracterizando o efeito ansiogénico do NMDA na MCP.
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Figura 2 - Efeitos da microinje¢gdo de NMDA (0,02 nmol/0,1 yL) ou salina na MCP de
camundongos sobre a porcentagem de entradas e de tempo nos bragos abertos e a
frequéncia de entradas nos bragos fechados (EBF) do LCEp. As colunas representam
as médias (x EPM). N = 15 ou 16 animais por grupo. *p< 0,05 comparado ao grupo
salina.

2.3.3 Experimento 2.B: Efeito do pré-tratamento com NPLA sobre a acao

ansiogénica do NMDA na MCP.

A Figura 3 mostra os indices de ansiedade avaliados em animais
submetidos ao LCE padréo apds receberem injecbes combinadas intra-MCP de

Salina + Salina, Salina + NMDA, NPLA + Salina ou NPLA + NMDA. A analise
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estatistica revelou diferencas entre 0os grupos no que diz respeito a porcentagem
de entradas nos bragos abertos do LCE (Fator pré-tratamento: Fi27 = 0,38; p>
0,05; Fator tratamento: Fi27 = 5,18; p< 0,05; Interagdo entre pré-tratamento x
tratamento: Fi27 = 4,51; p< 0,05). Comparacdes posteriores (Teste de Duncan)
mostraram que o grupo tratado com NMDA apresentou diminuicdo na
porcentagem de entradas nos bragcos abertos quando comparado com salina
(Salina + NMDA vs Salina + Salina; p< 0,05), confirmando o efeito ansiogénico
demonstrado no item 4.2. O pré-tratamento com NPLA produziu efeitos préximos
da significancia (p = 0,06) em bloquear a acado ansiogénica do NMDA (NPLA +
NMDA vs Salina + NMDA; p= 0,06) e nao alterou significativamente os niveis
basais de ansiedade quando comparado com o grupo controle (NPLA + Salina vs
Salina + Salina; p> 0,05).

Efeitos semelhantes foram observados com relagdo a porcentagem de
tempo nos bragos abertos. A ANOVA revelou diferencas entre os grupos (Fator
pré-tratamento: Fi27 = 0,54; p> 0,05; Fator tratamento: Fi27 = 7,08; p< 0,05;
Interacdo entre pré-tratamento x tratamento: F127 = 5,01; p< 0,05). Comparacdes
posteriores (Teste de Duncan) mostraram que o grupo tratado com NMDA
apresentou diminuicdo na porcentagem de tempo nos bragos abertos (Salina +
NMDA vs Salina + Salina; p< 0,05). O pré-tratamento com NPLA bloqueou os
efeitos do NMDA (NPLA + NMDA vs Salina + NMDA; p< 0,05) sem alterar
significativamente os niveis basais de ansiedade quando comparado com o grupo
controle (NPLA + Salina vs Salina + Salina; p> 0,05). Nenhum tratamento alterou a

frequéncia de entradas nos bragos fechados (Fator pré-tratamento: F1 27 = 1,39; p>
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0,05; Fator tratamento: F127 = 0,0006; p> 0,05; Interacdo entre pré-tratamento x

tratamento: F1 27 = 0,22; p> 0,05).

14 - Ansiedade - LCE

12 - T . T

Frequéncia EBF
(o]

35 - B Entradas O Tempo

Porcentagem BA

Salina NMDA Salina NMDA
Salina NPLA

Tratamento

Figura 3 - Efeitos de microinjecées combinadas de salina, NPLA ou NMDA (ver texto para
detalhes) na MCP de camundongos sobre a porcentagem de entradas e de tempo nos
bracos abertos (BA) e na frequéncia de entradas nos bragos fechados (EBF) do LCEp. As
colunas representam as meédias (x EPM). N = 7-8 animais por grupo. *p< 0,05 comparado
ao grupo salina + salina e #p< 0,05 comparado ao grupo salina + NMDA.
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2.4 DISCUSSAO

Os presentes resultados corroboram estudos anteriores nos quais foram
demonstrados efeitos aversivos da ativacdo glutamatérgica em receptores NMDA
na MCP (MIGUEL; NUNES-DE-SOUZA, 2006; SCHENBERG et al., 2005). A
injecdo intra-MCP de NMDA, em uma dose ineficaz para produzir reacbes
comportamentais explosivas como saltos e corrida, provocou diminuicado do tempo
e da frequéncia de entradas nos bragos abertos do LCE, efeitos caracteristicos de
agentes ansiogénicos. Tais efeitos se mostraram seletivos sobre a ansiedade,
uma vez que ndo foram acompanhados por alteragbes significativas da atividade
locomotora expressos pela frequéncia de entradas nos bragos fechados. Estes
resultados sugerem que 0os mecanismos glutamatérgicos via receptores NMDA da
MCP exercem um papel também na modula¢cdo de comportamentos defensivos
mais sutis e ndo apenas daqueles associados as reac¢des explosivas como fuga e
luta, aos quais tém sido relacionadas a esquiva do perigo proximal, tal como
acontece em situagdes de medo (BANDLER, 1988; BANDLER; CARRIVE, 1988;
BANDLER; DEPAULIS, 1991; JACQUET, 1988; MIGUEL; NUNES-DE-SOUZA,
2006). Assim, nossos resultados fortalecem a hip6tese de que a MCP também faz
parte da modulacdo de outros comportamentos ansiosos mais elaborados como
0s observados através da alteracao dos indices de ansiedade no LCE. Resultados
semelhantes foram relatados por Carvalho-Netto e colaboradores (2006), que
descreveram os efeitos pré-aversivos de injegdes intra-MCP do acido D,L-
Homocistéico (DLH) em camundongos. Segundo esses autores, a injecao intra-

MCP de DLH, agonista glutamatérgico, induziu reagdes vigorosas de defesa
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caracterizadas por corridas e saltos, destacando papel da MCP nesses
comportamentos. No entanto, Carvalho-Netto e colaboradores (2009) também
demonstraram que a injecdo de NMDA no mesmo sitio exacerbou os
comportamentos de defesa frente ao predador, no teste de exposicao ao rato (do
inglés RET: rat exposure test), exemplificados pela reducédo do tempo de contato
do animal com a grade que o separa do predador, além de tender a aumentar o
tempo de avaliagdo de risco do animal. Tais resultados denotam um efeito
ansiogénico do NMDA e, portanto, da ativagao da via glutamatérgica, também nos
comportamentos defensivos mais orientados como avaliagdo de risco e
permanéncia na superficie do RET. Desta forma, a MCP estaria envolvida na
mediagcdo dos comportamentos explosivos de defesa relacionados ao medo e
também participaria, juntamente com estruturas prosencefélicas (cortex pré-
frontal, sistema septo-hipocampal e amidala), do controle de comportamentos
defensivos mais elaborados e orientados relacionados a ansiedade como

postularam McNaughton e Corr (2004).

De modo interessante, os efeitos ansiogénicos da injecao intra-MCP de
NMDA foram antagonizados pela infusdo local do inibidor de NOSn, NPLA,
sugerindo ser a agao pré-aversiva da ativacao do receptor glutamatérgico NMDA
dependente da producdo de 6xido nitrico. Estes resultados corroboram estudos
anteriores, como o de Miguel e Nunes-de-Souza (2006), que demonstrou inibigao
da antinocicepgcdo e das respostas explosivas de saltos e corrida e do
congelamento induzidos pela injegdo de NMDA na MCP, em animais pré-tratados

com NPLA na mesma estrutura, sugerindo a participagdo nitrérgica nas reacdes
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defensivas provocadas pela ativagdo da transmissdo glutamatérgica em
receptores NMDA. Corroborando a hipétese do papel ansiogénico do NO, De
Oliveira e colegas (2000a) mostraram aumento da expressdao do RNA mensageiro
para NOS neuronal em areas relacionadas a reagdes de defesa (incluindo a MCP
dorsal) apOs estresse agudo e cronico em ratos. Neste contexto, Chiavegatto,
Scavone e Canteras (1998) demonstraram que a exposi¢cao de ratos a predadores
provoca aumento nos niveis de NO/cGMP na MCP, reforgando o envolvimento
desse complexo na modulagdo das reacdes de defesa frente a estimulos

aversivos.

De modo interessante, o tratamento com NPLA (NPLA + salina) nao alterou
os indices de ansiedade, sugerindo auséncia de efeitos intrinsecos deste inibidor
da NOSn sobre a esquiva dos bragos abertos no LCE. Assim, embora o éxido
nitrico seja uma possivel via de acao ansiogénica do glutamato, sobretudo através
do receptor NMDA, os presentes resultados indicam que sua modulagédo sobre a
ansiedade possa nao ser tonica, pelo menos no que se refere ao comportamento
defensivo no LCE. Estes resultados corroboram trabalhos anteriores do nosso
laboratério (MIGUEL, 2006) nos quais a injecao de diferentes doses desse inibidor
(NPLA) intra-MCP n&o alterou os indices de ansiedade em animais submetidos ao

LCE.

Entretanto, evidéncias da participagdo nitrérgica no “tbnus” comportamental
defensivo foram apontadas por Carvalho-Netto e colaboradores (2009). Nesse
estudo, injecdes intra-MCP de NPLA, além de reduzirem os efeitos pré-aversivos

do NMDA, atenuaram, por si s6, as reacdes de defesa de camundongos expostos
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ao predador (rato) no modelo do RET. Assim, o estado emocional desencadeado
pela exposicdo ao LCE parece ser diferente daquele experimentado durante o
RET. Enquanto o primeiro parece nao mobilizar a sintese de NO, a exposi¢ao ao
RET demonstrou ser dependente da modulacao nitrérgica na MCP.

Além disso, estudos anteriores (DE OLIVEIRA; DEL BEL; GUIMARAES,
1997; 2001; FARIA et al., 1997; GUIMARAES et al., 1994) demonstraram que
injecOes sistémicas de L-NAME e intra-MCP de L-NAME e de L-NOARG inibidores
inespecificos da NOS atenuaram a ansiedade em ratos submetidos ao LCE,
sugerindo ser a seletividade do agente inibidor pelo tipo de NOS um aspecto
relevante para os efeitos ansioliticos no LCE. A importancia dessa especificidade
se torna crucial quando consideramos que, além da neuronal, estdo presentes
outras isoformas de NOS na MCP, como a endotelial (NOSe; IWASE et al., 2000;
PAAKARI; LINDSBERG, 1995). Sendo assim, ndo pode ser descartada a hipotese
de que os efeitos ansioliticos de inibidores nao especificos de NOS possam estar
associados a inibicdo de outra isoenzima como a NOSe. Corroborando esta
hipotese, resultados oriundos de nosso laboratério mostraram que injecdes intra-
MCP de L-NAME atenuaram a ansiedade de camundongos expostos ao LCE
(CABRAL et al., 2003). Assim, a realizacdo de um estudo com um inibidor seletivo
para NOSe poderia levar a resultados mais conclusivos. Neste sentido, a avaliagao
da microinjegao intra-MCP de L-NIO, um inibidor de NOS com maior seletividade
para o subtipo endotelial, sobre os indices de ansiedade de camundongos
expostos ao LCE seria uma ferramenta util para essa questdao, uma vez que,
baseado nestes fatos, a hipétese de que ambas as isoenzimas atuem em conjunto

através de um mecanismo de potencializacdo pode ser considerada.
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Em apoio a essa hipdtese de potencializacdo estdo os achados de Hopper
e Garthwaite (2006), os quais relacionam o LTP (Potenciacdo de longa duracéo;
importante fenémeno relacionado a aprendizado e memaria) no hipocampo, com a
NOSe, além da NOSn. Neste estudo, a inibicdo da acdo de ambas isoformas
isoladamente provocou prejuizo na manutencdo do LTP, sugerindo uma
contribuigéo relativa entre as duas isoformas para a manutencao deste fenémeno.
Ainda neste sentido, Son e colaboradores (1996) demonstraram que animais
nocaute somente para NOSn ou NOSe nao apresentaram prejuizos na
manutencao do LTP. Entretanto, animais nocaute para as duas isoformas tiveram
reducdo drastica no LTP no hipocampo. Finalmente, uma série de evidéncias
relacionam a NOSe, através de sua inibicdo ou por meio de animais nocaute, com
efeitos que antes se pensava serem decorrentes exclusivamente da ativacao da
isoforma NOSn, como plasticidade sinaptica, regulacdo autonémica,
anormalidades neuroquimicas e comportamentais, e neurogénese (CHEN et al.,
2005; DEMAS et al., 1999; DOREULEE et al., 2003; FRISCH et al., 2000; HAUL et
al., 1999; KANO et al., 1998; PATON; KASPAROV; PATERSON, 2003; REIF et
al., 2004). Tais experimentos fortalecem a hip6tese da possivel ligacdo entre
essas duas isoformas na mediagdo de diversas respostas incluindo-se aquelas

eliciadas no sistema nervoso central.



CAPITULO 3




68

EFEITOS DA MICROINJECAO INTRA-MCP DE CRF NA ANSIEDADE DE
CAMUNDONGOS NO LCE E NA NOCICEPGCAO: AVALIACAO DA MEDIACAO
DOS SUBTIPOS DE RECEPTORES CRFérgicos E DA PARTICIPACAO

NITRERGICA

A MCP, como descrito anteriormente, € uma estrutura encefalica crucial na
modulagdo da nocicepcdo e de comportamentos relacionados as respostas
exibidas mediante estimulos aversivos (FARDIN et al., 1984a, 1984b; LITVIN et al,
2007). Prévios estudos relacionaram a sua ativacado (quimica ou elétrica) com a
exibicdo de comportamentos aversivos como congelamento, fuga e escape, bem
como aumento do nivel de alerta e avaliagdo de risco (BANDLER; CARRIVE,
1988; BANDLER et al., 1988; SCHENBERG et al., 2005). Estes comportamentos
sdo acompanhados de antinocicepcdo (COIMBRA; BRANDAO, 1997;
FANSELOW, 1991,) e alteracdo dos padrdes autonébmicos como frequéncia
cardiaca (observa-se taquicardia), pressao arterial (aumento) e frequéncia
respiratéria (taquipnéia) entre outros (BANDLER; CARRIVE; ZHANG, 1991;
HAYWARD; SCHWARTZ; DAVENPORT, 2003; McDOUGALL; DAMPNEY;
BANDLER, 1985).

Uma variedade de neurotransmissores esta presente na MCP e, portanto,
sdo capazes de influenciar este controle que a MCP exerce sobre o
desencadeamento das respostas defensivas. Dentre eles destacam-se a
serotonina, o glutamato, o acido gama amino butirico e os neuropeptideos como
os opidides e o CRF (BRANDAO et al., 1999; GRAEFF, 2004; JENCK;

SCHMIDTT; KARLI, 1986; LITVIN et al., 2007). O descontrole na atividade desses
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transmissores na MCP pode provocar problemas no estado de ativacao-inativacao
da estrutura, sendo muitas das vezes essa a causa e a origem dos sintomas
relacionados aos transtornos de ansiedade. Com relacao aos receptores para o
CRF, estudos anteriores tém demonstrado haver densa marcacao para ambos os
subtipos CRF1 e CRF2 nas diferentes colunas da MCP (MERCHENTHALER,
1984; STECKLER; HOLSBOER, 1999; SWANSON et al., 1983). Além disso, Gray
e Magnuson (1992) realizaram trabalhos de marcagdo neuronial retrograda, nos
quais demonstraram haver conexdes CRFeérgicas aferentes na MCP oriundas de
importantes nucleos relacionados a mediacdo das respostas defensivas, como
amidala, hipotdlamo e nucleo intersticial da estria terminal (BNST).

Neste sentido, experimentos com farmacos agonistas e antagonistas
revelaram o envolvimento deste peptideo na elaboragédo e exibicdo de respostas
comportamentais relacionadas ao estresse, incluindo-se o medo e a ansiedade
(GRIEBEL, et al., 2002; TAKAHASHI, 2001), a agressado (FARROKHI et al., 2004)
e disturbios alimentares (JONES et al., 1998). Corroborando estes achados,
microinjegbes diretas de CRF na MCP de ratos foram eficazes em provocar o
aumento da ansiedade avaliada no LCE (MARTINS; MARRAS; GUIMARAES,
1997). Além disso, Carvalho-Netto e colaboradores (2007) demonstraram aumento
do comportamento de esquiva no paradigma da bateria de testes defensivos para
camundongos (do inglés mouse defense test battery — MDTB) e no teste de
exposicao ao rato (RET) em camundongos que receberam injecdo de oCRF na
MCP. Esses resultados, somados aos achados de Bowers, Swisher e Behbehani

(2003), os quais demonstraram a propriedade excitatéria do CRF em neurdnios da
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MCP, indicam um papel importante para o CRF na MCP no que diz respeito a
mediacdo de comportamentos defensivos.

A atuacao dos subtipos dos receptores CRFérgicos na agcao ansiogénica do
CRF ainda necessita de maiores esclarecimentos, uma vez que pouco se sabe
nesse campo. Desta forma, estudos neste sentido constituem uma importante e
promissora linha de investigacdo. Como ja descrito anteriormente (Capitulo 1, item
1.5), o papel do receptor CRF1 parece ser mais conhecido que o do CRF2, uma
vez que existe maior numero de trabalhos na literatura relacionando-o com os
diferentes comportamentos ligados a situacdes de estresse e ansiedade. Assim,
este capitulo abordara os experimentos realizados com injecdes intra-MCP de
CRF e seus efeitos sobre a ansiedade e nocicepgao de camundongos. O papel
dos receptores CRF1 e CRF2 é também enfatizado. Além disso, como descrito
anteriormente, uma vez que o CRF é habil em induzir excitagdo neuronial e
liberagdo intracelular de calcio, o presente estudo investigou também se essa
acao ansiogénica do CRF esta relacionada com a sintese de 6xido nitrico e
ativacdo da via NO-GMPc, a exemplo da agado glutamatérgica demonstrada no

capitulo 2 e em trabalhos anteriores como o de Miguel e Nunes-de-Souza (2006).

3.1 OBJETIVO

Este estudo teve como objetivo investigar o envolvimento do CRF dentro da
MCP na mediacdo das respostas relacionadas a ansiedade e nocicepcao, bem
como verificar a participacdo dos subtipos de receptores CRFérgicos e a

mediagao nitrérgica nestes efeitos.
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3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Sujeitos

Semelhante ao descrito no item 2.2.1, Capitulo 2.

3.2.2 Cirurgia e administracao de drogas na MCP

Semelhante ao descrito no item 2.2.2, Capitulo 2, com a excegao de que o

volume microinjetado na MCP foi de 0,2 uL, por motivos de diluigéo.

3.2.3 Farmacos

Foram utilizados: CRF (75 e 150 pmol/ 0,2 uL), NPLA (0,4 nmol/ 0,2 L),
NBI 27944 [5-cloro-4-(N-ciclopropil)metil-N-propilamo)-2-metil-6-(2,4,6-triclorofenil)
aminopiridina] - (2 nmol/ 0,2 uL), antagonista de receptores CRF1 e antisauvagine
30 (1 nmol/ 0,2 uL), antagonista de receptores CRF2. As doses foram baseadas
em estudos anteriores (HAMMACK et al., 2003; JOCHMAN et al., 2005;
MARTINS; MARRAS; GUIMARAES, 1997; MIGUEL; NUNES-DE-SOUZA, 2006;
SAHUQUE et al., 2006). O NBI foi solubilizado em DMSO (dimetil sulféxido) e as
demais drogas em solugcédo salina. Assim, o DMSO também foi utilizado como

controle quando necessario.
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3.2.4 Avaliacao das reacoes de defesa - grupo ansiedade

As reacbes provocadas pelos diferentes tratamentos intra-MCP foram
avaliadas em grupos de animais expostos ao LCE, obedecendo-se metodologia

similar a descrita no subitem 2.2.4.1, Capitulo 2.

3.2.5 Teste de Nocicepcao - grupo nocicepcao

A nocicepcao foi avaliada em grupos de animais diferentes daqueles

utilizados para avaliacao das reacoes de defesa, através do teste da formalina.

3.2.5.1 Teste da formalina

A injecdo de formalina provoca uma resposta nociceptiva bifasica
(DUBUISSON; DENNIS, 1977). A primeira fase (fasica) é observada nos primeiros
5 minutos, enquanto a segunda fase (tbnica) inicia-se depois de 20 minutos da
injecdo de formalina e dura por volta de 40-50 minutos. Essas duas fases
envolvem diferentes mecanismos de nocicepgao.

A primeira fase é ocasionada predominantemente pela ativacao de fibras C,
enquanto a segunda fase parece ser dependente da combinagdo de uma reacao
inflamatoéria no tecido periférico injuriado, com mudangas funcionais no corno
dorsal da medula espinhal. No presente estudo, os camundongos foram tratados
com 50 uL de solugéo de formalina (2,5%) injetada subcutaneamente na superficie

dorsal da pata traseira direita. Em seguida, os animais foram colocados numa
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cuba de vidro (30 x 21 x 25 cm) para o registro do tempo de lambidas na pata
tratada com formalina, por 5 minutos (Fase 1: essa medida sera usada apenas
para a avaliacdo da homogeneidade dos grupos antes da administracdo dos
diferentes compostos farmacologicos). Apds a injecdo de formalina e anterior ao
inicio da fase 2, os animais eram tratados com os diferentes farmacos (melhor
detalhado posteriormente durante o delineamento experimental de cada
experimento) de modo que o tempo para acdo do farmaco era calculado para
coincidir com o periodo de registro da Fase 2 (25-35 minutos) do teste de
formalina (10 minutos de registro).

Ambos os testes de nocicepcao e de avaliagdo das reacdes de defesa
foram gravados através de um circuito de camera-TV-DVD para posterior analise

da midia por um observador treinado.

3.2.6 Histologia

Semelhante ao descrito no item 2.2.5, Capitulo 2.

3.2.7 Analise Estatistica

Todos os dados foram submetidos ao teste de homogeneidade de Levene

e, quando necessario, transformados em raiz quadrada, raiz cibica ou LOG de n +

1 na base 10. Na sequéncia, os resultados foram submetidos a analise de

variancia (ANOVA) de dois fatores independentes (fator 1: pré-tratamento na

MCP; fator 2: tratamento na MCP, melhor detalhado posteriormente). Finalmente,



74

os dados foram submetidos a andlise post hoc de Duncan. Excecao realizada para
o experimento 3.A, que consistiu de somente um tratamento na MCP. Assim, ndo

havendo pré-tratamento, foi realizada a andlise de variancia de um fator.

3.2.8 Delineamento Experimental

3.2.8.1 Experimento 3.A: Avaliacao do efeito da microinjecao de CRF na MCP

sobre a ansiedade e nocicepcao

Este experimento foi realizado para avaliar as acdes ansiogénica e
antinociceptiva do CRF. Embora seja conhecida a acao ansiogénica do CRF na
MCP (MARTINS; MARRAS; GUIMARAES, 1997) foi necessario pesquisar e
caracteriza-lo como ansiogénico para posteriormente avaliar sua putativa
sensibilidade aos antagonistas que foram utilizados neste trabalho. Além disso, foi
também realizada a avaliagédo da injecao de CRF na MCP sobre a nocicepcao.

Ansiedade: os animais receberam microinjecao intra-MCP de CRF (0, 75 ou
150 nmoles/0,2 uL) e, ap6s 10 minutos, cada camundongo foi exposto ao LCE
para o registro dos indices de ansiedade e da atividade locomotora por cinco

minutos (ver acima detalhes sobre o LCE, subitem 2.3.4.1, capitulo 2) .

Nocicepgdo: quinze minutos apds a injegdo de formalina, os animais
receberam microinjecao intra-MCP de CRF (0, 75 ou 150 nmoles/0,2 uL) e, apos

10 minutos, foram individualmente colocados na cuba de vidro (30 x 21 x 25 cm)
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para o registro da Fase 2 (25-35 minutos) do teste de formalina (10 minutos de

registro).

3.2.8.2 Experimento 3.B: Avaliacao do bloqueio dos receptores CRF1 da
MCP, com o pré-tratamento com NBI 27914, sobre o efeito ansiogénico do

CRF no mesmo sitio.

Ansiedade: os animais receberam uma primeira microinje¢do intra-MCP de
NBI 27914 (pré-tratamento; 0 ou 2 nmoles/0,2 yL). Ap6s dez minutos, os animais
receberam uma microinjecdo de CRF no mesmo sitio (tratamento; 0 ou 150
pmoles/0,2 uL) e, apdés 10 minutos, cada camundongo foi exposto ao LCE para o
registro dos indices de ansiedade e da atividade locomotora por cinco minutos (ver

acima detalhes sobre o LCE, subitem 2.3.4.1, Capitulo 2).

Nocicepgdo: cinco minutos apdés a injecdo de formalina (isto é,
imediatamente apds o registro da primeira fase nociceptiva), os animais
receberam microinjecdo intra-MCP de NBI 27914 (pre-tratamento; 0 ou 2
nmoles/0,2 pL). Apoés 10 minutos, os animais receberam uma microinjegdo de
CRF no mesmo sitio (0 ou 150 pmoles/0,2 pL) e, apdés 10 minutos, foram
individualmente colocados na cuba de vidro para o registro da Fase 2 (25-35

minutos) do teste de formalina (10 minutos de registro).
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3.2.8.3 Experimento 3.C: Avaliacao do bloqueio dos receptores CRF2 da
MCP, com o pré-tratamento com ASV-30, sobre o efeito ansiogénico do CRF

no mesmo sitio.

Ansiedade: os animais receberam uma primeira microinjecao intra-MCP de
ASV-30 (pré-tratamento; 0 ou 1 nmol/0,2 pL). Apés 10 minutos, os animais
receberam uma microinjecdo de CRF no mesmo sitio (tratamento; 0 ou 150
pmoles/0,2 uL) e, apdés 10 minutos, cada camundongo foi exposto ao LCE para o
registro dos indices de ansiedade e da atividade locomotora por cinco minutos (ver

acima detalhes sobre o LCE, subitem 2.3.4.1, capitulo 2) .

Nocicepgdo: cinco minutos apdés a injecdo de formalina (isto e,
imediatamente apds o registro da primeira fase nociceptiva), os animais
receberam microinjecao intra-MCP de ASV-30 (pré-tratamento; 0 ou 1 nmol/0,2
pL). Apds dez minutos, os animais receberam uma microinjegdo de CRF no
mesmo sitio (0 ou 150 pmoles/0,2 uL) e, apés 10 minutos, foram individualmente
colocados na cuba de vidro para o registro da Fase 2 (25-35 minutos) do teste de

formalina (10 minutos de registro).
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3.2.8.4 Experimento 3.D: Avaliacao da inibicao da sintese de NO na MCP,
com o pré-tratamento com NPLA, sobre o efeito ansiogénico do CRF no

mesmo sitio.

Ansiedade: os animais receberam uma primeira microinjecao intra-MCP
NPLA (pré-tratamento; 0 ou 0,4 nmol/ 0,2 pL). Apdés dez minutos, os animais
receberam uma microinjecdo no mesmo sitio de CRF (tratamento; 0 ou 150
pmoles/0,2 uL) e, apds 10 minutos, cada camundongo foi exposto ao LCE para o
registro dos indices de ansiedade e da atividade locomotora por cinco minutos (ver

acima detalhes sobre o LCE, subitem 2.3.4.1, Capitulo 2) .

Nocicepcdo: cinco minutos apdés a injecdo de formalina, (isto é,
imediatamente ap6s o registro da primeira fase nociceptiva), os animais
receberam microinjecao intra-MCP de NPLA (pré-tratamento; 0 ou 0,4 nmol/0,2
pL). Apos dez minutos, os animais receberam uma microinje¢do no mesmo sitio
de CRF (0 ou 150 pmoles/0,2 pL) e, apdés 10 minutos, foram individualmente
colocados na cuba de vidro para o registro da Fase 2 (25-35 minutos) do teste de

formalina (10 minutos de registro).
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3.2.8.5 Experimento 3.E: Avaliacao do bloqueio dos receptores CRF1 da
MCP, com o pré-tratamento com NBI 27914, sobre o efeito antinociceptivo da

exposicao ao LCE aberto.

Quinze minutos apdés a injecdo de formalina os animais receberam
microinjegao intra-MCP de NBI 27914 (0 ou 2 nmoles/0,2 uL). Apés dez minutos,
os animais foram colocados no LCE aberto ou fechado (controle) para o registro

da Fase 2 (25-35 minutos) do teste de formalina (10 minutos de registro).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Experimento 3A: Avaliacao do efeito da microinjecao de CRF na MCP

sobre a ansiedade e nocicepcao

A Figura 4 mostra a frequéncia de entradas nos bragos fechados e os
indices de ansiedade avaliados em animais submetidos ao LCE padrdao apos
receberem microinjecao intra-MCP de CRF (75 ou 150 pmol/0,2 uL) ou salina. A
ANOVA seguida pelo teste de comparagbes multiplas de Duncan revelou que a
injecao de CRF (150 nmol) diminuiu a % de entradas (F234 = 5,38; p< 0,05) e a %
de tempo gasto (F234 = 7,03; p< 0,05) nos bracos abertos do LCE. Embora a
ANOVA tenha também revelado diferencas significativas do tratamento sobre a
locomocgao (F234 = 3,3; p = 0,05) comparagdes posteriores indicaram que apenas a
dose mais baixa de CRF reduziu frequéncia de entradas nos bragos fechados.

A Figura 5 mostra o tempo de lambidas na pata traseira direita, provocadas
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pela injecdo de solugao de formalina 2,5% em camundongos tratados com
microinje¢ées intra-MCP de CRF (0, 75 ou 150 pmol/0,2 pL). A analise estatistica
(ANOVA) revelou diferencas significativas entre os grupos (Fo28 = 9,2; p< 0,05) e
comparacdes posteriores mostraram que o tratamento com o CRF (150 pmol/0,2

pL) diminuiu o tempo de lambida na pata, demonstrando efeito antinociceptivo.
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Figura 4 - Efeitos da microinjecdao de CRF (0, 75 ou 150 pmol/0,2 pL) na MCP de
camundongos sobre a porcentagem de entradas e de tempo nos bragos abertos € a
frequéncia de entradas nos bracos fechados (EBF) do LCEp. As colunas representam as

médias (£ EPM). N = 9-15 animais por grupo. *p< 0,05 comparado ao grupo salina.
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Figura 5 - Tempo (segundos) de lambidas na pata apds injecao subcutanea de
formalina 2,5% (segunda fase) em camundongos tratados com CRF (0, 75 ou 150
pmol/0,2 pL) intra-MCP. *p< 0,05 comparado ao grupo salina. N = 8-13 animais por

grupo.

3.3.2 Experimento 3.B: Avaliacao do bloqueio dos receptores CRF1 da MCP,
com o pré-tratamento com NBI 27914, sobre o efeito ansiogénico do CRF no

mesmo sitio

A Figura 6 mostra os efeitos das microinjecdes intra-MCP de CRF sobre os
indices de ansiedade e locomogcdo em animais previamente tratados com NBI
27914 no mesmo sitio acompanhado de seus controles. Com relagdo ao indice
%EBA, a ANOVA de dois fatores revelou diferencas tanto para o fator pré-
tratamento (F137 = 4,22; p< 0,05) como para o fator tratamento (F137 = 15,16; p<
0,05), sem indicar interacao entre eles (F137 = 1,06; p> 0,05). O segundo indice

analisado, %TBA apresentou resultados semelhantes ao anterior onde a ANOVA
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também revelou diferencgas tanto para o fator pré-tratamento (F137 = 4,06; p< 0,05)
como para o fator tratamento (F137 = 9,84; p< 0,05), sem indicar interacao entre
eles (Fis7 = 0,98; p> 0,05). Comparagcdes posteriores (Teste de Duncan)
revelaram que o grupo tratado com CRF (Veiculo + CRF) apresentou menores
porcentagens de entrada e de tempo de permanéncia nos bragos abertos do LCE
(p< 0,05) comparado ao controle (Veiculo + Veiculo). Entretanto, em ambos os
indices avaliados, a prévia injecdo do antagonista de receptores CRF1, NBI
27914, bloqueou os efeitos do CRF nos dois indices de ansiedade analisados (NBI
+ CRF vs veiculo + veiculo, p> 0,05). Ressalta-se também que o grupo NBI + CRF
apresentou valores significativamente diferentes (p< 0,05) do grupo tratado com

CRF (veiculo + CRF) para ambos os indices.

Com relagéo a frequéncia de entradas nos bragos fechados do labirinto
(locomogéao), a ANOVA néo revelou efeitos significativos para nenhum dos fatores
(pré-tratamento: Fy 37 = 0,13; p> 0,05; tratamento: Fi 37 = 0,16; p> 0,05; Interagédo
pré-tratamento x tratamento: F1 37 = 0,39; p> 0,05).

A Figura 7 mostra o tempo de lambida na pata traseira direita apds injecao
de formalina 2,5% exibido pelos animais que receberam microinjecdes
combinadas intra-MCP. A ANOVA de dois fatores nao revelou diferengas para o
fator pré-tratamento (F132 = 2,49; p> 0,05), porém mostrou efeitos significativos
para o fator tratamento (F132 = 10,45; p< 0,05) e uma elevada tendéncia para a
interacdo entre os fatores pré-tratamento e tratamento (F13> = 3,51; p= 0,07).
Comparacoes posteriores (Teste de Duncan) revelaram que os animais tratados

com CRF (veiculo + CRF) lamberam menos tempo a pata tratada com formalina
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quando comparados aos animais do grupo controle (veiculo + veiculo). No
entanto, a injecdo do antagonista de receptores CRF1 (NBI 27914) antagonizou os
efeitos provocados pelo CRF (NBI + CRF diferente de veiculo + CRF) sem,
contudo, provocar resposta nociceptiva diferente da apresentada pelo grupo

controle (NBI + CRF vs veiculo + veiculo).

Ansiedade - LCE

16
14

12 T

10 o

Frequencia BF

o NN O

B Entradas [ Tempo

50 -
45 -
40 -
35 - #

30 4 #
25 -
20 -
15 -
10 -

% Bragos Abertos

Veiculo CRF Veiculo CRF

Veiculo NB I

Tratamento

Figura 6 - Efeito dos diferentes tratamentos combinados (ver texto) intra-MCP de
camundongos sobre a porcentagem de entradas e de tempo nos bracos abertos e
frequéncia de entradas nos bragos fechados (BF) do LCE. As colunas representam as
médias (x EPM). N = 9-14 animais por grupo. *p< 0,05 comparado ao grupo controle
(veiculo + veiculo) e #p< 0,05 comparado ao grupo Veiculo + CRF.
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Figura 7 - Efeito dos diferentes tratamentos combinados (ver texto) intra-MCP de
camundongos sobre o Tempo (em segundos) de lambidas na pata apés a injecao
subcutanea de formalina 2,5% (fase tbnica). As colunas representam as médias (*
EPM). N = 8-11 animais por grupo. *p< 0,05 comparado ao grupo controle (veiculo +
veiculo) e #p< 0,05 comparado ao grupo Veiculo + CRF.

3.3.3 Experimento 3.C: Avaliacao do bloqueio dos receptores CRF2 da MCP,
com o pré-tratamento com ASV-30, sobre o efeito ansiogénico do CRF no

mesmo sitio

A Figura 8 mostra os efeitos das microinjecdes intra-MCP de CRF sobre os
indices de ansiedade e locomog¢ao em animais previamente tratados com ASV-30
no mesmo sitio acompanhado de seus controles. Com relagédo ao indice %EBA, a

ANOVA de dois fatores nao revelou diferengas para o fator pré-tratamento (F142 =
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0,02; p> 0,05) mas demonstrou diferengas para o fator tratamento (F142 = 26,48;
p< 0,05), sem indicar interagdo entre estes dois fatores (F142 = 0,05; p> 0,05). O
segundo indice analisado, % TBA apresentou resultados semelhantes ao anterior
onde a ANOVA também nao revelou diferengas para o fator pré-tratamento (F142 =
0,09; p> 0,05) mas demonstrou diferencas para o fator tratamento (F142 = 28,65;
p< 0,05), sem indicar interacdo entre estes dois fatores (F142 = 0,08; p> 0,05).
Comparacoes posteriores (Teste de Duncan) revelaram que ambos 0s grupos
tratado com CRF (Veiculo + CRF e ASV30 + CRF) apresentaram menores
porcentagens de entrada e de tempo de permanéncia nos bracos abertos do LCE
(p< 0,05) comparado ao controle, denotando uma nao reversdo do efeito

ansiogénico do CRF.

Com relagéo a frequéncia de entradas nos bracos fechados do labirinto
(locomogéao), a ANOVA nédo revelou efeitos significativos para nenhum dos fatores
(pré-tratamento: Fy 42 = 0,26; p> 0,05; tratamento: Fi 42 = 2,47; p> 0,05; Interagédo

pré-tratamento x tratamento: F1 42 = 0,34; p> 0,05).
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Figura 8 - Efeito dos diferentes tratamentos combinados (ver texto) intra-MCP de
camundongos sobre a porcentagem de entradas e de tempo nos bracos abertos e
frequéncia de entradas nos bragos fechados (BF) do LCE. As colunas representam as
médias (x EPM). N = 9-14 animais por grupo. *p< 0,05 comparado ao grupo controle
(veiculo + veiculo).

A Figura 9 mostra o tempo de lambida na pata traseira direita apds injecao
de formalina 2,5% exibido pelos animais que receberam microinjecdes

combinadas intra-MCP. A ANOVA de dois fatores néo revelou diferencas para o



87

fator pré-tratamento (F133 = 1,49; p> 0,05), porém mostrou efeitos significativos
para o fator tratamento (F133 = 33,34; p< 0,05) sem demonstrar interacao entre os
fatores pré-tratamento e tratamento (Fi33 = 0,05; p> 0,05). Comparacdes
posteriores (Teste de Duncan) revelaram que os animais tratados com CRF
(veiculo + CRF e ASV30 + CRF) lamberam menos tempo a pata tratada com
formalina quando comparados aos animais do grupo controle, denotando uma nao

reversao do efeito antinociceptivo do CRF.
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Figura 9 - Efeito dos diferentes tratamentos combinados (ver texto) intra-MCP de
camundongos sobre o Tempo (em segundos) de lambidas na pata apds a injecao
subcutanea de formalina 2,5% (fase tbnica). As colunas representam as médias (+
EPM). N = 8-11 animais por grupo. *p< 0,05 comparado ao grupo controle (veiculo +
veiculo).
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3.3.4 Experimento 3.D: Avaliacao da inibicao da sintese de NO na MCP, com
o pré-tratamento com NPLA, sobre o efeito ansiogénico do CRF no mesmo

sitio

A Figura 10 mostra os efeitos das microinjecdes intra-MCP de CRF sobre
os indices de ansiedade e locomog¢dao em animais previamente tratados com
NPLA no mesmo sitio acompanhado de seus controles. Com relagdo ao indice
%EBA, a ANOVA de dois fatores ndo revelou diferencas para o fator pré-
tratamento (Fiss = 0,06; p> 0,05) mas demonstrou diferencas para o fator
tratamento (F13s = 14,53; p< 0,05), sem indicar interacao entre estes dois fatores
(F138 = 0,48; p> 0,05). O segundo indice analisado, %TBA apresentou resultados
semelhantes ao anterior onde a ANOVA também né&o revelou diferengas para o
fator pré-tratamento (F13s = 0,00007; p> 0,05) mas demonstrou diferengas para o
fator tratamento (Fi13s = 9,92; p< 0,05), sem indicar interacdo entre estes dois
fatores (Fi3s = 0,97; p> 0,05). Comparacdes posteriores (Teste de Duncan)
revelaram que ambos os grupos tratado com CRF (Veiculo + CRF e NPLA + CRF)
apresentaram menores porcentagens de entrada e de tempo de permanéncia nos
bragos abertos do LCE (p< 0,05) comparados ao controle, denotando uma nao

reversao do efeito ansiogénico do CRF.

Com relagédo a frequéncia de entradas nos bracos fechados do labirinto
(locomogéao), a ANOVA nao revelou efeitos significativos para nenhum dos fatores
(pré-tratamento: Fq3s = 0,02; p> 0,05; tratamento: F1 33 = 0,006; p> 0,05; Interacao

pré-tratamento x tratamento: F133= 0,66; p> 0,05).
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Figura 10 - Efeito dos diferentes tratamentos combinados (ver texto) intra-MCP de
camundongos sobre a porcentagem de entradas e de tempo nos bragos abertos e
frequéncia de entradas nos bragos fechados (BF) do LCE. As colunas representam as
médias (x EPM). N = 9-14 animais por grupo. *p< 0,05 comparado ao grupo controle
(veiculo + veiculo).
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A Figura 11 mostra o tempo de lambida na pata traseira direita ap6s injecao
de formalina 2,5% exibido pelos animais que receberam microinjecoes
combinadas intra-MCP. A ANOVA de dois fatores nao revelou diferencas para o
fator pré-tratamento (F13 = 0,91; p> 0,05), porém mostrou efeitos significativos
para o fator tratamento (F130 = 20,71; p< 0,05) sem demonstrar interacdo entre os
fatores pré-tratamento e tratamento (Fiz0 = 0,13; p> 0,05). Comparacdes
posteriores (Teste de Duncan) revelaram que os animais tratados com CRF
(veiculo + CRF e NPLA + CRF) lamberam menos tempo a pata tratada com
formalina quando comparados aos animais do grupo controle, denotando uma nao

reversao do efeito antinociceptivo do CRF.
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Figura 11 - Efeito dos diferentes tratamentos combinados (ver texto) intra-MCP de
camundongos sobre 0 Tempo (em segundos) de lambidas na pata apds a injecao
subcutanea de formalina 2,5% (fase tdnica). As colunas representam as médias (+
EPM). N = 8-11 animais por grupo. *p< 0,05 comparado ao grupo controle (veiculo +
veiculo).
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3.3.5 Experimento 3.E: Avaliacao do bloqueio dos receptores CRF1 da MCP,
com o pré-tratamento com NBI 27914, sobre o efeito antinociceptivo da

exposicao ao LCE aberto

A Figura 12 mostra a auséncia de efeitos da microinjecdo de NBI 27914 (0
ou 2 nmol/0,2 uL) intra-MCP sobre a resposta nociceptiva em camundongos
tratados com solugao formalina 2,5%, tanto na situacdo controle (LCE Fechado)
quanto na antinocicep¢do induzida pelo LCE aberto. Analises estatisticas
revelaram (ANOVA de dois fatores — fator 1: LCE e fator 2: Tratamento intra-MCP)
diferencas para o fator 1 (Fi29 = 80,08; p< 0,05) mas nao para o fator 2 (Fq 29 =
0,56; p> 0,05), sem revelar interacao entre eles (Fi29 = 1,00; p> 0,05).
Comparacoes posteriores (Teste de Duncan) revelaram que os animais expostos
ao LCE aberto permaneceram menos tempo lambendo a pata injetada com
formalina comparados com aqueles expostos ao LCE fechado. Entretanto, os
animais que receberam NBI intra-MCP ndo apresentaram diferencas de seus
controles que receberam veiculo em ambos os tipos do aparato. Em outras

palavras, o NBI ndo reverteu a antinocicepc¢ao eliciada pelo LCE aberto.
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Figura 12 - Efeito do tipo de labirinto em cruz elevado (fechado ou aberto) e da injecdo de
NBI 27914 intra-MCP sobre o tempo de lambida nas patas (nocicep¢ao) apéds a injecao
subcutanea de formalina 2,5% (fase ténica). As colunas representam as médias (£ EPM).
N = 8-9 animais por grupo. *p< 0,05 comparado ao controle (LCE fechado).

3.4 DISCUSSAO

O primeiro experimento deste capitulo que consistiu da analise do efeito da
microinjecdo do fator de liberacdo de corticotrofina, o CRF, sobre os
comportamentos no LCE e nocicepgdo teve por finalidade pesquisar o seu
envolvimento nas reagdes de defesa e na ansiedade. Os resultados dispostos na
Figura 4 mostraram efeito ansiogénico deste composto quando microinjetado na
MCP de camundongos submetidos ao teste do LCE. A dose mais elevada (150
pmol/0,2 pL) foi eficaz em reduzir a frequéncia de entradas e o tempo de

permanéncia dos animais nos bracos abertos do LCE, sem alterar a frequéncia de
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entradas nos bracos fechados do aparelho, sugerindo auséncia de efeito desse
composto sobre a atividade locomotora do animal. Esses achados corroboram
estudos de Nishikawa e colaboradores (2004) que mostraram que a injecao i.c.v.
de CRF aumentou a ansiedade de camundongos no LCE e de Martins, Marras e
Guimaraes (1997), nos quais foi demonstrado efeito ansiogénico do CRF na MCP
de ratos, também no teste do LCE. Deste modo, pode-se sugerir que a MCP
estabeleceu-se como um importante sitio para o efeito ansiogénico do CRF. Neste
sentido, tem sido proposto que aferéncias excitatérias neuropeptidérgicas na MCP
como aquelas descritas por Gray e Magnuson (1992) oriundas de nucleos
relacionados com a ansiedade como amidala, hipotalamo e nucleo intersticial da
estria terminal (BNST), tém desenvolvido importante papel modulatério, causando
despolarizacdo de neurénios CRFérgicos desta estrutura (MARTINS; MARRAS;
GUIMARAES, 1997). Estudos in vitro (BOWER; SWISHER; BEHBEHANI, 2003)
demonstraram que a aplicacao de CRF em culturas de células da MCP por meio
de um eletrodo (pipeta de vidro acoplada eletrodo aplicador de pulsos elétricos
que provocam a injecao da droga, também denominado quimitrodo) produziu
significante aumento da taxa de disparos na maioria das células neuroniais
testadas. Além disso, esse efeito foi verificado em neurénios de diferentes colunas
da MCP (dorsolateral, dorsomedial e ventrolateral), demonstrando nao ser um
efeito sitio especifico. Tais evidéncias corroboram os achados de Swanson e
colaboradores (1983) e Merchenthaler (1984) que demonstraram, através de
estudos imuno-histoquimicos, a presenca de receptores CRF-érgicos em todas as
colunas da MCP.

Assim, a agdo ansiogénica do CRF evidenciada neste trabalho pode se
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dever a uma resposta excitatéria neuronal promovida pelo CRF associada a
despolarizacdo da membrana de neurdnios da MCP. Essa resposta ird originar
uma cascata de eventos, parte deles investigada nos experimentos seguintes do

presente estudo, culminando com a manifestacdo de comportamentos ansiosos.

A estimulagéo dos neurdnios da MCP com CRF também levou a alteragdes
da resposta nociceptiva. Como se pode observar na Figura 5, a microinjecao intra-
MCP de CRF (na dose mais elevada) provocou efeito antinociceptivo em animais
submetidos ao teste da formalina. E possivel que parte dos neurdnios ativados na
MCP pelo CRF pertencam ao sistema inibitério descendente da dor (FIELDS;
BASBAUM, 1999), uma vez que os animais apresentaram antinocicepcao. Este
sistema € composto por um feixe descendente de neurbnios que fazem sinapses
na MCP, de onde sdo enviadas projecoes para o Nucleo Magno da Rafe, entre
outras areas como, por exemplo, Locus Coeruleus e Nucleo Paragigantocelular. O
ramo descendente desse sistema termina com sinapses, principalmente
serotoninérgicas, no corno dorsal da medula espinhal (KHARKEVICH;
CHURUKANOQOV, 1999; MILLAN, 2002), resultando em inibicdo da transmissao
ascendente do impulso nociceptivo. Esta inibicado impede ou retarda a chegada da
informacao dolorosa nas vias superiores que processam a dor, como o talamo
sensorial, diminuindo a intensidade da dor (BEHBEHANI, 1995; FIELDS;
BASBAUM, 1999). Sendo assim, é possivel que a antinocicep¢do desencadeada
pela injecdo de CRF na MCP decorra da ativagdo do sistema inibitdrio
descendente e inibicdo da transmissdo dolorosa no corno dorsal da medula

espinhal.
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De acordo com a hipétese de que situacbes de estresse provocam
liberacdo de CRF em areas centrais envolvidas nas respostas defensivas
relacionadas ou nao ao eixo HPA (ALBECK et al., 1997; PLOTSKY; MEANEY,
1993; RODAROS et al., 2007). Desta forma, € plausivel sugerir que 0 mesmo
fendmeno também ocorra na MCP. A favor desta hipotese estdo os experimentos
de Martins, Marras e Guimaraes (2000), que demonstraram que o antagonismo de
CREF inibiu o efeito ansiogénico eliciado pelo estresse de imobilidade. Assim, tais
situacdes desencadeariam o aumento da transmissdo CRFérgica e consequente
ativacdo do sistema inibitério descendente (BOWERS; SWISHER; BEHBEHANI,
2003). Neste sentido, Lariviere e Melzack (2000) ja haviam destacado a MCP
como um sitio de potencial envolvimento na mediagdo da antinocicepcao induzida
pelo CRF injetado intracerebroventricularmente. Uma vez que existem evidéncias
sugestivas de que o estado de medo inibe a expressdo da resposta nociceptiva
(BOLLES; FANSELOW, 1980, SIEGFRIED et al., 1990) e que injegbes de CRF
aumentam a ansiedade no LCE (MARTINS; MARRAS; GUIMARAES, 1997 e
presentes resultados), é possivel que a antinocicep¢do provocada pelo medo

tenha o CRF como um dos mediadores.

De modo interessante, nenhuma das doses de CRF empregadas no
presente estudo eliciou respostas defensivas intempestivas de fuga, uma vez que
nao foram observados comportamentos de saltos e corridas, como aqueles
demonstrados com injecbes de NMDA no mesmo sitio (MIGUEL; NUNES-DE-
SOUZA, 2006). Mesmo assim, a antinocicep¢ao foi evidenciada tanto com CRF

como com NMDA quando microinjetados na MCP (MIGUEL; NUNES-DE-SOUZA,
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2006). Tais discrepancias sao sugestivas de que a excitagdo neuronial da MCP
provocada pela injecdo de CRF (BOWERS; SWISHER; BEHBEHANI, 2003),
embora resulte na ativacao do sistema inibitério descendente da dor, ndo leva a
reagdes comportamentais explosivas, indicando uma possivel diferenciacdo nas

vias neurais e transmissdes que modulam tais respostas.

Ambos os efeitos (ansiogénico e antinociceptivo) parecem nao depender da
sintese de NO, uma vez que a microinje¢ao prévia no mesmo sitio mesencefalico
do inibidor especifico da enzima NOSn, o NPLA, n&o reverteu tanto a ansiedade
como a antinocicepgao (Figuras 10 e 11). De modo interessante, os resultados
mostram também que tanto o efeito ansiogénico quanto a antinocicepcao parecem
ser mediados por receptores CRF1, uma vez que a injecdo local de seu
antagonista, o NBI 27914, bloqueou seletivamente ambos os efeitos, como pode

ser observado nas Figuras 6 e 7.

Além disso, os resultados obtidos neste trabalho indicam que embora
presentes na MCP (STECKLER; HOLSBOER, 1999), os receptores CRF2
parecem nao participar de ambos efeitos do CRF, uma vez que a prévia
microinjecdo de antisauvagine 30, antagonista deste subtipo de receptores foi
inécua aos efeitos do CRF, como se pode observar nas Figuras 8 e 9. Na mesma
direcdo, Sahuque e colaboradores (2006) demonstraram resultados semelhantes
a estes, embora a area estudada tenha sido o nucleo intersticial da estria terminal
(BNST). Nesse caso, a mediacdo da acao ansiogénica do CRF também foi
direcionada ao receptor CRF1, uma vez que da mesma forma que neste trabalho,

os antagonistas CRF1 e CRF2, respectivamente, reverteram e nao reverteram a
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acao ansiogénica do CRF neste nucleo.

A injecédo intra-MCP de CRF diminuiu tanto a porcentagem de entradas
como a porcentagem de tempo nos bracgos abertos do labirinto em cruz elevado.
Este resultado foi confirmado e fortalecido nos experimentos de injegdes
combinadas quando se injetava veiculo prévio a microinjecdo de CRF. Além disso,
o efeito ansiogénico se mostrou seletivo para os indices de ansiedade, uma vez
que o neuropeptideo nao alterou a frequéncia de entradas nos bragos fechados do
aparelho, uma medida amplamente utilizada para se avaliar a atividade
locomotora (CRUZ; FREI; GRAEFF, 1994; RODGERS; COLE, 1994). Estes
achados corroboram os trabalhos de Martins, Marras e Guimaraes (1997) e de
Nishikawa et al. (2004), nos quais foram observados efeitos ansiogénicos com
injecdes de CRF intra-MCP e i.c.v, respectivamente, em ratos expostos ao LCE.
Tomados em conjunto, esses resultados e os apresentados no presente estudo
sao sugestivos de que a MCP é um sitio importante para o efeito ansiogénico do

CRF.

Os resultados do experimento com inje¢coes combinadas de NPLA e NMDA
intra-MCP (capitulo 2) demonstraram que a acdo aversiva e ansiogénica do
glutamato, sobretudo aquela mediada por receptores NMDA apresenta-se
dependente da sintese de Oxido Nitrico (MIGUEL; NUNES-DE-SOUZA, 2006) ja
que o prévio tratamento com o NPLA inibiu os efeitos da ativacao deste receptor.
Entretanto, a mesma relagéo né&o foi verificada para o efeito ansiogénico do CRF,
uma vez que a inibicdo da sintese de NO n&o provocou qualquer alteragdo na

propriedade ansiogénica do CRF na MCP, em nenhum dos indices de ansiedade
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avaliados. Assim, com base nos resultados deste trabalho sugere-se que o NO
pode ndo participar da cascata de respostas intracelulares desencadeadas pela
liberacdo de CRF na MCP. Nesta mesma linha, Wilbert-Lampen e colaboradores
(2006) demonstraram que o CRF induziu aumento da liberagdo de endotelina 1
em culturas de células endoteliais, um efeito que foi bloqueado com o tratamento
com astressin, um antagonista ndo seletivo de receptores CRF. Entretanto, os
autores observaram que a liberagdo de NO néo foi alterada pelo CRF. Seguindo
esse sentido dissociativo da acdo CRF e NO, no qual acredita-se que o efeito
CRFérgico seja independente de NO, Terui et al. (2001) descreveram que o efeito
vasodilatador da urocortina (agonista de receptores CRFérgicos; SUDA et al.,
2004) nas corondrias de ratos acordados nao foi alterado pela injecao de L-NAME,
sugerindo que seu efeito ndo é via NO, o qual é conhecido ser um potente
vasodilatador. Esses achados, mesmo nao sendo oriundos de estudos envolvendo
a neurotransmissao central, sdo sugestivos de que a agdo do CRF pode nao
ocorrer por via nitrérgica. Assim, € possivel que, de modo semelhante a sua agao
em células endoteliais, a acao ansiogénica do CRF nao dependa de sintese de
NO. No entanto, quando injetado em combinagdo com NBI 27914, os indices de
ansiedade voltaram a valores semelhantes aos do grupo controle, diferindo-se do
grupo CRF (veiculo + CRF), sugestivo de que o aumento da resposta
comportamental defensiva provocada pelo CRF se deva a sua acao em receptores
CRF1 de modo majoritério ao CRF2, cujo antagonismo nao foi capaz de promover

mesmo efeito.

Neste sentido, cabe ressaltar que como descrito no Capitulo 1, o receptor
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CRF1 é pertencente ao grupo da familia de receptores acoplados a proteina Gs,
estimulatéria ou excitatéria. Uma vez ativado esse receptor ira desencadear uma
cascata de reacdes que ira culminar com a excitacdo neuronial. Neste conjunto de
respostas temos também a ativacdo de AMPc/PKA que ira fosforilar canais de
calcio, entre outros substratos, permitindo sua abertura e, consequentemente, o
influxo intracelular deste ion. Neste sentido, torna-se plausivel prever a ativagao
nitrérgica, uma vez que a disponibilidade de calcio, pré-requisito essencial para
ativacdo das enzimas sintéticas de NO, NOSn e NOSe (detalhado no capitulo 1),

foi elevada.

Entretanto isso parece nao ter ocorrido se basearmos neste trabalho
juntamente com aqueles supra citados. Um fato que pode colaborar no
esclarecimento do comportamento diferente do NO nos efeitos glutamatérgicos e
CRFérgicos é que os receptores glutamatérgicos NMDA e mesmo os
metabotrépicos podem mobilizar uma quantidade significativamente maior de
célcio comparado aos receptores CRF1, devido a natureza correspondente de
cada receptor. Ja é bem estabelecido que o receptor NMDA, bem como alguns
dos receptores glutamatérgicos metabétropicos (MGLUR) sdo capazes de
mobilizar alta concentracao de calcio. O NMDA por ser um canal iénico altamente
permeavel permitindo de modo rapido o influxo do ion e os receptores
metabotrépicos acoplados a proteina Gq, os quais, uma vez ativados, possuem a
caracteristica de liberar quantidade macica de calcio através da via da fosfolipase
C (PLC), que hidrolisa o fosfatidilinositol, gerando aumento da permeabilidade a

esse ion juntamente com a sua mobilizacdo do reticulo endoplasmatico
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(BERRIDGE, 1981). Com relacdo a quantidade de célcio disponibilizada pela
ativacdo dos diferentes tipos de receptores é possivel que a via glutamatérgica
seja capaz de mobilizar uma maior quantidade de calcio (canal ibnico e PLC)
tornando a enzima de sintese de NO, a NOS, mais ativada, produzindo, portanto,
maior quantidade de NO. Assim, comparada a ativacdao de CRF1, que embora
também provoque o influxo de calcio devido a via do AMPCc/PKA, essa
disponibilidade pode ser menor que a da via da PLC, produzindo menor
quantidade de NO. Dessa relagdo pode-se observar a importancia crucial do NO
na transmissao glutamatérgica, mas nao tao importante na CRFérgica, que
provavelmente utilize outros mediadores e mensageiros para estabelecer seus

efeitos.

Embora as evidéncias apontadas acima nao confirmem a participacdo do
NO nos efeitos ansiogénicos do CRF, existem estudos que demonstram a
interacdo entre CRF e NO em outros processos biologicos e, portanto, nao
corroboram os resultados deste trabalho. Por esta via seguem trabalhos como o
de Grossini et al. (2008), que recentemente observaram efeitos cardiovasculares
(aumento de fluxo coronariano, entre outros) provocados pela administracdo de
urocortina Il (um potente agonista CRF com maior afinidade para CRF2) em
porcos anestesiados. A possivel interacdo de mecanismos CRFérgicos com a
ativacdo nitrérgica se tornou estreita quando os autores demonstraram que esses
efeitos foram abolidos pelo pré-tratamento com L-NAME, um inibidor ndo seletivo
da NOS. Embora tais evidéncias tenham sido obtidas em estudos envolvendo

espécies diferentes (ratos x porcos) bem como diferentes procedimentos
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experimentais (animais acordados x animais anestesiados), deve ser salientado
que a compreensao dessa possivel interacdo - CRF/NO - necessita de novos
estudos, uma vez que este efeito dual do NO sobre neurotransmissores e
hormdnios ndo parece ser exclusividade da interacdo com o CRF. Na realidade,
esse perfil do NO é encontrado com outros compostos também, como nos efeitos
bifasicos sobre modulagdo da transmissdo glutamatérgica (CONTESTABILE,
2000; LIN et al, 2000; SISTIAGA; MIRAS-PORTUGAL; SANCHEZ-PRIETO,
1997), GABAérgica e serotoninérgica (LOVICK; PAUL, 1999; TRABACE;
KENDRICK, 2000). E possivel que essa caracteristica dual dos efeitos provocados
pelo NO possa explicar, pelo menos em parte, os resultados contraditérios da

literatura observados apds administracao de compostos relacionados ao NO.

Com relacdao a nocicepcdo, a microinjecao intra-MCP de CRF provocou
diminuicao do tempo de lambidas na pata tratada com formalina, indicando um
efeito antinociceptivo (Figura 5). No entanto, como o presente estudo buscou
investigar os efeitos de microinjecbes combinadas de CRF com NPLA, NBI ou
ASV30, para compreender 0S mecanismos subjacentes aos efeitos
antinociceptivos do CRF, fez-se necessario confirmar a antinocicepcao em
animais previamente tratados com veiculo. Assim, a exemplo do ocorrido no teste
de ansiedade, microinjecées combinadas de NPLA + CRF nao alteraram o perfil
antinociceptivo provocado pelo CRF (veiculo + CRF). Camundongos tratados com
NPLA + CRF apresentaram tempos de lambidas na pata tratada com formalina
semelhantes aos do grupo veiculo + CRF (Figura 11). Tais resultados sugerem

que o efeito antinociceptivo provocado pela microinjecdo intra-MCP de CRF
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também independe da sintese de NO.

Diferente do observado com o inibidor especifico de NOSn, a administracao
combinada de NBI 27914 e CRF na MCP resultou em atenuacdo da resposta
antinociceptiva. Os animais desse grupo apresentaram valores de tempo de
lambida na pata muito semelhantes aos do grupo controle (veiculo + veiculo) e, de
modo importante, estatisticamente diferentes daqueles do grupo veiculo + CREF,
caracterizando que 0s mecanismos subjacentes a antinocicepgédo induzida pelo
CRF sao via ativacao seletiva de receptores CRF1, uma vez que o tratamento
prévio com ASV, antagonista de CRF2, ndo alterou a antinocicep¢ao induzida pelo

CRF na MCP.

Se tomados em conjunto, os resultados apresentados neste capitulo sao
sugestivos de que os efeitos ansiogénico e antinociceptivo provocados pela
injecao intra-MCP de CRF nao dependem de NO, um resultado que difere do que
ocorre com a ativacao de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA (MIGUEL,;
NUNES-DE-SOUZA, 2006; item 2.3, Capitulo 2), porém decorrem da ativacao do

receptor CRF1, mas ndo de CRF2.

Assim, uma vez certificado o envolvimento do CRF, sobretudo via CRF1 na
antinocicepgao induzida pelo medo/ansiedade, realizou-se o experimento que teve
por objetivo investigar a agdo CRFérgica intra-MCP na antinocicepcao provocada
pela exposi¢dao ao LCE aberto. Como resultado, foi verificado que o tratamento
intra-MCP com NBI 27914 nao foi eficaz em reverter a antinocicepcao provocada
pela exposicdo ao LCE aberto. Isso pode se dever ao fato de que a exposicao a

este tipo de labirinto constitui um estimulo altamente aversivo se comparado LCE
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fechado (situacao controle), provocando uma resposta intensa de medo a qual
recrutaria uma série de neurotransmissores como o proprio CRF, glutamato,
serotonina entre outros. A inibicdo através do antagonismo de somente uma
neurotransmissao, que neste caso foi a CRFérgica via NBl 27914, pode nao ser
suficiente para atuar neste tipo de antinocicepcdo, uma vez que 0S outros
neurotransmissores continuaram atuantes substituindo o papel do receptor CRF1
que foi bloqueado. Neste sentido a antinocicep¢ao induzida pelo LCE aberto seria
um fenbmeno mais complexo que conta com a participagdo de outros
transmissores além do CRF e necessita estudos adicionais para maiores

esclarecimentos.



CAPITULO 4




105

EFEITOS DA MICROINJEGAO INTRA-MCP DE NOC-9 SOBRE OS
COMPORTAMENTOS DEFENSIVOS E NOCICEPCAO: AVALIAGAO DA

MEDIACAO CRFérgica

Estudos anteriores tém demonstrado que o NO é um composto
fundamental na exibicdo de comportamentos defensivos eliciados pela ativagao
glutamatérgica da MCP (CARVALHO-NETTO et al., 2009; DOMINGUEZ et al.,
2004; MIGUEL; NUNES-DE-SOUZA, 2006). Além disso, o NO, por si sé, parece
estar envolvido no desencadeamento de tais respostas, uma vez que a
microinjegao intra-MCP de compostos doadores de NO, como o cloreto de 3-
morfolinosilnomina (SIN-1) e a dietilamina do éxido nitrico (DEA/NQO), provocam
reacdes de fuga em ratos (DE OLIVEIRA; DEL BEL; GUIMARAES, 2000b; DE

OLIVEIRA et al., 2001).

Neste sentido, embora os resultados apresentados no Capitulo 3 apontem
para a nao participacdo do NO na acdo ansiogénica e antinociceptiva do CRF,
ainda se constitui relevante a realizacdo dos experimentos com os doadores de
NO na MCP. Isso se deve ao fato de que o aumento na sintese de NO, por
mimetizar um estimulo aversivo, poderia facilitar os efeitos antinociceptivos e
ansiogénicos do CRF. Tal hip6tese tem por base evidéncias que enfatizam serem
as situacdes aversivas e estressantes capazes de liberar este composto ou
intensificar sua transmissdo em diversas areas encefalicas relacionadas as
respostas defensivas, como amidala e possivelmente MCP (ALBECK et al., 1997;
MARTINS; MARRAS; GUIMARAES, 2000; PLOTSKY; MEANEY, 1993). Em
outras palavras, embora os efeitos ansiogénico e antinociceptivo do CRF na MCP
nao recrutem a sintese de NO na MCP de camundongos, conforme apontado no
Capitulo 3 do presente estudo, ndo esta excluida a possibilidade de que o

aumento da sintese de NO, induzido pela inje¢cdo do seu doador, nesta mesma
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estrutura, possa levar a efeitos pré-aversivos via liberacdo de CRF. Para testar
esta hipbtese, iniciou-se o experimento com o doador de NO, primeiramente, para
identificacdo dos efeitos deste composto sobre a nocicepcdo e em
comportamentos defensivos em camundongos. Posteriormente, foi testada a acao
do tratamento prévio intra-MCP com o NBI 27914 sobre o efeito aversivo e
antinociceptivo do doador de NO. Cabe ressaltar que o primeiro doador testado o
SIN-1 foi substituido pelo NOC-9, previamente estudado por Braga, Aguiar e
Guimaraes (2009) sendo o motivo explicado no item 4.2.8, delineamento

experimental.

4.1 OBJETIVO

Este estudo teve como obijetivo investigar o papel dos receptores CRF1 da
MCP nos comportamentos defensivos e na antinocicepcao desencadeados pela

injecao local do doador de éxido nitrico (NOC-9) em camundongos.

4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Sujeitos

Semelhante ao descrito no item 2.2.1, Capitulo 2.

4.2.2 Cirurgia e administracao de drogas na MCP

Semelhante ao descrito no item 2.2.2, Capitulo 2, com a excecao de que o

volume microinjetado na MCP foi de 0,2 uL, por motivos de diluicao.
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4.2.3 Farmacos

Foram utilizados: NOC-9 (6-(Hidroxi-1-Metil-2-nitrosohidrazino)-N-metil-1-
hexanamina, dose de 75 nmoles/0,2 pL) e NBI 27944 [5-cloro-4-(N-
ciclopropil)metil-N-propilamo)-2-metil-6-(2,4,6-triclorofenil) aminopiridina] - (2
nmole/0,2 uL), antagonista de receptores CRF1. As doses foram baseadas em
estudos anteriores (BRAGA; AGUIAR; GUIMARAES, 2009; HAMMACK et al.,
2003; JOCHMAN et al., 2005). O NBI foi solubilizado em DMSO (dimetil sulféxido)

e 0 NOC-9 em solugéo de TRIS-HCl em pH 10.

4.2.4 Avaliacao das reacoes de defesa

Imediatamente apds a injecao intra-MCP dos diferentes compostos ou seus
controles (ver detalhes abaixo em Delineamento Experimental), os camundongos
foram colocados em uma cuba de vidro (30 x 21 x 25 cm, a mesma descrita no
teste de formalina) por cinco minutos para a analise dos comportamentos

descritos abaixo:

A) Comportamentos defensivos: tempo de corrida, frequéncia de saltos e tempo
de congelamento.
B) Exploragdo do compartimento: tempo de locomogédo e frequéncia de

levantamentos.
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Todo o teste foi gravado através de um sistema de camera-TV-DVD e a
andlise comportamental foi feita analisando-se a midia de DVD por um observador
devidamente treinado para verificagdo e registro dos comportamentos. Os

seguintes comportamentos foram registrados:

¢ L evantamentos (frequéncia): Caracterizado pelo numero de vezes que o
camundongo permanece na postura bipede, apoiando-se ou nao nas

paredes da arena com as patas dianteiras.

e Saltos (frequéncia): Caracterizados por pulos verticais ou horizontais nos

quais o camundongo tira as quatro patas do solo.

e Corrida (duragéo): Caracterizada pelo tempo de trote (corrida mantendo o
padrdo de andar) ou galope (rapida corrida alternando entre as patas

anteriores e posteriores).

e Congelamento (duracao): Caracterizado pela auséncia total de movimento

exceto o de respiragao, enquanto o animal assume uma postura tensa.

e Locomocgao (duracéo): registro dos periodos em que o animal andava no

aparato.

4.2.5 Teste de Nocicepcao

A nocicepcao foi avaliada em grupos de animais diferentes daqueles

utilizados para avaliacao das reacoes de defesa, através do teste da formalina.
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4.2.5.1 Teste da formalina

Semelhante ao descrito no item 3.2.5.1, Capitulo 3.

4.2.6 Histologia

Semelhante ao descrito no item 2.2.5, Capitulo 2.

4.2.7 Analise Estatistica

Todos os dados foram submetidos ao teste de homogeneidade de Levene
e, quando necessario, transformados em raiz quadrada, raiz cubica ou LOG de n +
1 na base 10. Na sequéncia, os resultados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) de dois fatores independentes (fator 1: pré-tratamento na
MCP; fator 2: tratamento na MCP, melhor detalhado posteriormente). Finalmente,
os dados foram submetidos a analise post hoc de Duncan. Nos casos em que
mesmo apos as transformacdes Levene persistiu significante, que foram os
comportamentos de corrida, saltos e congelamento, analisados no experimento
4.B, mostrados na figura 13, os mesmos foram submetidos ao teste de Kruskal-
Wallis, andlise post hoc de Dunn. Além disso, o experimento 4.A, que consistiu de
somente um tratamento na MCP, as amostras foram submetidas ao Teste f de
Student ou ndo paramétrico de Mann-Whitney, quando o teste de Levene indicava
nao homogeneidade. Valores de p iguais ou inferiores a 0,05 foram considerados

significantes.
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4.2.8 Delineamento Experimental

4.2.8.1 Experimento 4.A: Avaliacao do efeito da microinjecao de NOC-9 na

MCP sobre os comportamentos defensivos e nocicepcao

Embora seja conhecida a agdo aversiva do NOC-9 na MCP de ratos
(BRAGA; AGUIAR; GUIMARAES, 2009), faz-se necessario caracteriza-lo como
aversivo na MCP de camundongos para, posteriormente, avaliar se essa agao
possui sensibilidade ao antagonista de CRF1. Além disso, faz-se relevante avaliar
os efeitos da injecao de NOC-9 na MCP sobre a nocicepcdo de camundongos.
Cabe ressaltar que o primeiro composto doador de NO escolhido para a realizagao
do presente estudo foi o SIN-1 (cloreto de amino-3-morfolinil-1,2,3-oxadiazdlio).
Contudo, inje¢des intra-MCP de SIN-1 provocaram convulsdes seguidas de ébito
em 40% dos camundongos testados. Tais mortes podem ter sido decorrentes do
potencial excitotéxico do SIN-1, levando a formacao de peroxinitritos, elementos
altamente prejudiciais @ membrana neuronial. Diante disso e em acordo com
sugestao apresentada pela assessoria da Fapesp ao nosso relatério, passamos a
utilizar o NOC-9, o qual tem menor potencial de formar peroxinitrito (BRAGA;
AGUIAR; GUIMARAES, 2009).

Comportamentos defensivos: os animais receberam microinjegéo intra-MCP
de NOC-9 (0 ou 75 nmoles/0,2 pL) e, em seguida, foram individualmente
colocados na cuba de vidro por cinco minutos para o registro dos comportamentos

descritos no item 4.3.4.



111

Nocicepcao: vinte e cinco minutos apds a injecao de formalina, os animais
receberam injecao intra-MCP de NOC-9 (0 ou 75 nmoles/0,2 uL) e, em seguida,
foram individualmente colocados na cuba de vidro para o registro da Fase 2 (25-

35 minutos) do teste de formalina (10 minutos de registro).

4.2.8.2 Experimento 4.B: Avaliacao dos efeitos do bloqueio de receptores
CRF1 com injecao intra-MCP de NBI 27914 (antagonista CRF1) sobre o efeito

aversivo do NOC-9 na MCP

Comportamentos defensivos: 0s animais receberam uma primeira
microinjecao intra-MCP de NBI 27914 (pré-tratamento; 0 ou 2 nmoles/0,2 ulL) e,
apés 10 minutos, foram tratados com uma segunda microinjecao intra-MCP de
NOC-9 (tratamento; 0 ou 75 nmoles/0,2 pL). Em seguida, cada camundongo foi
colocado na cuba de vidro por cinco minutos para o registro dos comportamentos
descritos no item 4.3.4.

Nocicepcao: quinze minutos apdés a injecao de formalina, os animais
receberam microinjegdo intra-MCP de NBI 27914 (pré-tratamento; 0 ou 2
nmoles/0,2 uL) e, apdés dez minutos, foram tratados com injecdo intra-MCP de
NOC-9 (0 ou 75 nmoles/0,2 pL). Em seguida, cada camundongo foi colocado na
cuba de vidro para o registro da Fase 2 (25-35 minutos) do teste de formalina (10

minutos de registro).
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Experimento 4.A: Avaliacao do efeito da microinjecao de NOC-9 na MCP

sobre os comportamentos defensivos e nocicepcao

A Tabela 4 mostra os efeitos da injecdo de NOC-9 (0 ou 75 nmol/0,2 pl)
intra-MCP sobre a resposta nociceptiva induzida pela injecdo de formalina a 2,5%
na pata bem como sobre os comportamentos de camundongos nao submetidos ao

teste nociceptivo.

No grupo nocicepg¢ao, os animais que receberam NOC-9 apresentaram
reducdo no tempo gasto lambendo a pata injetada com formalina 2.5% (U= 0; Z=

3,36; p< 0,05).

Para os animais que nao receberam a injecdo de formalina, foi observado
que os camundongos tratados com o NOC-9 expressaram comportamentos
defensivos quando comparados com o grupo controle (Corrida: U= 18; Z= -3,51;
p< 0,05; Saltos: U= 42; Z= -2,34; p< 0,05; Congelamento: U= 24; Z= -3,22; p<
0,05). Ainda, os animais que receberam NOC-9 apresentaram reduzidos, o tempo
gasto andando no aparato (locomocao) e a frequéncia com que realizavam o
comportamento de levantar (levantamentos), demonstrando diminuicdo da

exploracao (Locomocgéo: t= 4,1; p< 0,05; Levantamentos: t= 4,0; p< 0,05).
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Tabela 4 - Efeito da injecao intra-MCP de veiculo (TRIS) ou NOC-9 na resposta
nociceptiva [tempo de lambida na pata (em seg)], no tempo de corrida,
congelamento e locomogao (em seg) e na frequéncia de saltos e levantamentos
(N =12-16 por grupo).

Comportamento Veiculo NOC-9
Nocicepcao (seg) 84,5 + 131 12,5+48"*
Corrida 0 95+24"*
Saltos 0 3+1*
Congelamento 0 53,5+20,0*
Locomocéao 101,9+£8,9 383x119"*
Levantamentos 46 + 6 16+5"*

*p< 0,05 vs veiculo.

4.3.2 Experimento 4.B: Avaliacao dos efeitos do bloqueio de receptores
CRF1 com injecao intra-MCP de NBI 27914 (antagonista CRF1) sobre o efeito

aversivo do NOC-9 na MCP.

A Figura 13 mostra o efeito da microinjecéo intra-MCP de NOC-9 sobre os
diferentes comportamentos defensivos e nocicepcéo, e exploratérios exibidos por
animais previamente tratados com NBI 27914 no mesmo sitio. Com relacédo ao
comportamento de corrida, a andlise ndo paramétrica de Kruskal-Wallis revelou
diferencas significativas entre os grupos (H = 23,09; p< 0,05). Comparacdes
posteriores (teste de Dunn) mostraram que o grupo tratado com NOC-9 (veiculo +

NOC-9) apresentou tempo de corrida significativamente maior que o grupo
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controle (veiculo + veiculo). O pré-tratamento com NBI (NBI + NOC-9) reduziu a
resposta para valores significativamente menores que o grupo veiculo + NOC-9,
sem, entretanto, diferir do grupo controle. Nenhum outro tratamento alterou
significativamente o tempo de corrida.

Com relagédo ao comportamento de saltos, a analise ndo paramétrica de
Kruskal-Wallis revelou diferengas significativas entre os grupos (H = 20,10; p<
0,05). Comparacébes posteriores (teste de Dunn) mostraram que o grupo tratado
com NOC-9 (veiculo + NOC-9) apresentou frequéncia de saltos significativamente
maior que o grupo controle (veiculo + veiculo). O pré-tratamento com NBI (NBI +
NOC-9) reduziu a resposta para valores significativamente menores que o grupo
veiculo + NOC-9, sem, entretanto, diferir do grupo controle. Nenhum outro
tratamento alterou significativamente a frequéncia de saltos.

Com relagcdo ao comportamento de congelamento, a analise nao
paramétrica de Kruskal-Wallis revelou diferencas significativas entre os grupos (H
= 22,06; p< 0,05). Comparagdes posteriores (teste de Dunn) mostraram que o
grupo tratado com NOC-9 (veiculo + NOC-9) apresentou periodos em
congelamento significativamente maiores que o grupo controle (veiculo + veiculo).
O pré-tratamento com NBI (NBI + NOC-9) ndo alterou estatisticamente a resposta
de congelamento se comparada o grupo veiculo + NOC-9. Entretanto, este grupo
(NBI + NOC-9) também nao foi diferente do controle, sinalizando um indicio de
efeito. Nenhum outro tratamento alterou significativamente tempo de
congelamento.

Tratando-se da nocicepcao, ANOVA de dois fatores revelou diferencas para

o fator tratamento (F12s = 10,6; p< 0,05) e interacdo entre os fatores (F128 = 5,12;
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p< 0,05). Comparacbes posteriores (Teste de Duncan) revelaram que o NOC-9
produziu antinocicepgao (veiculo + NOC-9 x veiculo + veiculo). O pré-tratamento
com NBI (NBI + NOC-9) preveniu a resposta antinociceptiva eliciada pelo NOC-9.

Com relagdo ao comportamento locomotor, a ANOVA de dois fatores
revelou diferencas para o fator pré-tratamento (F132 = 8,29; p< 0,05), bem como
para o fator tratamento (F132 = 11,76; p< 0,05), sem indicar interacao entre estes
dois fatores (F132 = 0,95; p> 0,05). Comparagdes posteriores (Teste de Duncan)
revelaram que o grupo tratado com NOC-9 (veiculo + NOC-9) apresentou menores
periodos de locomocédo comparados ao grupo controle (veiculo + veiculo). O pré-
tratamento com NBI (NBI + NOC-9) reduziu a resposta hipolocomotora para
valores significativamente diferentes do grupo veiculo + NOC-9, sem, entretanto,
diferir do grupo controle. Nenhum outro tratamento alterou significativamente a
frequéncia de saltos.

Com relagdo ao comportamento de levantamento, a ANOVA de dois fatores
nao revelou diferencas para o fator pré-tratamento (F13. = 0,26; p> 0,05), mas
revelou diferencas para o fator tratamento (F13» = 6,35; p< 0,05), sem indicar
interacdo entre estes dois fatores (Fis» = 0,006; p> 0,05). Comparacoes
posteriores (Teste de Duncan) revelaram que ambos os grupos tratados com
NOC-9 (veiculo + NOC-9 e NBI + NOC-9) apresentaram menores frequéncias de
levantamentos comparados ao controle, denotando que o efeito do NOC-9 sobre o
comportamento de levantamento persistiu mesmo com o pré-tratamento com o

NBI.



116

CORRIDA SALTOS
*
20 - 8 - *
18 | 71
16 -
14 | 61
% 12 1 § 5 |
g_ 10 <g 44
o 84 g
- 61 £ 3]
4 A # 21 #
2 14
ol - - m . .
i i NOC9 ) . -
wiculo  NOCS weiculo wiculo NOC9 wiculo  NOC9
veiculo NBI .
veiculo NBI
CONGELAMENTO NOCICEPCAO
140 - 160
*
120 140 1 #
100 - 120
= = 100 1
< 801 5
g o 80
£ 60| §
K = 60 *
40 - 40
20 | i 20 |
04 - - 0-
veiculo NOC9 veiculo NOC9 veiculo NOC9 veiculo NOC9
veiculo NBI veiculo NBI
LOCOMOGAO LEVANTAMENTOS
I_ *
140 45 §|
120 40
35
100
_ # g 30
2 80 2 25
g 3
20
3 " g
= L 15
40 -
10
20 5
0- 0
veiculo NOC9 veiculo NOC9 veiculo NOC9 veiculo NOC9
veiculo NBI veiculo NBI

Figura 13: Efeito da microinjecdo de NOC-9 na MCP sobre diferentes comportamentos
em camundongos pré-tratados com NBI 27914. N= 8-11 animais por grupo. * p< 0,05
comparado com grupo controle e # p< 0,05 comparado com grupo veiculo + NOC9.
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4.4 DISCUSSAO

De acordo com os resultados apresentados neste capitulo, a microinjecao
intra-MCP de NOC-9 foi eficaz em induzir comportamentos de defesa tais como
corrida, saltos e congelamento, além de antinocicepc¢ao e diminuir a exploracao do
aparato evidenciado pela reducdo na frequéncia de levantamentos e de
locomogao. A queda no comportamento exploratério pode ser decorrente do
aumento do tempo de congelamento. No entanto, este perfil comportamental
exprime a situagdo aversiva que o animal estd demonstrando sofrer como
consequéncia ao tratamento intra-MCP desse doador de 6xido nitrico. O efeito
aversivo da injecdo do NOC-9 ja foi anteriormente demonstrado em ratos por
Braga, Aguiar e Guimaraes (2009), os quais relacionaram expressao de respostas
defensivas e diminuicdo da distancia percorrida pelos animais que receberam
esse doador de NO na MCP dorsolateral. Além disso, esses autores também
sugeriram que tal efeito pode ser mediado pela formagdao de GMPc, uma vez que
foi observada reversao da resposta pelo prévio tratamento com ODQ, um inibidor

da sua enzima de sintese, a guanilato ciclase.

De modo semelhante ao demonstrado por Braga, Aguiar e Guimaraes
(2009), neste trabalho foi observado que a resposta comportamental eliciada pelo
NOC-9 na MCP de camundongos consistiu de inicio imediato a sua microinjecao,
produzindo a exibicdo de comportamentos explosivos (corrida e saltos). Os efeitos
comportamentais desencadeados pelo NOC-9 mostram-se com menor duragao

que o observado com outro tipo de doador de NO, o SIN-1, o qual provoca
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reacbes de inicio tardio (alguns minutos ap6s microinjecédo), contudo de longa
duragdo (DE OLIVEIRA; DEL BEL; GUIMARAES, 2000b; MOREIRA;
MOLCHANOV; GUIMARAES, 2004). Essa diferenca no decurso temporal da
resposta produzida pelas duas moléculas doadoras de NO pode ser reflexo da
cinética de liberacdo de NO promovida por esses doadores. Enquanto o NOC-9
promove uma liberacdo imediata de NO em pH fisiol6gico, com meia-vida
aproximada de trés minutos (BRAGA; AGUIAR; GUIMARAES, 2009; SECCIA et
al., 1996), o SIN-1 a produz de modo continuo e lento podendo durar até dez
minutos  (BRAGA; AGUIAR; GUIMARAES, 2009; GOSS; HOGG;
KALYANARAMAN; 1997). Entretanto, conforme descrito em estudos anteriores
(BRAGA; AGUIAR; GUIMARAES, 2009; DEL CARLO JR; LOESER, 2002), o SIN-
1 possui a caracteristica de produzir peroxinitrito, uma molécula altamente reativa
capaz de induzir lesdo e morte celular por estresse oxidativo e lise da membrana
plasmatica. Talvez tenha sido esta caracteristica do SIN-1 a causa da dificuldade
de trabalho com este composto, verificada na tentativa de seu uso no presente
estudo. Sucintamente, a injecdo intra-MCP de SIN-1 provocou convulsdes
seguidas de 6bito em 40% dos camundongos testados. Devido a esse perfil toxico
do SIN-1, optamos por substitui-lo pelo NOC-9, seguindo também sugestdo da

assessoria da Fapesp ao nosso relatério como bolsista.

A segunda parte do presente estudo investigou o efeito da injecdo do
antagonista CRF1, NBI 27914, na aversdo provocada pelo NOC-9 em
camundongos. Neste sentido, um fato bastante curioso que este trabalho

demonstrou foi que embora o NO nao tenha se comportado como elemento chave
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na expressao das respostas mediadas pelo CRF, conforme apresentado no
terceiro capitulo, a via contraria parece ser diferente, ou seja, o CRF demonstrou
ser importante na expressdao das respostas comportamentais defensivas e da
antinocicepcao produzidas pelo aumento do ténus nitrérgico na MCP.

Deste modo, o efeito aversivo (corrida, saltos e congelamento) eliciado pelo
aumento do ténus nitrérgico na MCP, conferido pela microinjecdo de um composto
doador de NO, o NOC-9, foi atenuado pelo prévio antagonismo de receptores

CRFérgicos subtipo CRF1, através do emprego do NBI 27914.

Assim, € possivel sugerir que a aversao provocada pelo NO pode ser um
elemento que contribui para a liberacdo de CRF e, portanto, a intensificacdo de
sua transmissdo na MCP. Entretanto, quando seu receptor esta bloqueado, pelo
menos o subtipo CRF1, o CRF liberado é impossibilitado de se ligar a este,
impedindo sua agéo que, como discutido acima, consiste, entre outras respostas,
na ativacao neuronal. Esta hipétese corrobora estudos anteriores destacando a
liberacdo de CRF por facilitacdo da producdo de NO em outras estruturas
pertencentes ao sistema aversivo (RABER; KOOB; BLOOM, 1995). Esses autores
demonstraram haver liberacdo de CRF na amidala e hipotalamo apés
administragdo de nitroprussiato, um doador de NO. Além disso, estes achados,
juntamente com os de Karanth, Lyson e McCann (1993), relacionaram o0 NO como
o responsavel pela liberagcdo de CRF induzida por interleucina 2 e pelo
neurotransmissor acetilcolina nestes ndcleos, uma vez que o tratamento prévio
com o inibidor da sintese de NO, o LNMA (N-metil-L-arginina), foi eficaz em

reverter tais efeitos. O estudo de Raber, Koob e Bloom (1995) descreveu ainda
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que a concentracao basal de CRF nao foi afetada apéds o tratamento com o LNMA,
indicando que o NO parece ndo mediar a liberagcdo de CRF em tais condicoes,

efeito também observado no estudo de Costa et al. (1993).

Além destes trabalhos, Lee, Kim e Rivier (1999) demonstraram que a
inje¢do intracerebroventricular de SIN-1 foi capaz de induzir a elevacdo nos
indices plasmaticos do horménio adrenocoticotréfico (ACTH), sendo esta resposta
abolida pelo tratamento prévio com anticorpo anti-CRF, peptideo precursor do
ACTH. Ademais, o SIN-1 também promoveu a indugado da transcricdo génica de
CRF, além de também elevar os niveis de RNA mensageiro para o receptor CRF1
e para o NGFI-B. Este ultimo trata-se de um gene de expressao imediata,
indicador do aumento da atividade neuronal. Este fator estimula a transcricao
génica através de elementos responsivos ao NGFI-B, compartilhando sequéncias-
consenso na regiao promotora com o gene indutor da producdo de CRF e
esterdides (CHAN et al., 1993, LEE; KIM; RIVIER, 1999; WILSON et al., 1991), em
outras palavras, o NGFI-B € utilizado como um marcador de atividade de
neurdnios envolvidos com o CRF. Com base nesses trabalhos, € plausivel sugerir
que a liberacdo de CRF pode ser induzida pelo NO em diferentes sitios
encefalicos, incluindo-se aqui a MCP. Embora atraente, esta hipdtese necessita
ser estudada em novos experimentos voltados a explicar a auséncia de efeito do
doador de NO intra-MCP nos comportamentos defensivos, tal como observado no
presente estudo em animais pré-tratados com o antagonista CRFérgico nesta

mesma estrutura mesencefalica .

O modo de acédo pelo qual o NO atua favorecendo a liberagdo de CRF
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permanece incerto e, portanto, constitui um campo em potencial de pesquisa.
Entretanto, Raber, Koob e Bloom (1995) sugerem que este fendmeno pode ser
decorrente do efeito excitatorio direto do NO sobre os neurdnios CRFérgicos ou,
de modo indireto, através da acdo nas células da glia. Esta ultima hipbtese é
sustentada no estudo de Nedergaard (1994), que demonstrou ser o NO produzido
nestas células capaz de induzir influxo de célcio, levando a exocitose de
neurotransmissores em astrécitos e neurdnios vizinhos. Se assim, 0s neurdnios
CRFérgicos poderiam ser modulados através de conexdes intercelulares com

gliécitos, que afetariam a sua excitabilidade.

Um resultado curioso e complexo, observado no terceiro capitulo € nos
estudos de Martins, Marras e Guimaraes (1997), é que a estimulacdo CRFérgica
foi eficaz em induzir efeito ansiogénico no LCE sem, no entanto, promover
reacbes explosivas como aquelas promovidas pela microinjecdo do NOC-9
(presente capitulo). Entretanto, o CRF parece participar de tais rea¢des induzidas
pelo doador de NO, uma vez que o bloqueio do receptor CRF1, atenuou o efeito
do doador na MCP. Uma tentativa de esclarecer esta situacdo emerge da
possibilidade de participacdo do glutamato neste complexo circuito. Como
demonstrado no Capitulo 2, a microinjecao intra-MCP de baixas doses de NMDA,
agonista glutamatérgico de receptores NMDA, provocou efeito ansiogénico no
LCE, sem levar a comportamentos explosivos (saltos e corrida), os quais séo
observados quando este composto € administrado em doses mais elevadas
(BANDLER, 1988; BITENCOURT et al., 2004; MIGUEL; NUNES-DE-SOUZA,

2006). O doador de NO provocou estas reacoes explosivas neste trabalho e
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também em estudos anteriores, 0s quais indicaram uma participacao
glutamatérgica, uma vez que a microinjecdo de um antagonista de receptores
NMDA, o AP-7, preveniu o efeito do doador (MOREIRA; MOLCHANOV;
GUIMARAES, 2004). Além disso, estudos anteriores mostraram que doadores de
NO séo eficazes indutores da liberagdo de ambos os transmissores (glutamato e
CRF) em outras estruturas relacionadas as respostas defensivas como amidala e
hipotalamo (PRAST et al., 1996; RABER; KOOB; BLOOM, 1995). Este ultimo fato,
somado aos achados mostrando que o CRF também possui propriedade de
induzir liberacdo de glutamato sob condi¢coes de estresse (SKORZEWSKA et al.,
2009), é sugestivo de que o CRF possa colaborar na liberagcdo de glutamato
induzida pelo doador de NO, e que, juntamente, ambos CRF e NO produziriam
liberacdo de excessivas quantidades de glutamato, provocando reagdes
defensivas explosivas. Em se tratando da inje¢cdo pura do peptideo CRF, é
possivel que haja indugéo da liberagdo de glutamato, como descreve o estudo de
Skorzewska e colaboradores (2009). Entretanto, tal liberacdo promovida somente
pelo CRF provavelmente ndo € tado pronunciada como a que seria desencadeada
quando em conjunto com o doador. Se assim, a microinjecado somente de CRF
provocaria efeito ansiogénico, como verificado no Capitulo 3, possivelmente com
colaboracdo de pequenas quantidades de glutamato que foi liberado, resultando
em ansiogénese, porém em quantidades insuficientes para induzir
comportamentos defensivos explosivos. Embora atraente, essa assuncgao

necessita ser investigada em experimentos futuros.



CAPITULO 5
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COMPORTAMENTO AGRESSIVO EM CAMUNDONGOS: ESTUDO DA

MEDIACAO DO RECEPTOR CRF2 NO NUCLEO DORSAL DA RAFE '

Os animais, bem como a espécie humana, sdo sempre confrontados com
situagbes que geram conflito, desafio ou mesmo dificuldades a vida cotidiana.
Desde a busca do alimento até mesmo a luta pela aquisicao e manutencao do
espaco e territério adquiridos, como no caso dos animais selvagens, muitas vezes
exige imposicdo, dominéncia ou ainda confronto corporal, 0 que néao é raro em
muitas espécies como os roedores. Desta forma, os confrontos dos animais com
situacdes que induzem medo e ansiedade resultam em uma série de respostas
comportamentais defensivas como, por exemplo, luta, fuga, imobilidade,
vocalizacdo e outros comportamentos, bem como na ativagdo neurovegetativa
expressa por eventos como taquicardia, hipertensdo, defecagdo e outros. Tais
reagdes sdo geralmente acompanhadas de inibicdo da resposta a estimulos
nociceptivos (antinocicepcéao), (KELLY, 1986; RODGERS, 1995). Os mecanismos
subjacentes a antinocicepcao induzida pelo medo/ansiedade tém sido alvo de
muitas investigacdes, levando para tal fim o emprego de modelos animais
originalmente desenvolvidos para o estudo desses estados emocionais.

Parte destas respostas descritas acima foi alvo das investigacdes arroladas
nos capitulos anteriores do presente estudo. Assim, este capitulo tratara de outro

componente que também pode estar relacionado a ansiedade, qual seja, o

' Experimentos realizados no Departamento de Psicofarmacologia — Tufts University, Medford,

Massachusets, EUA; sob supervisao do Professor Dr. Klaus Miczek.
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comportamento agressivo conforme apresentado em diversos trabalhos que
objetivaram estabelecer tal relacdo (BEIDERBECK; NEWMAN; VEENEMA, 2007;
FERREIRA et al., 2002; NEWMAN; VEENEMA; BEIDERBECK, 2010; NYBERG;
VEKOVISCHEVA; SANDNABBA, 2003). Esta relacdo ansiedade x agressao,
embora seja um tépico importante em neurobiologia, ainda é vasto campo de
pesquisa e necessita de maiores esclarecimentos, tornando-se, por esta causa,
alvo de estudo e motivo da realizagdo do estagio no Departamento de

Psicofarmacologia da Tufts University, Medford, Massachsets, EUA.

5.1 COMPORTAMENTO AGRESSIVO E ANSIEDADE

Para um melhor entendimento do comportamento agressivo, primeiramente
faz-se necessario diferenciar o tipo de agressividade que determinada situacao
elicia. Segundo Blanchard, Wall e Blanchard (2003), as agressdes defensiva e
ofensiva sdo comportamentos distintos. Elas podem ser diferenciadas em
aspectos comportamentais caracteristicos exibidos por cada tipo de agressao,
como a regido preferencial atacada no corpo do oponente. Por exemplo, a
agressao ofensiva se concentra em ataques nos flancos e dorso, enquanto a
defensiva se caracteriza por ataques difusos no focinho do oponente
(BLANCHARD; WALL; BLANCHARD, 2003).

Sucintamente, o comportamento agressivo defensivo é parte do repertério
de respostas frente a uma situagdo aversiva, que pode ser recrutado quando o
animal estd sob ameacga proximal, da qual ndo é mais possivel fugir, como, por

exemplo, na reacdo presa-predador. Esta agressdo defensiva é eliciada em
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situagbes de medo e ansiedade, com o objetivo de preservacao da vida e
integridade corporal, possuindo raizes na evolugdo das espécies e pode ser
evidenciada em alguns modelos animais como, por exemplo, o MTDB (mouse
defense test battery — GRIEBEL; BLANCHARD; BLANCHARD, 1996). Por outro
lado, a agressao ofensiva mostra-se de forma impulsiva, como resposta a um
desafio ou situagdo desafiadora. Por exemplo, é apresentada em situacées em
que um novo sujeito (chamado de intruso) adentra o ambiente do residente.
Assim, existem substancias, como a fluprazina e eltoprazina, com propriedades
ansiogénicas no LCE (RODGERS et al., 1992), que reduzem seletivamente a
agressao ofensiva, sem afetar a defensiva (BLANCHARD et al., 1985). Além
disso, estudos anteriores mostraram que situagdes aversivas que eliciam
respostas induzidas pelo medo, também sdo eficazes em reduzir o
comportamento agressivo ofensivo, mas ndo o ataque defensivo, demonstrando
tratar de dois tipos distintos de comportamento agressivo com motivacbes e
causas diferentes (BLANCHARD; BLANCHARD, 1989; BLANCHARD et al., 1980;
BLANCHARD; HORI; BLANCHARD, 1988). Com base nestes achados a agressao
defensiva caracteriza-se por uma situacao extrema e inescapavel de medo onde o
animal percebe risco de vida, enquanto a ofensiva € motivada por um desafio e/ou
tentativa de conquistas como territorial, fémea para acasalamento e outros. Neste
caso, 0 medo e ansiedade trariam prejuizos aos animais a sairem para realizar
tais conquistas diminuindo a ofensividade.

Estes achados, somados ao fato que ansioliticos classicos, como os
derivados benzodiazepinicos, também exercem efeito no comportamento

agressivo ofensivo, revelam uma correlacdo entre este tipo de agressdo e
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ansiedade. Agressao e ansiedade sao estados emocionais que estao associados
com uma série de desordens psiquiatricas, e estudos farmacologicos e
comportamentais tém sugerido uma relacdo entre essas emog¢des em modelos
animais (FERRARI et al., 1998; MICZEK, 1974; MICZEK et al., 1995). Entretanto,
esta relagao entre ansiedade e agressao ofensiva ainda nao é bem entendida, de

modo que existem trabalhos apontando para diregdes distintas.

Por um lado, uma expressiva correlacado negativa foi encontrada entre o
nuamero de ataques realizados por camundongos machos a um oponente no teste
intruso-residente, e o tempo gasto no compartimento claro do teste claro-escuro,
um classico modelo animal de ansiedade. Sucintamente, os animais que mais
exibiam comportamento agressivo gastavam menos tempo no compartimento
claro, exibindo também maior grau de ansiedade. Este achado propde que os
animais mais ofensivos sdo também os mais ansiosos (CLEMENT;
CHAPOUTHIER, 1998; GUILLOT; CHAPOUTHIER, 1996). Ainda nesta direcao,
Palanza e colaboradores (1996) encontraram que o clordiazep6xido, um ansiolitico
benzodiazepinico, foi eficaz em reduzir os ataques de camundongos lactantes
contra intrusos.

Por outro lado, existe uma série de trabalhos nos quais foi demonstrado
que baixas doses do mesmo composto, clordiazepdxido, foram eficazes em
intensificar o comportamento agressivo em diferentes testes de agressédo, como
no teste intruso-residente e na agressao exibida por fémeas lactantes em ratos e
camundongos (MICZEK, 1974; MICZEK; O'DONNELL, 1980; MOS; OLIVIER; VAN

OORSCHOT, 1987). Tais resultados foram corroborados no estudo de Ferreira e
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colaboradores (2002), no qual foi demonstrado que fémeas lactantes exibiram
diminuicdo da ansiedade no LCE e maiores niveis de agressdao quando
comparadas com as fémeas nao lactantes. Como apontado acima, os efeitos
antiagressivo (BLANCHARD et al., 1985) e ansiogénico (RODGERS et al., 1992)
dos compostos fluprazina e eltoprazina parecem contribuir para essa
interpretacdo. Ainda neste sentido, podemos citar os estudos de Beiderbeck,
Newman e Veenema (2007), os quais encontraram que linhagens de Ratos Wistar
mais € menos ansiosas diferenciavam-se nos testes de agressdo, demonstrando
que os animais da linhagem que explorava mais os bragos abertos do LCE eram
também os que apresentaram maior nivel de agressividade quando comparados
aos animais mais ansiosos. Ainda neste sentido, linhagens de camundongos
Swiss albino geneticamente diferenciadas em agressivos e nao agressivos
desempenharam papéis concorrentes em testes de ansiedade. Os animais
agressivos foram menos ansiosos no teste do LCE e Claro-escuro que 0s menos
agressivos, enquanto camundongos ndo selecionados, usados como controle,
demonstraram escores intermediarios (NYBERG; VEKOVISCHEVA;

SANDNABBA, 2003).

Tomados em conjunto, esses achados sugerem uma correlagdo negativa
entre ansiedade e agressdo, ou seja, um elevado nivel de comportamento
agressivo ofensivo pode requerer um baixo nivel de ansiedade. Neste sentido,
Nyberg, Vekovischeva e Sandnabba (2003), enfatizaram haver diferentes
estratégias de confrontamento entre as linhagens mais e menos agressivas. A

estratégia adotada quando é necessario interagir com um novo parceiro ou
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territorio pode ser diferenciada com base no grau de ansiedade. Assim, machos
selecionados geneticamente como menos agressivos tenderiam a exibir
comportamentos passivos e de esquiva voltados a proteger e evitar ataques de
um oponente nao familiar. Em contrapartida, machos mais agressivos,
selecionados geneticamente, adotariam outra estratégia comportamental em que
prevalece a exibicdo de uma postura ofensiva onde atacar primeiro traria
resultados mais relevantes para impor dominancia, mesmo se apresentada em um
novo ambiente.

Em 1997, Sandnabba realizou um estudo com estes camundongos
selecionados geneticamente no qual estes animais foram colocados em grandes
viveiros experimentais separadamente, como simulacdo da vida selvagem,
permitindo que fossem formados territorios individuais. Foi observado que os
machos ndo agressivos preferiam permanecer em suas regiées por quase todo
tempo, provavelmente em busca de seguranca e abrigo, evitando encontros e
combates co-especificos. Entretanto, os machos agressivos cruzavam o territério
e iniciavam combates entre eles de modo frequente e exibiam alto indice de
exploracao, parecendo estarem seguros, mesmo em novos ambientes. Isto pode
ser interpretado como baixo nivel de ansiedade em machos agressivos. Contudo,
um certo nivel de ansiedade na vida selvagem faz-se interessante devido ao fato
de que o elevado grau de comportamento exploratério, sem cuidado e sem
avaliacdo do risco potencial, pode constituir em risco de vida para o animal. Do
ponto de vista evolutivo, a selecdo natural pode favorecer animais mais ansiosos
quando expostos a ambientes altamente perigosos, pois ndo sairdo das areas

seguras. Por outro lado, em ambientes menos hostis, machos dominantes,
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exploradores e agressivos tém maior indice de sobrevivéncia e sucesso em
encontrar comida, dominio territorial e comportamento sexual, perpetuando a
espécie. Neste sentido, alguns autores propuseram que doses ansioliticas de
benzodiazepinicos intensificam o comportamento agressivo devido a uma acao de
desinibicdo comportamental, cabendo ressaltar que se a dose for elevada nao
havera aumento da agressividade podendo inclusive provocar supressao devido
ao efeito sedativo (MICZEK, 1974; MICZEK; O’'DONNELL, 1980; MOS; OLIVIER,;
VAN OORSCHOT, 1987)

Por isso, com base nesta relacdo ainda néo claramente elucidada, haja
vista a dualidade observada nos resultados até entdo publicados com respeito a
interacdo ansiedade x comportamento agressivo, este trabalho foi realizado. Este
estudo avaliou o comportamento agressivo de camundongos e o possivel papel do

Fator de Liberagéo de Corticotrofina (CRF).

5.2 COMPORTAMENTO AGRESSIVO E CRF

O fator de liberagéao de corticotrofina (CRF) é um peptideo de 41 residuos
de aminoacidos com papel fundamental na génese das respostas ao estresse.
Além da sua funcéo classica de ativar o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA)
nestas situagdes (VALE et al.,, 1981), um grande corpo de evidéncias tem
destacado ser de elevada importancia sua agao extra-hipotaldmica, atuando como
neurotransmissor em respostas fisioldégicas e comportamentais ao estresse. Neste
sentido, infusbes intracerebroventricular ou intrandcleos encefalicos especificos

deste peptideo induzem uma série de respostas relacionadas ao estresse,
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incluindo alteracbes na atividade locomotora e comportamento de autolimpeza,
inducdo de comportamentos relacionados a ansiedade e alteragbes na ingestao
alimentar. Tais respostas podem ser abolidas ou atenuadas pela infusdo de
antagonistas de CRF (COSTE et al., 2006; KOOB; HEINRICHS, 1999;
STECKLER; HOLSBOER, 1999). O desequilibrio entre as vias relacionadas ao
CRF e urocortinas (1, 2 e 3, agonistas CRFérgicos) tem sido implicado na
patogenia de sindromes psiquiatricas em humanos (ARBORELIUS et al., 1999;
GOLD; CHROUSQOS, 1999; GOLD et al., 1996). Ainda no ambito do estresse, o
comportamento agressivo envolve padrées comportamentais adicionais eliciados
pelo estresse (BLANCHARD; BLANCHARD, 1977; FARROKHI et al., 2004). Uma
fonte geradora de estresse € a ameaca territorial que pode colocar em desafio a
dominancia e supremacia, fato este que pode eliciar a agressao ofensiva.
Contudo, a presenca de predadores ou ataques co-especificos intensivos
constituem outro tipo de ameaca, desta vez a vida e a integridade fisica, sendo
indutores de agressao defensiva (BLANCHARD et al., 2003). Embora pouco mais
estudado nos comportamentos relacionados a ansiedade, o papel do CRF é
controverso e ainda nao esta bem elucidado no que diz respeito ao
comportamento agressivo.

Por um lado, existem relatos prévios em que a injecdo
intracerebroventricular de CRF reduz o comportamento agressivo em
camundongos (MELE et al., 1987). Além disso, a expressdao de outros modelos
como a agressao materna em camundongos também foi diminuida pelo
tratamento com CRF (GAMMIE et al., 2004). Entretanto, por outro lado, existem

trabalhos, como o de Habib e colaboradores (2000), que mostraram que a
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antalarmina, um antagonista de receptores CRF1, tendeu a reduzir a
agressividade em macacos rhesus, e o de Farrokhi e colaboradores (2004), que
encontraram diminuicdo do comportamento agressivo em hamsters, apds o
tratamento com SSR125543A, um antagonista CRF1.

Com base nestes resultados discrepantes e de complexa interpretagdao do
papel do CRF1 no comportamento agressivo, os experimentos foram direcionados
na pesquisa da atuacdo do receptor CRF2, ainda pouco estudado, nestas
respostas. Pelo fato do nucleo dorsal da rafe (NDR) ser uma das poucas
estruturas que possuem alta expressao desses receptores (AMAT et al., 2004;
CHALMERS; LOVENBERG; DE SOUZA, 1995), este nucleo se tornou um forte
candidato a ser o sitio da acdo CRFérgica no comportamento agressivo e levou-
nos a levantar a hipétese do envolvimento desses receptores nestes
comportamentos.

Além disso, escolha do CRF teve como base os resultados de Martins,
Marras e Guimaraes (1997), bem como aqueles apresentados nos capitulos
anteriores deste trabalho, nos quais foi demonstrado seu efeito ansiogénico
quando microinjetado na matéria cinzenta periaquedutal de ratos e camundongos.
Assim, o estudo da acado do CRF no comportamento agressivo poderia ajudar no
entendimento da possivel interagdo ansiedade x comportamento agressivo em

roedores.

5.3 OBJETIVO

Investigar a participacdo da transmissdo CRFérgica através do receptor

CRF2 no nucleo dorsal da rafe, na agressao ofensiva em camundongos.
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5.4 MATERIAIS E METODOS

5.4.1 Sujeitos

Camundongos Suigcos albinos machos da linhagem CFW (25-359g),
provenientes do biotério Charles River Laboratories Co., USA, foram acomodados
em pares com uma fémea em caixas de policarbonato transparente (28 x 17 x 12
cm), com assoalho coberto com maravalha. Os animais residentes tiveram livre
acesso a ragao, enquanto a agua era fornecida durante 4 horas por dia. O restante
do dia, os animais eram privados para realizacdo do protocolo de auto-
administragdo. Os animais intrusos foram mantidos em caixas maiores (48 x 26 x
16 cm), acomodados em 6-10 sujeitos por caixa, com livre acesso ao alimento e a
agua. Todos animais foram mantidos em condicées controladas de temperatura
(22 £ 1°C), umidade (30-40 %) e ciclo invertido de luz (ciclo de 12/12 horas, luzes

acesas as 19:00).

5.4.2 Autoadministracao de alcool

O éalcool foi utilizado como ferramenta experimental para intensificar a
agressao. Um painel de aluminio, acoplado dentro da caixa do residente, possui,
em cada lado, uma luz como pista posicionada acima de um orificio, no qual o
animal pode emitir o comportamento operante de tocar o focinho, ocasionando a
ativacdo de uma fotocélula no fundo desse orificio (do inglés: nose-poke). A

ativagao da fotocélula por cinco vezes (razéo fixa 5) resultava na liberagao de uma
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pequena quantidade (50 microlitros) de agua ou alcool 6% diluido em agua,
através de um dispositivo acoplado a uma seringa. Para a aquisicdo do
comportamento operante, os animais residentes eram privados de agua 20 horas
por dia, exceto nos finais de semana quando ndo era realizada a sessao. A
quantidade de agua/alcool que o animal ingeria era baseada no peso do animal

(ingestao de alcool 1 g/Kg).

5.4.3 Confronto Residente-Intruso e Agressao intensificada pelo alcool

Apoés trés semanas vivendo em pares, os residentes foram treinados para
agressao através de confrontos com intrusos (sempre 0 mesmo intruso para um
mesmo residente), com o propédsito de estabilizar a frequéncia de ataques na
forma de mordidas. Este periodo durou aproximadamente 10 confrontos (intervalo
de pelo menos 2 dias entre dois confrontos) para que o numero de mordidas se
tornasse estavel em confrontos com duragdo de cinco minutos, apds a primeira

mordida.

Apos a estabilizacao dos confrontos, os animais foram caracterizados para
discriminar agressores sensiveis ao &lcool. Assim, 0s animais sensiveis
caracterizavam-se pelo aumento da frequéncia de mordidas apds auto-
administragdo de etanol (paradigma descrito acima). Os n&o sensiveis eram
caracterizados pela ndo alteracdo na frequéncia de mordidas apds a ingestao de
etanol. Para isso, cada animal passava por uma sessao de autoadministracéao e,

15 minutos apoés, era confrontado com um intruso. Esse procedimento foi realizado
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de modo que no final de pelo menos seis sessbes, cada animal tinha trés

confrontos apéds ingestao de alcool e trés confrontos apds ingestao de agua.

5.4.4 Cirurgia e administracao de farmacos no Nucleo Dorsal da Rafe

Camundongos agressores sensiveis ao etanol receberam implante
intracraniano de canula guia (26 gauge) de 6,0 mm de comprimento, apo6s
anestesia com a associacdo de anestésico + relaxante muscular, Cetamina +
Xilazina (80 e 8 mg/Kg, respectivamente). A canula foi fixada no cranio do animal
com cimento acrilico. As coordenadas estereotaxicas para implantacao da canula
guia foram baseadas no Atlas de Paxinos e Franklin (2001). A ponta da canula
guia foi posicionada 2,0 mm dorsal a estrutura alvo. A injecdo das solugbes no
NDR foi feita através da insercdo de uma agulha (33 gauge) de 8,0 mm de
comprimento no interior da canula guia, conectada, por meio de um tubo de
polietileno (PE-10), a uma micro-seringa (Hamilton). Uma bomba de infuséo foi
programada para injetar um volume total de 0,2 pL em um periodo de 60
segundos. Apds a microinjecdo, a agulha de injecdo permanecia por mais 30
segundos no interior da canula guia e durante todo o procedimento o animal foi
contido manualmente pelo experimentador com uso de uma flanela. O movimento
de uma pequena bolha de ar no tubo de polietileno durante as injecdes confirmava

o fluxo da solugao.
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5.4.5 Farmacos

Foram utilizados: Urocortina Il (Sigma Inco., USA), agonista de receptores
CRF2 nas doses de 100 e 300 ng/0,2ul e Astressin 2B (Sigma Inco., USA),
antagonista de receptores CRF2 nas doses 100 e 560 ng/0,2 pl. Além do alcool
etilico 95% (Pharmaco Products Inco., USA), utilizado nas sessbes de auto-

administracao, diluido em agua na concentracao de 6%.

5.4.6 Avaliacao do Comportamento Agressivo

Apbs o periodo de recuperacdo da cirurgia (pelo menos sete dias), os
animais foram submetidos aos confrontos experimentais. No momento do
confronto, foi registrado o numero de ataques na forma de mordidas como a
expressao do comportamento agressivo. O confronto foi gravado por meio de um
circuito TV-camera-videocassete para posterior analise. Todos o0s animais
receberam seis microinjecdes conduzidas em sequéncia aleatéria, porém

balanceada, separadas por pelo menos 48 horas.

5.4.7 Delineamento experimental

5.4.7.1 Experimento 5.A: Avaliacao do efeito da microinjecao de Urocortina i
(agonista CRF2) no NDR sobre o comportamento agressivo

No dia do teste, os animais foram inicialmente colocados em regime de

auto-administracdo de agua ou etanol 1,0 g/Kg. Imediatamente apés a sessao, 0s
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animais foram submetidos a microinjecao intra-NDR de fluido cérebro-espinal
artificial (CSF) ou Urocortina Il (100 ou 300 ng/0,2 pL). Dez minutos apds a
microinjecdo, cada animal foi submetido ao confronto com o intruso, conforme

descrito anteriormente.

5.4.7.2 Experimento 5.B: Avaliacao do efeito da microinjecao de Astressin 2B

(antagonista CRF2) no NDR sobre o comportamento agressivo

Semelhante ao experimento anterior, no dia do teste, os animais foram
inicialmente colocados em regime de auto-administragcdo de agua ou etanol 1,0
g/Kg. Imediatamente apds a sessao, os animais foram submetidos a microinjecao
intra-NDR de fluido cérebro-espinal artificial (CSF) ou Astressin 2B (100 ou 560
ng/0,2 pL). Dez minutos apds a microinjecdo, cada animal foi submetido ao

confronto com o intruso, conforme descrito anteriormente.

5.4.8 Histologia

Ap6s o término dos experimentos os animais foram anestesiados
profundamente com Cetamina + Xilazina e sofreram perfuséo intra-cardiaca com
solucao salina 0,9% e paraformaldeido a 4% e tiveram seus encéfalos removidos.
Para verificar a posicdo da canula, os encéfalos foram seccionados coronalmente
(60 um) com o uso de um micrétomo e as secgdes foram coradas com cresil

violeta.
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5.4.9 Analise Estatistica

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) de dois
fatores independentes (fator 1: consumo de etanol ou dgua antes da microinjecao
e 2: tratamento intra-NDR com CSF ou droga em questdo — urocortina Il ou
astressin 2B) de medidas repetidas. Finalmente, os dados foram submetidos a
analise post hoc através do teste de Tukey. Valores de p iguais ou inferiores a

0,05 foram considerados significantes.

5.5 RESULTADOS

A Figura 14 mostra o comportamento agressivo dos animais apos
microinjecéo intra-NDR de CSF ou Urocortina Il (100 e 300 ng) em animais que
ingeriram agua ou etanol 6% (auto-administragdo). A andlise estatistica revelou
diferencas significativas entre os grupos no que diz respeito a freqiéncia de
mordidas. Primeiramente, a ANOVA revelou um efeito geral do fluido consumido
(Fator 1, F111 = 11,48; p< 0,05) traduzido pelo aumento do comportamento
agressivo apés ingestao de etanol (sem considerar a microinjecao recebida). Além
disso, um efeito significativo foi encontrado na frequéncia de mordidas entre os
grupos que receberam diferentes microinjecdes no NDR (Fator 2, F»2, = 11,89; p<
0,05) e interagdo entre os dois fatores (F222 = 6,57; p< 0,05). Comparagdes
posteriores através do teste de Tukey revelaram que o grupo tratado com
urocortina Il (100 ng) apresentou reducao do numero de mordidas durante os
confrontos, comparado com o grupo controle (CSF), apds ingestdo de agua, mas

nao apos ingestdo de etanol. Entretanto, quando tratados com a dose mais
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elevada (300 ng), os animais exibiram reducdo da frequéncia de mordidas em

ambas as situacdes (ingestao de agua ou etanol).
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Figura 14 - Efeito de microinje¢des de agonista de CRF2, urocortina Il ou veiculo (CSF),
intra-NDR de camundongos apo6s consumo de agua ou etanol sobre o comportamento
agressivo (frequéncia de mordidas). As colunas representam as médias (£ EPM). # p<
0,05 comparado com tratamento agua e * p< 0,05 comparado com o respectivo grupo
controle (veiculo/agua ou veiculo/etanol). N = 12 animais por grupo.

A Figura 15 mostra o comportamento agressivo dos animais apos
microinjecao intra-NDR de CSF ou Astressin 2B (100 e 560 ng) em animais que
ingeriram agua ou etanol 6% (auto-administracdo). A andlise estatistica revelou
diferencas significativas entre os grupos no que diz respeito a frequéncia de
mordidas. Primeiramente, existe um efeito geral do fluido consumido (Fator 1, F1 11
= 5.46; p< 0,05), ou seja, um aumento do comportamento agressivo apos ingestao

de etanol sem considerar a microinjegcdo recebida. Além disso, um efeito

significativo foi encontrado na frequéncia de mordidas entre os grupos que
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receberam diferentes microinje¢cdes no NDR (Fator 2, F22 = 12,43; p< 0,05), sem
exibir interagdo entre os dois fatores. Comparagdes posteriores através do teste
de Tukey revelaram que o grupo tratado com Astressin 2B (100 ng, mas néo 560
ng), apresentou aumento significativo do numero de mordidas durante os

confrontos, comparado com o grupo controle (CSF).
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Figura 15 - Efeito de microinjecbes de antagonista de CRF2, astressin 2B ou veiculo
(CSF), intra-NDR de camundongos apdés consumo de &gua ou etanol, sobre o
comportamento agressivo (frequéncia de mordidas). As colunas representam as médias
(x EPM) # p< 0,05 comparado com tratamento 4gua * p< 0,05 comparado com o
respectivo grupo controle (veiculo/ agua ou veiculo/ etanol). N = 12 animais por grupo.

5.6 DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste trabalho sugerem uma participacédo da
transmissdo CRFérgica envolvendo receptores CRF2 no NDR na génese do

comportamento agressivo ofensivo em camundongos submetidos ao confronto
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residente-intruso. A Urocortina I, agonista de receptores CRF2, foi eficaz em
promover reducdo da agressdo evidenciada pela diminuigdo do numero de
mordidas exibidas nos confrontos (Fig. 14). Por outro lado, o astressin 2B,
antagonista do mesmo subtipo de receptor, provocou um aumento da expressao
do comportamento, ou seja, 0s animais tratados com este composto intra-NDR
aplicaram maior numero de mordidas nos intrusos, durante os confrontos (Fig. 15).

Estes resultados corroboram estudos que relacionam o CRF com a
diminuicdo da agressao, como aqueles de Mele e colaboradores (1987), em que a
injecao intracerebroventricular (i.c.v) de CRF reduziu o comportamento agressivo
em camundongos, evidenciado pela diminuicdo do niumero de mordidas aplicadas
pelo residente, bem como no estudo de Gammie e colaboradores (2004), em que
a diminuicdo da agressao materna foi evidenciada em camundongos tratados com
CRF (i.c.v). Além destes trabalhos, e ainda nesta direcdo, estdo os achados de
Coste e colaboradores (2006), que encontraram alta expressao do comportamento
agressivo em camundongos nocaute para receptores CRF2, sugerindo que sua
ativacado poderia controlar a expressao deste comportamento.

Os mecanismos especificos pelos quais receptores CRF2 poderiam
modular a agressdo ainda n&o estdo bem elucidados, mas a neurotransmisséao
serotoninérgica é uma candidata plausivel a ser influenciada pela ativacdo de
CRF2. Uma série de situacbes aponta para esse caminho, dentre as quais
podemos destacar que: i) o NDR é a principal fonte de projecdes serotoninérgicas
para muitas outras estruturas relacionadas ao medo e a ansiedade (CARRASCO;
VAN DER KAR, 2003; GRAEFF; VIANA; MORA, 1997; MILAN, 2003; VIANA;

GRAEFF; LOSCHMANN, 1997), ii) a transmissdo serotoninérgica no NDR, bem
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como em outras estruturas, desenvolve importante papel na modulagdo do
comportamento agressivo (BANNAI et al., 2007; FACCIDOMO; BANNAI; MICZEK,
2008) e iii) trabalhos mais recentes tém sugerido a atuacdo de CRF na liberacao
de serotonina bem como na ativagdo de neurbnios serotoninérgicos no NDR e em
regides que recebem suas projecdes (AMAT et al., 2004; FORSTER et al., 2008;
LUKKES et al., 2008; STAUB; EVANS; LOWRY, 2006).

Tradicionalmente, muitos estudos tém mostrado que a serotonina tem efeito
inibitério sobre a agressdao em diferentes espécies (CHIAVEGATTO; NELSON,
2003; DE ALMEIDA et al., 2006; KAVOUSSI; ARMSTEAD; COCCARO, 1997;
LINNOILA; VIRKKUNEN, 1992). Essa hipétese, denominada hipbtese
serotoninérgica, foi baseada em experimentos anteriores nos quais foram
encontrados baixos niveis de serotonina e/ou metabdlitos serotoninérgicos em
tecidos encefélicos post-mortem de camundongos agressivos (GIANCARLONE et
al., 1968) bem como no liquido cérebro espinal de humanos que exibiam
comportamento agressivo e violento (BERMAN; TRACY; COCCARO, 1997).
Embora a hipétese da deficiéncia de serotonina seja bastante estabelecida, devido
a grande quantidade de trabalhos que apontam nesta dire¢do, estudos mais
recentes colocam em desafio a sua sustentabilidade, mostrando uma relacéao
inversa (DE BOER; KOOLHAAS, 2005; OLIVIER 2004). Estes resultados
controversos podem ser devidos a uma vasta quantidade de receptores
serotoninérgicos e suas diferentes localizagbes. Um exemplo disso sdo os
receptores 5SHT1A e 1B, que possuem comprovada influéncia sobre a agressao,
mas diferentes trabalhos apontam para um diferente mecanismo de acéo.

Enquanto Nikulina e Miczek (1999) direcionam para uma acado pdés-sinaptica de
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5HT1A, outros trabalhos (DE BOER et al., 2000; VAN DER VEGT et al., 2001)
sugerem que a mesma agao seja via pré-sindptica. Quanto ao receptor 5HT1B, o
mesmo paradoxo € observado, uma vez que diferentes trabalhos direcionam para
acao pré (BANNAI et al., 2007) ou pés-sinaptica (OLIVIER; VAN OORSCHOT,
2005). Considerando o grande corpo de resultados, podemos certificar que a acao
serotoninérgica sobre a agressao € indiscutivel, entretanto, permanece como
objeto de estudos futuros para melhor esclarecimento de seu papel neste
comportamento.

Tomando-se por base a hipotese serotoninérgica, a elevacédo do nivel de
serotonina seria responsavel por atenuar o comportamento agressivo. Assim,
sistemas ou intervencdes extra-serotoninérgicas que provocam essa elevagao sao
importantes neste paradigma. Neste sentido, a acao excitatéria CRFérgica poderia
aumentar a liberacdo de serotonina, provocando acao anti-agressiva. Entretanto,
resultados contrastantes ndo sao exclusivos da acédo da serotonina, uma vez que
o CRF tem produzido efeito dual sobre a agressao, conforme descrito
anteriormente. Esses mesmos resultados discrepantes tém sido relatados na acao
de CRF sobre a atividade serotoninérgica. Kirby, Rice e Valentino (2000), usando
técnicas eletrofisioldgicas, verificaram que a administracdo intra-NDR e i.c.v. de
CRF diminuiu a atividade de neurbnios serotoninérgicos nesta estrutura.
Curiosamente, este efeito inibitério diminuiu a medida que a dose de CRF era
elevada, sendo, apés aplicagdo de altas doses, revertido a excitatério,
aumentando os disparos serotoninérgicos. De acordo com esse trabalho, estd o
de Price e colegas (1998), que mostra a diminuicdo de 5HT em areas de projecao

apos injecao de CRF no NDR.
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Com relagéo a afinidade do CRF aos seus receptores, € conhecido que o
mesmo possui uma afinidade maior ao CRF1 que ao CRF2, relacdo inversa para a
urocortina 1l. Baseando-se nesta caracteristica, esse paradoxo foi melhor
entendido posteriormente quando Amat e colaboradores (2004) encontraram que
injecoes de urocortina Il no NDR elevaram a expressdo de Fos em neurbnios 5HT
desta estrutura e aumentaram a liberagcdo deste mesmo neurotransmissor na
amidala basolateral. Além disso, resultados semelhantes quanto a agao excitatéria
de CRF2 foram mostrados. A estimulagdo de CRF2 no NDR provocou liberagéo
de 5HT no cortex pré-frontal e no nucleo acumbens (NAc - FORSTER et al., 2008;
LUKKES et al., 2008). Deste modo, segundo Amat e colegas (2004), a
estimulacdo de CRF1 seria inibitéria sobre os neurbnios 5HT, enquanto a
estimulacao de CRF2 seria excitatéria. Isso explica o fato de que baixas doses de
CRF, que possivelmente se ligaria primeiramente nos receptores tipo 1, tiveram
perfil inibitério. Assim, a medida que a dose era elevada o efeito foi revertido,
provavelmente devido a uma mudanca de modulacao, onde o CRF, embora com
menor afinidade, se ligaria a CRF2, apds saturacdo de receptores CRF1. Esse
fato foi corroborado no estudo de Lukkes e colaboradores (2008) que encontraram
o mesmo perfil de acdo na liberacdo de 5HT no NAc, somado ao fato de que a
inibicdo da liberacdo de 5HT no Nac provocada pela baixa dose de CRF no NDR,
foi bloqueada pela antalarmina (antagonista CRF1) e, por outro lado, a inducdo da
liberacdo produzida pela dose elevada, foi bloqueada por antisauvagine 30, um
antagonista de receptores CRF2. Segundo Liu e colegas (2004), esta relacao
oposta CRF1 x CRF2 pode ocorrer extra-NDR, o que poderia explicar resultados

prévios (ELKABIR et al., 1990), nos quais baixas doses de CRF provocaram
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aumento da agressao, enquanto altas doses levaram a diminuicdo da expressao

deste comportamento.

Neste contexto, os resultados apresentados neste estudo sugerem que a
acao antiagressiva da urocortina I, injetada no NDR de camundongos, pode se
dever a estimulacéo serotoninérgica neste mesmo sitio. Por outro lado, a injecao
de astressin 2B provocou uma diminuicdo da acdo CRFérgica via CRF2, o que
poderia provocar uma deficiéncia serotoninérgica. Essa visdo pode ser
corroborada no fato de que a injecao intra-NDR de agonista GABAérgico, um
conhecido neurotransmissor inibitério, provoca aumento no comportamento
agressivo, possivelmente por aumentar o efeito inibitério sobre neurbnios 5HT,
resultando também em um déficit serotoninérgico (TAKAHASHI; DEBOLD;

MICZEK, 2008).

No tocante a relagdo ansiedade-agressdao ofensiva, os resultados
envolvendo receptores CRF2 sdo discrepantes quanto a sua acao ansiogénica.
Em linhas gerais, estes resultados podem ser relacionados com a hipétese da
correlacdo negativa ansiedade x agressao. Isto porque a estimulacdo CRFérgica,
conhecidamente ansiogénica em diversas estruturas relacionadas a essas
respostas, desenvolveu perfil antiagressivo. A esta observacéao inclui-se, de modo
indireto, o NDR, no qual foi encontrado efeito ansiolitico do antagonista CRFérgico
D-Phe-CRF (LUKKES et al., 2009) e pré-agressivo com o antagonista CRFérgico
astressin 2B (Fig. 15). Entretanto, essa observagao possui uma série de limitagdes
que a fazem objeto de estudos futuros, uma vez que o antagonista D-Phe-CRF

nao é seletivo, enquanto o astressin 2B o € para receptores CRF2, tornando a
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investigacdo dos receptores uma interessante ferramenta para melhor
compreensao de seus mecanismos. O fato da estimulagcdo de CRF2 aumentar a
liberacdo de serotonina em nucleos relacionados a comportamentos defensivos,
como a amidala e o cértex pré-frontal, poderia apontar para uma acado deste
composto via ativacdo serotoninérgica. Assim, experimentos futuros unindo a
estimulacdo CRF2 no NDR e intervengcbes em sitios de projecoes, além da
pesquisa de possiveis acdes CRFérgicas em projecées destinadas a estruturas
como a MCP, poderdo servir como ferramentas Uteis na tentativa de melhor
entender as agbes destes neurotransmissores na ansiedade e no comportamento

agressivo.



CAPITULO 6
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ESTRESSE DE DERROTA SOCIAL E AUTOADMINISTRACAO DE COCAINA:

ESTUDO DA MEDIAGAO CRFérgica’

6.1 COCAINA

A cocaina é um alcaléide obtido da folha da planta Erythroxylum coca,
nativa de paises da América do Sul como Bolivia e Peru. Apresenta-se como um
pd branco cristalino e moderadamente solluvel em agua, mas bastante solavel em
solventes orgéanicos. Pertence a classe farmacologica dos estimulantes do sistema
nervoso central. O mecanismo de acao da cocaina corresponde a sua propriedade
de bloquear a proteina recaptadora de dopamina, aumentando sua concentracao
na fenda sinaptica. Seu uso como farmaco é extremamente restrito ao campo da
cirurgia oftalmoldgica devido aos problemas que pode causar como dependéncia e
cardiopatias. No SNC, a acao ocorre em diferentes regides, sobretudo no cértex e
estruturas limbicas (via dopaminérgica meso-cortico-limbica) como nucleo
acumbens e area tegmental ventral, provocando euforia, agitagdo, aumento da
capacidade fisica e mental, diminuindo a fadiga. O uso repetido pode provocar
dependéncia e efeitos colaterais sérios como intoxicagdes e morte. A sua retirada
abrupta provoca sindrome de abstinéncia caracterizada por ansiedade elevada,
depressao e anedonia, entre outros sintomas o que torna a recaida ao seu uso um

episodio frequente. O efeito recompensador agudo da cocaina pode levar a

! Experimentos realizados no Departamento de Psicofarmacologia — Tufts University, Medford

Massachusets, EUA; sob supervisao do Professor Dr. Klaus Miczek.
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procura pela droga e isso em individuos vulneraveis (geneticamente) resultam
eventualmente em adi¢do hipoteticamente resultante de plasticidade de multiplos

circuitos neurais (HYMAN, 1996).

6.2 ANSIEDADE, ESTRESSE SOCIAL E DEPENDENCIA

Embora a cocaina possua atividade altamente reforgcadora em humanos e
animais (DEVRIES; PERT, 1998; JOHANSON; FISCHMAN, 1989), efeitos
adicionais as manifestacdes positivas como bem-estar, euforia e outras sensagdes
podem ser encontrados com o uso deste psicoestimulante. Dentre eles, destacam-
se sintomas negativos como irritacdo, nervosismo, medo e outros (RESNICK;
RESNICK, 1984; SPOTTS; SHONTZ, 1984). Assim, a dependéncia a cocaina,
definida no DSM IV como “padrdo desadaptado de ingestdo, levando a
perturbagdes clinicas associadas a dificuldade de controlar a auto-administragéao”,
€ um fendmeno altamente deletério e devastador tanto no aspecto psicolégico
quanto fisiolégico do dependente. Por este motivo, disturbios psiquiatricos sao
frequentemente apontados como consequéncia do uso da cocaina. Sdo exemplos:
paranoia e disturbios de ansiedade, como ansiedade generalizada e, em especial,
episédios de panico (BLANCHARD; BLANCHARD, 1999). Neste sentido, estes
pesquisadores relataram aumento na expresséo das reacdes defensivas eliciadas
na bateria de testes de reagdes de defesa em camundongos (do inglés “mouse
defense test battery” — MDTB) nos animais tratados com cocaina. Além disso,
Rogerio e Takahashi (1992) demonstraram efeitos ansiogénicos deste composto

em ratos submetidos ao labirinto em cruz elevado (LCE).
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Uma consideravel quantidade de trabalhos tem apontado o envolvimento da
ansiedade também na retirada e na abstinéncia ao uso da cocaina, sendo
apontada como um componente maior da sindrome de abstinéncia e, portanto,
uma das causas cruciais do retorno a procura pela droga e recaida (GAWIN, 1991;
KOOB; SANA; BLOOM, 1998; RESNICK; RESNICK, 1984;).

O CRF, que estad relacionado com o efeito ansiogénico (MARTINS;
MARRAS; GUIMARAES, 1997, 2000; resultados Capitulo 3), também parece
interferir nestes episddios relacionados ao uso e dependéncia de drogas como a
cocaina, estreitando ainda mais a relagdo ansiedade e dependéncia (BASSO et
al., 1999; DEVRIES; PERT, 1998; SHAHAM; ERB; STEWART, 2000). Neste
sentido, Sarnyai e colaboradores (1995) encontraram que o tratamento periférico e
i.c.v. com anticorpo anti-CRF reduziu o efeito ansiogénico no LCE avaliado 48
horas apds a ultima injegcdo de cocaina i.p. (tratamento durante 14 dias). Além
disso, Devries e Pert (1998) demonstraram que o antagonismo central de
receptores CRFérgicos, com o alfa helical CRF, atenuou a ansiedade no LCE
induzida pela re-exposicdo do animal ao ambiente no qual a droga era
administrada.

O recente trabalho de Pelloux, Costentin e Duterte-Boucher (2009) enfatiza
que a ansiedade pode, em muitos casos, estar relacionada com a dependéncia
como demonstrado acima. Entretanto, estes pesquisadores ressaltam que €
incerto se ela é uma desordem primaria ou secundaria ao abuso de drogas. Em
outras palavras, o uso de drogas, como a cocaina, pode provocar efeitos
ansiogénicos como os demonstrados anteriormente, inclusive quando o uso é

descontinuado, como na sindrome de abstinéncia. Isso constitui, sem dulvida, uma



151

importante avenida de possibilidades em neurociéncia. No entanto, Pelloux,
Costentin e Duterte-Boucher (2009) levantam um outro aspecto importante, qual
seja 0 questionamento se a ansiedade ndo seria também um fator que pré-dispde
o individuo ao uso e a dependéncia de cocaina. Embora pareca existir, a interacao
entre essas duas condicdes (ansiedade x uso de drogas) é de natureza bastante
complexa.

Atualmente é conhecido que existe uma variabilidade no que diz respeito ao
uso e susceptibilidade a dependéncia. Neste sentido, enquanto alguns individuos
usam a droga sem se tornarem dependentes, outros, no entanto, se tornam
dependentes de modo rapido, um fendmeno que parece nao depender do
potencial de indugdo de dependéncia intrinseco de uma determinada droga.
Assim, a identificacdo de fatores confiavelmente preditivos da susceptibilidade
individual ao uso e dependéncia de drogas se faz relevante no que diz respeito
aos aspectos preventivos ao abuso.

A vida contemporénea elicia uma série de situagbes estressantes. O
estresse social da vida moderna pode ser exemplificado através de muitas
situacdes que provocam ameaca a integridade fisica, financeira e enfim a
sobrevivéncia. Fatos que podem abranger desde a alta competitividade no
mercado de trabalho até o perigo iminente de se viver em grandes cidades devido
a criminalidade s&o capazes de gerar situagdes de desconforto e estresse. Entre
as muitas consequéncias que essas situacdes podem provocar, podemos
destacar o medo e a ansiedade. Além disso, frente a uma situacao de estresse, o
organismo emite respostas resultantes de mudangas neurais, enddcrinas,

autonOémicas e imunolégicas para se adaptar aquela situagao (SELYE; 1936 apud
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MICZEK; COVINGTON; YAP, 2008). Tais mudancas podem influenciar e modificar
a resposta do organismo a substancias psicoativas de abuso, provocando, talvez
uma maior susceptibilidade ao desenvolvimento da dependéncia (MICZEK;
COVINGTON; YAP, 2008).

Neste sentido, os resultados de Pelloux, Costentin e Duterte-Boucher
(2009) demonstraram que ratos classificados como ansiosos no LCE
desenvolveram concomitante preferéncia condicionada por lugar (PCL - um
modelo animal que demonstra o efeito reforgador das drogas) a cocaina, enquanto
ratos ndo ansiosos ndo desenvolveram tal fendmeno.

Reforcando esses achados, a exposicao a episédios de estresse social que
conhecidamente é capaz de aumentar os niveis de ansiedade no LCE (CALFA;
MOLOSIN; MOLINA, 2006) foi também intensificadora da autoadministracédo de
cocaina em ratos (HANEY et al., 1995, COVINGTON; MICZEK, 2001). Nesse
contexto, muitos trabalhos tém utilizado modelos de estresse social para estudar a
interferéncia do estresse no comportamento aditivo. A exposicao a um episédio
de estresse social pode promover alteracées comportamentais e neuroenddcrinas
persistentes, tais como desregulagéo do ciclo circadiano, nocicepgao, estimulagao
psicomotora, ansiedade, bem como ativagdo de estruturas corticolimbicas
(CALFA; MOLOSIN; MOLINA, 2006; MARINI et al., 2006; MEERLO et al., 1996;
1999; NIKULINA et al., 1998). Exposicboes repetidas a esse tipo de estresse
podem amplificar e prolongar essas alteracées comportamentais e neurobioldgicas
(TORNATZKY; MICZEK, 1993).

Nessa categoria, incluem-se os modelos de separagdo materna, derrota

social, isolamento social entre outros. A utilizacao destes modelos justifica-se por
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seu valor etolégico, 0 que os tornam mais preditivos dos episddios de estresse
vivenciado por humanos (MICZEK et al., 2008).

Confrontos agressivos estdo presentes na maioria das espécies e sao
frequentemente motivados por aspectos reprodutivos, pelo estabelecimento de
hierarquia ou por busca de alimento, quando esse se torna escasso (MARINI et
al., 2006; MICZEK; THOMPSON; SHUSTER, 1982; NIKULINA et al., 1999;
ROCHES; LESHNER, 1979).

O estresse de derrota social pode alterar as respostas as substancias
psicoativas. Por exemplo, animais que foram submetidos a quatro sessdes de
estresse social adquiriram mais rapidamente e em menores doses o0
comportamento de auto-administracdo de cocaina, quando comparados aos
animais controles (HANEY et al., 1995).

Além de interferir no consumo, Covington e Miczek (2001) demonstraram
que ratos expostos a quatro sessdes de derrota social apresentaram maior
atividade locomotora em resposta a administracao de cocaina e morfina, quando
comparados aos animais do grupo controle. A apresentacdo intermitente ao
estresse da derrota social provocou uma resposta de sensibilizacao
comportamental similar em magnitude e decurso temporal aquela produzida apés
a administracao repetida da droga em desafio (COVINGTON; MICZEK, 2001); dai
o termo utilizado, sensibilizacao cruzada.

Sucintamente, a sensibilizagdo comportamental em roedores se caracteriza
pelo aumento progressivo da atividade locomotora apds a administragéo repetida
da substéancia psicoativa de abuso (ROBINSON; BERRIDGE, 1993). Este modelo

foi primeiramente utilizado para o estudo de psicoses induzidas por
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psicostimulantes (ROBINSON; BECKER, 1986) e foi descrito posteriormente para
a cocaina, anfetamina, etanol, morfina, nicotina, delta-9-THC e heroina (CADONI;
CHIARA, 2000; CRUZ; DELUCIA; PLANETA, 2005; KALIVAS; DUFFY, 1987;
LENOIR; AHMED, 2007; MARIN; PLANETA, 2004; MISERENDINO; NESTLER,
1995; ROBINSON; BECKER, 1986).

O aumento da atividade locomotora observado na sensibilizacdo
comportamental decorre de adaptacées neuroquimicas e moleculares do sistema
dopaminérgico mesolimbico (NESTLER et al., 2001; ROBINSON; BERRIDGE,
2001). As neuroadaptacdes envolvidas na sensibilizagdo locomotora seriam
homologas aquelas responsaveis pela transicdo do uso controlado para o uso
compulsivo das substancias psicoativas (CONVIGTON; MICZEK, 2001; NESTLER
et al., 2001; ROBINSON; BERRIDGE, 2001).

A natureza do fendmeno é bastante complexa, de tal forma que inumeros
fatores, como genéticos, ambientais, condi¢cdes experimentais e idade interferem
no seu desenvolvimento (ANTELMAN et al., 1980; CRUZ; DELUCIA; PLANETA,
2005). Além disso, a sensibilizacdo comportamental é duradoura, podendo ser
evidenciada semanas ap6s o final do tratamento prolongado (ROBINSON;
BECKER 1986).

Desta maneira, podemos inferir que o estresse interfere em varios aspectos
dos comportamentos relacionados a dependéncia. Assim, estudos que permitam
elucidar como o estresse interfere nessa sindrome bem como os mecanismos
envolvidos nessa interacao sao fundamentais para o entendimento mais amplo da
farmacodependéncia. Estudos prévios, como o de Erb e Brown (2006) e de Lu e

colaboradores (2003), relacionaram a importancia do peptideo CRF na
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sensibilizagdo comportamental a cocaina e outras respostas relacionadas a essa
droga. Além disso, Covington e Miczek (2001) encontraram também que animais
submetidos ao paradigma da derrota social tiveram elevados significativamente
seus niveis de corticosterona duas semanas apos o ultimo episédio de estresse,
comparado com animais que nao tiveram a mesma experiéncia. Baseado nestes
achados, e devido ao fato do CRF ser um composto estreitamente relacionado a
situacdes de estresse e ansiedade, o presente estudo investigou sua possivel

participacao nesta inter-relacao estresse/ansiedade e dependéncia.

6.3 OBJETIVO

O objetivo deste experimento foi investigar a participagdo do CRF na
sensibilizagdo comportamental a cocaina e na intensificagdo da autoadministracao

de cocaina induzida pelo estresse da derrota social.

6.4 MATERIAIS E METODOS

6.4.1 Sujeitos

Foram utilizados ratos Long-Evans machos (intrusos e residentes) e fémeas
(pares dos residentes) adultos (dia pds-natal > 60; 225-250 g), provenientes do
laboratério Charles River, Wilmington, MA-USA. Os animais foram transferidos
para o biotério do laboratério do Dr. Klaus A. Miczek (Medford, MA-USA), onde

foram mantidos em condi¢gdes controladas de temperatura (23 £ 1° C) e umidade
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(35-40%) em ciclo invertido de luz (ciclo 12/12 horas, luz acesa as 20:00) e
tiveram livre acesso a alimento e agua. A escolha do rato como sujeito
experimental se deve ao fato dessa espécie ser mais facilmente utilizada para o
paradigma da auto-administracdo se comparada com camundongos de dificil

cateterismo e manutencédo do mesmo apés implante (THOMSEN; CAINE, 2007).

6.4.2 Farmacos

Foram utilizadas as seguintes substancias: cocaina (Sigma, EUA) para
teste de sensibilizacdo comportamental (10 mg/Kg), e para o protocolo de auto-
administragao (2, 4 e 5 mg/Kg). Além disso, foi utilizado o atagonista de receptores
CRF1, CP 154,526 (CP, 20 mg/Kg), nome quimico: Butil-[2,5 dimetil-7-(2,4,6
trimetilfenil)-7H-pirrol-[2,3-d] pirimidino-4-il-etilamina, gentilmente cedido por Pfizer

Farmacéutica (EUA) ou adquirido junto a Tocris Inco (EUA).

6.4.3 Estresse de derrota social

6.4.3.1 Residentes - desenvolvimento de dominancia

Os ratos dominantes foram previamente treinados para o desenvolvimento
dominancia. Machos e fémeas foram aleatoriamente reunidos em pares em caixas
de metal medindo 45,1cm de largura; 71,1cm de comprimento e 45,7 cm de altura.
Os pares de ratos foram mantidos em suas gaiolas sem perturbacéo (apenas para

a limpeza regular das caixas 1 vez por semana) por um periodo superior a 1 més.
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Os ratos residentes que participaram das sessbes de estresse de derrota social
foram selecionados por demonstrarem comportamentos agressivos consistentes
(numeros de mordidas regulares ou imposicao da postura de supino ao animal
intruso), durante os testes de triagem (MICZEK, 1979). Uma vez estabelecido
comportamento dominante, os ratos eram usados em confrontos na medida em

que fosse necessario induzir estresse a um intruso.

6.4.3.2 Sessoes de estresse de derrota social e prévio tratamento com CP

154,526

Os animais intrusos foram alojados individualmente em gaiolas com grades
laterais possuindo orificios pequenos com medidas semelhantes as caixas que
posteriormente foram utilizadas para auto-administracdo de cocaina. Apés uma
semana de habituacdo ao biotério, iniciaram-se as sessdes de estresse de derrota
social. Cada sessao, num total de quatro, com intervalo de 72 horas entre elas,
consistia de 3 etapas (CONVINGTON E MICZEK, 2001):

Etapa 1 — Inicialmente, as fémeas foram removidas e os animais (intrusos)
submetidos ao protocolo de estresse foram transferidos de suas gaiolas-viveiro
para as gaiolas dos animais residentes onde foram mantidos por 10 minutos, para
provocar os residentes (periodo de instigacao).

Etapa 2 — Ap6s dez minutos, os animais intrusos foram removidos de suas
gaiolas-viveiro e colocados dentro da gaiola dos residentes, para a realizagcao do
confronto (intrusos versus residentes). O confronto era interrompido quando os

animais intrusos eram derrotados pelos residentes, fato constatado quando o
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intruso recebia 10 mordidas do residente ou quando apresentava posicao de
supino (deitado com o dorso no assoalho) por 5 segundos (0 que ocorresse
primeiro).

Etapa 3 - Realizada como descrito na etapa 1.

Trinta minutos antes de cada uma das quatro sessdes de estresse, 0s
animais, incluindo-se os controles que nao foram submetidos ao estresse, foram
tratados intraperitonealmente com CP 154,526 na dose 20 mg/Kg ou o veiculo
metilcelulose 0,1%. Assim, foram formados quatro grupos: controle/veiculo,

controle/CP, estresse/veiculo e estresse/CP.

6.4.4 Sensibilizacao Comportamental a Cocaina

Dez dias apo6s a ultima sessao de estresse, todos 0s grupos experimentais
foram submetidos ao teste de expressdo da sensibilizacdo comportamental a
cocaina. Todo o teste foi realizado na prépria gaiola-viveiro dos animais.
Primeiramente, foi administrada salina (0,9%, i.p.) e 5 minutos apds a injecao, a
atividade locomotora foi avaliada durante 5 minutos. Em seguida, os animais
receberam cocaina (10 mg/kg; i.p.) e a atividade locomotora foi observada nos
intervalos de 5 - 10 minutos e 25 - 30 minutos apds a administracao da substancia,

através da analise posterior do video registrado no momento do teste.

6.4.5 Cirurgia para implantacao de cateter na veia jugular

A implantacdo do cateter € necessaria para infusdo endovenosa da

cocaina. A cirurgia, descrita por Remie, Van Dongen e Rensema (1990), foi



159

adaptada para as condicbes do laboratério. Todo o material utilizado no
procedimento cirurgico foi autoclavado e a mesa de cirurgia e tdbua de dissecacao
foram desinfetadas com solucao de glutaraldeido a 3,2%.

Os animais foram anestesiados com uma solu¢ao de cetamina (100 mg/kg)
e xilazina (6 mg/kg) por via intraperitoneal. Quando necessarias, doses
suplementares da solucao anestésica foram utilizadas durante a cirurgia.

Em uma sala anexa a sala de cirurgia realizou-se a tricotomia da regiao
dorsal na area entre as escapulas e na regido toracica na por¢ao superior direita.
Foi realizada assepsia nas areas depiladas com solucédo de etanol 70%, seguida
de solucao de alcool iodado a 2%. Repetiu-se o procedimento de limpeza por trés
vezes, terminando-se com a solugéo de iodo. Fez-se entdo uma incisdo pequena
(8-10 mm) entre as escapulas do animal. Feito este procedimento o animal foi
transportado para a sala de cirurgia.

Com um bisturi, fez-se uma incisdo de aproximadamente 1 cm paralela ao
membro anterior direito do animal. Com uma tesoura pequena os tecidos muscular
e adiposo foram dissecados até a visualizagdo da veia jugular. A veia jugular foi
entdo exposta e isolada na porcdo imediatamente posterior a sua ramificagao.
Todo o tecido adiposo e conectivo ao redor da veia foi removido.

Utilizando-se uma agulha de 25 gauge, fez-se um pequeno orificio na
parede ventral da veia jugular. Com auxilio de pingas cirurgicas oftalmicas, 4 cm
do cateter (tubos de silicone Silastic®, diametro interno 0,63 mm e diametro
externo 1,17 mm) foi introduzido, lentamente, na veia jugular. O cateter foi fixado a
veia nas porg¢des cranial e sacral e em seguida, com o auxilio de uma guia de

metal, foi realizado um tunel subcutaneo pela parte superior do membro anterior
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direito até atingir a incisdo no dorso do animal. O cateter foi entdo introduzido em
uma guia e fixado com um “colete” de silicone, no dorso do animal. Por fim a érea
dissecada foi suturada.

Apés a cirurgia, os animais foram submetidos a um periodo de recuperagao
de, no minimo, 5 dias. Nesse periodo os animais foram pesados e manuseados

diariamente e tiveram livre acesso a agua e comida.

6.4.6 Autoadministracao

O procedimento de autoadministragao foi adaptado de Covington e Miczek
(2001). As caixas para autoadministracdo sdo de acrilico medindo 24,5 cm de
comprimento, 30 cm de largura e 30,5 cm de altura. O assoalho da caixa consiste
de uma bandeja metélica coberta por papéis prensados (do inglés: paper chip),
que mimetizam serragem com vantagem de melhor absorc¢ao de liquidos. Em uma
das paredes da caixa encontra-se um painel removivel, com duas barras retrateis
nas laterais a 5 cm do assoalho. Acima das barras existe uma luz verde e uma
vermelha, que sinaliza a disponibilidade da cocaina. No centro dessa mesma
lateral existe uma luz branca de baixa intensidade a 1 cm do teto que sinaliza o
inicio da sessdo de auto-administracdo. No centro do teto existe um orificio
circular de 5 cm de didmetro que possibilita a passagem e a livre movimentacao
do cateter, para administragdo/infusao da droga. Esse cateter esta conectado a
um suporte giratério contrabalangcado (conector que permite movimentos para
todos os lados para que o animal ndo sofra restricido de movimento; do inglés:

“swivel” - Cole-Parmer Instruments®, Chicago, USA) que se acopla a uma seringa
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em uma bomba de infusdo de drogas (Med Associates®, St Albans, VT, USA). A
caixa para auto-administracdo estd alojada dentro de uma caixa de madeira
equipada com ventilador e luz branca de 7,5 W, com ciclo claro/escuro de 12
horas (luzes acesas 20:00). O painel e a bomba estdo conectados a uma interface
ligada a um computador. O programa de auto-administragcdo utilizado para o

controle das caixas € o MED-PC (MED Associates® St Albans, VT, USA).

6.4.6.1 Aquisicao e manutencao

No processo de aquisicdo da autoadministracdo todos os ratos receberam
infusdo de cocaina (0,75 mg/kg/infusdo) ao pressionar a barra ativa, num
esquema de razao fixa 1 (RF1) (o reforgo foi liberado por uma Unica pressao na
barra), com um “time out” (tempo que se o animal pressionar a barra novamente
nao recebe a droga) de 30 segundos depois de cada infusdo. As sessodes
terminavam quando o animal obtinha 15 infusdes ou atingisse a duracdo maxima
de 300 minutos. Uma vez adquirido o comportamento de auto-administracédo, o
esquema de reforgco era gradualmente aumentado para RF3 (3 pressbes por um
reforco) e posteriormente a RF5 (5 pressdes por um refor¢o). Todos os sujeitos

foram mantidos por no minimo 4 sessdes no esquema de RF5.

6.4.6.2 Razao progressiva

Apbs aquisicdo da autoadministracao (4 sessdes RF5), foi implantado um

esquema de razdo progressiva (RP) de resposta. Na razdo progressiva, foi
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utilizada a escala aritmética para o incremento do numero de resposta para
obtencao de um refor¢co, como descrito por Richardson e Roberts, (1996): 1, 2, 4,
6,9, 12, 15, 20, 25, 32, 40, 50, 62, 77, 95, 118, 145, 178... A sessao era encerrada
se durante sessenta minutos o rato ndo obtivesse nenhum reforgo.

Foram realizadas trés sessbes de razdo progressiva em dias alternados.
Cada sessao de RP foi intercalada por uma sessao de RF5. A média das razdes
completadas e do total de infusbes recebidas em cada uma das sessdes foi

utilizada como variavel dependente.

6.4.6.3 Livre acesso a cocaina durante 24 horas - “Binge”

Um protocolo de acesso continuo a cocaina (0,3 mg/kg/infusdao, FR5 com
um “time out” de 30 segundos) foi implementado por um periodo de 24 horas. A
quantidade de cocaina administrada (infusdes) foi utilizada como medida para

comparag&o entre 0s grupos.

6.4.7 Analise Estatistica

Os resultados foram (cada item separadamente: sensibilizacao
comportamental, razdo progressiva, ponto de ruptura e Binge) submetidos a
analise de variancia (ANOVA) de dois fatores independentes (Fator 1: Grupo
controle ou estresse e Fator 2: Tratamento Veiculo ou CP-antagonista) seguidos
pelo teste Post Hoc de Tukey. Valores de p iguais ou inferiores a 0,05 foram

considerados significantes.
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6.5 RESULTADOS

6.5.1 Expressao da sensibilizacao comportamental

A Figura 16 mostra a duragdo do comportamento de locomogédo, em
resposta a administragdo de salina e cocaina, 10 dias apds a ultima sessao de
estresse de derrota social. A ANOVA de dois fatores (Fator 1: Grupo controle ou
estresse e Fator 2: Tratamento Veiculo ou CP) nao revelou diferencas entre os
grupos em resposta a administragdo de salina (Fator 1: F154 = 0,4; p> 0,05; Fator
2: Fi54 = 0,02; p> 0,05). Entretanto, entre cinco e dez minutos apés a injecao de
cocaina, foram reveladas diferencas significativas entre os grupos para o fator 1
(F154 = 13, 82; p< 0,05), fator 2 (F154 = 4,42; p< 0,05) bem como uma interagéao
significativa entre os fatores grupo e tratamento foi observada (Fis4 = 4,27; p<
0,05). Anadlises Post-hoc (Teste de Tukey) revelaram que o grupo estresse tratado
com veiculo apresentou maior locomogao em resposta a administracao de cocaina
no intervalo de 5-10 minutos, quando comparado ao grupo controle (n&o
estressado) que também recebeu veiculo (p< 0,05). Analises intra-grupo
revelaram diferengas neste grupo (estresse + veiculo), quando foram comparadas
injecdo de salina (5-10 min) e injecdo de cocaina (5-10 min), demonstrando
sensibilizagdo comportamental. Além disso, foi revelado também que o grupo
estressado tratado com CP apresentou tempo de locomog¢do menor que 0 grupo
estressado tratado com veiculo, demonstrando que o tratamento foi eficiente em
provocar a reversdo do efeito deste tipo de estresse na sensibilizagdo

comportamental a cocaina. Com relacédo a locomocéao, apds 25 minutos da injecao
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de cocaina, ainda foi observado um maior tempo de locomog¢ao nos animais
estressados, embora tenha sido observada diminuicdo se comparado aos 5
minutos (5-10 min), demonstrando retorno ao valor basal semelhante aos indices
pds-injecao de salina (estresse + veiculo 25-30 minutos pds-injecao de cocaina,

nao é diferente do valor ap6s injecao de salina, p> 0,05).

Atividade Locomotora - Duragao

Salina Cocaina5-10 Cocaina 25-30
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Figura 16 - Locomogéo avaliada ap6s administragdo de salina ou cocaina em ratos
submetidos ao estresse de derrota social e controles tratados com CP 154,526 ou veiculo
metilcelulose 0,1%. As barras representam média £ EPM (N= 12 - 18 ratos por grupo) da
duracado da locomocao (seg) nos intervalos de 5-10 minutos apds a administragcao de
salina, 5-10 e 25-30 minutos ap6s a administragdo de cocaina. * p< 0,05 comparado ao
grupo Controle + Veiculo (5-10) e Estresse + veiculo (salina); *p< 0,05 comparado ao
grupo Estresse + Veiculo (5-10) e + p< 0,05 comparado ao grupo Controle + Veiculo (25-
30).
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6.5.2 Autoadministracao de cocaina — razao progressiva

A Figura 17 mostra a média do numero de reforgos durante as sessdes de
razao progressiva por ratos submetidos ao estresse de derrota social e controles.

Primeiramente, para o numero de reforgcos durante a sessdo de razao
progressiva, a ANOVA de dois fatores (Fator 1: Grupo controle ou estresse e Fator
2: Tratamento Veiculo ou CP) revelou haver diferenga significativa entre os grupos
experimentais para o fator 1 e fator 2 (Fator 1: F1 32 = 4,26; p< 0,05; Fator 2: F1 3=
9,16; p< 0,05) sem interacao entre eles (F1 32 = 0.22; p> 0,05). Analises posteriores
(Teste de Tukey) revelaram diferengcas entre 0s grupos estresse e controle
independentemente do tratamento que o animal recebeu, bem como entre CP e

Veiculo, independente do animal ser estressado ou controle.

Razao Progressiva - Numero de reforcos

E 3

10

Numero de reforgos

Veiculo CP Veiculo CP

Controle Estresse

Tratamento

Figura 17 - Razao progressiva para a cocaina. Os graficos representam média = EPM do
namero de reforcos durante as sessdes de razdo progressiva por ratos dos grupos
Controle e Estresse tratados com Veiculo ou CP 154526. * p< 0,05 comparado ao grupo
controle (Controle+Veiculo e Controle+CP). N= 8-10 animais por grupo.



166

6.5.3 Livre acesso a cocaina durante 24 horas - “Binge”

A Figura 18 mostra a média do consumo de cocaina (infusdes/24h) durante
0 “binge”, por ratos submetidos ao estresse de derrota social e controles tratados
com Veiculo ou CP 154,526. A ANOVA de dois fatores (Fator 1: Grupo controle ou
estresse e Fator 2: Tratamento com Veiculo ou CP) revelou haver diferenca
significativa entre os grupos experimentais para o fator 1 e fator 2 (Fator 1: F1 3 =
8,936; p< 0,05; Fator 2: F132 = 10,33; p< 0,05) sem interacéo entre eles (F128 =
0.18; p> 0,05). Analises posteriores (Teste de Tukey) revelaram um efeito geral do
estresse que aumentou 0 numero de infusbes se comparado ao controle, sem
considerar que tratamento o animal recebeu i.p. antes dos confrontos. Além disso,
revelou uma tendéncia a reducédo da auto-administracdo entre os animais tratados
com CP x veiculo no grupo controle, ou seja, animais ndo submetidos ao estresse
social (p= 0,06). Finalmente, no grupo estresse os animais tratados com CP se
auto-administraram menos cocaina durante as 24 horas (p< 0,05), que os animais
tratados com veiculo, mostrando que o tratamento com CP apresentou reverteu o

aumento do consumo de cocaina provocado pelo estresse.
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Livre acesso a cocaina 24hs- Binge
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Figura 18 - Consumo de cocaina durante 24 horas de livre-acesso (Binge). Os valores
sao expressos em numero de infusdes/24h realizadas por ratos submetidos ao estresse
social e controles tratados com CP 154,526 ou veiculo. * p< 0,05 comparado ao grupo
Controle + Veiculo; # p< 0,05 comparado ao grupo Estresse + Veiculo. N= 8-10 animais/

grupo.

6.6 DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste experimento demonstrando que os animais
submetidos ao estresse intermitente (quatro sessdes de derrota social) tiveram a
atividade locomotora aumentada (Figura 16) em resposta a administracdo de
cocaina, caminham ao encontro dos achados de Kalivas e Duffy (1989), Araujo et
al., (2003) e Yap e Miczek (2007), os quais também demonstraram sensibilizacao
comportamental cruzada. Os resultados encontrados no presente estudo também

corroboram estudos prévios, nos quais foi demonstrado que a exposicao
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intermitente a breves episédios de estresse de derrota social induz sensibilizagao
cruzada para doses moderadas de cocaina, anfetamina, morfina e etanol
(MARROW et al., 1999; MICZEK et al., 1999; NIKULINA et al., 1998; YAP et al.,
2007).

Evidéncias oriundas de estudos realizados em camundongos e ratos
mostram que a ativacdo de regides que estimulam direta ou indiretamente o
nucleo acumbens estd intrinsecamente relacionada ao desenvolvimento da
sensibilizagdo cruzada entre estresse de derrota social e drogas (HERBERT,
2002; MARTINEZ; CALVO-TORRENT; MATSUDA et al., 1996; MICZEK et al.,
2004). Esse tipo de estresse ativa células na matéria cinzenta periaquedutal,
nucleo dorsal da rafe e locus coeruleus, que se projetam via hipotalamo para o
cortex pré-frontal, hipocampo e amidala. Essas trés ultimas regides enviam
projegdes glutamatérgicas para a area tegmental ventral (ATV), ativando
neurbnios dopaminérgicos que se projetam para o nucleo acumbens (NAc),
aumentando a concentracdo de dopamina nesse nucleo (MICZEK, COVINGTON;
YAP, 2008). Ambas as areas sao participantes do sistema de recompensa ou
circuito do reforgo, as quais sao ativadas ap6s o uso da droga conferindo seu
efeito reforgador positivo. As projecdes glutamatérgicas para a ATV parecem ter
grande importancia para o desenvolvimento da sensibilizacdo cruzada, visto que o
bloqueio de receptores glutamatérgicos na ATV previne o desenvolvimento desse
comportamento. Neste sentido, foi demonstrado que o bloqueio de receptores
NMDA em camundongos e ratos, antes das sessdes de estresse de derrota social,
reduz a sensibilizagdo locomotora aos psicostimulantes (COVINGTON et al., 2008;

YAP et al., 2005;).
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Além dessas respostas, Covington e Miczek (2001) encontraram também
que animais submetidos ao paradigma da derrota social tiveram elevados
significativamente seus niveis de corticosterona duas semanas apos o ultimo
episodio de estresse, comparado com animais que nao tiveram a mesma
experiéncia. Este aumento pode ter sido desencadeado por uma ativagéo do eixo
HPA mediado pelo aumento de liberacdo de CRF, seu precursor em resposta ao
estresse sofrido. O CRF, além de ativar o eixo HPA, também age como
neurotransmissor, atuando em seus receptores CRF1 e CRF2 e desencadeando
respostas neurais ao estresse. Desse modo, um possivel mecanismo de acéo pelo
qual o estresse provoca o efeito estimulante seria pelo aumento de CRF, que
poderia atuar em neurdnios dopaminérgicos. Em apoio a essa relagdo dopamina-
CRF, estao os trabalhos de Erb e Brown (2006) e de Przegalinski e colaboradores,
(2005), os quais encontraram que o tratamento com o antagonista CRFérgico D-
Phe CRF e CP 154,526 respectivamente, preveniu a sensibilizacdo
comportamental a cocaina (aquela induzida por injecdes repetidas). Neste sentido,
Lu e colaboradores (2003) encontraram que respostas dopaminérgicas a cocaina
sao dependentes da transmissao CRFérgica, uma vez que o tratamento com alfa-
helical CRF, um antagonista inespecifico de receptores CRFérgicos, diminuiu a
distancia percorrida em resposta a injecdo de cocaina, bloqueou a preferéncia
condicionada por lugar induzida pela cocaina, bem como reduziu o nivel
extracelular de dopamina no NAc e ATV em resposta a injecao de cocaina.

Os resultados do presente estudo corroboram estes achados, uma vez que

a sensibilizacdo comportamental a cocaina provocada pelo estresse foi prevenida



170

pelo tratamento com o CP 154,526 nos animais submetidos aos confrontos com
residentes (Figura 16).

O presente estudo também apresenta dados de outras variaveis
importantes no entendimento da neurobiologia da dependéncia, além da
sensibilizagdo comportamental. Neste sentido, foram realizados os experimentos
de autoadministracdo endovenosa de cocaina. Segundo estudos anteriores,
animais sensibilizados a cocaina (estresse — sensibilizacdo cruzada ou
administragdo repetida da droga) acumulam significativamente mais droga, ou
seja, administram a si préprios, maior numero de infusdes de cocaina durante o
livre-acesso (binge), que animais nao sensibilizados (COVINGTON; MICZEK,

2001; O’BRIEN, 1998;).

Os resultados deste estudo apresentam um efeito geral do estresse quando
comparado ao grupo controle. Em outras palavras, os animais estressados
(ambos os tratamentos):

i) Receberam mais reforgcos nas sessbdes de razdo progressiva (Figura 17),
demonstrando mais empenho e motivagao na procura e no trabalho para
obtencao da droga que os animais controle, que desistiam antes, a medida
em que a razao progredia, ou seja, o trabalho para conseguir um reforgo
crescia.

ii) Receberam mais refor¢gos na sessédo de livre acesso (Binge, Figura 18)
durante 24 horas, ratificando esse efeito geral do estresse ndo sé na

sensibilizagdo como também na autoadministragdo de cocaina.
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Além disso, a analise estatistica demonstrou efeito geral do CP sobre o
comportamento de auto-administragdo nas sessdes de razdo progressiva e no
Binge. Os animais que foram tratados com CP tiveram reduzidos os reforcos em
ambas as situacdes. Ainda neste sentido, foi demonstrado um efeito inibitério do
CP sobre a auto-administracdo no grupo estresse na sessao de livre-acesso -
Binge. Assim, o fato de o antagonismo de CRF ter revertido a intensificacdo da
autoadministracdo de cocaina promovida pelo estresse, como sugerem estes
resultados, esta de acordo com estudos anteriores, que sugeriram uma acgao do
CRF com respostas comportamentais a cocaina, embora aqueles ndo tenham
envolvido o estresse.

Uma estrutura encefélica provavelmente envolvida nestas respostas é a
ATV, uma vez que trabalhos, como o de Wanat e colaboradores (2008),
detectaram aumento de disparos de neur6nios dopaminérgicos provocados pelo
CRF nesta regidao. Além disso, estudos prévios demonstraram que situacdes de
estresse podem liberar CRF em areas extra-hipotalamicas, como a ATV
(HAUGER et al., 2006; RODAROS et al., 2007; WANG et al., 2005). Considerando
esses achados, juntamente com o resultado de nosso estudo, pode-se propor uma
participacdo da transmissdo CRFérgica na ATV na mediacdo das respostas a
cocaina. Entretanto, para uma confirmacdo desta acdo, futuros experimentos
deverao ser realizados envolvendo a microinjecao deste mesmo antagonista na
ATV e a verificagdo de um possivel efeito sobre os comportamentos eliciados pela
injecdo de cocaina (sensibilizagdo comportamental) e também sobre a auto-

administracao endovenosa desta droga.
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Um fato curioso, e de certa forma nao esperado, é o efeito inibitério do CP
sobre a autoadministragdo também nos animais controles. Esta diminuicdo no
namero de infusées nas sessdes de razao progressiva (Figura 17), além de uma
forte tendéncia de declinio do numero de infusbes durante o livre-acesso (binge,
p= 0,06, Figura 18), comparados com 0s animais controle que receberam veiculo.
Neste sentido, é importante ressaltar dois pontos: i) 0os animais controles também
receberam 4 injecdes no mesmo momento que 0s animais estresse. Tal
procedimento pode, de alguma forma, ter atuado como um estressor, resultando
em liberacdo de CRF, que, por sua vez, seria bloqueado pela injecdo do
antagonista, e ii) estudos anteriores demonstraram que animais tratados com
antagonistas de CRF nao exibiram sensibilizagdo comportamental a repetidas
injecdes de cocaina (ERB; BROWN, 2006; PRZEGALINSKI et al., 2005). Em
outras palavras, animais nao estressados também sofreram efeitos da
manipulacdo da transmissdao CRFeérgica. Assim, o efeito do CP em ambos os
grupos controle e estressado pode ser um indicativo do envolvimento do CRF nao
apenas na ingestdo de drogas intensificada pelo estresse, mas também nas
modificagbes e plasticidades induzidas pelo contato com a droga, mesmo no
grupo nao estressado. Se assim, o CRF é importante para a manutencado da
busca pela droga; trazendo para a vida cotidiana, mesmo em individuos nao
estressados, como por exemplo, aqueles que buscam pela curiosidade. Isto pode
ser corroborado pelo fato de que alguns animais, sobretudo aqueles que
receberam CP (independentemente do grupo), tiveram grande dificuldade ou nao
adquiriram o comportamento de auto-administragdo, nao passando da primeira

fase (aquisicdo e manutencao), sendo, portanto, excluidos dos resultados.
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Baseando-se no fato que o estresse de derrota social é capaz de eliciar
comportamento ansioso no LCE e em outros modelos animais de ansiedade
(BLUMBERG et al., 2009; CALFA; MOLOSIN; MOLINA, 2006; KINSEY et al.,
2007; PULLIAM et al., 2010), pode-se pontuar que os resultados do presente
estudo corroboram os recentes achados de Pelloux, Costentin e Duterte-Boucher
(2009), os quais estabeleceram que a ansiedade pode ser um fator predisponente
ao uso e dependéncia a cocaina. Tais autores demonstraram que animais
previamente classificados como mais ansiosos desenvolveram preferéncia
condicionada por lugar pareado com a cocaina em contraposicao aqueles menos
ansiosos. No presente experimento, os animais que sofreram estresse de derrota
social como discutido anteriormente demonstraram sensibilizacdo cruzada a
cocaina além de se auto-administrarem mais a droga.

Quanto ao decurso temporal, Calfa, Molosin e Molina (2006) demonstraram
efeito ansiogénico um dia apés o ultimo episédio de estresse de derrota social.
Entretanto, achados de Blumberg e colaboradores (2009) e de Pulliam e
colaboradores (2010) sugerem que a ansiedade eliciada por tal fenbmeno pode
perdurar por muito tempo apés a retirada do estimulo, ou seja, o Ultimo episddio
de estresse social. Estes achados fortalecem a possibilidade que a ansiedade
desencadeada pelos episddios de estresse social seja um elemento participante
no desencadeamento da dependéncia, uma vez que os efeitos do estresse
observados na sensibilizagdo comportamental e auto-administracdo foram
também fenémenos observados por longo periodo apds o ultimo episédio (10 dias
para sensibilizagcdo comportamental e pelo menos 20 dias para o inicio do

protocolo de autoadministracao).
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Outro ponto importante observado no presente estudo foi a acao inibitéria
do antagonista de CRF sobre todos os comportamentos relacionados a
dependéncia, mostrando reversao do efeito do estresse. Este fato torna-se
relevante uma vez que foi demonstrado por Martins, Marras e Guimaraes (2000)
que o bloqueio das acgbes deste mesmo neurotransmissor inibiu o efeito
ansiogénico no LCE provocado por um outro tipo de estresse, o de imobilizagao.
Assim, é possivel que a ansiedade desencadeada pelo estresse, tanto por derrota
social (presente estudo) como por imobilizacdo (MARTINS; MARRAS;
GUIMARAES, 2000), tenha sua origem na elevacdo da transmissdo CRFérgica.
Se assim, o tratamento prévio aos episédios de derrota social com o antagonista
CRFérgico, o CP, preveniu a agdo do CRF, bem como de seu efeito ansiogénico,
dificultando a sensibilizagdo comportamental e atenuando o comportamento de
auto-administragdo, como verificado nos resultados apresentados neste estudo.
Desta forma, a prevencao da ansiedade, de certa forma, se configuraria como um
importante fator para atenuar a vulnerabilidade ao uso e dependéncia a cocaina.

Com relagdo a natureza do receptor envolvido, se CRF1 ou CRF2, os
resultados do presente estudo indicam ser o subtipo CRF1 relevante na génese
desses comportamentos, uma vez que o CP possui alta especificidade e afinidade
a este subtipo. Assim, parece que o receptor CRF1 participa na mediacdo da
intensificacdo de comportamentos relacionados a dependéncia de cocaina
induzida pelo estresse social. Embora se mostrem aparentemente relacionados, a
natureza dessa relagdo CRF-ansiedade-dependéncia € ainda indeterminada e
possivelmente envolve mecanismos de neuroplasticidade complexos. Tal fato

encoraja a realizagdo de novos estudos, sendo a administracdo de um ansiolitico
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classico como um benzodiazepinico prévio aos episddios de estresse, uma
possivel maneira de se abordar esse tema. Outra condigdo experimental plausivel
seria a manipulacdo farmacolégica de outras estruturas encefalicas, além
daquelas areas pertencentes ao sistema de recompensa (ATV e NAc), com
reconhecido papel na mediacao de respostas defensivas, como amidala, matéria
cinzenta periaquedutal e outras estruturas na inten¢cao de diminuir a ansiedade
provocada pelo estresse de derrota social e avaliar os efeitos sobre os
comportamentos relacionados a dependéncia. Além dessas propostas, uma série
de outras possibilidades experimentais surge, fato que proporciona um vasto
campo a ser explorado em neurociéncia, uma vez que o melhor entendimento
dessa relacao € de elevada utilidade para uma possivel interacdo farmacolégica

como forma de prevenir e tratar problemas relacionados a dependéncia a cocaina.
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CONCLUSOES GERAIS DO ESTUDO

O presente estudo confirmou o papel relevante da matéria cinzenta
periaguedutal mesencefélica na coordenacdo de respostas comportamentais
defensivas bem como da antinocicepcdo. Neste sentido, nossos resultados
demonstraram que o receptor NMDA neste sitio, além de estar envolvido nas
respostas defensivas explosivas (fuga e luta), também exerce papel na modulagéo
de comportamentos defensivos mais sutis, corroborando os achados de Carvalho-
Netto e colaboradores (2009). Nesta mesma linha, resultados encontrados neste
estudo indicam ser a mediacao nitrérgica intra-MCP relevante para os efeitos
aversivos da ativacdo de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA. Em outras
palavras, a agdo ansiogénica evidenciada no labirinto em cruz elevado (LCE)
resultante da ativacdo de receptores NMDA na MCP foi atenuada com o pré-
tratamento com o inibidor da sintese de éxido nitrico (NO) no mesmo sitio. Desta
forma, a MCP estaria envolvida na mediacao dos comportamentos explosivos de
defesa relacionados ao medo, mas também participaria, juntamente com
estruturas prosencefalicas (cortex pre-frontal, sistema septo-hipocampal e
amidala) do controle de comportamentos defensivos mais elaborados e orientados

relacionados a ansiedade como postularam McNaughton e Corr (2004).

O presente estudo também corroborou resultados anteriores do laboratério
(MIGUEL, 2006) em que foi demonstrada a ineficacia do inibidor da isoforma
neural da enzima sintase de NO (NOSn) na MCP sobre a ansiedade no LCE. Esta
auséncia de efeitos do NPLA se opde aos resultados encontrados por Guimaraes

e colaboradores (1994) os quais observaram efeito ansiolitico com inje¢des intra-
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MCP de inibidores inespecificos da NOS como, por exemplo, o L-NAME e o L-
NOARG, capazes de atuarem sobre as outras isoenzimas. Assim, sugere-se a
participacdo de outras isoenzimas como a endotelial também presente na MCP
(IWASE et al., 2000; PAAKARI; LINDSBERG, 1999) na génese da ansiedade

eliciada pelo NO.

Além da relacao glutamato/NMDA e NO, o presente estudo ajudou a
esclarecer, pelo menos em parte, o complexo e dual efeito do CRF nos diferentes
comportamentos relacionados a ansiedade e ao estresse. Neste sentido,
observou-se mediacdo CRFérgica nos indices de ansiedade avaliados no LCE, na
antinocicepcdo, bem como no comportamento agressivo e nos mecanismos da
dependéncia a cocaina, corroborando estudos anteriores que demonstraram ser o
CRF um peptideo intimamente relacionado com as mais diferentes respostas

relacionadas ao estresse.

Com relagdo a ansiedade no LCE e a antinocicepcdo, este estudo
demonstrou a agao ansiogénica, corroborando os achados de Martins, Marras e
Guimaraes (1997), e antinociceptiva da estimulagdo CRFérgica na MCP. Além
disso, este estudo apontou serem estes efeitos CRFérgicos intra-MCP mediados
pelo subtipo de receptor CRF1, uma vez que o blogqueio deste receptor aboliu
ambos os efeitos do CRF. Por outro lado, estas agdes intra-MCP nao parecem
sofrer mediacao do subtipo de receptor CRF2, pois 0 seu bloqueio demonstrou-se
in6cuo aos efeitos do CRF. Estes achados estdo em acordo com Sahuque e
colaboradores (2006), que embora tenham estudado outra area encefdlica, o

nucleo intersticial da estria terminal (BNST), encontraram a mesma relacao deste
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estudo quanto a mediacdo CRF1 x CRF2 na ansiedade desencadeada pelo CRF.
As acdes ansiogénica e antinociceptiva da ativacdo CRFérgica parecem nao
depender da produgdo de NO, uma vez que a prévia inibicdo da sintese de NO
nao alterou nenhum dos efeitos do CRF. Tais resultados indicam um perfil
diferente deste neuropeptideo daquele encontrado para o glutamato/NMDA, no
que se refere aos mecanismos da ansiedade e da nocicepgao. Assim, pode-se
sugerir que embora ambos sejam ansiogénicos, glutamato e CRF devem recrutar
diferentes mensageiros na complexa cascata intracelular para expressdo destas

respostas.

Um resultado intrigante do presente estudo foi que enquanto o NO nao se
comportou como elemento chave na expressdao das respostas mediadas pelo
CRF, os efeitos aversivos desencadeados pela ativagdo nitrérgica intra-MCP
mostraram-se sensiveis ao bloqueio dos receptores CRF1. Neste sentido, o efeito
aversivo neste trabalho evidenciado pelos comportamentos de corrida, saltos e
congelamento, promovido pelo aumento do ténus nitrérgico na MCP, através da
microinjecdo de um composto doador de NO, foi atenuado pelo prévio
antagonismo de receptores CRFérgicos subtipo CRF1. Assim, pode-se sugerir que

a aversao provocada pelo NO pode ter contribuido para a liberagdo de CRF.

O presente estudo demonstrou também a participagdo CRFérgica no NDR
na modulagdo do comportamento agressivo de camundongos. Evidéncias
anteriores enfatizaram a relacdo entre o comportamento agressivo e a ansiedade
e reacbes de defesa (BLANCHARD; WALL; BLANCHARD, 2003; NYBERG;

VEKOVISCHEVA; SANDNABBA, 2003). O efeito antiagressivo do CRF mostrou
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ser via receptor CRF2 do NDR, ja que a ativacdo e o bloqueio seletivos deste
levaram a reducdo e intensificacdo, respectivamente, da agressdo. Em geral,
estes resultados reforcam a possibilidade da correlacdo negativa ansiedade x
agressao (NYBERG; VEKOVISCHEVA; SANDNABBA, 2003; SANDNABA, 1997),
uma vez que a estimulagdo CRFérgica, ansiogénica em diversas estruturas,

inclusive no préprio NDR, desenvolveu perfil antiagressivo neste sitio.

O presente estudo apresentou indicativo da agdao do CRF também no
comportamento relacionado a dependéncia a cocaina, inclusive na intensificagéo
de tais comportamentos provocados pela exposicao ao estresse. Neste sentido, o
tratamento sistémico com o antagonista de receptores CRF1, prévio aos episédios
de estresse social, bloqueou a sensibilizacdo comportamental e atenuou o efeito
intensificador sobre a autoadministracao de cocaina, evidenciados nos animais
também estressados, mas que ndo receberam o antagonista.Uma vez que o
estresse de derrota social promove efeito ansiogénico em modelos animais de
ansiedade (BLUMBERG et al., 2009; CALFA; MOLOSIN; MOLINA, 2006; KINSEY
et al., 2007; PULLIAM et al., 2010), estes resultados levantam a possibilidade de
que a ansiedade pode ser participante da vulnerabilidade ao uso e dependéncia a
cocaina. Neste sentido, estdo os achados de Pelloux, Costentin e Duterte-Boucher
(2009) nos quais animais previamente classificados como mais ansiosos
desenvolveram preferéncia condicionada ao local a cocaina em contraposicao
aqueles menos ansiosos que nao exibiram tal comportamento. Assim, o CRF
parece estar envolvido também nessa complexa relagédo de co-morbidade entre a

ansiedade-dependéncia ou adi¢ao de drogas.
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ABSTRACT

Glutamate-NMDA (N-methyl-p-aspartate) receptor activation within the periaqueductal
gray (PAG) leads to antinociceptive, autonomic and behavioral responses characterized as
the fear reaction. We have recently demonstrated that the vigorous defensive-like
behaviors (e.g. jumping and running) and antinociception induced by intra-PAG injection
of N-methyl-p-aspartate (NMDA) were completely blocked by prior infusion of N®-propyl-
L-arginine (NPLA), a specific neuronal nitric oxide synthesis (nNOS) enzyme inhibitor, into
the same midbrain structure. It remains unclear however, whether the inhibition of nNOS
within the mouse PAG changes the anxiety-like behavior per se or the effects of the
inhibition of nNOS depend on the suppression of downstream of glutamate-NMDA
receptor activation. This study investigated whether intra-PAG infusion of NPLA (i)
attenuates anxiety in the elevated plus-maze (EPM) and (ii) antagonizes the anxiogenic-
like effects induced by intra-PAG injection of NMDA. Test sessions were videotaped and
subsequently scored for conventional indices of anxiety (percentage of open arm entries
and percentage of open arm time) and locomotor activity (closed arm entries). Results
showed that intra-PAG infusions of NPLA (0.2, 0.4 or 0.8 nmol/0.1 pl) did not alter
significantly any behavioral response in the EPM when compared to control group
(Experiment 1). Intra-PAG infusion of NMDA (0 and 0.02 nmol/0.1 ul; a dose that does not
provoke vigorous defensive behaviors per se in mice) significantly reduced open arm
exploration, confirming an anxiogenic-like effect (Experiment 2). When injected into the
PAG 10 min prior local NMDA injection (0.02 nmol/0.1 pl), NPLA (0.4 nmol/0.1 pl) was able to
revert the anxiogenic-like effect of glutamate-NMDA receptor activation. Neither intra-
PAG infusion of NMDA nor NPLA altered closed arm entries, a widely used measure of
locomotor activity in the EPM. These results suggest that intra-PAG nitric oxide synthesis
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does not play a role on anxiety-like behavior elicited during EPM exposure; however its
synthesis is important for the proaversive effects produced by activation of glutamate-
NMDA receptors located within this limbic midbrain structure.

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Electrical or chemical stimulation of the midbrain periaque-
ductal gray (PAG) elicits autonomic (e.g., tachycardia, defeca-
tion) and behavioral (e.g., jumping, running, immobility)
responses characterized as fear reaction. In addition, many
lines of evidence have indicated that besides fundamentally
controlling fear-like responses—fight and flight (for review,
see Graeff, 2004), the PAG modulates less vigorous defensive
responses related to anxiety such as threat avoidance and risk
assessment (Teixeira and Carobrez, 1999; McNaughton and
Corr, 2004; Mendes-Gomes and Nunes-de-Souza, 2005; Berto-
glio and Zangrossi, 2006; Carvalho-Netto et al., 2007).

Chemical stimulation of the PAG can be carried out by local
glutamate-NMDA (N-methyl-p-aspartate) receptor activation,
for example with the exogenous excitatory aminoacid N-
methyl-p-aspartate (NMDA). When injected into the dorsal
columns of the PAG (dPAG), NMDA elicits fight and flight
reactions in rats (e.g., Bandler, 1988; Bittencourt et al., 2004)
and mice (e.g., Miguel and Nunes-de-Souza, 2006), whereas
local microinjection of 2-amino-7-phosphonoheptanoic acid
(AP-7), a competitive NMDA receptor antagonist, produces
antiaversive-like effects in the elevated plus-maze test (EPM;
Guimaraes et al., 1991), a widely used animal model of anxiety.

Glutamate is a ubiquitous excitatory amino acid in the
CNS. Besides activates the ionotropic NMDA receptor, gluta-
mate also activates other two ion channel coupled receptors,
the a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic acid
(AMPA) receptor and kainate receptor (Heresco-Levy, 2003;
Ozawa et al., 1998; Huntley et al., 1994; Seeburg, 1993) and a G-
protein coupled receptor (metabotropic receptor). These
receptors are largely expressed in the PAG (Schubert et al.,,
1996; Onstott et al., 1993; Albin and Gilman, 1990). Glutamate-
NMDA receptor activation leads to cellular calcium influx
which triggers a cascade of intracellular events including
activation of nitric oxide synthase (NOS), enzyme that
produces nitric oxide (NO) by conversion of L-arginine to L-
citroline, having NADPH (nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate) and Ca”* as co-factors (Heresco-Levy, 2003; Mayer
et al,, 1991; Garthwaite et al., 1989). There are at least three
NOS isoforms: an inducible (iNOS) involved in immunological
reactions, activated by factors released in pathological
events, such as cytokines that can induce large releasing of
NO. Two other NOS are constitutive forms, which are present
in vase endothelium (endothelial NOS—eNOS) and in neurons
(neuronal NOS—nNOS) (Guix et al., 2005; Mungrue et al., 2003;
Prast and Philippu, 2001; Lamas et al., 1992).

Similarly to the proaversive effects produced by glutamate-
NMDA receptor agonists, injection of NO donors into the
dorsolateral column of the PAG (dIPAG) produces fight and
flight reactions in rats (De Oliveira et al., 2000). On the other
hand, administration in this same region of NOS inhibitors,
guanylate cyclase inhibitors and a NO scavenger (Guimaraes

et al., 2005; De Oliveira and Guimaraes, 1999; Guimaraes et al.,
1994) provokes anxiolytic-like effects in the EPM.

In a recent study Miguel and Nunes-de-Souza (2006) showed
that intra-PAG injection of N“-propyl-L-arginine (NPLA), a
specific nNOS inhibitor, completely blocked the vigorous
defensive behavioral reactions (e.g., jumping, running, immo-
bility) and antinociception induced by NMDA infusion into the
same site in mice. However, it remains unclear whether the
inhibition of nNOS within the mouse PAG changes the anxiety-
like behavior per se or the effects of the inhibition of nNOS
depend on the suppression of downstream of glutamate-NMDA
receptor activation. This study investigated whether intra-PAG
infusion of NPLA (i) attenuates anxiety in the elevated plus-
maze and (i) antagonizes the anxiogenic-like effects induced by
intra-PAG injection of NMDA (at a dose that does not provoke
vigorous defensive behaviors per se in mice).

2. Results

Histology confirmed that a total of 108 mice had cannula
placements in the PAG (Fig. 1). Forty-six mice were used in the
Experiment 1 [Saline (n=15), NPLA 0.2 nmol (n=12), 0.4 nmol
(n=10), 0.8 nmol (n=9)], 31 mice were used in the Experiment 2
[Saline (n=15) and NMDA 0.02 nmol (n=16)] while 31 mice were
used in the Experiment 3 [saline +saline (n=8), saline+ NMDA
(n=8), NPLA +saline (n=7), NPLA+NMDA (n=8)].

2.1. Experiment 1: lack of effects of intra-PAG injection of
NPLA on the behavior of mice in the EPM

Fig. 2 shows that intra-PAG injection of NPLA (0, 0.2, 0.4 or
0.8 nmol/0.1 pl) neither changed the anxiety indices [one-way
ANOVA for percent open arm entries (F;4,=0.65, p>0.05),
percent open arm time (F34,=0.53, p>0.05)] nor affected
locomotor activity [one-way ANOVA for closed arm entries
(F3.42=1.54, p>0.05)] in the EPM.

2.2. Experiment 2: anxiogenic-like effects of intra-PAG
injection of NMDA in mice exposed to the EPM

The effects of intra-PAG injection of NMDA (0.02 nmol/0.1 ul)
on the behavior of mice exposed to the EPM are shown in Fig. 3.
Student t-test revealed that injection of NMDA into the PAG
decreased percent of open arm entries [t-test (29)=2.16,
p<0.05)] and percent open arm time [(t-test (29)=3.00,
p<0.05)] while did not significantly change closed arm entries
[(t-test (29)=-0.59, p>0.05)].

2.3. Experiment 3: blockade of the intra-PAG NMDA
anxiogenic-like effects produced by prior local infusion of NPLA

Fig. 4 shows the effects of intra-PAG NPLA pretreatment on
anxiogenic-like responses to local infusion of NMDA. Two-
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Fig. 1 - (A) A schematic representation of microinfusion sites within the midbrain periaqueductal gray (PAG) of the mouse. The
number of points in the figure is less than the total number of mice because of the overlaps. (B) Photomicrograph of midbrain
coronal section from a representative subject showing an injection site into the PAG. Section corresponds to —4.24 mm from
bregma in the atlas of Paxinos and Franklin (2001).

way ANOVA revealed no significant effects for NPLA pretreat- p>0.05)] and locomotor activity [closed arm entries (Fy 7=
ment factor on anxiety indices [percent open arm entries 1.39; p>0.05)], however showed significant differences for
(F1,27=0.38; p>0.05), percent open arm time (F;,,=0.37; NMDA treatment factor [percent open arm entries (F; 5;=5.18;

Fig. 3 - Effects of NMDA microinjection (0 or 0.02 nmol/0.1 pl;
Fig. 2 - Effects of NPLA microinjection (0, 0.2, 0.4 or 0.8 nmol/ ~ n=15-16) into the PAG on closed arm entries, percent open
0.1 pl; n=9-15) into the PAG on closed arm entries, percent arm entries and percent open arm time in the EPM. Data
open arm entries and percent open arm time in the EPM. are presented as mean values (+SEM). *p<0.05 compared
Data are presented as mean values (+SEM). to control group (saline).
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Fig. 4 - Effects of combined microinfusions of NPLA (0 or

0.4 nmol/0.1 pl) and NMDA (0 or 0.02 nmol/0.1 pl) into the PAG
on closed arm entries, percent open arm entries and percent
open arm time in the EPM. Data are presented as mean values
(£SEM). n=7-8. "p<0.05 versus control (saline +saline)
condition group; *p <0.05 versus saline + NMDA condition.

p<0.05), percent open arm time (F;,7,=7.08; p<0.05)] as well
as for NPLA pretreatmentxNMDA treatment interaction
[percent open arm entries (F;,,=4.51; p<0.05), percent open
arm time (F;,7=>5,01; p<0.05)] on anxiety indices. Post hoc
between group comparisons revealed that both percent open
arm entries and percent open arm time were significantly
reduced by intra-PAG NMDA (saline+NMDA) injection com-
pared to control group (saline+saline, p<0.01). In addition,
intra-PAG NPLA pretreatment attenuated or completely
blocked responses to NMDA (percent open arm entries
p=0.06; percent open arm time p<0.01, respectively). Impor-
tantly, no significant effects for NMDA treatment factor or
NPLA pretreatmentx NMDA treatment interaction were
observed for closed arm entries (F;,,=0.0, p>0.05 and
F127,=0.22, p>0.05, respectively).

3. Discussion

The main results of the present study indicate that the
defensive behavior elicited by EPM exposure does not depend
on NO synthesis within the mouse PAG. However, the
anxiogenic-like effect induced by intra-PAG injection of
NMDA is attenuated or completely blocked by local inhibition
of nNOS, suggesting the anxiogenic role of NO is related to
activation of glutamate-NMDA receptor in this midbrain
structure in mice.

It has been emphasized in the literature a dual role of NO
on anxiety and defensive reaction. Supporting the anxiogenic

hypothesis are studies demonstrating that systemic or central
injections of different NOS inhibitors were able to induce
anxiolytic-like effects in different anxiety tests including the
EPM (Volke et al., 1995; Guimaraes et al., 1994; Forestiero et al.,
2006; Miguel and Nunes-de-Souza, 2006). On the other hand,
antianxiety-like effect of NO has also been proposed (Quock
and Nguyen, 1992; De Oliveira et al., 1997; Kittner et al., 2003). A
dual profile of NO has been emphasized not only for emotional
states. For instance, a bidirectional role of NO has been
reported for nociception (Sousa and Prado, 2001; Prado et al,,
2002) and neurotoxicity (Dawson et al., 1993; Prast and
Philippu, 2001). In the present study inhibition of NO synthesis
within the mouse PAG per se neither increased nor decreased
anxiety assessed in the EPM (Exp. 1). Considering that intra-
PAG infusion of 0.4 nmol NPLA completely blocked vigorous
defensive-like behaviors (e.g. jumping and running) induced
by NMDA (0.04 nmol) infusion into the same site (Miguel and
Nunes-de-Souza, 2006) it is intriguing that intra-PAG NPLA
infusions of this nNOS inhibitor at doses of 0.2, 0.4 or 0.8 nmol
have failed to attenuate anxiety in the EPM. Present results
suggest that the aversive experience in the EPM is not
sufficient to induce an anxiogenic amount of NO synthesis
within the mouse PAG. In other words, it is likely that intra-
PAG NO does not play a role on anxiety elicited during EPM
exposure.

Intra-PAG injection of NMDA at a dose that did not produce
any vigorous defensive-like behavior (0.02 nmol/0.1 pl) led
mice to explore less the open arms of the EPM (Exp. 2). This
anxiogenic-like effect of NMDA was characterized by a
selective reduction in percent open arm entries and percent
open arm time, the two main measures used as indices of
anxiety in the EPM. Importantly, intra-PAG NMDA did not alter
closed arm entries, the parameter widely used to measure
general locomotor activity in the maze [e.g., File, 1992; Rodgers
and Johnson, 1995]. Present results corroborate previous
findings demonstrating an anxiogenic-like effect provoked
by glutamate-NMDA receptor activation within the midbrain
periaqueductal gray [e.g., Bandler, 1988; Bittencourt et al.,
2004; Miguel and Nunes-de-Souza, 2006].

The results of Experiment 3 demonstrated that the
enhancement in anxiety-like behavior induced by intra-PAG
NMDA was attenuated (% open arm entries) and completely
blocked (% open arm time) by prior local infusion of NPLA. As
shown in Exp. 1, in which intra-PAG NPLA did not alter anxiety
per se, animals that received NPLA +saline also did not exhibit
any significantly different behavior in the mouse EPM when
compared to control group (saline+saline injected animals).
NMDA injected animals (NMDA +saline group), in turn, con-
firmed the results of Exp. 2, showing an anxiogenic-like profile
of this NMDA receptor agonist. These results indicate that
glutamate-NMDA receptor activation within the mouse PAG
induces NO synthesis, which in turn leads to an enhancement
of anxiety in the EPM. It is particularly important to note that
either the anxiogenic-like effects of intra-PAG NMDA or the
blockade of such effects with prior infusion of NPLA were seen
in the absence of changes to the primary index of general
locomotor activity in the maze, namely, closed arm entries
(e.g., File, 1992; Rodgers and Johnson, 1995).

The mechanisms involved in the apparently contrasting
effects of intra-PAG NPLA on anxiety (i.e., it blocked the
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anxiogenic-like effects of NMDA infusion but failed to
attenuate anxiety when injected alone) are not clear. It is
likely that the PAG nitrergic modulation of the defensive
behavior depends on the magnitude of the aversive stimulus
that animals are submitted. For instance, we have emphasized
that the vigorous defensive-like behaviors provoked by intra-
PAG NMDA were completely antagonized by local infusion of
NPLA at a similar dose used in the present study (Miguel and
Nunes-de-Souza, 2006). On the other hand, we have recently
observed that NPLA infusion into the PAG attenuates per se the
avoidance of the predator in the Rat Exposure Test (RET,
unpublished results), an animal model of defensive behavior
based on the prey-predator interaction (Yang et al., 2004), in
which a subject mouse (prey) is allowed to seek or avoid the
predator stimulus (rat) and thus regulate its own exposure to
threat. In addition, intra-PAG NPLA also reverted the proaver-
sive-like effect of NMDA injected into the same structure,
suggesting a modulatory role for NO on defensive behavior
induced by glutamate-NMDA receptor activation within the
PAG (unpublished results). Taken together these findings are
suggestive that the defensive response evaluated in the
mouse EPM does not depend on NO synthesis within this
limbic midbrain structure.

The PAG is anatomically and functionally divided in four
longitudinal columns that run parallel to the aqueduct — the
dorsomedial and dorsolateral (dorsal portion), lateral (lateral
portion) and ventrolateral (ventral portion) columns (Bandler
and Shipley, 1994; Carrive, 1993). It has been emphasized that
serotonergic neurons from ventrolateral portion of PAG
(VIPAG) are implicated in the suppression of “fight/flight”
sympathetic and behavioral responses elicited by stimulation
of dorsal PAG (Johnson et al., 2004). Furthermore, it has been
suggested that serotonin receptor and GABA/benzodiazepine
receptor modulate the aversive-like effects of nitric oxide in
the dorsolateral PAG of rats (Moreira and Guimaraes, 2004).
Considering that in the present study, approximately 85% of
the injection sites were located at dorsal PAG, the lack of intra-
PAG NPLA effects on anxiety might be due endogenous
serotonin and/or GABA inhibitory action on glutamate-
NMDA receptors containing neurons. Although attractive,
this hypothesis remains to be empirically tested e.g. with
combined intra-dPAG injections of direct serotonin or benzo-
diazepine receptors antagonists and nNOS inhibitors.

Corroborating previous evidences that have emphasized
that mice exhibit different defensive behavioral profile when
compared to rats (Blanchard et al., 2001; 2003; Jardim et al.,
1999; Carvalho-Netto and Nunes-de-Souza, 2004), which could
implicate distinct neurobiological underlying mechanisms,
the lack of intra-PAG NPLA effects on anxiety in the mouse
EPM contrasts with previous findings reported with the rat
EPM. For instance, it has been demonstrated by Guimaraes
and colleagues (1994), that administration of L-NAME and L-
NOARG into the dPAG produces anti-anxiety effects in the rat
EPM. However, these compounds are not selective nNOS
inhibitors, since they also inhibit eNOS (Pfeiffer et al., 1996).
Considering there is evidence indicating the presence of eNOS
within the PAG (Paakkari and Lindsberg, 1995; Iwase et al.,
2000), it is reasonable to suggest that not only nNOS may play
a role on anxiety modulation in the rodents PAG. Supporting
this assumption are findings showing that also eNOS, beyond

nNOS, contributes to the long-term potentiation (LTP) phe-
nomenon in the hippocampus (Hopper and Garthwaite, 2006).
These authors have emphasized the importance of an
integrated action of both isoenzymes (nNOS and eNOS) in
the LTP. Further evidences demonstrating the relevance of the
eNOS in other biological processes previously thought to be
exclusive of nNOS action are synaptic plasticity, neurochem-
ical and behavioral regulation (Kano et al., 1998; Demas et al.,
1999; Haul et al., 1999; Frisch et al., 2000; Doreulee et al., 2003).
Taken together, these findings and the present results (Exp. 1)
raise the hypothesis that NO role on anxiety in the EPM seems
to depend on a combined action of both enzyme isoforms
within the mouse PAG. Further studies seem to be relevant to
confirm the anxiolytic-like profile of the eNOS in this midbrain
structure.

4, Experimental procedures

4.1. Subjects

Subjects were male Swiss adults mice weighing 25-35 g (S@o
Paulo State University - UNESP, SP, Brazil), housed in groups of
10 per cage (cage size: 41x34x16 cm). They were maintained
under a normal 12-h light cycle (lights on: 7:00 a.m.) in a
temperature (23+1 °C) and humidity (55+5%) controlled
environment. Food and drinking water were freely available
except during the brief test periods. All mice were experimen-
tally naive and used only once.

4.2. Drugs

The drugs used were N“-propyl-L-arginine (NPLA — Tocris
Cookson Inc., Ballwin, USA), a highly selective and potent
inhibitor of nNOS (Ki=57nM), which displays 3158-fold and
149-fold selectivity over iNOS and eNOS, respectively (Zhang
et al.,, 1997) and N-methyl-p-aspartate (NMDA, Sigma-Brazil)
dissolved in physiological saline (NaCl 0.9%). The doses used
were based on previous studies (El-Haddad et al., 2002; Kakoki
et al., 2001; Miguel and Nunes-de-Souza, 2006; Zhang et al,,
1997).

4.3. Surgery and microinjection

Mice were implanted with 7-mm stainless steel guide cannula
(26-gauge; Insight Equipamentos Cientificos Ltda, Brazil)
under anaesthesia with Ketamine (anaesthetic, 80 mg/Kg)
plus Xylasin (muscle relaxing, 8 mg/kg). Guide cannula was
fixed to the skull using dental acrylic and jeweler’s screws.
Stereotaxic coordinates (Paxinos and Franklin, 2001) for the
PAG were, respectively, 4.1 mm posterior to bregma, 1.3 mm
lateral to the midline, and 2.2 mm ventral to the skull surface,
with the guide cannula angled 26° to the vertical. A dummy
cannula (33-gauge, stainless steel wire; Fishtex Industry and
Commerce of plastics Ltda.), inserted into each guide cannula
immediately after of surgery, served to reduce the incidence of
occlusion.

Five to seven days after surgical recovery, solutions were
injected into the PAG by microinjection units (33-gauge
stainless steel cannula; Insight Equipamentos Cientificos
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Ltda, Brazil), which extended 1.0 mm beyond the tips of the
guide cannula. Each microinjection unit was attached to a 5-ul
Hamilton microsyringe via polyethylene tubing (PE-10), and
administration was controlled by an infusion pump (BI 2000,
Insight Equipamentos Cientificos Ltda, Brazil) programmed to
deliver a volume at rate of 0.1 ul (volume injected) over a
period of 30 s. The microinjection procedure consisted of
gently restraining the animal, removing of dummy cannula,
inserting the injection unit in situ for a further 60 s. Confirma-
tion of successful infusion was obtained by monitoring the
movement of a small air bubble in the PE-10 tubing.

4.4.  Elevated plus-maze and behavioral analysis

The basic EPM design was very similar to that originally
described by Lister (1987) and comprised two open arms
(30x5x0.25 cm) and two closed arms (30 x 5x 15 cm) connected
via a common central platform (5x5 cm). The apparatus was
constructed from wood (floor) and transparent glass (clear
walls) and was raised to a height of 38.5 cm above floor level.

Eight to 10 min (see also Section 4.5. Procedure) following
drug microinfusion (see below) into the PAG, each mouse was
placed in an individual holding cage and then transported to
the maze. Testing commenced by placing the subject on the
central platform of the maze (facing an open arm), following
which the experimenter immediately withdrew to an adjacent
laboratory. The videotaped test sessions were 5 min in
duration and, between subjects, the maze was thoroughly
cleaned with 20% alcohol. All experiments were performed
under normal laboratory illumination (1x100 W white light)
during the light phase of the light-dark cycle.

Videotapes were scored by a highly trained observer using
an ethological analysis package developed by Dr. Morato’s
group at Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo
Preto, USP (personal communication). Behaviors scored were
the frequencies of open and closed arm entries (entry=all four
paws into an arm) and the time spent in open arm of the maze.
These data were used to calculate percentage of open arm
entries (Jopen/total]x100) and percentage of time spent in
each zone of the maze (e.g. [time in compartment/300] x 100).

4.5. Procedure

4.5.1. Experiment 1: effects of intra-PAG injection of NPLA on
the behavior mice in the EPM

On test days, animals were transported to the experimental
room and left undisturbed for at least 30 min prior to testing.
Mice were then microinjected with NPLA (0, 0.2, 0.4, 0.8 nmol/
0.1 pl) and 10 min later they were individually placed in the
central platform of the EPM for recording the behavioral
measures (see above) during a period of 5 min.

4.5.2. Experiment 2: effects of intra-PAG injection of NMDA
on the behavior of mice in the EPM

As described for Exp. 1, after a period of habituation to the
experimental room, animals received intra-PAG microinjec-
tion of NMDA (0 or 0.02 nmol/0.1 pl) and 8 min later they were
individually placed in the central platform of the EPM for
recording the behavioral measures (see above) during a period
of 5 min.

4.5.3. Experiment 3: effects of intra-PAG injection of NPLA on
the anxiogenic effect of local infusion of NMDA

Two groups of mice were initially injected with NPLA (0 or
0.4 nmol/0.1 pl) intra-PAG and 10 min later they were divided
in other two groups and received NMDA (0 or 0.02 nmol/0.1 ul)
into the same midbrain site. Eight minutes after the second
intra-PAG injection, each mouse was placed in central plat-
form of the EPM for recording the behavioral measures (see
above) during a period of 5 min.

4.6. Statistical analysis

All results were initially submitted to Levene’s test for
homogeneity of variance. Where Levene’s test yielded sig-
nificance, results were transformed to log, square root or cube
root and confirmed for homogeneity of variance before being
submitted to one- or two-way analyses of variance (ANOVA).
The following data sets were log transformed: % open arm
entries (Exp. 1 and Exp. 3) and frequency of closed arm entries
(Exp. 3). In addition, % open arm time results were trans-
formed to cube root (Exp. 3). Data from Exp. 3 were initially
analyzed by two-way independent ANOVA [Factor 1: pretreat-
ment (NPLA); Factor 2: treatment (NMDA)]. Significant F tests
were followed by Duncan’s multiple range tests. In all cases, a
P value of 0.05 or less was required for significance.

4.7. Histology

At the end of testing, all the animals were deeply anaesthe-
tized with sodium thiopental and received a microinfusion of
1% Evans blue (according to the microinjection procedure
described above). Brains were removed and injection sites
were verified histologically according to the atlas of Paxinos
and Franklin (2001). Data from animals with injection sites
outside the PAG were excluded from the study. Final sample
sizes in Experiment 1 ranged between 9 and 15, in Experiment
2, between 15 and 16 and, finally, in Experiment 3, between
7 and 8.

4.8. Ethics

The experiments carried out in this study are in compliance
with the norms of Brazilian Neuroscience and Behavior
Society (SBNeC), based on the US National Institutes of Health
Guide for Care and use of Laboratory Animals.
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Abstract

Glutamate N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor activation within the dorsal column of the periaqueductal gray (dPAG) leads
to antinociceptive, autonomic, and behavioral responses characterized as the fear reaction. Activation of NMDA receptors in the
brain increases nitric oxide (NO) synthesis, and NO has been proposed to be a mediator of the aversive action of glutamate. This
paper reviews a series of studies investigating the effects of neuronal NO synthase (nNOS) inhibition in the dPAG of mice in
different aversive conditions. nNOS inhibition by infusion of Nw-propyl-L-arginine (NPLA) prevents fear-like reactions (e.g.,
jumping, running, freezing) induced by NMDA receptor stimulation within the dPAG and produces anti-aversive effects when
injected into the same midbrain site in mice confronted with a predator. Interestingly, nNOS inhibition within the dPAG does
not change anxiety-like behavior in mice exposed to the elevated plus maze (EPM), but it reverses the effect of an anxiogenic
dose of NMDA injected into the same site in animals subjected to the EPM. Altogether, the results support a role for glutamate
NMDA receptors and NO in the dPAG in the regulation of defensive behaviors in mice. However, dPAG nitrergic modulation
of anxiety-like behavior appears to depend on the magnitude of the aversive stimulus. Keywords: periaqueductal gray matter
(PAG), NMDA receptors, neuronal nitric oxide synthase (nNOS), elevated plus maze (EPM), rat exposure test (RET), mouse.
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Introduction

The dorsal portion of the periaqueductal gray (dPAG)
has been identified as the principal substrate of aversive
states in the midbrain (Graeff, 2004). Electrical or
chemical stimulation of the dPAG elicits autonomic (e.g.,
tachycardia, defecation) and behavioral (e.g., jumping,
running, immobility) responses characterized as the
fear reaction. Additionally, many lines of evidence have
indicated that in addition to fundamentally controlling fear-

like fight and flight responses (for review, see Graeff, 2004),
the PAG modulates less vigorous defensive responses
related to anxiety, such as threat avoidance and risk
assessment (Bertoglio & Zangrossi, 2006; Carvalho-Netto,
Litvin, Nunes-de-Souza, Blanchard, & Blanchard, 2007;
McNaughton & Corr, 2004; Mendes-Gomes & Nunes-de-
Souza, 2005, 2009; Teixeira & Carobrez, 1999;).
Chemical stimulation of the PAG can be performed
by local glutamate NMDA (N-methyl-D-aspartate)
receptor activation. When injected into the dPAG, NMDA
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receptor agonists elicit fight and flight reactions in rats
(e.g., Bandler, 1988; Bittencourt, Carobrez, Zamprogno,
Tufik, & Schenberg, 2004) and mice (e.g., Beckett,
Lawrence, Marsden, & Marshall, 1992), whereas local
microinjection of 2-amino-7-phosphonoheptanoic acid
(AP-7), a competitive NMDA receptor antagonist,
produces antiaversive-like effects in the elevated plus
maze (EPM; Guimaraes, Carobrez, De Aguiar, & Graeff,
1991), a widely used animal model of anxiety.

Glutamate is a ubiquitous excitatory amino acid in the
central nervous system. In addition to activating ionotropic
NMDA receptors, glutamate is also able to activate two
other ion channel-coupled receptors, the o-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic acid (AMPA)
receptor and kainate receptor (Heresco-Levy, 2003;
Huntley, Vickers, & Morrison, 1994; Ozawa, Kamiya, &
Tsuzuki, 1998; Seeburg, 1993), and a G-protein-coupled
receptor (metabotropic receptor). These receptors are
largely expressed in the PAG (Albin & Gilman, 1990;
Onstott, Mayer, & Beitz, 1993; Schubert, Shaikh, &
Siegel, 1996). Glutamate NMDA receptor activation
leads to cellular calcium influx, which triggers a cascade
of intracellular events, including activation of nitric
oxide synthase (NOS), an enzyme that produces nitric
oxide (NO) by converting L-arginine to L-citroline, with
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH)
and Ca?" as co-factors (Garthwaite, Garthwaite, Palmer,
& Moncada, 1989; Heresco-Levy, 2003; Mayer et al.,
1991). NOS has at least three isoforms. Inducible NOS
(INOS) is involved in immunological reactions and
activated by factors released during pathological events,
such as cytokines that can induce a substantial release of
NO. Two other NOS isoforms are constitutive forms that
are present in vase endothelia (endothelial NOS [eNOS])
and neurons (neuronal NOS [nNOS]) (Guix, Uribesalgo,
Coma, & Muifihoz, 2005; Lamas, Marsden, Li, Tempst, &
Michel, 1992; Mungrue, Bredt, Stewart, & Husain, 2003;
Prast & Philippu, 2001).

Similar to the proaversive effects produced by
glutamate  NMDA receptor agonists, injection of
NO donors into the dorsolateral column of the PAG
(dIPAG) produces fight and flight reactions in rats (De
Oliveira, Del-Bel, & Guimardes, 2001). In contrast,
administration of NOS inhibitors, guanylate cyclase
inhibitors, and a NO scavenger in this same region
induces anxiolytic-like effects in the EPM (De Oliveira
& Guimardes, 1999; Guimardes, Beijamini, Moreira,
Aguiar, & de Lucca, 2005; Guimardes, De Aguiar, Del
Bel, & Ballejo, 1994).

This paper attempts to show that the roles played
by glutamate NMDA receptors and the NO complex
within the dPAG in defensive behavior in mice appear
to depend on the magnitude or nature of the aversive
stimuli. Whereas chemical stimulation of the dPAG
elicits defensive reactions that are blocked by local
infusion of a nNOS inhibitor, the behavioral defensive
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responses induced by a more naturalistic situation (e.g.,
exposure to the EPM) are sensitive to NOS inhibition
only in animals pretreated with an NMDA receptor
agonist in the same midbrain structure. However, when
exposed to a more aversive situation (e.g., confrontation
by a predator), inhibition of nNOS within the dPAG
attenuates defensive-like behaviors in mice.

Defensive-like responses induced by chemical
stimulation of the dPAG with NMDA infusion
in mice: effects of nNOS inhibition

As widely demonstrated in many laboratories
(e.g., Bandler & Carrive, 1988; Bittencourt et al.,
2004; Blanchard & Blanchard, 1988; Carvalho-
Netto, Markham, Blanchard, Nunes-de-Souza, &
Blanchard, 2006), chemical stimulation of the dPAG
(e.g., with NMDA infusion) induces a set of behavioral
responses, such as jumping, running, and freezing,
that last approximately 5 minutes. Immediately after
(and sometimes during) intra-dPAG NMDA infusion,
animals exhibit a sequence of apparently disoriented
jumps intercalated with running. These explosive motor
behaviors, especially jumping, last approximately 60-
90 seconds and are followed by running intercalated
with periods of freezing for 60-120 seconds. These
defensive-like behaviors are followed by a sequence of
non-aversively motivated behaviors (e.g., walking and
rearing). Figure 1 illustrates the effects of intra-dPAG
injection of NMDA (.04 nmol) on jumping and rearing
frequency and on running and freezing time (in seconds)
over 5 minutes in mice pretreated with saline or .2-.4
nmol N°-propyl-L-arginine (NPLA, a highly selective
and potent inhibitor of nNOS; K, = 57 nM) that displays
3158-fold and 149-fold selectivity for iNOS and eNOS,
respectively (Zhang, Fast, Marletta, Martasek, &
Silverman, 1997), in the same midbrain site. Intra-dPAG
infusions of NPLA (.4 nmol) changed the defensive
behaviors induced by intra-dPAG injections of NMDA.
The excitatory amino acid induced a sudden sequence
of jumping and running behaviors that were followed
by a period of freezing. These results corroborate many
previousstudies (Bandler, 1988; Bandler & Carrive, 1988;
Beckettetal., 1992; De Oliveira et al., 2001; Molchanov
& Guimaraes, 1999), which demonstrated that intra-
PAG injections of glutamate receptor agonists produce
defensive reactions in rodents. NPLA antagonized these
NMDA-induced behavioral effects, suggesting that
NO release within the PAG plays a role in defensive
behavior. Intra-dPAG infusion of NMDA did not alter
rearing frequency, but higher-dose NPLA increased
this vertical exploratory behavior, an effect that was
independent of the treatment combination (i.e. saline or
NMDA). The increase in rearing frequency suggests that
this nNOS inhibitor (.2 and .4 nmol) does not provoke
motor disruption, an effect previously reported with
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systemic injections of other NOS inhibitors (Del Bel, da
Silva, & Guimaraes, 1998; Del Bel, Souza, Guimaraes,
da Silva, & Nucci-da-Silva, 2002; Del Bel, da Silva,
Guimaraes, & Bermudez-Echeverry, 2004). Intra-dPAG
NPLA injections appear to selectively reduce NMDA-
induced behavioral responses (e.g., jumping, running,
freezing) in mice. Altogether, these results suggest
that NO, synthesized after glutamate NMDA receptor
activation within the dPAG, may modulate defensive
behaviors in this midbrain structure.

However, intra-dPAG NPLA fails to alter defensive
behavior when mice are exposed to a more naturalistic
situation (e.g., the EPM). The results shown below
suggest that the role played by NO in emotional
responsiveness appears to be dependent on glutamate
NMDA receptor activation, at least within the mouse
dPAG, and the type of aversive stimulus exposure.

Inhibition of nNOS within the dPAG fails to
alter anxiety-like behavior in the mouse EPM

Figure 2 shows that inhibition of NO synthesis
within the mouse dPAG neither increased nor decreased
anxiety-like behavior in the EPM. Intra-dPAG infusion
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of .4 nmol NPLA completely blocked vigorous
defensive-like behaviors (e.g., jumping and running)
induced by NMDA infusion (.04 nmol) into the same
site (Figure 1), and intra-dPAG NPLA infusions of this
nNOS inhibitor at doses of .2, .4, and .8 nmol failed to
attenuate anxiety-like behavior in the EPM (Figure 2).
The failure of intra-dPAG NPLA to affect anxiety-like
behavior suggests that the aversive experience in the
EPM is not sufficient to induce an anxiogenic amount of
NO synthesis within the mouse dPAG, suggesting that
intra-dPAG NO likely does not play a role in anxiety-
like behavior elicited during EPM exposure in mice.

Inhibition of nNOS within the dPA G attenuates
anxiety-like behavior induced by intra-dPAG
NMDA infusion in the mouse EPM

Although intra-dPAG NPLA failed to alter indices
of anxiety in the mouse EPM, NO synthesis appears to
be important for the anxiogenic-like effects induced by
local infusion of NMDA. We found that intra-dPAG
injection of NMDA at a dose that did not produce
any vigorous defensive-like behavior (.02 nmol/.1 ul)
led mice to explore the open arms of the EPM less
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Figure 1. Effects of intra-dPAG injection of NMDA (0.04 nmol) on (A) jumping frequency, (B) rearing frequency, (C) running
time (s), and (D) freezing time (s) over 5 min in mice pretreated with saline or NPLA (0.2-0.4 nmol) into the same midbrain
site (n = 9-14; see text for details). *p < .05, compared with Saline+Saline; *p < .05, compared with Saline+tNMDA (adapted

from Miguel & Nunes-de-Souza, 2006).
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Figure 2. Effects of NPLA microinjection (0, .2, .4, and .8
nmol/0.1 pl; n = 9-15) into the dPAG on the percentage of
open arm entries and percentage of open arm time in the EPM.
Data are expressed as mean + SEM (reproduced from Miguel
& Nunes-de-Souza, 2008).

(Figure 3). This anxiogenic-like effect of NMDA was
characterized by a selective reduction in the percentage
of open arm entries and percentage of open arm time,
the two main measures used as indices of anxiety in the
EPM (e.g., File, 1992; Rodgers & Johnson, 1995). These
results corroborate previous findings that demonstrated
an anxiogenic-like effect induced by glutamate NMDA
receptor activation within the midbrain PAG in rodents
(e.g., Bandler, 1988; Bittencourt et al., 2004).
Interestingly, when injected into the dPAG, NPLA
completely blocked the enhancement of anxiety-like
behavior induced by intra-PAG NMDA. As shown in
Figure 4, intra-dPAG NPLA reversed the anxiogenic-
like effects produced by local infusion of NMDA.
Importantly, animals that received intra-dPAG injection
of NPLA (NPLA +saline) did notexhibitany significantly
different behavior in the mouse EPM compared with
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Figure 3. Effects of NMDA microinjection (0 and .02 nmol/.1 pl;
n = 15-16) into the dPAG on the percentage of open arm entries
and percentage of open arm time in the EPM. Data are expressed
as mean + SEM. *p < .05, compared with control group (saline)
(reproduced from Miguel & Nunes-de-Souza, 2008).
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the control group (saline + saline). NMDA-injected
animals (NMDA + saline), in turn, confirmed the results
shown in Figure 3, showing an anxiogenic-like profile
of this NMDA receptor agonist. These results indicate
that glutamate NMDA receptor activation within the
mouse PAG induces NO synthesis, which in turn leads
to enhanced anxiety-like behavior in the EPM.

The mechanisms involved in the apparently
contrasting effects of intra-dPAG NPLA on anxiety-like
behavior (i.e., blockade of the anxiogenic-like effects of
NMDA but inability to attenuate anxiety-like behavior
when injected alone) are not clear. In fact, the existing
data suggest that glutamatergic activation appears to be
necessary to observe the effects of NO. However, this does
not exclude a possible intrinsic anxiogenic-like effect of
glutamate release during the exposure of mice to the EPM.
Measuring glutamate release or NMDA receptor activation
within the dPAG during the exposure of mice to the EPM
would be interesting. In this context, we recently found
that glutamate NMDA receptor blockade by intra-dPAG
infusion of the NMDA receptor antagonist AP-7 attenuated
anxiety-like behavior in mice exposed to the EPM (Figure
5). Intra-dPAG injection of AP-7 (.2 nmol/.1 pl) increased
open arm exploration without affecting closed arm entries
(results not shown), suggesting a selective effect of this
NMDA receptor antagonist on anxiety-like behavior.
This anxiolytic-like profile produced by NMDA receptor
blockade within the PAG was previously demonstrated in
rats exposed to the EPM (Guimarées etal, 1991; Molchanov
& Guimaraes, 2002).

The mechanisms underlying these apparently
contrasting effects of intra-dPAG AP-7 and NPLA
on anxiety-like behavior remain unclear. The results
showing that intra-dPAG injection of AP-7 and NPLA
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Figure 4. Effects of combined microinfusions of NPLA (0 and
4 nmol/.1 ul) and NMDA (0 and .02 nmol/.1 pl) into the dPAG
on the percentage of open arm entries and percentage of open
arm time in the EPM. Data are expressed as mean + SEM (n =
7-8). *p < .05, compared with control group (saline + saline);
p < .05, compared with saline + NMDA group (adapted from
Miguel & Nunes-de-Souza, 2008).



Nitric oxide in PAG

Anxiety Indices
BEntries CTime

60

50

% Open Arms

—_ ra (] o

(=] [=1 L= [ =] (=]
5

Treatment into the PAG (nmol/0.1 pl)

Figure 5. Effects of AP-7 microinjection (0, .05, .1, and .2
nmol/.1 ul; n=8-15) into the dPAG on the percentage of open
arm entries and percentage of open arm time in the EPM.
Data are expressed as mean + SEM. *p < .05, compared with
control group (saline).

attenuated and did not alter, respectively, anxiety-
like behavior when injected alone suggest that the
anxiogenic-like effect of glutamate NMDA receptor
activation may not be completely dependent on NO
synthesis. The anxiogenic-like effect of NO appears to
depend on NMDA receptor “hyperactivation” within
the mouse dPAG, whereas glutamate NMDA receptor
activation appears to play a tonic role in anxiety-like
behavior. If so, then NMDA receptor activation would
lead to neuronal excitation without affecting NO
release. Ca?" influx via NMDA receptor activation has
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been demonstrated to trigger subsequent and persistent
changes in the expression of AMPA receptors, and these
receptors are responsible for a substantial portion of
basal excitatory postsynaptic potential (e.g., MacDonald,
Jackson, & Beazely, 2006).

Considering that intra-dPAG nNOS inhibition
attenuated anxiety-like behavior only in animals
pretreated with an NMDA receptor agonist, dPAG
nitrergic modulation of defensive behavior may depend
on the magnitude of the aversive stimulus to which mice
are subjected. To test this hypothesis, we investigated
the effects of intra-dPAG infusion of NPLA on defensive
behavior in mice confronted by a predator (rat).

Role of glutamate NMDA receptors and nitric
oxide within the periaqueductal gray on defensive
behaviors in mice confronted by a predator

The rat exposure test (RET, Figure 6) is an animal
model of anxiety based on the predator-prey (rat-mouse)
interaction. The RET was developed and validated
to facilitate the measurement of avoidance and risk
assessment behaviors in mice (Yang et al., 2004). Testing
procedures are conducted in a clear polycarbonate cage
(exposure chamber) covered with a black polycarbonate
lid. The exposure chamber is divided into two equally
sized compartments by a wire mesh screen (surface and
predator compartment). The home cage is a box made of
black Plexiglas on three sides and clear Plexiglas on the
fourth side to facilitate videotaping. The home chamber
is connected to the exposure cage by a clear Plexiglas
tube tunnel. Rats have been shown to be predators
of mice both in nature and in the laboratory (Calvo-

Figure 6. Photograph of rat exposure test apparatus. The predator (rat) is placed in the right half of the exposure cage, which
is divided into two equally sized compartments by a wire mesh screen (surface and predator compartments) (reproduced from

Amaral et al., 2010).
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Torrent, Brain, & Martinez, 1999; O’Boyle 1974, 1975).
When confronted by rats, both wild and laboratory mice
show clear innate defensive behaviors (Blanchard et al.,
1998). Recent studies have attempted to identify possible
neurotransmitter systems and hormonal changes (e.g.,
plasma corticosterone) involved in the modulation
of defensive responses in mice exposed to the RET
(Amaral, Gomes, & Nunes-de-Souza, 2010; Carvalho-
Netto et al., 2007; Litvin, Pentowski, Blanchard, &
Blanchard, 2007; Martinez, Carvalho-Netto, Amaral,
Nunes-de-Souza, & Canteras, 2008).

In this context, we recently found that NPLA infusion
into the dPAG attenuates the avoidance of the predator in
the RET (Carvalho-Netto, Gomes, Amaral, & Nunes-de-
Souza, 2009). Figure 7 shows the dose-response curve for
NPLA treatment. The highest dose (.4 nmol) increased
the time in the surface compartment and in contact with
the wire screen barrier between the mouse and predator.
Additionally, intra-dPAG NPLA (4 nmol) markedly
reduced the duration of freezing behavior and risk
assessment behavior, indicating that NLPA significantly
reduced the spatiotemporal (avoidance) and ethological
(freezing and risk assessment) measures of the RET,
supporting the hypothesis of a potential role for the nitric
oxide system in the dPAG in the regulation of anxiety-like
behavior. Moreover, intra-dPAG NPLA also reversed the
proaversive-like effect of NMDA injected into the same
structure, suggesting a modulatory role for NO in defensive
behavior induced by glutamate NMDA receptor activation
within the dPAG (Carvalho-Netto et al., 2009).
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Figure 7. Effects of NPLA microinjection (.1 and .4 nmol/.1 pl;
n =9-15) into the dPAG on the behaviors of mice in the RET.
Each bar represents the mean + SEM. *p < .05, compared with
control group (reproduced from Carvalho-Netto et al., 2009).
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Final considerations

Based on previous studies (for review, see De
Oliveira et al., 2001; Guimardes et al. 2005) and the
present discussion, the effects of NPLA may represent
an inhibition of NO production mediated by endogenous
glutamatergic activation via NMDA receptors. Indeed,
NMDA receptor activation has been established as the
main stimulus for NO production in the central nervous
system (for review, see Esplugues, 2002), and reciprocal
regulatory mechanisms between these two neuronal
pathways (glutamatergic and nitrergic) are likely to occur
in the dPAG (Lin, Kang, Wan, Huang, & Tseng, 2000).
An elegant study reported by Beijamini and Guimaraes
(2006) showed that exposure to a cat activated NOS-
expressing neurons in the rat dPAG, an effect that was
attenuated by prior intracerebroventricular microinjection
of AP-7, a competitive NMDA receptor antagonist.

However, the failure of intra-dPAG NPLA to affect
anxiety-like behavior in the EPM suggests that nitrergic
neurotransmission located within this midbrain structure
appears to not be recruited during the exposure of mice
to this widely used animal model of anxiety. The scope
of the present review was not to extensively compare
the roles of glutamate NMDA receptors and NO in the
dPAG on defensive behaviors in rats and mice. The
existing literature suggests that the defensive response
evaluated in the mouse EPM does not depend on NO
synthesis within this limbic midbrain structure.

Previous studies have shown that mice exhibit a
different behavioral defensive profile compared with
rats (Blanchard et al., 1997; Blanchard, Griebel, &
Blanchard, 2001; Carvalho-Netto & Nunes-de-Souza,
2004; Gomes et al., 2009; Jardim, Nogueira, Graeff,
& Nunes-de-Souza, 1999), suggesting species-specific
neurobiological mechanisms. The inability of intra-
dPAG NPLA to affect anxiety-like behavior in the
mouse EPM contrasts with previous findings reported
with the rat EPM. For example, Guimaraes et al. (1994)
showed that administration of NS-nitro-L-arginine
methyl ester (L-NAME) and L-NCS-nitro arginine
(L-NOARG) into the dPAG produced anxiolytic-like
effects in the rat EPM. Altogether, these results suggest
that the different effects of NO formation in the dPAG
in rats and mice reflect a higher aversive state generated
by the EPM in rats compared with mice. Importantly,
however, L-NAME and L-NOARG are not selective
nNOS inhibitors because they also inhibit eNOS
(Pfeiffer, Leopold, Schmidt, Brunner, & Mayer, 1996).
Considering the evidence indicating the presence of
eNOS within the PAG (Iwase et al., 2001; Paakkari &
Lindsberg, 1995), mechanisms other than, or in addition
to, those involving nNOS in the rodent PAG may
play a role in the modulation of anxiety-like behavior.
Supporting this hypothesis are findings showing that
eNOS also contributes to long-term potentiation (LTP)
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in the hippocampus (Hopper & Garthwaite, 2006). These
authors emphasized the importance of an integrated
action of both isoenzymes (nNOS and eNOS) in LTP.
Synaptic plasticity and neurochemical and behavioral
evidence demonstrate the relevance of eNOS in other
biological processes previously believed to be exclusive
of nNOS action (Demas et al., 1999; Doreulee et al.,
2003; Frisch et al., 2000; Haul, Godecke, Schrader,
Haas, & Luhmann, 1999; Kano, Shimizu-Sasamata,
Huang, Moskowitz, & Lo, 1998). Altogether, these
findings suggest that the role of NO in anxiety-like
behavior in the EPM appears to depend on the combined
action of both enzyme isoforms within the mouse PAG.
Further studies are required to confirm the anxiolytic-
like profile of eNOS in this midbrain structure.

Acknowledgements

The authors thank FAPESP, CNPq, and PADC/FCF
Unesp for financial support.

References

Albin, R.L., & Gilman, S. (1990). Autoradiographic localization of
inhibitory and excitatory amino acid neurotransmitter receptors in
human normal and olivopontocerebellar atrophy cerebellar cortex.
Brain Research, 522, 37-45.

Amaral, V.C.S., Gomes, K.S., & Nunes-de-Souza, R.L. (2010).
Increased corticosterone levels in mice subjected to the rat exposure
test. Hormones and Behavior, 57, 128-133.

Bandler, R. (1988). Brain mechanisms of aggression as revealed by
electrical and chemical stimulation: suggestion of a central role for
the midbrain periaquedutal gray region. In: A.N. Epstein & A.R.
Horrison (Eds.), Progress in psychobiology and physiological
psychology, vol. 13 (pp. 67-154). San Diego: Academic Press.

Bandler, R., & Carrive, P. (1988). Integrated defense reaction
elicited by excitatory amino acid microinjection in the midbrain
periaquedutal gray region of the unrestrained cat. Brain Research,
439, 95-106.

Beckett, S.R., Lawrence, A.J., Marsden, C.A., & Marshall, P.W.
(1992). Attenuation of chemically induced defence response by
5-HT, receptor agonists administered into the periaqueductal gray.
Psychopharmacology, 108, 110-114.

Beijamini, V., & Guimardes, F.S. (2006). c-Fos expression increase in
NADPH-diaphorase positive neurons after exposure to a live cat.
Behavioural Brain Research, 170, 52-61.

Bertoglio, L.J., & Zangrossi, H., Jr. (2006). Involvement of dorsolateral
periaqueductal gray N-methyl-D-aspartic acid glutamate receptors
in the regulation of risk assessment and inhibitory avoidance
behaviors in the rat elevated T-maze. Behavioural Pharmacology,
17, 589-596 [erratum: /7, 737].

Bittencourt, A.S., Carobrez, A.P., Zamprogno, L.P., Tufik, S., &
Schenberg, L.C., (2005). Organization of single components of
defensive behaviors within distinct columns of periaqueductal
gray matter of the rat: role of N-methyl-D-aspartic acid glutamate
receptors. Neuroscience, 125, 71-89.

Blanchard, D.C., & Blanchard, R.J. (1988). Ethoexperimental approaches
to the biology of emotion. Annual Review of Psychology, 39, 43-68.
Blanchard, D.C., Griebel, G., & Blanchard, R.J. (2001). Mouse defense
behaviors: pharmacological and behavioral assays for anxiety and

panic. Neuroscience and Biobehavioral Reviews, 25, 205-218.

Blanchard, R.J., Griebel, G., Henrie, J.A., & Blanchard, D.C. (1997).
Differentiation of anxiolytic and panicolytic drugs by effects on rat
and mouse defense test batteries. Neuroscience and Biobehavioral
Reviews, 21, 783-789.

Blanchard, R.J., Hebert, M.A., Ferrari, P.F., Palanza, P., Figueira, R.,
Blanchard, D.C., & Parmigiani, S. (1998). Defensive behaviors in
wild and laboratory (Swiss) mice: the mouse defense test battery.

65

Physiology and Behavior, 65, 201-209.

Calvo-Torrent, A., Brain, P.F., & Martinez, M. (1999). Effect of
predatory stress on sucrose intake and behavior on the plus-maze
in male mice. Physiology and Behavior, 67, 189-196.

Carvalho-Netto, E.F., Gomes, K.S., Amaral, V.C.S., & Nunes-de-
Souza, R.L. (2009). Role of glutamate NMDA receptors and
nitric oxide located within the periaqueductal gray on defensive
behaviors in mice confronted by predator. Psychopharmacology,
204, 617-625.

Carvalho-Netto, E.F., Litvin, Y., Nunes-de-Souza, R.L., Blanchard,
D.C., & Blanchard, R.J. (2007). Effects of intra-PAG infusion
of ovine CRF on defensive behaviors in Swiss-Webster mice.
Behavioural Brain Research, 176, 222-229.

Carvalho-Netto, E.F., Markham, C., Blanchard, D.C., Nunes-de-Souza,
R.L., & Blanchard, R.J. (2006). Physical environment modulates
the behavioral responses induced by chemical stimulation of dorsal
periaqueductal gray in mice. Pharmacology Biochemistry and
Behavior, 85, 140-147.

Carvalho-Netto, E.F., & Nunes-de-Souza, R.L. (2004). Use of elevated
T-maze to study anxiety in mice. Behavioural Brain Research, 148,
119-132.

De Oliveira, R.W., & Guimaries, F.S. (1999). Anxiolytic effect of
methylene blue microinjected into the dorsal periaqueductal gray
matter. Brazilian Journal of Medical and Biological Research, 32,
1529-1532.

De Oliveira, R.M., Del Bel, E.A., & Guimaraes, F.S. (2001). Effects
of excitatory amino acids and nitric oxide on flight behavior
elicited from the dorsolateral periaquedutal gray. Neuroscience and
Biobehavioral Reviews, 25, 679-685.

Del Bel, E.A., da Silva, C.A., & Guimaraes, F.S. (1998). Catalepsy
induced by nitric oxide synthase inhibitors. General Pharmacology,
30, 245-248.

Del Bel E.A., da Silva, C.A., Guimaraes F.S., & Bermudez-Echeverry,
M. (2004). Catalepsy induced by intra-striatal administration
of nitric oxide synthase inhibitors in rats. European Journal of
Pharmacology, 485, 175-181.

Del Bel, E.A., Souza, A.S., Guimaraes, F.S., da Silva, C.A., & Nucci-
da-Silva, L.P. (2002). Motor effects of acute and chronic inhibition of
nitric oxide synthesis in mice. Psychopharmacology, 161, 32-37.

Demas, G.E., Kriegsfeld, L.J., Blackshaw, S., Huang, P., Gammie,
S.C., Nelson, R.J., & Snyder, S.H. (1999). Elimination of aggressive
behavior in male mice lacking endothelial nitric oxide synthase.
Journal of Neuroscience, 19, RC30.

Doreulee, N., Sergeeva, O.A., Yanovsky, Y., Chepkova, A.N., Selbach,
0., Godecke, A., Schrader, J., & Haas, H.L. (2003). Cortico-striatal
synaptic plasticity in endothelial nitric oxide synthase deficient
mice. Brain Research, 964, 159-163.

Esplugues, J. (2002). NO as a signaling molecule in the nervous
system. British Journal of Pharmacology, 135, 1079-1095.

File, S.E. (1992). Behavioural detection of anxiolytic action. In: J.M.
Elliott, D.J. Heal & C.A. Marsden (Eds.), Experimental approaches
to anxiety and depression (pp. 25-44). Chichester: Wiley.

Frisch, C., Dere, E., Silva, M.A., Godecke, A., Schrader, J., & Huston,
J.P. (2000). Superior water maze performance and increase in fear-
related behavior in the endothelial nitric oxide synthase-deficient
mouse together with monoamine changes in cerebellum and ventral
striatum. Journal of Neuroscience, 20, 6694-6700.

Garthwaite, J., Garthwaite, G., Palmer, R.M., & Moncada, S. (1989).
NMDA receptor activation induces nitric oxide synthesis from
arginine in rat brain slices. European Journal of Pharmacology,
172, 413-416.

Gomes, K.S., Carvalho-Netto, E.F., Monte, K.C., Acco, B., Nogueira,
P.J., & Nunes-de-Souza, R.L. (2009). Contrasting effects of acute
and chronic treatment with imipramine and fluoxetine on inhibitory
avoidance and escape responses in mice exposed to the elevated
T-maze. Brain Research Bulletin, 78, 323-327.

Graeff, F.G. (2004). Serotonin, the periaqueductal gray and panic.
Neuroscience and Biobehavioral Reviews, 28, 239-259.

Guimardes, F.S., Beijamini, V., Moreira, F.A., Aguiar, D.C., & de
Lucca, A.C. (2005). Role of nitric oxide in brain regions related
to defensive reactions. Neuroscience and Biobehavioral Reviews,
29, 1313-1322.

Guimardes, F.S., Carobrez, A.P., De Aguiar, J.C., & Graeff, F.G. (1991).
Anxiolytic effect in the elevated plus-maze of NMDA receptor
antagonist AP7 microinjected into the dorsal periaqueductal grey.
Psychopharmacology, 103, 91-94.



66

Guimardes, F.S., De Aguiar, J.C., Del Bel, E.A., & Ballejo, G. (1994).
Anxiolytic effect of nitric oxide synthase inhibitors microinjected
into the dorsal central grey. Neuroreport, 5, 1929-1932.

Guix, F.X., Uribesalgo, 1., Coma, M., & Muiloz, F.J. (2005). The
physiology and pathophysiology of nitric oxide in the brain.
Progress in Neurobiology, 76, 126-152.

Haul, S., Godecke, A., Schrader, J., Haas, H.L., & Luhmann, H.J.
(1999). Impairment of neocortical long-term potentiation in
mice deficient of endothelial nitric oxide synthase. Journal of
Neurophysiology, 81, 494-497.

Heresco-Levy, U. (2003). Glutamatergic neurotransmission
modulation and the mechanisms of antipsychotic atypicality.
Progress in Neuropsychopharmacology and Biological Psychiatry,
27, 1113-1123.

Hopper, R.A., & Garthwaite, J. (2006). Tonic and phasic nitric
oxide signals in hippocampal long-term potentiation. Journal of
Neuroscience, 26, 11513-11521.

Huntley, G.W., Vickers, J.C., & Morrisson, J.H. (1994). Cellular and
synaptic localization of NMDA and non-NMDA receptor subunits
in neocortex: organizational features related to cortical circuitry,
function and disease. Trends in Neurosciences, 17, 536-543.

Iwase, K., Miyanaka, K., Shimizu, A., Nagasaki, A., Gotoh, T., Mori,
M., & Takiguchi, M. (2000). Induction of endothelial nitric-oxide
synthase in rat brain astrocytes by systemic lipopolysaccharide
treatment. Journal of Biological Chemistry, 275, 11929-11933.

Jardim, M.C., Nogueira, R.L., Graeff, F.G., & Nunes-de-Souza, R.L.
(1999). Evaluation of the elevated T-maze as an animal model of
anxiety in the mouse. Brain Research Bulletin, 48, 407-411.

Kano, T., Shimizu-Sasamata, M., Huang, P.L., Moskowitz, M.A., &
Lo, E.H. (1998). Effects of nitric oxide synthase gene knockout on
neurotransmitter release in vivo. Neuroscience, 86, 695-699.

Lamas, S., Marsden, P.A., Li, G.K., Tempst, P., & Michel, T.
(1992). Endothelial nitric oxide synthase: molecular cloning
and characterization of a distinct constitutive enzyme isoform.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, 89, 6348-6352.

Lin, H.C., Kang, B.H., Wan, FJ., Huang, S.T., & Tseng, C.J. (2000).
Reciprocal regulation of nitric oxide and glutamate in the nucleus tractus
solitarii of rats. European Journal of Pharmacology, 407, 83-89.

Litvin, Y., Pentowski, N.S., Blanchard, D.C., & Blanchard, R.J.
(2007). CRF type 1 receptors in the dorsal periaqueductal gray
modulate anxiety-induced defensive behaviors. Hormones and
Behavior, 52, 244-251.

MacDonald, J.F., Jackson, M.F., & Beazely, M.A. (2006). Hippocampal
long-term synaptic plasticity and signal amplification of NMDA
receptors. Critical Reviews in Neurobiology, 18, 71-84.

Martinez, R.C., Carvalho-Netto, E.F., Amaral, V.C.S., Nunes-
de-Souza, R.L., & Canteras, N.S. (2008). Investigation of the
hypothalamic defensive system in the mouse. Behavioural Brain
Research, 192, 185-190.

Mayer, B., John, M., Heinzel, B., Werner, E.R., Wachter, H., Schultz,
G., & Bohme, E. (1991). Brain nitric oxide synthase is a biopterin-
and flavin-containing multi-functional oxido-reductase. FEBS
Letters, 288, 187-191.

McNaughton, N., & Corr, PJ. (2004). A two-dimensional
neuropsychology of defense: fear/anxiety and defensive distance.
Neuroscience and Biobehavioral Reviews, 28, 285-305.

Mendes-Gomes, J., & Nunes-de-Souza, R.L. (2005). Concurrent
nociceptive stimulation impairs the anxiolytic effect of midazolam
injected into the periaqueductal gray in mice. Brain Research,
1047, 97-104.

Mendes-Gomes, J., & Nunes-de-Souza, R.L. (2009). Anxiolytic-like
effects produced by bilateral lesion of the periaqueductal gray in

Nunes-de-Souza et al

mice: influence of concurrent nociceptive stimulation. Behavioural
Brain Research, 203, 180-187.

Miguel, T.T., & Nunes-de-Souza, R.L. (2006). Defensive-like
behaviors and antinociception induced by NMDA injection into
the periaqueductal gray of mice depend on nitric oxide synthesis.
Brain Research, 1076, 42-48.

Miguel, T.T., & Nunes-de-Souza, R.L. (2008). Anxiogenic-like effects
induced by NMDA receptor activation are prevented by inhibition
of neuronal nitric oxide synthase in the periaqueductal gray in
mice. Brain Research, 1240, 39-46.

Molchanov, M.L., & Guimaraes, F.S. (1999). Defense reaction induced
by a metabotropic glutamate receptor agonist microinjected into
the dorsal periaqueductal gray of rats. Brazilian Journal of Medical
and Biological Research, 32, 1533-1537.

Molchanov, M.L., & Guimaraes, F.S. (2002). Anxiolytic-like effects
of AP7 injected into the dorsolateral or ventrolateral columns of the
periaqueductal gray of rats. Psychopharmacology, 160, 30-38.

Mungrue, LN., Bredt, D.S., Stewart, D.J., & Husain, M. (2003).
From molecules to mammals: what’s NOS got to do with it? Acta
Physiologica Scandinavica, 179, 123-135.

O’Boyle, M. (1974). Rats and mice together: the predatory nature of the
rat’s mouse-killing response. Psychological Bulletin, 81,261-269.

O’Boyle, M. (1975). The rat as a predator. Psychological Bulletin, 82, 460-462.

Onstott, D., Mayer, B., & Beitz, A.J. (1993). Nitric oxide synthase
immunoreactive neurons anatomically define a longitudinal
dorsolateral column within the midbrain periaqueductal gray of
the rat: analysis using laser confocal microscopy. Brain Research,
610,317-324.

Ozawa, S., Kamiya, H., & Tsuzuki, K. (1998). Glutamate receptors in
the mammalian central nervous system. Progress in Neurobiology,
54, 581-618.

Paakkari, 1., & Lindsberg, P. (1995). Nitric oxide in the central nervous
system. Annals of Medicine, 27, 369-377.

Pfeiffer, S., Leopold, E., Schmidt, K., Brunner, F., & Mayer, B.
(1996). Inhibition of nitric oxide synthesis by N¢-nitro-L-argine
methyl ester (L-NAME): requirement for bioactivation to the free
acid, NS-nitro-L-arginine. British Journal of Pharmacology, 118,
1433-1440.

Prast, H., & Philippu, A. (2001). Nitric oxide as a modulator of
neuronal function. Progress in Neurobioliogy, 64, 51-68.

Rodgers, R.J., & Johnson, N.J.T. (1995). Factor analysis of
spatiotemporal and ethological measures in the murine elevated
plus-maze test of anxiety. Pharmacology Biochemistry and
Behavior, 52,297-303.

Schubert, K., Shaikh, M.B., & Siegel, A. (1996). NMDA receptors in
the midbrain periaqueductal gray mediate hypothalamically evoked
hissing behavior in the cat. Brain Research, 726, 80-90.

Seeburg, P.H. (1993). The TiPS/TINS lecture: the molecular
biology of mammalian glutamate receptor channels. Trends in
Pharmacological Sciences, 14,297-303.

Teixeira, K.V., & Carobrez, A.P. (1999). Effects of glycine or
(+/-)-3-amino-1-hydroxy-2-pyrrolidone microinjections along
the rostrocaudal axis of the dorsal periaqueductal gray matter
on rats’ performance in the elevated plus-maze task. Behavioral
Neuroscience, 113, 196-203.

Yang, M., Augustsson H., Markham, C.M., Hubbard DT., Webster
D., Wall, PM., Blanchard, R.J., & Blanchard, D.C. (2004). The rat
exposure test: a model of mouse defensive behaviors. Physiology
and Behavior, 81, 465-473.

Zhang, H.Q., Fast, W., Marletta, M.A., Martasek, P., & Silverman,
R.B. (1997). Potent and selective inhibition of neuronal nitric oxide
synthase by N“-propyl-L-arginine. Journal of Medicinal Chemistry,

40, 3869-3870.



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	RESUMO
	ABSTRACT
	SUMÁRIO
	CAPÍTULO 1
	1 INTRODUÇÃO GERAL
	1.1 ANSIEDADE E COMPORTAMENTOS DEFENSIVOS: HISTÓRICO, CONCEITOS E EPIDEMIOLOGIA
	1.2 TRANSTORNOS DE ANSIEDADE
	1.3 ANTINOCICEPÇÃO INDUZIDA PELO MEDO/ANSIEDADE
	1.4 MODELOS ANIMAIS
	1.5 NEUROTRANSMISSÃO: GLUTAMATO, ÓXIDO NÍTRICO (NO) E FATOR DE LIBERAÇÃO DE CORTICOTROFINA (CRF)

	CAPÍTULO 2 - EFEITOS DA MICROINJEÇÃO INTRA-MCP DE NMDA NA ANSIEDADE DE
CAMUNDONGOS NO LCE: AVALIAÇÃO DA PARTICIPAÇÃO NITRÉRGICA
	2.1 OBJETIVO
	2.2 MATERIAIS E MÉTODOS
	2.3 RESULTADOS
	2.4 DISCUSSÃO

	CAPÍTULO 3 - EFEITOS DA MICROINJEÇÃO INTRA-MCP DE CRF NA ANSIEDADE DE
CAMUNDONGOS NO LCE E NA NOCICEPÇÃO: AVALIAÇÃO DA MEDIAÇÃO
DOS SUBTIPOS DE RECEPTORES CRFérgicos E DA PARTICIPAÇÃO
NITRÉRGICA
	3.1 OBJETIVO
	3.2 MATERIAIS E MÉTODOS
	3.3 RESULTADOS
	3.4 DISCUSSÃO

	CAPÍTULO 4 - EFEITOS DA MICROINJEÇÃO INTRA-MCP DE NOC-9 SOBRE OS
COMPORTAMENTOS DEFENSIVOS E NOCICEPÇÃO: AVALIAÇÃO DA
MEDIAÇÃO CRFérgica
	4.1 OBJETIVO
	4.2 MATERIAIS E MÉTODOS
	4.3 RESULTADOS
	4.4 DISCUSSÃO

	CAPÍTULO 5 - COMPORTAMENTO AGRESSIVO EM CAMUNDONGOS: ESTUDO DA
MEDIAÇÃO DO RECEPTOR CRF2 NO NÚCLEO DORSAL DA RAFE 1
	5.1 COMPORTAMENTO AGRESSIVO E ANSIEDADE
	5.2 COMPORTAMENTO AGRESSIVO E CRF
	5.3 OBJETIVO
	5.4 MATERIAIS E MÉTODOS
	5.5 RESULTADOS
	5.6 DISCUSSÃO

	CAPÍTULO 6 - ESTRESSE DE DERROTA SOCIAL E AUTOADMINISTRAÇÃO DE COCAÍNA:
ESTUDO DA MEDIAÇÃO CRFérgica1
	6.1 COCAÍNA
	6.2 ANSIEDADE, ESTRESSE SOCIAL E DEPENDÊNCIA
	6.3 OBJETIVO
	6.4 MATERIAIS E MÉTODO
	6.5 RESULTADOS
	6.6 DISCUSSÃO

	CAPÍTULO 7 - CONCLUSÕES GERAIS DO ESTUDO
	CAPÍTULO 8 - REFERÊNCIAS
	APÊNDICE

