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“Cast all your anxiety on God,

because he cares for you”
Holy Bible, 1 Peter 5:7

(New International Version)
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RESUMO

Ainda pouco se conhece a respeito da atividade serotonérgica sobre receptores 5-
HT1a no hipocampo ventral na regulacdo de diferentes tipos de ansiedade. O Labirinto
em T elevado (LTE) € um teste que avalia separadamente dois subtipos de ansiedade:
a ansiedade generalizada e o panico, respectivamente através da avaliacdo dos
comportamentos defensivos de esquivas inibitorias e das fugas. Assim, este estudo
teve por objetivo investigar o envolvimento de receptores 5-HTia no HV sobre a
manifestagéo dos transtornos de ansiedade generalizada (TAG) e péanico (TP) no LTE,
tendo como parametro a ativacdo de receptores gabaérgicos (GABAA) nessa area do
hipocampo. Foram conduzidos dois experimentos em ratos Wistar: o Experimento 1,
visando avaliar o efeito do midazolam (10, 20 ou 40nmol) - um benzodiazepinico que
potencializa a acdo do GABA em receptores GABAAa; e 0 Experimento 2, para avaliar
o efeito de 8-OH-DPAT (0,6, 3 ou 15nmol) — um agonista de receptores 5-HTia.
Animais dos grupos controles nos dois experimentos foram tratados com salina. Dez
minutos apds as microinjecdes foram submetidos ao LTE para avaliacao das laténcias
(em segundos) para esquivas e fugas. Imediatamente apo6s, os animais foram
colocados no centro da arena para avaliacdo da atividade motora (nimero de
quadrados percorridos). Os resultados apontaram que a maior dose de midazolam
microinjetada no hipocampo ventral causou ansiolise, comprovada pela diminui¢do na
laténcia das esquivas em relacdo aos animais controles e aqueles tratados com
10nmol do mesmo farmaco. Resultado semelhante foi constatado nas trés doses de
8-OH-DPAT. Nao se observou qualquer alteracdo nas fugas, e nem na atividade
motora dos animais tratados com qualquer um dos farmacos testados. Essas
evidéncias comportamentais indicam que a ativacdo de receptores 5-HTi1a no HV
diminuiu o comportamento de esquiva dos animais, sem afetar as respostas de fugas,
semelhantemente ao que se observou em decorréncia da acdo do midazolam sobre
receptores GABAAa. Esses resultados indicam um envolvimento desses receptores na
regulacédo do TAG, mas nao do TP.

Palavras-chave: Hipocampo Ventral. Labirinto em T Elevado. Midazolam. 8-OH-
DPAT. Transtorno de Ansiedade Generalizada. Transtorno do Péanico. GABAa. 5-
HTa.
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ABSTRACT

The little is known about the serotoninergic activity on 5-HT1a receptors in the ventral
hippocampus in the regulation of different types of anxiety. The Elevated T Maze (ETM)
is a test that evaluates separately two subtypes of anxiety: generalized anxiety and
panic, respectively by evaluating the defensive behaviors of inhibitory avoidance and
escapes. Therefore this study aimed to investigate the involvement of 5-HT1a receptors
in VH on the manifestation of generalized anxiety disorder (GAD) and Panic (PD) in
ETM, having as parameter the activation of gabaergic receptors (GABAA) in that area
of the hippocampus. Two experiments were conducted in rats: Experiment 1, to
evaluate the effect of midazolam (10, 20 or 40nmol) — a benzodiazepine that
potentiates the action of the GABA on GABAA receptors; and Experiment 2 to evaluate
the effect of 8-OH-DPAT (0.6, 3 or 15nmol) - an agonist of 5-HT1a receptors. Animal
control groups in both experiments were treated with saline. Ten minutes after
microinjection, the animals were submitted for evaluation to the ETM latencies (in
seconds) for avoidances and escapes. Immediately after, the animals were placed in
the center of the arena to eavaluation of motor activity (number of covered squares).
The results showed that the highest dose of midazolam microinjected in the ventral
hippocampus caused anxiolysis, evidenced by the decrease in latency of avoidances
compared to controls and those treated animals 10nmol of the same drug. A similar
result was observed at all three doses of 8-OH-DPAT. There was no change in the
escapes, nor the motor activity of animals treated with any of the drugs tested. These
behavioral evidence indicates that activation of 5-HT1a receptors in VH decreases the
behavior of avoidance of the animals without affecting the escape response, similar to
what was observed due to the action of midazolam on the GABAA receptors. These
results indicate an involvement of these receptors in the regulation of GAD, but not of
PD.

Keywords: Ventral Hippocampus, Elevated T Maze, Midazolam, 8-OH-DPAT,
Generalized Anxiety Disorder, Panic Disorder, GABAA, 5-HT1a.
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1. INTRODUCAO

Diante da marcante exploséo tecnolégica a necessidade de agilidade e de alto
desempenho implicam em grande competitividade e aumentam a pressao psicologica
sobre os individuos. Como consequéncia, 0s transtornos psiquiatricos, que afligem
aproximadamente 450 milhdes de pessoas mundialmente (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2001), passam a ter destaque, causando grande preocupacao no
que tange a promoc¢ao da saude. Dentre eles, a ansiedade merece destaque, pois
além de afetar a qualidade de vida dos individuos no seu cotidiano, também os
predispbe a manifestacdo da depressdo e de outras afeccbes organicas. A
prevaléncia de ansiedade alcanca 31,2% da populacédo geral, considerando todo o
periodo de vida das pessoas, mas principalmente entre 30 e 44 anos, quando chega
a 37% (NATIONAL COMORBITY SURVEY REPLICATION — NCR-S, 2007). Ademais,
os transtornos relacionados a ansiedade afetam mais mulheres que homens (ANGST;
DOBLER-MIKOLA, 1985; BRUCE et al., 2005; DONNER; LOWRY, 2013; REGIER;
NARROW; ERA, 1990).

Sabe-se que a ansiedade é imprescindivel para a sobrevivéncia (GRAEFF,
2012, 2014). No entanto, a ansiedade patoldgica, prejudica o desempenho e afeta a
qualidade de vida, culminando no elevado consumo de drogas ansioliticas. A
ansiedade pode ser compreendida como um estado emocional que envolve
subjetividade, dificultando sua compreenséo teérica. Segundo Graeff (2012, 2014), é
uma emocao que apresenta similaridades com o medo. Entretanto, este estd mais
atrelado a ameacas reais, enquanto que a ansiedade, a sinalizadores potenciais do
perigo. Para Robert e Caroline Blanchard (1988), a ansiedade esta intimamente ligada
a capacidade de avaliacédo dos riscos diante de situacdes em que o perigo € incerto,
seja por trazer a tona estimulos do perigo vivenciados alguma vez no passado ou por
um contexto novo. Para o seu desencadeamento, é necessario um impulso que se
aproxima do estimulo do perigo, gerando um conflito de aproximacdo e evasao
(ZANGROSSI; GRAEFF, 2012). Assim, a ansiedade é considerada patologica quando
€ desproporcional a situacdo que a desencadeia, ou quando nao existe um motivo
especifico ou real para o seu aparecimento, ou ainda, quando se trata de uma
resposta inadequada a determinada ameaca, em virtude de sua intensidade ou
duracédo (CORREIA; LINHARES, 2007).
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Dentre os varios subtipos descritos de ansiedade (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION - DSM-V, 2013), de particular interesse no presente estudo séo os
transtornos de ansiedade generalizada (TAG) e do panico (TP). O TAG é
caracterizado por preocupacdo e tensao continuas sobre eventos cotidianos, de
maneira incontrolavel e com longa duracdo, tendo sua incidéncia e intensidade
ocorrendo desproporcionalmente a probabilidade atual ou ao impacto da experiéncia.
E frequentemente acompanhada por sintomas psiquicos como irritabilidade, déficit de
atencdo e concentracdo, ou somaticos como fadiga, tensdo muscular e sono
debilitado, o que torna dificil um diagnéstico preciso (BERGER et al., 2011; HETEM,
2012; KESSLER; KELLER; WITTCHEN, 2001; SANDERSON; BARLOW, 1990;
WITTCHEN, 2002). Por outro lado, o TP caracteriza-se pela recorréncia de ataques
inesperados de panico, nos quais o individuo se sente persistentemente preocupado,
podendo ou ndo ser acompanhado de agorafobia, que é a ansiedade ou esquiva a
locais ou situacBes em que poderia ser dificil ou embaragcoso escapar, ou para as
quais pode ndo estar disponivel um auxilio, no caso de ter um ataque de panico. E
caracterizado na ocorréncia de ao menos quatro dentre 0s seguintes sintomas:
taquicardia, sudorese, tremores, sensacao de sufocamento, dores no peito, nduseas,
tontura, calafrios, formigamentos ou coceiras na pele, medo de “perder o controle” e
medo de morrer (adaptado de: AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION’S - DSM-
V, 2013). Os ataques costumam ser repetidos, intensos, com repentina ativacéo do
sistema nervoso simpético, provocando sudorese, taquicardia e tremores (DEL-BEM;
UCHIDA, 2012).

Dentre as varias abordagens de estudo sobre a ansiedade, a neurobiologia, um
campo da neurociéncia, procura conhecer quais substratos neurais estdo envolvidos
na génese desses transtornos, obviamente visando a proposicdo de medidas
profilaticas e terapéuticas eficazes, ja que a ansiedade ainda se constitui em grande
desafio para a humanidade, conforme jA& mencionado. Em 1991, Deakin e Graeff
propuseram uma hipotese na qual sugeriram que o sistema nervoso central possui
mais de um mecanismo de controle sobre a ansiedade, e que estes sao
diferentemente modulados pela neurotransmissdo serotonérgica. De acordo com
esses autores, a via prosencefalica que se origina no Nucleo Dorsal da Rafe (NDR) e
se projeta para a amigdala, coértex frontal e hipocampo ventral, facilitaria os
comportamentos defensivos expressos em resposta aos perigos potencial ou distal,

por exemplo, a esquiva inibitéria. Por outro lado, a via NDR-periventricular, com
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projecOes para a Matéria Cinzenta Periaquedutal Dorsal (MCPD), inibiria rea¢fes de
fuga e luta em resposta ao perigo proximal. A Figura 1 ilustra essa hipétese. Outros
autores também descreveram que a liberacdo de serotonina (5-HT) no hipocampo é
proveniente dos nucleos da rafe (SCHIMITZ et al., 1998; SEGAL, 1990).

O mau funcionamento dos sistemas serotonérgicos nessas vias levaria a
disturbios  especificos de ansiedade. Assim, a disfuncdo da via
NDR/amigdala/cértex/hipocampo ventral ocasionaria a manifestacdo do TAG e a
disfuncéo da via NDR/MCPD ocasionaria a manifestacdo do TP. Subtipos celulares
em regides distintas do NDR seriam as responsaveis por essa dupla atuacao (HALE;
SHEKHAR; LOWRY, 2012; PAUL; LOWRY, 2013; SPIACCI, 2012; ZANGROSSI;
GRAEFF, 2014). De acordo com Spiacci (2012), corroborando estudos anteriores e
evidenciando novos achados (GRAHN et al., 1999; PAUL et al., 2011; STAUB,;
EVANS; LOWRY, 2006), neurdnios serotonérgicos nos subnucleos caudal, dorsal e
interfascicular do NDR estariam envolvidos com comportamentos relacionados a
ansiedade, enquanto que células ndo serotonérgicas das asas laterais do NDR e da
regido ventro-lateral da MCPD estariam ligadas a comportamentos de panico, ja que
esta regido é a principal fonte de projecdo serotonérgica inibitéria a estruturas
relacionadas ao panico (HALE; SHEKHAR; LOWRY, 2012), e neurdnios do subnucleo
dorsomedial do NDR participaria da regulagcdo de comportamentos defensivos

relacionados a ambos os transtornos (SPIACCI et al., 2015).
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CPF

Esquiva inibitoria
I (LTE)
n &
Rafe
(5-HT)
Figura 1: Hipétese proposta por Deakin e Graeff (1991) ressaltando as duas vias de controle do
Sistema Nervoso Central sobre a ansiedade (adaptado de BRANDAO; GRAEFF, 2014). TAG:
transtorno de ansiedade generalizada; CPF: cortex pré-frontal; Ami: amigdala; S-Hip: sistema septo-
hipocampal; HM: hipotalamo medial; MCPd: matéria cinzenta periaquedutal dorsal; LTE: labirinto em T

elevado; 5-HT: serotonina.

Alguns estudos tém buscado testar estas duas possibilidades, no entanto, em
grande parte deles os modelos experimentais utilizados ndo permitem a discriminacao
entre os dois subtipos de ansiedade. Avaliacfes realizadas através do Labirinto em T
Elevado (LTE) possibilitam esta analise separadamente, pois as esquivas inibitorias e
as fugas tém sido associadas, respectivamente, aos comportamentos defensivos
relacionados com a ansiedade generalizada e com o panico (GRAEFF; FERREIRA
NETTO; ZANGROSSI, 1998; GRAEFF; VIANA; TOMAZ, 1993; POLTRONIERI,
ZANGROSSI; VIANA, 2003; VIANA; TOMAZ; GRAEFF, 1994; ZANGROSSI;
GRAEFF, 2014; ZANGROSSI; GRAEFF, 1997).

Recentemente, muitas investigagdes utilizando esse modelo tem sido mais

direcionadas a compreensao da via que se projeta para a MCPD (Graeff, 2004). Nao
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obstante existam pesquisas que ja demonstraram o papel do Hipocampo Ventral na
ansiedade (BALLESTEROS et al, 2014; BANNERMAN et al., 2002, 2003;
CHUDASAMA; WRIGHT; MURRAY, 2008; FILE; GONZALEZ, 1996; GRAY;
MCNAUGHTON, 2000; NUNES-DE-SOUZA et al., 2002; KJELSTRUP et al., 2002;
MCHUGH et al., 2004; PENTKOWSKI et al., 2006; TRENT; MENARD, 2010; TRIVEDI;
COOVER, 2004; TU et al., 2014; ZHANG et al., 2014), ainda n&o foram identificados
estudos que tenham utilizado o LTE com o objetivo de avaliar o papel funcional desta
sub-regido do Hipocampo na manifestacdo do TAG e do TP. Para uma reviséo, efeitos
de manipulagdes experimentais no HV sobre comportamentos de defesa associados
a ansiedade séo resumidos na Tabela 1.

Tabela 1 - Interven¢gbes no Hipocampo Ventral e andlise da manifestacdo da
ansiedade em diferentes testes de comportamento animal

Intervencao Teste Espécie/ | Ansiedade Referéncias
Experimental linhagem
Inativacdo do HV
Lesdao eletrolitica Cond contextual SD - TRIVEDI; COOVER, 2004
LTE SD - TRIVEDI; COOVER, 2004
Odor de gato SD - TRIVEDI; COOVER, 2004
Presenca do gato SD 0 TRIVEDI; COOVER, 2004
Lesdo neurotdxica | LCE LE - KJELSTRUP et al., 2002;
(Ac. Iboténico) LE - PENTKOWSKI et al., 2006
(NMDA) Claro-escuro DA - BANNERMAN et al., 2003;
LH - MCHUGH et al., 2004
Interacao-social LH - MCHUGH et al., 2004
Cond contextual LE - PENTKOWSKI et al., 2006
LCE LE - TRENT; MENARD, 2010;

NASCIMENTO HACKL;
CAROBREZ, 2007

IAF LCE SP - DEGROOT; TREIT, 2002
Muscimol Cond contextual Wistar - ZHANG et al., 2014

LCE Wistar - ZHANG et al., 2014
Lidocaina LCE Wistar - BERTOGLIO; JOCA;

GUIMARAES, 2006

Tetrotoxina LCE SP - DEGROOT; TREIT, 2004
Tertatolol LCE LH - FILE; GONZALEZ, 1996
WAY 100635 LCE SW - NUNES-DE-SOUZA,;

CANTO-DE-SOUZA,;
RODGERS, 2002

Ativacdo do HV

Estimulacéo LCE LE 0 DRINGENBERG,; LEVINE;
Elétrica MENARD, 2008
CRF LCE SD + KAGAMIISHI; YAMAMOTO;

WATANABE, 2003

+ aumento; - diminui¢cdo; 0 inalterado

LCE (Labirinto em Cruz Elevado); NMDA (N-methyl-D-aspartate); 8-OH-DPAT (8-hydroxy-2-(di-n-
propylamino) tetralina); CRF (Fator de Liberacdo de Corticotropina); IAF (Inibidor de Acetilcolinesterase
Fisostigmina); SP (Ratos Sprague-Dawley); LE (Ratos Long Evans); DA (Ratos Dark Agouti); LH (Ratos
Lister Hooded), SW (Camundongos Swiss-Webster).
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Anatomicamente, o hipocampo humano pode ser descrito como uma pequena
estrutura alongada e curva, bilateral e situada em profundidade no centro do cérebro,
na base do lobo temporal medial, junto a diversas associa¢des nervosas (BRANDAO
et al., 2001). As duas massas hipocampais sdo conectadas pelas comissuras
hipocampais ventral e dorsal, na linha mediana (O’KEEFE; NADEL, 1978). A
composicdo estrutural do hipocampo possui consideravel semelhanca entre as
diversas espécies de mamiferos, desde 0os mais basais até os mais complexos
(WEST, 1990). Em roedores, o0 hipocampo pode, para fins descritivos, ser dividido em
uma porcéo dorsal, localizada logo posteriormente ao septo, e uma por¢ao ventral,
situada na regido temporal do cérebro (O’KEEFE; NADEL, 1978). A localizacdo do
hipocampo no encéfalo humano esta ilustrada na Figura 2 e a localizagcdo da mesma
estrutura no rato esté ilustrada na Figura 3.

O hipocampo é subdividido em quatro sub-regifes. Trés sdo denominadas
CA1l, CA2 e CA3 devido ao seu nome em latim, cornus Ammonus, e sdo compostas
principalmente por corpos celulares de neurénios piramidais. A quarta sub-regido é
denominada Giro Denteado (ou Giro Dentado, GD). CA3 é adjacente ao GD, enquanto
que CAl é adjacente ao subiculum (FINK, 2007). Neurbnios de CAl do HV tem
projecOes para o subiculum e cortex entorrinal, estruturas adjacentes ao hipocampo,
mas também possuem projecdes adicionais para amigdala, nucleus accumbens e
cortex pré-frontal medial (ADHIKARI; TOPIWALA; GORDON, 2010 e 2011,
CENQUIZCA; SWANSON, 2007; TYE et al., 2011).
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Figura 2 — Relativa localizag&o do hipocampo no encéfalo humano. E enfatizado um corte transversal
mostrando, entre outras estruturas, as sub-regides do hipocampo CAl e CA3 (Adaptado de SQUIRE;
KANDEL, 2000).

Figura 3 — Relativa localizacdo do hipocampo no encéfalo do rato. Sdo enfatizadas as sub-regides
CA1l, CA3 e Giro Denteado (GD) (Adaptado de AMARAL; WITTER, 1989).
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Quanto ao funcionamento dessa estrutura cerebral, ja é conhecida a distincédo
entre as subregides dorsal e ventral do hipocampo (FANSELOW,; DONG, 2010;
MOSER; MOSER, 1998). O hipocampo dorsal (HD) possui participacdo principal na
criacao e consolidacdo de memaria espacial, mas também na ansiedade (ANDRADE;
ZANGROSSI; GRAEFF, 2013), enquanto que o HV participa preferencialmente na
modulacdo de comportamentos de ansiedade (ALVES, et al., 2005; BANNERMAN et
al., 2003; BANNERMAN et al., 2004; FANSELOW; DONG, 2010; MCHUGH et al.,
2004; MOSER; MOSER, 1998; SAHAY; HEN, 2007; SAMUELS; HEN, 2011; TU et al.,
2014; WEEDEN et al., 2015), hip6tese corroborada por outros estudos com lesfes
(KJELSTRUP et at., 2002; MCHUGH et al., 2004; MOSER et al., 1995; MOSER;
MOSER; ANDERSEN, 1993). A pesquisa conduzida por Adams, Kusljic e Van Den
Buuse (2008) concluiu que a deplecdo de 5-HT no HV leva a desregulacdo de
comportamentos de ansiedade, sem, contudo, afetar a memoria espacial. Ciocchi et
al. (2015) encontrou grande quantidade de neurénios em CA1 no HV relacionados a
modulacdo de comportamentos de ansiedade, contra uma quantidade bem menor no
HD de neurénios com a mesma atuacédo. Lesdes neurotdoxicas no GD no HV provocou
ansiblise no LCE e na arena, resultado ndo apresentado por animais que sofreram
lesdo semelhante no GD do HD (WEEDEN et al., 2015).

Ja esta bem descrita na literatura a participacdo, em todo o hipocampo, dos
neurotransmissores glutamato e do acido gama-aminobutirico (GABA) (KNOWLES,
1992; SANDLER; SMITH, 1991; SIRVIO et al., 1996; WALKER; RUIZ; KULLMANN,
2002). Outros sistemas de neurotransmissao também ja foram descritos, incluindo a
noradrenalina, a partir do locus coeruleus, a acetilcolina, advinda dos nucleos septais
e a serotonina (5-hidroxtriptamina ou 5-HT), proveniente dos nlcleos da rafe,
especialmente do NDR (VERTES; FORTIN; CRANE, 1999; VERTES, 1991; ENGIN;
TREIT, 2008; VIZI; KISS, 1998).

Os receptores gabaérgicos GABAa sao ionotropicos, ou seja, possuem um poro
entre suas subunidades que se abre quando sob a¢do do neurotransmissor. Uma vez
aberto, o canal permite maior influxo de ions cloreto (CI"), estabelecendo um gradiente
eletroquimico, hiperpolarizando o neurdnio num efeito tipicamente inibitorio (OLSEN;
DELOREY, 1999). Entre suas subunidades ha um sitio de ligacdo alostérico para
benzodiazepinas, que, uma vez ligadas, causam maior frequéncia na abertura dos
canais de cloro (HANSON; CZAJKOWSKI, 2008; TWYMAN; ROGERS;
MACDONALD, 1989). Existe uma ampla distribuicéo de receptores GABAa e de suas



21

diferentes subunidades no Hipocampo como um todo (LEE; MAGUIRE, 2014;
MCEOWN; TREIT, 2013; MCKERNAN; WHITING, 1996; PIRKER et al., 2000; SPERK
et al., 1997; YU et al.,, 2006), sendo que no hipocampo ventral existe uma maior
expressdo das subunidades a2/1/y2 (SARANTIS et al., 2008; SOTIRIOU;
PAPATHEODOROPOULOS; ANGELATOU, 2005). Além de propiciar os efeitos
inibitérios do GABA enddgeno, receptores GABAA medeiam os efeitos ansioliticos de
um grande numero de compostos terapéuticos (BORMANN, 2000; MCEOWN; TREIT,
2013). O midazolam, um benzodiazepinico que age sobre os sitios alostéricos para
benzodiazepinas desses receptores, tem sido utilizado em estudos experimentais
visando a inibicdo neuronal (GEORGOPOULOS et al., 2008; KOBAYASHI et al.,
2005).

Acredita-se que 0s neurotransmissores monoaminérgicos tenham um papel
fundamental na fisiopatologia da ansiedade, até porque séo sintetizados e liberados
em decorréncia da exposicdo a estressores, um dos fatores relacionados com a
génese da ansiedade (SAKURAI-YAMASHITA et al., 1989; VAHABZADEH; FILLENZ,
1994; YOSHIOKA et al., 1995), ja que tanto o estresse fisico como o psicolégico sao
capazes de provocar o aumento da liberacdo de serotonina em regides limbicas,
incluindo o hipocampo ventral (KAGAMIISHI; YAMAMOTO; WATANABE, 2003).

Sabe-se que a maior densidade de corpos celulares de neurdnios
serotonérgicos encontra-se nos nucleos da rafe, cujos axbénios sdo direcionados
praticamente para todo o cérebro, especialmente para o hipocampo, dentre todas as
demais regifes do conhecido sistema limbico. Em todo o sistema serotonérgico ha
expressdo de receptores serotonérgicos, com destaque a alta densidade de
receptores da familia 5-HT1, especialmente o subtipo 5-HTia. Estes receptores sdo
metabotropicos, ou seja, desencadeiam as respostas através de mecanismos
intracelulares. Estdo ligados a proteina G especifica (Ga1/a0) €, a0 serem conectados
ao 5-HTi, alteram sua conformacédo estrutural, inibindo a formacdo de adenilato
monofosfato ciclico (CAMP) pela adenilato ciclase. Uma cascata de reacdes é
conduzida de modo a produzir a resposta adequada (BERUMEN et al., 2012).

Os receptores 5-HT1a sdo encontrados tanto pré-sinapticamente nos corpos
celulares de neurdnios serotonérgicos dos nucleos dorsal e mediano da rafe, quanto
pos-sinapticamente, predominantemente em estruturas limbicas como o hipocampo,
0 septo e a amigdala, mas também no neocortex e hipotalamo (HAMON, 1997;

BARNES; SHARP, 1999). A ativacdo de receptores 5-HTia pré-sinapticos resulta na
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inibicdo do disparo celular e em um consequente declinio da neurotransmisséo
serotonérgica nas areas de projecdo (HJORTH; MAGNUSSON, 1988; SHARP;
HJORTH, 1990; SPROUSE; AGHAJANIAN, 1988). J& a ativacdo de receptores poés-
sinapticos resulta na inibicdo neuronal de partes selecionadas do sistema limbico.
Devido a esta distribuicdo particular, os receptores 5-HT1a oferecem a possibilidade
de controlar a transmissdo serotonérgica de uma maneira geral e a atividade neuronal
no sistema limbico.

Especialmente no hipocampo, alguns estudos demonstraram que agonistas de
receptores 5-HTia suprimiam a ativagdo neuronal serotonérgica e diminuiram a
liberacdo de 5-HT nos terminais (KAGAMIISHI; YAMAMOTO; WATANABE, 2003).
Esta familia de receptores se mostrou interessante em particular devido a estarem
envolvidos na regulacdo de comportamento emocional e afetivo e, possivelmente, no
mecanismo de acdo de tratamentos de ansiedade (SCHREIBER; DE VRY, 1993).

Os nuacleos mediano e dorsal da rafe (NMR e NDR, respectivamente) enviam
projecbes serotonérgicas para areas cerebrais envolvidas na regulacdo de
comportamentos defensivos. A maioria das projecdes serotonérgicas se origina no
NDR (cerca de 80%), sendo o restante originario do NMR (DESCARRIES et al., 1982).
As projecdes serotonérgicas que alcangcam o HD s&o principalmente provenientes do
NMR, ao passo que amigdala, matéria cinzenta periaquedutal dorsal (MCPD) e HV
recebem projecdes provenientes do NDR, muito embora existam descri¢cdes a respeito
de fibras provenientes do nucleo mediano da rafe que chegam ao HV (MCKENNA;
VERTES, 2001).

Manipulacdes experimentais ativando ou inibindo a atividade neuronal no NDR
e NMR, e no hipocampo foram apresentadas na revisdo conduzida por Andrade,
Zangrossi e Graeff (2013). Lesdes seletivas de neurdnios do NDR com 5,7-DHT
prejudicaram a esquiva inibitéria e, simultaneamente, facilitaram a fuga, isto €,
apresentaram efeitos ansiolitico e panicogénico (SENA et al., 2003). Quando o mesmo
foi repetido no NMR, o prejuizo das esquivas também foi observado, sem, contudo,
afetar as fugas (ANDRADE et al., 2004). Os mesmos efeitos foram observados na
administracdo de 8-OH-DPAT (DOS SANTOS; ANDRADE; ZANGROSSI, 2005;
VICENTE et al., 2008). Nesse caso, a inativacdo de neurdnios serotonérgicos do NMR
e NDR foi conduzida através da estimulacdo de receptores 5-HTia inibitorios
localizados no corpo celular e nos dendritos destas células, resultando na inibicdo do

disparo neuronal e na reducao da liberacéo de serotonina nas terminacgdes sinapticas.
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Entretanto, quando se utilizou antagonista de receptores 5-HT1a no NMR em doses
mais altas constatou-se o aumento de comportamentos de esquiva inibitoria no LTE
e, consequentemente, o efeito ansiogénico, sem interferéncia nas fugas (Dos Santos
et al., 2008). A ativacdo de neurdnios serotonérgicos no NMR pelo blogueio da acao
da serotonina sobre receptores 5-HT1a somatodendriticos ocasionou provavelmente o
aumento da liberacdo de 5-HT no HD causando aumento das esquivas. Injetando
diretamente 8-OH-DPAT no HD observou-se o mesmo resultado, o que foi sugerido
por esses pesquisadores que a 5-HT no HD causaria aumento das esquivas por agir
sobre receptores 5-HT1a nessa regido. Outras pesquisas foram conduzidas visando
compreender o papel da serotonina no HD e as mesmas foram listadas na Tabela 2.
Todavia percebe-se também em relacdo a esta estrutura nenhum resultado ou efeitos

paradoxais ao encontrado através do labirinto em T elevado.
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Tabela 2 - Interven¢des no Hipocampo Dorsal e andlise da manifestacdo da ansiedade em
diferentes testes de comportamento animal

Intervencao Experimental Teste Ansiedade Referéncias
Estimulagéo elétrica LCE - DRINGENBERG et al., 2008
TERSC - DRINGENBERG et al., 2008
Zimelidina (inibidor da recaptagéo da LCE 0 GUIMARAES et al., 1993*
5-HT) (20 e 100nmol) + PADOVAN; GUIMARAES, 1993
BNDF (200pg) LTE + CASAROTTO et al., 2012
(facilitacdo do GABA) CE + CASAROTTO et al., 2012
Lesdo eletrolitica LTE 0 TRIVEDI; COOVER, 2004
cC - MAREN et al., 1997
0 TRIVEDI; COOVER, 2004
Tetrodotoxina (5mg) LCE 0 DEGROOT; TREIT, 2004
(neurotoxina) TERSC - DEGROOT; TREIT, 2004
Lidocaina (2%) (blogueia canais de Sodio) LCE 0 BERTOGLIO et al., 2006
Agonista de receptores 5-HT
5-MeODMT (20nmol) LCE 0 MENDONCA-NETTO; GUIMARAES, 1996
- MENDONCA-NETTO; GUIMARAES, 1996*
Agonista de receptores 5-HT;4 — 8-OH-DPAT
3 e 15 nmol LTE + DOS SANTOS et al., 2008
0,1 yg e 5 pg/100 ng LCE + CHEETA et al., 2000; FILE; GONZALEZ, 1996
- MENARD; Treit 1998
TERSC 0 MENARD; Treit 1998
EAC 0 MENARD; Treit 1998
CE + ROMANIUK et al., 2001
0,05, 0,1 e 0,2 pg/3 nmol LCE 0 BELCHEVEA et al., 1994; FILE; GONZALEZ,
IS 0 1996
GUIMARAES et al., 1993*
1 nmol CcC - ALMADA et al., 2009
1-5 pg, 10 ug VU - SCHREIBER; DeVry 1993; JOLAS et al., 1995
50 ng IS 0 PICAZO et al., 1995
Geller-Seifter 0 CERVO et al., 2000
EP - CARLI et al., 1993
100 ng IS + ANDREWS et al., 1994; CHEETA et al., 2000;
FILE; GONZALEZ, 1996
Outros agonistas (parciais) de receptores 5-HTia
Tandospirona (30ug,60ug) Vogel - KATAOKA et al., 1991
Buspirona (2,5 pg) LCE - KOSTOWSKI et al., 1989
(15-30 ug) VU - SCHREIBER; DEVRY 1993
Ipsapirona (0,1 pg) LCE 0 PICAZO et al., (1995)
(40 g, 10-20 pg) VU - SCHREIBER; DEVRY 1993; JOLAS et al., 1995
QOutros antagonistas de receptores 5-HTia
WAY-100635 (0,18, 0,37 e 0,74 nmol) LTE 0 DOS SANTOS et al., 2008
Tertatolol (3 pg) LCE + ANDREWS et al., 1994
0 FILE; GONZALEZ, 1996
1S + ANDREWS et al., 1994
Agonista de receptores 5-HTic
MK-212 (1 pg, 0,3 ug) | LCE [ 0 | ALVES et al. (2004)
Agonistas e antagonistas de receptores Gabaérgicos
Inibidor de recaptacéo FrPbAll (174 LCE - LIBERATO et al. (2006)
Da) (EC50=0,09 ug) (EC50=0,03 pg) CE - LIBERATO et al. (2006)
Agonista de receptor GABAs— LCE - REZAYAT et al. (2005)
Muscimol (0,05 pg, 0,25 pg, 0,5 ug)
Antagonista de receptor GABAA— LCE 0 REZAYAT et al. (2005)
Bicucullina (0.5 pg, 1 yg, 2 ug)
Agonistas e antagonistas de receptores Benzodiazepinicos
Midazolam (1 pg, 2 ug)/agonista LCE - GONZALEZ et al. (1998)
IS - GONZALEZ et al. (1998)
Midazolam (10 pg) LCE - MENARD; TREIT (2001)
TERSC 0 MENARD; TREIT (2001)
EAC 0 MENARD; TREIT (2001)
Flumazenil (100 ng, 500 LCE 0 GONZALEZ et al. (1998)
ng)/antagonista IS 0 GONZALEZ et al. (1998)
Flumazenil (500 ng)

+aumento; - diminuicéo; 0 inalterado

LTE (Labirinto em T elevado); LCE (Labirinto em cruz elevado); CE (Claro-escuro); CC (Condicionamento Contextual); TERSC
(Teste de enterramento em reacao a sonda de choque); EAC (Estimulo Aversivo de choque); VU (Vocalizagéo Ultrassonica); IS
(Interacdo Social); EP (Esquiva Passiva); BNDF (Brain-derived neurotropphic factor, ou fator neurotréfico derivado do cérebro);
5-MeODMT (5-methoxy-N,N-dimethyltryptamine); Way 100635: N-[2-methoxyphenyl]-1-piperazinyl-ethyl]-N-2-
pyridinylcyclohexanecarboxamina; 8-OH-DPAT (8-hydroxy-2-(di-n-propylamino) tetralina); *drogas reverteram o efeito de
restricao prévia de 2 horas.
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Considerando que estudos discriminativos envolvendo esquivas e fugas ainda
nao foram conduzidos no HV, pergunta-se: serd que a ativacdo de receptores
serotonérgicos do tipo 5- HT1a no HV teriam papel inibitorio similar ao efeito do
midazolam sobre receptores gabaérgicos em relacdo a manifestacdo de
comportamentos em testes de ansiedade? Sera que o HV, uma das principais
projecbes do NDR teria papel modulatorio sobre o TAG? Caso se confirme esta
possibilidade, seriam os receptores gabaérgicos (GABAA) e serotonérgicos (5-HT1a)
participes desse efeito? O estudo sequencialmente apresentado teve por objetivo
responder a tais questionamentos.

Considerando o pressuposto tedrico apresentado por Deakin e Graeff (1991)
(1991), fundamentando-se no fato de que o HV recebe uma grande densidade de
projecdes serotonérgicas ascendentes (BANNERMAN et al., 2003; CARABELLI et
al., 2015) e tendo como base achados que apontam que a expressédo das emocgoes
estaria mais relacionada com a parte ventral do hipocampo (BANNERMAN et al.,
2004; KJELSTRUP et al., 2002; MCHUGH et al., 2004), especialmente em respostas
que envolvem o condicionamento, formula-se a hipétese que o HV exerceria um papel
sobre a modulacéo das esquivas inibitorias no LTE e que, portanto, poderia estar mais
relacionado a manifestacdo do TAG. Ja se conhece que o hipocampo ventral também
possui papel no processamento e retencao da informacéo espacial e na consolidacao
da memoéria (KJELSTRUP et al., 2008), embora o HD seja mais reconhecido por essas
funcoes (BRANDAO, 2012; BROADBENT; SQUIRE; CLARK, 2004; EICHENBAUM,;
OTTO; COHEN, 1992; EKSTROM et al., 2003; O'KEEFE; NADEL, 1978).

Assim, esta investigacao teve por objetivo avaliar o papel do hipocampo ventral
na modulacédo do Transtorno de Ansiedade Generalizada e do Transtorno do Panico
e, mais especificamente, verificar o envolvimento dos receptores serotonérgicos 5-
HT1a localizados nesta regiao pela administracéo de 8-OH-DPAT, um agonista desses
receptores, tendo como parametro o efeito da microinjecdo do midazolam, um
benzodiazepinico com acdo conhecida em receptores gabaérgicos (GABAA), sobre a

apresentacao de esquivas e fugas no labirinto em T elevado.
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Este artigo foi redigido parcialmente segundo as normas da revista Progress in
Neuropsychopharmacology & Biological Psychiatry visando a descricdo mais
pormenorizada dos experimentos realizados. A adequacdo exata sera realizada na

versao final do mesmo. As normas constam no Anexo 1.
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RESUMO

Ainda pouco se conhece a respeito da atividade serotonérgica sobre receptores 5-
HT1a no hipocampo ventral na regulacéo de diferentes tipos de ansiedade. O Labirinto
em T elevado (LTE) € um teste que avalia separadamente dois subtipos de ansiedade:
a ansiedade generalizada e o panico, respectivamente através da avaliacdo dos
comportamentos defensivos de esquivas inibitorias e das fugas. Assim, este estudo
teve por objetivo investigar o envolvimento de receptores 5-HTia no HV sobre a
manifestacéo dos transtornos de ansiedade generalizada (TAG) e panico (TP) no LTE,
tendo como parametro a ativacao de receptores gabaérgicos (GABAa) nessa area do
hipocampo. Foram conduzidos dois experimentos em ratos Wistar: o Experimento 1,
visando avaliar o efeito do midazolam (10, 20 ou 40nmol) - um benzodiazepinico que
potencializa a acdo do GABA em receptores GABAa; e o Experimento 2, para avaliar
o efeito de 8-OH-DPAT (0,6, 3 ou 15nmol) — um agonista de receptores 5-HTia.
Animais dos grupos controles nos dois experimentos foram tratados com salina. Dez
minutos apés as microinje¢des foram submetidos ao LTE para avaliagao das laténcias
(em segundos) para esquivas e fugas. Imediatamente apds, os animais foram
colocados no centro da arena para avaliagdo da atividade motora (numero de
guadrados percorridos). Os resultados apontaram que a maior dose de midazolam
microinjetada no hipocampo ventral causou ansiolise, comprovada pela diminuigdo na
laténcia das esquivas em relacdo aos animais controles e aqueles tratados com
10nmol do mesmo farmaco. Resultado semelhante foi constatado nas trés doses de
8-OH-DPAT. Nao se observou qualquer alteracdo nas fugas, e nem na atividade
motora dos animais tratados com qualquer um dos farmacos testados. Essas
evidéncias comportamentais indicam que a ativacdo de receptores 5-HTi1a no HV
diminuiu o comportamento de esquiva dos animais, sem afetar as respostas de fugas,
semelhantemente ao que se observou em decorréncia da acdo do midazolam sobre
receptores GABAAa. Esses resultados indicam um envolvimento desses receptores na
regulacéo do TAG, mas nao do TP.

Palavras-chave: Hipocampo Ventral, Labirinto em T Elevado, Transtorno de
Ansiedade Generalizada, Transtorno do Panico, GABAa, 5-HT1a.
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ABSTRACT

The little is known about the serotoninergic activity on 5-HTia receptors in the ventral
hippocampus in the regulation of different types of anxiety. The Elevated T Maze (ETM)
is a test that evaluates separately two subtypes of anxiety: generalized anxiety and
panic, respectively by evaluating the defensive behaviors of inhibitory avoidance and
escapes. Therefore this study aimed to investigate the involvement of 5-HT1a receptors
in VH on the manifestation of generalized anxiety disorder (GAD) and Panic (PD) in
ETM, having as parameter the activation of gabaergic receptors (GABAA) in that area
of the hippocampus. Two experiments were conducted in rats: Experiment 1, to
evaluate the effect of midazolam (10, 20 or 40nmol) — a benzodiazepine that
potentiates the action of the GABA on GABAAa receptors; and Experiment 2 to evaluate
the effect of 8-OH-DPAT (0.6, 3 or 15nmol) - an agonist of 5-HT1a receptors. Animal
control groups in both experiments were treated with saline. Ten minutes after
microinjection, the animals were submitted for evaluation to the ETM latencies (in
seconds) for avoidances and escapes. Immediately after, the animals were placed in
the center of the arena to evaluation of motor activity (number of covered squares).
The results showed that the highest dose of midazolam microinjected in the ventral
hippocampus caused anxiolysis, evidenced by the decrease in latency of avoidances
compared to controls and those treated animals 10nmol of the same drug. A similar
result was observed at all three doses of 8-OH-DPAT. There was no change in the
escapes, nor the motor activity of animals treated with any of the drugs tested. These
behavioral evidence indicates that activation of 5-HT1a receptors in VH decreases the
behavior of avoidance of the animals without affecting the escape response, similar to
what was observed due to the action of midazolam on the GABAA receptors. These
results indicate an involvement of these receptors in the regulation of GAD, but not of
PD.

Keywords: Ventral Hippocampus, Elevated T Maze, Generalized Anxiety Disorder,
Panic Disorder, GABAA, 5-HT1a.

Highlights:
e Midazolam in ventral hippocampus (VH) damaged the avoidances but not the
escapes
e 8-OH-DPAT in VH also damaged the avoidances but not the escapes in
elevated T maze

e 5-HTia receptors in VH are related with generalized anxiety but not panic
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1. Introducéo

Deakin e Graeff (1991) propuseram uma hipétese na qual sugeriram que o sistema
nervoso central possui mais de um mecanismo de controle sobre a ansiedade, e que
estes sdo diferentemente modulados pela neurotransmissdo serotonérgica. De acordo
com esses autores, a via prosencefalica que se origina no Nucleo Dorsal da Rafe
(NDR) e se projeta para a amigdala, cortex frontal e hipocampo ventral, facilitaria os
comportamentos defensivos expressos em resposta aos perigos potencial ou distal,
por exemplo, a esquiva inibitéria. Por outro lado, a via NDR-periventricular, com
projecdes para a MCPD (Matéria Cinzenta Periaquedutal Dorsal), inibiria reacdes de
fuga e luta em resposta ao perigo proximal. O mau funcionamento dos sistemas
serotonérgicos nessas vias levaria a disturbios especificos de ansiedade. Assim, a
disfuncéo da via NDR/amigdala/cortex/hipocampo ventral ocasionaria a manifestacéo
do Transtorno de Ansiedade Generalizada (TAG) e a disfungcédo da via NDR/MCPD
ocasionaria o Transtorno do Panico (TP). Subtipos celulares em regifes distintas do
NDR seriam responsaveis por essa dupla atuacdo (Grahn et al., 1999; Hale et al.,
2012; Paul et al., 2011; Paul e Lowry, 2013; Spiacci, 2012; Staub et al., 2006). O NDR
pode ser subdividido em diferentes subregides conforme sua anatomia e projecées
celulares. Os subnucleos dorsomedial e caudal representam importante fonte de
neurotransmissao serotonérgica a estruturas limbicas relacionadas com a modulacéo
de comportamentos de ansiedade como ABL, cortex pré-frontal medial (CPFm) e
nucleo leito da estria terminal (NLET) (Spiacci et al., 2015). Também ha evidéncias de
uma via conectando o subnucleo dorsomedial do NDR a MCPD (Stezhka e Lovick,
1997). Estas subregides estdo anatdbmica e funcionalmente ligadas e recebem
projecdes de estruturas como habénula lateral, NLET e amigdala, regides conhecidas
por sua participacdo no controle de comportamentos relacionados a ansiedade (Hale
et al., 2012). A sub-regido interfascicular recebe proje¢cdes dos nucleos pré-optico
mediano e parabraquial lateral, e envia projecbes para regides corticais como
dorsolateral pré-frontal, medial orbital e anterior cingulado, conhecidas também por
atuar no controle de respostas comportamentais ao estresse, além de enviar
projecdes ao tdlamo médio dorsal e hipocampo (Hale et al.,, 2012). Portanto, 0s
subnucleos associados ao controle de comportamentos ligados a ansiedade seriam o

caudal e o dorsomedial, enquanto as subregifes interfascicular e as asas laterais
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estariam associadas a efeitos antidepressivos e antipanico (Hale et al., 2012; Spiacci
et al., 2015).

Alguns estudos tém buscado testar estas duas possibilidades, no entanto, os
modelos experimentais utilizados ndo permitem a discriminacao entre os dois subtipos
de ansiedade. Avaliacbes realizadas através do Labirinto em T Elevado (LTE)
possibilitam esta andlise separadamente, pois as esquivas inibitorias e as fugas tém
sido associadas, respectivamente, aos comportamentos defensivos relacionados com
o0 TAG e com o TP (Graeff et al., 1998; Graeff et al., 1993; Poltronieri et al., 2003;
Viana et al., 1994; Zangrossi e Graeff, 1997).

Muitas investiga¢gfes utilizando esse modelo tem sido mais direcionadas a
compreensao da via que se projeta para a MCPD (Graeff, 2004). Nao obstante existam
pesquisas que ja demonstraram o papel do Hipocampo Ventral (HV) na ansiedade
(Ballesteros et al., 2014; Bannerman et al., 2003; Bannerman et al., 2002; Chudasama
et al., 2008; File e Gonzalez, 1996; Gray e Mcnaughton, 2000; Nunes-De-Souza et al.,
2002; Kjelstrup et al., 2002; Mchugh et al., 2004; Pentkowski et al., 2006; Trent e
Menard, 2010; Trivedi e Coover, 2004; Tu et al, 2014; Zhang et al., 2014), ainda nao
foram identificados estudos que tenham utilizado o LTE com o objetivo de avaliar o
papel funcional desta sub-regido do Hipocampo no TAG e no TP. Na Tabela 1 é

possivel a visualizacdo desses resultados de forma sucinta.
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Tabela 1: IntervencBes no Hipocampo Ventral e analise da manifestacdo da
ansiedade em diferentes testes de comportamento animal

Intervencao Teste Espécie/ | Ansiedade Referéncias
Experimental linhagem
Inativagdo do HV
Leséo eletrolitica Cond contextual SD - Trivedi; Coover, 2004
LTE SD - Trivedi; Coover, 2004
Odor de gato SD - Trivedi; Coover, 2004
Presenca do gato SD 0 Trivedi; Coover, 2004
Leséo neurotdxica | LCE LE - Kjelstrup et al., 2002;
(Ac. Iboténico) LE - Pentkowski et al., 2006
(NMDA) Claro-escuro DA - Bannerman et al., 2003;
LH - Mchugh et al., 2004
Interagdo-social LH - Mchugh et al., 2004
Cond contextual LE - Pentkowski et al., 2006
LCE LE - Trent; Menard, 2010;

Nascimento Hackl e
Carobrez, 2007

IAF LCE SP - Degroot; Treit, 2002
Muscimol Cond contextual Wistar - Zhang et al., 2014

LCE Wistar - Zhang et al., 2014
Lidocaina LCE Wistar - Bertoglio; Joca; Guimaraes,

2006

Tetrotoxina LCE SP - Degroot; Treit, 2004
Tertatolol LCE LH - File; Gonzalez, 1996
WAY 100635 LCE SW - Nunes-De-Souza; Canto-De-

Souza; Rodgers, 2002

Ativacdo do HV

Estimulacao LCE LE 0 Dringenberg; Levine; Menard,
Elétrica 2008
CRF LCE SD + Kagamiishi; Yamamoto;

Watanabe, 2003

+ aumento; - diminui¢éo; 0 inalterado. LCE (Labirinto em Cruz Elevado); NMDA (N-methyl-D-
aspartate); 8-OH-DPAT (8-hydroxy-2-(di-n-propylamino) tetralina); CRF (Fator de Liberacdo de
Corticotropina); IAF (Inibidor de Acetilcolinesterase Fisostigmina); SP (Ratos Sprague-Dawley); LE
(Ratos Long Evans); DA (Ratos Dark Agouti); LH (Ratos Lister Hooded), SW (Camundongos Swiss-
Webster).

Considerando o pressuposto tedrico apresentado por Deakin & Graeff (1991) e
tendo como base achados que apontam que a expressao das emocdes estaria mais
relacionada com a parte ventral do hipocampo (Bannerman et al., 2004; Kjelstrup et
al., 2002; Mchugh et al.,, 2004), especialmente em respostas que envolvem o
condicionamento, como também possui papel no processamento e retencdo da
informacéo espacial e na consolidacdo da memoria (Kjelstrup et al., 2008), formulou-
se a hipotese que o Hipocampo Ventral exerceria um papel sobre a modulagcéo das
esquivas inibitérias no LTE e que, portanto, poderia estar mais relacionado a

manifestagcéo do TAG.
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Assim, esta investigag&o teve por objetivo avaliar o papel do hipocampo ventral
na modulagcéo do Transtorno de Ansiedade Generalizada e do Transtorno do Panico
e, mais especificamente, verificar o envolvimento dos receptores serotonérgicos 5-
HT1a localizados nesta regiéo pela administragdo de 8-OH-DPAT, um agonista desses
receptores, tendo como parametro o efeito da microinjecdo do midazolam, um
benzodiazepinico com ac¢édo conhecida em receptores gabaérgicos (GABAA), sobre a

apresentacao de esquivas e fugas no labirinto em T elevado.

2. Métodos
O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Fisiologia do Departamento de
Ciéncias Bioldgicas, na Faculdade de Ciéncias e Letras da UNESP, Campus de Assis.

Uma sintese do delineamento experimental pode ser visualizada através da Figura 1.

Ambientacdo

{minimo 1 semana)

Cirurgia estereotaxica
(acessoao HV)

4 dias depois
I Handlingpor 5’ ]
4%e 5%dias
24 horas depois
Confinamento por 30”

6°. dia

24 horas depois
~ Experimento 1 Experimento 2
Microinjecdo intra-HV Microinjecdo intra-HV
Salina ou MIDAZOLAM Salinaou 8-OH-DPAT
{10, 20 E 40 nmol) (0.6, 3 e 15 nmol)

10 minutos depois

Avaliacdo comportamental no
Labirintoem T elevado (LTE) -
Esquivas e fugas-
erena

Perfusdo intracardiaca

Cortes histologicos
v

Figura 1 — Delineamento experimental do presente estudo
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2.1. Animais

Foram utilizados ratos (machos) Wistar, obtidos do biotério central da UNESP
— Botucatu, pesando 200-250g no inicio das sessdes experimentais. Os animais foram
alojados em caixas de polipropileno (32 x 38 x 18 cm) forradas com maravalha (cinco
ratos por caixa), recebendo comida e agua ad libitum, exceto durante as avaliacdes.
As caixas ficaram alocadas no biotério do Laboratério de Fisiologia, que possui
temperatura constante (aproximadamente 23°C +/- 2°C) e iluminacao controlada por
timer, com intensidade luminosa de 50 lux no centro da sala (as luzes foram acesas
diariamente as 7h00 e apagadas as 19h00). Ap6s a chegada dos animais e
agrupamento dos mesmos, estes permaneceram em ambienta¢do no biotério por um
periodo minimo de 1 semana, sendo submetidos a manipulacdo somente 3 vezes por
semana durante as trocas das caixas. Todos os procedimentos foram conduzidos de
acordo com as normas da Sociedade Brasileira de Neurociéncia e Comportamento,
visando minimizar o sofrimento animal. O projeto inicial foi aprovado pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias e Letras da UNESP —
Assis (Registro 028/2011-15/03/2012, ver anexo II).

2.2. Equipamentos
2.2.1. Labirinto em T elevado (LTE)

No LTE, as respostas de esquiva inibitoria e fuga foram medidas em um modelo
gue consiste de trés bracos elevados 50 cm em relacéo ao solo — um fechado e dois
abertos, feitos de madeira, com as mesmas dimensdes (50 cm de comprimento por
12 cm de largura). Um dos bracos, o fechado, é circundado por paredes laterais (40
cm de altura) e esta disposto perpendicularmente aos dois outros bracos que
permanecem desprovidos de paredes. Para evitar a queda dos animais, 0s bracos
abertos séo delimitados por uma protecao de 1 cm de altura (Graeff et al., 1993). Este
aparato pode ser visualizado na Figura 2.
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Figura 2 — Labirinto em T Elevado

2.2.2. Arena
A Arena é um aparato também constituido de madeira medindo 60 x 60cm,
lateralmente cercada por paredes de 30cm de altura. No piso deste aparato,

encontram-se demarcados nove quadrados (20 x 20cm).

2.2.3. Caixa de transporte individual
Para o transporte dos animais até a sala de avaliagdo comportamental,
adjacente ao biotério, foi utilizada uma caixa de polipropileno (28 x17 x 13cm) forrada

com maravalha e coberta com tela plastica e flanela.

2.2.4. Canulas-guia e agulhas para microinjecéo

As canulas-guia afixadas ao cranio dos ratos foram produzidas pelos préprios
pesquisadores a partir de agulhas descartaveis (0,60x25-23G, KDL do Brasil),
cortadas nas medidas necessérias para acesso ao hipocampo ventral (12mm de
comprimento e 0,6mm de didmetro externo) apos a retirada da porcdo plastica e
limpeza de residuos. Um pequeno fio de acgo (n.30) foi preparado para ser posicionado
no interior de cada canula a fim de impedir contaminacdo ou obstrucdo da mesma
apos ser posicionada no animal.

Semelhantemente, as agulhas utilizadas para a microinjecdo foram
confeccionadas a partir de agulhas descartaveis (0,60x25-23G, KDL do Brasil) e
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gengival (0,3x25-30G, Injecta Produtos Odontolégicos) com diametro externo de

0,3mm e a porgéo que sera inserida no animal contendo 15mm de comprimento.

2.3. Drogas
2.3.1. Midazolam

Foi utilizado midazolam (Roche), diluido em salina 0,9%, de acordo com estudo
prévio (Strauss et al., 2013). Ratos controles receberam microinjecdes no HV apenas
com salina estéril (NaCl diluido a concentracédo de 0,9%).

O midazolam (Ci1sH13CIFN3) pertence ao grupo dos benzodiazepinicos e é
conhecido por seus efeitos hipnoticos e sedativos em humanos, dentre outros efeitos,
utilizado como indutor anestésico ou adjuvante a anestesia geral. Como outros
benzodiazepinicos, o midazolam é capaz de se ligar a receptores farmacoldgicos
ligados ao receptor GABA do subtipo A, aumentando a afinidade do receptor pelo
GABA, potencializando seus efeitos (Kobayashi et al., 2005; Georgopoulos et al.,
2008; Graeff, 2012).

2.3.2. 8-OH-DPAT

Foi utilizado 8-OH-DPAT, ou 8-Hydroxy-2-(di-n-propylamino) tetralin
hydrobromide (SIGMA), um agonista de receptores 5-HTia, diluidos em solucao
salina. Ratos controles receberam microinjecbes no HV apenas com solucao salina
esteril.

O 8-OH-DPAT (C16H2sNO - HBr) € um agonista seletivo de receptores 5-HT1
com maior afinidade pelo subtipo 5-HT1a (Middlemiss e Fozard, 1983; Peroutka, 1986).

2.4. Procedimentos
2.4.1. Cirurgia estereotaxica

Sob efeito anestésico do 2,2,2-Tribromoethanol (250mg/kg) (Fluka), foram
implantadas duas canulas-guia (cirurgia bilateral) para acesso ao hipocampo ventral
a 3,0mm acima da regido alvo (Bertoglio et al., 2006). ApGs a tricotomia da regido
dorsal do cranio, os ratos foram fixados a um aparelho estereotaxico (David - Kopff)
pelo rochedo temporal e incisivos superiores. Apos o procedimento de antissepsia
com polivinilpirrolidona-iodo a 1% (PVPI)(Rioguimica) e injecdo subcutanea de

lidocaina (2%) com vasoconstritor epinefrina (0.2ml) (Cristalia), foi efetuada uma
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incisdo de 1,5 cm removendo-se pele, excesso de lidocaina acumulado, tecido
subcutaneo e peridsteo.

Com a superficie craniana exposta e ajustada em posicédo horizontal, foram
realizados dois orificios nos 0ssos parietais para implantacdo das canulas. Tendo o
bregma como referéncia, foram seguidas as seguintes coordenadas para acesso ao
hipocampo ventral: antero-posterior = - 5,0mm; lateral (ambos os lados) = 5,2mm; e
dorso-ventral = 4,0mm, com inclinacdo da haste de 0° graus (Bertoglio et al., 2006;
Paxinos e Watson, 2007). ApGs o posicionamento das canulas, estas permaneceram
fixadas aos orificios através de um capacete de acrilico feito de resina
autopolimerizante (Polimero Metil Etil Metacrilato)(Classico LTDA) estabilizado por
dois parafusos odontolégicos fixados ao cranio. Por fim, 0,2ml de uma associacao
antibiotica de largo espectro (Pentabidtico veterinario, Fontoura-Wyeth-Brasil) foi
aplicada para a profilaxia de eventuais infec¢des. Os ratos foram realojados em suas
caixas com os demais (5 animais/caixa), sem modificacdo do agrupamento inicial. A
fim de prevenir possiveis choques envolvendo as canulas recém fixadas e a grade
superior das caixas foi adicionado um extensor de aluminio, elevando-as a uma altura

mais segura (7 cm) sem, contudo, prejudicar 0 acesso a agua e comida.

2.4.2. Habituagcéo dos animais ao pesquisador

No 4° e no 5° dia pds-cirdrgico os animais foram submetidos a um procedimento
de habituacdo com o experimentador (“handling”). Este esteve utilizando luvas e
individualmente tomou cada animal em suas méaos, sem permitir que o mesmo ficasse
desprotegido, e ao longo de 5 minutos realizou movimentos com leve pressdo com

uma das maos na regido dorsal, no sentido cranio-caudal.

2.4.3. Exposicao prévia ao braco aberto do LTE (confinamento prévio)

No dia anterior a avaliagdo comportamental, todos os ratos foram mantidos
individualmente por trinta minutos, em um dos bragos abertos do LTE. Os bracos
abertos foram separados dos demais por uma parede de madeira, disposta na linha
entre a area central do labirinto e a porcado proximal do braco aberto. Apos este
procedimento foram conduzidos a uma nova caixa em outra sala, conforme realizaram
0 procedimento, evitando assim que promovessem comunicagdo com 0s demais ratos
do grupo antes que todos fossem confinados. Uma vez recomposto 0 grupo na mesma

caixa, apos o término do procedimento, os animais retornaram ao biotério até o dia
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seguinte. As condi¢Oes das salas séo as mesmas descritas para a ambientagao e para
a avaliacdo comportamental (Teixeira et al., 2000).

2.4.4. Microinjecéo de drogas no hipocampo ventral

Sete dias ap0s a cirurgia estereotaxica os fios de aco foram removidos das
canulas para a insercdo das agulhas de microinjecdo de 15mm de comprimento no
hipocampo ventral. As microinjecbes foram realizadas com o auxilio de duas
microseringas (Hamilton, EUA) conectadas as agulhas de microinjecdo através de
uma extensao de polietileno (PE 10 — Intramedic). As microseringas foram conectadas
a uma bomba microinjetora (Fisher Scientific Company, EUA). Um volume de 0,2ul de
solucéo foi injetado durante 1 minuto, aguardando-se 0 mesmo tempo para retirada
da agulha, evitando o refluxo da solugéo.

Foram realizados dois experimentos. O primeiro (Experimento 1) teve como
objetivo avaliar o efeito do midazolam no HV. Os grupos foram determinados conforme
a dose de midazolam (10 nmol, n=9; 20 nmol, n=9; ou 40 nmol, n=9). Animais do grupo
controle receberam microinjegéo de solugédo salina (n=9).

O segundo experimento (Experimento 2) foi destinado a avaliacao do efeito do
8-OH-DPAT no HV. Os grupos foram constituidos de acordo com a dose aplicada (0,6
nmol, n=11; 3 nmol, n=13; ou 15 nmol, n=11). De forma similar ao experimento 1, os
animais controles foram tratados com solugéo salina (n=12).

Dez minutos apdés a microinjecdo os ratos foram submetidos aos testes

comportamentais.

2.5. Testes Comportamentais

As sessdes experimentais foram conduzidas entre 14 e 17 horas em uma sala
com controle de temperatura (aproximadamente 23°C +/- 2°C) e com luminosidade
igual a 50 lux no centro do LTE ou arena. Os ratos foram levados do biotério para a
sala de avaliagcdo em caixas de separacao individuais, um a um, e apenas no momento
em que foram avaliados. A cada troca de animal os aparelhos foram limpos com alcool
20% para minimizar odores. ApOGs a colocacdo dos ratos nos aparelhos o
experimentador saia da sala. O comportamento do animal foi registrado por meio de
um sistema de video. A exemplo de pesquisas semelhantes e visando a nao
interferéncia da presenca do avaliador na sala, toda a avaliacdo foi gravada para

posterior andlise (Graeff et al., 1993; Viana et al., 1994).
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2.5.1. Avaliagdo no LTE

O teste no LTE foi iniciado pela tomada das esquivas inibitérias. Para verificar
este comportamento, cada animal foi colocado na extremidade distal do braco
fechado. Foi registrado o tempo em segundos (medida de laténcia) gasto pelo mesmo
para sair deste brago (Linha de base). A mesma medida foi tomada por mais duas
vezes com intervalos de trinta segundos entre elas (Esquiva 1 e Esquiva 2). Trinta
segundos apo6s o término da tomada da Esquiva 2 foi avaliado o comportamento de
fuga. Para isso, cada animal foi colocado na extremidade de um dos bracos abertos
(no mesmo em que foi confinado na véspera). O mesmo procedimento foi adotado, ou
seja, foi registrado o tempo de laténcia (em segundos) de saida de um dos bragos
abertos. Essa medida foi tomada por trés vezes (Fuga 1, Fuga 2 e Fuga 3) com
intervalos de trinta segundos entre elas. O tempo maximo de permanéncia do animal
na esquiva ou na fuga foi de trezentos segundos (cinco minutos). Entre cada avaliagao
o animal foi recolocado em sua caixa individual aguardando a proxima exposicéo ao
teste. O critério de “saida” de um dos bragos foi que as quatro patas do animal
tivessem ultrapassado totalmente a linha diviséria do braco onde foi colocado

inicialmente.

2.5.2. Avaliagdo na arena

Os ratos foram avaliados na Arena, por um periodo de cinco minutos, 30
segundos apds sua avaliacdo no LTE, com o objetivo de avaliar a atividade geral e
motora do animal. Cada animal foi colocado no quadrante central da caixa. Os
resultados foram obtidos através da contagem do nimero de quadrados percorridos

durante o teste.

2.6. Perfusao e identificacéo dos sitios de injecao

ApOs o término dos testes comportamentais, os ratos foram anestesiados com
Thiopental sodico (Thiopentax — Cristalia) em dose letal. Por meio de uma agulha de
microinjecao foi injetado 0,2 uL de corante hematoxilina pelas céanulas guias. Na
sequéncia os animais foram perfundidos (perfuséo intracardiaca) com salina e em
seguida por formol a 10%. Logo apos a perfusédo, os encéfalos foram removidos e
armazenados em formol a 10% para identificacédo do sitio de microinjecéo atraves dos
cortes histologicos (50 um). Posteriormente, as por¢gdes do tecido coletado foram

depositadas em laminas gelatinizadas e coradas através do método de Nissl. As
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imagens foram analisadas através de microscopia. Animais cujas canulas guia
atingiram o hipocampo apenas unilateralmente ou em estruturas cerebrais em area
adjacentes foram excluidos das amostras. Uma visdo representativa do sitio de

microinjecao no HV pode ser visualizada através da Figura 3.

+5 0 -5 -10

Bregr.n‘l‘a5 0

10

F0 Interaural
+15 +10 +5 0

Bregma -5,2 mm

Figura 3: Representacao diagramética dos sitios de injecdo na regido ventral do hipocampo, em sec¢éo
coronal (5,2mm posterior ao bregma) do cérebro do rato (Adaptado de Paxinos e Watson, 2007). Os
pontos escuros ilustram locais aproximados de microinjecdo, apontando a regido considerada no
estudo como hipocampo ventral. A parte superior ilustra o local em que foi feita a disseccdo para

obtencao do corte.

2.7. Analise dos dados

As laténcias de esquiva inibitoria e de fuga foram submetidas a analise de
variancia de medidas repetidas (ANOVA), tendo como fator independente o
tratamento, e como medidas repetidas as diferentes exposi¢cdes efetuadas (Linha de
base, Esquiva 1 e Esquiva 2 ou Fuga 1, Fuga 2 e Fuga 3) visando avaliar se houve
efeito das repeticdes. Foram realizadas também andlises independentes de cada
esquiva e de cada fuga através da ANOVA de uma via. Quando apropriado, foram
conduzidas comparagdes multiplas utilizando o teste de Duncan. Os resultados da
atividade motora na arena foram também analisados através da ANOVA de uma via.

Em todos os casos um “p” com valor menor que 0,05 foi considerado significativo.
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3. Resultados

Foram considerados no estudo somente os resultados dos animais cujos sitios
de microinjecéo atingiram a regido ilustrada através da Figura 4, que apresenta um
corte frontal do encéfalo corado com hematoxilina evidenciando exatamente o ponto

da infusdo das solugdes, visualizado através de microscopia Optica.

(b)

Figura 4: Corte frontal do encéfalo de rato a -5,2 mm a partir do Bregma (Paxinos e Watson, 2007).
Em (a), sitio de microinjecao demarcado com hematoxilina na regido ventral do hipocampo, visualizado

através de microscopia 6ptica (aumento de 50x), imagem representando a regido delimitada em (b).
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3.1. Experimento 1 — Analise do efeito do midazolam microinjetado no HV.

Na andlise do efeito do midazolam microinjetado no HV sobre as esquivas
inibitérias no LTE (Figura 5), a ANOVA de Medidas Repetidas mostrou que houve
efeito do tratamento entre os grupos [F,32=5,18; p=0,005] e efeito das repetigdes
[Fr64=11,72; p=0,000], mas sem interacdo entre grupos e exposicoes [F,64=0,70;
p=0,654]. O teste de Duncan apontou que ndo houve uma curva de aprendizagem
(aumento progressivo da laténcia na Linha de base e nas esquivas 1 e 2) em relacao
aos animais controles, mas constatou-se essa curva na analise do comportamento de
ratos tratados com midazolam (10 e 20nmol) (p<0.05). Ratos tratados com midazolam
40nmol apresentaram diminui¢édo na laténcia das 3 esquivas, ndo se constatando essa
curva (p>0,05). Ao analisar cada esquiva separadamente por meio da ANOVA de uma
via, observou-se diferencas entre os grupos na Linha de Base [F32=4,09; p=0,01].
O teste post hoc de Duncan apontou que animais tratados com midazolam na
concentracdo de 20 e 40 nmol foram diferentes do controle (p<0,01). Analisando-se a
Esquiva 1 ndo se constatou tais diferengas [F3,32=2,20; p=0,107], a ndo ser na
concentracédo de 40 nmol, em que os animais tratados apresentaram menor laténcia
nesta esquiva em relagéo aos animais controles, conforme demonstrado pelo teste de
Duncan (p<0,05). Na Esquiva 2 houve efeito do tratamento [F,32=3,68; p=0,020].
Nesse caso o teste de Duncan mostrou que o tratamento com midazolam 40nmol
diminuiu a laténcia nas esquivas em relacdo aos ratos controles (p<0,01) e aos

tratados com midazolam 10nmol (p<0,05).
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Figura 5 - Média+EPM da laténcia, em segundos, das esquivas no LTE, de animais tratados com
midazolam (10, 20 e 40 nmol) em comparagdo com o grupo controle (salina). ANOVA de medidas
repetidas seguida pelo teste post hoc de Duncan, onde, * p<0,05 e ** p<0,01 representam as diferencas
para com o grupo controle; +p<0,05, diferengcas em relagéo ao grupo tratado com midazolam 10nmol.

Em relagdo as fugas (Figura 6), a ANOVA de Medidas Repetidas mostrou que
nao houve efeito do tratamento entre os grupos [F3,32=0,68; p=0,572], mas constatou-
se efeito das repeticdes [F,64=9,20; p<0,001]. Nao houve interagdo entre grupos e
exposicoes [Fe,64=0,33; p=0,916]. O teste de Duncan apontou reducdo da laténcia
entre as fugas F1 e F3 apresentadas por animais do grupo controle e por ratos
tratados com a menor dose de midazolam (p<0,05). Analisando separadamente cada
exposicao, a ANOVA de uma via ndo mostrou que houve diferengas entre os grupos
(p>0,05).
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Figura 6 - Média+EPM da laténcia, em segundos, das fugas no LTE, de animais tratados com
midazolam (10, 20 e 40 nmol) em comparacdo com o grupo controle (tratado apenas com salina).
ANOVA de medidas repetidas seguida pelo teste post hoc de Duncan, onde, * p<0,05 representa a
diferenca em relacéo a Fuga 1 no mesmo grupo.

Analisando o nimero de quadrados percorridos na arena pelos ratos tratados
com midazolam (Figura 7), a ANOVA de uma via mostrou que ndo houve diferencas
entre os grupos [Fa32=1,31; p=0,288], ou seja, ndo se constatou alteracdo de

atividade motora.
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Figura 7 - Média+EPM do nuimero de quadrados percorridos na arena, de animais tratados com
midazolam (10, 20 e 40 nmol) em comparacdo com o grupo controle (tratado apenas com salina).

3.2. Experimento 2 — Analise do efeito do 8-OH-DPAT microinjetado no HV.
Analisando o efeito do 8-OH-DPAT microinjetado no HV sobre o
comportamento das esquivas (Figura 8), a ANOVA de Medidas Repetidas mostrou
que houve efeito do tratamento entre os grupos [F43=7,74; p<0,001] e efeito das
repeticdes [F(2,86=6,98; p=0,001], mas sem interacdo entre grupos e exposicdes
[Fe.86=1,77; p=0,115]. O teste de Duncan apontou que ndo houve uma curva de
aprendizagem em relacdo aos animais controles, mas constatou-se essa curva na
analise do comportamento de ratos tratados com 8-OH-DPAT nas concentracdes 0,6
nmol (p<0,01) e 15 nmol (p=0,03). Ao analisar cada esquiva separadamente por meio
da ANOVA de uma via, observou-se diferencas entre os grupos na Linha de Base
[F(3,43)=8,46; p<0,001]. O teste post hoc de Duncan mostrou que animais tratados com
8-OH-DPAT em todas as concentracdes foram diferentes do controle, diminuindo as
laténcias (p<0,01). Analisando-se a Esquiva 1 constatou-se resultado semelhante
[F(3.43=5,81; p<0,001], mas apenas nos animais tratados com concentracoes de 3 e
15 nmol, conforme demonstrado pelo teste de Duncan (p<0,05). Na Esquiva 2 também
constatou-se diferencas entre os grupos [Fs.43=5,46; p=0,002]. Novamente, o teste
de Duncan mostrou que animais tratados com 8-OH-DPAT em todas as
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concentracbes diminuiram a laténcia na esquiva em relacdo aos ratos controles

(concentragdes de 0,6 e 15 nmol, p<0,05; concentracao de 3 nmol, p<0,01).
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Figura 8 - Média+EPM da laténcia, em segundos, das esquivas no LTE, de animais tratados com 8-
OH-DPAT (0,6, 3 e 15 nmol) em comparagdo com o grupo controle (tratado apenas com salina). ANOVA
de medidas repetidas seguida pelo teste post hoc de Duncan, onde, * p<0,05 e ** p<0,01 representam
as diferencas em relacéo ao grupo controle.

Em relacédo as fugas (Figura 9), a analise dos resultados da ANOVA de Medidas
Repetidas mostrou que ndo houve efeito do tratamento entre os grupos [F(s,43=0,99;
p=0,407]. Também n&o foi constatado efeito das repeticdes [F,86=2,37; p=0,099]
nem da interacdo entre grupos e exposi¢des [F@86=1,76; p=0,118]. Analisando
separadamente cada exposicdo, a ANOVA de uma via ndo apontou diferencas entre
os grupos (p>0,05).
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Figura 9 - Média+EPM da laténcia, em segundos, das fugas no LTE, de animais tratados com 8-OH-
DPAT (0,6, 3 e 15 nmol) em comparacdo com o grupo controle (tratado apenas com salina).

Analisando o numero de quadrados percorridos na arena pelos ratos tratados
com 8-OH-DPAT (Figura 10), a ANOVA de uma via mostrou que ndo houve diferencas
entre os grupos [F,43=2,55; p=0,07], ou seja, ndo se constatou alteracdo de atividade

motora.
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Figura 10 - Média+EPM do nimero de quadrados percorridos na arena, de animais tratados com 8-
OH-DPAT (0,6, 3 e 15 nmol) em comparac¢do com o grupo controle (tratado apenas com salina).
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4. Discusséo

No Experimento 1 foi possivel perceber que a linha de base nas esquivas
apresentada pelos ratos controles estava bem alta quando comparada a estudos
anteriores realizados no mesmo laboratério (Andrade et al., 2004; Dos Santos et al.,
2008; Dos Santos et al., 2005; Sena et al., 2003) e em outros locais (Graeff et al.,
1993; Graeff et al., 1998; Poltroniere et al., 2003; Sena et al., 2003; Teixeira et al.,
2000; Viana et al., 1994; Zangrossi et al., 2001; Zangrossi e Graeff, 1997). Tal
ocorréncia impediu a verificacdo de uma curva de aprendizagem esperada nos
controles. Além disso, a andlise das fugas mostrou que ratos controles apresentaram
uma modificacdo entre a Fuga 1 e Fuga 3, resultado este ndo esperado, j4 que
segundo os idealizadores do modelo, baseados em experimentos de validacdo, nao
existe modificacdo das respostas comportamentais entre as fugas por parte de
animais controles. Entretanto, essa diferenca foi infima e de fato, ndo caracteriza
nenhum quadro relevante para esta investigacdo. A atividade motora apresentada
pelos ratos controles e experimentais foi compativel com resultados de outros estudos
gue utilizaram o mesmo procedimento: avaliagdo no LTE e subsequente avaliacao na
arena (Andrade et al., 2004; Dos Santos et al., 2008; Dos Santos et al., 2005; Graeff
et al., 1998; Graeff et al., 1993; Poltroniere et al., 2003; Sena et al., 2003; Teixeira et
al., 2000; Viana et al., 1994; Zangrossi et al., 2001; Zangrossi e Graeff, 1997).

Analisando 0s grupos experimentais que receberam microinjecdes diretas no
hipocampo ventral de 3 doses diferentes de Midazolam foi possivel perceber que a
menor dose (Midazolam 10 nmol) ndo modificou as respostas comportamentais e o
padrao foi similar ao observado em animais controles. Ratos que receberam a dose
de 20nmol sairam mais rapidamente do braco fechado comparados aos animais
controles, mostrando que houve efeito ansiolitico dessa dose no Hipocampo ventral,
ocorrendo a mesma direcdo na Esquiva 1 (apenas uma tendéncia, pois o resultado
nao foi significativo), sendo que a Esquiva 2 foi semelhante ao que se observou nos
animais controles e nos que receberam Midazolam na concentragédo de 10nmol. Por
outro lado, a maior concentracdo deste benzodiazepinico, 40 nmol, causou ansitlise
observada pela diminuicdo das trés esquivas. Ndo houve modificacdo das respostas
comportamentais de fugas e nem alteracéo na atividade motora dos ratos testados.

Considerando a ampla distribuicdo de receptores gabaérgicos e de suas
diferentes subunidades no hipocampo como um todo (Lee e Maguire, 2014; Mceown
e Treit, 2013; Mckernan e Whiting, 1996; Pirker et al., 2000; Sperk et al., 1997; Yu et
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al., 2006); levando-se em conta que no hipocampo ventral existe uma maior expressao
das subunidades a2/f1/y2 (Sarantis et al., 2008; Sotiriou et al., 2005); tendo também
como base o fato que receptores GABAA medeiam os efeitos ansioliticos de um
grande namero de compostos terapéuticos (Bormann, 2000; Mceown e Treit, 2013);
optou-se por utilizar nesse estudo o Midazolam, um benzodiazepinico que age sobre
esses receptores potencializando a agcdo dos mesmos e produzindo efeito neuronal
inibitério (Georgopoulos et al., 2008; Kobayashi et al., 2005).

De fato, constatou-se que a maior dose de Midazolam (40nmol) causou
ansiblise no LTE, afetando somente as esquivas e nado as fugas. Ou seja, esses dados
preliminares permitem considerar que a acao de benzodiazepinicos sobre receptores
gabaérgicos (GABAa) no Hipocampo Ventral diminui a manifestacdo de
comportamentos relacionados com a génese do TAG, mas ndo afeta as respostas
comportamentais relacionadas ao TP.

No Experimento 2, do mesmo modo que no primeiro, foi possivel detectar que
a linha de base nas esquivas apresentada pelos ratos controles estava bem alta,
impedindo a verificagdo de uma curva de aprendizagem. A analise da atividade motora
apresentada pelos ratos controles e experimentais foi compativel com os resultados
do Experimento 1 e de outros estudos preliminares envolvendo avaliagcdo no LTE e
subsequente exposicdo a arena (Andrade et al., 2004; Dos Santos et al., 2008; Dos
Santos et al., 2005; Graeff et al., 1998; Graeff et al., 1993; Poltroniere et al., 2003;
Sena et al., 2003; Teixeira et al., 2000; Viana et al., 1994; Zangrossi et al., 2001;
Zangrossi e Graeff, 1997). Nao houve modificacdo das respostas comportamentais
entre as fugas por parte de animais controles

Analisando 0s grupos experimentais que receberam microinjecdes diretas no
hipocampo ventral de 3 doses diferentes de 8-OH-DPAT foi possivel perceber que
todas as doses provocaram modificagdes nas respostas comportamentais de esquiva
inibitéria, reduzindo a laténcia de saida do braco fechado em relagdo aos animais
controles, demonstrando efeito ansiolitico desta droga no HV. A Unica excecao foi
observada no grupo dos ratos que foram microinjetados com a menor dose (0,6 nmol),
na Esquiva 1, embora ndo tenha havido diferencas em relacdo as demais repeticoes
do mesmo grupo. Quanto as respostas comportamentais de fugas e alteracado na
atividade motora dos ratos testados, ndo foram observadas diferencas.

Constatou-se que ambas as doses de 8-OH-DPAT (0,6, 3 e 15 nmol) causaram

ansiolise no LTE, afetando somente as esquivas e ndo as fugas. Esses dados
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permitem considerar que a ativacdo de receptores serotonérgicos 5-HTia no HV
diminuem a manifestacdo de comportamentos relacionados com a génese do TAG,
mas ndo afetam as respostas comportamentais relacionadas ao TP.

Conforme jA& mencionado na introducdo deste estudo, semelhantemente,
lesdes do Hipocampo Ventral, eletroliticas (Ballesteros et al., 2014, Trivedi e Coover,
2004) ou citotéxicas através do acido iboténico ou NMDA (N-methyl-D-aspartate)
(Bannerman et al., 2003; Kjelstrup et al., 2002; Mchugh et al., 2004; Pentkowski et al.,
2006), diminuiram a manifestacdo dos comportamentos de defesa associados a
ansiedade no Labirinto em Cruz Elevado (LCE) (Kjelstrup et al., 2002), no teste de
transicdo claro-escuro (Bannerman et al., 2003; Mchugh et al., 2004), no teste de
interacao social (Mchugh et al., 2004), no condicionamento contextual (Pentkowski et
al., 2006; Trivedi e Coover, 2004), no teste do odor de gato, mas ndo a presenca real
do gato, e no LTE, afetando somente as esquivas (Trivedi e Coover, 2004). A
administragao direta no HV de NMDA (N-methyl-D-aspartate) (Nascimento Hackl e
Carobrez, 2007) ou um inibidor da acetilcolinesterase fisostigmina (Degroot e Treit,
2002), causaram ansidlise no LCE. Do mesmo modo, manipulacfes farmacolégicas
com nitido efeito inibitdrio, tais como a microinjecdo de muscimol, um agonista de
receptor GABAa (Trent e Menard, 2010) e a inibicdo transitéria com lidocaina
(Bertoglio et al., 2006) ou tetrotoxina (Degroot e Treit, 2004), diminuiram a
manifestacdo da ansiedade no LCE. O muscimol também foi efetivo para diminuir a
manifestacdo dos congelamentos no condicionamento contextual (Zhang et al., 2014),
mas diminuiu a atividade motora no LCE (Zhang et al,. 2014).

Analisando o envolvimento do sistema serotonérgico na funcionalidade do HV,
a microinjecao de antagonistas de receptores 5-HT1a nesta estrutura causou ansiolise
no LCE, tanto o tertatolol em ratos (File e Gonzalez, 1996), como também o Way
100.635, em camundongos (Nunes-De-Souza et al., 2002). Por outro lado, a
microinjecao no hipocampo ventral de um agonista de receptor 5-HT1a, 0 8-hydroxy-
2-(di-n-propylamino) tetralina (8-OH-DPAT), (100ng), aumentou a atividade motora,
sem ocasionar modificacdes na exploracao dos bragos abertos do LCE, e neutralizou
o efeito ocasionado pelo tertatolol (File e Gonzalez, 1996).

Sabe-se que a maior densidade de corpos celulares de neurdnios
serotonérgicos encontra-se nos nucleos da rafe, cujos axbénios sdo direcionados
praticamente para todo o cérebro, especialmente para o hipocampo, dentre todas as

demais regides do conhecido sistema limbico. Em todo o sistema serotonérgico ha
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expressdo de receptores serotonérgicos, com destaque a alta densidade de
receptores da familia 5-HT1, especialmente o subtipo 5-HT1a. Estes receptores sédo
metabotropicos, ou seja, desencadeiam as respostas através de mecanismos
intracelulares. Estao ligados a proteina G especifica (Ga1/a0) €, a0 Serem conectados
ao 5-HTi, alteram sua conformacédo estrutural, inibindo a formagdo de adenilato
monofosfato ciclico (CAMP) pela adenilato ciclase. Uma cascata de reacbes é
conduzida de modo a produzir a resposta adequada (Berumen et al., 2012).

Os receptores 5-HT1a séo encontrados tanto pré-sinapticamente nos corpos
celulares de neur6nios serotonérgicos dos nucleos dorsal e mediano da rafe, quanto
pés-sinapticamente, predominantemente em estruturas limbicas como o hipocampo,
0 septo e a amigdala, mas também no neocortex e hipotalamo (Barnes e Sharp, 1999;
Hamon, 1997). A ativacdo de receptores 5-HTia pré-sinapticos resulta na inibicdo do
disparo celular e em um consequente declinio da neurotransmissao serotonérgica nas
areas de projecao (Hjorth e Magnusson, 1988; Sharp e Hjorth, 1990; Sprouse e
Aghajanian, 1988). J4 a ativacdo de receptores pos-sinapticos resulta na inibicéo
neuronal de partes selecionadas do sistema limbico. Devido a esta distribuicéo
particular, os receptores 5-HT1a oferecem a possibilidade de controlar a transmisséo
serotonérgica de uma maneira geral e a atividade neuronal no sistema limbico (Gray,
1982; Schreiber e De Vry, 1993).

Especialmente no hipocampo, alguns estudos demonstraram que agonistas de
receptores 5-HTia suprimiram a ativagdo neuronal serotonérgica e diminuiram a
liberacdo de 5-HT nos terminais (Kagamiishi et al., 2003). Esta familia de receptores
se mostrou interessante em particular devido a estarem envolvidos na regulacéo de
comportamento emocional e afetivo e, possivelmente, no mecanismo de acdo de
tratamentos de ansiedade (Schreiber e De Vry, 1993), além de responder a
antidepressivos estimulando a neurogénese, especialmente em células granulares do
GD, resposta abolida quando os receptores 5-HTia sdo deletados nesta area
(Samuels et al., 2015; Santarelli et al., 2003).

Os nudcleos mediano e dorsal da rafe (NMR e NDR, respectivamente) enviam
projecbes serotonérgicas para areas cerebrais envolvidas na regulacdo de
comportamentos defensivos. A maioria das projecdes serotonérgicas se origina no
NDR (cerca de 80%), sendo o restante originario do NMR (Descarries et al., 1982). As
projecdes serotonérgicas que alcangam o HD sé&o principalmente provenientes do

NMR, ao passo que amigdala, matéria cinzenta periaquedutal dorsal (MCPD) e HV
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recebem projecdes provenientes do NDR (Zangrossi e Graeff, 2014), muita embora
existam descricOes a respeito de fibras provenientes do NMR que chegam ao HV
(Mckenna e Vertes, 2001).

Manipulacfes experimentais ativando ou inibindo a atividade neuronal no NDR
e NMR, e no hipocampo foram apresentadas na revisdo conduzida por Andrade,
Zangrossi e Graeff (2013). LesOes seletivas aos neurbnios do NDR com 5,7-DHT
prejudicaram a esquiva inibitoria e, simultaneamente, facilitaram a fuga, isto €,
apresentaram efeitos ansiolitico e panicogénico (Sena et al., 2003). Quando o mesmo
foi repetido no NMR, o prejuizo das esquivas também foi observado, sem, contudo,
afetar as fugas (Andrade et al., 2004). Os mesmos efeitos foram observados na
administracdo de 8-OH-DPAT (Dos Santos et. al., 2005; Vicente et al., 2008). Nesse
caso, a inativacao de neurdnios serotonérgicos do NMR e NDR foi conduzida através
da estimulacédo de receptores 5-HT1a inibitérios localizados no corpo celular e nos
dendritos destas células, resultando na inibi¢cdo do disparo neuronal e na reducéo da
liberacdo de serotonina nas terminacdes sinapticas.

Entretanto, quando se utilizou antagonista de receptores 5-HT1a no NMR em
doses mais altas constatou-se o aumento de comportamentos de esquiva inibitoria no
LTE e, consequentemente, o efeito ansiogénico, sem interferéncia nas fugas (Dos
Santos et al., 2008). A ativacdo de neur6nios serotonérgicos no NMR pelo bloqueio
da acdo da serotonina sobre receptores 5-HTia somatodendriticos ocasionou
provavelmente o aumento da liberacdo de 5-HT no HD causando aumento das
esquivas. Injetando diretamente 8-OH-DPAT no HD observou-se o mesmo resultado,
0 que foi sugerido por esses pesquisadores que a 5-HT no HD causaria aumento das
esquivas por agir sobre receptores 5-HTia nessa regido. Outras pesquisas foram
conduzidas visando compreender o papel da serotonina no HD e as mesmas foram
listadas na Tabela 2. Todavia percebe-se também em relagéo a esta estrutura nenhum
resultado ou efeitos paradoxais ao encontrado através do labirinto em T elevado.
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Tabela 2 - Interven¢des no Hipocampo Dorsal e andlise da manifestacdo da ansiedade em
diferentes testes de comportamento animal

Intervencao Experimental Teste Ansiedade Referéncias
Estimulagéo elétrica LCE - DRINGENBERG et al., 2008
TERSC - DRINGENBERG et al., 2008
Zimelidina (inibidor da recaptagéo da LCE 0 GUIMARAES et al., 1993*
5-HT) (20 e 100nmol) + PADOVAN; GUIMARAES, 1993
BNDF (200pg) LTE + CASAROTTO et al., 2012
(facilitacdo do GABA) CE + CASAROTTO et al., 2012
Lesdo eletrolitica LTE 0 TRIVEDI; COOVER, 2004
cC - MAREN et al., 1997
0 TRIVEDI; COOVER, 2004
Tetrodotoxina (5mg) LCE 0 DEGROOT; TREIT, 2004
(neurotoxina) TERSC - DEGROOT; TREIT, 2004
Lidocaina (2%) (blogueia canais de Sodio) LCE 0 BERTOGLIO et al., 2006
Agonista de receptores 5-HT
5-MeODMT (20nmol) LCE 0 MENDONCA-NETTO; GUIMARAES, 1996
- MENDONCA-NETTO; GUIMARAES, 1996*
Agonista de receptores 5-HT;4 — 8-OH-DPAT
3 e 15 nmol LTE + DOS SANTOS et al., 2008
0,1 ug e 5 ug/100 ng LCE + CHEETA et al., 2000; FILE; GONZALEZ, 1996
- MENARD; Treit 1998
TERSC 0 MENARD; Treit 1998
EAC 0 MENARD; Treit 1998
CE + ROMANIUK et al., 2001
0,05, 0,1 e 0,2 pg/3 nmol LCE 0 BELCHEVEA et al., 1994; FILE; GONZALEZ,
IS 0 1996
GUIMARAES et al., 1993*
1 nmol CcC - ALMADA et al., 2009
1-5 pg, 10 ug VU - SCHREIBER; DeVry 1993; JOLAS et al., 1995
50 ng IS 0 PICAZO et al., 1995
Geller-Seifter 0 CERVO et al., 2000
EP - CARLI et al., 1993
100 ng IS + ANDREWS et al., 1994; CHEETA et al., 2000;
FILE; GONZALEZ, 1996
Outros agonistas (parciais) de receptores 5-HTia
Tandospirona (30ug,60ug) Vogel - KATAOKA et al., 1991
Buspirona (2,5 pg) LCE - KOSTOWSKI et al., 1989
(15-30 ug) VU - SCHREIBER; DEVRY 1993
Ipsapirona (0,1 pg) LCE 0 PICAZO et al., (1995)
(40 ug, 10-20 ug) VU - SCHREIBER; DEVRY 1993; JOLAS et al., 1995
QOutros antagonistas de receptores 5-HTia
WAY-100635 (0,18, 0,37 e 0,74 nmol) LTE 0 DOS SANTOS et al., 2008
Tertatolol (3 pg) LCE + ANDREWS et al., 1994
0 FILE; GONZALEZ, 1996
1S + ANDREWS et al., 1994
Agonista de receptores 5-HTic
MK-212 (1 pg, 0,3 ug) | LCE [ 0 | ALVES et al. (2004)
Agonistas e antagonistas de receptores Gabaérgicos
Inibidor de recaptacéo FrPbAll (174 LCE - LIBERATO et al. (2006)
Da) (EC50=0,09 ug) (EC50=0,03 pg) CE - LIBERATO et al. (2006)
Agonista de receptor GABAs— LCE - REZAYAT et al. (2005)
Muscimol (0,05 pg, 0,25 pg, 0,5 ug)
Antagonista de receptor GABAA— LCE 0 REZAYAT et al. (2005)
Bicucullina (0.5 pg, 1 ug, 2 yg)
Agonistas e antagonistas de receptores Benzodiazepinicos
Midazolam (1 pg, 2 ug)/agonista LCE - GONZALEZ et al. (1998)
IS - GONZALEZ et al. (1998)
Midazolam (10 pg) LCE - MENARD; TREIT (2001)
TERSC 0 MENARD; TREIT (2001)
EAC 0 MENARD; TREIT (2001)
Flumazenil (100 ng, 500 LCE 0 GONZALEZ et al. (1998)
ng)/antagonista IS 0 GONZALEZ et al. (1998)
Flumazenil (500 ng)

+aumento; - diminuicéo; 0 inalterado

LTE (Labirinto em T elevado); LCE (Labirinto em cruz elevado); CE (Claro-escuro); CC (Condicionamento Contextual); TERSC
(Teste de enterramento em reacao a sonda de choque); EAC (Estimulo Aversivo de choque); VU (Vocalizagéo Ultrassonica); IS
(Interacdo Social); EP (Esquiva Passiva); BNDF (Brain-derived neurotropphic factor, ou fator neurotréfico derivado do cérebro);
5-MeODMT (5-methoxy-N,N-dimethyltryptamine); Way 100635: N-[2-methoxyphenyl]-1-piperazinyl-ethyl]-N-2-
pyridinylcyclohexanecarboxamina; 8-OH-DPAT (8-hydroxy-2-(di-n-propylamino) tetralina); *drogas reverteram o efeito de
restricao prévia de 2 horas.
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Tanaka e colegas (2012) demonstraram a diferente expressdo de varios
receptores serotonérgicos ao longo do eixo dorso-ventral do hipocampo. Diferentes
combinac¢des de subtipos de receptores 5-HT sédo encontradas em camadas celulares
distintas no hipocampo. No HD, os receptores 5-HT1a sd0 mais expressos em CA1,
enquanto que no HV sao expressos em maior quantidade em CA3 e no GD.
Semelhantemente, o0s receptores 5-HT2c e 5-HT7z s@o expressos muito mais
significativamente no CA3 do HV que no do HD. Ao considerar o hipocampo como um
todo, os receptores 5-HT1a e 5-HT4 s@o altamente expressos nas células granulares
do GD, enquanto que em células piramidais de CA3, os principais receptores
serotonérgicos expressos sao 5-HTia, 5-HT 2a, 5-HT 2c, 5-HT4 e 5-HT 7 e nas células
piramidais de CA1 sado principalmente expressos os receptores 5-HT 1a, 5-HT 18 € 5-
HT s.

Nesse ponto de andlise, se faz relevante comparar o papel da serotonina sobre
receptores 5-HTia com os demais, lembrando a ampla variagdo de receptores
serotonérgicos encontrada em atividade por todo o SNC (Barnes e Sharp, 1999; Verge
e Callas 2000; Berumen, 2012). Varias investigac6es foram conduzidas avaliando o
papel de outros receptores serotonérgicos no HV.

Ja se demonstrou a participacdo dos receptores 5-HTzc, na regulagdo dos
comportamentos defensivos relacionados a ansiedade (Drago e Serretti, 2009; Milan,
2005), especialmente em estudos farmacoldgicos com a microinjecdo dos agonistas
trifluoromethyl-phenylpiperazine (TFMPP) e 6-chloro-2(1-piperazinyl)pyrazine (MK-
212) (Alves et al., 2004). Efeitos ansiogénicos de agonistas de receptores 5-HTzc
microinjetados na amigdala (Campbell e Merchant, 2003) e no HV (Alves et al., 2004;
Scarpelli et al., 2008) foram observados em diversos modelos animais .Receptores 5-
HT2c no HV antagonizados com SB-242084 atenuaram o efeito ansiogénico do
agonista WAY-161503 quando avaliado no LCE. Entretanto, o antagonista, por si s6,
foi incapaz de produzir efeito ansiolitico (Greidinger Carvalho, 2012). Este mesmo
padrao para antagonistas de receptores 5-HT2c foi encontrado em estudos na MCPD,
avaliado no LTE (Yamashita, et al., 2011) e na amigdala, avaliada no LCE (Cruz et al.,
2005). Outro estudo com estimulagéo da neurotransmisséo serotonérgica na amigdala
baso-lateral (ABL) com receptores 5-HT2c evidenciou o aumento de comportamentos
de esquiva inibitéria no LTE (Vicente e Zangrossi Jr, 2012). Vicente e Zangrossi Jr
(2014) demonstraram que os receptores 5-HT2c na ABL s&@o dessensibilizados apods

tratamento crénico com antidepressivos ao mesmo tempo em que a neurotransmissao
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serotonérgica por receptores 5-HT1a € facilitada, levantando a hipotese de que esses
dois mecanismos atuam simultaneamente da regulacdo de comportamentos
relacionados a esses farmacos. Sabe-se que estruturas pos-sinapticas como MCPD,
sistema septo-hipocampal, amigdala, hipotalamo e CPF, que recebem serotonina a
partir do NDR possuem alta concentracéo desses receptores (Clemett et al., 2000; Hill
et al., 2011; Kristiansen e Dahl, 1996; Mammounas et al., 1991; Millan, 2003;
Pompeiano et al., 1994; Vertes, 1991). Tomados juntos, esses resultados podem
indicar que também no HV haveria um balancgo funcional e paradoxal entre esses dois
tipos de receptores de serotonina. Os resultados desta investigacdo apontam que a
acdo da serotonina sobre receptores 5-HT1a no HV teriam efeito desinibitorio sobre as
esquivas, por tanto, ansiolitico, sem alterar as respostas de fuga. Por outro lado,
provavelmente, diante dos trabalhos prévios em outros modelos, a a¢do da serotonina
sobre receptores 5-HT2c seria inibitdria, ansiogénica.

Em todo o hipocampo séo expressos receptores 5-HT7 (Costa et al., 2012;
Eriksson, 2008; Freret, 2014; Gasbarri, 2014; Kinsey, 2001; Matthys, 2011; Meneses,
2015; Sarkisyan, 2009), entretanto, seu papel na modulacdo de comportamentos de
ansiedade é ainda pouco compreendido. Ohmura et al. (2016) relatou supresséo da
memoria dependente do medo no Teste de Medo Condicionado ao Contexto,
reduzindo o comportamento de freezing, apds microinjetarem no HV o antagonista de
receptores 5-HT7 SB269970, o que nao foi observado em estruturas adjacentes ao
HV. O SB269970 também nao afetou a memoria independente do medo ou a atividade
locomotora no LCE. Por outro lado, a microinjecdo no HV de LP-44 (agonista de
receptores 5-HT7) provocou o efeito inverso na meméria dependente do medo e no
comportamento de freezing.

O papel dos demais receptores serotonérgicos na regulacdo da ansiedade
ainda ndo foi demonstrado, apesar de identificados por todo o hipocampo,
impossibilitando a comparacdo com os resultados do presente estudo (Carr et al.,
2011; Carson et al., 1996; Cenquizca e Swanson, 2007; Erlander et al., 1993; Garcia-
Alcocer, 2010, 2006; Gerard et al., 1997; Haahr et al., 2013; Helmer, 2003; Kinsey,
2001; Marazziti et al., 2013; Mendez-David, 2014; Nasehi, 2015; Nikiforuk, 2011;
Pasqualetti et al., 1998; Svenningsson et al., 2007; Wisden et al., 1993; Yamada e
Ujikawa, 2006; Yau et al., 1997).
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5. Conclusbes

Os resultados apontaram que a maior dose de midazolam microinjetada no
hipocampo ventral causou ansidlise, comprovada pela diminuicdo na laténcia das
esquivas em relacao aos animais controles e aqueles tratados com 10nmol do mesmo
farmaco. Resultado semelhante foi constatado nas trés doses de 8-OH-DPAT. N&o se
observou qualquer alteracdo nas fugas, e nem na atividade motora dos animais
tratados com qualquer um dos farmacos testados. Essas evidéncias comportamentais
indicam que a ativagcdo de receptores 5-HTia no HV diminuiu o comportamento de
esquiva dos animais, sem afetar as respostas de fugas, semelhantemente ao que se
observou em decorréncia da acédo do benzodiazepinico sobre os receptores GABAAa.
Como os receptores GABAA sao inibitorios, supde-se que a agao da serotonina sobre
receptores 5-HT1a no HV seja também a de inibir a atividade neuronal nessa area do
hipocampo, culminando na diminuicdo das esquivas. Esses resultados em conjunto
indicam um envolvimento desses receptores na manifestacdo do TAG, mas nao do

TP, confirmando a hipotese deste estudo.
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criteria and acceptance standards.
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Creative Commons Attribution (CC BY)

Lets others distribute and copy the article, create extracts, abstracts, and other revised versions,
adaptations or derivative works of or from an article (such as a translation), include in a collective
work (such as an anthology), text or data mine the article, even for commercial purposes, as long
as they credit the author(s), do not represent the author as endorsing their adaptation of the article,
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Authors can share their research in a variety of different ways and Elsevier has a number of green
open access options available. We recommend authors see our green open access page for further
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is the version that has been accepted for publication and which typically includes author-incorporated
changes suggested during submission, peer review and in editor-author communications. Embargo
period: For subscription articles, an appropriate amount of time is needed for journals to deliver
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value to subscribing customers before an article becomes freely available to the public. This is the
embargo period and it begins from the date the article is formally published online in its final and
fully citable form.

This journal has an embargo period of 12 months.

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a
mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require editing
to eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific
English may wish to use the English Language Editing service available from Elsevier's
WebShop (http://webshop.elsevier.com/languageediting/) or visit our customer support site
(http://support.elsevier.com) for more information.

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your article
details and uploading your files. The system converts your article files to a single PDF file used in
the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to typeset your article for
final publication. All correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for
revision, is sent by e-mail.

Submit your article
Please submit your article via http://

om/pnp/

Please submit the names and institutional e-mail addresses of several potential referees. For more
details, visit our Support site. Note that the editor retains the sole right to decide whether or not the
suggested reviewers are used.

Progress in Neuro-Psychopharmacology & Biological Psychiatry is interested in Genetics/Association
studies that are replicable and generalizable. The following guidelines are offered in pursuit of this
goal. (1) Studies need to be sufficiently large. (2) Information about subject ethnicity, and how
it was determined, should be provided. The use of an analytic strategy that controls for potential
stratification, such as family-controlled association, or structured association, is encouraged. (3)
There must be a clear description of how the phenotype was ascertained. (4) Negative studies should
always include estimates of power.

Confirmation of the functional consequences of a common disease-associated variant is useful
information, but does not substitute for a rigorous demonstration of a statistically significant
association. Analysis of pathways or candidate regional analysis is encouraged over single gene
studies. Candidate gene studies must have strong positional or biological rationale or precedents in
the literature that motivate gene choice.

For studies of non-functional variants, there should generally be sufficiently dense marker coverage
to allow a relatively comprehensive analysis of common variants within a gene or genes. Analysis
of the extent of marker coverage using standard methods to assess linkage disequilibrium should
be presented. If rare variants are being tested, the same method of assessment (sequencing, copy
number assessment, etc.) should be used in both case and control groups.

We will consider both negative and positive association studies, as well as large replication studies.
Negative studies should be based on an attempt to replicate previous studies. Power calculations
considering reasonable effect sizes must be provided to show that the study had sufficient power to
be informative.

US National Institutes of Health (NIH) voluntary posting ("Public Access")

Elsevier facilitates author response to the NIH voluntary posting request (referred to as the NIH
"Public Access Policy"; see http://www.nih.gov/about/publicaccess/index.htm) by posting the peer-
reviewed author's manuscript directly to PubMed Central on request from the author, 12 months after
formal publication. Upon notification from Elsevier of acceptance, we will ask you to confirm via e-
mail (by e-mailing us at NIHauthorrequest@elsevier.com) that your work has received NIH funding
and that you intend to respond to the NIH policy request, along with your NIH award number to
facilitate processing. Upon such confirmation, Elsevier will submit to PubMed Central on your behalf
a version of your manuscript that will include peer-review comments, for posting 12 months after
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formal publication. This will ensure that you will have responded fully to the NIH request policy. There
will be no need for you to post your manuscript directly with PubMed Central, and any such posting
is prohibited.

PREPARATION
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Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the creation
and uploading of your files. The system automatically converts your files to a single PDF file, which
is used in the peer-review process.

As part of the Your Paper Your Way service, you may choose to submit your manuscript as a single file
to be used in the refereeing process. This can be a PDF file or a Word document, in any format or lay-
out that can be used by referees to evaluate your manuscript. It should contain high enough quality
figures for refereeing. If you prefer to do so, you may still provide all or some of the source files at
the initial submission. Please note that individual figure files larger than 10 MB must be uploaded
separately.

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any style
or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/book
title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the pagination
must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be
applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted
at proof stage for the author to correct.

There are no strict formatting requirements but all manuscripts must contain the essential elements
needed to convey your manuscript, for example Abstract, Keywords, Introduction, Materials and
Methods, Results, Conclusions, Artwork and Tables with Captions.

If your article includes any Videos and/or other Supplementary material, this should be included in
your initial submission for peer review purposes.

Divide the article into clearly defined sections.

Figures and tables embedded in text
Please ensure the figures and the tables included in the single file are placed next to the relevant text
in the manuscript, rather than at the bottom or the top of the file.

=

Use of word processing software

Regardless of the file format of the original submission, at revision you must provide us with an
editable file of the entire article. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting
codes will be removed and replaced on processing the article. The electronic text should be prepared in
a way very similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier:
https://www.elsevier.com/guidepublication). See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check’
functions of your word processor.

You are recommended to use the Elsevier article class elsarticle.cls
(http://www.ctan.org/tex-archive/macros/latex/contrib/elsarticle) to prepare your manuscript and
BibTeX (http://www.bibtex.org) to generate your bibliography.

For detailed submission instructions, templates and other information on LaTeX, see
https://www.elsevier.com/latex.

Article structure

Title

The title of the paper should be brief; no longer than 100 characters in length, and should capture
and communicate the key message of your research to a broader audience. To aid this, abbreviations,
unless familiar to a broad audience, should be avoided.
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Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered
1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this
numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be
given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Original research articles should be organized as follows:

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature
survey or a summary of the results.

Methods

This section should contain explicit, concise descriptions of all procedures, materials and methods
used in the investigation to enable the reader to judge their accuracy, reproducibility, etc. To increase
clarity, headings should be used throughout. For example, the following subheadings, which should
be numbered, could be used:

Experimental articles: Animals, Drugs, Apparatus, Experimental procedure, and Statistical analysis.
Clinical articles: Patient population, Drug administration, Study design, Assessment instruments, and
Data analysis. Depending on the type of article they are preparing, authors could introduce any other
subheadings they find useful.

Results and statistical analyses

This section usually contains the experimental data, but no extended discussion of their significance.
The main statistical results should be reported under this section. The description of the statistical
results should include the proper statistical term (such as the F statistic) as well as the degrees of
freedom and the P value. The description of statistical results in the figure legends should be limited
to important post hoc comparisons. The results should be illustrated (figures and tables); data are
usually easier for readers to grasp if they are represented in graphic or tabular form, rather than
discursively. Graphic presentation of data is preferred. Data should not be needlessly repeated in text.
Sufficient data may allow interested but non-expert readers to judge the variability and reliability of
the results. The section should be well structured using appropriate subheadings.

The main statistical results should be reported in the Results section. The description of the statistical
results should include the proper statistical term (such as the F statistic) as well as the degrees of
freedom and the P value. The description of statistical results in the figure legends should be limited
to important post hoc comparisons. For example, you should report F value and degree of freedom
Anova F(x,y)= 5.67, p<0.05. For t-test t= -0.722, df =x, p =0.05. For Chi square X2=9.882, df=3
p=0.01, X2=9.882, df=3 p=0.017 etc).

Fisher's least significant differences (LSD) tests are not acceptable as they are too permissive. ANOVA
followed by an appropriate post-hoc test (ie Tukey-Kramer, etc) should be performed.

Discussion

This should be pertinent to the results. Speculative discussion is not discouraged provided it is based
on the data presented. The discussion should be as concise as possible and well structured, using
appropriate subheadings.

Conclusion
A short paragraph of conclusions (5 to 10 lines) should be included.

e Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

¢ Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s)
of each author and check that all names are accurately spelled. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-
case superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate address.
Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the
e-mail address of each author.

» Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing
and publication, also post-publication. Ensure that the e-mail address is given and that contact
details are kept up to date by the corresponding author.
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o Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or '‘Permanent address') may be indicated as
a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately from
the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if
essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should
be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the online
article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a concise, pictorial form
designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts should be submitted as a
separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with @ minimum
of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x
13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office
files. See https://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.

Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of their images and in accordance with all technical requirements: Illustration Service,

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that
convey the core findings of the article and should be submitted in a separate editable file in the online
submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum
85 characters, including spaces, per bullet point). See https://www.elsevier.com/highlights for
examples.

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and’, 'of'). Be sparing
with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords
will be used for indexing purposes.

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page
of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SI). If
other units are mentioned, please give their equivalent in SI.

Drug nomenclature

Generic names should be used in text, tables and figures. Trade names and the name and city of their
manufacturer may be mentioned in parentheses in the first text reference to the drug, but should not
appear in titles, figures or tables. Chemical names could also be used. Code numbers could be given
in brackets. When a trade name is used, it should be capitalized; general or chemical names are not
capitalized. The chemical nature of new drugs must be given when known. The form of drug used in
calculations of doses (e.g., base or salt) should be indicated.

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many word
processors build footnotes into the text, and this feature may be used. Should this not be the case,
indicate the position of footnotes in the text and present the footnotes themselves separately at the
end of the article.
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Electronic artwork

General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

o Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol, Courier.

» Number the illustrations according to their sequence in the text.

« Use a logical naming convention for your artwork files.

o Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image.

« For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and tables within a
single file at the revision stage.

« Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate source files.
A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
https://www.elsevier.com/artworkinstructions.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please 'save as' or
convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line drawings,
halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.

TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPG): Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi
is required.

Please do not:

« Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too low.
« Supply files that are too low in resolution.

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or
MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear
in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations
are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or online only. For further information on the preparation
of electronic artwork, please see https://www.elsevier.com/artworki

Kinstructions.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title (not on the figure
itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but
explain all symbols and abbreviations used.

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the
relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in
accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results
described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted
for publication.
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Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in
the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in  many of the
most popular reference management software products. These include all products
that support Citation Style Language styles (http://citationstyles.org), such as Mendeley
(http://www.mendeley.com/features/reference-ma er) and Zotero (https://www.zotero.org/), as
well as EndNote (http://endnote.com/downloads/styles). Using the word processor plug-ins from
these products, authors only need to select the appropriate journal template when preparing their
article, after which citations and bibliographies will be automatically formatted in the journal's style.
If no template is yet available for this journal, please follow the format of the sample references and
citations as shown in this Guide.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the following
link:

http://open.mendeley.com/use-citation-style/p ress-in-neuropsychopharmacology-and
When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley
ins for Microsoft Word or LibreOffice.

1V -2

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any style
or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/book
title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the pagination
must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be
applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted
at proof stage for the author to correct. If you do wish to format the references yourself they should
be arranged according to the following examples:

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by ‘et al.' and the year of publication.
Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first
alphabetically, then chronologically.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer et al.
(2010) have recently shown ...."

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if
necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be identified by
the letters 'a', 'b', 'c', etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.]., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article. J. Sci.
Commun. 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in: Jones, B.S.,
Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp. 281-304.

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations:
http://www.issn.org/services/online-services/a s-to-t

wa ,-"
twa/.
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Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done in the
same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body
text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly
relate to the video file's content. In order to ensure that your video or animation material is directly
usable, please provide the files in one of our recommended file formats with a preferred maximum
size of 150 MB. Video and animation files supplied will be published online in the electronic version
of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com.
Please supply 'stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation or
make a separate image. These will be used instead of standard icons and will personalize the
link to your video data. For more detailed instructions please visit our video instruction pages at
https://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation cannot be embedded
in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and the print version
for the portions of the article that refer to this content.

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published article.
AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online article on
ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in their own words and
to help readers understand what the paper is about. More information and examples are available at
https://www.elsevier.com/audioslides. Authors of this journal will automatically receive an invitation
e-mail to create an AudioSlides presentation after acceptance of their paper.

Supplementary material can support and enhance your scientific research. Supplementary files
offer the author additional possibilities to publish supporting applications, high-resolution images,
background datasets, sound clips and more. Please note that such items are published online exactly
as they are submitted; there is no typesetting involved (supplementary data supplied as an Excel
file or as a PowerPoint slide will appear as such online). Please submit the material together with the
article and supply a concise and descriptive caption for each file. If you wish to make any changes to
supplementary data during any stage of the process, then please make sure to provide an updated
file, and do not annotate any corrections on a previous version. Please also make sure to switch
off the 'Track Changes' option in any Microsoft Office files as these will appear in the published
supplementary file(s). For more detailed instructions please visit our artwork instruction pages at
https://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving readers access to
relevant databases that help to build a better understanding of the described research. Please refer
to relevant database identifiers using the following format in your article: Database: xxxx (e.g., TAIR:
AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN). See https://www.elsevier.com/data nking for more
information and a full list of supported databases.

in
i

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the journal
for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

o E-mail address

¢ Full postal address

All necessary files have been uploaded, and contain:

o Keywords

 All figure captions

o All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

« Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'

» All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

o Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the
Internet)

Printed version of figures (if applicable) in color or black-and-white
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o Indicate clearly whether or not color or black-and-white in print is required.
For any further information please visit our customer support site at http://support.elsevier.com.

AFTER ACCEPTANCE
tJs of the Digital € ec

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. The DOI
consists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to a document by the publisher
upon the initial electronic publication. The assigned DOI never changes. Therefore, it is an ideal
medium for citing a document, particularly 'Articles in press' because they have not yet received their
full bibliographic information. Example of a correctly given DOI (in URL format; here an article in the
journal Physics Letters B):

http://dx.doi.org/10.1016/j.physletb.2010.09.059

When you use a DOI to create links to documents on the web, the DOIs are guaranteed never to
change.

Online il o §

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system, allowing
annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS Word: in addition to
editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions from the Copy Editor.
Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing you to directly type
your corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All instructions
for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative methods to the online
version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please use this
proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and
figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered at this
stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all corrections are sent back
to us in one communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility.

The corresponding author, at no cost, will be provided with a personalized link providing 50
days free access to the final published version of the article on ScienceDirect. This link can
also be used for sharing via email and social networks. For an extra charge, paper offprints
can be ordered via the offprint order form which is sent once the article is accepted for
publication. Both corresponding and co-authors may order offprints at any time via Elsevier's
WebShop (http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/offprints). Authors requiring printed copies
of multiple articles may use Elsevier WebShop's 'Create Your Own Book' service to collate multiple
articles within a single cover (http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/booklets).

AUTHOR INQUIRIES

You can track your submitted article at https://www.elsevier.com/track-submission. You can track
your accepted article at https://www.elsevier.com/trackarticle. You are also welcome to contact
Customer Support via http://support.elsevier.com.

2014 Elsevier | http://www. elsevier.com
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9. Anexo Il

Coépias do Certificado da Comisséo de Etica no Uso de Animais da UNESP/FCL
Assis, Registro n° 028/2011, e do parecer de 12 de novembro de 2014.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

n*l'
unesp ™ Faculdade de Ciéncias e Letras de Assis

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADQ

CERTIFICAMOS que o Projéto “Envolvimento do
Hipocampo Ventral na ansiedade ,gen;‘gt:alizada e no _panico”,
Registro n° 028/2011, sob responsabilidade do(a) Pesquisador Telma
Gongalves Carneiro Spera de Andrade, conforme registrado, atende a
legislagdo vigente no que tange o respeito aos principios éticos na
experimentagdo animal.

CERTIFICAMOS, ainda, que o referido projeto sera
desenvolvido no periodo de margo/2012 a margo/2013, sendo que o
Relatério Final devera ser entregue em Abril/2013.

Assis, 15 de margo de 2012.

(/C/ Marcé€lé Fabio Gouveia Nogueira
oordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais - CEUA

Av. Dom Antbnio, 2100 - ASSIS/SP - CEP. 19806-800 - Fone: (18) 3302-5740 - 3302-5811
hitp//iwww.assis.unesp.br — e-mail: ceua@assis.unesp.br




UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp& Faculdade de Ciéncias e Letras de Assis

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

PARECER DA CEUA/FCL/UNESP-ASSIS

0,
Registro n°: 028/2011 o ¢

Titulo da Pesquisa: Envolvimento do Hipocampo Ventral na ansiedade generalizada e no
pénico

Executores: Vinicius Dias Kiimpel

Orientador Responsavel: Telma Gongalves Cameira Spera de Andrade

Foi aprovada, em reunido nesta data, a prorrogacdo do prazo para encerramento
das atividades referentes ao presente protocolo até agosto/2015, devendo o Relatério Final
ser entregue em setembro/2015.

Tal prorrogagéo justifica-se pelo periodo de suspensdo dos trabalhos da CEUA
enquanto aguardava liberagéo de autorizagdo de funcionamento pslo CONCEA.

Assis, 12 de novembro de 2014.

Edlslaﬁfaé;r&uoévja&uu

Coordenadora da Comiss3o de Etica no Uso de Animais

Av. Dom Antdnio, 2100 - ASSIS/SP - CEP. 19806-800 - Fone: (18) 3302-5740 - 3302-5811
http//www.assis.unesp.br - e-mail:
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