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JUSTIFICATIVA

Este trabalho de concluséo de curso é parte de um projeto de pesquisa
do laboratério de Neuropsicofarmacologia da FCFAr/UNESP- Araraquara,
intitulado “Papel do Fator de Liberagcédo de Corticotrofina (CRF) e do Complexo
Oxido Nitrico-GMPc na Neurobiologia das ReacBes de Defesa em
Camundongos”. Neste Trabalho de Conclusdo de Curso (TCC) estao
apresentados resultados de relevada importancia e contribuicdo para a
continuidade do projeto de pesquisa que consistiu do estudo do perfil de
atuacdo do farmaco NOC-9 [6-(Hidroxi-1-metil-2-nitrosohidrazino)-N-metil-1-
hexanamina)]. Resultados importantes foram obtidos com relacédo a atuacéo do
farmaco estudado e seu efeito sobre a ansiedade. Estes resultados servirdo de
base para futuros experimentos no desenvolvimento do projeto de pesquisa
proposto. Com base nos experimentos realizados e os resultados obtidos, sera
proposto na época da defesa do trabalho de conclusdo de curso, a alteracao do
titulo para “EFEITOS ANSIOGENICOS DO OXIDO NIiTRICO NO NUCLEO
INTERSTICIAL DA ESTRIA TERMINAL DE CAMUNDONGOS”. O titulo
proposto é mais adequado as atividades de pesquisa realizadas no periodo no

laboratorio de neuropsicofarmacologia da FCFAr/UNESP.



RESUMO

Reacdes de defesa sdo respostas que o0s animais exibem diante de
ameacas que podem comprometer sua integridade fisica ou a propria
sobrevivéncia, tais como confrontos com o predador ou com animais da mesma
espécie. O medo e a ansiedade sdo emocdes que tem origem nestas reacoes,
as quais envolvem respostas comportamentais e autonémicas e sao
acompanhadas da liberacdo de hormdénios e neurotransmissores com funcao
de preparar o organismo para responder aquela ameaca, seja fugindo ou
enfrentando-a. Em se tratando da espécie humana, estas respostas defensivas
eliciadas representariam a ocorréncia de transtornos de ansiedade e, a busca
por sua compreensao, resultou no desenvolvimento de modelos animais de
ansiedade, dentre os quais se destaca o labirinto em cruz elevado (LCE), o
gual se baseia na aversao natural de roedores a espacos abertos.

Com relagdo aos substratos neurais envolvidos nestas manifestagoes,
cabe destaque estruturas mesencefalicas, como a matéria cinzenta
periaquedutal e nucleos da rafe, bem como prosencefalicas, como o complexo
amidaloide e o coértex pré-frontal. O chamado complexo amidaldide ou amidala
estendida compreende estruturas limbicas do prosencéfalo basal, incluindo-se
0 nucleo intersticial da estria terminal (do inglés: bed nucleus of stria terminalis,
BNST) como uma area promissora no estudo da ansiedade. Uma variedade de
neurotransmissores tem sido descrita como participante da mediacdo das
respostas emocionais no BNST. Dentre eles, o chamado neurotransmissor
atipico oxido nitrico (NO) tem sido investigado em diferentes estruturas

cerebrais de roedores nas quais foram evidenciadas respostas pré-aversivas.



Sendo o BNST uma estrutura que contém neurdnios nitrérgicos, este estudo
teve o0 objetivo de investigar o efeito da facilitagcdo nitrérgica através da injecéo
intra-BNST de um doador de NO, o NOC-9, sobre o comportamento de
camundongos expostos ao labirinto em cruz elevado (LCE).

Métodos e Resultados: Camundongos Suicos machos (25-35g, N = 36)
foram submetidos a cirurgia estereotaxica para implantacdo de canula guia
bilateralmente no BNST. Cinco dias apds, 0os animais receberam microinjecao
de veiculo ou NOC-9 nas doses de (37,5 nmol ou 75nmol) e, em seguida foram
colocados em uma cuba de vidro, onde foi analisado o tempo, em segundos,
de exibicdo do comportamento de congelamento. Apds cinco minutos, 0S
animais foram expostos ao LCE com o propésito de registrar os niveis de
ansiedade (porcentagem de entradas nos bracos abertos e porcentagem de
tempo nos bracos abertos) e a locomocéo (frequéncia de entrada nos bracos
fechados). Todos os resultados obtidos foram submetidos a ANOVA
monofatorial seguida do teste de compara¢des multiplas de Duncan, exceto em
alguns casos, onde foi necessério realizar analise ndo paramétrica de Kruskal-
Wallis.

A injecdo de NOC-9 (ambas as doses) induziu o comportamento de
congelamento no periodo (5 minutos) que antecede a exposicéo ao labirinto em
cruz elevado (p< 0.05). Além disso, a injecdo de NOC-9 ndo alterou a
porcentagem de entradas (p> 0,05), mas diminuiu, nas mesmas doses (37,5 e
75nmol), a porcentagem de tempo gasto (p< 0,05) nos bracos abertos do LCE.
Finalmente, com relacdo as medidas complementares ou etologicas analisadas
no LCE, foram observadas algumas acdes de carater ansiogénico do NOC-9,

corroborando os resultados obtidos na anélise espaco-temporal. Neste sentido,



0 comportamento de mergulhar com a cabeca nos bracos abertos do LCE
(area desprotegida, HD desprotegido), foi diminuido no grupo que recebeu
NOC-9 75 nmol. Nesta dose, o NOC-9 reduziu o comportamento de esticar-se
(SAP) nos bracos abertos do LCE (area desprotegida, SAP desprotegido). A
injecdo de NOC-9 na dose de 37,5 nmol reduziu (p< 0.05) e a dose de 75 nmol
demonstrou tendéncia (p= 0,07) a reduzir a frequéncia de entradas na
extremidade dos bracos abertos do aparato. Por fim, a dose de 37,5 nmol de
NOC-9 reduziu o nimero de levantamentos, efeito ndo observado com a dose
de 75nmol.

Conclusdes: a injecdo de NOC-9 no BNST de camundongos, em ambas
as doses utilizadas neste estudo, foi eficaz em induzir efeito ansiogénico, tal
como observado pela diminuicdo da porcentagem de tempo gasto nos bragos
abertos. Embora ndo tenha sido evidenciado efeito no outro indice de
ansiedade (porcentagem de entradas nos bracos abertos), a hipotese do papel
ansiogénico do oxido nitrico no BNST parece estar fortalecida pela inducdo do
comportamento de congelamento, observado nos cinco minutos posteriores a
injecdo do NOC-9. Apoiando o perfil ansiogénico do NO nesta estrutura limbica
estdo os efeitos do NOC-9 nas medidas complementares ou etolégicas
registradas no LCE. Assim, sugere-se que o BNST € um sitio de importancia na
mediacdo das reacfes de defesa moduladas pela ativacdo da via do éxido

nitrico.
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1 INTRODUCAO

Os confrontos dos animais com situacfes aversivas que induzem medo
e ansiedade resultam na expressdo de uma série de respostas
comportamentais defensivas (luta, fuga, imobilidade, vocalizacdo, etc.), bem
como ativagcdo neurovegetativa (taquicardia, hipertensdo, defecacao, etc.) e
neuroendocrina (Graeff, 1990).

O estudo sistematico da ansiedade e do medo tomou grande impulso a
partir dos trabalhos originais de Charles Darwin publicados no seu livio The
Expression of Emotions in Man and Animals (1872, Apud ZANGROSSI,
GRAEFF, 2004). A partir de entdo, a abordagem evolucionaria proposta por
Darwin tem permeado muitas das teorias sobre a funcéo e a importancia que
as emocOes desempenham para as diferentes espécies. Por esta abordagem,
0 homem, tendo outros animais como ancestrais, compartilharia com estes
suas emocoes, possibilitando que comparagdes entre 0 seu comportamento e
o0 de outros animais fossem tracadas (ZANGROSSI; GRAEFF, 2004). Com
base nesses achados, postula-se que medo e ansiedade sao emocbes
decorrentes das respostas dos animais frente a estimulos aversivos que Ihes
apresentem perigo ou ameaca a sobrevivéncia. Tais estimulos, como por
exemplo, o ataque de um predador ou confrontos com co-especificos, podem
resultar na exibicdo de reacbOes de defesa, coordenadas pela ativacdo de
determinadas areas encefalicas que conjuntamente compdem o0 sistema

encefalico de defesa, com objetivo de manter e proteger a vida (Graeff, 1990).

Outros estimulos ambientais, tais como altura excessiva, iluminacao intensa,
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tempestades, incéndio, exposicao a lugares novos, também séo caracterizados
COMOo aversivos.

Frente a estes estimulos aversivos, 0os animais geralmente utilizam uma
de quatro estratégias defensivas comportamentais basicas: fuga, imobilidade,
ataque defensivo e submissdo (Adams, 1979; Marks. 1987; Blanchard &
Blanchard, 1988). A decisao de escolha de uma particular estratégia leva em
conta varios fatores, como as caracteristicas do ambiente (rota de fuga ou
nao), distancia do estimulo ameacador e experiéncia prévia com o estimulo ou
ambiente.

Embora tais alteracdes sejam importantes diante de um contexto ou
situacao aversivos, tornam-se mal-adaptadas em condi¢gbes que néo oferecem
perigo nem hostilidade ao individuo. Em se tratando da espécie humana, estas
respostas defensivas eliciadas na auséncia de situagées ameacadoras podem
indicar a ocorréncia de transtornos de ansiedade (BLANCHARD et al., 2001;
GRAY; MCNAUGHTON, 2000; MCNAUGHTON; CORR, 2004).

Embora haja numerosos estudos relacionando comportamentos
defensivos com o medo e a ansiedade, a compreensao da funcdo e da
importancia das vias neurais e neurotransmissores envolvidos na modulacéo
dessas respostas, ainda é carente de investigacao.

O hipotalamo, a matéria cinzenta periaguedutal (MCP) e a amidala séo
reconhecidos como importantes estruturas do sistema encefalico de defesa,
mediando reacfes de fuga e luta, ativacdo autonbmica e antinocicepcao,
participando diretamente da modulacdo de reacOes caracteristicas de

ansiedade e medo (BANDLER; DEPAULIS, 1991; BEHBEHANI, 1995;
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BRANDAO et al., 2003; CARRIVE et al., 1997, 2003; FANSELOW, 1991;
GRAEFF et al., 1993; LANG; BRADLEY; CUTHBERT, 1998; LOVICK, 2000).

Com relacdo a amidala, sabe-se que esta estrutura prosencefalica
desempenha funcgéo critica em varios componentes das respostas defensivas,
como congelamento, sobressalto, antinocicepcédo e alteracdes na frequéncia
cardiaca. Corroborando essa informacéo, lesdes dos nucleos central, lateral e
basolateral da amidala resultaram na interrupgédo dessas respostas (ROSEN;
SCHULKIN, 1998). McNaughton e Corr (2004) postularam que o estado de
medo envolveria estruturas mais caudais, como por exemplo, o hipotalamo
medial e a matéria cinzenta periaquedutal, enquanto o estado de ansiedade
seria elaborado principalmente por estruturas do chamado sistema de inibic&o
comportamental (SIC) que abrange o sistema septo-hipocampal e amidala,
entre outras estruturas.

O chamado complexo amidal6ide ou amidala estendida compreende
estruturas limbicas do prosencéfalo basal, incluindo-se o nucleo intersticial da
estria terminal (do inglés: bed nucleus of stria terminalis, BNST), uma area
encefélica promissora no estudo da ansiedade, haja vista o envolvimento de
neurotransmissores nesta estrutura na mediacdo de respostas
comportamentais e autonbmicas frente ao estresse, medo e ansiedade
(ALHEID 2003; DAVIS, 1998; HEIMER 2003; SAHUQUE et al., 2006;
SCHULKIN et al., 2005). Neste sentido, foi demonstrado que a estimulacao
elétrica do BNST em ratos promoveu alteracdes comportamentais e endocrinas
similares aquelas evocadas pelo estresse (DUNN, 1987; CASADA; DAFNY,

1991), enquanto a inativacdo farmacoldgica deste nucleo diminui a expressao
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de respostas condicionadas ou incondicionadas a estimulos aversivos,
denotando a funcdo desta area também nas respostas inatas (SAHUQUE et
al., 2006).

O estudo das reacdes de defesa tem levado a um crescente interesse
pelo desenvolvimento de modelos animais voltados a investigacéo de estados
emocionais potencialmente associados a desordens psiquiatricas. Além disso,
a demanda por novos modelos também tem sido motivada por diversos
entraves éticos, metodologicos e econdmicos decorrentes do estudo em
humanos de determinados processos psicofisioldgicos e psicopatologicos.
Dessa forma, torna-se clara a contribuicdo dos testes em animais para a
compreensdo da neurobiologia de diversos distarbios mentais/emocionais
(ZANGROSSI; GRAEFF, 2004).

Vérias investiga¢cfes utilizam a exposi¢cdo de animais a uma situacao
potencialmente ameacadora para entdo observar as reacdes de defesa
desencadeadas pelo estado emocional durante a exposicdo ao aparato. No
presente estudo foi utilizado o labirinto em cruz elevado (LCE), um modelo
animal de ansiedade originalmente descrito por PELLOW et al. (1985), usando
ratos como sujeitos experimentais, sendo posteriormente validado para
camundongos (STEPHENS et al., 1986; LISTER, 1987). Este modelo,
frequentemente usado para avaliar a ansiedade bem como o potencial
ansiolitico ou ansiogénico de farmacos, baseia-se na aversdo natural de
roedores a espacos abertos e abrange o estudo dos padrées exploratérios em
um aparato simples, compreendendo quatro bracos, dos quais dois tém

paredes (bracos fechados) e dois ndo (bracos abertos). Os niveis de ansiedade
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sdo avaliados pela esquiva aos bragos abertos (% de entradas e % de tempo
nos bracos abertos), ao passo que a atividade geral é avaliada pela frequéncia
absoluta de entrada nos bracos fechados (PELLOW et al., 1985; RODGERS;
COLE, 1994). O LCE também tem sido amplamente utilizado na busca da
compreensao dos mecanismos neurobiologicos subjacentes a ansiedade e
medo (HANDLEY; MITHANI, 1984; PELLOW et al.,, 1985; LISTER, 1987;
RODGERS; COLE, 1994).

Por avaliar a aversdo de roedores diante de uma situagcdo com
caracteristicas que lembram aquelas encontradas na natureza, o LCE tem sido
considerado um modelo de ansiedade etologicamente fundamentado
(CAROBEZ; BERTOGLIO, 2005). Este modelo elicia no animal reacdes de
conflito, associadas, por um lado, aos instintos exploratérios (reconhecimento
do ambiente) e, por outro, a aversdo desencadeada pelos locais abertos.
Nessa condicdo o animal tem seu sistema de defesa ativado.

Em animais tratados com farmacos ansioliticos utilizados em seres
humanos, observa-se um aumento significativo no niumero de entradas e na
permanéncia nos bracos abertos, sem, contudo ocorrerem alteragcbes na
frequéncia de entradas nos bracos fechados, um importante parametro para
indicar variacdo da atividade locomotora do animal. Assim, este resultado é
interpretado como um efeito ansiolitico seletivo, ou seja, desacompanhado de
efeito sedativo. Ja em animais tratados com drogas ansiogénicas em seres
humanos, observa-se uma diminuicdo na exploracdo relativa dos bracos
abertos, também sem alteracdo do niamero de entradas nos bracos fechados,

demonstrando intensificacdo da aversdo aos bragcos abertos. Entretanto, em
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alguns casos pode haver diminuicdo também na frequéncia de entradas nos
bracos fechados, possivelmente porque a ansiedade resulta em inibigdo

comportamental generalizada (GUIMARAES, 2005).

Figura 1 - Fotografia ilustrando o Labirinto em Cruz Elevado (LCE) para

camundongos.

Existe uma variedade de neurotransmissores que estdo envolvidos na
mediacdo da ansiedade e seus transtornos, agindo em diferentes estruturas
encefalicas como algumas apontadas anteriormente. Dentre eles podemos
citar a serotonina, a noradrenalina, o acido gama amino butirico (GABA) e o
glutamato, bem como os chamados neurotransmissores atipicos, como 0s
endocanabindides e o oOxido nitrico. O o6xido nitrico é um gas inorganico
incolor, radical livre de vida curta, representado pela férmula NO (nitrogénio e
oxigénio), que possui um elétron desemparelhado em sua 6rbita externa, o que
0 torna quimicamente reativo, tendendo a reagir com outras moléculas como o

oxigénio e radicais livres liberados em diversas situacfes (GUIX et al., 2005).
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Bastante presente no organismo, o NO é considerado um neurotransmissor
atipico por suas caracteristicas fisico-quimicas particulares (GALLY et al.,
1990), como sua alta difusibilidade, o que permite que este gas atravesse
membranas bioldgicas facilmente, e promova sua acdo em sitios além de onde
foi produzido/liberado. Além disso, ele ndo é armazenado em vesiculas, sendo
produzido quando necessario e rapidamente degradado, devido a sua meia-
vida curta de poucos segundos (SCHEIGHOFER; FERRIOL, 2000).

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

O NO pode atuar de diferentes modos, mas o principal é a sua
propriedade de ativar a enzima guanilato ciclase soluvel (GCs), que, por sua

vez, catalisa a conversao de trifosfato de guanosina (GTP) em monofosfato
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ciclico de guanosina (GMPc), formando o complexo NO/GMPc. A ligagdo do
NO ao grupo heme dessa enzima provoca uma alteragdo conformacional que
aumenta em até 200 vezes a taxa catalitica de conversdo do GTP em GMPc
(FRIEBE; KOESLING, 2003). Esse aumento de GMPc induzido pelo NO pode
desencadear uma seérie de reacdes intracelulares como alteracdo direta da
permeabilidade de canais i6nicos sensiveis ao GMPc (KAUPP, 1991,
NAKAMURA; GOLD, 1987), modificar a atividade de fosfodiesterases (PDE)
dependentes de GMPc, seja estimulando-a (familia 1l, PDE estimulada por
GMPc) ou inibindo-a (familia I1l, PDE inibida por GMPc e familia IV, PDE ligada
ao GMPc), dependendo da familia da PDE (CHARBONNEAU, 1990), ou ainda
ativar proteinas quinases dependentes de GMPc (PKG - FRIEBE; KOESLING,
2003; KRUMENACKER; HANAFY; MURAD, 2004; SCHMIDT; LOHMANN;
WALTER, 1992; SCHUMAN et al., 1994).

Além das evidéncias que apontam para o envolvimento da transmissao
glutamatérgica sobre a liberacdo de NO, outros estudos indicam ser o0 NO um
mensageiro retrogrado (difunde-se da célula pds-sinaptica para a pré-sinaptica)
o qual provoca retro-alimentacdo positiva na liberacdo de glutamato, através de
um mecanismo GMPc dependente (NOWICKY; BINDMAN, 1993). Além de
sua acao sobre o glutamato, o NO parece estar também envolvido direta ou
indiretamente na liberacdo de outros neurotransmissores, como 0 GABA (acido
gama-amino-butirico), acetilcolina, serotonina, noradrenalina, dopamina,
neuropeptideos, histamina e purinas. Porém, seu papel em muitos casos € dual

e depende de sua concentracédo (PRAST; PHILIPPU, 2001).
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Sendo assim, o NO pode modificar uma variedade de funcoes
encefalicas, tais como a regulacdo da excitabilidade neuronal, da plasticidade
sinaptica, LTP ou LTD (potenciacdo ou depressdo de longo prazo),
neurotoxicidade (excitotoxicidade), neuroprotecdo, liberagdo de hormdnios
(PRAST; PHILIPPU, 2001), ansiedade e comportamento defensivo
(GUIMARAES et al., 2005), entre outros.

Estudos anteriores demonstraram que o BNST de ratos contém
neurdnios nitrérgicos, 0s quais sdo ativados apds exposicdo ao gato, como
estimulo aversivo (GUIMARAES et al., 2005). Sendo o BNST uma regido
povoada com neurbnios nitrérgicos, tornou-se relevante investigar a
participacdo do NO nas reacdes de defesa, aqui em camundongos (via
administracdo intra-BNST do composto doador de NO, NOC-9), atraves do
estudo das respostas comportamentais induzidas pela facilitagdo nitrérgica

nesta estrutura.
2 OBJETIVO
O presente estudo teve como objetivo investigar o efeito da facilitacao
nitrérgica (através de um doador de NO, o NOC-9), no ndcleo intersticial da
estria terminal (BNST) sobre o comportamento de camundongos expostos ao

LCE.

3 MATERIAIS E METODOS
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3.1 Sujeitos

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

durante os curtos periodos de teste.

3.2 Cirurgia e administrac&o de drogas no BNST

Camundongos foram submetidos a cirurgia estereotaxica para receber
implante intracraniano bilateral de canula guia (26 gauge - aco inoxidavel) de
7,0 mm de comprimento, ap0s anestesia com a associacdo de anestésico +
relaxante muscular, Cetamina + Xilazina (100 e 10 mg/Kg, respectivamente). A
canula foi fixada no cranio do animal com cimento acrilico e as coordenadas
estereotéxicas para implantagdo da canula guia objetivando atingir o BNST do
animal foram baseadas no Atlas de Paxinos e Franklin (2001). As coordenadas
foram: 0,5 mm anterior e 3,0 mm lateral (bilateral) ao bregma (encontro das
suturas) e 3,2 mm ventral a superficie do cranio, com a canula inclinada em um
angulo de 32°. A ponta da céanula guia foi posicionada + 1,0 mm dorsal a
estrutura alvo. A injecdo das solugcbes no BNST foi feita de cinco a sete dias
apos a cirurgia e ocorreram através da insercao de uma agulha (33 gauge) de
8,0 mm de comprimento no interior da cénula guia em cada hemisfério,

conectada, por meio de um tubo de polietileno (PE-10), a uma micro-seringa
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(marca Hamilton). Uma bomba de infusdo foi programada para injetar um
volume total de 0,2 yL em um periodo de 1 minuto. Apds a microinjecéo, a
agulha de injecdo permanecia por mais 30 segundos no interior da canula guia
para garantir escoamento e infuséo e durante todo o procedimento de injecéo o
animal foi contido manualmente pelo experimentador com uso de uma flanela.
O movimento de uma pequena bolha de ar no tubo de polietileno durante as

injecdes confirmava o fluxo da solugao.

3.3 Farmaco

Foi utilizado NOC-9 (6-(Hidroxi-1-metil-2-nitrosohidrazino)-N-metil-1-
hexanamina), um doador de 6xido nitrico (Sigma-Aldrich Co, EUA), nas doses
de 37,5 e 75 nmol (BRAGA; AGUIAR; GUIMARAES, 2009), solubilizado no

veiculo TRIS.HCl em pH 10.

3.4 Avaliagéo dos comportamentos de defesa

Imediatamente apos a injecao intra-BNST das diferentes doses do NOC-
9 ou veiculo (grupo controle), os camundongos foram colocados em uma arena
de vidro onde foi monitorado o comportamento de congelamento durante cinco
minutos. Em seguida, os animais foram expostos ao LCE durante cinco
minutos para avaliacdo dos efeitos do NOC-9 sobre os indices de ansiedade
espaco-temporais e etolégicos. O Tempo (em segundos) de congelamento

consistiu no periodo no qual o animal permanecia imovel na cuba, numa



22

postura tensa (com algumas caracteristicas sinalizadoras como pélos ericados

e dorso argueado), com auséncia total de movimentos, exceto o respiratorio.

3.4.1 Labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado (LCE) é similar ao descrito por Lister (1987)
0 qual consiste de dois bragcos abertos (30 x 5 x 0,25 cm) unidos
ortogonalmente a dois bragos fechados (30 x 5 x 15 cm), elevados 38,5 cm do
solo por um suporte de madeira. As paredes dos bragos fechados séao de vidro
transparente e o assoalho de férmica.

Uma camera filmadora ligada a um aparelho de DVD e a uma TV, foi
posicionada para gravar 0s experimentos, registrando todos o0s
comportamentos do animal para posterior analise.

Os seguintes comportamentos foram registrados: porcentagem de
entradas nos bragos abertos - nimero de vezes em que o0 animal cruzava com
as quatro patas linha divisoria de cada braco [(entrada nos bracos abertos/total
de entradas) x 100], porcentagem do tempo de permanéncia nos bracos
abertos [(tempo no braco aberto/300) x 100] - utilizados como indices de
ansiedade; frequéncia de entradas nos bracos fechados — medida de
locomocédo (nimero de vezes em que o0 animal cruzava com as quatro patas
linha diviséria de cada braco). Além da analise espaco-temporal acima descrita,
foram analisados as seguintes medidas complementares ou etoldgicas no LCE:

a. Mergulho com a cabecga (HD: do inglés “head dipping”, movimento de

inclinar a cabeca além dos limites do aparato em direcdo para o solo da
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sala experimental) em compartimento ndo protegido (bragos abertos, HD
desprotegido) ou protegido (centro do aparato, HD Protegido).

b. Comportamento de esticar-se (SAP: do inglés “stretched-attend
postures”, movimento com o tronco e cabeca para frente esticando-se e
retornando a posicéao inicial sem concluir o passo a frente com as patas
traseiras), também realizado em compartimento ndo protegido (bracos
abertos, SAP desprotegido) ou protegido (centro do aparato, SAP
Protegido).

c. Frequéncia de entradas na porcéo distal dos bracos abertos (exploragao
dos 10 cm distais dos bracos abertos)

d. Frequéncia de levantamentos (postura do animal em posicao bipede
com as patas dianteiras apoiadas ou nao nas paredes dos bracos

fechados ou no centro do aparelho).

3.5 Histologia

Apods o término dos experimentos todos os animais foram submetidos a
injecdo central de uma solucdo de 1% de azul de Evans (procedimento
semelhante ao descrito anteriormente para injecdo das drogas em estudo).
Apo6s sacrificar os animais em camara de CO,, estes foram decapitados, seus
encéfalos removidos e reservados em recipientes contendo solucdo de
formalina (10%), tendo posteriormente sofrido se¢Bes coronais ao longo do

trajeto da canula com o auxilio de um criostato (Leica CM 1850). As sec¢des
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foram inspecionadas com o uso de um microscépio (Leica DM LB) e a

visualizac&o da dispersao do azul de Evans indicava o local da inje¢ao.

3.6 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de homogeneidade
das variancias (teste de Levene) e a seguir, submetidos a ANOVA
monofatorial, seguida pelo teste post-hoc de Duncan. Em todos 0s casos um
valor de p< 0,05 foi considerado significativo. Nos casos em que a amostra nao
se mostrava homogénea (teste de Levene positivo, p< 0,05), os resultados
foram transformados em raiz quadrada, cubica ou LOG para obtencdo da
homogeneidade, e entdo submetidos a ANOVA monofatorial, seguida pelo
teste post-hoc de Duncan. Em alguns casos onde mesmo apds transformacdes
o teste de Levene indicava heterogeneidade, os resultados foram submetidos a

teste ndo paramétrico (Kruskal-Wallis).

4 RESULTADOS

4.1 Sitio de injecéao

A Figura 2 exemplifica um corte histolégico demonstrando o nucleo

intersticial da estria terminal (BNST), alvo dos experimentos realizados neste

trabalho. Abaixo a representacdo esquematica e uma fotomicrografia de um

ponto de infusdo para melhor visualizacdo e localizacdo da estrutura 2A. A
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secao corresponde a +0.5 mm a partir do bregma, de acordo com o Atlas para
encéfalo de camundongos de Paxinos e Franklin (2001). Em 2B est4d a
representacdo esquematica obtida do Atlas de Paxinos e Franklin (2001) das
figuras e as distancias do bregma (encontro das suturas) do animal,
ressaltando que a figura mostra a estrutura em um hemisfério encefalico, por
motivos esquematicos, porém a injecao foi realizada em ambos (bilateralmente)

como demonstrado na figura 2A. A injecdo em todos os diferentes subnucleos

foram admitidas como positivo para BNST.

Figura 2(A) - Fotomicrografia de um corte coronal do encéfalo de sujeito
experimental representativo, demonstrando a localizagdo dos pontos de

injecOes bilaterais no nucleo intersticial da estria terminal.
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Figura 2(B) - Representagdo dos sitios de microinje¢do considerados positivos
(Legenda — BST: BNST; LV: lateral-ventral, MA: medial-anterior; MV: medial-

ventral; LD: lateral-dorsal; LJ: lateral-justacapsular; LP: lateral-posterior).

4.2 Avaliacdo do efeito da microinjecéo de diferentes doses de NOC-9 no

BNST sobre os indices de ansiedade

4.2.1 Andlise do tempo de exibicdo do comportamento de congelamento
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A Figura 3 mostra que a injecdo de NOC-9 no BNST foi eficaz em induzir
0 comportamento de congelamento expresso em segundos, conforme revelado
no teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis [H(2,37) = 13,8; p= 0,01].
Comparacbes posteriores pontuaram que ambas as doses foram

significativamente diferentes do controle (veiculo).

Congelamento

140 - *
120 -
100 - .
80 -
60 -
40 -
20 -

O i —
Veiculo NOC9 37,5 nmol NOC9 75nmol

Tempo (seg)

Tratamento Intra-BNST

Figura 3 - Efeitos da microinjegcdo de NOC-9 (0, 37,5 ou 75 nmol/0,2 pL) no
BNST de camundongos sobre tempo em segundos de exibicao do
comportamento de congelamento. As colunas representam as médias (x EPM).

N = 11-13 animais por grupo. *p< 0,05 comparado ao grupo veiculo.

4.2.2 Avaliacdo do efeito da microinjecdo de diferentes doses de NOC-9

no BNST sobre os indices de ansiedade no LCE

4.2.2.1 Avaliacao dos efeitos do NOC-9 sobre os indices de ansiedade
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A Figura 4 mostra os indices de ansiedade (porcentagem de entradas e
de tempo nos bracos abertos) avaliados em animais submetidos ao LCE apés
receberem injecao intra-BNST de NOC-9 (0, 37,5 ou 75 nmol/0.2 uL). A
ANOVA monofatorial seguida do teste de comparagbes multiplas de Duncan
revelou que a injecdo de NOC-9, em ambas as doses, ndo alterou a
porcentagem de entradas (F2 29 = 2,0; p= 0,15). Contudo, as duas doses foram
eficazes em diminuir a porcentagem de tempo gasto (F229 = 4,3; p< 0,05) nos
bracos abertos do LCE. ANOVA também néo revelou diferengas significativas

para a frequéncia de entradas nos bracos fechados do aparato (F29 = 0,6; p=

0,56).
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Figura 4 - Efeitos da microinjecdo de NOC-9 (0, 37,5 ou 75 nmol/0,2 pL) no
BNST de camundongos sobre a porcentagem de entradas e de tempo nos
bracos abertos (inferior) e a frequéncia de entradas nos bragos fechados (EBF)
do LCE (superior). As colunas representam as médias (+ EPM). N = 9-13

animais por grupo. *p< 0,05 comparado ao grupo veiculo.

As Figuras 5, 6 e 7 mostram os efeitos da inje¢cdo de NOC-9 (0, 37,5 ou
75 nmol/0.2uL) sobre as medidas etolégicas analisadas: HD desprotegido, HD
protegido, SAP desprotegido, SAP protegido, frequéncia de entradas na
extremidade dos bracos abertos e frequéncia de levantamentos.

ANOVA monofatorial indicou tendéncia a efeito da injecdo de NOC-9 no
BNST para o comportamento de mergulhar com a cabeca nos bracos abertos
do LCE (area desprotegida, HD desprotegido; F,29 = 2,7; p= 0,07; Figura 5).
Andlises post hoc (teste de Duncan) indicaram que a dose de 75 nmol diminuiu
a exibicdo deste comportamento. Com relacdo ao HD nas areas protegidas
(HD protegido), ndo houve diferencas significativas entre 0s grupos e o controle

(F229 = 2,9; p= 0,08; Figura 5).
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Andlise Etolégica - Megulho (HD)
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Figura 5 - Efeitos da microinjecdo de NOC-9 (0, 37,5 ou 75 nmol/0,2 uL) no
BNST de camundongos sobre o comportamento de mergulhar com a cabeca
(HD). As colunas representam as meédias (£ EPM). N = 9-13 animais por grupo.

*p< 0,05 comparado ao grupo veiculo.

ANOVA monofatorial seguida do teste post hoc de Duncan indicou que a
injecdo de NOC-9, somente na dose de 75 nmol, reduziu o comportamento de
esticar-se (SAP) nos bracos abertos do LCE (area desprotegida, SAP
desprotegido; p< 0,05; figura 6) e ndo alterou 0 mesmo comportamento nas

areas protegidas (SAP protegido; F, 9 = 0.4; p= 0,65; figura 6).
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Analise Etoldgica - Esticamento (SAP)
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Figura 6 - Efeitos da microinjecdo de NOC-9 (0, 37,5 ou 75 nmol/0,2 uL) no
BNST de camundongos sobre o comportamento de esticar-se (SAP). As
colunas representam as meédias (£ EPM). N = 9-13 animais por grupo. *p< 0,05

comparado ao grupo veiculo.

A Figura 7 mostra os comportamentos de frequéncia de entradas na
extremidade dos bracos abertos e de levantamentos. ANOVA monofatorial
seguida do teste post hoc de Duncan indicou que a injecdo de NOC-9, na dose
de 37,5 nmol, reduziu, e a dose de 75 nmol demonstrou tendéncia (p= 0,07) a
reduzir a frequéncia de entradas na extremidade dos bracos abertos do aparato
(F220 = 3,1; p= 0,066 — por estar bastante préximo da significancia procedeu-se
a analise post hoc). Com relacdo aos levantamentos ANOVA demonstrou
diferencas significativas (F,29 = 3,8; p< 0,05), e andlises post hoc (teste de
Duncan) revelaram que a dose de 37,5 nmol provocou reducdo deste

comportamento exploratorio.
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Figura 7 - Efeitos da microinjecdo de NOC-9 (0, 37,5 ou 75 nmol/0,2 uL) no
BNST de camundongos sobre a frequéncia de entradas na extremidade dos
bracos abertos do LCE e de levantamentos. As colunas representam as médias

(x EPM). N = 9-13 animais por grupo. *p< 0,05 comparado ao grupo veiculo.

5 CONCLUSAO

De acordo com os resultados apresentados, a microinjegdo intra-BNST
de NOC-9, nas doses 37,5 e 75 nmol, foi eficaz em produzir efeitos
ansiogénicos evidenciados pela exibicdo do comportamento de congelamento,
diminuicdo do tempo de exploragcdo dos bracos abertos do LCE e pela
alteracdo nos comportamentos de avaliagdo de risco, tais como o0
comportamento de esticar-se, mergulho com a cabeca e exploracdo da
extremidade dos bragos abertos. De modo interessante, cabe ressaltar que o

mesmo farmaco em doses semelhantes aquela utilizada neste estudo, quando
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microinjetado em outra estrutura envolvida na mediacdo de respostas
defensivas, a matéria cinzenta periaquedutal (MCP), provocou reacdes
comportamentais explosivas expressas por saltos e corridas, além de produzir
congelamento (MIGUEL; GOMES; NUNES-DE-SOUZA, em preparacao). Além
disso, resultados recentes de nosso laboratorio demonstraram que a
microinjecao de NOC-9 no cortex pré-frontal medial (CPFm), uma estrutura
prosencefalica também envolvida na mediacdo da ansiedade, ndo provocou
respostas motoras explosivas ou congelamento, no entanto, aumentou a
esquiva dos bracos abertos no LCE, sugerindo um efeito ansiogénico (VILAR,
L.S. In: XXVI REUNIAO ANUAL DA FEDERAC}AO DE SOCIEDADES DE
BIOLOGIA EXPERIMENTAL, 2011). Tomados em conjunto, estes resultados
demonstram que a excitagcdo provocada pela liberagdo de NO no BNST,
através da injecdo local de seu doador, produz aumento das reacdes
comportamentais defensivas, cuja magnitude parece depender do sitio
encefalico ativado.

De acordo com os estudos de McNaughton e Corr (2004), os quais
propdem uma hierarquia encefalica no controle dos comportamentos
defensivos, tem-se que a ativacdo de estruturas mais caudais como a MCP
estaria envolvida com o estado de medo (perigo real) e, portanto, com a
exibicdo de respostas comportamentais mais explosivas como reacfes de fuga
e luta, tal como recentemente observado por Miguel, Gomes e Nunes-de-
Souza (em preparacdo) com a injecdo do mesmo composto aqui estudado, o
NOC-9. Por outro lado, estruturas prosencefalicas mais rostrais, como o cortex

pré-frontal medial e o BNST, estariam relacionadas com a mediacdo da
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ansiedade (perigo potencial) e, portanto, com a exibicdo de respostas mais
refinadas e elaboradas, quer sejam os comportamentos de avaliacdo de risco
ou mesmo aqueles associados aos indices de ansiedade eliciados durante a
exposicdo ao LCE. A ativagdo dessas estruturas, sobretudo o CPFm, parece
nao levar a expressédo de reacdes explosivas e congelamento, sugerindo um
papel hierarquicamente superior do CPFm e do BNST na modulacdo da
expressdo de comportamentos defensivos. Com base na categorizacao
hierarquica das estruturas encefélicas envolvidas no sistema de defesa,
proposto por McNaughton e Corr (2004), sugere-se que o BNST figuraria com
um papel hierarquico intermediario, uma vez que n&o foram observadas
respostas explosivas como na MCP. Por outro lado, conforme apresentado no
presente estudo, a injecao intra-BNST de NOC-9 provocou a exibicdo do
comportamento de congelamento, além dos efeitos sobre as medidas espaco-
temporais e etoldgicas, ou de avaliagdo de risco no LCE.

Além disso, a administracéo intra-MCP de L-NAME (Nw-nitro-L-arginina-
metil-éster) e L-NOARG (Nw-nitro-L-arginina), inibidores ndo seletivos da 6xido
nitrico sintase (NOS), presente na MCP (ONSTOTT; MAYER; BEITZ, 1993;
VINCENT; KIMURA, 1992), atenuou a ansiedade avaliada no LCE em ratos
(DE OLIVEIRA; DEL BEL; GUIMARAES, 1997, 2001; GUIMARAES et al.,
1994). Embora em outra estrutura, estes dados fortalecem a hipbtese da
participacédo do NO nas respostas de defesa.

Com relacdo ao BNST, Sahuque et al. (2006) demonstraram que a
inativacdo farmacoldgica deste nucleo diminui a expressdo de respostas

condicionadas ou incondicionadas a estimulos aversivos, denotando a funcéo
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desta &rea também nas respostas inatas, fato corroborado nos resultados do
presente estudo, uma vez que o LCE traduz uma situagcdo mista, em que
estimulos aversivos inatos e condicionados se mostram presentes. Além disso,
Dunn (1987) e Casada e Dafny (1991) demonstraram que a estimulagcao
elétrica do BNST em ratos promoveu altera¢cdes comportamentais e endocrinas
similares aquelas evocadas pelo estresse. Os resultados do presente estudo
também parecem corroborar essa evidéncia, ja que o NO, por possuir
propriedades excitatérias (PRAST; PHILIPPU, 2001), provocaria também a
estimulacdo dos neurbnios no BNST. Entretanto, estudos envolvendo a
transmissdo nitrérgica e o BNST ainda sdo escassos. Neste sentido,
Guimaraes e colaboradores (2005) demonstraram ativacdo de neurdnios
nitrérgicos no BNST de ratos apds exposi¢cdo ao gato (estimulo aversivo). Por
outro lado, Calixto e colaboradores (2008) demonstraram que a esquiva no
labirinto em T elevado era prevenida pela injecdo de L-NAME em diferentes
nacleos relacionados a ansiedade, como MCP e amidala, porém ndao no BNST,
denotando que embora poucos, os trabalhos envolvendo o BNST e o0 NO nem
sempre sao consistentes e carecem de novos estudos.

Em linhas gerais, as medidas complementares ou etolégicas avaliadas
no presente estudo corroboram as analises espaco-temporais no LCE,
indicando efeito ansiogénico do NOC-9. A diminuicdo da frequéncia de HD e
SAP desprotegidos bem como da frequéncia de entradas na extremidade dos
bracos abertos do LCE confirmam o efeito ansiogénico do doador de NO,

denotando um aumento da aversdo gerada pelas areas desprotegidas, o0s



36

bracos abertos do LCE, uma vez que os animais tratados com NOC-9 visitaram
menos as extremidades e exibiram menos avaliagcao de risco nestas areas.

Cabe ressaltar que estes efeitos também sdo reforcados pela
observacdo do comportamento de congelamento durante os cinco minutos
apos a injecdo do NOC-9, isto €, antes da exposicdo dos animais no LCE. Um
aspecto importante do perfil da resposta de congelamento provocado pelo
NOC-9 é a sua elevada intensidade observada logo apds a injecdo do doador
de NO, seguida pelo progressivo decréscimo nos primeiros minutos, sendo que
ao momento da exposicdo ao LCE mostrou-se ausente. A evidéncia sugestiva
de que a injecdo intra-BNST de NOC-9 ndo afetou a locomogéo durante a
exposicao ao LCE pode ser observada pela auséncia de efeitos do doador de
NO na frequéncia de entradas nos bracos fechados do aparelho (Figura 4).

Os resultados obtidos com o NOC-9 neste estudo sé&o importantes na
tentativa de melhor entender os mecanismos que medeiam a neurobiologia dos
transtornos de ansiedade. A injecdo de doadores de NO em sitios encefalicos
especificos consiste nhuma ferramenta Util para pesquisar outros mensageiros
nas cascatas intracelulares ativadas em situacdes aversivas. Alguns exemplos
sdo o envolvimento do GMP ciclico e da interacdo do NO com
neurotransmissores excitatorios como glutamato e CRF, ou mesmo inibidores,
como o0 GABA, uma vez que o NO, em determinadas situacdes, produz efeitos
excitatorios inespecificos, fato que confere seu papel dual na neurobiologia de

estados emocionais (GUIMARAES et al., 2005; PRAST; PHILIPPU, 2001).
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