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RESUMO

Medo e ansiedade sdo emocOes decorrentes da resposta animal frente a
estimulos ameacadores ou perigosos, que resultam na exibicéo de reacdes de defesa.
O estresse € um fator de risco para o desenvolvimento de diversos transtornos
mentais, uma vez que nao necessariamente todos os individuos expostos a um
estressor desenvolvem as mesmas alteracdes comportamentais e fisiologicas. Desta
forma, o Cortex Pré-Frontal medial (CPFm), um importante substrato neural que
modula simultaneamente o estresse e a ansiedade, parece possuir lateralizacao
funcional na execucao das reacdes de defesa. Neste sentido, a estimulacdo do CPFm
Direito (D) induz respostas ansiogénicas, enquanto o CPFm Esquerdo (E), quando
ativado, as atenua. Além disso o 6xido nitrico, sintetizado pela ativacao de receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA, e o proprio NMDA (N-metil-D-aspartato — agonista
glutamatérgico), parecem modular as reacfes de defesa induzidas ou ndo pelo
estresse. A derrota social de um intruso por um coespecifico parece ser uma
interessante ferramenta para explorar o efeito do estresse no contexto do CPFm.
Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar o papel do receptor glutamatérgico
NMDA e dos neurotransmissores 6xido nitrico e glutamato no coértex pré-frontal no
comportamento defensivo de camundongos derrotados socialmente e/ ou expostos
ao Labirinto em Cruz Elevado (LCE). Para isso, foi realizada (1) a avaliacao dos efeitos
da injecdo de NMDA, em concentracdo sem efeito intrinseco na ansiedade
(estabelecida por estudo piloto), no CPFm Esquerdo, em camundongos socialmente
derrotados e expostos ao LCE; (2) avaliagdo dos efeitos da inibicdo da 6xido nitrico
sintase neuronal (NOSn), via injecdo de intra-CPFm Direito de NPLA, no
comportamento defensivo de camundongos expostos ao LCE. Os resultados

demonstram que o protocolo usado para a exposi¢do aguda ao estresse de derrota



social ndo promoveu efeito ansiogénico. Além disso, a inje¢cdo de NPLA no CPFmD
revelou um efeito ansiolitico em camundongos expostos ao LCE. Desta forma, esses
resultados sugerem um envolvimento nitrérgico no CPFmD na modulacdo da

ansiedade em camundongos expostos ao LCE.

Palavras-chave: Ansiedade; Estresse; Cortex pré-frontal medial; Derrota Social, Oxido

nitrico.



ABSTRACT

Fear and anxiety are emotions arising from animal's response to threatening or
dangerous stimuli which results in the display of defensive reactions. The stress is a
risk factor for the development of various mental disorders, considering that not all
individuals exposed to a stressor develop the same behavioral and physiological
outcomes. Therefore, the medial prefrontal cortex, an important neural substrate that
modulate stress and anxiety simultaneously seems to have functional lateralization in
the execution of defensive reactions. Consequently, the stimulation of right (R) mPFC
induces anxiogenic-like responses, in contrast to the left (L) mPFC that, when
activated, reduce this anxiolytic effect. In addition, the nitric oxide that is synthesized
by the activation of NMDA-type glutamatergic receptors, and the NMDA (N-metil-D-
aspartate — glutamatergic agonist) itself, seems to modulate the defensive reactions
induced or not by the stress. The social defeat of an intruder by a conspecific seems
to be an interesting tool to explore the effect of stress in the mPFC context. Therefore,
the aim of this study was to investigate the role of the NMDA glutamatergic receptor
and the neurotransmitters nitric oxide and glutamate in the prefrontal cortex in the
defensive behavior of mice socially defeated and/or exposed to the elevated plus maze
(EPM). Accordingly, it has been performed (1) the evaluation of the effects of NMDA
injection, at an intrinsic-inactive dose in anxiety, in the Left mPFC, in mice socially
defeated and exposed to EPM; (2) evaluation of the effects of neuronal nitric oxide
synthase (NNOS) inhibition, through intra-RmPFC NPLA injections on the defensive
behavior of mice exposed to EPM. The results demonstrate that the protocol used for
acute exposure to social defeat stress did not promote anxiogenic-like effect.

Furthermore, NPLA injection into the RmPFC showed an anxiolytic role in mice



exposed to EPM. Thus, these results suggest a nitrergic involvement in right mPFC in

the modulation of anxiety in mice exposed to EPM.

Key-words: Anxiety; Stress; Medial Prefrontal Cortex; Social defeat; Nitric oxide.
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1. INTRODUCAO

1.1 Ansiedade e medo

A busca pelo valor adaptativo dos processos comportamentais e psicologicos
teve seu inicio com a obra de Charles Darwin "The expression of emotion in man and
in animals”, que através da investigacdo do comportamento de outros animais,
objetivou compreender a neurobiologia das emoc¢des humanas, entre elas o medo e
a ansiedade. Sendo essa comparac¢ao possivel devido a paridade das caracteristicas
compartilhadas com outros animais ancestrais. (BRANDAO et. al., 2003; GRAEFF,

1996)

Apesar de serem estados emocionais correlacionados, o medo e a ansiedade
podem ser distinguidos com base nos estimulos e/ou situacfes que os desencadeiam,
de modo que o medo é a resposta emocional a ameaca iminente real ou percebida,
enquanto ansiedade é a antecipacdo de ameaca futura, um perigo em potencial.

(GRAEFF, 1996; AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013)

Assim sendo, a ansiedade pode ser qualificada como uma emocao
subjetivamente ndo prazerosa e desagradavel acompanhada por sentimentos de
apreensdo, que surge a partir das reacfes de defesa dos animais em resposta a
situagbes que podem comprometer o seu bem-estar, integridade fisica ou
sobrevivéncia. Dado o seu valor adaptativo, é associada a respostas comportamentais
e neurovegetativas que influenciam a eficiéncia de execucédo de tarefas e, portanto,
podem ser empregadas como medidas objetivas de ansiedade. (NUTT, 1990;

GRAEFF, 2012)
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Essas reacdes sdo moduladas por regides que constituem o sistema encefalico
de defesa, que elabora e exibe comportamentos de fuga e/ou luta, esquiva ativa e
inibitéria, congelamento, avaliacdo de risco, antinocicepcao e ativacdo autondémica
(ex. taquicardia, vasoconstricdo, aumento da pressao arterial), acompanhadas da
liberacdo de hormonios e neurotransmissores que preparam O organismo para

responder a tal ameaca. (BLANCHARD et al.,1993; BLANCHARD, 2003)

Embora tais alteracdes sejam importantes diante de um contexto ou situacéo
aversivos, tornam-se mal adaptadas em condicbes que nao oferecem perigo nem
hostilidade ao individuo. (GRAY; MCNAUGHTON, 2000; BLANCHARD et. al. 2001,

MCNAUGHTON; CORR, 2004)

Dependendo da intensidade que a ansiedade se manifesta, pode influenciar de
forma dispar o desempenho em tarefas cognitivas. Desta forma, contrapondo o
aumento no desempenho inicial numa baixa intensidade, niveis muito elevados de
ansiedade acarretam prejuizos, figurando a ansiedade patolégica, um conjunto de
transtornos psiquiatricos que necessitam de tratamento psicolégico e/ou

farmacoldgico. A Figura 1 representa esse conceito. (GRAEFF, 2012)
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Ansiedade normal Patamar Ans. patolégica
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Grau de Ansiedade

Figura 1. Retirada de Graeff et al. 1999 - Relacéo entre grau de ansiedade e desempenho.

1.2 Ansiedade patologica

Apesar da sua importancia biolégica, a ansiedade perde sua funcdo adaptativa
e torna-se patolégica no momento que o conflito induzido por essa emocao configura-
se como desproporcional e, portanto, traz prejuizo a pessoa. Estes prejuizos
acarretam déficits em situacbes importantes da vida do individuo no ambito

académico, social e profissional. (LENHARDTK, 2017)

De acordo com a OMS (Organizacdo Mundial da Saude), a prevaléncia mundial
de transtornos de ansiedade € de 3,6%, sendo o Brasil o pais com maior nimero de

casos no mundo, atingindo cerca de 9% da sua populacdo. (OMS, 2017)

A ansiedade patolégica pode ser classificada em diferentes transtornos, de

acordo com o tipo de objeto ou situacao que desencadeia o conflito, de modo a facilitar
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o diagnostico e escolha de terapias. (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION,

2013)

Um sistema de classificacao das doencas mentais, bem definido e amplamente
aceito, se torna fundamental para o diagndstico clinico e investigacéo cientifica dos
distarbios de ansiedade. Neste sentido, surge o Manual de Diagnéstico e Estatistico
de Transtornos Mentais (DSM) da American Psychistric Association. Em
conformidade com a sua quinta edicdo (DSM-5, 2013), categorizam-se tais
transtornos em: transtorno de ansiedade de separacdo, mutismo seletivo, fobias
especificas, transtorno de ansiedade social, transtorno do pénico, agorafobia,
transtorno de ansiedade generalizada, transtorno de ansiedade devido a uma
condicao médica geral, outros transtornos de ansiedade especificados e o transtorno

de ansiedade nao especificado. (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013)

Para que o paciente possa ser classificado como portador de algum destes
transtornos mentais, € necessario que 0s sintomas apresentados por ele cumpram os
critérios de diagnésticos definidos nos manuais de Psiquiatria. Atualmente, a maioria
das pessoas pode ser tratada através de uma intervencao profissional adequada, com

tratamento farmacoldgico combinado com psicoterapia. (LENHARDTK, 2017)

1.3 Farmacos usados na ansiedade

Diferentes substancias tém sido estudadas visando a compreender a
neuroquimica da ansiedade. Entre elas as aminas biogénicas, como a noradrenalina,
a dopamina e a serotonina; aminoacidos, como o acido gama-aminobutirico (GABA),
a glicina e o glutamato; peptideos, como o fator de liberagcéo de corticotropina (CRF),

o horménio adrenocorticotréfico (ACTH) e a colecistocinina (CCK); e esterdides, como
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a corticosterona (em animais) e o cortisol (em humanos), constituem o repertorio

neuroquimico explorado no manejo da ansiedade. (MARGIS, 2003)

Diversos neurotransmissores estao envolvidos na mediagéo da ansiedade e de
seus transtornos. Aqueles cujo papel e agdo farmacoldégica encontram-se bem
fundamentados e, portanto, serdo abordados, sdo o aminoacido inibitério GABA (&cido
gama-aminobutirico), a serotonina, também denominada 5-hidroxitriptamina (5HT) e
a noradrenalina (NA). (GRAEFF, 1996; GRAEFF 2012)

O gaba é o principal neurotransmissor inibitério do sistema nervoso central,
sendo responsavel pela inibicdo sinaptica quando se liga ao receptor GABAAa,
causando sedacdo, hipnose, ansiolise, relaxamento muscular, entre outros efeitos. Os
benzodiazepinicos modulam a transmissdo GABAérgica, aumentando
alostericamente a afinidade do receptor pelo neurotransmissor endégeno GABA e por

consequéncia a atividade deste canal inibitorio. (GRAEFF, 1996; GRAEFF 2012)

Os receptores GABAAa, também denominados de receptores benzodiazepinicos
(BZD), e 0 GABA estéo presentes em toda parte no SNC, afetando diversos sistemas
funcionais. As subunidades que constituem o receptor GABAAa séo de varios subtipos,
sendo seis diferentes subunidades a, trés subunidades B, e trés subunidades V.
Apesar das inUmeras combinacdes possiveis de receptores GABAa, alguns sdo mais
comumente expressos no SNC, e parecem estar ligados as diferentes acoes
terapéuticas dos BZDs. Neste sentido, os receptores que expressam a subunidade a1
medeiam efeitos anticonvulsivantes, hipnéticos e sedativos, além de estarem
associados a dependéncia ao uso de seus ligantes. Ja 0s receptores que expressam
a subunidade a2 parecem mediar os efeitos ansioliticos, enquanto os que expressam

a2, a3 e a5, medeiam o relaxamento muscular. Finalmente, a amnésia anterdgrada
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(esquecimento de eventos ocorridos durante a acdo do medicamento) atrelada ao uso
de BZDs parece ocorrer via ativagao de receptores que expressam a subunidade a1
e a5. Devido aos efeitos colaterais e adversos do uso prolongado dos BZDs, tem-se
estudado abordagens de modificacdo molecular no intuito de desenvolver farmacos
seletivos para a subunidade a2, a fim de evitar sedacdo e o potencial para

dependéncia, porém ainda sem muito sucesso.

O interesse pela participacdo da serotonina (5-HT) na ansiedade vem se
intensificando com a descoberta de ansioliticos ndo-benzodiazepinicos que parecem
atuar primariamente sobre a neurotransmissdo serotoninérgica e ndo possuem 0S
mesmos efeitos indesejados que eles como sedacao, disfungado cognitiva, depressao
respiratéria, alteracdes psicomotoras (fala disértrica, marcha ataxica), depresséo e
principalmente dependéncia quimica. (GRAEFF, 1996; GRAEFF 2012; DIRETRIZES

CLINICAS COMHUPES, 2013)

A neurotransmissdo serorotoninérgica € bastante complexa devido, tanto a
existéncia de diversas vias serotoninérgicas no sistema nervoso central, quanto de
receptores de 5-HT, que séo subdivididos em varios tipos e subtipos, com localizacao
celular caracteristica. A 5-HT exerce um duplo papel na regulacdo da ansiedade,
podendo ter efeito ansiogénico ou ansiolitico, dependendo da regido encefalica em
gue atua. Assim, a serotonina desempenha papel ansiogénico na amigdala, ao passo
gue provoca efeitos panicoliticos na matéria cinzenta periaquedutal (MCP). De acordo
com estudos de Graeff (2003), isso ocorre, pois enquanto a serotonina facilita a defesa
potencial ou distal na amigdala, inibe a defesa proximal na MCP. Ou seja, pode-se
dizer que o aumento de 5-HT na amigdala facilita a esquiva, enquanto a sua

diminuicdo prejudica. Além disso, 0 aumento ou diminui¢do da 5-HT na MCP resulta
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na inibicdo e facilitacdo da fuga, respectivamente. (GRAEFF, 1996; GRAEFF, 2003;

GRAEFF, 2012; MARGIS, 2003).

As azapironas sao agonistas parciais de auto receptores somatodendriticos 5-
HTia, que s&o inibitdrios e expressos nos corpos celulares de neurdnios
serotoninérgicos localizados nos nudcleos da rafe. Apds complexos mecanismos de
dessensibilizacao pré-sinapticos nos nucleos da rafe, e pos-sinapticos nos receptores
5-HT. da amigdala, o uso da buspirona desencadeia efeito anticonflito apds algumas
semanas do inicio do tratamento. (GRAEFF, 1996; GRAEFF, 2012; ANDREATTI,

2001)

A noradrenalina também patrticipa centralmente da modulacdo da ansiedade,
todavia o papel da serotonina possui mais protagonismo no sistema nervoso central.
Neste sentido, a noradrenalina é liberada em nivel periférico, através de sistema
nervoso autbnomo simpatico, em resposta a situacdes estressantes ou em crises
ansiosas, promovendo manifestacdes neurovegetativas caracteristicas da ansiedade,
dentre elas taquicardia, aumento da pressao arterial e tremores musculares. Desta
forma, utiliza-se os beta-bloqueadores que agem atenuando esses sintomas pelo
bloqueio de receptores beta-adrenérgicos periféricos. (ANDREATI et. al., 2001;

BRAGA et. al. 2010)

Apesar de existirem diversos tratamentos para a ansiedade, novos estudos
acerca dos circuitos neurais que modulam a ansiedade se tornam indispensaveis para
o desenvolvimento de estratégias farmacoldgicas destituidas dos principais
inconvenientes das terapias presentes, tendo maior especificidade de acdo e
consequentemente menos efeitos adversos, tendo em vista uma melhora no quadro

clinico e na qualidade de vida do paciente.
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1.4 Neuroquimica da ansiedade

Desde a década de 1980, ja havia investigacdes a respeito dos efeitos dos
aminoacidos excitatorios nos comportamentos defensivos, visando compreender a
neurobiologia da ansiedade. Estudos sugeriram que aminoacidos excitatorios tém um
papel fisiologico para a transmissdo quimica central na mediacdo das respostas

defensivas de ratos. (CAROBREZ, 2003)

O glutamato € o principal aminoacido excitatério e ubiquo no sistema nervoso
central. Os seus receptores podem ser classificados como ionotropicos (também
denominados de canais i6nicos) e metabotrépicos (ligados a mecanismos
intracelulares de transducéo de sinal, via proteina G). Os receptores ionotropicos sao
classificados de acordo com o agonista mais seletivo e subdivididos em: NMDA (N-
metil-D-aspartato), AMPA (A-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolproprionato) e cainato.

(CAROBREZ, 2003)

Tais receptores sdo amplamente distribuidos no SNC e diversos estudos
demonstram a presenca e participacdo de receptores do tipo NMDA em estruturas
relacionadas com respostas de medo e ansiedade como a MCP e o cortex pré-frontal
medial (CPFm) (MIGUEL; NUNES-DE-SOUZA, 2008; RESSTEL, 2008). Neste
sentido, diversos estudos demonstram que o bloqueio destes receptores no CPFm e
em outras estruturas relacionadas com as reacOes de defesa promove um efeito
ansiolitico (RESSTEL et al., 2008; AGUIAR; GUIMARAES, 2011; LISBOA, et al., 2011,

FARIA, et al., 2016).

Existem evidéncias sugestivas de que a agdo pro-aversiva dos aminoacidos

excitatorios esta relacionada a ativagdo da sintese de 6xido nitrico, possivelmente
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induzida quando receptores glutamatérgicos, principalmente NMDA sédo ativados.

(GARTHWAITE et. al. 1988).

O oxido nitrico (NO) € um gas inorgéanico incolor e bastante reativo devido ao
elétron desemparelhado em sua 6rbita externa (GUIX et al., 2005). E considerado um
neurotransmissor atipico por suas caracteristicas fisico-quimicas particulares e se
encontra de forma abundante no organismo (GALLY et al., 1990). Sendo altamente
difusivel, atravessa membranas biolégicas facilmente e ndo € armazenado em
vesiculas, sendo produzido quando necessario e rapidamente degradado, devido a

sua meia-vida curta de poucos segundos.

Em nivel de sinapse neuronal, a producdo de NO ¢ iniciada quando um
neurdnio pré-sinaptico libera o glutamato, que se difunde pelo espaco sinaptico e se
liga ao receptor NMDA em um neurdnio pds-sinaptico. Enquanto persistir essa uniao
(glutamato/receptor NMDA) mantem-se a abertura de canais excitatorios no neurénio
receptor, propiciando o influxo de Ca?* na célula e a sua posterior ligacdo com a
calmodulina. O complexo Ca?*/calmodulina liga-se entdo a forma da NO sintase
(NOSnN) encontrada nas células nervosas, e esta ligacdo ativa a enzima que catalisa
a oxidacéo da L-arginina para L-citrulina e NO. O NO recém-sintetizado pode entdo
deixar o neurénio por difusdo direta pela membrana da célula e desempenhar papel
como mensageiro retrogrado, difundindo-se do neurénio pés-sinéptico e retornando
para o0 neurdnio pré-sinaptico onde ativa a enzima guanilato ciclase solavel. A
guanilato ciclase catalisa a reagdo que produz guanosina monofosfato ciclase
(GMPc). O GMPc, por sua vez, desencadeia 0 processo que resulta na liberacao do

glutamato e o ciclo se repete (Figuras 2 e 3). (QUEIROZ, 1999)
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Figura 2. Retirado de Queiroz, 1999 - Producdo do 6xido nitrico a partir da ativagdo da enzima NO
sintase neuronal (NOSn) e seu mecanismo de atuagdo como mensageiro retrogrado.
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Figura 3. Retirado de Queiroz, 1999 - Representagdo esquematica da biossintese de éxido nitrico, a

partir da L-arginina, catalisada pela enzima NO sintase.

Apesar de existirem diversos estudos que relacionem comportamentos
defensivos com 0 medo e a ansiedade, ainda ha lacunas para compreenséao da funcao
e da importancia das vias neurais e neurotransmissores envolvidos na modulagéo
dessas respostas, bem como para o desenvolvimento de intervencdes terapéuticas

para o tratamento ou prevencédo dos disturbios relacionados. (COSTA et. al., 2016)

1.5 Estresse
De acordo com Selye (1959), o estresse € um elemento inerente a toda doenca,
que produz certas modificagbes na estrutura e na composi¢cao quimica do corpo, as

guais podem ser observadas e mensuradas.
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A resposta a uma situacdo estressora compreende aspectos cognitivos,
comportamentais e fisiolégicos, sendo resultado da interacao entre a percepcao do
individuo quanto a sua capacidade de resposta e as demandas do meio, objetivando
proporcionar uma melhor percepcao da situacdo com um processamento mais rapido
da informacédo disponivel, para entdo selecionar condutas adequadas e preparar o
organismo para agir de maneira rapida e vigorosa. A sobreposicao destes trés niveis
é eficaz até certo limite, o qual uma vez ultrapassado pode desencadear um efeito

desorganizador. (MARGIS, 2003; VANLTALLIE, 2002)

O estresse € um fator de risco para o desenvolvimento de diversos dos
transtornos mentais citados anteriormente. Para compreender como o estresse pode
desencadear doencas, se faz necessario a investigacdo dos mecanismos
empregados pelo organismo para adaptar-se aos estressores e considerar maneiras
pelas quais essas adaptacdes inicialmente protetoras se tornam prejudiciais a saude.

(MARGIS, 2003)

Podemos levar em conta que dificuldades para ajustar as respostas emocionais
ao cotidiano ocasionam sintomas fisicos, como tensdo muscular, sudorese e
palpitacdes e também um desequilibrio psicoldgico nos individuos, que acarreta em
um aumento significativo no nimero de pessoas portadoras de algum problema

mental, como os disturbios de ansiedade. (LENHARDTK, 2017)

O impacto causado por um agente estressor é determinado em parte por
caracteristicas do proprio estimulo, e em parte pela habilidade que o organismo possui
em lidar com a situacdo. Nao necessariamente todos 0s organismos expostos ao
estresse desenvolvem as mesmas alteragbes comportamentais e moleculares.

(CAMILO, 2011; GALVAO-COELHO, 2015; KORTE et. al. 2005)



20

Por muito tempo, a alocacao dos animais para experimentacdo ocorreu em dois
grupos, denominados “controle” e “experimental”’, onde qualquer mudanga ao nivel
molecular, comportamental e fisiolégico no grupo “estressado” era atribuida aos
efeitos do estresse. Porém, apds a exposicao a esse estresse, alguns animais exibiam
alteracdes no comportamento social, enquanto outros ndo. Desta forma, foi proposta
a divisdo dos individuos que passaram pelo estresse em dois grupos: susceptiveis e

resilientes. (CARRILLO, 2017; KRISHNAN, 2007; KRISHNAN, 2014)

Em um sentido geral, resiliéncia significa “capacidade que tem um corpo de ter
flexibilidade”, ou seja, ao receber a agdo de um fator externo (um estressor) e sofrer
alteracdes, consegue voltar ao seu estado normal depois de cessado o estimulo.
Inserindo no contexto da psicologia, resiliéncia seria “o processo adequado de
adaptacdo em face de adversidades, traumas, tragédias, ameacas ou motivos

significativos de estresse”. (CAMILO, 2011; GALVAO-COELHO, 2015; CELIA, 1997)

A resiliéncia pode ser considerada como um processo dinamico, que possui
variacdes individuais, onde alguns individuos podem desenvolver problemas e outros
podem superar as adversidades. Os individuos resilientes utilizam estratégias para
desenvolver comportamentos adaptativos em situacfes de estresse, que o0 ajudam a
lidar com o evento estressor, a enfrentar a situacao problema e contribuem para que
consequéncias favoraveis ocorram, sugerindo um papel importante da experiéncia na
expressdo da resiliéncia (CAMILO, 2011; GALVAO-COELHO, 2015; CONNOR;

DAVIDSON, 2003; GARMEZY, 1996).

Existem diversas estratégias que vém possibilitando a pesquisa sobre as
alteracdes psicofisiologicas induzidas pelo estresse. Dentre elas, surge o estresse de

derrota social. A derrota social consiste em um conflito entre coespecificos, no qual
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um animal dominante residente agressor (sujeito que exibe comportamentos
espontaneos de agressdo aos demais da gaiola) ataca um intruso que exibe
comportamentos defensivos. Quando o animal residente ataca um intruso,
desencadeia uma série de alteracbes comportamentais, endocrinas e fisiolégicas no
animal agredido, o que permite sua utilizacdo para o estudo de desordens
relacionadas ao estresse (ex.. depressdo, ansiedade e abuso de drogas)
(BJORKQVIST, 2001; KEENEY; HOGG, 1999; LAVIOLA et al., 1999; STEIN;

BOUWER, 1997; VALZELLI, 1981).

Dentre os comportamentos defensivos, se destaca a postura de submisséo,
gue é caracterizada, em camundongos, pela elevacdo do corpo sobre as patas
traseiras, patas dianteiras estendidas em direcdo ao agressor, cabeca retraida e

orelhas arqueadas (Figura 4). (MICZEK et al. 1982)

Figura 4. Camundongo em postura caracteristica de derrota.
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Varios estudos tém enfatizado os efeitos de estressores no funcionamento
encefalico, indicando assim que algumas estruturas sao particularmente afetadas pelo
estresse agudo e cronico (e.g., GEE; CASEY, 2015). Nesse contexto, o Cértex Pré-
Frontal medial (CPFm) esta intimamente relacionado com a modulacédo de respostas
emocionais ao estresse (VERMETTEN; BREMNER, 2002; GOLD et al.,, 2015;

MAREN; HOLMES, 2016).

1.6 Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) é um dos principais modelos de estudo para
a ansiedade. E derivado do experimento de Montgomery (1955), o qual levantou a
hipétese que a exposicdo a um local aberto evocava conflito de aproximacgao-evitacao
em ratos, sendo evidenciado comportamentalmente pela exploracdo e esquiva.
Observou-se menor exploracdo do braco aberto em relacéo aos fechados, mostrando
gue locais abertos levam o animal a esquivarem-se deste compartimento e, portanto,
a preferéncia pelos locais fechados. Mais tarde, o modelo foi modificado e validado
comportamental, fisiologica e farmacologicamente para ratos e camundongos.

(HANDLEY; MITHANI, 1984; LISTER, 1987; PELLOW et al., 1985)

Considerado um método Gtil para medir ansiedade, constatou-se que drogas
ansioliticas seletivamente aumentam a exploracdo dos bracos abertos, sem um
equivalente aumento na exploragcéao dos bracos fechados, e agentes ansiogénicos ao
contrario, diminuem a exploracdo dos bracos abertos. (MORATO, 2006; PELLOW,

1985)
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O LCE é um aparato de madeira composto por dois bracos fechados por
paredes de vidro (30 x 5 x 15 cm) e dois abertos (30 x 5 x 0,25 cm) conectados a uma

plataforma central (5 x 5 cm) com elevacgéo de 38,5 cm do solo (Figura 5).

Figura 5. Representacdo do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) para camundongos.

O teste consiste em posicionar o animal na plataforma central defronte a um
dos bracgos abertos, deixando-o explorar livremente todo o aparato por 5 minutos, para
o registro das medidas espaco-temporais relacionadas a ansiedade (e.g. frequéncia
de entrada e tempo gasto nos bragcos abertos, em porcentagem) e locomocéao
(frequéncia absoluta de entradas nos bracos fechados). Os comportamentos foram
registrados por um sistema de camera e cartdo de memoria e a analise desses videos
realizada através do software “X-Plo-Rat 2005”, desenvolvido pelo grupo de pesquisa
do Professor Doutor Silvio Morato, da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de

Ribeirdo Preto - USP, Brasil.
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1.7 Substratos neurais da ansiedade

O medo e a ansiedade sdo emocdes moduladas por varias estruturas
encefélicas, estando mais relacionadas a ansiedade as estruturas rostrais (por
exemplo, cortex pré-frontal, sistema septohipocampal e amigdala) e ao medo, as
caudais (por exemplo, MCP e o hipotadlamo medial), porém com importante

sobreposicao de substratos para ambas emocdes. (CARVALHO-NETTO, 2009)

O sistema encefalico de defesa, composto entre outras estruturas pela
amigdala, hipotdlamo e matéria cinzenta periaquedutal (MCP), medeia reacbes de
fuga e luta, ativagcdo autonbmica e antinocicep¢do, participando diretamente da
modulacao de reacdes caracteristicas de ansiedade e medo. (BANDLER; DEPAULIS,
1991; FANSELOW, 1991; GRAEFF, 1993; BEHBEHANI, 1995; CARRIVE et. al.,1997;
LANG et. al., 1998; LOVICK, 2000; BRANDAO, 2003; WALKER; CARRIVE, 2003). O
CPF exibe densas conexdes reciprocas com essas estruturas (e.g. EUSTON;
GRUBER; MCNAUGHTON, 2012), o que promove sua habilidade de modular estados
emocionais como medo e ansiedade (COURTIN et al., 2013; GOLD; MOREY;

MCCARTHY, 2015).

O CPFm é uma estrutura prosencefalica e limbica, que pode ser dividida em
cingulados (Cg) 1 e 2, pré-limbico (PrL) e infra-limbico (IL) (PAXINOS; FRANKLIN,
2001). Funcionalmente, esta envolvido com memoria (EUSTON et al., 2012), tomada
de decisdo (BECHARA; DAMASIO, 2002), flexibilidade cognitiva (GRUBER et al.,
2010), cognicdo executiva (YUAN; RAZ, 2014), interagdo social e processamento

emocional (DAMASIO, 2000).
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Alguns estudos mostram que lesées no CPFm de ratos levam a diminui¢cao dos
niveis de ansiedade, uma vez que ha aumento do tempo e da frequéncia de entradas
nos bracos abertos do labirinto em cruz elevado, um importante modelo animal de
ansiedade (GONZALEZ et al., 2000; LACROIX et al., 2000; SHAH et al., 2003), além

de aumentar a interacao social em ratos (GONZALEZ et al., 2000; TREITE, 2003).

“Nossa ansiedade cotidiana raramente é causada por estimulos inatos de
medo ou mesmo estimulos fisicos que sinalizam perigo, mas sim por
simbolos, cujo sentido é codificado culturalmente e processado de maneira
cognitiva. Desta forma, a fungédo anormal do CPFm esté4 relacionada a varios
distarbios neuropsiquiatricos”. (RESSTEL et al., 2008)

Resultados recentes do nosso laboratério sugerem que o Cértex Pré-Frontal
medial possui lateralizacdo funcional na modulacéo das reacfes de defesa (COSTA
et al., 2016), uma vez que a ativacao nitrérgica atraves de injecado unilateral de NOC-
9 (doador de oxido nitrico) intra-CPFm Direito promove efeito ansiogénico, o que nao
€ observado quando do tratamento intra-CPFm Esquerdo (CPFmE) ou bilateral,
sugerindo que a ativacdo do hemisfério Esquerdo reverte o efeito ansiogénico

promovido pelo CPFm direito.

Além disso, o CPFmME parece ter um importante papel na modulacdo de
respostas de ansiedade relacionadas ao estresse de derrota social, uma vez que a
inibicdo sinaptica dessa estrutura no momento do evento estressor (i.e., derrota social)
culmina em efeito ansiogénico observado no labirinto em cruz elevado (LCE) 24h ap6s
0 estresse, 0 que ndo € observado em animais que passam pelo estresse com CPFmE
ativo (i.e., sem inibicdo). Neste mesmo trabalho, Costa e colaboradores (2016)
demonstraram que a exposicdo aguda a derrota social desencadeia efeito ansiogénico

em animais expostos ao LCE imediatamente apods o estresse.
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Portanto, os hemisférios do CPFm parecem ter importantes, mas diferentes
papéis na modulacdo de respostas de ansiedade relacionadas ou ndo ao estresse de
derrota social. Essas respostas variam de acordo com a administracdo de drogas que
levam a ativacdo ou inibicho momentanea de cada um dos hemisférios, como foi
mostrado nos experimentos citados. Neste sentido, enquanto o hemisfério direito
parece deflagrar as respostas mal adaptadas ao estresse, o hemisfério esquerdo
bloquearia esse efeito (COSTA et al., 2016). Desta forma, torna-se necessario o
estudo do efeito do NMDA e do 6xido nitrico no cortex pré-frontal, através da injecéo
de drogas em concentracdes sem efeito intrinseco (simulando um estado fisioldgico)
na ansiedade para avaliar a influéncia glutamatérgica e nitrérgica no comportamento
de animais estressados ou nao, e expostos ao LCE. Portanto, uma das hipoteses do
presente trabalho prediz ser a ativacao glutamatérgica, através do agonista NMDA no
CPFmE, suficiente para reverter a ansiedade induzida pela derrota social. A segunda
hip6tese prevé que o bloqueio da NOS neuronal no CPFmD atenua a ansiedade em

animais expostos ao LCE.
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2. OBJETIVO

Geral:

Investigar o papel do complexo glutamato/receptor NMDA e do éxido nitrico no
cortex pré-frontal medial de camundongos derrotados e/ou expostos ao labirinto em

cruz elevado.

Especificos:

Avaliar os efeitos da injecdo intra-CPFmME de NMDA sobre a ansiedade em
camundongos previamente submetidos ao estresse de derrota social e expostos ao

labirinto em cruz elevado.

Investigar os efeitos da injecéo intra-CPFmMD de NPLA, um inibidor da sintese

de NO, em camundongos expostos ao labirinto em cruz elevado.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1Sujeitos

Foram utilizados camundongos Swiss-Webster machos (25-35g), provenientes do
biotério central da Universidade Estadual Paulista — UNESP (Campus de Botucatu),
mantidos em condi¢des controladas de temperatura (23 + 1°C) e luz (ciclo claro/escuro
de 12 horas) e livre acesso ao alimento e a agua, exceto durante os curtos periodos
de teste. Os experimentos comecaram apos aprovacao pelo comité de ética local

CEUA/FCF/Ar, protocolos n°15/2018 (Anexo 1) e n°13/2019 (Anexo 2).

3.2Cirurgia e administracdo de drogas intra-CPFm

Os camundongos, sob anestesia geral pela associacdo de anestésico +
relaxante muscular (cetamina 100 mg/Kg + xilazina 10 mg/Kg, i.p.), receberam a
implantacdo de canula guia (26 gauge) de 7,0 mm de comprimento intra-CPFm direito
ou esquerdo, fixada no cranio do animal com cimento acrilico. A ponta da canula guia
foi posicionada + 1,0 mm dorsal a estrutura alvo e as coordenadas foram baseadas
no atlas de Paxinos e Franklin (2001), correspondendo a +1,5 mm anterior ao bregma,
+/- 0,3 mm lateral a sutura sagital dependendo do hemisfério e -1,5 mm ventral a
superficie craniana. Ao término da cirurgia, como medida profilatica, os camundongos
receberam uma injecao intramuscular de penicilina-G benzatina (Pentabiético®, 56,7
mg/kg em um volume de 0,1 mL) e uma inje¢cdo subcutédnea do analgésico anti-
inflamato6rio Banamine® (megluminato de flunixina, 3,5 mg/kg em um volume de 0,3
mL). A injecdo das solucdes (ver secao 3.3) foi realizada de cinco a sete dias apos a
cirurgia, através da insercdo de uma agulha (33 gauge) de 8,0 mm de comprimento

no interior da canula guia conectada a um tubo de polietileno (PE-10), o qual permitiu
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monitorar o movimento de uma pequena bolha de ar no tubo confirmando o fluxo da

solucéo durante as inje¢cdes com auxilio de uma micro-seringa da marca Hamilton.

3.3Drogas

As drogas utilizadas foram um agonista de receptores glutamatérgicos do tipo
NMDA em concentracdo sem efeitos intrinsecos na ansiedade, previamente
determinada por estudo piloto (N-metil-D-aspartato (NMDA) — 0,02 nmol/ 0,2 uL); um
inibidor da oxido nitrico sintase (Nw-propol-L-arginina (NPLA) — 0,04 nmol/ 0,1uL, 0,02
nmol/ 0,1 pL); e solucéo salina fisiologica 0,9% para o grupo controle. (MIGUEL, 2008;

VILA-VERDE, 2016; CARDOSO, 2017).

3.4Derrota social

No dia do teste, dez minutos apdés a injecdo de NMDA no CPFmE, os
camundongos intrusos foram individualmente colocados na caixa do agressor, o qual
vive isolado por, no minimo, 4 semanas, para intensificar seu comportamento
agressivo (VALZELLI, 1981). A derrota social € definida pela exibicdo da postura de
submisséo pelo intruso (por pelo menos 3 segundos ou por um periodo total maximo
de 5 minutos de agressao, o que ocorrer primeiro). Desta forma, foram considerados
derrotados aqueles animais que interagiram com o agressor a maior parte do tempo
e mostraram de forma contundente a postura de submissao por 3 segundos. Caso
nao exibissem a postura de submisséo, eram retirados do estudo. Posteriormente, 0s
animais retornaram para uma caixa moradia e cinco minutos depois, cada animal foi

exposto ao LCE para a avaliagao das reacOes de defesa.
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3.5 Histologia

Apés o término dos experimentos todos os animais foram submetidos a
anestesia profunda com uretana (10 mg/Kg) e submetidos a injecdo intra-CPFm de
uma solucdo de 1% de azul de Evans (procedimento semelhante ao descrito para
injecdo das drogas em estudo). Em seguida, foram eutanasiados em camara de COz,
decapitados e seus encéfalos removidos e reservados em recipientes contendo
solucéo de formalina (10%) para posteriormente sofrerem secdes coronais (ao longo
do trajeto da céanula), com o auxilio de um criostato (Leica, C.M. 1850). Os cortes
foram inspecionados com o uso de um microscopio (Leica, D.M LB), no qual, a
visualizacéo da dispersdo do azul de Evans indicava o local da injecdo. A localizacéo
das regides de injecado foram identificadas com o auxilio do atlas Paxinos e Franklin
(2001). As subregides do CPFmE consideradas positivas foram Cingulado 1 (Cg 1) e
pré-limbico (PrL), uma vez que resultados inconsistentes foram observados com

injecOes fora destas areas. (COSTA et. al. 2016).

3.6 Delineamento experimental

3.6.1 Experimento 1: Efeito da microinjecdo de NMDA no CPFm Esquerdo no
comportamento defensivo de camundongos socialmente derrotados

expostos ao LCE.

Avaliacdao do efeito da ativagdo do CPFmE nas reacbOes de defesa de
camundongos expostos ao LCE: De cinco a sete dias ap0s a cirurgia estereotaxica,
os camundongos receberam microinjecao intra-CPFmE de NMDA [0,02 nmol/0,2 uL
(n=7) ou salina (n = 10)]. Apdés quinze minutos, cada animal foi exposto ao LCE

durante cinco minutos para o registro dos comportamentos descritos no item 3.6,
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durante cinco minutos. Os camundongos foram testados sob condi¢cdes de baixa

luminosidade (aproximadamente 50 lux).

Avaliacdo do efeito da ativacdo do CPFmME nas reacOes de defesa de animais
derrotados socialmente e expostos ao LCE: De cinco a sete dias apds a cirurgia
estereotaxica, os camundongos receberam microinjecdo intra-CPFm esquerdo de
NMDA [0,02 nmol/0,2 pL (n=8) ou salina (n=11)]. Apés dez minutos, cada animal foi
submetido ao estresse de derrota social, sendo individualmente colocados na caixa
do agressor, para serem atacados pelo residente e, cinco minutos depois exposto ao
LCE para o registro dos comportamentos descritos no item 3.6, durante cinco minutos.
Os camundongos foram testados sob condicdbes de baixa luminosidade

(aproximadamente 50 lux).

3.6.2 Experimento 2: Efeito da microinjecdo de NPLA no CPFm Direito no

comportamento defensivo de camundongos expostos ao LCE.

De cinco a sete dias apés a cirurgia estereotaxica, os camundongos receberam
microinjecao intra-CPFmD de NPLA [0,04 nmol/0,1 yL (n=7) ou 0,02 nmol/0,1 pL
(n=10) ou salina (n=10)]. Ap0s quinze minutos, cada animal foi exposto ao LCE
durante cinco minutos para o registro dos comportamentos descritos no item 3.6,
durante cinco minutos. Os camundongos foram testados sob condi¢cdes de pouca luz

(aproximadamente 50 lux).

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos ao teste de homogeneidade de variancia de

Levene. Em seguida, submetidos a analise de variancia (ANOVA) bifatorial no Exp. 1
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(fator 1 — condicéo; fator 2 — tratamento) ou unifatorial no Exp. 2 (fator — tratamento)
seguida pelo teste posthoc de Duncan. Os valores considerados significativos foram

com p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Injecbes no CPFm

A Figura 4 mostra um diagrama esquematico (esquerda) e uma fotomicrografia
representativa (direita) do sitio de infusdo no CPFm de camundongo (PAXINOS;
FRANKLIN, 2001). As inje¢cbes foram consideradas positivas nas sub-regides dorsais

(Cgl e PrL).

Figura 6. Diagrama esquemético (esquerda) e fotomicrografico (direita) de um sitio de microinfuséo
representativo no CPFm de camundongo. A secdo corresponde a 1,70 mm anterior ao bregma
(Paxinos; Franklin, 2001). Abreviacdes: Cgl — coértex cingulado area 1; IL — cértex infralimbico; PrL —
cértex pré-limbico.
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4.2 Experimentos

4.2.1 Experimento 1: Auséncia de efeitos da microinjecdo de NMDA no CPFm
Esquerdo no comportamento defensivo de camundongos socialmente derrotados

expostos ao LCE.

A Figura 7 mostra a auséncia de efeitos da injecéo intra-CPFmE de NMDA (0,02 nmol)
no comportamento de camundongos expostos ao LCE. A ANOVA bifatorial nao
revelou quaisquer efeitos nos parametros espaco-temporais analisados (F1,17<2,45;
p>0,05). A mesma analise também né&o detectou efeitos induzidos pelo estresse de

derrota social (p>0,05).
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Figura 7. Efeitos da injegao de NMDA (0,02 nmol/ 0,2 yL) no CPFmE sobre o comportamento
espago-temporal de camundongos derrotados socialmente e expostos ao LCE. As colunas
representam médias (z EPM); ANOVA bifatorial. N = 8 - 11 por grupo.
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4.2.2 Experimento 2: Efeito ansiolitico da microinjecdo de NPLA no CPFm Direito no

comportamento defensivo de camundongos expostos ao LCE.

A Figura 8 mostra o efeito ansiolitico do inibidor da NOSn, NPLA 0,04 nmol,
intra-CPFmMD, no comportamento espaco-temporal de camundongos expostos ao
LCE. A ANOVA unifatorial apontou significancia para % tempo nos bracos abertos
(F2,22=7,02; p<0,05) e para % de entrada nos bracgos abertos (F2,20=6,35; p<0,05).
N&o houve diferencas para o parametro de entradas nos bracos fechados
(F2,20=0,99; p>0,05). O teste posthoc de Duncan confirmou que o grupo tratado com
NPLA 0,04 nmol explorou mais os bracos abertos do LCE em relacdo com grupo

controle (p<0,05).
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CPFmD - NPLA

14 - {
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Frequéncia bragos fechados

Salina NPLA 0,02 nmol NPLA 0,04 nmol

CPFmD - NPLA W % Entrada

50 - 0% Tempo

% Bragos abertos

Salina NPLA 0,02 nmol NPLA 0,04 nmol

Figura 8. Efeitos da injecdo de NPLA (0,02 ou 0,04 nmol/ 0,1 uL) no CPFmD sobre o comportamento
espaco-temporal de camundongos expostos ao LCE. As colunas representam médias (+ EPM) N = 7-
10 por grupo. *p < 0,05 em comparagéo ao controle.
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5. DISCUSSAO

Este estudo teve a finalidade de contribuir para mostrar o papel da transmissao
glutamatérgica e nitrérgica no CPF medial no comportamento de animais derrotados

ou néo, e expostos ao LCE.

Os resultados dos experimentos demonstraram que (1) a injecao intra-CPFmME
de NMDA 0,02 nmol/0,2 pL em camundongos expostos ao LCE, independente do
estresse, ndo resultou em diferenga significativa nas medidas espaco-temporais
quando comparados ao grupo veiculo; (2) a injecao intra-CPFmD de NPLA 0,04 nmol/
0,1 pL em camundongos expostos ao LCE, resultou em um efeito ansiolitico quando

comparados ao grupo veiculo, o que ndo ocorreu com a menor dose (0,02 nmol).

Resultados recentes do nosso grupo de pesquisa mostraram que a inativacéo
temporaria do CPFm direito ou esquerdo, através do cloreto de cobalto (CoCl2), um
inibidor sinaptico, promove, respectivamente, efeitos ansiolitico e ansiogénico em
camundongos expostos ao LCE (COSTA, 2014). De modo similar, a ativacao
nitrérgica do CPFmD, através do NOC — 9, promove efeito ansiogénico no LCE,
contudo, o0 mesmo ndo € observado quando a mesma droga € injetada no CPFm
Esquerdo ou bilateral, corroborando os dados de lateralizacdo funcional desta
estrutura. No ambito da derrota social, a inibicdo sinaptica temporaria no CPFmE
anterior ao estresse promove efeito ansiogénico observado no LCE 24h apés o
estimulo estressor, podendo perdurar por até 10 dias (VICTORIANO et al., 2020).
Todavia, esse efeito pode ser revertido pelo bloqueio dos receptores glutamatérgicos
do tipo NMDA no CPFmD, utilizando AP7. Assim, camundongos derrotados
socialmente voltaram a explorar o aparato do LCE apds o bloqueio dos receptores

NDMA no CPFmD, sugerindo que o glutamato participa da ansiedade induzida pelo
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estresse quando liberado no hemisfério direito do CPFm. Esses efeitos ndo foram
observados em animais que sofreram 0 estresse com o0 cortex esquerdo intacto,
sugerindo que a integridade do CPFmME € importante para que os animais lidem de

maneira adequada a um estressor. (COSTA, 2016; VICTORIANO et. al. 2020).

No experimento 1 foi investigado o efeito da ativacdo do CPFm Esquerdo,
através da injecdo de NMDA, no comportamento defensivo de camundongos
socialmente derrotados expostos ao LCE. Como mostrado na Figura 7, a injecao intra-
CPFmE de NMDA 0,02 nmol/0,2 pL em camundongos expostos ao LCE,
independente do estresse, ndo resultou em diferenca significativa nas medidas
espaco-temporais, representadas pelo nimero de entradas e tempo de permanéncia

nos bracgos abertos do aparato, quando comparados ao grupo veiculo.

Costa e colaboradores (2016) mostraram que a derrota social produz um efeito
agudo do tipo ansiogénico, sendo evidenciado pela diminuicdo da exploracdo dos
bracos abertos pelos animais expostos ao LCE 5 minutos apds o estresse (COSTA et
al., 2016). Ademais, Victoriano e colaboradores (2020) contribuiram para mostrar que
o efeito ansiogénico pode perdurar por dez dias se os animais foram expostos a
derrota com o CPFmME temporariamente inativado (VICTORIANO et al., 2020). Logo,
tendo em vista a alta exploracéo dos animais veiculo nas areas desprotegidas, e, ndo
havendo diferenca significativa entre os submetidos ou ndo ao estresse, podemos

deduzir que o protocolo de derrota social parece n&do induzir ansiogénese nos animais.

Portanto, tendo em vista que a inibicdo do CPFmE facilita a ansiedade induzida
pela derrota social, a sua ativacdo prejudicaria a ocorréncia da ansiogénese em

animais derrotados. Entretanto, se o protocolo de estresse utilizado ndo é suficiente
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para gerar ansiogénese, ndo se pode confirmar a hipétese, visto que esta € uma etapa

importante dentro do processo.

Considerando os resultados obtidos, cogitou-se alterar o protocolo de estresse,
a fim de induzir ansiogénese nos animais; alterar a dose de NMDA utilizada, para uma

com efeito intrinseco; ou até mesmo substitui-la por NPLA.

Logo, optou-se por fazer a substituicdo por NPLA. Desta forma, realizou-se o
experimento 2, onde foram investigados os efeitos da inibicdo da enzima 6xido nitrico
sintase (NOSn) no comportamento defensivo de camundongos expostos ao LCE, via
injecdo intra-CPFmMD de NPLA nas doses de 0,02 nmol e 0,04 nmol. Os resultados
mostraram efeito ansiolitico promovido pela maior dose utilizada, o que ocasionou
diferenca significativa nos comportamentos de defesa, representado pelo tempo de
permanéncia nos bracos abertos do aparato, quando comparados ao grupo veiculo.
Contudo, o mesmo nao ocorreu com a menor dose (0,02 nmol), a qual teve um perfil
comportamental de locomocao e defesa similares ao do grupo veiculo, como mostrado

na Figura 8.

Conforme demonstrado anteriormente por Costa e colaboradores (2016), a
injecdo intra-CPFmD de NOC-9, um doador de 6xido nitrico, provocou diminuicdo da
exploracdo das areas desprotegidas do LCE, produzindo um efeito ansiogénico.
Desse modo, considerando que o NPLA bloqueia a enzima NOSn, sugere-se que
concentracdo de NO no CPFmD tenha diminuido e ocorreria um efeito ansiolitico nos

animais expostos ao LCE, como o apresentado pela dose de 0,04 nmol.

Em suma, os resultados mostram que o NO localizado no CPFmD tem um

importante papel na expresséo da ansiedade em camundongos expostos ao LCE,
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uma vez que a inibicdo de sua sintese resultou em maior exploracdo dos bracos
abertos do aparato. Assim sendo, considera-se desenvolver um protocolo de derrota
gue induza ansiogénese, para testar a hipétese de que o NMDA e o NPLA em doses
sem efeito intrinseco tenham algum efeito protetivo no CPFm esquerdo e direito,

respectivamente, no contexto do estresse.



42

6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram que 0 protocolo usado para a exposi¢cao
aguda ao estresse de derrota social ndo promoveu efeito ansiogénico, o que seria
evidenciado pela reducdo de parametros de ansiedade, como diminuicdo de
exploragdo dos bracgos abertos, dos camundongos derrotados expostos ao LCE. Além
disso, parece que a exposicao de roedores ao modelo de ansiedade do LCE recruta
oxido nitrico no CPFmD, corroborando evidéncias acerca da lateralizacdo funcional
desta estrutura investigada pelo nosso laboratério (COSTA et al., 2016). Resta avaliar
a influéncia do inibidor da NOSn no outro hemisfério e no contexto da derrota social

uma vez estabelecido um protocolo efetivo em induzir ansiedade.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Papel do Cortex Pré-Frontal medial Esquerdo
{CPFmE) no comportamento defensivo de camundongos submetidos ao estresse de
demmota social”, registrada com o Protocolo CEUA/FCFI/CAr 15/2018, sob a respon-
sabilidade da Pesguisadora Ingrid Queiroz da Silva, que envolve a produgdo, manu-
tenc3o ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (ex-
ceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - enconfra-se de acordo
com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6899, de
15 de julho de 2009, e com as nomas editadas pelo Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (COMCEA), e foi aprovado pela COMISSAD DE ETICA
NO USO DE ANIMALS da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Ara-
raquara da UNESP em reunido de 20 de junho de 2015

Finalidade { ) Ensino (X)) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacdo Agosto de 2018

Especiellinhagem/raga Camundongo Heterogénico Suigo-
Webster 75/ M 25-35g

N7 de animais 5

Pesolldade 25 a 35 gramas/ 4 semanas

Sexo Masculino

Origem Biotério Central de Botucatu

Araraquiara ;a-ﬁemm’ thade 20:5.
!-ﬁ‘f,.;‘ ﬂ}ﬁ({.’\:

. f_Pmﬁ Dra CﬁRlARAQUELI’OI‘T[AHA o
: ooorﬂmmiradzt:ﬂ:m AU L

53




Anexo 2

54

CEUA Gl

Cormiszda o Ebica no Uso de Arimais P
Farasblecn il 7t visot i w. A i - LHFE

CERTIFICADO

Cerfificamos que a proposta intitulada “Efeitos da inibigdo da sintese de dxido nitrico
no cortex pré-frontal medial direito (CPFmMD) no comportamento ansiogénico
induzido pela demota social em camundongos®, registrada com o Protocolo
CEUA/FCF/CAr: 0772019, sob a responsabilidade da pesquisadora Ingrid Queiroz da
Silva que envolive a produgio, manutengio ou utiizagdo de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica
(ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, & com as normas
editadas pelo Conselho MNacional de Controle de Experimentagio Animal
(CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara da UNESP em
reunidio realizada em 17 de Junho de 2019.

Finalidade { ) Ensino (X) Pesquisa Gientifica

Vigéncia da autorizagao Agosto 2020
| Especie/linhagem/raga Camundongo Suicos-Webster

M? de animais 75

Peso/ldade 4 semanas (25-35q)

Sexo Macho

Crigem Biotério Central da UNESP - Bolucatw'SP
| Begisiro CIAEP 02.00082.2019

Araraguara, 24 de Junho de 2019.

LSRR

AL RN M

b '*"-'-‘ls-a.u'\'ﬂ\'\am__
"

Prof Dr Mareelo Tadeu Marin
Coordenadorda GEUA



