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RESUMO

Dentre os transtornos de ansiedade, o panico e a ansiedade generalizada tém alta prevaléncia
ao longo da vida. A Substancia Cinzenta Periaquedutal Dorsal (SCPd) estd envolvida na
modula¢do de respostas comportamentais e, embora apresente terminais noradrenérgicos,
poucos estudos tém investigado o papel da noradrenalina (NA) nessa estrutura frente a
modulacdo da ansiedade. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da
microinjecao de NA e antagonistas ndo seletivo B-adrenérgico e seletivos al e a2-adrenérgico
(propranolol , WB4101 ou RX821002, respectivamente) na SCPd de ratos submetidos ao
Labirinto em T Elevado (LTE). Ratos Wistar foram submetidos a implantacdo de canula-guia
na SCPd destinada a microinjegdes de NA (3, 15, ou 45 nmol/50nl), dos antagonistas
noradrenérgicos nas doses de 4, 8, 12nmol/50nl ou de liquido cefalorraquidiano artificial. A
administracdo de NA e dos antagonistas de receptores a2 e B-adrenérgicos intra SCPD
diminuiu o comportamento de esquiva inibitoria no LTE sugerindo um efeito ansiolitico, sem
alterar a fuga. Além disso, a microinje¢do de NA e dos antagonistas ndo modificaram a
atividade exploratdria geral dos animais submetidos ao teste de campo aberto, indicando que
o resultado ansiolitico ndo ¢ decorrente de um aumento da atividade exploratoria. Os
resultados sugerem o envolvimento da neurotransmissdo noradrenérgica na SCPd com a
modulac¢ao do comportamento de ansiedade em animais submetidos ao LTE.

Palavras-chave: Noradrenalina. Substancia cinzenta periaquedutal. Labirinto em T
elevado. Ansiedade. Panico.
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ABSTRACT

Among anxiety disorders, panic and generalized anxiety have a high prevalence throughout
life. The dorsal periaqueductal gray matter (dPAG) is involved in the modulation of
behavioral responses, and despite displaying noradrenergic terminals, few studies have
investigated the role of noradrenaline (NA) in that structure on anxiety modulation. Thus, the
objective of this study was to evaluate the effect of microinjection of NA and non-selective 3-
adrenergic antagonists and selective ol and o2-adrenergic (propranolol, WB4101 or
RX821002, respectively) in the dPAG of rats submitted to Elevated t-maze (ETM). Rats were
subjected to the implantation of the cannula guide intended to dPAG NA microinjection (3,
15, or 45 nmol / 50NL) of noradrenergic antagonists in doses of 4, 8, 12nmol/50NL or
artificial cerebrospinal fluid. The administration of NA and o2 receptor antagonists and -
adrenergic intra dPAG decreased the inhibitory avoidance behavior in ETM suggesting an
anxiolytic effect without changing leak. In addition, microinjection of NA and antagonists did
not change the general exploratory activity of the animals submitted to the open field test,
indicating that the anxiolytic result is not due to an increase in exploration activity. The
results suggest the involvement of noradrenergic neurotransmission in dPAG with the
modulation of anxiety behavior in animals with ETM.

Keywords: Norepinephrine. Periaqueductal gray. Elevated t-maze. Anxiety. Panic.
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1 Introducao

A ansiedade ¢ um estado emocional subjetivamente vivenciado como desconfortavel e
ndo prazeroso gerado nas reacdes de defesa ocasionadas frente a estimulos ou condigdes
indesejaveis que normalmente se encontram presentes no meio em que vivemos. E uma
emogao basica presente desde a infancia e adolescéncia que tipicamente nao € patoldgica, mas
indispensavel a sobrevivéncia (PINE et al., 2009)

Em niveis apropriados, a ansiedade ¢ importante para a motiva¢do e desempenho do
individuo ativando e mobilizando o organismo a sua adaptacdo ao ambiente (PRATT, 1992;
GRAEFF, 1994, 1999). O limite entre o que se denomina ansiedade normal e patologica €
muitas vezes dificil de determinar. Sabe-se que a ansiedade torna-se patolégica quando a
resposta ao estimulo recebido torna-se exagerada e irracional interferindo no funcionamento
do individuo e perturbando acentuadamente o seu desempenho nas atividades do cotidiano
(PRATT, 1992; GRAEFF, 1994, 1999).

Quando um animal se depara com uma ameaca ao seu bem estar, a sua integridade
fisica ou at¢é mesmo a sua sobrevivéncia, ele apresenta uma série de respostas
comportamentais € neurovegetativas que caracterizam as reagdes de defesa (GRAEEF;
ZANGROSSI JR., 2002). Dependendo do nivel de ameaga percebido (potencial, distal ou
proximal) diferentes estratégias de defesa sdo realizadas (esquiva, fuga ou luta) e moduladas
por diferentes areas cerebrais. Disfungdes nos sistemas cerebrais que regulam essas reagdes de
defesa possivelmente levariam aos transtornos de ansiedade (BLANCHARD; BLANCHARD,
1988; GRAY; MCNAUGHTON, 2000).

Na tentativa de melhor entender este estado emocional, propostas associando reacdes
especificas de defesa a determinados disturbios de ansiedade reconhecidos clinicamente, tais
como, a ansiedade generalizada e o disturbio do panico (BLANCHARD; BLANCHARD,
1988; BLANCHARD et al., 1993; GRAY; MCNAUGHTON, 2000; BLANCHARD et al.,
2001; GRAEFF; ZANGROSSI JR., 2002).

Os diferentes transtornos de ansiedade apresentam caracteristicas comuns que seriam o
medo excessivo e irracional. De acordo com a DSM-V, os transtornos de ansiedade incluem
diagnosticos de agorafobia, transtorno de ansiedade social (fobia social), fobias especificas,
transtorno de ansiedade de separagcdo, mutismo seletivo, transtorno de ansiedade generalizada

(TAG) e transtorno do panico (TP) (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013).
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Os transtornos de ansiedade estdo associados a um indice de morbidade relativamente
alta e a elevados custos individuais e sociais sendo a prevaléncia na populacao geral de TAG
e TP de 3-5% e 2-5%, respectivamente (KESSLER et al., 2010).

Na neurobiologia da ansiedade, vias cerebraiscomo septo-hipocampal formam o
chamado Sistema de Inibigdo Comportamental (SIC), o qual visa a aproximagdo do estimulo
ameacador - avaliagdo de risco (MCNAUGHTON; GRAY, 2000). Vias serotoninérgicas
ascendentes do nucleo mediano da rafe (NMR) que se projetam para estas regides estariam
implicadas na génese da inibicdo comportamental (AVANZI; BRANDAO, 2001). O septo € o
hipocampo também recebem aferéncias noradrenérgicas provenientes do locus coeruleus na
ponte (KIM; FANSELOW, 1992). Segundo Davis, (1986) a NA também esta envolvido no
mecanismo neural do medo condicionado, ou seja, pode estar envolvida com o SIC.

O Hipotadlamo medial, a SCPd, os coliculos superior e inferior sdo estruturas do
Sistema Cerebral Aversivo (SCA), conjunto de estruturas que modulam comportamentos
relacionados ao medo, os quais buscam evitar ou afastar o animal da ameaca (fuga e luta). A
ativacdo desse sistema por estimulacdo da NA vinda do locus coeruleus (LC) esta relacionada
a ataques de panico. Ao lado disto, mecanismos serotoninérgicos vindos do NMR também
modulam o funcionamento SCA, s6 que de maneira fasica (GRAEFF, 2002). Este sistema
esta sob a influéncia inibitoria tonica do GABA. A amigdala parece integrar os dois sistemas
(GRAEFF, 1990; BRANDAO et al., 1999)

Neurotransmissores noradrenérgicos apresentam um papel relevante nos distirbios de
ansiedade (BREMNER et al., 1996; PELOSI et al., 2009b). Antidepressivos triciclicos,
inibidores da monoamina oxidade (MAO) e inibidores seletivos da recaptacdo de NA, que
facilitam a atividade noradrenérgica, sdo utilizados no tratamento dos transtornos de
ansiedade (BRUNELLO et al., 2003; KLEIN, 1964; YAMADA; YASUHARA, 2004).

A NA ¢ um importante neurotransmissor central e periférico. No sistema nervoso
central (SNC), os neuronios noradrenérgicos estao organizados em 7 grupos de células de Al
a A7 e estio localizados na regido pontina e bulbar (DAHLSTROM; FUXE, 1964).

O grupo A6 ¢ conhecido como LC, que em latim significa “lugar celeste”, devido a
pigmentacio azulada de suas células em cortes frescos, E o nicleo noradrenérgico mais
importante com aferéncias para varias estruturas, incluindo a SCPd, e localizado
bilateralmente no assoalho do quarto ventriculo na parte rostral da p (NIEUWENHUYS,
1985).
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Assim que a NA ¢ liberada na fenda sinéptica, ela interage com receptores especificos,
chamados de adrenoreceptores, que sao classificados nos tipos alfa- e beta-adrenérgicos (a, )
e respectivos subtipos (a1 A-B,D; 02A-C; f1-3) (ANAND; CHARNEY, 2000).

Os receptores al e B-adrenérgicos estdo localizados principalmente nos neurdnios pos-
sinapticos e sdo acoplados a uma proteina G excitatoria, enquanto que os receptores o2-
adrenérgicos sdo autoreceptores, com agdo principal de controlar a neurotransmissao pré ou
pos-sinapticamente, inibindo o sistema noradrenérgico e reduzindo o nivel de liberacdo de
noradrenalina (JI et al. 2008; RANG et al., 2007).

A substancia cinzenta periaquedutal (SCP), estrutura mesencefalica que circunda o
aqueduto cerebral ¢ subdividida anatomica e funcionalmente ao longo do eixo rostrocaudal
em quatro colunas longitudinais paralelas ao aqueduto: a dorsomedial (SCPdm), a dorsolateral
(SCPdl), a lateral (SCPI]) e a ventrolateral (SCPvl) (BANDLER et al., 1991). Sendo que a
SCPd compreende a SCPdm e a SCPdI, regides importantes no processamento do medo e
ansiedade (BEHBEHANI, 1995).

A SCP recebe vias noradrenérgicas do LC e esta envolvida na integragdo de respostas
comportamentais e autonomicas das reagdes defensivas como fuga e esquiva inibitéria, que
sdo relacionadas com o panico e a ansiedade generalizada, respectivamente (BLANCHARD;
BLANCHARD, 1988; SCHENBERG et al., 2001; SULLIVAN et al., 1999). Estudos
histoquimicos e farmacoldgicos evidenciaram terminais noradrenérgicos na SCP de ratos
(FUXE, 1965). Trabalhos posteriores utilizando imuno-histoquimica constataram a presenga
da enzima tirozina-hidroxilase, responsavel pela sintese de catecolaminas na SCP
(KITAHAMA et al., 1988; PEARSON J, GOLDSTEIN M, 1979). Além disso, uma analise de
diversas regides cerebrais usando a técnica de hibridagdo in situ e estudos farmacoldgicos
constataram a presenga de receptores a-adrenérgicos e PB-adrenérgicos na SCP (WANAKA,
KIYAMA et al., 1989; JIANG, CHANDLER et al., 1992; NICHOLAS, PIERIBONE et al.,
1993; PIERIBONE, NICHOLAS et al, 1994; BEHBEHANI, 1995; PASCHALIS,
CHURCHILL et al., 2009).

A estimulacdo elétrica da SCPd ¢ utilizada como modelo de panico, j& que sua
estimulac¢do causou comportamento relacionado a este disturbio tanto em humanos, como em
roedores (JENCK; MOREAU; MARTIN, 1995; NASHOLD JR; WILSON; SLAUGHTER,
1969).

Objetivando analisar a neurotransmissdo intra SCPd frente a ansiedade, Pelosi e
colaboradores (2009) estudaram no labirinto em cruz elevado (LCE), modelo vastamente

utilizado para estudo da ansiedade generalizada (PELLOW et al., 1985; ZANGROSSI;
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GRAEFF, 1997), o efeito da administragdo de NA. Os autores observaram um efeito
ansiolitico nos ratos submetidos ao LCE, sugerindo uma modulagdo do sistema
noradrenérgico na SCPd sobre o comportamento de ansiedade.

Viarios modelos comportamentais sdo utilizados para o estudo da neurobiologia da
ansiedade generalizada e do panico, dentre eles, podemos citar o Labirinto em T-Elevado
(LTE), derivado LCE, que pode gerar dois tipos de comportamentos defensivos em um
mesmo animal: a esquiva inibitoria e a fuga (GRAEFF, NETTO, AND ZANGROSSI, 1998;
ZANGROSSI AND GRAEFF, 1997). Devido as exposi¢des repetidas ao LTE o animal
aprende a esquivar-se do brago aberto, num comportamento conhecido como resposta
condicionada de medo, fazendo com que as medidas de laténcia sejam crescentes (GRAEFF;
VIANA; TOMAZ, 1993; VIANA; TOMAZ; GRAEFF, 1994; ZANGROSSI; GRAEFF,
1997)

Diante da relevancia em se compreender a neurobiologia da ansiedade e do escasso
conhecimento a respeito do papel da NA nessa condicdo, o presente estudo objetiva-se a
avaliar o papel da neurotrasmissdo noradrenérgica na SCPd frente a comportamentos

defensivos de fuga e esquiva inibitoria no LTE.
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2 Objetivos

O presente estudo objetivou-se a avaliar:
1. O efeito da administracdo de noradrenalina na SCPd de animais expostos ao LTE;
2. O efeito do bloqueio de receptores noradrenérgicos na media¢do das respostas

comportamentais causadas pela exposi¢cdo ao LTE.
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3 Métodos

Animais

Foram utilizados ratos Wistar, com peso corporal de 240-250g (n= 134) no inicio das
sessdes experimentais, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de
Londrina (Parand, Brasil). Os animais foram alojados na quantidade de 5 (cinco) por caixa de
polipropileno (38 x 32 x 18 cm) em sala com temperatura controlada (22 + 1°C) e programa
de iluminagdo artificial ativado (luzes acesas as 7h e apagadas as 19h). Os animais receberam
agua e comida ad libitum durante todo o experimento. Os procedimentos foram realizados
com aprovagio do Comité de Etica em Experimentacio Animal da Universidade Estadual de
Londrina (n°15126.2013.99). Todos os esforcos foram feitos para minimizar o sofrimento do

animal.

Drogas

Cloreto de noradrenalina (Sigma, St. Louis, Missouri, EUA) nas doses de 3, 15 ¢
45nmol/50nl (Pelosi 2009); Antagonistas: WB4101, antagonista seletivo para receptores al-
adrenérgicos, ¢ RX821002, antagonista seletivo para receptores a2-adrenérgicos, (TOCRIS,
Westwoods Business Park Ellisville, St. Louis, Missouri, EUA); Propranolol, antagonista
nao-seletivo para receptores B-adrenérgicos (Sigma, St. Louis, Missouri, EUA) ambos nas
doses de 4, 8 e 12nmol/50nl (Dados ndo publicados); Veiculo: liquido cefalorraquidiano
artificial (NaCl 100mM; Na3;PO, 2mM; KCI 2,5mM; MgCl, 1,0mM; NaHCO; 27mM; CaCl,
2,5mM; pH=7,4) no qual a NA e os antagonistas foram dissolvidos; Anéstesicos: Tribromo-
cloro-etanol (AldrichChemicalCo. Inc., Milwaukee, EUA, 250 mg / kg intraperitoneal) e
Uretana (Sigma, St. Louis, Missouri, EUA, 1.25 g / kg intraperitoneal); Antibidtico:
estreptomicinas e penicilinas (Pentabiotico, Fontoura-Wyeth, Sdo Paulo, Brazil, 80.000 UI,
intramuscular); Anti-inflamatorio: flunixina meglumina (Banamine, Schering Plough, New

Jersey, EUA, 2,5 mg/kg, subcutaneo).

Aparatos utilizados

LTE: E constituido por trés bragos de madeira de mesmas dimensdes (50 cm de
comprimento por 10 cm de largura), elevados 50 cm em relagdo ao solo (Figura 1). Um dos
bragos ¢ circundado por paredes laterais (40 cm de altura) e esta disposto perpendicularmente
a dois outros bracos que permanecem desprovidos de paredes. Para evitar a queda dos
animais, os bragos abertos sdo delimitados por uma prote¢ao de 1 cm de altura (Graeff, Viana

etal. 1993).
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Figura 1 - Labirinto em T elevado.

Campo aberto: Arena de madeira medindo 60 x 60 cm (Figura 2) com 30 cm de altura
e com nove quadrados demarcados (20 x 20 cm).
A luminosidade medida tanto no labirinto, como na arena foi de 60 lux.O experimento foi
realizado de acordo com o protocolo do LTE. (PINHEIRO et al., 2007; TEIXEIRA;
ZANGROSSI; GRAEFF, 2000; ZANGROSSI; GRAEFF, 2014). Os testes foram feitos entre
8:00 e 13:00h.

Figura 2 - Campo aberto
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Cirurgia Estereotaxica para implantacao de canula-guia

Os animais foram anestesiados com tribromoetanol 2,5% (i.p., AldrichChemicalCo.
Inc., Milwaukee, USA) e fixado em um estereotaxico (Insigth, Ribeirdo Preto, BR). Apos
anestesia subcutdnea no couro cabeludo do rato com xilocaina com vasoconstritor a 2%, o
cranio foi exposto cirurgicamente ¢ uma canula guia de ago inoxidavel (23G; 11mm de
comprimento) foi implantada. As coordenadas estereotaxicas para implantagdo da canula guia
na SCPd foram selecionados a partir dos atlas do cérebro de Paxinos e Watson (2007): Antero
posterior= + 2,7mm em relacdo a linha interaural; lateral= + 2,5mm em relagdo a sutura
sagital; vertical= - 4,7mm em relacdo a estrutura 6ssea da calota craniana; Incisivo, - 3,2; torre
inclinada lateralmente em 26°. A canula foi fixada ao cranio por um parafuso previamente
implantado na calota craniana e por uma protese de resina acrilica autopolimerizavel
(Simplex, DFL Ind. Com., Brasil). Um mandril de 0,2mm de diametro foi introduzido na
canula para evitar a obstru¢do da mesma durante o periodo de recuperagao.
Como medida profilatica, ao final da cirurgia, os animais receberam uma inje¢ao
intramuscular de 0,2 ml de pentabidtico veterindrio (Pentabiotico®, Fontoura-Wyeth, SP,
Brasil, 80.000 Ul, intramuscular) e de analgésico ndo esteroidal, flunixina meglumina
(Banamine®, Schering Plough, Brasil, 2,5 mg/kg, subcutaneo).
Depois da cirurgia, os animais foram levados ao biotério para recuperagao por um periodo de

sete dias antes de serem submetidos aos testes experimentais.

Habituacao
No quarto e quinto dias depois do implante das canulas guias, os animais foram habituados
(figura 3). Nesses dias, os animais foram transferidos para a sala em que o teste do LTE foi
realizado. Nesta sala, cada animal, foi submetido ao manuseio do experimentador, uma vez ao

dia, sempre no periodo da tarde, com duracdo de cinco minutos.

Exposicao prévia ao brago aberto do LTE

No dia seguinte a ultima sessdo de habituacdo (figura 3), todos os animais foram
deixados individualmente, por trinta minutos, em um dos bragos abertos do LTE. Os bragos
abertos foram separados dos demais por uma parede de madeira, disposta na linha de
separagdo entre a 4rea central do labirinto e a porcdo proximal do brago aberto. Este
procedimento potencializa o comportamento de fuga por reduzir respostas comportamentais a

novidade, tais como a exploragdo ¢ a inibicdo do comportamento (TEIXEIRA et al., 2000).
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Microinjecdo de drogas na substancia cinzenta periaquedutal dorsal.

As injegOes intra SCPd foram realizadas com uma agulha de injecdo (185um de
didmetro externo, 33G) introduzida através da canula guia até que sua ponta estivesse Imm
abaixo da extremidade final da canula. Um volume foi injetado utilizando uma microseringa
operada a mao de 1 uL (KH7001, Hamilton Co., EUA) conectada a agulha de inje¢do por um
segmento de tubo de polietileno 1.D 0.28mm (Clay Adams, EUA). O volume injetado foi

controlado checando o movimento de uma bolha de ar dentro do tubo de polietileno.

Avaliacédo no LTE

O teste no LTE foi iniciado pela tomada da esquiva inibitéria (figura 4). Para verificar
este comportamento, cada animal foi colocado na extremidade distal do brago fechado e foi
medida a laténcia gasta pelo mesmo para sair deste bragco com as quatro patas (Linha de base).
A mesma medida foi tomada por mais duas vezes com intervalos de trinta segundos entre elas
(Esquiva 1 e Esquiva 2), quando o animal voltou para uma caixa individual de acrilico. O
tempo maximo de permanéncia do animal neste braco, em cada uma das tomadas de esquiva
foi de cinco minutos. Depois deste periodo, o animal foi retirado pelo experimentador e
colocado em sua caixa para dar continuidade ao teste.
Trinta segundos ap6s o término da tomada da Esquiva 2, foi avaliado o comportamento de
fuga. Para isso, cada animal foi colocado na extremidade do mesmo brago aberto ao qual este
animal foi exposto previamente no dia anterior, e foi medido o tempo gasto para a saida deste
brago com as quatro patas (Fuga 1). A laténcia de saida de um dos bragos abertos foi medida
por mais duas vezes (Fuga 2 e Fuga 3) com intervalos de trinta segundos entre elas sendo que,
neste intervalo, o animal permaneceu na caixa de acrilico. Posteriormente ao teste de cada

animal, o labirinto foi limpo com élcool a 70%.

Avaliacdo no campo aberto

Trinta segundos apds a tomada da Fuga 3, cada animal foi colocado individualmente
no centro de campo aberto para observacao da atividade locomotora. Durante 5 minutos foi
registrado o nimero de quadrados percorridos pelo animal. Depois do teste de cada animal, o

campo aberto foi limpo com alcool a 20%.



Figura 3 - Desenho experimental
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Protocolos experimentais

Protocolo 1. Efeito da microinjecé@o de noradrenalina na SCPd na resposta

comportamental de ratos expostos ao LTE

Em um primeiro momento objetivamos avaliar o efeito da microinjecdo de NA na
SCPd sobre a resposta comportamental do animal no LTE e, dessa forma, verificar se a

neurotransmissao noradrenérgica local possui um papel fasico nas reagdes defensivas

evocadas pela exposi¢ao do animal ao teste do LCE.

No dia do teste comportamental, os animais receberam a injecdo de doses crescentes
(3, 15 e 45 nmol/50nL) de NA ou de liquido cefalorraquidiano artificial (50nL) na SCPd e

imediatamente ap6s foram colocados no LTE. Cada animal recebeu apenas uma microinje¢ao

do NA.

Protocolo 2: Efeito da microinjecdo de antagonistas de receptores adrenérgicos na

SCPd na resposta comportamental de ratos expostos ao LTE
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O objetivo foi avaliar o efeito da microinjecdo de antagonistas de receptores
adrenérgicos (al, a2 ou B-adrenérgicos) na SCPd sobre a resposta comportamental do animal
no LTE e, dessa forma, verificar se a neurotransmissdo noradrenérgica local possui um papel
tonico nas reacdes defensivas evocadas pela exposi¢do do animal ao teste. No dia do
experimento comportamental, os animais receberam a inje¢ao de doses crescentes (4, 8, ou 12
nmol/50nL) de antagonistas preferencialmente seletivos para os receptores al, WB4101, e a2,
RX821002, e ndo seletivo para receptores [-adrenérgicos, propranolol, ou de liquido
cefalorraquidiano artificial (50nL) na SCPd e ap6s 2 minutos foram colocados no labirinto.

(SHIBASAKI et. al. 2015). Cada animal recebeu apenas uma microinje¢ao do antagonista.

Histologia

Apds o fim do experimento, os animais foram anestesiados com Uretana 1.25 g/kg
(Sigma, St. Louis, Missouri, EUA).) e 50nl de azul de Evans 1% foram injetados intra SCPd
afim de marcar o local da microinje¢do (Figura 5). O térax foi cirurgicamente aberto, a aorta
descendente foi ocluida, o atrio direito cortado, e o cérebro foi perfundido com 0,9% de NaCl
seguida por formalina a 10% através do ventriculo esquerdo. O cérebro foi retirado e
armazenado e cortados posteriormente em se¢des de 40 mm de espessura em criostato
(CM1900; Leica, Wetzlar, Alemanha). As fatias cerebrais foram coradas com 0,5% de cresyl
violeta para analise de microscopia de luz.

Os locais das microinjegdes foram identificados com o auxilio do atlas de cérebro de

rato (PAXINOS; WATSON, 2007).
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Figura 5 - Fotomicrografia representativa do local da microinjecio na SCPd.

Analise estatistica

Analise de variancia ANOVA de duas vias com medidas repetidas, foi utilizado para
avaliar a laténcia de esquiva e fuga, tendo os grupos (doses) como fator independente e as
tentativas (linha de base, esquiva 1 ¢ 2 ou fuga 1 a 3) como fator dependente, quando
apropriado ANOVA de uma via seguido pelo pos teste de Bonferroni foi utilizado.

O numero de cruzamentos durante o campo aberto foi analisado para cada animal pelo
teste estatistico ANOVA de uma via seguido pelo pos teste de Bonferroni. Os dados foram

expressos como Média + EPM. O nivel de significancia considerado foi de p<0,05.
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4 Resultados
Efeito da microinjecdo de noradrenalina na SCPd na resposta comportamental de
ratos expostos ao LTE

Figura 6A. O efeito da administragdo de noradrenalina intra SCPd sobre o
comportamento da esquiva inibitoria. A ANOVA de medidas repetidas mostra diferenga ao
longo das tentativas [F(2.62)= 24.43; p<0.05]. Além disso, houve efeito do tratamento
[F(3.31)=4.56; p<0.05] e da interacao entre os fatores [(6.62)=4,71; p<0.05). A analise post-
hoc indica que NA 45nmol/50nl intra SCPd diminuiu significativamente a laténcia na
esquivas 2 em relagdo ao grupo controle (p<0.05) indicando um efeito ansiolitico-simile.

Figura 6B. O efeito da administracdo de noradrenalina sobre o comportamento de
fuga. A ANOVA de medidas repetidas mostra efeito da tentativa [F(2,62)= 6.46; p<0.05],
porém sem efeito do tratamento [F(3,31)= 1.43; p>0.05] e da interacdo entre estes dois fatores
[F(6, 62)=1,0; p>0,05]. A andlise post-hoc ndo indica diferencas na administragdo de NA em
nenhuma das doses (3, 15 e 45nmol/50nl) em relacdo ao grupo controle (p>0,05), assim como

no teste de campo aberto (p>0,05). (Tabela 1)
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Figura 6 - Efeito (MédiatEPM) na laténcia (s) da esquiva inibitéria (A) e fuga (B) apds a
microinjecdo de doses crescentes (3, 15 ou 45 nmol/50nL) de noradrenalina na
SCPd de ratos (n=9/grupo) submetidos ao LTE. *p<0,05, quando comparado com
o grupo de controle (ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Bonferroni).

A)
3008 Controle
72 3nmol/50nl
- @™ 15nmol/50nl
= 200F B3 45nmol/50ni
<
O _
Z
—  100F
........... *
LINHA DE BASE ESQUIVA 1 ESQUIVA 2
B)
100
Controle
80- 721 3nmol/50nl
- @™ 15nmol/50n!
E 60- E2 45nmol/50n
@)
£
2 A
=
20 é
0 i |E

FUGA 1 FUGA2 FUGA3

Tabela 1 - Atividade locomotora do rato no campo aberto.

Grupo n° de linhas cruzadas
Controle 47,7 +4,6
NA 3nmols/50nl 60,1 + 8,1
NA 15nmols/50nl 51,6 £3,1
NA 45nmols/50nl 46,6 £2,5

Dados representados como Média + EPM; p>0,05
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Efeito da microinjecdo dos antagonistas noradrenérgicos na SCPd na resposta
comportamental de ratos expostos ao teste do LTE

Figura 7A. O efeito da administragdo de Propranolol intra SCPd sobre o
comportamento da esquiva inibitéria. A ANOVA de medidas repetidas mostra diferenga ao
longo das tentativas [F (2, 64)= 31,1 p<0,05], do tratamento [F (3, 32)= 3,64 p<0,05] e¢ da
interacao entre os fatores [F (6, 64)= 4,36 p<0,05). A andlise post-hoc indica que Propranolol
na dose de 12nmol/50nl intra SCPd diminuiu significativamente a laténcia na esquivas 2 em
rela¢do ao grupo controle (p<0.05) indicando um efeito ansiolitico-simile.

Figura 7B. O efeito da administragdo Propranolol intra SCPd sobre o comportamento
de fuga. A ANOVA de medidas repetidas mostra efeito da tentativa [F (2, 64)= 8,06; p<0,05],
porém sem efeito do tratamento [F(3, 32)= 0,58; p>0.05] e na interagdo entre estes dois
fatores [F(6, 64)= 0,14; p>0,05]. A andlise post-hoc ndo indica diferencas na administragdo de
Propranolol em nenhuma das doses (4, 8 ¢ 12nmol/50nl) em relagdo ao grupo controle

(p>0,05), assim como no teste de campo aberto (p>0,05). (Tabela 2)
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Figura 7 - Efeito (Média=EPM) na laténcia (s) da esquiva inibitéria (A) e fuga (B) apos a
microinjecdo de doses crescentes (4, 8 ou 12 nmol/50nL) do antagonista B-
noradrenérgico propranolol na SCPd de ratos (n=9/grupo) submetidos ao LTE.
*p<0,05, quando comparado com o grupo de controle (ANOVA de duas vias,
seguido pelo teste de Bonferroni).
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Tabela 2 -  Atividade locomotora do rato no campo aberto.

Grupo n° de linhas cruzadas
Controle 50,5+3,8
Propranolol 4 nmol/50nl 42,1 +4,5

Propranolol 15 nmol/50nl 43,1 £3,7
Propranolol 45 nmol/50nl 47,1 £6,8

Dados representados como Média + EPM; p>0,05

Figura 8A. O efeito da administracio de WB4101 intra SCPd sobre o comportamento
da esquiva inibitoria. A ANOVA de medidas repetidas mostra diferenca ao longo das
tentativas [F(2, 54)= 30,16; p<0,05], mas nao do tratamento [F(3, 27)= 2,18; p>0,05] e da
interagdo entre os fatores [F(6, 54) = 1,44 p>0,05). A analise post-hoc ndo indicou diferenca
entre grupo WB4101 e o grupo controle (p>0,05).

Figura 8B. O efeito da administracdo de WB4101 intra SCPd sobre o comportamento
de fuga. A ANOVA de medidas repetidas mostra diferenca ao longo das tentativas [F(2, 54)=
3,72; p>0,05], mas ndo do tratamento [F(3, 27)= 0,68; p>0,05] e da intera¢do entre os fatores
[F(6, 54)= 0,76 p>0,05]. A andlise post-hoc ndo indicou diferenca entre grupo WB4101, em
nenhuma das doses, ¢ o grupo controle (p>0,05), assim como no teste de campo aberto

(p>0,05). (Tabela 3)
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Figura 8 - Efeito (Média:EPM) na laténcia (s) da esquiva inibitéria (A) e fuga (B) apos a
microinjecdo de doses crescentes (4, 8 ou 12 nmol/50nL) do antagonista a;-
noradrenérgico WB4101 na SCPd de ratos (n=9/grupo) submetidos ao LTE.
p>0,05, quando comparado com o grupo de controle (ANOVA de duas vias,
seguido pelo teste de Bonferroni).
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Tabela 3 - Atividade locomotora do rato no campo aberto.

Grupo n° de linhas cruzadas
Controle 48 +£5,7

WB 4 nmol/50nl 52+4,2

WB 15 nmol/50nl 36,7+4,8

WB 45 nmol/50nl 434+ 6,6

Dados representados como Média + EPM; p>0,05

Figura 9A. O efeito da administragio de RX821002 intra SCPd sobre o
comportamento da esquiva inibitoria. A ANOVA de medidas repetidas mostra diferenga ao
longo das tentativas [F (2, 56)= 37,62; p<0,05], do tratamento [F (3, 28) = 4,87; p<0,05] e da
interagdo entre os fatores [F (6, 56) = 3,49; p<0,05). A anélise post-hoc indica que RX821002
na dose de 12nmol/50nl intra SCPd diminuiu significativamente a laténcia na esquivas 2 em
relacdo ao grupo controle (p<0,05) indicando um efeito ansiolitico-simile.

Figura 9B. O efeito da administragdo de RXS821002 intra SCPd sobre o
comportamento de fuga. A ANOVA de medidas repetidas mostra diferenga ao longo das
tentativas [F (2, 56)= 5,83;p>0,05], mas ndo no tratamento [F(3, 28) = 0,66; p>0,05] ou
interagdo entre os fatores [F(6, 56)= 0,71; p>0,05]. A analise post-hoc ndo indicou diferenca
entre grupo RX821002, em nenhuma das doses, € o grupo controle (p>0,05), assim como no

teste de campo aberto (p>0,05). (Tabela 4)
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Figura 9 - Efeito (Média=EPM) na laténcia (s) da esquiva inibitéria (A) e fuga (B) apos a
microinjecdo de doses crescentes (4, 8 ou 12 nmol/50nL) do antagonista a;-
noradrenérgico RX821002 na SCPd de ratos (n=7-9/grupo) submetidos ao LTE.
*p<0,05, quando comparado com o grupo de controle (ANOVA de duas vias,
seguido pelo teste de Bonferroni).
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Tabela 4 -  Atividade locomotora do rato no campo aberto.
Grupo n° de linhas cruzadas
Controle 42,11 £4.,8
RX 4 nmol/50nl 49,6 +3,9
RX 15 nmol/50nl 36,6 4,8
RX 45 nmol/50nl 43,4+ 6,6

Dados representados como Média + EPM; p>0,05
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5 Discussao

No primeiro momento investigamos o efeito da administragdo de NA na SCPd sobre a
exposicao de ratos no LTE. A microinje¢ao de NA intra SCPd diminuiu a laténcia de saida do
brago fechado do LTE sugerindo um efeito ansiolitico, sem alterar o panico.

Durante a avaliacdo do efeito de antagonistas noradrenérgicos frente a exposi¢cdo de
ratos ao LTE, o antagonismo de receptor al-adrenérgico ndo alterou as medidas de esquiva
inibitéria nem as de fuga, sugerindo que este receptor ndo tenha um papel tonico na
modulagdo comportamental de ratos expostos ao LTE.

Por outro lado, a administragdo de antagonistas a2 e B-adrenérgicos diminuiram o
tempo de esquiva inibitdria sugerindo um efeito ansiolitico, sem alterar o panico o que indica
que esses receptores estariam modulando de forma tdnica o comportamento de ratos frente a
exposicao ao LTE.

Nossos dados corroboram com dados prévios do laboratorio em que a NA nessa regido
também causou efeito ansiolitico-simile em animais em dois testes distintos: o LCE, que
avalia o comportamento defensivo gerado pelo medo nos bragos abertos, um estimulo inato e
nao condicionado e o teste do lamber punido, que ¢ baseado no medo condicionado do animal
a um estimulo neutro. (PELOSI et al., 2009b).

O efeito ansiolitico evidenciado no presente estudo ndo ¢ devido a uma interferéncia
motora, pois ndo foi observada diferenca estatistica entres os grupos no numero de
cruzamentos nos quadrantes do campo aberto pelo animal.

Ha relatos que sugerem que o sistema noradrenérgico desempenhe um papel
importante na fisiopatologia das desordens de ansiedade (SULLIVAN et al., 1999). Alguns
medicamentos considerados eficientes nos transtornos de ansiedade, como antidepressivos
triciclicos e inibidores da MAO, atuam, em parte, por facilitar os efeitos da noradrenalina
(KLEIN; FINK, 1962; KLEIN, 1964; YAMADA; YASUHARA, 2004).

O tratamento com inibidores seletivos da recaptacdo de noradrenalina (ISRN) mostrou
ter um efeito ansiolitico no teste do LCE (LAPMANEE et al., 2012; VINADER-CAEROLS
et al., 2006).

Embora a NA seja conhecida por causar alteragdes autondmicas semelhantes as
observadas durante comportamentos ansiosos, como a hipertensdo arterial, ¢ que a SCPd
esteja envolvida com repostas cardiovasculares, pesquisas demonstraram que a resposta

pressora causada pela microinjecdo de NA na SCPd de ratos ¢ devido a liberacdo de
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vasopressina.e ndo decorrente de uma ativagio simpética (PELOSI; CORREA, 2005;
PELOSI et al., 2009a; RUTLEDGE; HOGAN, 2002).

Com relagdo ao antagonismo de receptores adrenérgicos, trabalho prévio do nosso
laboratorio demonstrou que o antagonismo de receptor a2 e B-adrenérgico na SCPd causam
um efeito ansiolitico simile no teste do LCE sugerindo um papel tonico desses receptores,
sem alteracdo no antagonismo de al (dados ndo publicados). Em adi¢do, o bloqueio de
receptor a2-adrenégico reverteu o efeito ansiolitico causado pela microinjecdo de NA na
SCPd sugerindo que a resposta a8 NA na SCPd ¢ mediada por esses receptores. Dessa forma,
tais receptores estdo envolvidos na modulacao fasica e tonica dos efeitos comportamentais ao
LTE. Outros trabalhos também demonstraram um efeito ansiolitico do propranolol
administrado na SCPd de ratos avaliados no LCE, no entanto, o bloqueio de receptor SHT»
reverteu o efeito ansiolitico, indicando que o resultado comportamental deve-se a transmissao
serotoninérgica (AUDI, OLIVEIRA, AND GRAEFF, 1989; GRAEFF et al., 1990)

Em outras estruturas os efeitos dos receptores adrenérgicos sao discrepantes. Na
amigdala, foi observado aumento na expressdo de receptor Pl-adrenérgico em ratos com
comportamentos relacionados a ansiedade sendo que antagonismo causou um efeito
ansiolitico no teste do medo condicionado ¢ no teste do LCE. (FU; LI; ZHAO, 2008).

Os receptores ol na amigdala estdo implicados na indugdo de ansiedade e estresse ja
que seu antagonismo gerou uma resposta ansiolitica (MILLAN, 2003). O antagonismo de
receptor al por Prazosin administrado intra-peritonialmente causou efeito ansiolitico em ratos
submetidos ao LCE (KOMAKI et al., 2014)

Com relagdo ao receptor pré-sindptico a2-adrenégico, a microinje¢do de Clonidina
(agonista a2-adrenoceptores) no nicleo accumbens causou um efeito ansiolitico no LCE
(KOCHENBORGER et al., 2012) e ansiogénico no nticleo mediano da rafe. (MANSUR et al.,
2010). De acordo com alguns estudos, a sintese de 5-HT ¢ inibida apds a ativagdo de
adrenoreceptores a2 (YOSHIAKA ET AL.,1992).

A injecdo de guanfacina, agonista a2a/d, no cortex pré-frontal de ratos, também
aumentou os niveis de ansiedade avaliados no LCE (UZSOKI; TOTH; HERNADI, 2011).
Estudos em humanos e ratos demonstraram que o tratamento sistémico com lombina, um
antagonista seletivo de receptores a2-adrenérgicos pré-sindpticos, aumentou a atividade
noradrenérgica central geral, causando efeito ansiogénico (CHARNEY; HENINGER;
REDMOND, 1983; JOHNSTON; FILE, 1989).
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Embora tanto a administracdo de NA como de antagonistas noradrenérgicos na SCPd
nao terem causado alteragdes com relagao ao comportamento de fuga o qual esta relacionado
ao panico, a SCPd desempenha papel importante nestas respostas comportamentais.

Em humanos, a estimulagdo elétrica da SCPd ¢ descrita como situagdao desagradavel,
caracterizada por sensagcdo de morte iminente, sentimentos fortes de medo e varias mudancas
autonOmicas similar as que ocorrem durante um ataque de panico (NASHOLD, WILSON et
al., 1969). Ja em ratos, esta estimulacdo estd envolvida com a elaboracdo de comportamento
defensivo como fuga e luta (BRANDAO, DE AGUIAR, AND GRAEFF, 1982; VIANNA et
al., 2001)

A estimulagdo quimica ou elétrica de outras estruturas encefalicas localizadas em
posicdes mais rostrais, como amigdala e hipotdlamo medial, também pode induzir reagdes
defensivas. Entretanto, tais reagdes sdo permanentemente abolidas apds a lesdo da SCPd
(HUNSPERGER, 1963). O contrario, no entanto, nao ¢ verdadeiro, uma vez que a abla¢ao do
telencéfalo ou lesdes do hipotdlamo medial ndo abolem as reagdes de defesa induzidas pela
estimulacdo da SCPd (TOMAZ et al., 1988) sugerindo que essa regido participa da integragao
final das respostas defensivas.

Relatos mostraram que agonistas de 5-HT 5 e 5-HT;4 injetados na SCPd inibiram a
resposta de fuga gerada por estimulagdo elétrica desta estrutura. (DE BORTOLI;
NOGUEIRA; ZANGROSSI, 2006; SCHUTZ; DE AGUIAR; GRAEFF, 1985). Além disso,
Roncon e cols. (2012) observaram que a administragdo sistémica de fluoxetina ou intra SCPd
de SHT causou efeito panicolitico no LTE, porém, esse efeito foi revertido pela administragao
sist€émica ou intra SCPd de naloxone, um antagonista opidide, indicando que a agdo
antipanico da SHT seria mediada pela ativa¢do de opidides enddgenos.

McNaughton e Corr (2004) argumentam que estruturas anatomicamente mais caudais,
como a SCP e o hipotalamo, além de coordenarem e expressarem comportamentos do tipo
fuga e luta, também participam juntamente com estruturas prosencefalicas tais como cortex
pré-frontal, sistema septo-hipocampal e amigdala, do controle de comportamentos defensivos
mais elaborados e orientados como a esquiva. Assim, estruturas que comandam as reagdes de
defesa implicadas na ansiedade e no medo seriam igualmente organizadas numa hierarquia
funcional (do cortex ao tronco encefalico), de modo que todas as estruturas envolvidas
participam da modulacdo de todos os comportamentos. No presente estudo, nossos resultados
mostraram que a SCPd participa durante uma reagdo de conflito, ou seja, ansiedade. Vérios
neurotransmissores sdo propostos como mediadores ou moduladores das respostas

comportamentais organizadas e expressadas pela SCPd, dentre eles, SHT, gaba, glutamato,
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glicina, opidides, colecistoquinina, fator liberador de corticotropina, 6xido nitrico (AGUIAR;
BRANDAO, 1996; BEIJAMINI; GUIMARAES, 2006; BORELLI; BRANDAO, 2008;
MATHEUS; GUIMARAES, 1997; NETTO; GUIMARAES, 2004; TEIXEIRA;
ZANGROSSI; GRAEFF, 2000). O presente estudo sugere que a NA também ¢ um importante
modulador na SCPd.

A SCPd pode nao ser a via final de estimulos frente a esquiva inibitoria. A localizagao
neuroanatdmica e as abundantes conexdes aferentes e eferentes favorecem a participacao
dessa regido em varios sistemas ascendentes e descendentes (BEITZ, 1995; VIANNA;
BRANDAO, 2003), sendo considerada uma estrutura encefalica de alta complexidade.
Todavia, os efeitos ansioliticos observados apos a administragdo de NA na SCPd podem ser
devido a conexdes com outras regides tais como: coliculo superior (EICHENBERGER et al.,
2002), coliculo inferior (MEININGER; POL; DERER, 1986), hipotalamo (MANTYH, 1983;
SHIPLEY et al., 1991), complexo amidaloide (RIZVI et al., 1991); e outras areas limbicas
(ENNIS; XU; RIZVI, 1997; SILLERY et al., 2005).

Em resumo, mesmo entre as limitagdes frente a pesquisa comportamental bésica, o
presente trabalho sugere que a neurotransmissdo noradrenérgica na SCPd esta envolvida com
a modulacdo do comportamento de ansiedade, porém sem afetar o panico. Assim, pode-se
sugerir que a via noradrenérgica nessa regido relaciona-se mais especificamente com vias
neurais envolvidas na modulacdo da ansiedade generalizada. Todavia, ainda ndo sabemos a
modula¢do noradrenérgica da SCPd em condigdo onde j& exista um comportamento de

ansiedade simile ou até mesmo um quadro clinico de ansiedade.
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6 Conclusao

Em conjunto, nossos resultados demonstram que a neurotransmissao noradrenérgica
na SCPd desenvolve um importante papel sobre a modulagdo da esquiva inibitdria, mas sem
alterar a fuga. Este dado assegura a relevancia deste neurotransmissor na modulacdo dos
distarbios de ansiedade dando suporte para futuras pesquisas que visam a melhoria no

tratamento da Ansiedade Generalizada.
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