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RESUMO

O efeito ansiolitico dos benzodiazepinicos (BZDs) é reduzido depois da primeira
exposicdo ao labirinto em cruz elevado (LCE). Vérias hipdteses tem sido formuladas para
explicar este fenbmeno chamado one-trial tolerance (OTT), entretanto, nenhuma delas é
conclusiva. No presente estudo, examinamos este fendmeno através da analise etofarmacol6gica
de ratos submetidos ao LCE em duas sessbes (T1 e T2), e do conteldo de monoaminas
presentes no cdrtex pre-frontal, amigdala, hipocampo e nlcleo accumbens através da técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Pressdo. Ratos machos Wistar foram tratados com salina ou
midazolam (0,5 mg/Kg, i.p.) antes de T1 e T2 e imediatamente depois, seus encefalos foram
dissecados e as estruturas analisadas. Como controle a analise neuroquimica foram incluidos
animais tratados com salina e ndo expostos ao LCE. A administracdo de midazolam antes de T1
promoveu efeito ansiolitico, aumentando a exploragdo dos bragos abertos, porcentagem de
entradas e tempo de permanéncia nos mesmos. Em T2 foi observado reducéo da exploragdo dos
bragcos abertos em relacdo a T1. Esses resultados sugerem que ha uma mudanga no estado
emocional do animal em T2, que é resistente a acdo ansiolitica dos BZDs. Com rela¢do aos
resultados dos estudos neuroquimicos, foi observado redugdo dos contetdos de serotonina (5-
HT) e noradrenalina (NA) no cértex pré-frontal, na amigdala, no hipocampo e no nucleo
accumbens depois de T1 e T2. Houve também, redugdo do conteido de dopamina (DA) na
amigdala depois de ambas sessdes. Ndo ocorreram mudancas nas taxas de renovacdo dessas
monoaminas em nenhuma das estruturas analisadas. Através desses resultados, pode-se inferir
que a estimulacdo aversiva do LCE causa alteragdes na neurotransmissdo monoaminérgica da
amigdala, como também das outras estruturas limbicas estudadas neste trabalho. Essas
alteracBes neuroquimicas depois da primeira exposi¢do ao LCE, devem representar alteraces
adaptativas na neurotransmissao do sistema limbico que podem estar associadas ao fenémeno

da OTT.



ABSTRACT

Numerous reports have demonstrated that a single exposure to a variety of stressful
experiences enhances fearful reactions when behavior is subsequently tested in current animal
models of anxiety. Until now, no study has examined the neurochemical changes during the
test and retest sessions of freely-behaving rats in the elevated plus-maze (EPM), one of the
most traditional tests of anxiety. This work is a new approach looking at the changes in
dopamine (DA), serotonin (5-HT) and noradrenaline (NA) levels in the prefrontal cortex,
amygdala, hippocampus and nucleus accumbens during one-trial learning development. We
used high pressure liquid chromatography to assess the concentrations of these
neurotransmitters and their metabolites in animals injected with saline or midazolam upon
single or double exposure to the EPM. For the biochemical analysis an extra control group
treated with saline and not exposed to EPM was added. The data showed that stressful stimuli
present in the maze were able to elicit one-trial learning to midazolam on re-exposure.
Significant decreases in 5-HT and NA contents in the prefrontal cortex, amygdala,
hippocampus and nucleus accumbens occurred in saline and midazolam injected animals
submitted to the first and second trials. Significant decreases in DA content were also
observed in the amygdala after both trials. There was no change in the turnover of these
monoamines in any structure studied. It is suggested that aversive stimuli inherent to the EPM
cause primary changes in the neurochemical mechanisms of the amygdala and also influence
the activity of monoaminergic neurotransmission in the prefrontal cortex, hippocampus and
nucleus accumbens. The observed reduction in monoaminergic transmission in limbic
structures after the first stressful experience in the EPM seems to represent adaptive changes

and may be associated to the phenomenon of “one-trial tolerance”.
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Introducéo 12

Medo e Ansiedade

Experiéncias emocionais tém um importante papel funcional a nivel evolucionario em
relagdo a comportamentos de defesa em situacbes de ameaca. Uma ameaga pode estar
representada por estimulos inatos, ou ainda por estimulos condicionados. O estado de medo
gerado pode desencadear comportamentos de luta e fuga (CRUZ; FREI; GRAEFF, 1994).

As raizes bioldgicas da ansiedade estdo intimamente relacionadas com as reagdes de
defesa dos animais, que ocorrem quando expostos a situacfes de perigo geralmente
encontradas no ambiente em que vivem. Por este motivo, a ansiedade esta intimamente
relacionada ao medo, uma vez que tanto um quanto 0 outro € experienciado como algo
desagradavel ou ameacador (NUTT, 1991). Deste modo, 0 medo e a ansiedade ocorrem em
situacfes em que 0 mesmo comportamento é simultaneamente recompensado e punido, ou em
situacbes novas ou desconhecidas, inibindo o comportamento exploratério, motivado pela
curiosidade (GRAEFF, 1989).

De modo geral, a ansiedade pode ser definida como um estado emocional, de
significado adaptativo e evolutivo, vivenciado subjetivamente como nédo prazeroso e
ameacador (GRAEFF, 1997). Suas manifestacdes incluem mudangas no humor e cognicéo,
geralmente acompanhadas por alteracbes comportamentais e fisioldgicas induzidas pela
expectativa de perigo, dor ou necessidade de um esforco especial (NUTT, 1990; DRACTU;
LADER, 1993).

Admite-se que certo estado de ansiedade seja motivador ao desempenho de tarefas
motoras e cognitivas, que nos impulsionam na realizacdo de mudancas e na busca de novas
solugdes para os problemas que enfrentamos cotidianamente. Essa emog&o, contudo, passa a
ser considerada patoldgica quando provoca respostas exacerbadas e irracionais, interferindo

em nossas habilidades e impossibilitando-nos de agir normalmente. Segundo Blanchard e
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Blanchard (1987, 1988), um conceito importante para se diferenciar medo e ansiedade é a
distancia defensiva, pois diferentes tipos de comportamentos sdo observados em diferentes
distancias do predador. Se 0 mesmo estiver proximo surgem respostas relacionadas ao medo e
se estiver distante surgem comportamentos relacionados a ansiedade. Vale ressaltar que €
dificil estabelecer uma fronteira entre niveis normais e patologicos de ansiedade (PRATT,
1992; DRACTU; LADER, 1993; SANDFORD; ARGYROPOULOS; NUTT, 2000).

Segundo Mongeau, Blier e Montigny (1997), a depressdo pode ocorrer
secundariamente a ansiedade. Deste modo, quando a ansiedade ou condigdes aversivas ndo €

resolvida, a ineficiéncia de mecanismos adaptativos de defesa pode desencadear a depresséo.

Modelos animais de ansiedade

Com a utilizacdo de modelos animais de ansiedade é possivel reproduzir em
laboratdrio aspectos da sintomatologia, etiologia, ou de possiveis tratamentos para a
ansiedade, bem como estudar os mecanismos pelos quais estes compostos produzem seus
efeitos (TREIT, 1985; FILE,1992).

Os modelos animais de ansiedade sdo divididos em dois grupos principais: modelos
baseados em aprendizagem associativa e modelos baseados em medos inatos ou
etologicamente fundamentados.

Muitos modelos animais de ansiedade envolvem processos de aprendizagem
associativa baseados no condicionamento classico e/ ou operante. No condicionamento
classico, estimulos neutros (condicionados), como sons de baixa intensidade e luzes, ap6s o
pareamento sucessivo com estimulos aversivos incondicionados, como choques elétricos e
sons intensos podem, isoladamente, desencadear respostas de medo/ ansiedade (resposta

condicionada). Neste sentido, esses estimulos neutros passariam a desencadear as respostas de
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medo/ ansiedade em decorréncia de anteciparem para o animal a apresentacdo de um estimulo
aversivo. No condicionamento operante, 0s animais aprendem determinadas estratégias para
diminuir ou suprimir as conseqiiéncias negativas associadas com a apresentacdo de estimulos
aversivos. Quando as respostas dos animais sdo seguidas de apresentagdo do estimulo
aversivo ocorre uma diminui¢do da expressdao deste comportamento no futuro. Esta situacéo
caracteriza a punicdo. Entre os modelos baseados em aprendizagem associativa estdo a
resposta emocional condicionada, resposta de sobressalto intensificada pelo medo, o teste de
conflito do beber punido e punicdo de presséo a barra (GELLER; SEIFTER, 1960; VOGEL;
BEER; CLODY, 1971).

Os modelos etologicamente fundamentados usam estimulos que desencadeiam
respostas incondicionadas de medo em diferentes espécies animais frente a situacbes e/ ou
estimulos naturalmente aversivos. Esses modelos oferecem varias vantagens sobre os modelos
de punicéo, por ndo empregarem estimulos nocivos, como choques elétricos, privacdo de dgua
ou de alimentos, por ndo requisitarem o treino ou a modelagem do comportamento do animal
e por apresentarem baixo custo operacional (PELOW ET AL., 1985; LISTER, 1990). Entre os
modelos etologicamente fundamentados estéo a transi¢do claro-escuro, a interagdo social, a

interacdo presa — predador e o LCE.

Labirinto em cruz elevado

Este modelo é amplamente baseado na aversdo natural de ratos e camundongos ao
espaco aberto (TREIT; MENARD; ROYAN, 1993). O LCE origina-se do trabalho original de
Montgomery (1955). Este autor utilizou um labirinto elevado em Y, com dois bragos fechados
e um aberto, no qual os ratos preferiam sistematicamente os bracos fechados ao aberto. Em

vista disso, sugeriu que a exposic¢do a estimulos novos poderia provocar tanto um impulso a
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exploragdo quanto um estado de medo, gerando conflito. Na verséo atual, o LCE é composto
por dois bragos fechados com paredes laterais e dois abertos, perpendiculares entre si e
elevados em relacdo ao solo. O LCE induz a um conflito entre a tendéncia de exploracéo e o
medo de altura e de espaco aberto. Assim, animais colocados neste teste tém tendéncia a
evitar os bracos abertos, permanecendo nos fechados.

Drogas que diminuem o medo/ ansiedade aumentam a freqiiéncia de entradas e o
tempo de permanéncia nos bragos abertos do labirinto. Deste modo, drogas ansioliticas
aumentam o numero de entradas e o tempo de permanéncia nos bragos abertos, sendo que
drogas ansiogénicas produzem efeito contrario (MORRISON; STEPHENSON, 1970).
Geralmente estes efeitos sdo expressos através de indices correlacionados negativamente com
a ansiedade, tais como a porcentagem das entradas ou o tempo despendido nos bragos abertos
em relacdo ao numero total de entradas nos quatro bragos ou o tempo total do teste que, em

geral, é estabelecido em cinco minutos.

LCE e tolerancia aos benzodiazepinicos

O LCE tem sido amplamente validado usando critérios comportamental, fisiologico e
farmacoldgico (LISTER, 1990; PELLOW et al., 1985). Contudo, este modelo de labirinto tem
uma caracteristica intrigante em relagdo aos efeitos dos benzodiazepinicos: o fendbmeno da
OTT. De fato, hd uma marcante atenuacdo ou abolicdo do efeito ansiolitico de BZDs por uma
simples e prévia experiéncia no labirinto (LISTER, 1987; FILE, 1990; RODGERS; LEE;
SHEPHERD, 1992; GONZALES; FILE, 1997; RODGERS; SHEPHERD, 1993).

O fendbmeno da OTT foi primeiramente descrito por Lister (1987), e ndo é dependente
do tratamento antes da primeira sessdo, do intervalo entre as sessdes e nem do material que o

labirinto é construido, porém, parece ser controlado por uma aprendizagem na primeira sessao
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que é associada com a experiéncia nos bragos abertos (FILE; MABBUTT, P; HITCHCOTT,
1990).

Existem varios estudos pré-clinicos que investigam a ocorréncia de tolerancia ao efeito
ansiolitico de drogas, em especial com alprazolam, clordiazepdxido, diazepam, lorazepam,
midazolam, nitrazepam, oxazepam e triazolam. Pode-se notar que a maioria deles relata o
desenvolvimento de tolerancia ndo apenas aos BZDs, mas também para outras drogas que
facilitam a neurotransmissédo via receptor GABAAa. Neste contexto, varios fatores, tais como
tempo de meia vida prolongada, doses altas e administracdo continua, parecem aumentar a
incidéncia de tolerdncia ao efeito ansiolitico de drogas (HUTCHINSON; SMITH,;
DARLINGTON, 1996).

Toleréncia é definida como uma reducdo nos efeitos de uma droga ao longo da
exposicdo repetida a uma determinada dose, ou a necessidade de aumenta-la para obter o
mesmo efeito (MILLER; GOLD, 1990; RALL, 1991).

O desenvolvimento de toleréncia também parece envolver aspectos de aprendizagem
(GOUDIE, 1990; KALANT, 1998; SIEGEL et al., 2000). Neste sentido, a contribuicdo da
aprendizagem e a importancia do contexto no qual a droga é administrada para a tolerancia
estdo incorporados em analises que enfatizam os principios do condicionamento cléssico. Por
meio deste condicionamento, pistas ambientais especificas que estdo presentes no momento
da administracdo da droga tornam-se associadas aos efeitos da droga (LE; POULOS;
CAPPEL, 1979; SIEGEL, 1987). Como resultado, o contexto, por si s6, induziria respostas
compensatorias que minimizariam/ neutralizariam o desequilibrio na homeostase produzido
pela droga (SIEGEL; LARSON, 1996; WOODS; RAMSAY, 2000). Se considerarmos que a
aprendizagem influencia o desenvolvimento de tolerancia farmacoldgica, ndo é surpresa que

esta ultima deixe de se manifestar quando intervirmos com processos de aprendizagem.
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O fendmeno da OTT parece ser altamente dependente da aprendizagem aversiva da
primeira exposic¢éo ao labirinto. Tal situag&o foi associada ao fato de que, em uma exposi¢éo
inicial, o animal experimenta estados concorrentes de ansiedade e medo no LCE. Como
consequéncia, a predominancia do medo na reexposicdo € responsavel pela ineficacia dos
BZDs nas alteracGes das medidas do teste relacionadas a ansiedade (CRUZ-MORALES;
SANTOS; BRANDAO, 2002).

Vérias hipdteses foram propostas para explicar o fenémeno da OTT, dentre as quais
podemos destacar aquela que atribuiu a uma mudanca qualitativa na natureza do estado
emocional do animal gerado nas exposi¢des ao LCE, provavelmente com aquisi¢do de fobia
(FILE; MABBUTT; HITCHCOTT, 1990; FILE; ZANGROSSI, 1993; RODGERS;
SHEPHERD, 1993; HOLMES; RODGERS, 1998). De acordo com esta hipétese, a resposta
de medo incondicionado evocada na primeira exposi¢ao se transformaria em uma resposta de
esquiva aprendida durante a segunda exposicdo, contra a qual os BZDs seriam ineficazes
(FILE, 1993; FILE et al., 1993; BERTOGLIO; CAROBREZ, 2002c; CRUZ-MORALES;

SANTOS; BRANDAO, 2002).

Abordagem Neuroquimica

O fenbmeno da OTT estd bem caracterizado comportamentalmente por meio de
inimeros trabalhos que relatam a ineficacia de diversos BZDs em promover efeitos
“ansioliticos” na segunda sessdao do teste do LCE. Entretanto, muito pouco se conhece da
neurobiologia deste fendmeno e menos, ainda, das alteragfes neuroquimicas subjacentes ao
estabelecimento desta tolerancia. Este trabalho é uma tentativa de prestar uma contribuicéo a
esta linha de investigacdo atraves da analise dos niveis de 5-HT, DA e seus metabolitos e, da

NA em algumas estruturas envolvidas na organiza¢do do comportamento emocional (sistema
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limbico), tais como o cortex pré-frontal, amigdala, hipocampo e nlcleo accumbens, em ratos
submetidos a uma Unica exposi¢ao e a exposicOes repetidas ao LCE. Estas estruturas possuem
importante interacdo anatdmica e estdo envolvidas em modalidades funcionais
interdependentes que coordenam o comportamento emocional e cognitivo.

A seguir e feita uma descricdo sucinta do papel destas estruturas e de mecanismos

serotoninergicos, dopaminérgicos e noradrenérgicos na neurobiologia do medo/ ansiedade:

Cortex pre-frontal

O cortex pré-frontal € uma estrutura crucial no estabelecimento de processos
cognitivos e de decisdes, determinados com base no valor do estimulo (GOLDMAN-RAKIC,
1995). O cortex pré-frontal é também ativado em respostas a estimulos ameacadores (BLISS;
AILION; ZWANZIGER, 1968; THIERRY et al., 1976; WEISS et al., 1981; DEUTCH,;
ROTH, 1990; TANAKA et al., 1990; INOUE; KOYAMA; YAMASHITA, 1993). A ativacdo
metabdlica do sistema dopaminérgico no cértex pré-frontal de ratos, em resposta a estimulos
aversivos, é um dos correlatos neuroquimicos do estresse mais estudados (DEUTCH; ROTH,
1990). Os corpos celulares dopaminérgicos estdo localizados na &rea tegmental ventral (ATV)
no nucleo Ajg, de onde partem projecfes para o cortex (GOLDMAN-RAKIC et al., 1989;
VINCENT; KHAN; BENES, 1993). O aumento de DA no cortex pré-frontal é produzido por
uma variedade de estimulos aversivos incondicionados (THIERRY et al., 1976; FADDA et
al., 1978; REINHARD; BANNON; ROTH, 1982; CLAUSTRE et al., 1986; ROTH et al.,
1988) e, estresse condicionado e incondicionado (GOLDSTEIN et al., 1994, 1996;
KANEYUKI et al., 1991).

A exposicdo ao estresse também causa um aumento do metabolismo noradrenérgico

em varias regides cerebrais (MAAS; DEKIRMENJIAN; FAWCETT, 1971; SWEENEY;
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MAAS; HENINGER, 1978; GLAVIN, 1985; DUNN, 1988; TANAKA et al., 1990). Estes
resultados sdo consistentes com o trabalho de Jacobs et al. (1991), na qual a inducdo do
estresse causou aumento da atividade eletrofisiolégica nos neurénios do locus coeruleus.
Investigacdes anteriores (BLISS, 1968) mostraram que a exposi¢do de ratos a estimulos
estressantes incontrolaveis, como choque nas patas, resultou na diminuicdo dos niveis
corticais de NA concomitantemente com o aumento dos niveis de seus metabolitos, enquanto
que 0 mesmo estimulo estressante acelerou o metabolismo de DA e 5-HT sem alterar o nivel
absoluto dessas aminas. Recentes estudos, utilizando microdiélise, ttm mostrado que a
liberacdo de NA no cortex pre-frontal € aumentada por estresse incondicionado (CENCI et al.,
1992; NAKANE; SHIMIZU; HORI, 1994; FINLAY; ZIGMOND; ABERCROMBIE, 1995).
Tem sido relatado que em situagdes estressantes ocorre aumento no metabolismo
cerebral de 5-HT (THIERRY; FEKETE; GLOWIINSKI, 1968; DUNN, 1988), embora esses
achados nao sejam relatados em todos estudos (KANEYUKI et al., 1991). Ao lado disso, um
aumento dos niveis de 5-HIAA em ratos reexpostos a um contexto ou a um tom previamente
pareado com choque nas patas foi consistentemente demonstrado (INOUE; KOYAMA,;
YAMASHITA, 1993; GOLDSTEIN et al.,, 1994). Esta condicdo, portanto, pode ser

decorrente de maior atividade neuronial serotoninérgica com consequente reducdo da 5-HT.

Amigdala

Hé& extensa e crescente literatura implicando a amigdala na coordenacéo de respostas
comportamentais, neurohumorais e neuroquimicas das emocgdes (LEDOUX, 1992; DAVIS et
al., 1994). Estudos neuroanatdmicos tém demonstrado que do ndcleo central da amigdala
partem projecOes para a ATV (area que inerva o cortex pré-frontal), locus coeruleus e ndcleos

da rafe (GONZALES; CHESSELET, 1990; WALLACE; MAGNUSON; GRAY, 1992).
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Estudos eletrofisiologicos tém demonstrado que a grande maioria de células dopaminérgicas
da ATV responde a estimulacdo elétrica da amigdala (MAEDA; MOGENSON, 1981). Ao
lado disso, a amigdalectomia bloqueia o aumento de DA no cértex pré-frontal em situagdes de
estresse, 0 que sugere o envolvimento da amigdala no controle aferente de respostas
emocionais mediadas pelo sistema mesocortical dopaminérgico ao estresse psicologico
(DAVIS et al., 1994; GOLDSTEIN et al., 1996). Sem duvida, a amigdala influencia o
metabolismo dopaminérgico no cortex pré-frontal. Esta hipotese é baseada na presenca de
conexdes reciprocas entre o nucleo basolateral e o cortex pre-frontal (KRETTEK; PRICE,
1977, MCDONALD, 1991).

O sistema noradrenérgico também recebe projecBes funcionais regulatérias da
amigdala durante o estresse. De fato, a amigdalectomia impede a ativacdo do metabolismo
noradrenérgico durante o estresse. Sabe-se que o nlcleo central da amigdala envia projecdes
diretas e indiretas para o locus coeruleus, origem dos neurénios noradrenérgicos que inervam
0 cortex. Estudos imunohistoquimicos também tém demonstrado que neurdnios positivos para
tirosina hidroxilase - enzima envolvida na sintese de NA - no locus coeruleus recebem
aferéncias do nucleo central da amigdala (WALLACE; MAGNUSON; GRAY, 1992).

A demonstracdo de que a amigdalectomia bloqueia a ativagdo do sistema
serotoninérgico no cortex pré-frontal, apos a reexposicdo ao estimulo pareado previamente
com choque nas patas, sugere que a amigdala também fornece aferéncias regulatorias para o
sistema serotoninérgico durante o estresse. O nlcleo central da amigdala envia projecdes para
0 nucleo dorsal da rafe (WALLACE; MAGNUSON; GRAY, 1992). Além disso, neurbnios
serotoninérgicos tanto do ndcleo dorsal quanto do mediano da rafe projetam-se de volta para o

cortex pré-frontal (AZMITIA; SEGAL, 1978; MOORE; HALARIS; JONES, 1978).
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Hipocampo

O hipocampo tem importantes conexdes com o talamo, hipotdlamo e cértex entorrinal
e, compde o Circuito de Papez. Estas conexdes lhe permitem atuar como conferidor das
informacdes sensoriais provenientes do cortex entorrinal, e confronta-las com as predicGes
geradas ao nivel do circuito de Papez que, por sua vez, integra informacdes de outras partes
do cérebro, incluindo o coértex pre-frontal. Quando ha incompatibilidade entre os eventos
ambientais e 0 que estd armazenado, o hipocampo passa a funcionar como modalidade
controle, que gera inibicdo comportamental, acompanhada por aumento de atencdo ao meio e
do aumento da vigilancia aos estimulos potencialmente perigosos (MCNAUGHTON; GRAY,
2000; BRANDAO, 2001). Esta fungdo hipocampal é de grande importancia em situagées em
que se estabelece o conflito entre evitar o estimulo potencialmente perigoso e aproximar-se
dele (MCNAUGHTON; GRAY, 2000). Esta situacdo de conflito é bastante evidente na
primeira exposicdo ao LCE, mas reduz-se significativamente no reteste, quando é substituida
por estados emocionais de natureza diferente (CRUZ-MORALES; SANTOS; BRANDAO,
2002).

Os mecanismos serotoninérgicos do hipocampo sdo cruciais no processo de
informacdo aversiva (GOLDSTEIN et al., 1996; GRAEFF; DEAKIN, 1991; DEAKIN;
GRAEFF; GUIMARAES, 1992). O efeito amnésico causado por lesdes hipocampais é bem
documentado, levando a numerosas teorias de fungdo hipocampal sobre memoria, contudo,
esses danos podem resultar em desinibicdo comportamental e redugdo da ansiedade. Um
namero crescente de estudos sugere que esses efeitos comportamentais diversificados devem
ser associados a diferentes subregides hipocampais. O hipocampo dorsal tem papel

preferencial em certas formas de aprendizagem e memoria, notavelmente aprendizagem
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espacial, enquanto que o hipocampo ventral tem papel preferencial em processos cerebrais

associado a ansiedade (BANNERMAN et al., 2004).

Nucleo accumbens

O nlcleo accumbens é uma estrutura onde estimulos com valores afetivos e
emocionais interagem com areas motoras (MOGENSON; JONES; YIM, 1980; PENNARTZ;
GROENEWEGEN; LOPEZ DA SILVA, 1994). Como o LCE avalia a reatividade emocional
dos animais através da combinagdo da atividade motora com o medo de altura e espagos
abertos, incluiu-se 0 nucleo accumbens na analise neuroquimica. O nlcleo accumbens é
considerado uma importante area de producdo de respostas emocionais, contudo, mudancas
no seu conteddo monoaminérgico poderiam implicar em vérias desordens cerebrais, incluindo
a ansiedade (SESACK; PICKEL, 1992).

O ndcleo accumbens funciona como uma interface entre os sistemas motivacional e
motor de modo a servir de canal por onde o estimulo com valor afetivo e emocional acessa as
vias efetoras - motoras (MOGENSON; JONES; YIM, 1980; PENNARTZ,
GROENEWEGEN; LOPEZ DA SILVA, 1994). Como componentes do sistema limbico, a
amigdala, o hipocampo, o nlcleo accumbens e o cortex pré-frontal estdo envolvidos em
modalidades funcionais interdependentes que coordenam o comportamento emocional e
cognitivo (ROTH et al., 1988; GOLDSTEIN et al., 1996).

Sabe-se que a exposi¢cdo a um estresse moderado ativa o sistema dopaminérgico no
cortex pré-frontal enquanto ndo afeta o0 metabolismo dopaminérgico no estriado. Por outro
lado, a exposicdo a um estresse mais intenso resulta em um recrutamento do sistema
dopaminérgico mesolimbico que inerva o nucleo accumbens (ROTH et al., 1988;

GOLDSTEIN et al., 1996). O cortex pré-frontal, amigdala e o ndcleo accumbens estéo,
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portanto, conectados anatdmica e funcionalmente. A regulacdo cognitiva que o cortex pre-
frontal exerce sobre a reatividade emocional organizada na amigdala e nlcleo accumbens ¢

uma evidéncia importante nesse sentido (GOLDSTEIN et al., 1996).
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Investigar a correlacdo entre comportamento e alteracfes neuroquimicas em estruturas
limbicas na tolerancia aos BZDs observada no LCE. Especificamente, serdo estudadas as
alteracbes no contetdo de monoaminas (5-HT, DA e NA) e em seus metabolitos no cortex
pré-frontal, na amigdala, no hipocampo e no nucleo accumbens, apds o tratamento com salina
e midazolam, em animais submetidos a uma ou duas sessdes ao teste do LCE. Ratos ndo

expostos ao LCE serdo utilizados como controle.
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Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, adultos, ingénuos, pesando no inicio das
sessOes experimentais entre 280 e 320 gramas, provenientes do biotério central da
Universidade de S&o Paulo, Campus de Ribeirdo Preto. Os animais foram mantidos no
biotério do laboratério de Neuropsicofarmacologia, do setor de Psicobiologia, por 48 h antes
do inicio das sessbes experimentais em caixas com maravalha em grupos de 5 animais por
caixa. O biotério foi mantido com temperatura (22 + 1°C) e iluminag&o (ciclo de 12/ 12 h)

controladas. Os animais receberam agua e comida ad libitum.

Droga

A droga utilizada foi o maleato de midazolam (Roche) na dose de 0,5 mg/Kg diluida

em salina (NaCl-0,9%).

Labirinto em Cruz Elevado

O LCE consiste em um aparelho elevado 50 cm do solo, composto por dois bragos
abertos (50 x 10 cm) dispostos perpendicularmente a dois bracos fechados por paredes de
madeira, desprovidos de teto (50 x 10 x 40 cm), formando um angulo de 90 graus. Ao redor
dos bracos abertos foram acopladas laminas acrilicas, fazendo uma borda de 1 cm de altura.
Os animais foram colocados no centro do labirinto (10 x 10 cm) no inicio de cada sessdo.

O LCE foi mantido no interior de uma sala iluminada artificialmente por luz branca
(50 lux), onde havia uma camara de video que registrava 0s movimentos dos animais durante

0 tempo de experimento. A imagem gravada em fita de video foi posteriormente analisada
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com o auxilio de um aparelho de video-cassete acoplado a uma TV e um computador. A
analise do comportamento do animal foi feita através de um programa de observacdo

comportamental (OBSERVER, Noldus Inf. Co.; Wageningen, Netherlands).

Analise Comportamental Tradicional

Frequéncia de entradas

O numero de entradas foi obtido através da soma do numero total de entradas nos
bragos abertos e 0 nimero total de entradas nos bragos fechados do labirinto (PELLOW et al.,

1985).

Porcentagem de entradas nos bragos abertos

A porcentagem de entrada nos bracos abertos foi obtida através da relagdo entre o
numero de entradas nos bragos abertos do labirinto e o numero total de entradas (bracos

abertos + fechados).

Porcentagem de tempo nos bragos abertos

A porcentagem de tempo nos bracos abertos foi obtida através da relagdo entre o

tempo de permanéncia nos bragos abertos do labirinto pelo tempo total do teste (5 minutos).
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Analise por Categoria Comportamental

O comportamento apresentado durante o teste foi analisado, considerando 9 categorias

comportamentais: autolimpeza, levantamento, esticamento, espreitamento, esquadrinhamento,

exploracdo da extremidade aberta, mergulho da cabecga, rastejamento e imobilidade

(ANSELONI et al., 1995).
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Autolimpeza (grooming): sequéncia de autolimpeza corporal comecando pelo
focinho, indo as orelhas e terminando pela limpeza do corpo inteiro;
Esquadrinhamento (scanning): projecdes da cabeca sobre as bordas de um brago,
esquadrinhando em qualquer dire¢&o;

Mergulho da cabeca (head-dipping): movimento exploratério de cabeca/ombros
nas laterais do labirinto em direcdo ao precipicio;

Esticamento (streched attend posture): uma postura exploratéria na qual o animal
estica-se e se contrai a posicao original, sem se locomover para frente;
Rastejamento (flat back approach): locomogdo exploratoria onde o animal estica-
se totalmente e cuidadosamente move-se para frente;

Levantamento (rearing): consiste na postura bipede do rato, apoiando-se com as
patas posteriores no assoalho do labirinto, estando completamente ereto ou semi-
arqueado;

Exploracdo da extremidade aberta (end-exploration): o animal alcanca a
extremidade do brago aberto e mergulha com a cabega;

Espreitamento (peeping out): projecdes da cabeca/ombros dos bragos fechados

para o centro, sendo que as quatro patas permanecem no brago fechado.
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++ Imobilidade (Immobility): auséncia de movimentos por um periodo maior do que 6

segundos em algum brago do labirinto.

Neuroquimica

O método utilizado para a separacdo e quantificacdo das monoaminas foi o de

Cromatografia Liquida de Alta Pressdo (HPLC) associado a detec¢éo eletroquimica.

Cromatografia Liquida de Alta Pressdo

Nesta analise foi utilizada uma coluna Hypurity Elite C1g 5, com dimensdes 250 x 4,6
mm, um detector eletroquimico L — ECD — 6A, 0 mddulo de comunicagdo CBM — 10A, um
cromatografo LC — 10AD e um desgaseificador DGU - 14A (todos fabricados pela
SHIMADZU, Japao). O fluxo da fase mdvel foi de 1,2 ml/ min e sua composi¢do foi a
seguinte (para um volume de 1 L): 150 mM de Acido Cloroacético (SIGMA), 6 mM de
Hidroxido de Sodio (MERCK), 1 L de agua bidestilada, pH = 3 (para um valor de pH igual a
3 foi necessério utilizar os dois sais citados acima), 0,86 mM de Octylsulfate (SIGMA), 0,67
mM de EDTA (SIGMA), 3,5 % de Acetonitrilo (MERCK) e 2,46 % de Tetrahidrofurano
(MERCK). A sensibilidade maxima do detector eletroquimico é de 2 nA e o potencial de

oxidacg&o do eletrodo de trabalho foi fixado a 850 mV frente a um eletrodo de referéncia.



Material e Métodos 31

Preparo das solucdes padréo

A calibragdo do sistema de HPLC foi feita com duas solugdes de concentragdes
distintas (1 e 5 ng/ 50uL) de monoaminas e metabdlitos: NA, DA, 5-HT, Acido 5-
hidroxindolacético (5-HIAA), 3,4-Dihidroxifenilacetico (DOPAC) e 3-Hidroxitriramina
(HVA) — (SIGMA) e também o padrao interno 3,4-Dihidroxibenzilamina hidrobrometo
(DHBA) — (SIGMA). Essas solugdes foram injetadas no sistema de HPLC seguindo a ordem
de programacédo do Software (SHIMADZU-LC Workstation System) e em seguida foi feita a
calibragdo baseada na analise de cada uma das solugdes acima com o auxilio do Software.
Apos a calibragdo, uma amostra de solucéo padrdo foi analisada para verificar se a calibracdo
foi correta.

O preparo dos padrdes, inclusive do padrdo interno DHBA foi feito da seguinte forma:
pesagem das substancias em frascos de vidros separados para cada uma delas, totalmente
limpos, identificados e envolvidos com papel aluminio. Foi acrescentado o Acido Perclérico
0,2 M (PCA) e logo em seguida, a solugdo foi agitada num agitador magnético. A esta solucéo
foi dado o nome de Solug@o A com a concentracdo de 0,5 mg/mL. Todas, imediatamente apos
o preparo, foram colocadas em gelo. Foram feitas aliquotas das SolucGes A e estocadas, no
maximo, por 30 dias num freezer com uma temperatura de -70°C.

A preparagédo do padréo normal, assim chamado por conter as concentragGes iguais de
monoaminas e do padrdo interno, se iniciou pela pipetagem de 5 uL de cada Solucédo A,
inclusive a do padréo interno. O volume foi completado para 1000 pL com PCA 0,2 M e logo
em seguida, a solucdo foi agitada em um agitador magnético. Esta solugdo foi denominada

Solugdo B;. A partir desta solugéo, foi feita a Solugdo C; pela pipetagem de 50 pL da
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Solugéo B; e a adigdo de 1200 pL de PCA 0,2 M que em seguida foi agitada em um agitador
magnético.

A preparacdo do padrdo diluido, assim chamado por conter concentragGes diferentes
de monoaminas do padréo interno, se iniciou pela pipetagem de 5 pL de cada Solugdo A de
monoaminas e 25 pL de padrdo interno DHBA. O volume da solugdo foi completado para
1000 puL com PCA 0,2 M e logo em seguida foi agitada em um agitador magnético. Esta
solucdo foi denominada Solugdo B,. A partir desta solugdo, foi feita a Solugdo C, pela
pipetagem de 10 pL da Solucdo B; e adicdo de 1240 pL de PCA 0,2 M que em seguida foi
agitada em um agitador magnético.

Todas as soluges, partindo-se da B, foram feitas diariamente. As Solugdes C; e C,

foram utilizadas para a calibracdo do sistema de HPLC.

Preparo de PCA com DHBA para amostras

A preparacdo desta solucdo consistiu na pipetagem de 10 pL da Solugdo A de DHBA
(0,5 mg/mL) e na elevagéo para o volume final de 50 mL com PCA 0,2 M. A concentragdo

desta solugéo foi de 5 ng/ 50 pL.



Material e Métodos 33

Procedimento

Os animais foram divididos nos seguintes grupos:

Grupos N 1° sessdo (T1) 2° sessdo (T2) - 24 hr apos a 12

1 8 Salina (ndo exposto ao LCE) | —ommmeeeem-
2 8 Midazolam (nd0 exposto a0 LCE) |  =eeeeemmmeee-
3 8 Salina |
4 8 Midazolam | = e
5 8 Salina Salina

6 8 Salina Midazolam
8 8 Midazolam Salina

9 8 Midazolam Midazolam

No estudo comportamental com o LCE, grupos independentes de animais receberam
injeces de salina ou midazolam antes da (S) exposigéo (s) ao labirinto (grupos 3, 4, 5 e 6).

No estudo neurogquimico, um grupo controle adicional foi usado (grupo 1). Os animais
deste grupo eram tratados com salina, mas ndo eram expostos ao LCE. Apds 20 minutos na
sala experimental, os animais eram sacrificados da mesma forma que 0s animais expostos ao
LCE. Outros grupos (2, 6 e 7) também foram estudados. Como os resultados destes grupos
ndo apresentaram subsidios importantes ao presente trabalho, eles ndo fazem parte do corpo
desta dissertagcdo, mas podem ser vistos no apéndice (tabelas 1, 2, 5, 6, 7, 8, 9 e 10).

Quinze minutos apos a injecdo intraperitonial (i.p.), o animal foi colocado na &rea
central do labirinto com a cabeca direcionada para um dos bragos fechados. Imediatamente
ap6s a primeira ou segunda exposicdo, os animais foram sacrificados para a analise

bioquimica descrita a seguir.
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Andlise ‘post-mortem’

Cada animal foi anestesiado com gas carbonico (CO;) durante 2 minutos, decapitado e
seu encéfalo retirado. Foram feitas sec¢bes coronais e destas foram dissecados o cortex pré-
frontal, amigdala, hipocampo e nucleo accumbens. As seccBes foram feitas com o auxilio de
uma matrix de metal com preciséo de cortes de Imm e as dissecac¢des foram feitas sobre uma
placa de Petri mantida em gelo. As estruturas dissecadas foram pesadas em tubos Ependorffs
devidamente identificados e preenchidos com 500 pL de uma mistura de PCA 0,2 M e
DHBA, sendo em seguida sonicadas por 20 segundos e centrifugadas a 15.000 rpm durante 20
minutos a 6°C. O sobrenadante foi colocado em tubos Ependorffs identificados e guardados a
-70°C por um tempo maximo de 15 dias até serem analisados.

Amostras do sobrenadante foram injetadas em um sistema de HPLC com deteccéo
eletroquimica. O conteldo das monoaminas e de seus metabdlitos foi expresso em ng/mg de
tecido.

A razdo 5-HIAA/5-HT foi usada como indice da atividade do sistema serotoninérgico
e as razdes DOPAC/DA e HVA/DA foram usados como indices da atividade do sistema
dopaminérgico (KERDELHUE et al., 1989). N&o foi possivel avaliar o indice da atividade do
sistema noradrenérgico devido a auséncia de valores detectaveis do metabdlito da NA, o 3-
metoxi-4-hidroxi-fenilglicol (MHPG). Como os resultados referentes a razdo HVA/DA néo
apresentaram subsidios importantes ao presente trabalho, eles ndo fazem parte do corpo desta

dissertagcdo, mas podem ser vistos no apéndice (Tabelas 3 e 4).
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Andlise Estatistica

Os dados sdo apresentados como média + EPM. Para andlise estatistica dos dados
comportamentais foi utilizado a ANOVA de duas vias, sendo o fator 1, os tratamentos
(midazolam e salina) e, o fator 2, a primeira (T1) e segunda (T2), sessOes. Para avaliar as
alteragBes no conteudo de neurotransmissores em cada sessdo, foi utilizada a ANOVA de uma
via. Em caso de significancia estatistica do tratamento, realizou-se o teste post-hoc de

Duncan. O nivel de significancia considerado foi de 5 %.
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Analise Comportamental Tradicional

A figura 1 mostra a frequéncia de entradas nos bracos abertos e fechados e
porcentagem de tempo de permanéncia e entradas nos bragcos abertos em relagdo aos bracos
fechados em T1 e T2. A ANOVA de duas vias mostrou que houve diferenca estatisticamente
significativa no fator sessdes quanto & frequéncia de entradas nos bracos abertos [F (1,40 =
17,1; p < 0,05]. Foi observada uma tendéncia ao efeito estatisticamente significativo no fator
tratamentos [F (1.40) = 3,29; p = 0,07], porém, nenhum efeito estatisticamente significativo foi
observado na interacdo entre os tratamentos versus sessdes na freqiiéncia de entradas nos
bragos abertos [F (140) = 1,18; p > 0,05]. A analise post-hoc de Duncan indicou aumento em
M1 em relacdo a S1 e, diminuicdo em S2 e M2 em relagdo aos seus grupos correspondentes
em T1. Quanto a freqiiéncia de entradas nos bragos fechados, a ANOVA de duas vias mostrou
que ndo houve diferenca estatisticamente significativa no fator tratamentos [F (140) = 0,30; p >
0,05], no fator sessdes [F (1.40) = 3,08; p > 0,05] e interacdo entre tratamentos versus sessdes
[F (.40 = 0; p > 0,05].

Quanto a porcentagem de tempo de permanéncia nos bragos abertos, a ANOVA de
duas vias mostrou que ocorreu diferenca estatisticamente significativa nos fatores tratamentos
[F @.40) = 4,33; p < 0,05] e sessOes [F (140 = 25,26; p < 0,05]. Nenhum efeito estatisticamente
significativo foi observado na interacdo entre os tratamentos versus sessdes na porcentagem
de tempo de permanéncia nos bragos abertos [F (1.40) = 2,32; p > 0,05]. A andlise post-hoc de
Duncan indicou aumento no grupo M1 e, diminui¢do no grupo M2 em relagdo ao grupo S1 e,
em S2 e M2, reducdo em relagé@o aos seus grupos correspondentes em T1 em ambos 0S €asos.
Quanto & porcentagem de entradas nos bracos abertos, a ANOVA de duas vias mostrou que
houve diferenca estatisticamente significativa no fator sessdes [F (1.40) = 24,23; p < 0,05].

Nenhum efeito estatisticamente significativo foi observado no fator tratamentos [F (1,40) =
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3,46; p > 0,05] e interacdo entre tratamentos versus sessdes na porcentagem de entradas nos
bracos abertos [F (140) = 1,14; p > 0,05]. A anélise post-hoc de Duncan indicou aumento no
grupo M1 e, diminuigdo no grupo M2 em relagdo ao grupo S1 e, em S2 e M2, reducdo em

relagdo aos seus grupos correspondentes em T1.
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Figura 1: Efeitos do midazolam (0,5 mg/Kg, i.p.) sobre o comportamento exploratério de ratos
submetidos a primeira (T1) e segunda (T2) sessGes no LCE. Estdo representadas as frequiéncias de
entradas nos bracos e a % de entradas e de tempo de permanéncia nos bracos abertos em relagédo ao
total. Cada animal recebeu uma injecdo 15 minutos antes de T1 e T2 com 24 horas de intervalo. As
barras representam as médias + EPM. S: salina e M: midazolam. * p < 0,05 diferente do grupo S1; #p
< 0,05 diferente do grupo correspondente em T1. ANOVA de duas vias seguida pelo teste post-hoc de
Duncan. N = 11 para cada grupo.
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Analise por Categoria Comportamental

A figura 2 mostra a frequéncia dos itens comportamentais em T1 e T2. Com relacéo a
exploracdo da extremidade aberta, a ANOVA de duas vias mostrou que houve diferenca
estatisticamente significativa no fator sessdes [F (140 = 10,6; p < 0,05]. Nenhuma diferenca
estatisticamente significativa foi observada no fator tratamentos [F (1,40) = 2,65; p > 0,05] e
interacdo entre tratamentos versus sessdes [F (1400 = 1,18; p > 0,05]. A analise post-hoc de
Duncan indicou que houve reducdo deste comportamento nos grupos M2 em relagdo ao grupo
M1.

Quanto ao rastejamento, a ANOVA de duas vias mostrou que houve diferenca
estatisticamente significativa no fator sessdes [F (1,40 = 9,66; p < 0,05]. Nenhuma diferenca
estatisticamente significativa foi observada no fator tratamentos [F (1,400 = 0,27; p > 0,05] e
interacdo entre tratamentos versus sessdes [F (1.40) = 0,12; p > 0,05]. A andlise post-hoc de
Duncan indicou que houve reducgdo deste comportamento no grupo S2 em relacdo aos grupos
S1.

Com relagdo ao esticamento, a ANOVA de duas vias mostrou que houve diferenca
estatisticamente significativa no fator tratamentos [F (1,40) = 4,21; p < 0,05] e interagdo entre
o0s tratamentos versus sessoes [F (140) = 4,21; p < 0,05]. Nenhuma diferenca estatisticamente
significativa foi observada no fator sessdes [F (140 = 1,97; p > 0,05]. A analise post-hoc de
Duncan indicou que houve aumento deste comportamento no grupo S2 em relagdo ao grupo
S1.

Quanto ao mergulho da cabeca, a ANOVA de duas vias mostrou que houve diferenca
estatisticamente significativa no fator sessoes [F (140 = 53,06; p < 0,05]. Nenhuma diferenca
estatisticamente significativa foi observada nos fatores tratamentos [F (1.40) = 0,34; p > 0,05] e

interacdo entre tratamentos versus sessdes [F (140 = 0,83; p > 0,05]. A analise post-hoc de
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Duncan indicou que houve redugédo deste comportamento nos grupos S2 e M2 em relacdo aos
Sseus grupos correspondentes em T1.

Com relacdo a imobilidade, a ANOVA de duas vias mostrou que houve diferenga
estatisticamente significativa no fator tratamentos [F (140) = 5,7; p < 0,05]. Nenhuma diferenca
estatisticamente significativa foi observada nos fatores sessdes [F .40 = 0,73; p > 0,05] e
interacdo entre tratamentos versus sessoes [F (1.40) = 2,35; p > 0,05].

Quanto ao esquadrinhamento, a ANOVA de duas vias mostrou que houve diferenga
estatisticamente significativa no fator sessbes [F (1,40 = 5,07; p < 0,05]. Nenhuma diferenca
estatisticamente significativa foi observada nos fatores tratamentos [F (1,40) = 0,002; p > 0,05]
e interacdo entre tratamentos versus sessoes [F (1,40) = 0,008; p > 0,05].

Com relagdo ao espreitamento, a ANOVA de duas vias mostrou que ndo houve
diferenca estatisticamente significativa nos fatores tratamentos [F .40 = 2,83; p > 0,05],
sessOes [F (1.40) = 3,96; p > 0,05] e interacdo entre tratamentos versus sessdes [F (140) = 0,02; p
> 0,05]. Da mesma forma para autolimpeza, a ANOVA de duas vias mostrou que ndo houve
diferenca estatisticamente significativa nos fatores tratamentos [F (1,400 = 1,26; p > 0,05],
sessOes [F (1.40) = 1,03; p > 0,05] e interagdo entre tratamentos versus sessoes [F (1.40) = 0,48; p
> 0,05]. O mesmo acontece para o levantamento, a ANOVA de duas vias mostrou que nédo
houve diferenca estatisticamente significativa nos fatores tratamentos [F (140 = 0,12; p >
0,05], sessoes [F (1.40) = 0,01; p > 0,05] e interacdo entre tratamentos versus sessoes [F (1.40) =

0,01; p > 0,05].
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Figura 2: Efeito do M (0,5 mg/Kg, i.p.) sobre o comportamento exploratério de ratos submetidos a
primeira (T1) e segunda (T2) sessbes no LCE. EXP = exploragdo da extremidade aberta; RAS =
rastejamento; EST = esticamento; IMOB = imobilidade; ESP = espreitamento; LIM = autolimpeza;
MER = mergulho da cabeca; LEV = levantamento e ESQ = esquadrinhamento. Cada animal recebeu
uma injecdo 15 minutos antes da T1 e T2 com 24 horas de intervalo. As barras representam as médias
+ EPM. S: salina e M: midazolam. # p < 0,05 diferente dos grupos correspondentes em T1. ANOVA
de duas vias seguida pelo teste post-hoc de Duncan. N = 11 animais para cada grupo.
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Analise Neuroquimica

Cortex Pré-frontal

As figuras 3A, 3B e 3C mostram os efeitos do tratamento com midazolam sobre o
contetdo de 5-HT, DA e NA, respectivamente, no cortex pré-frontal de ratos submetidos ao
teste do LCE. No contetdo de 5-HT e seu respectivo metabolito, 5-HIAA, a ANOVA de uma
via mostrou que houve diferenca estatisticamente significativa entre os efeitos dos tratamentos
sobre os contetdos de 5-HT [F @35 = 3,01; p < 0,05] e 5-HIAA [F @35 = 5,86; p < 0,05]. A
andlise post-hoc de Duncan indicou que houve reducéo dos contetidos de 5-HT e 5-HIAA nos
grupos S1, M1, S2 e M2, em relagéo ao grupo ndo exposto ao LCE (C).

No contetdo de DA e seus respectivo metabdlito, DOPAC, a ANOVA de uma via
mostrou que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os efeitos dos
tratamentos sobre os conteudos de DA [F @35 = 0,55; p > 0,05] e DOPAC [F 435 =1,03; p >
0,05].

No conteudo de NA, a ANOVA de uma via mostrou que houve diferenca
estatisticamente significativa entre os efeitos dos tratamentos [F @35 = 2,98; p < 0,05]. A
analise post-hoc de Duncan indicou que houve reducdo do conteudo de NA nos grupos S1 e
M1 em relacdo ao grupo nao exposto ao LCE (C).

Com relagdo as taxas de renovacao de 5-HT e DA, a ANOVA de uma via mostrou que
ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre os efeitos dos tratamentos [F (4,35 =

0,47; p > 0,05] e [F 435 = 1,87; p > 0,05], respectivamente (Figura 3D).
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Figura 3A: ConteGido de 5-HT e seu metabdlito medidos no cdrtex pré-frontal em animais tratados
com midazolam (0,5 mg/Kg, i.p.). Cada animal recebeu uma injecdo 15 minutos antes de T1 e T2
com 24 horas de intervalo. As barras representam as médias + EPM. C: controle, S: salina e M:
midazolam. * p < 0,05 diferente do grupo controle. ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc
de Duncan. N = 8 animais para cada grupo.
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Figura 3B: Conteudo de DA e seu metabdlito medidos no cortex pré-frontal em animais tratados com
midazolam (0,5 mg/Kg, i.p.). Cada animal recebeu uma inje¢do 15 minutos antes de T1 e T2 com 24
horas de intervalo. As barras representam as médias + EPM. C: controle, S: salina e M: midazolam.
N = 8 animais para cada grupo.
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Figura 3C: Conteido de NA medidos no cortex pré-frontal em animais tratados com midazolam (0,5
mg/Kg, i.p.). Cada animal recebeu uma injecdo 15 minutos antes de T1 e T2 com 24 horas de
intervalo. As barras representam as médias + EPM. C: controle, S: salina e M: midazolam. * p < 0,05

diferente do grupo controle. ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Duncan. N = 8
animais para cada grupo.
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Figura 3D: Taxa de renovacdo de 5-HT e DA em relacdo aos seus metabolitos, 5-HIAA e DOPAC,
medidos no cortex pré-frontal, em animais tratados com midazolam (0,5 mg/Kg, i.p.). Cada animal
recebeu uma injecdo 15 minutos antes de T1 e T2 com 24 horas de intervalo. Os valores representam
as médias + EPM. C: controle, S: salina e M: midazolam. N = 8 animais para cada grupo.
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Amigdala

As figuras 4A, 4B e 4C mostram os efeitos do tratamento com midazolam sobre o
conteddo de 5-HT, DA e NA, respectivamente, na amigdala de ratos submetidos ao teste do
LCE. No contetdo de 5-HT e seu respectivo metabdlito, 5-HIAA, a ANOVA de uma via
mostrou que houve diferenca estatisticamente significativa entre os efeitos dos tratamentos
sobre os contetdos de 5-HT [F (4,35 = 22,98; p < 0,05] e 5-HIAA [F (4,35) = 24,75; p < 0,05]. A
analise post-hoc de Duncan indicou que houve reducdo dos conteudos de 5-HT e 5-HIAA nos
grupos S1, M1, S2 e M2 em relagéo ao grupo nao exposto ao LCE (C).

No conteuddo de DA, a ANOVA de uma via mostrou que houve diferenca
estatisticamente significativa entre os efeitos dos tratamentos [F 35 = 8,97; p < 0,05]. A
analise post-hoc de Duncan indicou que houve redu¢do do conteido de DA nos grupos S1,
M1, S2 e M2 em relacdo ao grupo ndo exposto ao LCE (C). Da mesma forma, a ANOVA de
uma via mostrou que houve diferenga estatisticamente significativa entre os efeitos dos
tratamentos sobre o conteudo de DOPAC [F @35 = 3,29; p < 0,05]. A analise post-hoc de
Duncan indicou que houve reducdo do conteddo de DOPAC nos grupos S1, M1, M2 em
relagéo ao grupo néo exposto ao LCE (C).

No conteudo de NA, a ANOVA de uma via mostrou que houve diferenca
estatisticamente significativa entre os efeitos dos tratamentos [F @35 = 5,16; p < 0,05]. A
andlise post-hoc de Duncan indicou que houve redugdo do conteddo de NA nos grupos S1,
M1, S2 e M2 em relagdo ao grupo ndo exposto ao LCE (C).

Com relagdo as taxas de renovacdo de 5-HT e de DA, a ANOVA de uma via mostrou
que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os efeitos dos tratamentos [F (4,35)

=0,25; p>0,05] e [F 435 = 1,82; p > 0,05], respectivamente (Figura 4D).
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Figura 4A: Conteldo de 5-HT e seu metabdlito, medidos na amigdala em animais tratados com
midazolam (0,5 mg/Kg, i.p.). Cada animal recebeu uma injecdo 15 minutos antes de T1 e T2 com 24
horas de intervalo. As barras representam as médias + EPM. C: controle, S: salina e M: midazolam. *
p < 0,05 diferente do grupo controle. ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Duncan. N =
8 animais para cada grupo.
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Figura 4B: Conteldo de DA e seu metabolito medidos na amigdala em animais tratados com
midazolam (0,5 mg/Kg, i.p.). Cada animal recebeu uma injecdo 15 minutos antes de T1 e T2 com 24
horas de intervalo. As barras representam as médias + EPM. C: controle, S: salina e M: midazolam. *
p < 0,05 diferente do grupo controle. ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Duncan. N =
8 animais para cada grupo.
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Figura 4C:; Contetudo de NA, na amigdala, em animais tratados com midazolam (0,5 mg/Kg, i.p.).
Cada animal recebeu uma injecdo 15 minutos antes de T1 e T2 com 24 horas de intervalo. As barras
representam as médias + EPM. C: controle, S: salina e M: midazolam. * p < 0,05 diferente do grupo
controle. ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Duncan. N = 8 animais para cada grupo.
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Figura 4D: Taxa de renovacédo de 5-HT e DA em relacdo aos seus metabdlitos, 5-HIAA e DOPAC,
medidos na amigdala, em animais tratados com midazolam (0,5 mg/Kg, i.p.). Cada animal recebeu
uma injecdo 15 minutos antes de T1 e T2 com 24 horas de intervalo. Os valores representam as médias
+ EPM. C: controle, S: salina e M: midazolam. N = 8 animais para cada grupo.
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Hipocampo

As figuras 5A, 5B e 5C mostram os efeitos do tratamento com midazolam sobre o
contetdo de 5-HT, DA e NA, respectivamente, no hipocampo de ratos submetidos ao teste do
LCE. No contetdo de 5-HT e seu respectivo metabdlito, 5-HIAA, a ANOVA de uma via
mostrou que houve diferenca estatisticamente significativa entre os efeitos dos tratamentos
sobre os contetidos de 5-HT [F (4,35) = 16,38; p < 0,05] e 5-HIAA [F (4,35 = 47,60; p < 0,05]. O
teste post-hoc de Duncan mostrou que houve reducéo dos contetdos de 5-HT e 5-HIAA nos
grupos S1, M1, S2 e M2 em relacéo ao grupo nao exposto ao LCE (C).

No contetdo de DA e seu respectivos metabdlito, DOPAC, a ANOVA de uma via
mostrou que ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre os efeitos dos
tratamentos sobre o contetdo de DA [F @35 = 0,52; p > 0,05] e DOPAC [F (4,35 = 0,95; p >
0,05].

No conteudo de NA, a ANOVA de uma via mostrou que houve diferenca
estatisticamente significativa entre os efeitos dos tratamentos [F @35 = 19,18; p < 0,05]. O
teste post-hoc de Duncan mostrou que houve reducéo do contetdo de NA nos grupos S1, M1,
S2 e M2 em relagdo ao grupo néo exposto ao LCE (C).

Com relacéo as taxas de renovacdo de 5-HT e de DA, a ANOVA de uma via mostrou
que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os efeitos dos tratamentos [F (4,35

=2,32; p>0,05] e [F (435 = 0,85; p > 0,05], respectivamente (Figura 5D).
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Figura 5A: Contetdo de 5-HT e seu metabdlito, medidos no hipocampo, em animais tratados com
midazolam (0,5 mg/Kg, i.p.). Cada animal recebeu uma injecdo 15 minutos antes de T1 e T2 com 24
horas de intervalo. As barras representam as médias + EPM. C: controle, S: salina e M: midazolam. *
p < 0,05 diferente do grupo controle. ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Duncan. N =
8 animais para cada grupo.
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Figura 5B: Contetdo de DA e seu metabdlito medidos no hipocampo em animais tratados com M (0,5
mg/Kg, i.p.). Cada animal recebeu uma injecdo 15 minutos antes de T1 e T2 com 24 horas de
intervalo. As barras representam as médias + EPM. C: controle, S: salina e M: midazolam. N = 8
animais para cada grupo.
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Figura 5C: Contetdo de NA no hipocampo em animais tratados com midazolam (0,5 mg/Kg, i.p.).
Cada animal recebeu uma inje¢do 15 minutos antes de T1 e T2 com 24 horas de intervalo. As barras
representam as médias + EPM. C: controle, S: salina e M: midazolam. * p < 0,05 diferente do grupo
controle. ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Duncan. N = 8 animais para cada grupo.
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Figura 5D: Taxa de renovacdo de 5-HT e DA em relacdo aos seus metabolitos, 5-HIAA e DOPAC,
medidos no hipocampo, em animais tratados com midazolam (0,5 mg/Kg, i.p.). Cada animal recebeu
uma inje¢do 15 minutos antes de T1 e T2 com 24 horas de intervalo. Os valores representam as
médias + EPM. C: controle, S: salina e M: midazolam. N = 8 animais para cada grupo.
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Nucleo accumbens

As figuras 6A, 6B e 6C mostram os efeitos do tratamento com midazolam sobre o
contetdo de 5-HT, DA e NA, respectivamente, no nicleo accumbens de ratos submetidos ao
teste do LCE. No conteido de 5-HT e seu respectivo metabolito, 5-HIAA, a ANOVA de uma
via mostrou que houve diferenca estatisticamente significativa entre os efeitos dos tratamentos
sobre os contetdos de 5-HT [F @35 = 10,12; p < 0,05] e 5-HIAA [F (4,35) = 12,61; p < 0,05]. A
analise post-hoc de Duncan indicou que houve reducdo dos conteudos de 5-HT e 5-HIAA nos
grupos S1, M1, S2 e M2 em relagéo ao grupo nao exposto ao LCE (C).

Quanto ao contetido de DA e seu respectivo metabdlito, DOPAC, a ANOVA de uma
via mostrou que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os efeitos dos
tratamentos sobre os contetdos de DA [F @35 =1,37; p > 0,05] e DOPAC [F @35 =1,25; p >
0,05].

No conteudo de NA, a ANOVA de uma via mostrou que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os efeitos dos tratamentos [F (4,35)= 1,79; p > 0,05].

Com relacdo as taxas de renovacdo de 5-HT e de DA, a ANOVA de via mostrou que
ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os efeitos dos tratamentos [F (4,35) =

1,34; p > 0,05] e [F (4,35 = 0,85; p > 0,05], respectivamente (Figura 6D).
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Figura 6A: Contetdo de 5-HT e seu metabolito medidos no nucleo accumbens em animais tratados
com midazolam (0,5 mg/Kg, i.p.). Cada animal recebeu uma inje¢do 15 minutos antes de T1 e T2
com 24 horas de intervalo. As barras representam as médias + EPM. C: controle, S: salina e M:
midazolam. * p < 0,05 diferente do grupo controle. ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc
de Duncan. N = 8 animais para cada grupo.
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Figura 6B: Conteudo de DA e seu metabdlito medidos no ndcleo accumbens em animais tratados
com midazolam (0,5 mg/Kg, i.p.). Cada animal recebeu uma injegdo 15 minutos antes de T1 e T2
com 24 horas de intervalo. As barras representam as médias + EPM. C: controle, S: salina e M:
midazolam. N = 8 animais para cada grupo.
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Figura 6C: Contelido de NA no nucleo accumbens em animais tratados com midazolam (0,5 mg/Kg,
i.p.). Cada animal recebeu uma injecdo 15 minutos antes de T1 e T2 com 24 horas de intervalo. As
barras representam as médias + EPM. C: controle, S: salina e M: midazolam. N = 8 animais para cada

grupo.
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Figura 6D: Taxa de renovacdo de 5-HT e DA em relacdo aos seus metabolitos, 5-HIAA e DOPAC,
medidos no nucleo accumbens, em animais tratados com midazolam (0,5 mg/Kg, i.p.). Cada animal
recebeu uma inje¢do 15 minutos antes de T1 e T2 com 24 horas de intervalo. Os valores representam
as médias + EPM. C: controle, S: salina e M: midazolam. N = 8 animais para cada grupo.
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A primeira exposicdo ao LCE influenciou as respostas comportamentais e
farmacologicas dos animais na segunda exposicao a este teste. A administracdo de midazolam
antes da primeira sessdo experimental promoveu um efeito ansiolitico, aumentando a
exploracdo dos bracos abertos sem, porém, aumentar a atividade exploratoria dos animais nos
bragos fechados. Esse efeito ansiolitico pdde ser detectado também na porcentagem de
entradas e tempo de permanéncia nos bragos abertos. Na segunda sessdo, foi observado um
padrdo comportamental completamente diferente da primeira sessdo: uma clara diminuigéo na
exploracéo dos bragos abertos, (indicada pela diminuicdo do nimero de entradas e tempo de
permanéncia nestes bragos), corroborando resultados prévios (BERTOGLIO; CAROBREZ,
2002c; FRUSSA-FILHO; RIBEIRO, 2002; HOLMES; RODGERS, 1999; GONZALEZ,
FILE, 1997; FILE, 1990). O efeito ansiolitico do midazolam no teste do LCE néo foi obtido
quando a droga foi administrada antes da segunda sessdo experimental, confirmando relatos
anteriores da ineficacia dos BDZs nesta condicdo (LISTER, 1987; FILE, 1990; FILE;
ZANGROSSI, 1993; HOLMES; RODGERS, 1998; CRUZ-MORALES; SANTOS;
BRANDAO, 2002).

H& inumeras hipoteses que tentam explicar este fendbmeno conhecido como OTT,
dentre essas: i) Habituagdo ao teste por exposi¢do repetida aos mesmos estimulos contextuais.
Neste sentido, Dawson et al. (1994) argumentaram que a baixa eficacia dos BDZs na segunda
sessdo é devida a habituacdo a situagdes novas expressa pela reducdo da atividade
locomotora, medida pela distancia percorrida pelo animal no LCE durante o tempo do teste.
i) Conflito entre explorar ambientes novos e medo de espagos abertos seguido de evitagio
dos mesmos. Esta hipotese foi sugerida com base no fato de que a completa exploragéo de um
ambiente novo € essencial para garantir um lugar seguro e a exploracdo dos arredores serve
para certificar-se de que o lugar é realmente seguro. Assim, na segunda exposi¢do o animal

reconhece que o braco fechado do LCE € um lugar seguro, razdo pela qual evita a exploracdo
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dos bragos abertos. Isso caracteriza a auséncia de conflito tipo aproximag&o/ evitagcdo na
segunda exposi¢cdo (RODGERS; SHEPHERD, 1993). Em outras palavras, o prévio
conhecimento do labirinto (como por exemplo, a informagdo de que ndo € possivel escapar
por meio dos bragos abertos) diminui a tendéncia em explorar areas potencialmente aversivas,
por isso, reduz o conflito e, consequientemente, a ansiedade, eliminando os possiveis efeitos
ansioliticos dos BDZs. Apoiando tal hipotese, ha relatos de que a introducdo de elementos
geradores de conflito, na segunda exposicdo, é capaz de reinstalar a eficicia dos BDZs
(PEREIRA et al., 1999).

Uma outra forma de analisar a auséncia dos efeitos ansioliticos dos BZDs na segunda
exposicdo ao LCE (OTT) é a partir do surgimento de medo intenso, na segunda sessdo,
decorrente da primeira exposicdo, 0 que leva a evitagdo fobica aos bragos abertos, condicao
essa insensivel aos efeitos dos BZDs. Em outras palavras, a auséncia do efeito ansiolitico dos
BZDs na segunda exposicdo ao LCE é devido a ineficacia desses compostos sobre 0 medo,
predominante na segunda sessio (CRUZ-MORALES; SANTOS; BRANDAO, 2002
RODGERS; SHEPHERD, 1993; FILE, 1993; FILE; ZANGROSSI, 1993; FILE et al., 1993).
O surgimento do medo intenso pode ser explicado através de comportamentos realizados pelo
animal no LCE (ANSELONI et al., 1995). Desta forma, a analise por categorias
comportamentais do presente trabalho, na segunda sessdo, revela redugdes estatisticamente
significativas na freqiiéncia dos comportamentos relacionados a exploracdo ambiental, como
mergulho da cabeca e exploracdo da extremidade aberta. Segundo Treit, Menard e Royan
(1993), mais do que a altura, a falta da tigmotaxia nos bragos abertos é o principal fator que
promove a evitagao.

A literatura oferece varios trabalhos que fortalecem a hip6tese do surgimento do medo
intenso na segunda exposi¢do ao LCE. Segundo Pellow et al. (1985), animais confinados nos

bragos abertos apresentam mais defecacdo, congelamento e diminuem a exploracdo do
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labirinto, mais do que aqueles que s&o confinados nos bragos fechados. File, Mabbutt e
Hitchcott (1990) sugeriram que a experiéncia inicial aos bracos abertos é crucial para a baixa
eficacia dos BZDs na segunda exposicdo ao LCE. Além desses altimos autores, Bertoglio e
Carobrez (2000), sugeriram que ha uma sensibilizacdo da aversdo aos bragos abertos do LCE
(medo incondicionado) a qual se refletiria na aquisi¢cdo (aprendizagem) de uma resposta de
esquiva inibitoria, desencadeada pela exploracdo de uma area (bragos abertos) potencialmente
perigosa. Esta resposta fundamentaria a mudanga qualitativa na natureza da resposta
comportamental observada durante a exploragdo subsequente do LCE (FILE; ZANGROSSI,
1993; TREIT; MENARD; ROYAN, 1993; HOLMES; RODGERS, 1998) e,
conseqlientemente, a sensibilidade a droga nesta sessdo experimental (FILE, 1993; FILE et
al., 1993; BERTOGLIO; CAROBREZ, 2002a, b, c; CRUZ-MORALES; SANTOS;
BRANDAO:; 2002; BERTOGLIO; CAROBREZ, 2003). Entretanto, ha trabalhos que nédo
corroboram a hipotese do presente estudo. Holmes e Rodgers (1999) mostraram que 0
confinamento por 5 minutos dos animais nos bracos abertos ndo compromete a eficacia
ansiolitica do clordiazepdxido na segunda exposicdo ao LCE, ap6s 24 horas de intervalo, ao
contrario daqueles confinados nos bracos fechados que mostraram o fenémeno da OTT.
Fortalecendo esta hipotese, Frussa-Filho e Ribeiro (2002), mostraram que a primeira
exposicdo ao LCE com quatro bragos abertos ndo compromete a eficacia ansiolitica do
clordiazepoxido na segunda exposicdo, ao contrario daqueles expostos ao LCE com quatro
bragos fechados que mostraram o fendmeno da OTT. Assim, foi sugerido que a experiéncia
nos bracos abertos ndo é crucial ao desenvolvimento do fenbmeno da OTT e que este
fendmeno ndo é devido & aquisicdo de evitagdo fobica dos bragos abertos e sim a uma
experiéncia ao LCE como um todo.

Outra explicacdo para o fendmeno da OTT se refere a hipotese de Gonzales e File

(1997), que sugere que a experiéncia ao LCE liberaria um agonista inverso enddgeno que se
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ligaria e dessensibilizaria o receptor de BZDs e esta mudanga seria manifestada na segunda
exposicdo. Segundo Bertoglio e Carobrez (2002a), o fendmeno da OTT pode envolver
mudangas na composicdo da subunidade GABAa, contudo, Holmes e Rodgers (2003)
mostraram que o Flumazenil, um antagonista de receptor benzodiazepinico, foi ineficaz, tanto
em camundongos com experiéncia no LCE, como em camundongos ingénuos expostos ao
LCE. Esses autores argumentam que a baixa eficacia de agonistas e agonistas inversos
benzodiazepinicos na segunda exposi¢do ao LCE é devida ao ndo recrutamento do mecanismo
GABA/ BZD durante a exposicao ao LCE de animais previamente expostos.

Sabe-se também que mecanismos colinérgicos vém sendo implicados em processos de
aprendizagem e meméria (DEUTSCH, 1971; BARTUS et al.,, 1985). Assim, com a
administracdo da escopolamina, um antagonista ndo-seletivo de receptores muscarinicos,
antes da primeira exposi¢do, mas ndo apds a primeira, ou antes, da segunda foi capaz de
manter o efeito ansiolitico do midazolam na segunda exposi¢do ao LCE (BERTOGLIO,
2004). Da mesma forma, altas doses de clordiazepdxido previamente a primeira sesséo,
previnem o fenémeno da OTT (FILE; MABBUTT; HITCHCOTT, 1990).

Os principais resultados no presente estudo neuroquimico foram: i) diminuicdo dos
contetdos de 5-HT e NA no cértex pré-frontal, na amigdala, no hipocampo e no nucleo
accumbens depois da primeira e segunda exposicdo ao LCE; ii) diminui¢do do conteddo de
DA apenas na amigdala ap0s a primeira e a segunda exposi¢do ao LCE; iii) o midazolam néo
reverteu as reducgdes nos conteddos dessas aminas durante as sessOes; iv) essas reducdes
causadas pela exposicao ao LCE néo sdo devidas a exacerbacdo da degradacdo metabolica das
aminas biogénicas. Estes resultados serdo discutidos abaixo com base na literatura existente
sobre este assunto.

De modo geral, esta claro que a reducdo no conteudo de 5-HT nas estruturas citadas

acima esta associada a primeira exposi¢do ao LCE. Segundo Dominguez et al. (2003a, b), a
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exposicdo ao LCE afeta a neurotransmissdo serotoninérgica em areas do sistema nervoso
central envolvidas com a memoria do evento aversivo, promovendo redugdo da atividade
serotoninergica nos nucleos dorsal e mediano da rafe. Estes autores levantaram varias
hipdteses que também podem ser utilizadas para explicar os resultados deste presente
trabalho. Na primeira, consideram que todo tipo de estresse acarreta a liberacdo do fator
liberador da corticotrofina. O nucleo dorsal da rafe apresenta reducdo da atividade
serotoninérgica sob influéncia dos corticosterdides (PRICE et al., 1998; VALENTINO;
LJOUTERMAN; VAN BOCKSTACLE, 2001; KIRBY; RICE; VALENTINO, 2000). Uma
segunda possibilidade é que a liberacéo local neste nicleo estimula autoreceptores presentes
em neurdnios serotoninérgicos, resultando em um feed back negativo no sistema. O ndcleo
mediano da rafe também é afetado pela atividade de autoreceptores, apesar de existir estudos
que mostram que os neurdnios deste nlcleo sdo menos sensiveis a acdo nos autoreceptores 5-
HT:1a (HIORTH; SHARP, 1991). Como terceira alternativa, ocorreria a liberagdo de 5-HT
para 0s espacos extracelulares durante o teste do LCE, que ndo seriam detectados em estudos
post-mortem como este. Esta condicdo se refletiria na auséncia de efeitos significativos nas
taxas de renovagdo das aminas biogénicas nas estruturas analisadas. Apoiando esta Ultima
hipétese, estdo as evidéncias que indicam os 2 primeiros minutos do teste do LCE como
cruciais para determinar os efeitos ansiogénicos das exposi¢oes aos bracos abertos e da altura
do LCE (DAL-COL et al., 2003). Assim, pode-se imaginar que a atividade serotoninérgica
esteja elevada nesses 2 primeiros minutos e que, se reduzam nos minutos subsequentes até o
sacrificio do animal.

A diminuigdo do contetdo serotoninérgico no cortex pré-frontal, na amigdala, no
hipocampo e no nicleo accumbens parece ser duradoura, pois permaneceu ap6s a segunda
exposicdo ao LCE, depois de 24 horas de intervalo entre as sessdes. Esses dados corroboram

ao trabalho de Sajdyk, Katner e Shekar (1997), cuja reducdo duradoura da liberagdo de 5-HT,
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no hipotalamo dorsomedial, pode ser atribuida a mecanismos compensatdrios que acontecem
seguidamente ao aumento da liberagdo deste neurotransmissor. Ainda, resultados similares
foram recentemente obtidos em estudos que mostraram a reducdo na transmissdo
serotoninérgica no nucleo dorsal da rafe de ratos sacrificados imediatamente ou 10-12 dias
depois de serem submetidos ao teste do LCE. Esta reducdo no funcionamento das vias
serotoninérgicas originarias no nucleo dorsal da rafe determina, obviamente, menor sintese e
armazenamento de 5-HT em suas éreas limbicas de projecdo (DOMINGUEZ et al., 2003a, b).

Os mecanismos serotoninérgicos do sistema limbico, particularmente ao nivel da
amigdala, sdo cruciais no processo de informagdo aversiva (GOLDSTEIN et al., 1996;
GRAEFF; DEAKIN, 1991; DEAKIN; GRAEFF; GUIMARAES, 1992). Na amigdala houve
reducdo dos conteudos de 5-HT, DA e NA, apos a primeira e segunda exposi¢do ao LCE.
Uma possivel interpretacdo para estes resultados é considerar que a amigdala funciona como
uma interface cognitiva - emocional, pois além de receber projeces do bulbo olfatorio,
também as recebe do neocortex (areas de associacdo). Suas aferéncias comunicam-se
diretamente com o hipotdlamo e matéria cinzenta periaquedutal na qual controla respostas
neurohumoral, comportamental e autonémica. Segundo Fanselow (1991), esta estrutura avalia
0 grau de ameaca e envia o resultado desta avaliagdo para a substancia cinzenta periaquedutal,
que mais tarde seleciona e organiza a resposta defensiva apropriada. Considerando que
estudos neuroanatémicos tém demonstrado que do nucleo central da amigdala partem
projecOes para a ATV (&rea que inerva o cortex pré-frontal), locus coeruleus e nlcleos da rafe
(GONZALES; CHESSELET, 1990; WALLACE; MAGNUSON; GRAY, 1992), que
promovem a inervacdo aminérgica do sistema limbico, € possivel afirmar que a amigdala tem
algum papel regulatério crucial sobre todo o sistema neural responsavel pelo comportamento

emocional.
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O presente trabalho aponta novas evidéncias da participacdo de aminas biogénicas da
amigdala na regulacdo do comportamento de ratos submetidos ao teste do LCE,. A amigdala
foi a Unica estrutura entre as quatro estudadas neste trabalho que apresentou redugdo nos
conteudos das trés aminas biogénicas, em ratos expostos a uma ou duas sessdes no teste do
LCE. E possivel que a 5-HT, DA e NA, na amigdala, controlam o envolvimento das demais
estruturas na geracdo e elaboracdo do comportamento defensivo induzido pelos estimulos
aversivos do LCE.

Ha trabalhos na literatura que mostram que a amigdalectomia bloqueia 0 aumento de
DA no cortex pré-frontal em situacdes de estresse, 0 que sugere o envolvimento da amigdala
no controle aferente de respostas emocionais mediadas pelo sistema mesocortical
dopaminérgico (DAVIS et al., 1994; GOLDSTEIN et al., 1996). Esta hipotese é baseada na
presenca de conexdes reciprocas entre o nlcleo basolateral e o cortex pré-frontal (KRETTEK;
PRICE, 1977; MCDONALD, 1991).

Sabe-se que o0 ndcleo central da amigdala envia projecGes diretas e indiretas para o
locus coeruleus, origem dos neurbnios noradrenérgicos que inervam o cortex. Estudos
imunohistoquimicos também tém demonstrado que neurdnios positivos para tirosina
hidroxilase, enzima envolvida na sintese de NA, no locus coeruleus recebem aferéncias do
nacleo central da amigdala (WALLACE; MAGNUSON; GRAY, 1992). AlteracGes na
transmissdo noradrenérgica, também ocorreram neste estudo, em animais submetidos ao LCE.
Houve reducéo significativa no contetdo noradrenérgico do cortex pré-frontal apos a primeira
exposicdo ao LCE. A possivel interpretacdo para este resultado € dificultada pela auséncia de
valores referentes ao metabolito da NA, o MHPG, que poderia, através da relacdo metabdlito/
neurotransmissor, informar o estado funcional do processo de formagéo e degradagdo de NA

apos os testes.
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Da mesma forma que ocorre com o locus coeruleus, o nucleo central da amigdala
envia projecdes para o nucleo dorsal da rafe (WALLACE; MAGNUSON; GRAY, 1992).
Assim, os neurbnios serotoninérgicos do nucleo dorsal da rafe podem sofrer influéncia da
amigdala com conseqliéncias importantes para o funcionamento do sistema serotoninérgico
nas demais estruturas inervadas pelo nucleo dorsal da rafe (AZMITIA; SEGAL, 1978;
MOORE; HALARIS; JONES, 1978). O presente resultado sugere que a exposi¢do a altura e
espacos abertos do LCE causa uma diminuigdo significativa da concentracéo serotoninérgica
no cortex pré-frontal, sugerindo que a 5-HT, nesta area, possui algum papel na regulacéo das
respostas emocionais (GRAEFF; DEAKIN, 1991; DEAKIN; GRAEFF; GUIMARAES,
1992). Desta forma, o decréscimo da neurotransmissao serotoninérgica do cértex pré-frontal
pode estar envolvido na desconexdo comportamental que leva a resultados aversivos. De
forma similar, os contelidos serotoninérgicos no cortex pré-frontal, apds a segunda exposicao
ao LCE, foram mantidos significativamente baixos. Esta reducdo pode estar associada a
dificuldade do animal em enfrentar situagdes estressantes decorrentes da experiéncia repetida
no LCE.

O cortex pré-frontal € uma regido crucial no estabelecimento de processos cognitivos e
de tomada de decisdo determinadas com base no valor do estimulo (GOLDMAN-RAKIC,
1995). Foi sugerido que a exposi¢do a uma grande variedade de estimulos estressantes agudos
determina um aumento da transmissdo dopaminérgica nas vias mesocorticais (FEENSTRA,;
BOTTERBLOM; VAN UUM, 1995; INOUE; TSUCHIYA; KOYAMA, 1996; GOLDSTEIN
et al., 1996; CUADRA et al., 1999, 2001; MILLAN, 2003). Além disso, a ativacdo de
neurdnios dopaminérgicos estd envolvida no estabelecimento de processos adaptativos a
estimulacdo de medo inato (ESPEJO, 1997; MORROW et al., 1999). O presente estudo
mostrou que ndo houve aumento significativo no conteudo dopaminérgico no cortex pré-

frontal de ratos expostos uma ou duas vezes ao LCE. Enquanto o presente estudo ndo oferece
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respaldo direto as descobertas citadas acima na medida que a andlise post-mortem ndo nos
permite inferir sobre a transmissdo dopaminérgica nas vias mesocorticais, outro estudo deste
laboratdrio permite, através do uso da técnica de microdialise, mostrar um aumento dos niveis
extracelulares de DA no cortex pré-frontal apos a estimulagdo aversiva incondicionada do
coliculo inferior, uma estrutura que pertence ao sistema cerebral aversivo (CUADRA et al.,
2000; BRANDAO et al., 2003).

Vaérios pesquisadores tém tentado estabelecer um modelo integrativo que considera as
estruturas limbicas e o sistema monoaminérgico para explicar as reacfes de defesa dos
individuos frente a situagOes estressantes e perigosas. Alteragbes na mediagdo
monoaminérgica destes circuitos limbicos também tém sido usadas no estudo da
neurobiologia da ansiedade. Por exemplo, alteracfes nos sistemas monoaminérgicos de
estruturas que se comunicam com o nucleo accumbens, como o coértex pré-frontal e a
amigdala, devem contribuir ao surgimento dos sintomas de alguns tipos de desordens da
ansiedade, como a Desordem do Estresse Pos-Traumatico e a Depressdo (CHARNEY et al.,
1993; SOUTHWICK et al., 1993; GOLDSTEIN et al., 1994, 1996; POST, 1992,
CHROUSOS; GOLD, 1992). Segundo Brandéo et al. (2003), a estimulagdo aversiva repetitiva
é considerada uma das maiores fontes de certos tipos de depressdo, muito bem estabelecida
pelos modelos animais de depressdo, tais como, o teste do nado forgcado, a estimulacdo
aversiva cronica de estruturas cerebrais, etc. Por exemplo, administragdo cronica de
fluoxetina, por duas semanas, em animais submetidos a estimulacdo elétrica da matéria
cinzenta periaquedutal dorsal, atenua somente o congelamento, mas néo a fuga (BORELLI et
al., 2004).

Considerando que a acéo regulatéria da 5-HT sobre o estado emocional em situagdes
estressantes deva constituir um mecanismo subjacente a acéo terapéutica dos antidepressivos,

pode-se estabelecer uma relagio entre os presentes resultados com o conceito de depresséo. E
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neste contexto que este trabalho foi realizado. Esperamos, assim, que os presentes resultados
venham contribuir para o entendimento dos processos neuroquimicos envolvidos no
fendmeno de OTT observado com o tratamento de BZDs no LCE e da neurobiologia da

ansiedade, bem como, de outros disturbios afetivos.
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Tabela 1: Valores referentes as medidas de comportamentos tradicionais ap6s a segunda exposi¢do
no LCE. Valores representados em média + EPM. TTO: tratamento, BA: bragos abertos, BF: bracos
fechados, M-S: midazolam e salina, M-M: midazolam e midazolam. N = 8 animais em cada grupo.

TTO Entradas nos BA | Entradas nos BF % de entradas % de tempo nos
nos BA BF
M-S 1,55+ 0,47 8,09+ 1,00 12,87 + 3,00 360+121
M-M 1,00 + 0,40 5,00 + 0,88 9,96 + 3,58 2,50+ 0,96

Tabela 2: Valores referentes ao comportamento exploratorio de ratos submetidos a segunda
exposicdo ao LCE. EXP: exploragdo da extremidade aberta; RAS: rastejamento; EST: esticamento;
IMOB: imobilidade; ESP: espreitamento; LIM: auto-limpeza; MERG: mergulho da cabeca; LEV:
levantamento e ESQ: esquadrinhamento. Os valores representam as médias + EPM. M-S: midazolam
e salina; M-M: midazolam e midazolam. N = 11 animais em cada grupo.

M-S M-M
EXP 1,00 £ 0,47 0,73+0,27
RAS 1,55+ 0,37 1,00 £ 0,47
EST 2,55+ 0,49 2,00 £ 0,47
IMOB 0,64 £0,31 2,64+1,01
ESP 2,73+0,70 1,55+0,53
LIM 4,91 +1,04 3,64 0,74
MERG 1,27 £ 0,36 1,36 £ 0,43
LEV 13,36 £1,21 8,64 1,26
ESQ 17,55+0,91 13,91 +£1,58
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Tabela 3: Valores referentes ao conteldo de HVA e taxa de renovacdo de DA no cortex pré-frontal (CPfr) e na amigdala
(AM) ap6s a primeira (T1) e segunda (T2) exposicdo no LCE. Os valores representam as médias + EPM. C: controle, S:
salina e M: midazolam. N = 8 animais para cada grupo.

CPfr AM
HVA HVA/DA HVA HVA/DA
c 001£001 | 016+0,11 | 0,009 0,009 | 0.004+0,004
S(T1) 0 0 0,05+0,03 | 0,06+0,03
M(T1) | 0,013+0,007 | 0222012 | 003+001 | 003001
S(T2) | 002+001 | 050%0.36 | 01740007 | 003+001
M (T2) | g.006+0004 | 020+016 | 0.02£002 | 003002
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Tabela 4: Valores referentes ao contetdo de HVA e taxa de renovacdo de DA no hipocampo (HP) e no nucleo accumbens
(NAC) ap6s a primeira (T1) e segunda (T2) exposicdo no LCE. Os valores representam as médias £ EPM. C: controle, S:

salina e M: midazolam. N = 8 animais para cada grupo.

HP NAC
HVA HVA/DA HVA HVA/DA
c 0 0 0,38 +0,05 | 0,035:+0,003
S(T1) | 0,001+0,001 | 0,002+0,002 | 064+009 | 006+0,01
M (T1) | 0,001+0,001 | 0,004%0,004 | 24007 | 006+001
S(T2) | 0.001+0001 | 0.001+0,001 | 030006 | 0,025 0,006
M (T2) 0 0 0,14 +0,03 | 0,021 + 0,006
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Tabela 5: Valores referentes as medidas neuroquimicas e taxa de renovacdo no cortex pré-frontal
(CPfr) ap6s a segunda exposic¢do no LCE. Os valores representam as médias + EPM. M-S: midazolam

e salina; M-M: midazolam e midazolam. N = 8 animais para cada grupo.

CPfr
M-S M-M
5-HT 0,74+0,12 1,01 £0,23
5-HIAA 0,22 + 0,02 0,24 +0,04
DA 0,09 0,03 0,07 £ 0,03
DOPAC 0,010 + 0,004 0,03+ 0,01
NA 0,49 + 0,12 0,51+0,13
5-HIAA/5-HT 0,32+0,02 0,26 + 0,02
DOPAC/DA 0,05 + 0,02 1,20 0,90
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Tabela 6: Valores referentes as medidas neuroquimicas e taxa de renovacdo na amigdala (AM) ap6s
a segunda exposicdo no LCE. Os valores representam as médias + EPM. M-S: midazolam e salina;

M-M: midazolam e midazolam. N = 8 animais para cada grupo.

AM
M-S M-M
S5-HT 1,65+ 0,62 2,78 +1,12
5-HIAA 0,61+0,21 0,89 +0,32
DA 1,05+0,16 1,11 +0,29
DOPAC 0,09+0,03 0,10 +0,04
NA 0,89+0,14 1,08 £ 0,20
5-HIAA/5-HT 0,39+0,03 0,35+0,02
DOPAC/DA 0,07+0,01 0,07+0,01
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Tabela 7: Valores referentes as medidas neuroquimicas e taxa de renovagdo no hipocampo (HP) apds
a segunda exposicdo no LCE. Os valores representam as médias = EPM. M-S: midazolam e salina;

M-M: midazolam e midazolam. N = 8 animais para cada grupo.

HP
M-S M-M
5-HT 0,49 + 0,03 0,83+0,18
5-HIAA 0,28 + 0,02 0,43+0,10
DA 0,10 £ 0,05 0,23+0,11
DOPAC 0,010 + 0,004 0,009 + 0,005
NA 0,62 0,05 0,81+0,11
5-HIAA/5-HT 0,58 + 0,03 0,51 +0,02
DOPAC/DA 0,09 + 0,06 0,02 £0,01
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Tabela 8: Valores referentes as medidas neuroquimicas e taxa de renovagdo no nucleo accumbens
(NAC) ap6s a segunda exposicdo no LCE. Os valores representam as médias + EPM. M-S: midazolam

e salina; M-M: midazolam e midazolam. N = 8 animais para cada grupo.

NAc
M-S M-M
5-HT 2,96 + 0,49 1,28 £0,20
5-HIAA 1,03+0,15 0,44 +0,04
DA 8,91 + 1,86 9,24 +1,15
DOPAC 0,92 +0,19 0,88 £ 0,12
NA 0,70+0,18 0,82 0,16
5-HIAA/5-HT 0,35+ 0,01 0,38 + 0,05
DOPAC/DA 0,105 + 0,005 0,10 £ 0,01
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Tabela 9: Valores referentes as medidas neuroquimicas e taxa de renovacgdo no cortex pre-frontal
(CPfr) e amigdala (AM) ap6s o tratamento com midazolam. Os valores representam as médias +
EPM. N = 8 animais para cada grupo.

CPfr AM
5-HT 1,43+0,14 5,74 +0,40
S5-HIAA 0,35+0,03 1,81+0,13
DA 0,088 + 0,006 2,02+0,34
DOPAC 0,003 + 0,002 0,33+0,18
NA 0,63 +0,07 1,53 +£0,02
5-HIAA/5-HT 0,25+0,01 0,32+0,01
DOPAC/DA 0,04 +0,02 0,14 + 0,06
HVA/DA 0 0
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Tabela 10: Valores referentes as medidas neuroquimicas e taxa de renovacgdo no hipocampo (HP) e
nucleo accumbens (NAc) ap6s o tratamento com midazolam. Os valores representam as médias *
EPM. N = 8 animais para cada grupo.

HP NAc
5-HT 1,84 + 0,30 4,48 +0,43
S-HIAA 0,83 +0,05 1,33+£0,14
DA 0,07 £ 0,04 11,23 +1,33
DOPAC 0 0,90+0,13
NA 1,34 £ 0,15 1,60 £ 0,24
5-HIAA/5-HT 0,53 +0,08 0,30+0,01
DOPAC/DA 0 0,079 + 0,004
HVA/DA 0 0,038 + 0,002




