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PRODUCAO DE OXIDO NITRICO NO HIPOCAMPO:
INVESTIGACAO DO ENVOLVIMENTO DA OXIDO NITRICO SINTASE
NEURONAL NO DESENVOLVIMENTO DE COMPORTAMENTOS
ANSIOSOS EM ANIMAIS SUBMETIDOS A ESTRESSE NEONATAL

HIPPOCAMPAL NITRIC OXIDE PRODUCTION: INVESTIGATION
OF THE ROLE OF NEURONAL NITRIC OXIDE SYNTHASE IN
THE DEVELOPMENT OF ANXIETY-LIKE BEHAVIORS IN ANIMALS
SUBJECTED TO NEONATAL STRESS

Roberta Dalle Molle', Rachel Krolow?, Rebeca Bosse de Jesus’,
André Krumel Portella', Carla Dalmaz?, Gisele Gus Manfro?,
Patricia Pelufo Silveira’

RESUMO

Introdugdo: estudos indicam que o trauma precoce e o sistema serotoninérgico estdo
relacionados ao desenvolvimento de ansiedade. Esta relacdo poderia ser mediada pela
enzima 6xido nitrico sintase neuronal (hNOS), que tem papel importante no funcionamento
dos receptores de serotonina.

Objetivo: investigar, através da mensuragdo do 6xido nitrico (NO) no hipocampo, o possivel
envolvimento da nNOS no desenvolvimento de ansiedade em um modelo animal de
adversidade no inicio da vida, baseado na qualidade do cuidado materno.

Métodos: ao segundo dia de vida, genitoras Wistar e suas ninhadas foram divididas em dois
grupos: intervencdo, com redugdo do material para a confec¢do do ninho, ou controle. O
comportamento materno foi observado do dia 1 ao dia 9 de vida. Na vida adulta, realizaram-
se testes comportamentais e determinaram-se os niveis hipocampais de NO, através da
mensuracdo de seus produtos de degradacao.

Resultados: observou-se um maior comportamento do tipo ansioso no grupo intervengdo,
cujas genitoras apresentaram maior contato de baixa qualidade com seus filhotes. Nos
machos, o cuidado materno de baixa qualidade correlacionou-se negativamente com o
tempo no braco aberto e a frequéncia de mergulhos (r=-0,4; p=0,03) avaliados no labirinto
em cruz elevado. O comportamento materno de lamber os filhotes correlacionou-se com
a frequéncia de mergulhos em ambos os sexos (r=0,5; p<0,001). A quantidade de NO no
hipocampo nao diferiu entre os grupos.

Conclusao: uma maior atividade da nNOS nao parece estar envolvida no comportamento
ansioso observado neste modelo animal, no entanto a relagdo mae-filhote, alterada por
um ambiente neonatal adverso, teve impacto sobre o comportamento ansioso de forma
sexo especifica.

Palavras-chave: experimentagdo animal: comportamento materno; ansiedade; oxido nitrico sintase
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Envolvimento da via do 6xido nitrico no comportamento ansioso

ABSTRACT

Background: studies have shown that an adverse early life environment and the serotonergic
system are related to the development of anxiety. This association could be mediated by neuronal
nitric oxide synthase (nNOS), an enzyme that plays an important role in serotonin receptor
functioning.

Aim: to investigate the possible role of nNOS in the development of anxiety by measuring
hippocampal nitric oxide (NO) in an animal model of neonatal stress, based on the quality of
maternal care.

Methods: on the second day of life, Wistar dams and their litters where divided in two groups:
intervention, with limited access to nesting material, or control. Maternal behavior was observed
from day 1 to 9 of life. In adult life, behavioral tests were performed and hippocampal NO levels
were determined by measuring its degradation products.

Results: there was more frequent anxiety-like behavior in the intervention group, whose dams
showed low quality contact with their pups more often. In males, low quality maternal care was
negatively correlated with time spent in open arms and frequency of head dips (r=-0.4; p=0.03)
assessed using an elevated plus maze. Licking and grooming score was correlated with frequency
of head dips in both sexes (r=0.5; p<0.001). Hippocampal NO levels were not different between
groups (p=0.992).

Conclusion: a higher nNOS activity does not seem to be involved in anxiety-like behavior
observed in this animal model, however the relationship between dam and pup, modified by an

adverse early life environment, had a different impact on anxiety behavior between sexes.

Keywords: Animal experimentation; maternal behavior; anxiety; nitric oxide synthase

A patogénese dos transtornos de ansiedade tem
sido relacionada ao sistema serotoninérgico (5-HT)
que é regulado principalmente pelos transportadores e
receptores de serotonina (1). Dentre os varios subtipos
de receptores de serotonina, a subsensibilizacdo
(downregulation) do receptor 5-HT1A, no hipocampo
e no lobo temporal, estd frequentemente associada a
ansiedade e a depressdo (2). A enzima o6xido nitrico
sintase neuronal (nNOS), que produz citrulina e 6éxido
nitrico (NO) a partir do aminoacido L-arginina, tem um
papel importante na funcdo pés-sindptica dos receptores
5-HT1A efou 5-HT1B (3) e estudos tém indicado que a
nNOS est4 envolvida nos comportamentos relacionados a
ansiedade (4,5). Além disso, um estudo recente encontrou
que a inibicdo da nNOS produz efeitos ansioliticos e
anula o efeito ansiogénico do antagonista do receptor
5-HT1A, sugerindo que esta enzima esta relacionada a
regulacido dos comportamentos do tipo ansioso (6).

Como o trauma no inicio da vida parece influenciar
o risco para o desenvolvimento de ansiedade e outras
psicopatologias na vida adulta (7,8), e sabe-se que
existem diferencas na expressdo dos comportamentos
ansiosos entre os sexos (9-11), é de extrema importancia
que se desenvolvam modelos para compreender melhor
os mecanismos envolvidos no desenvolvimento de
ansiedade, abordando os desfechos tanto em machos
quanto em fémeas. Portanto, o objetivo deste estudo é
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investigar, através da mensuracdo do NO no hipocampo,
o possivel envolvimento da nNOS no desenvolvimento
de ansiedade, em ambos o0s sexos, em um modelo animal
de adversidade no inicio da vida, baseado na qualidade
do comportamento materno.

METoDOS

Animais

Ratas Wistar prenhas nuliparas, acasaladas na
Unidade de Experimentagdo Animal do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (UEA-HCPA), permaneceram em
caixas-moradia individuais (40 cm x 40 cm x 30 cm) com
assoalho de malha metélica (1cm x 1cm) distante 2cm de
um coletor moével para urina e fezes. Durante a gestacio,
o assoalho das caixas-moradia foi mantido recoberto com
maravalha e as genitoras permaneceram em ambiente
controlado: ciclo claro/escuro de 10/14horas (luzes
acendiam as 9:00h e apagavam as 19:00h), temperatura
de 22 £ 20C, limpeza uma vez por semana, dgua e
comida ad libitum.

O dia do nascimento dos filhotes foi considerado o Dia
0.Nodia 2, asfémeas e suas ninhadas foram randomizadas
para dois grupos (ver abaixo). O comportamento materno
foi monitorado do dia 1 ao dia 9 de vida. No dia 10, as
fémeas e seus filhotes foram removidos para uma caixa-
moradia padrdo (46 cm x 31 cm x 16 cm) com o assoalho
recoberto com maravalha e mantidos no mesmo ambiente
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controlado citado acima. No dia 21 de vida, os filhotes
foram desmamados e separados por sexo em dois ou trés
por caixa-moradia e mantidos em um ambiente similar
ao descrito acima, exceto pelo ciclo claro/escuro (luzes
acendiam as 7:00h e apagavam as 19:00h).

Dezessete ninhadas, divididas em duas coortes, foram
utilizadas para analise do cuidado materno. Noventa e
cinco ratos adultos, de ambos os sexos, foram utilizados
para os testes comportamentais iniciados no dia 60 de
vida, obedecendo a um intervalo entre testes de no
minimo uma semana. Todos os procedimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre (GPPG/HCPA, nimero do
projeto 09-527). Os testes foram realizados em salas de
comportamento aclimatadas na UEA-HCPA.

Modelo de estresse neonatal

Grupo intervengdo (ambiente neonatal adverso):
restricio do material para a confec¢do do ninho durante
oito dias (do dia 2 ao dia 9 pos-natal), que consiste em
remover a maravalha da caixa-moradia e oferecer um total
de apenas 2000 cm3 de papel toalha para a confeccao
de um ninho rudimentar neste periodo (12). A urina e as
fezes dos animais se depositavam no coletor localizado
na parte inferior da caixa, e o assoalho de malha metalica
era, geralmente, conservado limpo pela genitora.

Grupo controle: genitoras tiveram a sua disposicao
quantidade suficiente de maravalha para a construcao do
ninho.

Observacdes do cuidado materno

O comportamento materno de cada genitora foi
observado diariamente em cinco periodos, de 72 minutos
cada, do dia 1 ao dia 9 péds-natal, por observadores
que receberam treinamento padronizado no grupo de
pesquisa para a realizagdo desta tarefa. As observacdes
ocorriam em trés periodos durante a fase clara (10:00h,
13:00h, 17:00h) e dois periodos durante a fase escura
(07:00h e 20:00h). Em cada periodo de observacdo, o
comportamento da genitora foi registrado a cada trés
minutos. Os seguintes comportamentos maternais foram
registrados: genitora em contato ou ndo com seus filhotes,
genitora amamentando os filhotes em posicdo de dorso
arqueado ou posicao passiva e genitora lambendo (licking
and grooming) (LG) qualquer filhote (13). Os escores
de cada comportamento foram calculados dividindo
a frequiiéncia do comportamento pelo ntimero total de
observacdes. O escore do contato puro foi calculado a
partir do escore do contato total, subtraindo desse valor
o contato no momento da amamentagdo e o contato no
momento da lambida, sendo considerado um contato de
baixa qualidade (ou contato sem cuidado).

TESTES COMPORTAMENTAIS

Teste do campo aberto
O teste do campo aberto foi realizado colocando os
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animais, por 5 minutos, em uma arena circular, medindo
78 cm de didmetro, com assoalho dividido em 25
quadrantes, cercada por paredes de acrilico de 36 cm,
em dois dias consecutivos (treino e teste - realizados das
9:00h as 13:00h). As filmagens foram, posteriormente,
avaliadas com a utilizagdo do software livre OpenFLD
v1.0 (disponivel em http://blog.sbnec.org.br/2010/07/
softwares-gratuitos-para-analise-do-labirinto-em-cruz-
elevado-e-campo-aberto/). Os seguintes componentes
comportamentais foram analisados: locomocao (ntimero
de linhas cruzadas); respostas de orientacdo (rearing),
considerada uma medida de exploracio ambiental; e
tempo de permanéncia nos quadrantes centrais, que
reflete menor ansiedade (14).

Teste do labirinto em cruz elevado

Todos os animais foram transferidos para a sala
observacional, iluminada com luz vermelha, 30 minutos
antes do inicio do teste para que houvesse habituagio
ao local. Entre 10:00h e 13:00h, machos e fémeas
em diestro (15, 16) foram colocados individualmente
por 5 minutos no aparato de madeira, elevado 64 cm
do chédo, possuindo dois bracos opostos abertos (50
x 10 cm) com borda de 0,5 cm de altura, dois bracos
opostos fechados sem cobertura (50 x 10 x 40 cm), e um
quadrado central aberto (10 x 10 cm). Posteriormente, um
observador cego para a intervengdo neonatal avaliou as
filmagens, utilizando o software livre PlusMZ v1.0 (ver
disponibilidade acima). Os seguintes componentes foram
analisados: o namero de entradas/tempo de permanéncia
nos bragos abertos e fechados e o nimero de mergulhos
nos bracos abertos (16).

Dissecc¢do do cérebro e determinagdo do 6xido nitrico
(NO)

Um dia depois do Gltimo teste comportamental, os
animais foram decapitados, ap6s jejum de 4 horas, com
aproximadamente 120 dias de vida. Apos a decapitacao,
o cérebro foi rapidamente removido e congelado,
através de imersdo no isopentano, e armazenado a
-800C. Posteriormente, os cérebros foram descongelados
até -200C e foram realizados cortes para a retirada de
punches do hipocampo com o auxilio de um atlas da
estrutura cerebral do rato (17).

Para analisar a producdo de NO no hipocampo, o
tecido foi homogeneizado (1:10) com tampao fosfato de
potassio 50mM (pH 7,4), contendo TmM de EDTA. O
homogeneizadofoicentrifugadoa4000 rpmpor 10 minutos
a 4°C e o sobrenadante foi utilizado para a quantificacao
protéica por BCA (Pierce® BCA Protein Assay Kit, Thermo
Scientific, USA) e para determinar a producdo de NO
através da mensuracdo dos metabolitos nitrato (NO3 )
e nitrito (NO2) (18). De forma simplificada, 85 L de
cloreto de vanadio foi misturado a 85 L do sobrenadante
para redugdo completa do nitrato a nitrito. Depois, 85 L
do reagente de Griess (contendo N-1-naftiletilenodiamino

http://seer.ufrgs.br/hcpa



Envolvimento da via do 6xido nitrico no comportamento ansioso

e sulfonilamida) foram adicionados e incubou-se
em banho-maria por Th a 37°C em uma sala escura.
O resultado do pigmento rosa foi determinado por
espectrofotometria a 540nm. A curva padrdo foi feita
utilizando nitrato de sédio e cada ponto da curva passou
pelos mesmos passos realizados com o sobrenadante.
Os resultados foram calculados como nmol de nitratos
e nitritos (resultantes da degradacdo do NO) por mg de
proteina. As determinagées de NO foram realizadas
no Laboratorio de Neurobiologia do Estresse do
Departamento de Bioquimica da UFRGS.

ANALISE ESTATiSTICA

Todos os dados coletados foram digitados e
analisados no programa Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS) versio 18.0 (SPSS Inc., IBM
Company, Chicago, EUA). Para comparar os grupos
experimentais com relagdo a uma variavel quantitativa
foram realizados os seguintes testes: ANOVA de uma
via, utilizando como fator o grupo e como co-variavel
o tamanho da ninhada (cuidado materno); ANOVA de
duas vias, utilizando como fatores o grupo e o sexo
(teste do labirinto em cruz elevado, teste do campo
aberto e quantidade de NO). Para comparar os grupos
experimentais com relagdo a uma variavel qualitativa
foi utilizado o teste do Qui-Quadrado (comportamento
de Grooming). Para correlagao entre o cuidado materno
e as variaveis do teste do labirinto em cruz elevado
utilizou-se a correlacdo de Pearson. O tamanho
da amostra variou conforme o experimento, sendo
apresentado individualmente na se¢do Resultados. Em

todas as andlises foi considerado o nivel de significancia
de 5%.

RESULTADOS

Tempo de contato de baixa qualidade no periodo
neonatal se correlaciona com niveis comportamentais de
ansiedade na vida adulta

O teste do labirinto em cruz elevado revelou um maior
comportamento do tipo ansioso no grupo intervencao. As
analises mostraram interacdo entre o grupo e o sexo no
tempodepermanéncianosbragosabertos(machoscontrole
116,1+39,08s; machos intervencio 74,5+30,93s; fémeas
controle 89,5+41,73s; fémeas intervencao 92,4+26,59s;
ANOVA de duas vias; F(1,57)=5,75; p=0,02), indicando
que os machos interven¢do permaneceram menos tempo
nos bragos abertos. Também se observou efeito do grupo
ao avaliar a frequéncia de mergulhos (machos controle
14,2+4,79; machos intervencdo 10,9+3,45; fémeas
controle 12,0+4,20; fémeas intervencio 9,3%3,84;
ANOVA de duas vias; F(1,57)=7,94; p=0,007), mostrando
que o grupo intervencdo realizou menos mergulhos
(menor exploragao) nos bracos abertos.

O contato puro ou de baixa qualidade foi maior no
grupo intervencdo (controle 5,66+2,38; intervencao
7,43+2,85; ANOVA de uma via, F(1,14)=5,30; p=0,037)
e correlacionou-se negativamente com o tempo no braco
aberto (r=-0,4; p=0,03) e a frequéncia de mergulhos (r=-
0,4; p=0,03) somente nos machos. O LG correlacionou-se
com a frequéncia de mergulhos tanto nos machos (r=0,5;
p<0,001) quanto nas fémeas (r=0,5; p<0,001) (figura 1).
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Figura 1 - Correlagdes entre o cuidado materno e o comportamento do tipo ansioso na vida

adulta em (A, B e C) machos e (D) fémeas.
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Teste do campo aberto

Ao analisar as varidveis do segundo dia do campo aberto (dia do teste), ndo se observou efeito do grupo nem
interagcGes, apenas efeito do sexo no tempo de permanéncia na regido central [F(1,55)=9,27, p=0,004] e na frequéncia
de respostas de orientagdo [F(1,55)=7,30, p=0,009], indicando que os machos permaneceram menos tempo no centro
do aparato e também realizaram menos respostas de orientagdo (menos exploracgao) (tabela 1).

Tabela 1 - Variaveis analisadas no teste do campo aberto, conforme sexo e grupo.

Machos Fémeas
Variavel Controle (n=8) Intervencdo (n=19) Controle (n=18) Intervencdo (n=14)
tempC 22,9 19,252 24,3 13,96° 34,3 20,04° 41,9 16,30°
tempP 277,1 19,25 275,7 13,95 265,8 20,03 258,1 16,31°
freqCruz 132,75 38,07 139,4 30,17 146,4 28,84 158,1 24,38
freqRear 8,0 5,58 7,5 4,22 13,8 7,02 1,4 8,61°
FezGroom* 4 (50%) 5(26,3%) 4(22,2%) 4(21,4%)

ANOVA de duas vias; valores expressos em média + DP; a,bletras diferentes demonstram diferenca estatistica significativa (p<0,05).
*Teste do Qui-Quadrado (p>0,05). tempC: tempo de permanéncia na regido central (s); tempP: tempo de permanéncia na periferia
(s); freqCruz: namero total de cruzamentos; freqRear: nimero de rearings; FezGroom: realizaram grooming durante o teste.

Oxido nitrico (NO)

Ao analisar a quantidade de 6xido nitrico no hipocampo, ndo se encontrou efeito do grupo [F(1,21)=0,0001, p=0,992],
nem efeito do sexo [F(1,21)=0,89, p=0,335]. Também ndo foi observada interacdo entre as variaveis [F(1,21)=0,07,
p=0,787] (Figura 2).
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Figura 2 - Quantidade de NO no hipocampo nos machos controle (n=5),
machos intervencdo (n=6), fémeas controle (n=8) e fémeas intervencdo
(n=6). Dados expressos em média + EPM. ANOVA de duas vias ndo mostrou
efeitos, nem interacao.
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DiscussAo

Neste estudo observou-se que a redu¢do do material
disponivel para a confec¢do do ninho, do dia 2 ao dia 9
de vida dos filhotes, impactou sobre o cuidado materno e
esteve associada ao desenvolvimento de ansiedade na vida
adulta. No entanto, a nNOS hipocampal ndo parece ser um
mecanismo em potencial envolvido no comportamento do
tipo ansioso observado neste modelo animal.

A restricio do material para a confec¢do do ninho
aumentou o tempo em que as genitorasdo grupo intervengao
permaneceram em contato com seus filhotes. Entretanto,
uma andlise profunda do cuidado materno revelou que
esse aumento do tempo de contato aconteceu porque
as genitoras-intervencdo ficaram mais tempo com seus
filhotes sem realizar nenhum outro cuidado (alimentar ou
lamber). Esse comportamento materno peculiar observado,
intitulado contato puro, pode ser caracterizado como um
cuidado de baixa qualidade, visto que as genitoras estavam
com seus filhotes, mas ndo os estavam amamentando e/ou
lambendo. De acordo com a literatura (19-21), observou-
se que os comportamentos maternos exibidos pela
genitora no periodo neonatal estiveram relacionados ao
desenvolvimento de ansiedade na vida adulta dos animais.
Destaca-se que, conforme demonstrado pelas correlagées,
o comportamento materno impactou em machos e fémeas
de forma diferente. Nos machos tanto o contato puro quanto
o LG mostraram-se importantes para determinar o perfil
comportamental de expressdo de ansiedade (menos tempo
nos bragos abertos e menos mergulhos). Por outro lado,
nas fémeas, que demonstraram um comportamento do
tipo ansioso diferente (apenas menos mergulhos), somente
o LG correlacionou-se a esse tipo de comportamento
ansioso. Portanto, em ambos os sexos o comportamento
materno esteve associado a um maior comportamento do
tipo ansioso, porém o perfil comportamental de expressao
de ansiedade foi diferenciado, o que concorda com as
diferengas observadas em homens e mulheres com relacio
a prevaléncia, comorbidades e curso dos transtornos de
ansiedade (9,10).

Utilizaram-se também outras medidas de ansiedade,
mensuradas através do teste do campo aberto. No entanto,
ndo foi encontrada diferenca entre os grupos, apenas
um efeito do sexo no qual os machos permaneceram
mais tempo na periferia e apresentaram menos respostas
de orientacdo quando comparados as fémeas. Segundo
Martinez-Pereda et al. (11), machos apresentam uma maior
reatividade emocional do que fémeas quando testados no
campo aberto. Apesar de nio ter sido encontrada diferenca
entre 0s grupos no teste do campo aberto, essa falta de
diferenca comprova que os animais ndo eram incapazes
ou mais lentos para se locomoverem, visto que este teste
também avalia a locomocio ou nivel de atividade dos
animais (22,23). De forma interessante, este achado reforca

http://seer.ufrgs.br/hcpa

que, no labirinto em cruz elevado, os animais ficaram mais
tempo nos bracos fechados devido ao medo (ansiedade)
de se expor a um ambiente aberto e ndo por dificuldades
de locomocao.

Na tentativa de elucidar um possivel mecanismo
envolvido com o maior comportamento do tipo ansioso
encontrado no presente estudo, investigou-se o papel da
nNOS no hipocampo dos animais, através da mensuragao
dos produtos da degradagdo do NO (nitratos e nitritos),
cuja producdo depende da atividade dessa enzima. Como
ndo foram encontradas diferencas entre os grupos com
relacdo a producdo de NO, acredita-se que a quantidade/
atividade da enzima foi semelhante entre os grupos. Ao
contrario, a literatura mostra que a inibicdo da nNOS
tem efeito ansiolitico em camundongos machos alojados
em grupos (5,24), e também que camundongos knock-
out para nNOS apresentam uma laténcia menor para se
alimentar em um teste de novidade alimentar, sugerindo
um fenotipo menos ansioso (6). Porém esses estudos que
mostram associacdo da nNOS com o comportamento do
tipo ansioso ndo testaram esse mecanismo em modelos
de intervengdes neonatais. Sendo assim, os resultados
encontrados indicam que uma maior atividade da nNOS
ndo parece ser um mecanismo em potencial envolvido
no comportamento do tipo ansioso observado em animais
submetidos a um ambiente neonatal adverso que afeta o
cuidado materno. Entretanto, ressalta-se que este achado
baseou-se na mensuracdo de um dos produtos da nNOS
e ndo na quantificacdo e/ou expressdo génica da enzima,
sendo esta uma limitacdo deste estudo.

Concluindo, revelou-se que a relacdo mae-filhote,
alterada por um ambiente neonatal adverso, teve impacto
persistente sobre o comportamento do tipo ansioso de
forma sexo especifica, ressaltando como ponto positivo as
correlagdes moderadas observadas. Apesar deste achado,
ndo se conseguiu comprovar, através da mensuragdo do
NO, uma possivel relacdo entre o nNOS hipocampal e o
desenvolvimento de ansiedade na vida adulta neste modelo
animal, sendo necessario investigar outros potenciais
mecanismos envolvidos no desenvolvimento de ansiedade
em modelos animais envolvendo interven¢des neonatais.
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