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RESUMO

SOUZA, A. F. Investigacao do papel de receptores do tipo 5-HT7 da substancia
cinzenta periaquedutal dorsal na modulagao de comportamentos relacionados
a ansiedade. 2015. Dissertagdo (Mestrado) — Centro de Biociéncias, Universidade
Federal do Rio Grande do Norte, Natal/RN, 2015.

A ansiedade, embora conceituada como um sentimento vago e desagradavel de
medo e apreensdo derivados de antecipacado de perigo, de algo desconhecido ou
estranho, € também caracterizada como um estado emocional de grande valor
adaptativo e importante para a sobrevivéncia, uma vez que nos adverte do perigo,
ativando a resposta de luta ou fuga, o que nos permite lidar com a emergéncia.
Dentre os sistemas de neurotransmissdao envolvidos na expressao de
comportamentos relacionados a ansiedade, o sistema serotoninérgico tem sido
amplamente estudado. Considerando a presenca do receptor de serotonina do tipo 7
(56-HT7) na porgédo dorsal da substéncia cinzenta periaquedutal (SCPD), uma
estrutura bastante implicada nos comportamentos defensivos, o presente estudo
verificou se a manipulagao farmacolégica do receptor 5-HT7 alteraria as respostas
comportamentais relacionadas a ansiedade em ratos. Ratos Wistar (90 £ 5 dias)
foram submetidos a dois protocolos experimentais. No experimento 1, ratos
submetidos a cirurgia estereotaxica para implante de canula-guia receberam a
administracao intra- SCPD de veiculo (Salina + DMSO) ou do agonista de receptores
5-HT7 AS-19 nas doses de 0,05, 0,1 e 0,2 ug. Cinco minutos apds a administragéo,
0s animais foram testados no labirinto em cruz elevado (LCE). Vinte e quatro horas
depois, estes mesmos animais passaram pelo teste do campo aberto. Ja no
experimento 2, os animais receberam a infusdo do antagonista de receptor 5-HT7
SB-269970 (5, 10 ou 20 nmol) ou veiculo seguida de administragcéo intra-SCPD do
agonista AS-19 (0,1 ug) ou veiculo previamente aos testes comportamentais. Os
resultados mostraram que, quando administrado isoladamente, o agonista AS-19 na
dose de 0,1 pg, mas n&o nas doses de 0,05 e 0,2 ug, diminuiu a porcentagem de
entradas e tempo gasto nos bragos abertos do LCE, sugerindo efeito do tipo
ansiogénico. A administracao intra-SCPD do antagonista SB-269970 na dose de 10
nmol promoveu efeito do tipo ansiolitico, quando observado o aumento na
porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos do LCE. Este efeito foi revertido
pela administracdo do agonista AS-19 na dose de 0,1 ug. Nenhuma das drogas
testadas alterou parametros de locomogao analisados no teste do campo aberto,
sugerindo que os efeitos relacionados a ansiedade ndo estejam associados a
alteracdes na locomoc¢ao dos animais. Os dados aqui obtidos permitem a conclusao
de que receptores do tipo 5-HT7 da SCPD, quando ativados, modulam um efeito do
tipo ansiogénico. Ainda, o bloqueio de receptores 5-HT7 nesta area favorece um
efeito do tipo ansiolitico, que vem sendo descrito na literatura apds a administracao
periférica de antagonistas destes receptores.

Palavras-chave: Ansiedade, receptor 5-HT7, labirinto em cruz elevado, substancia
cinzenta periaquedutal dorsal



ABSTRACT

SOUZA, A. F. Investigation of the role of 5-HTz receptors of dorsal
periaqueductal gray in modulating on anxiety-like behavior. 2015. Dissertacao
(Mestrado) — Centro de Biociéncias, Universidade Federal do Rio Grande do Norte,
Natal/RN, 2015.

Anxiety, although conceptualized as a vague, unpleasant feeling of fear of unknown,
is also characterized as an emotional state of great adaptive value and it is important
for survival. Among the neurotransmitter systems involved in the expression of
anxiety-related behaviors, the serotonergic system has been widely studied.
Considering the presence of subtype 7 serotonin receptor (5-HT7) in the dorsal
portion of the periaqueductal gray (DPAG), a brain area involved in defensive
behaviors, this study aimed to investigate if the pharmacological manipulation of the
5-HT7 receptor could alter anxiety-related behaviors in rats. Wistar rats (90 + 5 days)
were submitted to two experimental protocols. In experiment 1, rats were submitted
to stereotactic surgery and received intra-DPAG administration of vehicle (Saline +
DMSO) or 5-HT7 receptors agonist AS-19 at doses of 0.05, 0.1 and 0.2 ug. Five
minutes after administration, the animals were tested in the elevated plus maze
(EPM). Twenty-four hours later, the same animals were submitted to the open field
test. In experiment 2, the animals received an infusion of 5-HT7 receptors antagonist
SB 269970 (5, 10, or 20 nmol) or vehicle followed by intra-DPAG administration of
AS-19 (0.1 ug) or vehicle prior to behavioral testing. The results showed that, when
administered alone, AS-19 at a dose of 0.1 ug, but not of 0.05 and 0.2 ug, decreased
the percentage of entries and time spent on the open arms of the EPM, suggesting
an anxiogenic-like effect. Intra-DPAG administration of SB 269970 at dose of 10
nmols promoted an anxiolytic-like effect, when observed an increase in the
percentage of time spent in the open arms of the EPM. This effect was reversed by
the administration of AS-19 at a dose of 0.1 ug. None of the drugs altered the
locomotion of animals in the open field test, suggesting that their effects on anxiety
responses have not being related to locomotor activity changes. The data here
obtained suggest that 5-HT7 receptors subtype in the DPAG, when activated,
modulate an anxiogenic-like effect. Moreover, the blockade of 5-HT7 receptors in this
area favors an anxiolytic-like effect. This effect has been described in literature after
peripheral administration of 5-HT7 receptors antagonists.

Keywords: Anxiety, receptor 5-HT7, elevated plus maze, periaquedutal gray.
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quinases intermediarias (PKs), que modulam a atividade dos canais i6nicos,
resultando em despolarizagdo do neurdnio. Em contraste, receptores 5-HT+1 sao
acoplados a proteina G inibitéria (Gi), que inibe a AC, resultando em
hiperpolarizacdo. Receptores 5-HT2 sdo acoplados a proteina G quinase (Gq), que
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1 INTRODUGAO

Compreender os processos que envolvem a fabulosa maquinaria da mente
humana nunca foi uma tarefa facil de fazer, sobretudo no campo das emogdes. Rir,
chorar, odiar, amar ou sentir alegria, medo, ansiedade e tristeza, por exemplo, séo
emogoOes presentes durante toda nossa vida e € até considerado que a oscilagao
natural que compreende este espectro emotivo seja evolutivamente benéfica para o
organismo poder restabelecer-se frente a eventos inesperados. Logo, nao valorizar o
significado das emocdes seguindo esse ponto de vista evolutivo, € sobremaneira
dificil. As questdes que ainda permanecem em aberto no universo das emocgdes e,
de maneira especial, na ansiedade, estabelecem um elo principalmente a sua
subjetividade e, como consequéncia dessa subjetividade, o conhecimento das bases
biolégicas das emogdes consideradas normais, bem como de suas patologias
associadas, torna-se limitado. Brandao e colaboradores (2003) em seu trabalho de
revisdo sobre a organizagao neural de diferentes tipos de medo e suas implicagoes
na ansiedade destacam que os trabalhos do naturalista inglés Charles Darwin (1872)
indicavam que o estudo do comportamento de outros animais era o caminho para a
compreensao das emocdes no homem (BRANDAO et al., 2003). Onde, dessa forma,
o homem compartilha com os animais ndo apenas caracteristicas fisicas, como
também de suas emocdes basicas. Atualmente, os mecanismos encefalicos que
modulam as emogdes, e, de maneira especial, o medo e a ansiedade, baseiam-se
em estudos envolvendo animais e humanos e, mais uma vez, a peculiaridade das
emogodes entra em cena, uma vez que se acredita nao haver um sistema unico, em
cadeia, permitindo a linearidade dos processos mentais relacionados as emocdes,
mas, sim, uma teia neurobiolégica que envolve morfologia, fisiologia e
comportamento, sendo esse ultimo o produto do mecanismo biolégico atrelado a
maquinaria do sistema nervoso central. Sendo assim, e apoiado nessa perspectiva
morfofuncional aliada ao comportamento, e frente ao advento de novas ferramentas
farmacoldgicas, o presente estudo busca contribuir para as bases neurais da
emocao frisando, de maneira exclusiva, em um estado, que, dependendo da forma
em que se manifesta, ora € compreendido como uma emogao comum, ora Como um
transtorno, a ansiedade. Obviamente, entendé-la é algo que vai muito além das

paginas dessa dissertacdo e, até mesmo, dos recentes estudos envolvendo a
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psicofarmacologia desse estado emocional. Todavia, ao longo dos tempos, o
conhecimento adquirido através da pesquisa basica em modelos animais
experimentais possibilitou o surgimento de técnicas de medicdo comportamental
que, apesar de suas limitagdes, sdo consideravelmente viaveis para subsidiarem
demais estudos, sobretudo aqueles que buscam preencher cada vez mais as

lacunas ainda existentes nas bases neurais da ansiedade.

1.1 Ansiedade e o Sistema Encefalico Aversivo

A ansiedade, (do grego anshein: estrangular, sufocar, oprimir) é um
sentimento vago e desagradavel de medo, apreensao, caracterizado por tensao ou
desconforto derivado de antecipagao de perigo, de algo desconhecido ou estranho
(SWEDO et al.,, 1994; ALLEN et al., 1995; CASTILLO et al., 2000). No entanto,
Graeff (1994), acrescenta uma conotacdo mais especifica para a ansiedade.
Segundo este autor, além de apresentar essa natureza subjetiva, e ser, na sua
esséncia, nao prazerosa e desconfortavel, a expressao plena da ansiedade envolve

alteragdes comportamentais, psicofisioldgicas e cognitivas (GRAEFF, 1994).

Dias e colaboradores (2013) esclarecem mais sobre a distincdo entre a
ansiedade e o medo. Para esses autores, mesmo que manifestacbes fisicas e
psicoldgicas geradas pela ansiedade ou o medo compartiihem aspectos comuns,
elas sado duas entidades independentes e que merecem definicbes operacionais.
Assim, segundo esses mesmos autores, a ansiedade € considerada como um
estado emocional gerado a partir de estimulos gerais e nao especificos, que sao
percebidos como potencialmente ameacadores no futuro. Enquanto que o medo é
estimulado por estimulos especificos, resultando em respostas defensivas ativas
que gradualmente diminuem quando o estimulo especifico ndo esta mais presente
no ambiente (DIAS et al., 2013). Porém, ambos estados emocionais estdo

relacionados aos comportamentos defensivos dos animais.

Graeff e Guimaraes (2005) ressaltam no que diz respeito a ansiedade e ao
medo (uma emocgdo relacionada a ansiedade), que a perspectiva evolutiva,
inicialmente proposta por Darwin, leva a pensar que tais emogdes estao associadas
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a diferentes estratégias de defesa que ocorrem em resposta a perigos que
determinada espécie animal encontra invariavelmente em seu nicho ecoldgico.
Assim, dentro deste contexto, esses processos emocionais sao vistos como
fendmenos que apresentam claro valor adaptativo (CARVALHO-NETTO, 2009). Em
contrapartida, quando essas emogdes superam niveis considerados de normalidade,
podem interferir significativamente com a vida do individuo, afetando desde
processos fisioldgicos até o convivio social, prejudicando a execug¢ao de tarefas
basicas (DIAS et al., 2013), passando, assim, a serem consideradas como

transtorno.

Perante este cenario, os transtornos de ansiedade sao os mais prevalentes e
economicamente onerosos de todos os diagndsticos psiquiatricos; no entanto, estéo
entre os mais comumente subdiagnosticados e subtratados (BERRIOS et al., 1996;
NARDI, 2012). O Manual Diagnodstico e Estatistico de Transtornos Mentais na sua
quinta edicdo (DSM-V, APA, 2013) classifica os transtornos de ansiedade nas
seguintes categorias: Transtorno de Ansiedade de Separacdo;, Mutismo Seletivo;
Fobia Especifica; Transtorno de Ansiedade Social (Fobia Social); Transtorno do
Pénico; Agorafobia; Transtorno de Ansiedade Generalizada (TAG), Transtorno de
Ansiedade Induzido por Substancia/Medicagdo, Transtorno de Ansiedade Devido a

uma condicdo Médica e Transtorno de Ansiedade Inespecifico.

E importante frisar que além dos transtornos ansiosos poderem apresentar
sobreposicao consideravel de sintomas entre si, apresentando caracteristicas
centrais de medo e preocupacgao, eles também apresentam muita sobreposicdo de
sintomas com outras patologias mentais, como por exemplo, a depressao (STAHL,
2011).

A investigagdo do comportamento defensivo em varios mamiferos
(principalmente em roedores de laboratério: ratos e camundongos) tem contribuido
de forma significativa para o entendimento das bases neurais relacionadas aos
transtornos de ansiedade (CARVALHO-NETTO, 2009). Além do mais, estratégias de
defesa sdo expressas em condi¢cdes naturais, quando, por exemplo, um predador
esta muito proximo ou em contato direto com a presa ou quando ha pistas da
presenga do predador (GRAEFF, 2002; para revisdo ver BLANCHARD;
BLANCHARD, 2001).
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E diante desse contexto que a abordagem eto-experimental proposta por
Robert e Caroline Blanchard em 1989, em seus estudos envolvendo as estratégias
defensivas de animais contra predadores, traz a concepgao de ansiedade como a
emogao relacionada ao comportamento de avaliagdo de risco que € evocado em
situagbes em que o perigo € incerto (ameacga potencial), seja porque o contexto &
novo ou porque o estimulo do perigo esteve presente no passado, mas ndo esta
mais no meio ambiente (BLANCHARD; BLANCHARD, 1989). Em um dos seus
estudos, o casal de pesquisadores investigou a participacdo da amigdala nas
categorias comportamentais defensivas promovidas por exposicdo a um predador.
Nesse estudo, lesbes geradas por radio-frequéncia na amigdala mostraram redugao
de comportamento de imobilidade na presenca de gato ou a estimulos previamente
neutros associados a choques nas patas. Este padrao de alteragbes de reatividade a
estimulos de medo e ansiedade levou ao casal de pesquisadores a proposta de que
a amigdala tem um papel central na regulagdo de reagdes defensivas e da
ansiedade (BLANCHARD; BLANCHARD, 1972).

Diante deste exposto, estudos classicos no campo do medo e da ansiedade
tém proposto abordagens com base em estruturas encefalicas para tentar explicar
0S mecanismos, vias e conexdes neurais que participam dessa circuitaria (para
revisdo ver Gross e Hen (2004), Etkin (2010), Myers-Schulz e Koenigs (2012) e Dias
e colaboradores (2013)). Segundo Carvalho-Netto (2009), compreendem essas
abordagens o sistema encefalico aversivo (GRAEFF, 1981), o sistema de inibicdo
comportamental (SIC) (GRAY; McNAUGHTON, 2000), a integragdo de ambos,
realizada inicialmente por Gray e McNaughton (2000) e, posteriormente por
McNaughton e Corr (2004), seguido pelo sistema hipotalamico de defesa (SHD).
Este ultimo, mais atual, proposto pelo grupo de pesquisa de Canteras e
colaboradores (2001, 2002).

O sistema encefalico aversivo (SEA) (Figura 1), proposto por Graeff em 1981,
também chamado de sistema de fuga/luta ou sistema cerebral de defesa, diz
respeito aos mecanismos e estruturas encefalicas associadas a resposta de medo.
Como base dos primeiros achados para a consolidacdo desse sistema,
experimentos pioneiros realizados por Hess e Brugger em 1943 mostraram que a
estimulacgao elétrica do hipotalamo medial possui propriedades aversivas. Ademais,
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estudos posteriores, inclusive aqueles realizados por laboratorios brasileiros,
mostraram também que, além do hipotdlamo medial, a estimulagcdo elétrica da
substancia cinzenta periaquedutal dorsal também produzia comportamento de fuga
(BRANDAO et al., 2003) e que diferentes padrdes de comportamento de imobilidade
organizados nessa mesma estrutura encefalica, estavam associados com diferentes
tipos de ansiedade (BRANDAO et al., 2008).

A amigdala também exerce importante papel com o hipotalamo medial e a
substancia cinzenta periaquedutal, e essas trés estruturas encefalicas, juntas,
compreendem o substrato neural do SEA. Conforme ressalta Brandao e
colaboradores (2003) na sua revisao sobre a organizagao neural de diferentes tipos
de medo e suas implicagdes na ansiedade, essas manifestagdes comportamentais
promovidas por estimulagdao nessas estruturas compreendem uma reacao de defesa
que normalmente acompanha os estados aversivos caracteristicos do medo e da
ansiedade. Adicionalmente, ha evidéncias de que outras estruturas encefalicas
como o coliculo superior e coliculo inferior, que processam informacgdes visuais e
auditivas, respectivamente, também participem do sistema cerebral aversivo
(MACEDO et al., 2002; NOBRE et al., 2010) (Figura 1).
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Figura 1. Diagrama representando o Sistema Encefalico Aversivo. Os mecanismos associados a
resposta de medo estdo associados ao sistema de luta/fuga ou sistema cerebral de defesa. A
estimulagado quimica ou elétrica de determinadas estruturas cerebrais localizadas mais rostralmente
como a amigdala ou o hipotalamo medial, produzem um padréo tipico de respostas de medo, que sdo
acompanhadas de uma atividade motora intensa, assim como de reagbes neurovegetativas, dentre
as quais 0 aumento na presséao arterial e alteragdes na frequéncia cardiaca, respiragao, analgesia e
imobilidade, semelhantes aquelas evocadas quando o animal é confrontado com estimulos aversivos
ou dolorosos em situagao natural, e que sdo permanentemente suprimidos apds lesdo na substancia
cinzenta periaquedutal (Brandao et al., 2003, 2008; Vianna; Brand&o, 2003). Esquema adaptado de
Graeff e Guimaraes (2005).

No que diz respeito a neurobiologia da ansiedade, é proposta uma
desregulagao, ou seja, um desequilibrio neuroquimico envolvendo diversos sistemas
de neurotransmissdao em areas como amigdala, cortex pré-frontal, substancia
cinzenta periaquedutal, hipocampo e hipotdlamo (GRAEFF; GUIMARAES, 2005).
Adicionalmente, € importante destacar que além das areas que compreendem o
SEA, outras estruturas encefélicas, como aquelas presentes no SIC como o giro do
cingulo posterior e o sistema septo-hipocampal (McNAUHTON; CORR, 2004;
McNAUHTON, 2011) bem como estruturas presentes no SHD (CANTERAS et al.,
2001, 2002, 2003) vém sendo citadas na mediacdo dos comportamentos
relacionados a ansiedade e ao medo. Ademais, areas como o nucleo mediano e
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dorsal da rafe (para revisdo ver ANDRADE et al., 2013; KAIYALA et al., 2003); o
coértex orbital ventrolateral (GUYER et al., 2008); o locus coeruleus (MCCALL et al.,
2015) e o nucleo accumbens (LEVITA et al., 2012). De particular interesse para o
presente estudo, muitos trabalhos tém sido realizados enfatizando a substancia
cinzenta periaquedutal, mais especificamente na sua porg¢ao dorsal, na mediacao de
comportamentos relacionados a ansiedade (LITVIN et al., 2007; CAMPLESI Jr et al.,
2012; KINCHESKI et al.,, 2012; QUINTINO-DOS-SANTOS et al.,, 2014; e, para
revisdo ver NOGUEIRA; GRAEFF, 1995 e GRAEFF; ZANGROSSI, 2010).

1.2 A Substancia Cinzenta Periaquedutal

A Substancia Cinzenta Periaquedutal (SCP) (Figura 2) € uma estrutura
neuroanatdmica composta por nucleos neuronais que circunda o aqueduto cerebral
(aqueduto mesencefalico) e é dividida em colunas que se estendem ao longo do
eixo rostro-caudal denominadas dorsomedial, dorsolateral, lateral e ventrolateral
(BEITZ, 1985; BANDLER; De PAULIS, 1991; CARRIVE, 1993; BANDLER et al.,
2000; LINNMAN et al., 2012) (Figura 3). A parte mais rostral da SCP coincide com
comissura posterior, e a parte mais caudal esta situada ao nivel do nucleo tegmentar
dorsal (BEHBEHANI, 1995).
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Figura 2. Corte coronal a nivel do mesencéfalo do cérebro humano mostrando a substancia cinzenta
periaquedutal. Imagem retirada do site didatico do Departamento de Biologia Estrutural e Funcional
do Instituto de Biologia da Universidade de Campinas (Unicamp). (Imagem usada com permisséo).
Disponivel em: http://anatpat.unicamp.br/neuroanatmesencefalo.html#superior.

Acessado em: 06/07/2015
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Figura 3. llustragdo esquematica das colunas neuronais dorsomedial (dm), dorsolateral (dl), lateral (1)
e ventrolateral (vl) das porcdes rostral, intermediaria e caudal da Substancia Cinzenta Periaquedutal —

SCP. (Adaptado de Linnman et al., 2012).
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A SCP & um importante sitio ascendente relacionado a transmisséo da dor.
Ela recebe aferéncias de neurbnios nociceptivos na medula espinhal e envia
projecbes para nucleos talamicos que processam a nocicepcdo. E também um
componente principal do sistema inibitério descendente da dor (BEHBEHANI, 1995).
Além da sua participagdo no processamento da dor, esta area esta envolvida em
uma série de fungdes, como vocalizagdo, receptividade sexual, comportamento
maternal, responsividade ao medo, e contém neurbnios que integram o
comportamento de defesa, como a fuga, as reagbes de congelamento e a
imobilidade ténica mediante estimulos diversos (MISSLIN, 2003). Em humanos, ja é
documentado que a estimulagdo da SCP produz medo (NASHOLD, 1969).

Corroborando com estes achados, alguns estudos tém mostrado que a
estimulacao elétrica e quimica da SCP causam respostas defensivas, enquanto que
lesdes nesta area reduzem essa resposta (para revisdo ver MISSLIN, 2003), e

podem até eliminar completamente a resposta defensiva (GREG; SIEGEL, 2001).

Estudos classicos, como aqueles realizados por Hunsperger (1956) tém
mostrado que a lesdo na SCP resulta num animal muito passivo que parece nao
apresentar reagao defensiva quando confrontado com um predador (para revisao ver
CANTERAS, 2003). Relatos na literatura ainda mostram que, quando em resposta
ao encontro com o predador, ha a mobilizacdo de locais especificos da SCP, tais
como as colunas dorsolateral (SCPDI), dorsomedial (SCPDm) e ventrolateral
(SCPVI) (CANTERAS; GOTO, 1999; COMOLI et al., 2003). Adicionalmente, como
sugerido por Keay e Bandler (2001), a coluna dorsolateral da SCP parece estar
particularmente envolvida na integragcao de respostas ao estresse, enquanto que a
coluna ventrolateral da SCP integra respostas condicionadas a estimulos aversivos
(VIANNA et al., 2001) e, ambas, dorsolateral e ventrolateral, envolvidas em tipos
diferentes de medo (VIANNA et al., 2001).

Além disso, ao interagir com a amigdala, a porgao dorsal da SCP (SCPD) se
integra com um importante sitio para o processamento do medo e da ansiedade e
sua lesao altera o medo e a ansiedade produzidos pela estimulagao elétrica ou
quimica na amigdala (BEHBEHANI, 1995). Adicionalmente, tem sido postulado que

essas duas estruturas, a amigdala e a SCP, juntamente com o hipotalamo medial
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constituem os principais substratos neurais para a integragao dos estados aversivos
no cérebro (BRANDAO et al., 1999).

Cada uma das regides da SCP parece estar associada a diferentes fungdes.
Por exemplo, estimulagdo da por¢ao dorsal e lateral da SCP, no rato, pode provocar
comportamentos defensivos caracterizados como congelamento, imobilidade,
corrida, salto, taquicardia e aumento da pressao sanguinea e tdbnus muscular. Em
contrapartida, a estimulagcdo da porgao ventrolateral da SCP pode resultar em uma
postura imovel, conhecida como quiescéncia, enquanto que sua inibicdo leva ao
aumento da atividade locomotora (para revisao, ver os trabalhos de De OCA et al.,
1998 e LINNMAN et al., 2012).

Também tem sido observado que a estimulagao elétrica ou quimica da porgéo
dorsal dessa area promove a expressao de respostas comportamentais relacionadas
a ansiedade, como aquelas de esquiva inibitoria em ratos submetidos ao teste do
labirinto em T elevado (CAMPLESI et al., 2012). Além disso, também tem sido
mostrado que a estimulagao de receptores serotoninérgicos do tipo 1A (5-HT1a) e 2A
(5-HT2a) presentes na porcdo ventrolateral da SCP promoveu efeito do tipo
ansiolitico em ratos expostos ao teste do labirinto em t elevado, quando verificado a
diminuicdo da laténcia dos animais para os bracos abertos do aparato (De PAULA
SOARES; ZANGROSSI Jr., 2009).

Como parte da investigagao cientifica das bases neurais da ansiedade esta
relacionada a diferentes sistemas de neurotransmissores envolvidos, varios estudos
tém objetivado, em suas pesquisas, conhecer o papel dos diferentes receptores de
serotonina na SCP (MORAES et al., 2008; NUNES-DE-SOUZA et al., 2008; POBBE
et al,, 2011; JEONG et al., 2013; e para revisao ver GRAEFF, 2004).

1.3 A relacao serotonina, ansiedade e substancia cinzenta periaquedutal

A serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT, Figura 4A) € uma monoamina que
atua como neurotransmissor, cuja biossintese € realizada a partir do aminoacido
triptofano, sendo, portanto, sua producdo dependente da enzima triptofano-5-

30



hidroxilase (Figuras 5). Foi inicialmente descrita em humanos na década de 1930 em
células enterocromafins do trato gastrintestinal devido ao seu efeito de contratilidade
da musculatura uterina (JONNAKUTY; GRAGNOLI, 2008), sendo isolada e
caracterizada no sangue por Rapport e colaboradores em 1948 (RAPPORT et al.
1948). Posteriormente, no ano de 1955, foi encontrada no cérebro de mamiferos e
classificada como neurotransmissor (FILIP; BADER 2009). No SNC, os corpos
celulares e dendritos dos neurbnios contendo serotonina sao encontrados
principalmente nos nucleos dorsal (DRN) e mediano (MRN) da rafe, localizados na
linha média do tronco cerebral, com ampla distribuicdo de fibras pelo encéfalo,
promovendo a secre¢cdo desse neurotransmissor em terminais nervosos
serotoninérgicos (AZMITIA; SEGAL, 1978; BOBILIER et al., 1975) (Figura 4B).

A N H2 B _/-—-__—..‘,._-_.\____f_ara o cortex cerebral

Para o hipocampo — \7&
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—
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Para o lobo temporal
Nicleos rostrais da rafe

Para o cerebelo

Nucleos caudais da rafe
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Figura 4. (A) Estrutura da monoamina serotonina, (5-Hidroxitriptamina — 5-HT) conforme Kitson,
(2007) e Gellynck et al., (2013). (B) Vias de distribuicdo encefalica de serononina no cérebro humano.
Os principais centros de neurdnios serotoninérgicos sdo os nucleos rostral e caudal da rafe. Dos
nucleos rostrais da rafe ascendem axénios para o cortex cerebral, regides limbicas e especificamente
para o ganglio basal. Os nucleos serotoninérgicos no tronco encefalico originam axdénios
descendentes, alguns dos quais terminam na medula espinal. Disponivel em:
https://www.cnsforum.com/educationalresources/ imagebank/normal_brain/neuro_path sn.
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Figura 5. Representacao simplificada da biossintese da serotonina e seus metabdlitos. MAO:
monoamina oxidase (Adaptado de Kitson, 2007).

Alguns trabalhos baseados em revisdes da literatura cientifica tém relatado
sobre a serotonina e o numero de receptores em que esse neurotransmissor pode
ligar-se (KITSON, 2007; TERRY Jr., et al., 2008; GELLYNCK et al., 2013). Embora
haja divergéncias entre os autores quanto ao numero preciso de receptores em que
esta indolamina possa se ligar e, consequentemente promover seus efeitos
intracelulares, é considerado atualmente que a serotonina apresenta 16 subtipos de
receptores, delineados por andlises farmacolégicas e clonagem dos seus
respectivos DNA complementares (cDNA), sendo agrupados em sete diferentes
subfamilias ou classes, com base nas suas repostas farmacoldgicas a ligantes
especificos, similaridades de sequéncia no gene que os codifica € nos niveis de
aminoacidos, na organizagdo génica e nos mecanismos de transducéo intracelular
(PYTLIAK et al., 2011) (Figura 6). Essas familias sdo designadas da seguinte forma:
5-HT1, 5-HT2, 5-HT3, 5-HT4, 5-HT5, 5-HTs, 5-HT7. Todos esses sete subtipos de
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receptores sdo expressos no SNC (RAYMOND et al., 2001; MELTZER et al., 2003;
BOCKAERT et al., 2006).

A maioria das classes de receptores serotoninérgicos € do tipo metabotrépico,
ou seja, medeia a cascata de transducgéao de sinal via proteina G. Receptores do tipo
5-HT+ sdo acoplados a proteina G inibitéria (Gi), que inibe a enzima adenilato
ciclase (AC), levando a diminuigdo das concentragdes intracelulares de monofosfato
ciclico de adenosina (CAMP). Em contrapartida, receptores 5-HT4, 5-HTs € 5-HT7 sé&o
acoplados a proteina G estimulatéria (Gs), que ativa a enzima adenilato ciclase,
contribuindo para o aumento de cAMP e, consequentemente, para a produgéo de
trifosfato de adenosina (ATP). Também sendo considerado receptor metabotrépico,
porém com mecanismo celular distinto, receptores do tipo 5-HT2 sdo acoplados a
proteina G quinase (Gq), que ativa a enzima fosfolipase C, a qual converte
fosfolipidos a diacilglicerol (DAG) e trifosfato de inositol (IP3), levando ao aumento
nas concentracbes intracelulares desses compostos (PYTLIAK et al., 2011).
Diferentemente dos demais receptores, os receptores 5-HT3 e seus subtipos 5-HT3a,
5-HT3ss e 5-HT3sc s&o canais ibnicos formados de cinco subunidades que organizadas
formam um poro central, permeaveis a ions calcio (Ca?*), sodio (Na?*) e potassio
(K*), sendo portanto, receptores ionotrépicos, que quando estimulados resultam em
alta despolarizagdo da membrana plasmatica. Por fim, apesar de ndo estar bem
estabelecido, acredita-se que os receptores do tipo 5-HTs acoplam-se de maneira
curiosa a um determinado tipo de proteina G, capaz de inibir a adenilato ciclase e

estimular a abertura de canais de calcio sensiveis a IP3 (KITSON, 2007).
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Figura 6. Diversidade de receptores da serotonina (5-HTRs) e seus efeitos intracelulares. Os
receptores da serotonina sdo agrupados em sete familias baseadas nas vias de efeitos
intracelulares e na homologia de sequéncia. Com excec¢ao do receptor 5-HTs3, todas as outras
classes de receptores serotoninérgicos sao acopladas a proteina G. Os receptores 5-HT4, 5-
HTe e 5-HT7 sdo acoplados a proteina G estimulatéria (Gs), que ativa a enzima adenilato
ciclase (AC). A adenilato ciclase sintetiza monofosfato ciclico de adenosina (cCAMP) para a
producdo de adenosina trifosfato (ATP). O cAMP ativa a proteina quinase dependente de
cAMP, também conhecida como proteina quinase A (PKA). A PKA fosforiliza proteinas
quinases intermediarias (PKs), que modulam a atividade dos canais idnicos, resultando em
despolarizagdo do neurbnio. Em contraste, receptores 5-HT1 sdo acoplados a proteina G
inibitéria (Gi), que inibe a AC, resultando em hiperpolarizacdo. Receptores 5-HT2 séo
acoplados a proteina G quinase (Gq), que ativa a enzima fosfolipase C (PLC). A PLC cliva
fosfolipidos (PL) a diacilglicerol (DAG) e trifosfato de inositol (IP3). O DAG ativa proteina
quinase do tipo C (PKC) que ativa PK a fim de modular os canais de cétions e despolariza o
neurdnio. IP3 atua liberando ions Ca?* de estoques intracelulares, contribuindo também para a
despolarizagdo. O Ca?* ativa a proteina quinase dependente de calmodulina/Ca?* (CamK), que,
juntamente com PKA e PKC, influencia a transcricdo através da fosforilagdo de fatores de
transcrigdo (TFs). Receptores 5-HTs foram relatados a acoplar-se negativamente a AC e
positivamente aos canais de Ca2* sensiveis a IPs. Os receptores 5-HT3z sdo ligantes nao
seletivos de canais de cations que resulta em alta despolarizagdo quando ativados. As linhas
solidas indicam efeitos estimulatérios; linhas tracejadas, efeitos inibitdrios. (Adaptado de Lam e
Heisler, 2007, tradugéo nossa).

Desempenhando importante papel no sistema nervoso central, local este
onde contém menos do que 5% da distribuicao total de serotonina no corpo humano,
este neurotransmissor participa de varias funcdes fisiologicas, tais como a dor, o
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apetite, o sexo, a emocdo, 0 sono, a memoria e também nos seus estados de
doenca associados, tais como a depressio, ansiedade, fobia social, esquizofrenia,

transtorno obsessivo-compulsivo e panico (KITSON, 2007).

Devido estudos pioneiros mostrarem que a administracdo de determinados
farmacos e em determinadas regides encefalicas diminuirem os niveis encefalicos
deste neurotransmissor, promovendo, por conseguinte, um efeito do tipo ansiolitico
em modelos experimentais, até mesmo comparaveis aos dos benzodiazepinicos em
testes de conflito (GRAEFF; SCHOENFELD, 1970), a relacdo da serotonina e o seu
papel na ansiedade tém sido amplamente reproduzido e confirmado (GRAEFF,
2002; GORDON; HEN, 2004; MILLAN, 2003), o que faz esse sistema de
neurotransmissao ser um dos mais importantes e estudados quanto a sua relacéo

com os comportamentos defensivos.

Em concordancia com isso, é importante salientar que, assim como os
sistemas de neurotransmissdo GABAérgico, dopaminérgicos e neuropeptidérgicos, o
sistema de neurotransmissao serotoninérgico compreende também um dos
mecanismos de media¢do da ansiedade no SEA (GRAEFF, GUIMARAES, 2000;
BRAGA et al., 2010).

Alguns estudos tém mostrado que a serotonina exerce um papel inibitério nas
respostas comportamentais de medo e fuga induzidos pela estimulagdo aversiva da
porcdo dorsal na SCP (para revisdo ver BRANDAO et al., 1999). Corroborando com
estes estudos, outros trabalhos tém mostrado que a serotonina causa efeitos
antiaversivos por atuar em receptores do tipo 5-HT1a e 5-HT2ac na SCPD
(NOGUEIRA; GRAEFF, 1995). Além disso, a microinje¢do do agonista 5-HT1a, 8-
OH-DPAT na SCPD, diminuiu o comportamento defensivo provocado por
microinje¢cdes do acido 1-homocisteico nesta estrutura e a administragao sistémica
do antagonista 5-HT1a, WAY-100635, inibiu este efeito (BECKETT; MARSDEN,
1997). Também foi visto em um estudo com gatos que a ativagao de receptores 5-
HT1a na SCP bloqueou a ocorréncia de comportamentos defensivos provocadas por
estimulacao elétrica do hipotalamo medial, enquanto que a ativagao de receptores 5-
HT2a/c facilitou esta ocorréncia (SHAIKH et al., 1997).
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Adicionalmente, Gomes e Nunes-de-Souza (2009) observaram num estudo
baseado no paradigma de animais expostos e reexpostos ao labirinto em cruz
elevado, que camundongos expostos previamente ao aparato apresentavam
diminuicdo de comportamentos relacionados a ansiedade quando recebiam
administracdo intra- SCPD de um agonista preferencial de receptores 5-HTan2c),
DOI, e de um agonista seletivo de receptores 5-HT2c, o MK-212, porém n&o do
agonista seletivo de receptores 5-HT1a, 8-OH-DPAT. Além disso, tal efeito foi
predominantemente observado nos animais que também receberam infusdo de DOI
ou MK-212 na primeira exposi¢ao (GOMES e NUNES-DE-SOUZA, 2009).

Outros estudos basicos envolvendo a participacdo dos receptores
serotoninérgicos 5-HT1a, 5-HT28 € 5-HT2c na ansiedade, tém sido conduzidos em um
teste capaz de gerar, em um mesmo animal, dois tipos de comportamentos de
defesa, a esquiva e a fuga (GRAEFF et al.,, 1993; VIANNA et al.,, 1994;
ZANGROSSI; GRAEFF, 1997). Estudos de validacdo farmacoldgica deste teste, o
labirinto em T elevado (LTE), propbée que a esquiva € um comportamento
correlacionado a ansiedade, enquanto que a fuga, um comportamento relacionado
ao panico (GRAEFF et al., 1998; TEIXEIRA et al.,, 2000; ZANGROSSI; GRAEFF,
2014). Tendo em vista que é um teste derivado do labirinto em cruz elevado (LCE),
baseia-se, de igual modo, na aversdo que os roedores tém de locais altos e

desprotegidos.

De interesse para este estudo, tem sido demonstrado que a administracdo da
serotonina na SCPD atua aumentando comportamentos de esquiva inibitéria no
LTE. Posto isso, Zanoveli e colaboradores (2003) mostraram que injegdes intra-
SCPD do agonista de receptores 5-HT@s2c), mCPP, facilitou a expressado do
comportamento de esquiva inibitéria, ao passo que o agonista do receptor 5-HT1a, 8-
OH-DPAT, diminuiu essa resposta. Esses dois agonistas, a serotonina e o 8-OH-
DPAT, e o agonista preferencial de receptores 5-HT@a2c) DOI, inibiram o

comportamento de fuga.

Corroborando com o estudo acima, outro estudo de administragéo local na
SCPD, forneceu evidéncias adicionais para o papel dos receptores anteriormente
mencionados. Conduzido por de Paula Soares e Zangrossi (2004), o trabalho
mostrou que ratos submetidos a administracdo intra-SCPD do antagonista do
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receptor 5-HT1a, WAY-100635, bem como dos antagonistas preferenciais 5-HT2a e 5-
HTeazc), quetanserina e SDZ SER 082, respectivamente, nao alteraram os
comportamentos de ratos expostos ao LTE. No entanto, estes mesmo antagonistas
foram capazes de bloquear o comportamento do tipo pancolitico promovido pela
administracdo intra-SCPD de serotonina. Além disso, a quetanserina e SDZ SER
082 também foram capazes de antagonizar o efeito da serotonina na mediagao do
comportamento de esquiva inibitéria. Ainda, a administragcéo intra-SCPD do agonista
8-OH-DPAT e do agonista preferencial de receptores 5-HT2a, DOI, também inibiram
a fuga, efeito este antagonizado pelo WAY-100635 e quetanserina, respectivamente
(De PAULA SOARES; ZANGROSSI, 2004).

Contribuindo com estes resultados, Yamashita e colaboradores (2011)
mostraram que a administragdo intra-SCPD de serotonina ou dos agonistas seletivos
do receptor 5-HT2c, MK-212 e RO-600175, aumentou a esquiva inibitéria em ratos
também testados no LTE, e que a apenas a serotonina foi capaz de inibir o
comportamento de fuga (YAMASHITA et al., 2011). Além disso, os efeitos de todos

os agonistas foram prevenidos pela administragéo prévia do antagonista SB-242084.

Em conjunto, todos esses resultados mencionados reforgam a hipotese de
que diferentes receptores serotoninérgicos da SCPD participam diferentemente da

modulagao de comportamentos relacionados a ansiedade.

Tendo em vista, entdo, a importancia de se conhecer mais o papel de outros
subtipos de receptores serotoninérgicos além dos ja bem documentados 5-HT1a, 5-
HT2a, 5-HT28 e 5-HT2c em comportamentos relacionados a ansiedade, estudos
recentes tém investigado a participagado do receptor de serotonina do tipo 7 (5-HT7)
em varias fungdes, e apontam sua importancia na mediagdo de comportamentos
defensivos, e, de maneira especial, na ansiedade (WESOLOWSKA et al., 2006;
ADRIANI et al., 2012; GUSCOTT et al., 2005; SHAHIDI; HASHEMI-FIROUZI, 2013).

Segundo Di Pilato e colaboradores (2014), este receptor foi o ultimo membro
da familia de receptores da serotonina a ser identificado e clonado em rato de forma
independente em trés laboratérios no ano de 1993 (BARD et al., 1993;
LOVEMBERG et al., 1993; RUAT et al., 1993). Posteriormente, este receptor foi

clonado em outras espécies de mamiferos como camundongo (PLASSAT et al.,,
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1993), cobaia (TSOU et al., 1994) e humano (BARD et al., 1993). Adicionalmente,
Gellynck e colaboradores (2013) relatam em seu artigo de revisdo que, de acordo

com o Web site www.ensembl.org, este subtipo de receptor foi clonado em mais de

50 animais. Além disso, estudos de Heidmann e colaboradores (1997) mostraram
que esta classe de receptor apresenta quatro isoformas no humano, a saber: 5-HT7a,
5-HT78, 5-HT7c e 5-HT7p. O presente trabalho busca, assim, contribuir para o
conhecimento das bases neurais da ansiedade através da manipulagao

farmacolégica deste receptor.

1.4 O receptor 5-HT7

1.4.1 Caracterizacao e localizacao

O receptor 5-HT7 (Figura 7) € descrito por Gellynck et al. (2013) como uma
proteina com 445 aminoacidos, e que exibe um alto grau de homologia
interespecifica de aproximadamente 95%, porém, com uma baixa homologia de
sequéncia com outros receptores de serotonina (abaixo de 40%) (BONAVENTURE
et al., 2002). Este subtipo de receptor 5-HT7 & acoplado a proteina G estimulatéria
(Gs), com um perfil farmacologico distinto de todos os outros receptores de
serotonina. Estudos mais recentes demonstraram que este receptor também pode
acoplar-se a Proteina G12 (Figura 7), levando a ativagcao de pequenas GTPases da
familia Rho, proteinas pertencentes a um subgrupo da superfamilia Ras, que se
caracterizam por serem proteinas de 20-30Kd que sao ligadas a guanina trifosfato
(GTP) e que regulam uma grande quantidade de fung¢des nas células eucaridticas,
como a formacéo de fibras de actina, e participando dos processos de adesao focal
e migracao celular (WENNERBERG; DER, 2004; JAFFE; HALL, 2005; BOUREUX et
al., 2007).

Quando estimulado, este receptor, via proteina Gs, leva a ativacdo da
proteina adenilato ciclase levando a um aumento nas concentragdes intracelulares
de cAMP (Di PILATO et al., 2014; GUSEVA et al., 2014). Além disso, também tem
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sido proposto que os receptores de 5-HT7 também podem modular a
neurotransmissédo glutamatérgica e GABAérgica nos nucleos da rafe e que estes
efeitos podem ter um papel na regulagao dos ritmos circadianos (TOKARSKI et al.,
2014).
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Figura 7. Representacdo esquematica das vias de sinalizagdo reguladas pelo receptor 5-HT7. Os
efeitos mediados pela proteina Gs sdo mostradas na segao esquerda. O resumo dos processos de
sinalizagdo mediado por G12 € mostrado na sec¢éo direita. Abreviagdes: GIRK — Protina G acoplada
em canais de potassio retificadores; AC — Adenilato ciclase; cAMP — monofosfato ciclico de
adenosina; PKA — proteina quinase A; ERK — proteinas quinases reguladas por sinal extracelular; Akt
— Proteina quinase B; Hsp90 — Proteina de choque térmico 90; ERM — proteinas da familia ezrina-
radixina-moesina; GEF — Fator de troca guanina nucleotideo (representada pela RhoGEF LARG e
p155Rho associada a leucemia); nRTKs — n&o receptor de tirosina quinase; AKAPs — Proteina de
ancoragem quinase-A; ZO — Proteina da zona occludens; SRF — Fator de resposta sérica; SER —
elemento de resposta sérica. (Adaptado de Guseva et al., 2014, tradugdo nossa).

No final do século XX, estudos em roedores utilizando técnicas de
hibridizacao in situ e Northern blots, mostraram a presenga do mRNA deste receptor
no sistema nervoso central (SNC), principalmente em regides como hipotalamo,

talamo, hipocampo e cortex cerebral (BARD et al., 1993; LOVENBERG et al., 1993;
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1993; RUAT et al.,, 1993). Dados da literatura também relatam a presenga desse
subtipo de receptor em outras areas encefalicas, como ponte, cerebelo, estriado e
tenia tecta, tanto em células neuronais como também nas células da glia
(MUNEOKA; TAKIGAWA, 2003; THOMAS; HAGAN, 2004; RUSSO et al., 2005; para
revisdo ver HEDLUND; SUTCLIFFE, 2004 e CIRANNA; CATANIA, 2014). Além
disso, estudos autorradiograficos em encéfalos de mamiferos (incluindo o do ser
humano) como os de Gustafson e colaboradores (1996), Bonaventure e
colaboradores (2002) e Martin-Cora e Pazos, (2004), tém relatado a ocorréncia
deste receptor na SCP (Figura 8), o que torna o receptor 5-HT7 como um possivel

sitio de atuacao da serotonina na SCP.

Figura 8. Distribuicdo autorradiografica de receptores 5-HT7 no cérebro humano (A e B) e de rato (C
e D) através da marcacgéo de sitios pela técnica de binding para a [*H]mesulergina. Secgdes coronais
a nivel do mesencéfalo. Abreviaturas: substancia cinzenta periaquedutal, CG; nucleo dorsal da rafe,
DRN; substancia nigra, SN; nucleo interpeduncular, IP. Barra: 2mm. (Adaptado de Martin-Cora e
Pazos, 2004).
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1.4.2 O receptor 5-HT7 e os estudos de pesquisa basica

Em decorréncia do avango no estudo do receptor 5-HT7, ferramentas
farmacolégicas foram desenvolvidas a fim de se conhecer mais sobre da
estimulacdo e/ou bloqueio desse subtipo de receptor serotoninérgico. A maioria
desses trabalhos concentra-se em estudos utilizando principalmente o antagonista
desse receptor, o SB-269970 (WESOLOWSKA et al., 2006a, 2006b). Além disso,
também tém sido realizados estudos com animais knockout (5-HT77"), os quais ndo
expressam esse tipo de receptor (LEOPOLDO et al., 2011; BRENCHAT et al. 2012).

Uma série de estudos tem provido evidéncias adicionais para a importancia
do papel desempenhado pelo receptor 5-HT7 em numerosas fung¢des cerebrais, tais
como sua atuagdo no controle do ritmo circadiano (LOVENBERG et al., 1993;
GANNON, 2001; GLASS et al., 2003, ANTLE, et al., 2003; DUNCAN et al., 2004),
atividade locomotora (CLISSOLD et al., 2013), aprendizagem e memodria (PEREZ-
GARCIA et al.,, 2005; MENESES et al., 2008), regulagcao da temperatura corporal
(GUSCOTT et al., 2003; BRENCHAT et al. 2012), relaxamento do musculo liso das
artérias cerebrais (TERRON; FALCON-NERI, 1999), sono (THOMAS et al., 2003;
MONTI, 2010; MONTI; JANTOS, 2014), bem como em condig¢des fisiopatoldgicas,
como processos inflamatorios no SNC (MAHE et al., 2005); esquizofrenia (DEAN et
al., 2006), dor/nocicepgao (DOGRUL et al., 2009; BRENCHAT et al. 2009, 2010,
2011), depressao (GUSCOTT et al.,, 2005) e transtorno obsessivo compulsivo
(HEDLUNG; SUTCLIFF, 2007).

No que diz respeito a contribuicdo dos receptores 5-HT7 e seu papel nas
categorias comportamentais relacionadas a ansiedade, o grupo de pesquisa de
Wesotowska observou que a administragao periférica intraperitoneal (i.p.) e intra-
hipocampal do antagonista de receptores 5-HT7 SB-269970, exerceu efeito do tipo
ansiolitco em ratos e camundongos submetidos a testes de ansiedade
(WESOLOWSKA et al., 2006a, 2006b). Por outro lado, Shahidi e Hashemi-Firouzi
(2013) observaram auséncia de efeito deste mesmo antagonista e do agonista de
receptores 5-HT7 AS-19 nos parametros de ansiedade no labirinto em cruz elevado,

quando administrados perifericamente.
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Assim, baseado nas evidéncias iniciais sobre papel do receptor 5-HT7 em
comportamentos relacionados a ansiedade, e considerando estudos anteriores que
mostram a presenca de receptores do tipo 5-HT7 na SCP (GUSTAFSON et al., 1996;
BONAVENTURE et al.,, 2002) torna-se interessante investigar se a ativagao ou o
antagonismo deste receptor na parte dorsal dessa estrutura (SCPD), alteraria as
respostas de ansiedade. Assim, o presente estudo testou a hipotese de que a
ativacao ou o bloqueio dos receptores do tipo 5-HT7 localizados na SCPD, poderiam
alterar comportamentos relacionados a ansiedade experimental basal em ratos

submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado.

42



2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

» Investigar o papel dos receptores do tipo 5-HT7 presentes na porgéo dorsal da
substéancia cinzenta periaquedutal (SCPD) na modulagdo de comportamentos

relacionados a ansiedade.

2.2 ESPECIFICOS

» Obter uma curva dose-reposta para o agonista de receptor 5-HT7, AS-19, nas
doses de 0,05, 0,1 e 0,2 ug (intra-SCPD) e identificar dentre essas doses qual
foi capaz de promover alteracbes comportamentais relacionadas a ansiedade

no teste do labirinto em cruz elevado.

» Observar se a administracdo conjunta intra-SCPD do antagonista de
receptores 5-HT7, SB-269970 (5, 10 e 20 nmol), seguida do agonista AS-19
(0,1 ug), altera as respostas comportamentais relacionadas a ansiedade no

labirinto em cruz elevado.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Para o estudo foram utilizados ratos da linhagem Wistar com idade de 90+5
dias, pesando entre 250 a 300 gramas, provenientes do Biotério do Departamento
de Biofisica e Farmacologia da Universidade Federal do Rio Grande do Norte
(UFRN). Os animais foram mantidos em gaiolas-viveiro retangulares de polipropileno
nas dimensdes de 414 x 34,4 x 16,8 cm, com grades em ago galvanizado
superiormente removiveis e forradas com maravalha no seu assoalho. Os animais
tinham acesso a agua por bebedouros acoplado a grade, sendo alimentados com
racdo comercial Presence® ad libitum e mantidos em condigdes constantes de
temperatura (23°C+1°C) com ciclo claro-escuro de 12:12 horas com as luzes acesas
as 6:00. A higienizagédo das gaiolas era feita duas vezes por semana, mantendo o
numero de cinco a seis animais por gaiola. O presente estudo foi submetido pelo
Comité de Etica do Uso de Animais (CEUA) da UFRN, sendo aprovado com ndmero

de protocolo 029/2012, conforme anexo.

3.2 Cirurgia estereotaxica

Sete dias anteriores as secdes dos testes de medicdo comportamental, os
animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica para implante da céanula-guia
tendo em vista a administracdo local intra-SCPD. Primeiramente, os ratos eram
anestesiados intraperitonealmente com cloridrato de quetamina e cloridrato de

xilazina nas doses de 100 e 10 mg/kg, respectivamente.

Uma vez confirmada a anestesia, era realizada a tricotomia na regido dorsal
da cabega com aparelho de raspagem apropriado para este fim. Logo apds, os
animais foram entdo adaptados e imobilizados a um aparelho estereotaxico (Insight,
Brasil) composto por duas barras auriculares que adentravam ao meato acustico
externo de cada ouvido do animal e uma presilha frontal para ancorar os dentes

incisivos superiores, o que resultava na fixagdo completa da cabegca do animal ao
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aparelho durante todo o procedimento cirurgico. Uma vez certificada a fixagao, era
realizada a limpeza do campo cirurgico com uma solugdo hidroalcodlica contendo

iodo a 2%.

Na regido da incisdo era administrado previamente o anestésico local
cloridrato de lidocaina (s.c.) no volume de 0,2 ml. Logo apds, na regiao do
quadriceps femoral, era administrado um antibidtico de largo espectro (Pentabidtico
Fort Dodge) no volume de 0,2 ml (i.m.) a fim de prevenir possiveis infec¢des. Poucos
minutos apds, procedeu-se com a incisao longitudinal da pele e tecido subcutédneo a
fim de expor a calvaria, bem como remover o periésteo por raspagem. Depois de
feita a incisdo, a limpeza da calota craniana era realizada com peroxido de
hidrogénio a fim de se retirar o restante de tecido subcutdaneo e permitir a melhor

visualizagdo das suturas e identificar a regido do lambda.

Subsequentemente, um orificio era perfurado com uma broca odontoldgica de
aco para a fixagdo de um pequeno parafuso de acgo inoxidavel (Figura 9). Este
parafuso servira como ancora para a protese de acrilico a ser disposta no cranio do
animal. Apds a leitura dos parametros latero-lateral e dorso-ventral feitos a partir do
lambda, outro orificio também era perfurado para a introdugdo da canula guia
(didmetro: 0,7 mm e comprimento: 12 mm) (Figura 9), cujas coordenadas para a
SCPD seguiram-se 1,9 mm lateralmente ao lambda, a uma profundidade de 3,2 mm
a partir da superficie craniana, conforme as coordenadas do Atlas de Paxinos e
Watson (1998). A barra vertical do aparelho estereotaxico onde estava inserida a

canula foi angulada a 22°.

Depois de calculado o valor da profundidade e descido a canula-guia, esta era
fixada a calota craniana por meio de uma resina acrilica dentaria autopolimerizavel.
Finalmente, era introduzido pela canula-guia um mandril de ago galvanizado (n° 8),
de mesmo comprimento, para evitar possiveis entupimentos da canula. Apds a
cirurgia, os animais eram aquecidos sob luz branca de Iampada fluorescente de 25
W até a recuperagao anestésica, quando entdo eram transferidos para suas caixas
de origem e levados ao biotério do laboratério, onde permaneciam em repouso até a

realizacao dos procedimentos subsequentes e testes comportamentais.
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Figura 9. Identificacdo dos locais designados tanto da canula-guia, como do parafuso auxiliar de
ancoragem. O ponto preto indica o orificio craniano para canula. A estrela de quatro pontas indica o
local de fixagao do parafuso. Adaptado do Atlas de Paxinos e Watson (1998).

3.3 Habituacgao

Nesse procedimento, os ratos eram levados para uma sala silenciosa, a fim
de serem habituados as condigdes experimentais e ao experimentador. Os animais
eram, um por vez, manuseados por cinco minutos com flanela e em seguida
colocados numa gaiola menor, a qual era posteriormente utilizada como coadjuvante
no transporte do animal ao aparato do teste comportamental. Tal procedimento era
realizado duas vezes em dias distintos, sendo o ultimo dia de manuseio 24 horas

antes do inicio dos testes comportamentais.

3.4 Drogas, tratamentos e administragao

Para o tratamento experimental, as drogas utilizadas no presente estudo
foram o agonista de receptores 5-HT7 AS-19 ([(2S)-(+)-5-(1,3,5-Trimetilpirazol-4-yl)-
2-dimetilamina)tetralina], Tocris, Bristol, Reino Unido) e o antagonista de receptores
5-HT7 SB-269970 ((2R)-1-[(3-hydroxifenil)sulfonil]-2-[2-(4-metil-1-piperidinil)ethil]-
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pirrolidina) Tocris, Biosciences, Reino Unido). Ambas as drogas foram preparadas
com solugdo salina (0,9%), sendo que o agonista AS-19 foi solubilizado com
dimetilsulféxido (DMSO) a 2%, enquanto que o antagonista SB-269970 foi preparado
com Tween 80 a 2%. Para o procedimento cirurgico foram utilizados quetamina (80
mg/kg/ml, i.p.), xilazina (10 mg/kg/ml, i.p.), cloridrato de lidocaina (2%, 0,2 ml por
animal, s.c.) e pentabidtico (10 mg, 0,2 ml por animal, i.m.). Para o procedimento de
perfusdo intracardiaca, os animais foram inicialmente anestesiados com tiopental
sédico (100 mg/kg/ml, i.p.) e perfundidos logo apdés com solugao salina (NaCl 0,9%)

e, posteriormente acondicionados em soluc¢ao de formalina (tamponada a 10%).

Para o experimento 1, foram formados dois grandes grupos: controle (veiculo)
que recebiam uma solugdo de salina (NaCl) a 0,9% acompanhada de
dimetilsulféxido (DMSO) a 2%, e um grupo experimental, que foi subdivido em trés
grupos conforme as doses do agonista AS-19 a ser administrada: dose 1 (AS-19
0,05 pg), dose 2 (AS-19 0,1 pg) e dose 3 (AS-19 0,2 ug). O antagonista de

receptores 5-HT7.

Para a administracdo conjunta (Experimento 2), foram formados oito diferente
grupos: grupo 1 — controle (veiculo do antagonista [salina + tween 80 a 2%)] / veiculo
do agonista [salina + DMSO 2]; grupo 2 (veiculo / AS19 [0,1 pg]); grupo 3 (veiculo /
SB269970 [5,0 nmol]); grupo 4 (veiculo / SB269970 [10,0 nmol]); grupo 5 (veiculo /
SB269970 [20,0 nmol]); grupo 6 (SB269970 [5,0 nmol] / AS19 [0,1 ug]); grupo 7
(SB269970 [10,0 nmol] / AS19 [0,1 ug]); grupo 8 (SB269970 [20,0 nmol] / AS19 [0,1
ug]). E importante salientar que as doses usadas tanto do agonista AS-19 como do
antagonista SB-269970 utilizadas no presente estudo foram calculadas com base
em estudos prévios (FAN et al., 2011; SILVEIRA, 2014).

Para a administracdo da droga, fazia-se a contencdo do animal, deixando-o
inicialmente imobilizado para a retirada do mandril. Em seguida, usava-se uma
agulha semelhante ao da administragdo, porém com o mesmo comprimento da
canula-guia implantada na cabega do animal a fim de desentupi-la caso
apresentasse alguma obstrugcdo. Apos a retirada do mandril e desobstrugcdo da
canula-guia, a substancia era administrada através de uma agulha de injecao
odontoldgica gengival de 0,7 mm de diametro por 14 mm de comprimento. A agulha
de injecdo era conectada a um segmento de tubo de polietileno, sendo esse
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conectado a uma seringa Hamilton de volume total de 10 pl e comprimento de 54,10
mm a qual era acoplada a uma bomba de microinfusdo (Insight®, Brasil). No primeiro
experimento, a taxa de infusdo para todos os grupos que receberam administragcéo
local (intra-SCPD) foi de 0,1pl/min. J&4 no segundo experimento, os animais
receberam administragao local (intra-SCPD) do antagonista SB-269970 ou veiculo,
no volume de 0,2 ul durante um minuto, enquanto que a administracdo nos animais
que recebiam o agonista AS-19 ou veiculo era mantida no mesmo volume como no
primeiro experimento. O deslocamento de uma bolha de ar no interior do tubo de
polietileno que era conectado a agulha da seringa, foi utilizado como instrumento
visual para o monitoramento da microinfusdo. Apds a administragdo, a agulha
permaneceu no interior da canula-guia por 60 segundos, a fim de se evitar o refluxo
da droga. Além disso, sempre antes e apds cada inje¢ao, a bomba de infusdo era
novamente acionada, com a finalidade de se verificar se a agulha de administragao
nao estava entupida. Fazia-se esse procedimento na agulha de cada grupo

experimental e de ambos os experimentos.

Foi esperado um intervalo de cinco minutos entre o final da administragéo e o
inicio dos testes comportamentais em ambos os experimentos. Sendo que no
segundo experimento, era esperado um intervalo de tempo de 10 minutos entre a
administragdo inicial do antagonista e a administracdo seguida do agonista. O
desenho experimental de cada um dos experimentos esta esquematizado nas

figuras 12 e 13, logo ao fim do tépico de analises estatisticas.

3.5 Testes Comportamentais

3.5.1 Labirinto em Cruz Elevado

O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) é um aparato feito de madeira utilizado
para mensurar as variaveis comportamentais relacionadas a ansiedade. Este
aparato consiste em um labirinto em forma de cruz com os quatro bragos (50 cm x
10 cm) elevados a uma altura de aproximadamente 50 cm do chao, opostos entre si,
onde dois desses bragos sao fechados por trés paredes (duas laterais e uma distal a
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plataforma central), sendo ambos perpendiculares a dois bragos que sao abertos
(Figura 10).

Desenvolvido inicialmente por Handley e Mithani (1984) e validado por Pellow
e colaboradores (1985), o LCE é um teste baseado na aversao natural que animais
roedores apresentam pelos bragos abertos do aparato (CRUZ et al., 1994,
MONTGOMERY, 1955). E um método validado para explorar as bases
neurobioldgicas da ansiedade (TORRES; ESCARABAJAL, 2002; MEZADRI et al.,
2011). Quando sao forgados a permanecerem nesses bragos, os roedores mostram
manifestacdes fisioldgicas e comportamentais de medo, tais como congelamento,
defecacdo e aumento nos niveis de corticosterdides plasmaticos (PELLOW et al.,
1985; PELLOW; FILE, 1986). Permanecendo assim mais tempo nos bragos
fechados. Logo, os comportamentos relacionados a ansiedade nesse teste séo
interpretados com base na frequéncia e no tempo em que 0s animais passam nos
braco abertos do aparato (PELLOW et al., 1985; PELLOW; FILE, 1986).

Figura 10. Labirinto em Cruz Elevado (LCE). Trata-se de um aparato de madeira em forma de cruz,
elevado 50 cm em relagédo ao solo, tendo um par de bragos opostos abertos e um par de bragos
opostos fechados lateralmente e perpendicular aos bragos abertos. E um método padrédo-ouro para
avaliagdo do comportamento do tipo ansioso em roedores (Pires et al., 2012). Acervo pessoal.
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Cinco minutos apds a ultima administracdo intra-SCPD de veiculo ou do
agonista AS-19, o animal era colocado no centro do aparato com a cabega voltada
para um dos bracos fechados. O tempo total do teste foi de cinco minutos (300
segundos), sendo registrado por camera filmadora infravermelha de teto, acoplada
por um cabo a um monitor localizado numa sala ao lado onde os videos eram
gravados para posterior analise. Nesse teste, as variaveis observadas e anotadas
foram a frequéncia nos bragos fechados (FF); frequéncia nos bragos abertos (FA);
frequéncia no centro (FC) e tempo de permanéncia nos bragos abertos (TA). Com
estes dados, era calculada a porcentagem de entradas nos bragos abertos
([FA/FF+FA+FC] x 100), bem como, a porcentagem de tempo gasto nesses bragos

(TA/3), além das entradas totais com ou sem a inclusdo da plataforma central.

A limpeza do aparato era realizada apés o teste de cada animal com solucéo
de etanol a 5%. Todo teste era realizado em ambiente sob luz vermelha de alto
comprimento de onda, em temperatura constante de 23°C, com auséncia de ruidos

ou barulhos.

3.5.2 Campo Aberto

O Campo Aberto (Figura 11) € um aparato feito de madeira, quadrado,
medindo 60 cm de lado e paredes brancas de 60 cm de altura, com assoalho preto,
sendo inicialmente desenvolvido por Hall na primeira metade do século XX (HALL
1934; HALL; BALLECHEY 1932; WALSH; CUMMINS, 1976).

O racional do teste baseia-se na investigagcdo e avaliagdo de variaveis
relacionadas principalmente a atividade locomotora, como também a
comportamentos de ansiedade basal do animal. Com isso, sabe-se que roedores
podem responder de modo aversivo a um local considerado novo. No primeiro
momento, quando estes animais s&o colocados no centro do aparato, se deslocam
normalmente para as laterais, ao passo que, s6 em momentos depois da exposicao,
comecam explorar mais o ambiente considerado novo. E, portanto, segundo alguns
autores, um teste baseado pelo conflito entre a motivagao para explorar e a aversao
a lugares abertos, desprotegidos e iluminados (ASANO, 1986; CRUSSIO et al.,
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1989). Adicionalmente, como bem observa Choleris e colaboradores (2001) e Lister
(1990), um aumento na ambulagdo (numero de cruzamentos) indica uma diminuigao
no comportamento de ansiedade. Drogas com possiveis potenciais ansioliticos ou
ansiogénicos tendem a aumentar ou diminuir, respectivamente, a locomogao dos
roedores (TREIT, 1985; SCHMITT; HIEMKE, 1998).

Figura 11. Campo aberto. (Acervo pessoal)

No presente estudo, os ratos foram submetidos ao teste do campo aberto 5
minutos apos a injecao intra-SCPD de AS-19 ou veiculo, a fim de testar o efeito
desta droga sobre a atividade locomotora dos animais. Assim, 24 horas apds o teste
do LCE e cinco minutos antes de serem avaliados no teste do campo aberto, os
diferentes protocolos de injegdo foram realizados. Neste teste foram analisados a
distancia percorrida, a velocidade média dos animais ao longo dos 15 minutos, bem
como o tempo, frequéncia e a distancia percorrida na regido central do aparato. Para
a analise e quantificagdo dos dados das variaveis foi utilizado o software ANYMAZE.
E, de maneira semelhante ao LCE, a limpeza do aparato era realizada apos o teste

de cada animal com solucao de etanol a 5%.

51



3.6 Perfusao

Apos o término dos testes comportamentais, os animais eram anestesiados
com Tiopental Sédico (100 mg/kg/ml), submetidos a microinjegdo de corante (Azul
de Metileno), e, posteriormente, a perfusdo intracardiaca com salina (NaCl a 0,9%).
Apés a perfusao, os encéfalos eram retirados, fixados em formol tamponado a 10%

e armazenados a 6° C durante 3 dias para posterior analise histolégica.

3.7 Histologia

Para a histologia, os cérebros eram cortados na espessura de 30 ym em
aparelho criostato (Leica CM 15105) a temperatura de -25 a -20°C para verificagéo
macro e microscopica do sitio de inje¢cdo, de acordo com as fotomicrografias do
Atlas de Paxinos e Watson (1998). Somente os animais cujo sitio de injecéo atingiu
a SCPD foram considerados para analise estatistica. Apds a preparagdo das
laminas, os cortes eram fotografados com céamera fotografica digital (Nikon
DMX1200) acoplada a um microscopio optico (Olympus BX41) sob lentes objetivas
de aumento 2 ou 4X, utilizando para isso o o programa ACT1 (Nikon) para captura

das imagens e o programa Canvas como editor das mesmas.

3.8 Analise estatistica

Os dados obtidos tanto no teste do labirinto em cruz elevado, bem como no
campo aberto foram expressos como média = erro padrao de média (EPM), sendo
inicialmente plotados e organizados em banco de dados no software Microsoft Excel
(Windows 2007). Para a analise estatistica, foi realizada a Analise de Variancia de
uma via (ANOVA one-way) no experimento 1 e de duas vias no experimento 2
(ANOVA two-way) e, quando apropriado, feita comparag¢des multiplas pelo teste de
Post-Hoc de Tukey. Os graficos foram realizados pelo Programa GraphPad Prisma 5
e todos os dados foram analisados estatisticamente usando o software SPSS
Statistics 21 (Statistical Package for the Social Sciences/IBM) 10.1 e o nivel de

significancia admitido para as diferencgas significativas foi de 5% (p < 0,05).
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Figura 12. Protocolo experimental do experimento 1.

— ( ) . Apos5 dias...
S N ™ > | Habituacdo
-
Ratos Wistar i
90-95 dias Apos 2 dias...
250-300g
Ap6s 5 min... .
e Labirinto em Fem——-———- -
r > !
1 Cruz Elevado Y
Administracao intra-
SCPD de veiculoou do Analise
agonistaAS-19 Apoés24 h... B
(0,05, 0,1 0u 0,2 g}
H A
: Apo6s5 min... Campo :
T —————————— ) p J|
Aberto  =========---
Histo]ogia Apds 3 dias... ”
—
(30 um) Perfusdo

- g‘ ) ) Apés5 dias...
R JSaa > | Habituacéo
— )
Ratos Wistar ) .
90-35 dias Apods 2 dias...
250-300g
Administragiointra- Labirinto em fF--—mmee- 1
SCPD de veiculo ou = Cruz Elevado ¥
antagonista SB-269970 7
5,10 ou 20 nmol ’ -
= i ) < _ Andlise
Ap6s 10 min... | ApQss min. Apos24h.. | Estatistica
\ re
- n
Administracdo intra- -~ Campo !
SCPD de veiculo ou ——— APSS5 min.. === Abertg  fm======————- J
agonista AS-19 (0,1 pg)
Histologia Apos3 dias... Z
g ———— Perfusao
(30 um)

Figura 13. Protocolo experimental do experimento 2.
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4 RESULTADOS

Na figura 14 é ilustrado um exemplo de sitio alvo de microinjegdo do agonista
de receptor 5-HT7 AS-19, do antagonista SB-269970 ou veiculo na SCPD de ratos

submetidos ao teste do LCE e campo aberto.

Figura 14. (A) Fotomicrografia de uma secc¢ao coronal de 30 um do mesencéfalo mostrando o sitio de
microinje¢do na porgdo dorsal da substancia cinzenta periaquedutal (DPAG) de ratos submetidos ao
teste do LCE e campo aberto. Lentes objetivas de 4X. (B) Esquema de delimitagdo da figura A feita
de acordo com as coordenadas estereotaxicas para o cérebro de rato do Atlas de Paxinos e Wattson,
1998. Legenda: DMPAG - substancia cinzenta periaquedutal dorsomedial; DLPAG - substancia
cinzenta periaquedutal dorsolateral; LPAG — substancia cinzenta periaquedutal lateral; VLPAG —
substancia cinzenta periaquedutal ventrolateral; Aq — Aqueduto cerebral.

4.1 Experimento 1

Na figura 15 abaixo estao representados os sitios de microinjegdo na SCPD
de ratos submetidos ao tratamento com veiculo ou agonista de receptores 5-HT7,
AS-19 nas doses de 0,05, 0,1 ou 0,2 ug. A taxa de acerto foi de 62,24%.

54



Interaural 1.96 mm (Y Bregma-7.04 mm

Interaural 1.70mm Bregma -7.30 mm

Interaural 1.20 mm

Interaural 1.00 mm Bregma -8.00 mm

——

Figura 15. Representacdo esquematica dos sitios alvo de microinje¢cao de veiculo ou do agonista
de receptores 5-HT7, AS-19 nas doses de 0,05, 0,1 ou 0,2 ug na SCPD de ratos submetidos ao
protocolo experimental dos testes do labirinto em cruz elevado e campo aberto (n total = 44; n por
grupo = 9-15).
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4 .1.1 Labirinto em Cruz Elevado

Na Figura 16 esta ilustrada a porcentagem de entradas nos bragos abertos do
LCE de ratos submetidos a administragdo aguda intra-SCPD do agonista de receptor
5-HT7, AS-19 ou veiculo. Houve diferenga estatistica entre o grupo que recebeu a
dose do agonista de 0,1 ug e o grupo controle [F(3, 43) = 5,17; p = 0,004, ANOVA].
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Figura 16. Efeito (média £ EPM) da administracdo intra-SCPD do agonista de receptor 5-HT7 AS-19
(0,05, 0,1 e 0,2 ug) sobre a porcentagem de entradas nos bragos abertos em ratos submetidos ao
teste do LCE (n = 9-15). *p < 0,05 em relagdo ao grupo veiculo.

Em relagdo ao parametro de porcentagem de tempo gasto nos bracos abertos
do LCE, houve diferenga significativamente estatistica entre o grupo que recebeu a
dose de 0,1ug e o grupo veiculo [F(3, 43) = 4,68; p = 0,007, ANOVA] (Figura 17).
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Figura 17. Efeito (média + EPM) da administracdo intra-SCPD do agonista de receptor 5-HT7 AS-19
(0,05, 0,1 e 0,2 pg) sobre a porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos em ratos submetidos ao
teste do LCE (n = 9-15). *p < 0,05 em relagédo ao grupo veiculo.

Em relagdo aos parametros de numero de entradas nos bragos fechados [F(3,
43) = 0,38; p = 0,76, ANOVA], plataforma central [F(3, 43) = 2,14; p = 0,11, ANOVA],
numero de entradas totais (fechados + abertos) [F(3, 43) = 2,18; p = 0,10, ANOVA],
e numero de entradas totais (fechados + centro + abertos) [F(3, 43) = 2,18; p = 0,10,
ANOVA], a ANOVA nao mostrou qualquer diferenga significativamente estatistica

entre os grupos (Tabela 1).

Tabela 1. Efeito (média + EPM) da administracao intra-SCPD do agonista de receptor 5-HT7 AS-19 (0,05, 0,1
e 0,2 ug) sobre 0 niumero de entradas nos bragos fechados, plataforma central € no nimero de entradas
totais, em ratos submetidos ao teste do LCE (n = 9-15).

Tratamento Entradas nos Entradas Entradas totais Entradas totais
bragos fechados no centro (fechados + abertos) (fechados + centro + abertos)

Veiculo 7,10+ 1,13 11,3+ 1,45 11,30 £ 1,31 22,60 £ 2,75

AS-19 0,05 ug 6,66 + 0,76 12,10 + 1,60 12,22 + 1,68 24,33 + 3,27

AS-19 0,1 pg 6,06 + 0,51 7,86 + 0,97 7,86 + 1,01 15,73+ 1,99

AS-19 0,2 g 6,10 + 0,86 9,80 + 1,51 9,90 + 1,51 19,70 + 3,02
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4.1.2 Campo Aberto

Em relagdo aos parametros de atividade locomotora registrados no campo
aberto, a ANOVA também nao mostrou quaisquer diferengas significativamente
estatisticas entre algum grupo que recebeu a dose do agonista e o grupo controle:
distancia percorrida total [F(3, 43) = 2,30; p = 0,09, ANOVA]; velocidade média total
[F(3, 43) = 2,28; p = 0,09, ANOVA]; entradas no centro [F(3, 43) = 1,29; p = 0,28,
ANOVA]; tempo gasto no centro [F(3, 43) = 1,23; p = 0,30, ANOVA]; distancia
percorrida no centro [F(3, 43) = 1,78; p = 0,16, ANOVA] (Tabela 2).

Tabela 2. Efeito (média £+ EPM) da administragdo intra-SCPD do agonista de receptor 5-HT7 AS-19
(0,05, 0,1 e 0,2 ug) sobre as variaveis de atividade locomotora e ansiedade basal de ratos submetidos ao
teste do Campo Aberto (n = 9-15).

Distancia Velocidade Entradas  Tempo gasto  Distancia percorrida
Tratamento . o
percorrida (m) média (m/s) no centro  no centro (s) no centro (m)
Veiculo 16,50 £ 1,78 0,01+ 0,00 290+0,65 4,80+0,83 0,61+0,13
AS-19 0,05 ug 17,66 + 1,81 0,01 £ 0,00 422+0,72 5,46+0,82 0,75+0,13
AS-19 0,1 ug 13,71 £2,03 0,01 £ 0,00 406+0,71 8,70+ 1,41 0,68 £ 0,09
AS-19 0,2 ug 10,86 + 1,40 0,01+ 0,00 260+0,61 11,02+4,94 0,39 £ 0,08

4.2 Experimento 2

Na figura 18 abaixo estado representados os sitios de microinje¢gdo na SCPD
de ratos submetidos ao tratamento combinado de veiculo ou do antagonista de
receptores 5-HT7, SB-269970 nas doses de 5, 10 ou 20 nmol, seguida da
administragao de veiculo ou do agonista de receptores 5-HT7, AS-19 na dose de 0,1
Mg. A taxa de acerto foi de 76,63%.
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Figura 18. Representacdo esquematica dos sitios alvo de microinje¢do de veiculo ou do antagonista
de receptores 5-HT7, SB-269970 nas doses de 5, 10 ou 20 nmol, seguida da administracédo de veiculo
ou seu agonista, o AS-19 (0,1ug) na SCPD de ratos submetidos ao protocolo experimental dos testes
do labirinto em cruz elevado e campo aberto (n total = 68; n por grupo = 7-12).
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4.2.1 Labirinto em Cruz Elevado

Na Figura 19 esta ilustrada a porcentagem de entradas nos bragos abertos do
LCE de ratos submetidos a administragdo aguda intra-SCPD do antagonista de
receptor 5-HT7, SB-269970 (5, 10 ou 20 nmol) ou veiculo, seguida da administragcao
intra-SCPD de veiculo ou do agonista AS-19 (0,1ug). A ANOVA de duas vias
mostrou que houve efeito do agonista, bem como da interagao entre o antagonista e
0 agonista e o Post Hoc de Tukey mostrou essa diferenga estatistica entre o grupo
que recebeu a administragdo do antagonista SB-269970 na dose de 20 nmol
seguida do agonista AS-19 (0,1ug) [F(7, 67) = 3,57; p = 0,002, ANOVA].

- LCE
3
@ 401 o
o @l Veic/Veic
g 30. @l Veic/AS19 0,1 ug
o 3 SB 269970 5 nmol/Veic
S 3 SB 269970 10 nmol/Veic
® 20- e ’
= P 3 SB 269970 20 nmol/Veic
L]
@ o B3 SB 269970 5 nmol/AS19 0,1 pg
z 10 e SB 269970 10 nmol/AS19 0,1 ug
%, ﬁ EX SB 269970 20 nmol/AS19 0,1 g
E Tratamentos

Figura 19. Efeito (média + EPM) da administragéo intra-SCPD do antagonista de receptor 5-HT7, SB-
269970 (5, 10 e 20 nmol), seguida da administracdo intra-SCPD do agonista de receptor 5-HT7 AS-19
(0,1 ug) sobre a porcentagem de entradas nos bragos abertos em ratos submetidos ao teste do LCE
(n=7-12). *p < 0,05 em relagdo ao grupo veiculo.

Em relagdo ao parametro de porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos
do labirinto (Figura 20), A ANOVA de duas vias mostrou que houve efeito do
agonista, do antagonismo, assim como da interagcdo entre eles. Comparagdes
multiplas do Post hoc de Tukey mostrou essas diferencas entre o grupo que recebeu
o agonista AS-19 (0,1 pg) e o grupo controle, bem como entre 0 grupo que recebeu
a administracdo do antagonista SB-269970 na dose de 10 nmol seguida da

administracado de veiculo e o grupo controle. Além disso, houve também diferenga
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entre os grupos que receberam a administragdo do antagonista SB-269970 (10
nmol) seguida de veiculo e o grupo que recebeu a administracdo intra-SCPD do
mesmo antagonista e na mesma dose de 10 nmol, seguida da administragao intra-
SCPD do agonista AS-19 (0,1ug). Também houve diferenca estatistica entre os
animais do grupo SB-269970 na dose de 20 nmol seguida da administragcdo de
veiculo e o grupo controle [F(7, 67) = 7,42; p = 0,00, ANOVA].
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Figura 20. Efeito (média + EPM) da administracéo intra-SCPD do antagonista de receptor 5-HT7, SB-
269970 (5, 10 e 20 nmol), seguida da administragao intra-SCPD do agonista de receptor 5-HT7 AS-19
(0,1 ug) sobre a porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos em ratos submetidos ao teste do
LCE (n = 7-11). *p < 0,05 em relagédo ao grupo veiculo/veiculo; #p = 0,002 em relagdo ao grupo SB
269970 10 nmol/veiculo.

Quanto aos parédmetros de atividade locomotora mensuradas no LCE (Tabela
3), nao foram observadas diferengas significativamente estatisticas entre algum
grupo experimental e o grupo controle quando analisada o parametro da frequéncia
de entradas nos bragos fechados do aparato [F(7, 67) = 0,83; p = 0,56, ANOVA]. No
entanto, com relacdo as entradas totais, considerando apenas a soma das
frequéncias de entradas nos bracos fechados e abertos, foi visto que os grupos que
receberam a administragao intra-SCPD do antagonista SB-269970 nas doses de 10

e 20 nmol seguida da administragdo do agonista AS-19 (0,1ug), diferiram
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significativamente do grupo controle [F(7, 67) = 3,33; p = 0,005, ANOVA]. Ainda,
considerando o numero dessas entradas somado com a frequéncia na plataforma
central (fechados + centro + abertos), foram observadas diferengas também entre os
grupos que receberam a administragao intra-SCPD do antagonista SB-269970 nas
doses de 10 e 20 nmol seguidos do agonista AS-19 (0,1ug) e o grupo controle total
[F(7, 67) = 3,35; p = 0,004, ANOVA]. Da mesma maneira, quando observado o
numero de entradas apenas na plataforma central, foi visto também diferencgas entre
0S grupos que receberam a administragao intra-SCPD do antagonista SB-269970
nas doses de 10 e 20 nmol seguidos do agonista AS-19 (0,1 ug) e o grupo controle
total [F(7, 67) = 3,36; p = 0,004, ANOVA].

Tabela 3. Efeito (média + EPM) da administragédo intra-SCPD do antagonista de receptor 5-HT7, SB-
269970 (5, 10 e 20 nmol), seguida da administragao intra-SCPD do agonista de receptor 5-HT7 AS-19 (0,1
Mg) sobre o nimero de entradas nos bragos fechados, plataforma central e no nimero de entradas totais,
em ratos submetidos ao teste do LCE (n = 7-12).

Tratamento Entradas nos Entradas Entradas totais Entradas totais
bragos fechados no centro (fechados + abertos)  (fechados + centro + abertos)

Veic/Veic 6,44 + 0,88 14,89 + 1,12 14,88 + 1,12 29,77 £ 2,24
Veic/ASO0,1 6,25+ 1,35 9,75+ 2,21 9,75+ 2,21 19,5+ 4,43
SB5/Veic 6,90 £ 0,77 11,55 £ 1,17 11,72 £ 1,23 23,27 £ 2,40
SB10/Veic 5,00 £ 0,78 13,86 £ 1,59 14,00 £ 1,73 27,85 + 3,31
SB20/Veic 5,00 £ 0,61 9,71+ 1,35 9,85+ 1,43 19,57 £ 2,79
SB5/ASO0,1 5,67 £ 0,78 10,86 £ 1,03 10,57 £ 0,89 21,42 +1,92
SB10/AS0,1 4,75+ 0,89 7,50 £ 1,34*# 7,41 £ 1,375 14,91 £ 2,70**#
SB20/AS0,1 6,28 £ 0,83 8,14 +1,18* 8,14 +1,18* 16,28 + 2,36*

*p < 0,05 em comparagédo com o grupo veiculo/veiculo
**p < 0,005 em comparagédo com o grupo veiculo/veiculo

# p < 0,05 em comparagédo com o grupo SB10/Veiculo

Adicionalmente, os animais do grupo que recebeu a administracdo intra-
SCPD do antagonista SB-269970 na dose de 10 nmol seguida da administracéo de
veiculo, diferiram estatisticamente do grupo de animais que receberam

62



administracdo desse mesmo antagonista na mesma dose seguida da administragéo
intra-SCPD do agonista AS-19 (0,1ug) quando observada o numero de entradas no

centro e ambas as entradas totais.

4.2.2 Campo Aberto

Em relacdo aos parametros de atividade locomotora e de ansiedade
experimental basal registrados na regido central da arena do campo aberto (Tabela
4), a ANOVA nao mostrou quaisquer diferengas significativamente estatisticas entre
algum grupo experimental e o grupo controle; seja entre 0 grupo que recebeu o
agonista seguida da administracdo de veiculo ou quando administrado
conjuntamente com o antagonista SB-269970 em alguma das doses aplicadas:
distancia percorrida total [F(7, 67) = 1,20; p = 0,31, ANOVA]; velocidade média [F(7,
67) = 0,72; p = 0,65, ANOVA]; entradas no centro [F(7, 67) = 1,02; p = 0,42,
ANOVA]; tempo gasto no centro [F(7, 67) = 1,49; p = 0,18, ANOVA]; distancia
percorrida no centro [F(7, 67) = 0,75; p = 0,62, ANOVA|.

Tabela 4. Efeito (média £ EPM) da administracéo intra-SCPD de veiculo ou antagonista de receptor 5-
HT7 SB-269970 (5, 10 e 20 nmol) seguida de administragdo intra-SCPD de veiculo ou do agonista de
receptor 5-HT7 AS-19 (0,1 ug) sobre os parametros de atividade locomotora e ansiedade basal de ratos
submetidos ao teste do Campo Aberto (n = 7-12).

Tratamento Disté_ncia Ve’lo_cidade Entradas Tempo gasto  Distancia percorrida
percorrida (m) meédia (m/s) no centro no centro (s) no centro (m)
Veic/Veic 10,66 + 1,53 0,01 + 0,00 1,55+ 0,37 4,33+1,38 0,40 + 0,07
Veic/ASO,1 12,09 + 2,66 0,01 £ 0,00 4,75+ 1,46 10,1+ 2,71 0,88 £ 0,21
SB5/Veic 11,23 £ 1,85 0,01 + 0,00 3,09 + 0,66 6,56 + 1,74 0,55+ 0,12
SB10/Veic 10,78 £ 2,13 0,01+ 0,00 3,00 + 0,61 7,40+ 2,95 0,52 + 0,09
SB20/Veic 10,11+ 1,63 0,01+ 0,00 6,85+5,38 12,21 +7,61 0,97 £ 0,75
SB5/AS0,1 15,13+ 2,70 0,01 + 0,00 428+0,74 13,34 +3,66 0,83+ 0,31
SB10/AS0,1 15,58 + 2,05 0,01 + 0,00 4,66 + 0,92 7,76 +£2,17 0,94 + 0,22
SB20/AS0,1 15,02 + 1,83 0,01 + 0,00 1,14 £ 0,40 0,90 + 0,52 0,32+0,28
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5 DISCUSSAO

Este estudo investigou o possivel papel dos receptores 5-HT7 presentes na
SCPD na modulagdo de comportamentos relacionados a ansiedade. Para isso,
utilizou-se de um teste de medigdo comportamental etologicamente fundamentado, o
labirinto em cruz elevado (PELLOW et al., 1985).

Inicialmente, €& importante observar que, em ambos o0s experimentos, a
administracao intra-SCPD das drogas utilizadas no estudo nao alterou parametros
de locomocgao classicos, como o numero de entradas nos bragos fechados do LCE
(tabelas 1 e 3) ou a distancia percorrida no teste do campo aberto (tabelas 2 e 4),
sugerindo que os efeitos comportamentais relacionados a ansiedade nao estejam
associados a alteragdes na locomogédo dos animais, mesmo com a observagao de
que a administragdo intra-SCPD do agonista AS-19 na dose de 0,1 ug combinada
com o antagonista SB-269970 nas doses de 10 ou 20 nmol tenha promovido efeito
do tipo hipolocomotor quando considerado o numero de entradas totais sejam elas

com ou sem a participagao do numero de entradas na plataforma central do LCE.

De modo geral, estudos envolvendo a administracdo central de
agonistas/antagonistas desse receptor sédo relativamente escassos. No entanto, no
experimento 1 do presente estudo, foi observado que a administracao intra-SCPD do
agonista de receptores 5-HT7, AS-19, na dose de 0,1 pg, mas nao nas doses de
0,05 ou 2 ug, promoveu diminuigao tanto na porcentagem de entrada nos bracgos
abertos do LCE como também no tempo gasto pelos animais nesses bragos, o que
sugere efeito do tipo ansiogénico. De maneira semelhante, este mesmo efeito
também foi observado no experimento 2, onde o0s animais que receberam
administracdo combinada de veiculo, seguida pelo agonista AS-19 (0,1 ug),
apresentaram diminuicdo na porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos do
LCE, mesmo apesar de uma condi¢cao experimentalmente diferente da anterior, uma
vez que nesse segundo protocolo experimental, a infusdo da droga era realizada
posteriormente a administracdo de uma substancia veiculo. Esse dado também
corrobora com resultados prévios realizados no nosso laboratorio onde a
administragcdo do antagonista SB-269970 na dose de 10 nmol na mesma estrutura

encefalica — SCPD —, promoveu efeito do tipo ansiolitico, verificado pelo aumento na
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porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos do aparato (SILVEIRA, 2014). E,
de maneira adicional a este achado, também foi visto no segundo experimento do
presente estudo, que este mesmo efeito do tipo ansiolitico do antagonista SB-
269970 foi reproduzido na mesma dose (10 nmol) e no mesmo parametro analisado,
e que, a dose de 5 nmol desse antagonista preveniu o efeito do tipo ansiogénico

promovido pela administragdo intra-SCPD do agonista AS-19.

Assim, considerando que estudos in vitro tém investigado e avaliado as
propriedades farmacoldgicas do agonista AS-19, como seletividade e afinidade,
apresentando uma constante de dissociagéo (Ki) igual a 0,6 nM para os receptores
5-HT7 (Di PILATO et al.,, 2014), ao passo que o valor de pKi (forma logaritmica
negativa do Ki) para o antagonista SB-269970 foi de 8,9, que corresponde a
aproximadamente 1 nM (HAGAN et al., 2000), pode-se, entao, inferir-se que, tanto o
antagonista SB-269970 (10 nmol) como o agonista AS-19 (0,1 ug) atuaram no
receptor 5-HT7. Ainda, pode ser proposto que essa interagdo com os receptores 5-
HT7 na SCPD acontece de modo que, quando ativados pelo agonista AS-19, esses
receptores modulam um efeito do tipo ansiogénico e que, por outro lado, o bloqueio

desses receptores favorece um efeito do tipo ansiolitico.

No segundo experimento, ainda foi visto que quando administrado nas doses
de 5 e 20 nmol na SCPD dos animais, o antagonista SB-269970 ndao promoveu
quaisquer efeitos comportamentais relacionados a ansiedade nos animais. No
entanto, a dose de 0,1 pug do agonista AS-19, foi capaz de reverter os efeitos
comportamentais do tipo ansiolitico promovidos pela administracdo do antagonista
SB-269970 na dose de 10 nmol. Além disso, também foi visto que nos animais que
receberam administragdo intra-SCPD do antagonista SB-269970 na dose de 20
nmol, anterior a administragcdo intra-SCPD do agonista AS-19 (0,1 ug), o efeito
ansiogénico deste ultimo foi mantido quando comparado ao grupo controle. Ainda, a
dose de 5 nmol do antagonista SB-269970 preveniu o efeito do tipo ansiogénico do

agonista AS-19 na dose de 0,1 ug.

Poucos, mas consistentes estudos na literatura cientifica tém investigado o
papel dos receptores do tipo 5-HT7 na ansiedade. Em um estudo realizado por
Wesotowska e colaboradores (2006), os autores mostraram efeito do tipo ansiolitico
em ratos submetidos a administracao intrahipocampal do antagonista do receptor 5-
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HT7, SB-269970. Os animais eram submetidos aos testes do beber punido de Vogel
(Vogel drinking test) para a posterior avaliagdo dos comportamentos relacionados a
ansiedade. Os pesquisadores observaram que, quando administrado nas doses de
0,3, 1 e 3 pug, o SB-269970 mostrou um efeito anticonflito discreto nesse teste em
comparagao aquele promovido pela administragao intrahipocampal do diazepam na
dose de 40 ug. Com base nestes resultados, os autores forneceram evidéncias
experimentais de que o hipocampo é uma das estruturas neuroanatdmicas
envolvidas na modulagédo de comportamentos relacionados a ansiedade, e de
maneira especial, modulados por receptores do tipo 5-HT7 (WESOLOWSKA et al.,
2006). Além disso, em outro estudo realizado por esse mesmo grupo de pesquisa,
os autores examinaram o efeito do antagonista seletivo do receptor 5-HT7, SB
269970, em ratos Wistar e camundongos Swiss. Os pesquisadores observaram que
a administragao periférica de forma intraperitoneal (i.p.) da droga nas doses de 0,5
ou 1 mg/kg exerceu efeito do tipo ansiolitico em ratos submetidos aos testes do
beber punido de Vogel e no labirinto em cruz elevado, quando analisado o aumento
na porcentagem de entradas nos bragos abertos, bem como a porcentagem de
tempo de permanéncia nestes bracos. Além disso, o estudo mostrou que diferencas
significativas também foram vistas no teste das quatro placas (four-plate test) em
camundongos. Ademais, apesar do potencial efeito ansiolitico da droga ter sido
observado de maneira discreta, quando comparada a droga empregada como
controle positivo nos testes, o diazepam, os autores concluiram que o bloqueio do
receptor 5-HT7 pode desempenhar um papel na terapia da ansiedade
(WESOLOWSKA et al., 2006).

Em concordancia com os resultados acima, Mnie-Filali e colaboradores (2011)
mostraram que ratos tratados agudamente com fluoxetina (10 mg/kg, i.p.), um
inibidor seletivo da recaptacéo de serotonina, apresentaram redugdo no numero de
visitas na regiao central do campo aberto, um parametro também utilizado no estudo
de ansiedade experimental. Nessa situacao experimental, os animais recebiam a
administracdo do farmaco uma hora antes do teste comportamental e os
comportamentos relacionados a ansiedade eram observados ao longo de um
periodo de cinco minutos numa area delimitada no aparato nas dimensdes de 60 x
60 cm. Neste estudo, curiosamente, apesar de nao ter apresentado efeito algum
quando administrado agudamente, o antagonista SB-269970 (2 mg/kg, i.p.), foi
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capaz de prevenir o efeito do tipo ansiogénico induzido pela administracdo da
fluoxetina, levando a entender que, apesar do antagonista SB-269970 no trabalho
desses autores nao ter apresentado diferenga significativamente estatistica com o
grupo controle, o possivel efeito do tipo ansiolitico promovido pelo antagonista foi,

indiretamente, confirmado, sobretudo por meio da modulagao dos receptores 5-HT7.

Assim, tomados juntos, esses dois ultimos estudos e os resultados mostrados
do presente trabalho, infere-se que, ainda que n&o investigado diretamente, a
porcao dorsal da SCP pode ser sugerida como um sitio de agao ansiolitico do SB-

269970 perifericamente observados.

Curiosamente, um estudo conduzido por Adriani e colaboradores (2012), onde
um dos objetivos foi o de investigar os efeitos modulatérios de dois novos agonistas
do receptor 5-HT7, LP-211 e LP-378 na emogéo, mostrou que a administragdo aguda
de LP-211 na dose de 0,25 mg/kg (i.p.), diminuiu comportamentos semelhantes a
ansiedade no teste da caixa branca/preta, verificado pelo tempo gasto na zona
branca da caixa, porém com aumento na atividade locomotora dos animais. Além
disso, os camundongos que receberam a administracdo deste mesmo agonista na
mesma dose acima, cinco minutos antes do teste da caixa claro/escuro,
apresentaram diferencas quando comparado ao grupo controle e quando avaliada o
tempo gasto na zona iluminada do aparato, sugerindo diminuicdo da ansiedade; e,
que na dose de 0,10 mg/kg, houve uma tendéncia dos animais a realizarem o
mesmo comportamento exploratério. Adicionalmente, a administragdo do agonista 5-
HT7 LP-378 (0,83 mg/kg, i.p.), também promoveu efeito do tipo ansiolitico, quando
observada aumento no tempo gasto na zona clara do aparato durante o intervalo de
35 minutos de teste (ADRIANI et al., 2012).

Alguns estudos sobre ansiedade experimental no LCE analisam, além dos
parametros classicos supracitados, o desempenho do animal no centro do aparato
(RODGERS et al., 1997; CASARRUBEA et al., 2013; CASARRUBEA et al., 2015).
No nosso estudo, também foi visto que nao houve diferengas significativas com
relagao a este parametro no primeiro experimento. Porém, no segundo experimento,
foi visto que houve diferencas estatisticamente significativas no numero de entradas
na plataforma central entre os animais que receberam administracao intra-SCPD de
AS-19 (0,1 pg) combinada com o antagonista SB-269970 nas doses de 10 ou 20
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nmol e o grupo controle. Nesse contexto, tem sido proposto que a existéncia da
plataforma central no labirinto consiste, de certa forma, em uma oportunidade de
escolha que o aparato oferece entre areas protegidas e desprotegidas (CRUZ et al.,
2010). Essa porgao central tem sido frequentemente associada a tomada de decisao
ou conflito de aproximagao/esquiva, pois teria a inclusdo do tempo gasto na
plataforma central e espreita nos bragcos abertos, que seriam indicativos do conflito
associado a situagao e avaliagao de risco (RODGERS, 1997; CRUZ et al., 2010).

Alguns estudos ainda contrastam com nossos resultados no que diz respeito
a investigacédo do papel dos receptores 5-HT7 em outros modelos experimentais de
ansiedade, como o de Guscott e colaboradores (2005), que mostrou auséncia de
diferengas entre os camundongos knockout para o receptor 5-HT7 (5-HT+"") e os
camundongos selvagens, quando analisadas categorias comportamentais de
ansiedade no LCE, como o tempo de exploragao e o numero de entradas nos bragos

abertos.

Contribuindo para essa variabilidade de resultados, um estudo conduzido por
Shahidi e Hashemi-Firouzi (2013), também observou auséncia de efeitos
relacionados a ansiedade na manipulagdo farmacologica dos receptores 5-HTv.
Nesse estudo, os pesquisadores investigaram os efeitos da ativagao e bloqueio dos
receptores 5-HT7 em comportamentos semelhantes a ansiedade relacionados a
retirada de morfina. A dependéncia da morfina foi induzida por tratamento repetido
durante o periodo de cinco dias e os camundongos dependentes da morfina foram
pré-tratados com o agonista AS-19 (3 e 10 mg/kg, i.p.), 0 antagonista SB-269970 (1
e 10 mg/kg, i.p.), ou salina e subsequentemente com naloxona (3 mg/kg, s.c), um
antagonista opioide, antes do teste do LCE. Os pesquisadores observaram que, em
nenhum grupo experimental, a ativagdo ou o bloqueio dos receptores 5-HT7 pelo AS-
19 e o SB-269970, respectivamente, promoveram efeitos comportamentais
relacionados a ansiedade no LCE, mostrando, assim, que o receptor 5-HT7 parece
nao possuir um papel significativo em comportamentos semelhantes a ansiedade
relacionados a retirada da morfina. Em contrapartida, em outro estudo recente
conduzido por esses mesmos pesquisadores, e com semelhante protocolo de
retirada da morfina, foi visto que os camundongos do grupo dependente de morfina
que receberam administracdo do agonista AS-19 tiveram redugdo da maioria dos
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sintomas da retirada, ao passo que camundongos que receberam o antagonista SB-
269970 apresentaram aumento em alguns sintomas da retirada como, por exemplo,
tremores de cabega e patas, saltos, rangida de dentes e grooming, o que levou os
pesquisadores a concluirem que os receptores 5-HT7 podem estar envolvidos nas
expressdes comportamentais relacionadas a retirada de morfina, de maneira que
sua ativagao leva a diminuigdo dos sintomas e seu bloqueio os favorece (SHAHIDI;
HASHEMI-FIROUZI, 2014). Sendo assim, as areas encefdlicas nas quais 0s
receptores 5-HT7 estdo presentes sdo de suma importancia para o efeito final de sua

ativacao ou bloqueio.

Contribuindo com a dessemelhanga dos resultados acima, e tendo em vista
também a variabilidade de resultados envolvendo o antagonista SB-269970,
recentes estudos tem mostrado que este antagonista pode ainda atuar como
agonista inverso, bem como bloquear potencialmente receptores alfa-2 adrenérgicos
(MAHE et al., 2004; LOVELL et al., 2000; FOONG et al., 2009).

Em se tratando de comportamentos defensivos gerados pela estimulagao
farmacoldgica de receptores serotoninérgicos na SCP, estudos, inclusive liderados
por pesquisadores brasileiros, apontam essa participagdo, seja por meio da
administracdo isolada ou combinada de antagonistas e agonistas, com vistas

especiais aos receptores do tipo 5-HT1a, bem como subtipos da classe 5-HT2.

Com base no exposto acima, Zanoveli e colaboradores (2003) investigando
os efeitos da administracdo intra-SCPD de serotonina e de trés agonistas de
receptores serotoninérgicos, o mCPP, agonista de receptor dos subtipos 5-HT @2B/2c);
o 8-OH-DPAT, agonista de receptor 5-HT1a € o DOI, agonista preferencial de
receptor 5-HT2a constataram que, tanto as inje¢des intra-SCPD de serotonina na
dose de 20 nmol, quanto as microinje¢des intra-SCPD do agonista de receptores 5-
HT@s2c), mCPP (40 nmol), facilitaram a esquiva inibitéria dos ratos no LTE, um
parametro relacionado a ansiedade geral, sugerindo efeito do tipo ansiogénico. Em
contrapartida, o agonista do receptor 5-HT1a, 8-OH-DPAT, nas doses de 0,8, 1,6 e
3,2 nmol, diminuiu essa resposta, favorecendo efeito do tipo ansiolitico, ao passo
que a administracdo do agonista preferencial de receptor 5-HT2a, DOI néo
apresentou efeito. Além disso, € importante salientar que nenhuma das drogas

utilizadas alterou a atividade locomotora espontanea dos animais, quando
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submetidos ao teste do campo aberto, levando a entender que, semelhantemente,
aos resultados do presente estudo, os efeitos relacionados a ansiedade promovidos
pela ativagao desses receptores na porgao dorsal da SCP, parecem nao decorrerem

da alteragao na locomogao dos animais (ZANOVELI et al., 2003).

Subsequentemente, outro estudo de administragao local na SCPD forneceu
evidéncias adicionais para o papel dos receptores anteriormente mencionados.
Conduzido por de Paula Soares e Zangrossi (2004), o trabalho revelou que ratos
submetidos a administragdo intra-SCPD isolada do antagonista do receptor 5-HT1a,
WAY-100635, nas doses de 0,185, 0,37 e 0,74 nmol, bem como dos antagonistas
preferenciais 5-HT2a e 5-HT2c, quetanserina (5, 10 e 20 nmol) e SDZ SER 082 (5, 10
e 20 nmol), respectivamente, ndo alteraram os comportamentos de ratos expostos
ao LTE. Entretanto, num segundo experimento, a administragdo intra-SCPD de
quetanserina (10 nmol) e SDZ SER 082 (10 nmol), mas nao de WAY-100635 (0,185,
0,37 nmol), primeiramente a administracao intra-SCPD de serotonina na dose de 20
nmol, foram capazes de reverter o efeito do tipo ansiogénico causado pela
administracdo de serotonina. Além disso, os autores também observaram que
microinje¢cdes do agonista de receptor 5-HT1a 8-OH-DPAT, na SCPD, na dose de
3,2 nmol, diminuiu a esquiva inibitéria, sugerindo efeito do tipo ansiolitico e que este
efeito foi revertido quando o antagonista deste receptor, WAY-100635 era
administrado na dose de 0,37 nmol dez minutos antes (de PAULA SOARES;
ZANGROSSI, 2004).

Contribuindo com os resultados do estudo acima, Yamashita e colaboradores
(2011) avaliaram o papel dos receptores 5-HT2c na modulagdo das respostas
defensivas promovidas pela manipulagdo farmacologica de receptores
serotoninérgicos na SCPD de ratos. Os pesquisadores observaram que
microinjec¢des intra-SCPD do ligante enddgeno, serotonina, na dose de 20 nmol ou
dos agonistas preferenciais dos receptores 5-HT2c, MK-212 (1 e 10 nmol) e RO-
600175 (40 nmol), aumentaram significativamente a aquisicdo de esquiva inibitoria
em ratos submetidos ao LTE, sugerindo efeito do tipo ansiogénico. Sendo assim, é
possivel sugerir que a atividade de receptores 5-HT1a modulem efeitos do tipo
ansiolitico, enquanto que receptores do tipo 5-HT2c e 5-HT7 na SCP modulem
efeitos ansiogénicos. Inclusive, ainda que permaneca por ser investigado, receptores
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5-HT7, além dos 5-HT2c na SCPD, poderiam ser sitio de acdo de serotonina
enddégena, quando modulando a expressdao de comportamentos relacionados a
ansiedade. Esses dados somados aos achados do presente estudo reforcam a
hipétese de que a porgédo dorsal da SCP é uma estrutura que, assim como outras
anteriormente estudadas, como a amigdala e o hipocampo, desempenha importante
papel na aquisicdo de categorias comportamentais defensivas, e de maneira

especial, as de ansiedade.

Recentemente, alguns estudos tém investigado a possivel associacédo dos
receptores 5-HT7 com os da familia 5-HT1 (NAUMENKO et al., 2014). Di Pilato e
colaboradores (2014), sumarizando as propriedades farmacodinamicas dos
agonistas seletivos do receptor 5-HT7, mostraram que, o agonista AS-19 apresenta
valor de Ki de 0,6 nM para o receptor 5-HT7, seguido de um Ki de 6,6 nM para o
receptor 5-HT1p. Logo, a farmacologia da transducgéo de sinal dos receptores 5-HT7
pode ainda ser mais complexa, uma vez que tem sido demonstrado que esses
receptores podem formar homodimeros entre si (TEITLER et al., 2010) ou
heterodimeros com receptores 5-HT1 (RENNER et al., 2012; NIKIFORUK, 2015).
Adicionalmente, é possivel inferir que a curva dose-resposta em forma de “U” para o
agonista AS-19, observada no experimento 1, pode ser devida a baixa seletividade
do agonista para os receptores 5-HT7, uma vez, que se aumentarmos a dose em,
pelo menos, dez vezes, este agonista poderia ativar outros receptores presentes na

SCPD, como os receptores da familia 5-HT+.

Ainda, é importante salientar que a heterodimerizacdo de receptores é um
caso de particular interesse, pois pode, de maneira especifica, modular as
propriedades dos receptores envolvidos, levando a alteragdes significativas na sua
farmacologia. Assim, esse fenbmeno pode prover um nivel adicional de controle
para a regulacdo dos processos celulares, por meio da sinalizacdo mediada pela
ativacao daquele receptor (RENNER et al., 2012), podendo, assim, anular ou

mesmo potencializar o efeito do receptor em questao.

Salienta-se ainda que, a despeito dos receptores 5-HT7 e 5-HT1a
compreenderem parte do grupo de receptores de serotonina acoplados a proteina G,
eles possuem fungdes diferentes quanto a cascata de transducdo intracelular.
Enquanto o receptor 5-HT1a € acoplado a proteina G inibitéria (Gi), que quando
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ativada, induz a inibigdo da enzima adenilato ciclase e subsequente diminuicdo dos
niveis de cAMP, o receptor 5-HT7 quando ativado, estimula a formacido de cAMP
pela ativagdo da proteina G estimulatoria (Gs) (NORUM et al., 2003). Portanto,
mesmo apesar de apresentarem mecanismos intracelulares diferentes, acumulam-se
evidéncias para a possibilidade da interacdo funcional desses receptores
(NAUMENKO et al., 2014; RENNER et al., 2012) e, consequentemente, possiveis
diferengas no espectro de respostas comportamentais nos ensaios de pesquisa
basica da ansiedade. No presente estudo, sugerimos, entdo, que, mesmo
apresentando afinidades diferentes, o agonista AS-19 e o antagonista SB-269970
atuaram sobre os receptores 5-HT7 na SCPD, visto que a ativagao de receptores 5-
HT1a na SCPD module efeito do tipo ansiolitico (ZANOVELI et al., 2003; De PAULA
SOARES; ZANGROSSI, 2004).

Corroborando para esse complexo sistema neurofarmacoldgico, poucos, mas
consistentes estudos tém mostrado a participagcdo dos receptores 5-HTz na
modulagdo da neurotransmisdao GABAérgica (ROBERTS et al., 2004; TOKARSKI et
al., 2011). Logo, uma vez que estudos confirmam a presenca de interneurénios
GABAérgicos na SCP e que cada uma dessas colunas individualmente projeta-se
bilateralmente para as demais colunas dessa mesma estrutura (REICHLING;
BASBAUM, 1991; KROUT; LOEWY, 2000), pode-se levantar a hipdétese que a
ativacado ou o bloqueio desse subtipo de receptor e nessa estrutura mesencefalica,
pode influenciar ou ser influenciado pelos mecanismos inibitérios desses neurdnios.
E plausivel, entdo, que mais estudos de manipulacdo farmacolégica dos receptores
5-HT7 na SCPD devem ser realizados a fim de esclarecer mais acerca dessa
interpretacdo. No entanto, considerando que a administracdo de agonistas
GABAérgicos na SCPD, favorece um efeito antiaversivo (BUENO et al., 2005),
provavelmente esta interagdo ndo contou para o efeito ansiogénico do agonista AS-

19 do presente estudo.

Por fim, nossos resultados contribuem para a compreensao da modulacao de
comportamentos defensivos associados a ansiedade pela neurotransmisséo
serotoninérgica, ao mostrar que a ativacdo dos receptores 5-HT7 presentes na
SCPD por meio do agonista AS-19 favorece a expressao desses comportamentos.
Ja o antagonista SB-269970 favoreceu um efeito do tipo ansiolitico. Além disso,
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também foi visto que quando administrado de maneira conjunta com o antagonista, o
agonista reverteu o efeito ansiolitico desse ultimo. Assim, nossos dados
acrescentam evidéncias de que a SCPD é importante para a expressao dos
comportamentos defensivos e que além dos receptores 5-HT1a € 5-HT2c, receptores
5-HT7 podem também modular respostas relacionadas a ansiedade promovidas pela
exposicdo do animal ao teste do LCE. E importante, ressaltar, porém, que mais
estudos devem ser realizados a fim de se evidenciar cada vez mais o papel
desempenhado por este receptor nas expressbes comportamentais de ansiedade
basal focando em diferentes testes de ansiedade, na natureza da aversao gerada
por estes testes, bem como no papel da SCPD na manifestacdo desses
comportamentos. Nao obstante, os resultados aqui apresentados e discutidos
somar-se-a80 aos de outros estudos envolvendo a participacdo desse subtipo de

receptor como alvo de farmacos ansioliticos.
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6 CONCLUSOES

De maneira geral, o presente trabalho objetivou investigar a possivel
participagcdo dos receptores serotoninérgicos do tipo 7 (5-HT7) presentes na
substéancia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPD) na modulagdo de comportamentos
relacionados a ansiedade experimental. Nesse contexto, ambos objetivos
especificos foram alcangados em cada experimento, corroborando com a hipotese
preliminarmente levantada em outros estudos que tais receptores podem estar
envolvidos nos mecanismos neurais que participam dos estados emocionais,
sobretudo na ansiedade. Assim, baseado nos resultados do presente estudo é

possivel concluir que:

e No experimento 1, a ativacdo dos receptores 5-HT7 presentes na por¢ao dorsal
da substancia cinzenta periaquedutal, por meio da administragao intra-SCPD do
agonista AS-19 nas doses de 0,05 e 2 ug ndao promoveu efeito algum sob os
comportamentos relacionados a ansiedade no LCE; no entanto, quando
administrado isoladamente na dose de 0,1ug, esse mesmo agonista promoveu
efeito do tipo ansiogénico, observado pela diminuicdo da porcentagem de

entradas e tempo gasto nos bragos abertos do LCE;

¢ No experimento 2, foi visto que a administragao intra-SCPD do agonista AS-19
(0,1 ug), precedida pela administracdo de veiculo, manteve o efeito do tipo
ansiogénico no LCE, quando avaliado o parametro de porcentagem de tempo

gasto nos bragos abertos do aparato;

e Ainda com relagao experimento 2, a administragdo intra-SCPD do antagonista
SB-269970 (10 nmol) seguida da administracdo de veiculo, promoveu efeito do
tipo ansiolitico, quando observado o aumento na porcentagem de tempo gasto
nos bragos abertos do LCE. Entretanto, este efeito foi revertido quando o animal
recebeu, apds o antagonista, a administragdao do agonista AS-19 (0,1 ug);

e Também foi visto no experimento 2, que o antagonista SB-269970 na dose de 5
nmol, microinjetado na SCPD, preveniu o efeito do tipo ansiogénico do agonista
AS-19;
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Também foi visto no experimento 2, que o0s animais que receberam
administracdo do agonista AS-19 (0,1 pg) precedida pela administragdo intra-
SCPD do antagonista SB-269970 (20 nmol), favoreceu um efeito ansiogénico,
quando comparado ao grupo controle. Este efeito foi verificado pela diminui¢do

da porcentagem de entradas e tempo gasto nos bragos abertos do LCE;

Quanto a atividade locomotora, foi visto que, em ambos os experimentos,
nenhuma das drogas administradas na SCPD alterou parametros classicos de
locomogédo, como o numero de entradas nos bragos fechados do LCE ou a
distancia percorrida no campo aberto, levando a entender que os efeitos
relacionados a ansiedade parecem nao estar diretamente associados com a

locomogao dos animais;

Devido a escassez de estudos envolvendo principalmente a administracéo
central em diferentes estruturas cerebrais e o papel desempenhado pelo receptor
5-HT7 nessas estruturas, mais estudos da pesquisa basica sdo necessarios para

investigar a funcao desse receptor em comportamentos de ansiedade.
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ANEXO

Unifelsi!:lad-e FFderaI do Rio Grande do Morte
COMISSAD DE ETICA NO US0D DE ANIMAIS - CEUA

PROTOCOLO N.®029/2012
ProfessorPesquisador: FANESSA DE PAULA SOARES RACHETTT

Matal (RN}, 30 de junho de 2012.

Prezado Frofessnd Pesquisadon,

Vimos, através deste documento, Informar que o parecer emitido pela CEUA a respelto
8o projeto TINVESTIGACAD DO PAPEL DE RECEPTORES DO TIPC SHTT DA SUBSTANCIA
CIMZENTA PERLACHIEDUTAL IZI.'HEJILN-'-.MGEIL.ILA.I;I.E- DE COMPORTAMENT OGS RELACIONADOS
A AMSIEDADE E A DEPRESSAD CAUSADCS PELA RETIRADS DO ETAMOLY, protocole m®
02312012, apos anallse das adeguagles, fol considerado APROWVADD por esta Comissdo.

Informamos alnda que, sequndo o Cap. 2, AM. 13 do Regimento, & fungdo do
professorpesquisasor responsavel pele projeln @ elsboragdo  de  relaltdofs) de
acompannaments gque devera(do) s=r enireguels) dento dofs) prazois) esiabelecidofs)
anatro:

- Belatorip Final: MAIO 2014 (30 dias apts a conciusio do projeto).

Agradecemos a sua atengdoc & nos oolocamos A disposicSo para eventusis

esclarecimentos.
Condiaimente,
.
= i g o
los A
Coomenadora da CEUA
PR — Carrpus rhesmizars — Canimn de Biocincas Telsfore: (B4) 3153419 raral 210
. Sabgndin Filo, SN — CEP- 3072870 - Metsl RN e-mai e retone im o
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