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RESUMO

Neste estudo, investigamos as alteragBes comportamentais produzidas pela inibi¢o
apguda da sintese do 6xido nitrico em ratas fémeas adultas no labirinto em cruz elevado,
campo aberto, teste de retracfio da cauda, esquiva ativa sinalizada, esquiva passiva e
desamparo aprendido.

Os animais receberam L-NAME por via i.p. na dosagem 100mg/kg (grupo tratado,
N=10) e solucfo salina 0,9% (grupo controle, N=10) 30 minutos antes do teste no labirinto
em cruz elevado, campo aberio e te‘ste de retragiio da cauda. No desamparo aprendido, os
animais receberam solugio salina 0,9%, ou L-NAME 10 e 100mg/kg, 30 minutos antes do
confinamento ou choques inescapaveis; 24 horas apos, foram submetidos a choques
escapaveis. No labirinto em cruz elevado, diferencas estatisticamente significantes foram
observadas no tempo e na freqiéncia de entradas nos bragos abertos do grupo tratado em
relagio ao controle. No campo aberto, diferencas estatisticas foram observadas no tempo de
centro e levantar-se (rearing), no grupo tratado em relagdio ao controle. No teste de retragio
da cauda, houve diferenca estatisticamente significativa no tempo de laténcia de retragio da
cauda do grupo tratado em relagdio ao controle. Na esquiva passiva, os animais receberam
por via i.p. solugdo salina 0,9% ou L-NAME 100mg/kg 30 minutos antes do treino e teste,
consistindo os seguintes grupos: grupo C-C (os animais receberam solucio salina 0,9% no
dia do treino e teste); C-D (os animais receberam solugdio salina 0,9% no dia do treino e 1~
NAME 100mgfkg no dia do teste); D-C {os animais receberam L-NAME 100mg/kg no dia
do treino e soluco salina 0,9% no dia do teste); D-D (os animais receberam L-NAME

100mg/kg no dia do treino e teste). Nio foram observadas diferencas estatisticas na

porcentagem de aprendizagem nos grupos.




Na esquiva ativa sinalizada, diferengas estatisticas foram observadas entre os grupos salina
e tratado, no dia do treino, causando um déficit no escape, mas nfo os impedin de aprender
a tarefa. Desta forma, a inibicBo da sintese do Oxido nitrico alterou parcialmente o
comportamento exploratdrio e emocional, reduziu a ansiedade, produziu analgesia, nio

prejudicou a aprendizagem e memoria, apresentou efeito antidepressive na dosagem

100mg/kg de L-NAME.




1. INTRODUCAO:

1.1. Consideragies Gerais

O oxido nitrico (NO) ¢ um gés endégeno que tém propriedades bioquimicas de um
radical livre; muito 1abil, com uma meia-vida de cinco segundos (RANDALL et al., 1991;
NELSON et al., 1997). A primeira fun¢io biolégica do éxido nitrico (NO) foi descoberta
no sistema circulatorio. Foram descobertas no século dezenove, habilidades de
nitroglicerina e outros nitratos orgdnicos para aliviar a dor e angina pectéris. O
relaxamento dos vasos sangiiineos em resposta a acetilcolina requeria que o endotélio
secretasse uma substéncia denominada fator de relaxamento derivado do endotélio (EDRF).
Apés anos de estudos, constatou-se que o NO é EDRF (PALMER et al., 1987). Por esta
razo, os estudos manipulam o NO indiretamente afetando sua enzima sintética
denominada 6xido nitrico sintase (NOS). O NO ¢ produzido enzimaticamente por diversos
tipos de tecidos. As enzimas responsaveis por esta produgdo sfo chamadas de 6xido nitrico
sintases (NOS), conhecidas por distintas isoformas: em vasos sangiiineos do tecido
endotelial (eNOS) e no tecido neuronal (nNOS), consideradas a forma constitutiva da NOS
{cNOS); e a forma induzivel atuando de macréfagos (iNOS) (NELSON et al., 1997).

Estas izoenzimas foram caracterizadas e purificadas de diferentes tipos de células e
tecidos e possuem caracteristicas bioquimicas, funcionais e mecanismos de regulagio que
as diferenciam.

O substrato fisiolégico das NOS ¢é o aminodcido L-arginina (PALMER et al., 1988)
e a reaglo copsiste na oxidagdo por oxigénio molecular {O;) de um dos nitrogénios do

grupo guanidino terminal para NO.
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A reagho € acelerada por tetrahidro biopterina (HsB) e requer calmodulina (CaM;
STUHER et al., 1991; WHITE & MARLETTA, 1992; KLATT et al., 1993).

As primeiras evidéncias de que o mecanismo de agfio dos nitratos estaria mediado
por um sistema de segundo mensageiro celular envolvendo o 3°, 5° — monofosfato ciclico
de guanosina (ou GMP ciclico, GMPc) foram relatadas em 1977. Estudos demonstraram
(KATSUKI et al., 1977, GARTHWAITE, 1991) que ndo s6 os nitratos e nitritos orgénicos,
assim como outros compostos contendo nitrogénio e de natureza quimica diversa (entre os
quais encontrava-se o 6xido nitrico, NO) possuiam a propriedade de elevar os niveis

intracelulares de GMPc por ativagio da enzima guanilato ciclase solivel em diferentes

tecidos.

1.2. Oxido Nitrico e Comportamento

A mediacdo do NO na transdugfo do sinal dos aminoacidos excitatorios motivou o
interesse pelo estudo da isoforma nNOS. Garthwaite e colaboradores (1988) demonstraram
pela primeira vez a existéncia do NO no sistema nervoso central (SNC), observando que
células de cerebelo em cultura, estimuladas com aminodacidos excitatérios, liberavam uma
substdncia com as caracteristicas do NO. A partir de demonstra¢des experimentais, foi
confirmada a existéncia de NO, onde anslogos estruturais da L-arginina com substituintes
no grupo guanidine aboliam ¢ aumento de GMPc causado pela estimulacfo do glutamato
via receptores do sub-tipo NMDA (N-metil D-aspartato) em cortes de cérebro (BREDT &
SNYDER, 1989; GARTHWAITE et al., 1989).

Gorsky ¢ colaboradores (1989) constataram que a NOS presente em uma linha

celular derivada de neuroblastoma era de localizagio citosslica, utilizava L-arginina como
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substrato, requeria NADPH como co-fator, era regulada pelas concentragdes fisiologicas
intracelulares de Ca™ e era dependente de CaM. Férstermann e colaboradores (1990)
confirmaram que a NOS presente em homogenatos de cérebro total também era citossélica
e tinha os mesmos requerimentos que a enzima de neuroblastoma, sendo o cerebelo a area
de maior atividade.

Os aminodcidos excitatorios glutamato e aspartato (agindo em receptores NMDA),
provocam o aumento da Ca’" intracelular, atuando sobre o turn-over de fosfatidil inositol
(P no cerebelo (SMITH & LI, 1993) ou pela ativagio de uma proteina cinase C em
neurdnios da regifo estriada (MARIN ef a/., 1992). O aumento de Ca* intraceiul& induz a
unido da CaM no sitio especifico de reconhecimento da NOS ativando-a ‘. O NO liberado
media o aumento de GMPc produzido pela ativagio da guanilato ciclase solavel.

A caracteristica protetora de NO sobre os efeitos depressivos causados pela
interleucina-1 em camundongos foi atribuida por Bluthe e colaboradores (1992). Moore ¢
colaboradores (1993) observaram que o 7-nitroindazol (ipibidor da ¢cNOS com poucos
efeitos periféricos € nfio derivado da L-arginina) possui efeitos antinociceptivos em
modelos experimentais de algesia, e que esta atividade correlaciona com o grau de inibicfic
da c¢NOS. O desenvolvimento da memoria olfativa em camundongos e a participacdo do
NO também foram estudados (BRENNAN & KISHIMOTO, 1993).

Prast & Philippu (2001) tém demonstrado in vivo e in vitro que em todas as
estruturas cerebrais investigadas, NO enddégeno modula a liberagio de varios
neurotransmissores, como: acetilcolina, catecolaminas, aminoédcidos inibitérios e
excitatorios, serotonina, histamina ¢ adenosina.

0O NO pode afetar 0s processos neuroenddcrinos e comportamentais, indiretamente

através da mediago em eNOS de vasos sangiiineos, com efeito nas taxas de secrecio
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neuroendoécrinas, ou diretamente como resultado dos efeitos da nNOS no funcionamento
neuronal (NELSON et al., 1997).

O NO também pode estar envolvido na potenciagdo a longo prazo (LTP) no
hipocampo, ¢ depresséo a longo prazo (LTD) no cerebelo. A liberacio de neurotransmissor
¢ influenciada por NO através da ativagio do GMPc que ativa proteina cinase, promovendo
a fosforilagio de proteinas em vesiculas sindpticas associado com a liberacio de
neurotransmissor (MONTAGUE ef al., 1994; NELSON er al., 1997). LTP ¢ LTD sédo
formas de plasticidade sindptica envolvidas com aprendizagem e meméria (BLISS &
COLLINGRIDGE, 1993; LINDEN & CONNOR, 1995). Influxo de calcio através dos
canais pos-sindpticos acoplados aos receptores NMDA‘ e aumento da liberagdo de
glutamato s@o requeridos pela indug@o de LTP na regifio CAl do hipocampo; tem sido
hipotetizado que LTP requer liberagdo de um mensageiro retrogrado das células piramidais
CA1 poés-sindpticas. O NO pode atuar como um mensageiro retrdgrado por produzir um
aumento na freqii€ncia de potenciais excitatérios poés-sindpticos. LTP é bloqueado por
inibidores da NOS. Evidencia-se que NO atua diretamente no nmeurdnio pds-sindptico
produzindo LTP. Similares evidéncias existem para o papel de NO em LTD (SHIBUKI e¢
al., 1991; DANIEL et al., 1993; NELSON e¢r al., 1997).

Pode-se esperar que opibides sio capazes de impedir a ativaciio de receptores
NMDA e a subseqitente sintese de NO pela redugio da liberagfo pré-sinaptica de
glutamato. Além disso, opitides sfo capazes de impedir a liberagio de Ca** do
armazenamento intracelular (mediado por trifosfato de inositol) por reducdo da liberagdo de
substdncia P (MACHELSKA, 1999). Alternativamente, também € possivel que a
potenciagdc da antinocicepcdo opidide por inibicgo da NOS pode resultar na atividade

reduzida da sinalizaco intracelular em ambos caminhos: GMPc e AMPc (MELLER &
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GEBHART, 1993; XU & TSENG, 1995). Os aspectos mais importantes da antinocicepgio
mediada por opidide na medula espinhal sfio redugbes pré-sindpticas de transmissdo
liberada das fibras C, e um aumento na condutincia de potassio (K*) na membrana ou uma
diminuico na condutdncia de calcio (Ca®™, principalmente apds ativagfio de receptor
NMDA (GARTHWAITE, 1991).

Conforme mencionado anteriormente, o NO participa de importantes processos
neuronais, muito validos para elucidag@io de mecanismos cerebrais responsaveis por
alterages comportamentais. Neste trabalho, investigaremos as alteragBes cognitivas e
comportamentais em ratas f€meas, por inibi¢8o da atividade da enzima NOS. Sera utilizado
L-N-arginina-metil &ster (L-NAME), um iniﬁidor ndo seletivo da enzima, portanto, a
inibic8o ocorrerd nas diferentes isoformas de NOS. Desta maneira, deve-se considerar-a
atuagdo no sistema periférico, por mediag8o nas isoformas iNOS e eNOS.

A proposta de verificag@o das altera¢des comportamentais e cognitivas por inibi¢do
das isoformas de NOS, tem como referéncia trabalho desenvolvido por Fara e
colaboradores (1997), demonstrando efeito ansiolitico em modelo comportamental de
ansiedade utilizando L-NAME. Pretendemos, a partir destes resultados, proceder a
realizagio de screeming comportamental. Este screening comportamental consistird na
avaliacdo da resposta ao estresse, assim como depressio comportamental, emocionalidade,

alteragbes cognitivas de aprendizagem e memoéria, produgfio de analgesia e também

ansiedade,
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1.3. Oxido Nitrico e Sistema de Estresse

O estresse psicoldgico ¢ definido como uma condigdo complexa e dinidmica na qual
a homeostase normal, € perturbada ou ameagada. O estado de perturbagio pode ser
induzido por inGmeros estressores fisicos e psicolégicos. Os estressores fisicos e
psicologicos demonstram um grupo coordenado de respostas adaptativas fisicas, mentais e
comportamentals que agem contfra ¢ negam o efeito do agente estressor (CHROUSOS &
GOLD, 1992).

O aumento dos processos do sistema nervoso central é proporcionado pelos
componentes mentais e comportémentais da resposta ao estresse, que controlam a
estimulagdo, o alerta, o humor, a vigildncia, a atengdo focada e a aquisicio de
conhecimentos, bem como a inibigdo dos sistemas que controlam as fungdes vegetativas,
alimentag@o e reproducéio. Estes conceitos intrinsecos do estresse e da resposta ao estresse
sdo exigidos para que a intensidade e a qualidade de cada componente da resposta ao
estresse seja apropriada para a ameaga, visto que estd claro que uma hiper-reagdo ou hipo-
reaco ao estresse pode por si s6 contribuir para uma patologia. Desta forma, cada elemento
de um organismo adaptado a resposta do estresse, incluindo mecanismos imunes e
inflamatdrios, devem responder apropriadamente com mecanismos estimulatérios ou
inibitérios. Uma desenfreada ou inadequada repressdo dos processos imunes ou
inflamatorios pode produzir doengas ou danos a tecidos do organismo, bem como os
mecanismos neuroenddcrinos que ao inibirem demasiadamente os processos imune e

inflamatério produzem imunossupressdo e suas consegiiéncias (WILDER, 1995; KIM &

RIVIER, 2000).
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Os elementos mediadores do sistema de resposta ao estresse incluem o desempenho
da fungdo essencial, sendo caracterizada pela inter-relagdo existente entre horménio
liberador de corticotrofina (CRH), o eixo hipotaldmico pituitério adrenal (HPA) ¢ o sistema
nervoso autdnomo simpéatico. O CRH hipotaldmico modula o nivel de excitagio,
controlando o humor e integrando o sistema de resposta ao estresse (MENZAGUI et al.,
1993), ativando o eixo pituitdrio-adrenal, principalmente a secrecdio pituitiria de
adrenocorticotrofina (ACTH) e corticosterdides adrenais. CRH ativa diretamente o sistema
nervoso simpatico, tendo como conseqiiéncia 0 aumento da glicose sangiifnea, do débito
cardiaco e da pressdo sangliinea, e inibi¢3o dos sistemas imune e inflamatério.

A ativagio dé sisterna nervoso simpéatico pelo CRH hipotaldmico ¢ mediada pela
inervagéio direta no tronco cerebral, que espatha a liberagio da norepinefrina para todo o
cérebro e tecidos periféricos. Esta ativagiio também estimula a liberagio de CRH pelos
neurdnios hipotaldmicos paraventriculares e a ativagfo da liberagéo hipotaldmica de CRH
torna-se facilitada pela projegio neuronal direta para o hipotilamo. Deste modo, o sistema
de resposta ao estresse apresenta como fungfo um feedback positivo bidirecional. Os sinais
para 0s componentes do sistema de estresse s3o ativados, e ativam outros centros em todo o
cérebro; onde os corticosterdides {maior produto do sistema de estresse ativado) sio
inibitorios nos componentes dos sistemas de resposta ao estresse, bem como para o sistema

imune e inflamatério (CHROUSOS & GOLD, 1992; WILDER, 1995; GILMAN, 1998).
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Figura 1. Sistema de ativagio e liberagdo do borménio CRH induzido por estresse.

Adaptado de Guyton, 1998.

A compreensdo do sistema de estresse torna-se de precipua importincia para
investigagdo do NO e as possiveis alteragdes comportamentais. A isoforma nNOS est3
localizada em discretas 4reas cerebrais, incluindo os nicleos: paraventricular (PVN) e
supradptico (SON) do hipotdlamo (BREDT e al., 1990; BREDT e al, 1992:
GROSSMAN et al., 1994; YAMADA et al., 1995). Estes nicleos tém neurdnios contendo
CRH. Em resposta ao estimulo pela liberaciio de CRH (primariamente dos neur6nios do
PVN), a pituitaria anterior secreta hormodnio adrenocorticotréficc (ACTH) dentro do
sistema hipofisal portal. Durante a resposta ao estresse, ACTH atua sob o cértex adrenal
para estimular a produgZo ¢ secregio de glicocorticdides (NELSON ef al., 1997).

0 NO participa no controle de diferentes processos neurosecretérios, especialmente

no sistema neurosecretério do CRH. O sitio redox modulatério do receptor NMDA parece
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ser uma estrutura importante no controle do eixo HPA (RIEDEL, 2000). Weidenfeld e
colaboradores (1999) tém demonstrado que o NO pode estar envolvido na modulagio de
respostas do eixo HPA a estimulos, sugerindo que o NO esta envolvido na modulago de
respostas do eixo HPA a estimulos neuronais nfo dependentes de fatores imunes, assim

como o efeito de NO é mediado pela inibicdo de secrecdo hipotaldmica, provavelmente

mediada pela nNOS e ndo pela iNOS.

1.4. Objetivo

O objetivo do presente estudo fol verificar as alteragdes cognitivas e
comportamentais produzidas pela administrago intraperitoneal de L-N-arginina-metil-éster
(L-NAME), um inibidor nfo seletivo da sintese do 6xido nitrico, em ratas fémeas adultas

submetidas a um screening comportamental avaliando resposta ao estresse, depressdo,

ansiedade, aprendizagem, memoria, € analgesia.

2. MATERIAIS E METODOS:

2.1. Animais

Foram utilizados ratos fémeas Wistar, com 60 a 75 dias de idade, pesando entre 160
e 220 gramas, fornecidos pelo Centro Multiinstitucional de Bioterismo da Universidade
Estadual de Campinas (CEMIB - UNICAMP, Campinas, SP). Os animais foram mantidos
no Biotério do Laboratério de Psicofarmacologia no Departamento de Farmacologia da

FCM - UNICAMP, alojados em gaiolas coletivas, com 5 (cinco) animais em cada gaiola,
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em sala climatizada (26 £ 3°C) e com ciclo claro/escuro de 12/12h (luzes acendendo as
7h00). Receberam durante todo o periodo, dgua e ragdo para ratos (Purina) ad libitum. Ap6s
uma semana, os animais foram isolados em gaiolas individuais de polipropileno medindo

30x17x13cm, por onde permaneceram durante 3 (trés dias).

2.2. Procedimento Experimental

O procedimento experimental estd de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacfo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacio Animal
(COBEA), recebendo aprovagdio pela Comissio de Ftica na Experimentagio Animal,

conforme protocolo n° 309/1, do Imstituto de Biologia da Universidade Estadual de

Campinas (CEEA-IB-UNICAMP).

2.3. Modelo de Desamparo Aprendido
O modelo desamparo aprendido € utilizado para avaliar alteragBes comportamentais
relacionadas a depressdo, assim como sistema de resposta ao estresse.

Para o protocolo do estresse, os animais foram confinados na caixa de choques €
separados em dois grupos (N=10 cada grupo}:
Estressados (E): um rato por sesséio foi colocado na caixa de choques. Apds um

minuto de adaptagfio, os animais foram expostos a 60 chogues inescapaveis de 1,0mA. O

ternpo de duragfo da sessdo foi de 25 minutos.
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Néo Estressados (NE): animais que ndo receberam choque, permaneceram apenas

confinados na caixa de choques durante 25 minutos.

Estes grupos foram subdivididos em:

Néo estressados/ Nio tratados (NE/NT): animais que nfic foram submetidos aos
chogques inescapaveis (estressados) € nio foram tratados;

Estressados/Néo tratados (E/NT): animais submetidos aos choques inescapaveis
(estressados), ndo tratados;

Néo estressados/Salina (NE/S): animais nfo submetidos aos choques inescapaveis,
que receberam solucfo salina 0,9% 30 minutos antes do confinamento;

Estressados/Salina (E/S): animais que foram submetidos aos choques inescapaveis
(estressados) € receberam solug8o salina 0,9% 30 minutos antes do estresse;

Néo estressados/ T(10mg/kg): animais ndo submetidos aos choques inescapaveis,
que receberam L-NAME 10mg/kg 30 minutos antes do confinamento;

Estressados/T(10mg/kg): animais submetidos aos choques inescapaveis
(estressados), que receberam L-NAME 10mg/kg 30 minutos antes do estresse;

Nio estressados/T(100mg/kg): animais nio submetidos aos choques inescapaveis,
que receberam L-NAME 100mg/kg 30 minutos antes do confinamento;

Estressados/T(100mg/kg): animais submetidos aos choques inescapaveis, que
receberam L-NAME 100mg/kg 30 minutos antes do treino.

Utilizou-se ¢ programa controlador de choques descrito por Hermini ef al. {1994)
para a execugdo automatica dos choques, onde o programa é acessado através do
microcomputador XT 2002 da Microtec, acoplado ao gerador de choques da marca

Albarsch.
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Os choques incontrolaveis 330 ministrados em uma caixa de 25x25x30 cm, tendo a
parte frontal de acrilico transparente ¢ as restantes de aluminio, com tampa ao teto. O piso
desta é composto de barras de cobre de 0,3 ¢m de didmetro.

A caixa utilizada no teste de fuga corresponde a uma caixa de 50x25x30 cm de
aluminio, com tampa e parede frontal de acrilico transparente, modelo “vai-e-vem”. A
caixa ¢ dividida em dois compartimentos iguais separados por uma parede de aluminio
onde ha um orificio de 7,5 cm de altura, por 6 cm de largura, localizado no centro a 8 cm
acima do piso em barras. O piso € composto por barras de cobre de 0,3 cm de didmetro,
distando 1 cm entre si, através das quais os choques elétricos sfio ministrados, com
mecanismo “scrambler”. Cada compartimento possui 2 fotocélulas, distando 6 cm entre si,
as quais s#o sensiveis (por interrupcdo do feixe de luz) ao movimento do sujeito
experimental entre os compartimentos; assim, registrando sua presenga no compartimento
em que se localizar, num dado momento do teste. E necessiria a travessia de um
compartimento interno para outro para ser regisirada uma resposta. Foi definido como
resposta de fuga a travessia de um compartimento para o outro durante a apresentagio do

choque. Essa resposta de fuga tem como conseqiiéncia a interrupcio do chogue (SIPEK,

1989).

2.4. Labirinto em Cruz Elevado

Este modelo permite a verificagio de medidas de alteragbes comportamentais

relacionadas a ansiedade.

O labirinto consiste de um equipamento elevado 50 ¢m do solo, composto por dois
bragos abertos (50x10 cm) dispostos perpendicularmente a dois bragos fechados por

paredes laterais desprovidos de teto (50x10x40 c¢m) formando um &ngulo de 90 graus. Ao
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redor dos bragos abertos sdo acopladas l4minas acrilicas, fazendo uma borda de 1 em de
altura, com a inten¢fo de evitar que os animais caiam do labirinto. Os animais sdo
colocados no centro aberto do labirinto (10x10 ¢m) no inicio de cada sessio sendo que cada
animal ¢ submetido a apenas uma sessfo experimental no labirinto com a duragiio de 3
minutos (VORHEES et al., 1979). Os animais (N=10) receberam 30 minutos antes da

sessdo, ou L-NAME 100mg/kg (grupo tratado), ou solugfio salina 0,9% (grupo salina) na

mesma dosagem, administrados por via i.p.

2.5. Campe Aberto

As alteragbes de emocionalidade determinadas por medidas do comportamento
exploratério, podem ser avaliadas pelo modelo campo aberto.

O aparclho de campo aberto consiste de um circulo de madeira de 85 cm de
didmetro, totalmente cercado de um parapeito também de madeira, com altura de 32 cm.
O aparelho todo € pintado de cor bege. H4 no fundo desta arena, desenhado em linhas
negras, 3 circulos concéntricos interceptados por 9 segmentos de retas radiais (ficando
portanto o chéo do aparelho subdividido em 19 regies de 4reas igunais).
Circundando este sistema, hd uma estrutura metalica 3 uma altura de 110 cm do piso de
aparetho. Este sisterna suporta duas ldmpadas de 110 watts cada e um cortinado de tule
circular, de forma que o observador ndo possa ser visto pelo animal, no interior do Campo
Aberto. Ao lado do aparelho ¢ colocado um circulador de ar, com o intuito de produzir um
ruido de fundo constante (abafador de ruidos externos 4 sala de teste), manter a temperatura

da sala onde esta o aparelho e distribuir homogeneamente qualguer odor exalado no local

(TEIXEIRA ¢t al., 1995).
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'condaczonado (CS) é apresentacic ames do esnmulo 1ncond1c10nado (US) corn um choque
nas patas e. a resposta do ammal de crﬁzar de um iado para o outro em mna caixa de doxs
compartmentos (caaxa de. va}vem) durante a apresentag:ao do CS evxta .a. hberagao do
choque A resposta passa a ser chamada de fuga, ecorrendo apes o inicio de US Devido a
aséacxaéao entre estimulos (CS - U8}, esta situagdo expenmental ¢ denominada
condxcmnamento cléssico, onde o estimulo condicionado torna-se um sinal antecipatério da
c.c.e.rr_énéia do estimulo incondicionado.

O proéedimento experimental consistiu na administragio via i.p. 30 minutos antes do treino
de LwNAME 100mg/kg (grupo tratado, N=10) ou solugfo salina 0,9% (grupo salina, N=10),
onde venﬁcou—se o tempo de laténcia de fuga ao choque em EAS. No dia seguinte (24
hcras- apés), os animais foram novamente submetidos ao modelo EAS, todavia nfo

receberam L-NAME ou solugdo salina, mas verificou-se novamente o tempo de laténcia de

fuga ao choque.




2.8. Esquiva Passiva

O modelo comportamental denominado esquiva passiva permite a identifica¢io de
alteragBes de memoria.

Na esquiva passiva o animal € colocado primeiramente em um ambiente iluminado
(desagradavel), sendo posteriormente condicionado a penetrar em um ambiente escuro
(agradével) para ser reforgado. A seguir aplica-se um estimulo aversivo (choque nas patas)
e o animal aprende a ndo ir mais ao compartimento em busca do refor¢o (esquiva passiva).

A shuttle box utilizada corresponde a uma caixa de madeira medindo 51 x 22 x 28
cm. A caixa é dividida em duas clmaras iguais por uma parede divisoéria com uma
passagem medial (Scm de altura x 6,5 cm de Iargﬁra); esta passagem ¢é fechada por uma
porta em guilhotina. A primeira cdmara ¢ revestida completamente de material
impermeavel branco (formica), aberta superiormente e com as seguintes dimensdes: 30 x
24 x e 24 cm. E iluminada por uma lampada de 60 watts, situada aproximadamente a 40 cm
de altura do piso. A outra cdmara, pintada completamente de cor preta, possui uma tampa
para impedir a entrada de luminosidade em seu interior. Esta caixa tem as mesmas
dimenstes da camara clara. Seu piso consiste em barras de ago inoxidavel de 3mm de
didmetro com um intervalo de 1,5cm entre uma barra e outra. Estas barras sfo ligadas a
uma fonte geradora de choques com intensidade de 1,0 mA e duracfo de 5 segundos com
intervalos de 5 segundos. O disparo e término dos choques sdo controlados pelo
experimentador.

Os grupos foram divididos em: animais que receberam solugdio salina 0,9% 30
minutos antes do treino e teste (C-C); animais que receberam solugfo salina 0,9% 30
minutos antes do treino ¢ L-NAME 100mg/kg 30 minutos antes do teste {(C-D); animais

que receberamm L-NAME 100mg/kg 30 minutos antes do treine e solugfio salina 0,9% 30
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minutos antes do teste (D-C); animais que receberam L-NAME 100mg/kg 30 minutos antes
do treino e teste (D-D).

No procedimento experimental, o animal foi colocado na cdmara clara, por 10
segundos, com a porta diviséria que da passagem para a camara escura fechada. Decorrido
esse tempo abriu-se a porta e cronometrou-se o tempo que o animal leva para entrar com as
quatro patas na cAmara escura (laténcia de treino).

Tdo logo o animal entrasse na camara escura, a porta foi novamente fechada e a
fonte de choque acionada durante 5 segundos, liberando choques de intensidade
programada de 1.0mA/seg, a intervalos de 5 seg. Repetiu-se essa sessdo de choques por
mais 2 vezes. '

A sessdo denominada teste, é realizada 24 horas apods a sessdo anterior (treino). O
animal foi colocado novamente na cimara clara e apdés 10 segundos, a porta que da
passagem 4 cAmara escura foi aberta. Acionou-se o crondmetro, medindo o tempo que o
animal leva para entrar com as quatro patas na cmara escura (laténcia de teste). O animal
era retirado do aparelho quando permanecesse até o méximo de 180 segundos em cada
compartimento. Durante o teste o animal nfo recebe choque. Somou-se o tempo de

permanéncia em cada compartimento para se determinar a porcentagem de aprendizagem,

através da seguinte férmula:
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2.9. Analise Estatistica

Os resultados sdo expressos como média * erro padriico da média (E.P.M.)
Diferencas estatisticamente significativas foram determinadas utilizando analise de
varidgncia (ANOVA) seguido teste Student-Newman-Keuls realizado na érea trapezoidal

sob a curva e sob cada par de curvas (ireino x teste), no modelo desamparo aprendido e

esquiva ativa sinalizada, respectivamente.

No modelo campo aberto, os resultados s3o expressos em mediana (com valores
minimo e maximo), assim como média + erro padrio da média (E.P.M.), determinados pelo
teste estatistico Mann-Whitney. No labirinto em ¢ruz elevado a analise estatistica
empregada foi o teste ndo-paramétrico Welch e Mann-Whitney.

No teste de retraciio da cauda, as diferencas estatisticamente significantes foram

expressas com a utilizago do teste t néo-pareado.

Para o modelo comportamental esquiva passiva, foram utilizados os testes néo-

paramétricos Kruskal-Wallis e Wilcoxon.
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3. RESULTADOS:

3.1. Desamparo Aprendido
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Figura 2. Este grafico demonstra a determinagfio do tempo de laténcia (segundos) em
bloco de tentativas, onde: NE/NT representa o grupo néo estressado (confinado) n&o-
tratado; e E/NT representa o grupo estressado {submetido a choques inescapaveis) nédo
tratado. Cada bloco representa a meédia de cinco tentativas. O grafico representa a média
+ e.p.m. N=10 amimais fémeas Wistar. A andlise estatistica utilizada foi ANOVA
seguida de Student-Newman-Keuls.

Diferencas estatisticas foram observadas entre os grupos NE/NT e E/NT com valores

P<0,01.
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Figura 3. Este grafico demonstra a determinacgfo do tempo de laténcia (segundos) em
bloco de tentativas, onde: NE/SALINA representa o grupo nfo estressado {confinado)

que recebeu solugfo salina 0,9%; E/SALINA representa o grupo estressado (submetido
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a choques inescapdveis) que recebeu solu¢@io salina 0,9%. Cada bloco representa a
média de cinco tentativas, O grafico representa a média + e.p.m. N=10 animais fémeas
Wistar. A andlise estatistica utilizada foi ANOVA seguida de Student-Newman-Keuls.

Diferengas estatisticamente significativas foram observadas entre os grupos
NE/SALINA e E/SALINA com P<0,001.
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Figura 4. Este grafico demonstra a determinagdo do tempo de laténcia (segundos) em
bloco de tentativas, onde: NE/T (10mg/kg) representa o grupo nfo estressado
(confinado) que recebeu L-NAME 10mgkg; E/T (10mg/kg) representa o grupo
estressado (submetido a choques inescapaveis) que recebeu L-NAME 10mg/kg. Cada
bloco representa a meédia de cinco tentativas. O gréfico representa a média + e.p.m.

N=10 animais fémeas Wistar. A andlise estatistica utilizada foi ANOVA seguida de

Student-Newman-Keuls.

Diferencas estatisticamente significativas foram observadas entre os grupos NE/T

{10mg/kg) e E/T (10mg/kg) com valores P<0,05,

52




{13
o
H

g NET (100marka)
§ 25+ - E/T (100mgskg)
o 20 -

o % T

o 159 - T
@ 10 4

)

N
5
4]
f

]

]
ro
[¥3)
S
ir
izl
~

Figura 5. Este grafico demonstra a determinagfo do tempo de laténcia (segundos) em
bloco de tentativas, onde: NE/T (100mg/kg) representa ¢ grupo ndo estressado
(confinado) que recebeu L-NAME 100mg/kg; E/T (100mg/kg) representa o grupo
estressado (submetido a choques inescapaveis) que recebeu L-NAME 100mg/kg. Cada
bloco representa a média de cinco tentativas. O grafico representa a média + e.p.m.
N=10 animais fémeas Wistar. A andlise estatistica utilizada foi ANOVA seguida de

Student-Newman-Keuls.

Nao foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos NE/T (100mg/kg) € E/T
(100mg/kg).

Tabela 1. Representacio dos grupos NE/SALINA e E/SALINA; NE/T (10mg/kg) ¢ E/T

(10mg/kg);, NE/T (100mg/kg) e E/T (100mg/kg) no desamparo aprendido.

GRUPOS SALINA L-NAME 10mg/kg |L-NAME 100mg/kg
Nao estressado (NE) 30+4,5 54,743 4 71,3+10,5
Estressado (E) 99,3474 78,9+12,9 111.2+14,8

P<0,05.  P<0,001.
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3.2. Labirinto em Cruz Elevado
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Figura 6. Neste grafico estdo demonstrados: o tempo de permanéncia e freqiiéncia de
entrada nos bragos abertos, dos grupos salina e L-NAME 100mg/kg. A andlise estatistica
empregada foi o teste ndo- paramétrico Welch. N=10 (cada grupo).

Diferencas estatisticamente significativas foram observadas no tempo de permanéncia,
assim como freqiiéncia de entradas nos bracos abertos (grupo L-NAME 100mg/kg=

53,6:+26,1; grupo salina = 1,1+0,5).
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Figura 7. Neste grafico pode-se observar o ntiimero de entradas nos bragos fechados dos
grupos salina e L-NAME 100mg/kg. A andlise estatistica utilizada foi o teste nfo-

paramétrico Mann-Whitney. N=10 (cada grupo).
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3.3, Campo Aberto
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Figura 8. Esse grafico demonstra o tempo de centro dos grupos: salina e L-NAME
100mg/kg. N=10 (cada grupo).
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Figura 9. Este grafico demonstra o levantar-se (ou rearing) dos grupos: salina e L-NAME

100mg/kg (cada grupo).
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Figura 10. Este grafico demonstra a ambulagio dos grupos: salina e L-NAME 100mg/kg.
N=10 (cada grupo).
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Figura 11. Neste grafico estdo demonstrados os bolos fecais dos grupos: salina e L-NAME

100mg/kg. N=10 (cada grupo).

3.4. Teste de Retracio da Cauda
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Figura 12. O gréfico acima demonstra os grupos: Salina (solugfo fisiolégica 0,9%) ¢ L-
Name 100mg/kg (N=10 cada) no teste de retraciio da cauda. A andlise estatistica

empregada foi o teste t Student (nfo pareado).

Diferengas estatisticas foram observadas no grupo tratado (L-NAME 100mg/kg) com

relacHio ao controle (grupo L-NAME = 47.44£6.89; grupo salina = 19.3343.04).
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3.5. Esquiva Ativa Sinalizada
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Figura 13. Determinacio do tempo de laténcia em blocos de tentativas. Cada bloco

representa a média de 5 tentativas. O grafico representa a média+epm.

N = 10 animais fémeas Wistar. A analise estatistica empregada foi ANOVA seguida de
Student-Newman-Keuls. * * p<0,01.
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Figura 14. Determinacio do tempo de laténcia em blocos de tentativas. Cada bloco
representa a média de 5 tentativas. O gréfico representa a média+ e.p.m.
N = 10 animais fémeas Wistar. A analise estatistica empregada foi ANOVA seguida de

Student-Newman-Keuls. * p<0,05.
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Figura 15. Determinagio do tempo de laténcia em blocos de tentativas. Cada bloco
representa a média de S tentativas. O grafico representa a média £ ep.m.
N = 10 animais fémeas Wistar. Analise estatistica: ANOVA seguida de Student-

Newman-Keuls. * p<0,05 comparado L-NAME em relacdo ao Salina no dia do treino.
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3.6. Esquiva Passiva
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Figura 16. O grifico demonstra a laténcia média (segundos) + e.p.m. de permanéncia no
compartimento claro nos dias do treino e teste dos grupos: C-C; C-D; D-C; D-D. A anilise

estatistica empregada foi Wilcoxon.
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Figura 17. O grafico demonstra a porcentagem de aprendizagem dos grupos: C-C; C-D; D-
C; D-D na esquiva passiva. A analise estatistica utilizada foi Kruskal-Wallis.

Nao foram observadas diferencas estatisticas na porcentagem de aprendizagem entre os

grupos.
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3. DISCUSSAQO

Os modelos comportamentais empregados neste trabalho, tiveram como objetivo
elucidar as fungdes neuromodulatérias do NO e a sua influéncia no comportamento
animal. O NO tem importincia por participar em mecanismos cerebrais que produzem
alteragOes comportamentais, com destague a sua atuagdo como mensageiro retrogrado da
neurotransmissio glutamatérgica. Logo, se inibimos a sintese do NO temos a diminuicio
de potencial excitatorio pos-sindptico e conseqiientes alteragdes funcionais em circuitos
que participam na organizacio do comportamento. Com isto, pode-se acrescentar a
demonstragio experimental que resultou no efeito ansiolitico produzido por L-NAME na
dosagem 100mg-kg‘1. Faria e colaboradores (1997) verificaram que a inibi¢io aguda de
NOS teve um efeito ansiolitico em ratos no LCE. Guimardes e colaboradores {1994)
relataram que a microinjecio de L-NAME na substincia cinzenta periaquedutal de ratos
teve um efeito ansiolitico no LCE. Volke e colaboradores (1995) relataram que em
baixas dosagens (p.e.lmgkg™) a administragio agnda de L-NAME nfio ocasionou
ansidlise.

Por outro lado, Paul e colaboradores (2000) apontaram que L-NAME {ip.,
50mgkg’) aumentou 2 atividlade de GABA transaminase, portanto reduzindo a
concentragio de GABA. O referido trabalho sugere que o NO desempenha um papel
inibitdrio da GABA transaminase no cérebro.

Neste trabalho, os resultados apresentados no modelo desamparo aprendido
demonstraram que L-NAME na dosagem 100mgkg™ teve efeito semelhante tanto em
animais NE e E. Justifica-se este efeito por hipoteses, onde os mecanismos de agfo ainda
nio estio bem elucidados: {1} no PVN e SON do hipotalamo tem-se a localizaglo de

NOS e CRH, onde na resposta ao estresse a secrecdo aumentada de CRH € reduzida por
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L-NAME (NELSON er al, 1997}; (2) a inibi¢3c da atividade de WOS no hipocampo
aumenta a liberacio de 5-HT; (3) mesmo ocorrendo produgdo de analigesia por aumento
de antinocicep¢io opidide, impedindo a ativagdo de receptores NMDA, ndo ocorreram
diferencas significativas entre os grupos NE e E. Acrescenta-se ainda o possivel
desempenho de NO na antinocicepgio colinérgica mediada por estimulagio de receptor
SHT-1A. Os inibidores de NOS aumentam metabolismo de serotonina no cérebro,
sugerindo que NO pode atuar através de mecanismos serotoninérgicos centrais
(SQUADRITO et al., 1994, NELSON et al., 1997). Jain & Kulkarni (1999) observaram
que a buspirona teve seu efeito potencializado por L-NAME 20mg kg, Desta forma, a
inibi¢do da atividade de NOS pode produzir um efeito aﬁtidepressivo na dosagem
IOOmg.kg‘* de L-NAME, possivelmente atuando como modulador de receptor SHI-1A.
Prosseguindo a avaliagiio dos resultados no modelo do desamparo aprendido,
pode-se relacionar o envolvimento da resposta ao estresse e serotonina (5-HT), onde
mecanismos serotoninérgicos no locws coeruleus (1.C) sio considerados por varias
importantes fun¢des incluindo a resposta ao estresse (SINNER ef al, 2001). O aumento
de CRH ¢ atenuado pelo tratamento com L-NAME, indicando um papel modulatorio de
NO na liberagdo de CRH (RIVIER & SHEN, 1994). © NO atua indiretamente no ¢ixo
hipotalimico-pituitario-adrenal (HPA) por aumento neuromodulatério atuando no
hipotalame ou na glandula pituitaria (RIVIER, 1995; NELSON et af., 1997). Estudos
realizados por Rivier & Shen (1994) sugerem que o NO esta intimamente envolvido na
regulacio do eixo HPA.
Segieth e colaboradores {2000} demonstraram gue a ativagio de receptor NMDA
diminui a liberagio de 5-HT no hipocampo em ratos, evidenciando a associagio entre

funcio de receptor NMDA e a produgio de NO com a regulaciio da liberaciio de S-HT
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em outras regides cerebrais. QOutras  investigagGes demonstraram que 2z infusio de
NMDA {100 micro M) diminuiu a libera¢io hipocampal de 5-HT por aproximadamente
70%, sustentando evidéncia do desempenho de NO na modulagiio basal da transmissgo
ghitamatérgica, evocando mudangas na liberagdo de 5-HT no hipocampo. Por outro lado,
um estudo investigou o possivel papel de NO como mensageiro intermediario na
regulacdo de neurotransmissdo de 5-HT no LC. O inibider da NOS, L-NAME, ndo
alterou significativamente a liberagio de 5-HT no LC (SINNER et af, 2001). Os
resultados deste estudo sugerem que a liberagio de 5-HT no hipocampo ¢ modulada por
NO.

Com relaciio aos resultados apresentadés pelos modelos comportamentais de
aprendizagem e memoria, sabemos que LTP estd diretamente relacionado ao NO,
porque: (1) o NO atua no hipocampo como mensageiro retrogrado, aumentando a
amplitude dos potenciais excitatorios pos-sindpticos da  neurotransmissgo
glutamatérgica; (2) LTP requer liberacio de mensageiro retrogrado (NO) para
consolidacdo; (3) in vitro LTP consolida aprendizagem e memoria. Os resultados
determinados respectivamente em EAS e EP demonstraram que, embora ocorrendo
déficit de fuga ac choque no dia do treino do grupo L-NAME em EAS, ndo ocorreram
diferencas significativas. Em EP, também ndo ocorreram diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos dissociados; todavia, pode-se observar que o grupo D-D
possui menor laténcia média no dia do teste. Isto significa que os animais memorizaram,
mas apresentaram um pequeno déficit no dia do teste, uma vez que ndo permaneceram
por 180seg ne compartimento claro e também entraram no compartimento escuro. Com
isto, pode-se sugerir que o NO t&m participagio na consolidagdo da aprendizagem e

meméria. Porém, deve-se considerar que h4 limites na utilizagfio de L-NAME — inibindo
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ndo seletivamente a isoforma nNOS, além disto L-NAME foi administrado agudamente
via i.p. . Deste modo, possivelmente o tratamento crdnico e a utilizacio de um inibidor
mais seletive de NOS, demonstrariam diferengas relevantes no prejuize da
aprendizagem e memoria, especialmente impedindo LTP.

Os resultados no teste comportamental campo aberto, demonstraram que ©
grupo tratado com L-NAME 100mg kg’ permaneceu por menos tempo no centro da
arena, caracterizando producio de ansidlise. Todavia, esta constatagio nio é corroborada
pela analise da medida do rearing (ou levantar-se), pois o grupo tratado com L-NAME,
de acordo com esta medida, explorou menos ¢ ambiente. Jachimowicz e colaboradores
(1998) demonstraram que o L—NAME diminuiu a atividade dos animais no teste campo
aberto, administrada na dosagem 10mg/kg, apOs a administragio de l-arginina na
dosagem 10mg/kg. Somente a administracio de L-NAME na dosagem 10mg/kg ndo
afetou a atividade locomotora de ratos no campo aberto (VOLKE ef al., 1995). Neste
trabalho, os animais demonstraram uma menor atividade exploratéria devido a atividade
locomotora afetada, uma vez que receberam L-NAME 100mg kg™ via i.p. 30 minutos
antes do teste no campo aberto.

Apés avaliagio no campo aberio, foram realizadas medidas de analgesia
(conforme descricdo na metodologia), e o grupo tratado com L-NAME demonstrou
efeito analgésico. Atribui-se este efeito 2 inibi¢io de NOS, que diminui eficacia
sinaptica mediada por receptor NMDA, tendo como conseqiiéncia o aumento de
antinocicepgiio opidide. Além disto, substincias opidides impedem a ativagio de
receptores NMDA e a subseqiiente sintese de NO pela redugdo da liberagio pré-sinaptica
de ghitamato (MACHELSKA, 1999). A inibigiio da NOS na medula espinhal leva a

antinocicepcio (MELLER & GEBHART 1993; PRZEWLOCKI ef ol , 1993; MELLER
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et al, 1996). Estes dados comportamentais sZo evidenciados por resultados de estudos
bioquimicos mostrando que na medula espinhal o doador de NO aumenta a liberacio de
substdncia P e peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP). Ambos
neuropeptideos estdo principalmente envolvidos na transmiss#io nociceptiva (GARRY ef
al., 1994). Portanto, os resultados obtidos neste trabatho sugerem que a inibicio de NOS
produziu um aumento da antinocicepcio opidide devido & diminuiciio da amplitude de
potenciais excitatérios pos-sinapticos mediada por receptor NMDA.

Deve-se considerar neste trabaltho, algumas limitagBes e especialmente possiveis
efeitos adversos relacionados a0 L-NAME, uma vez que a referida droga ndo inibe
seletivamente a NOS, bortanto atuando também no sistema periférico. O principal efeito
adverso considerado € a elevagiio da pressdo arterial, que neste estudo ndo foi medida;
mas verificou-se que L-NAME 100mgkg” nos grupos estressados ndo ocasionou a
morte dos animais.

A importincia de realizagio de um screeming comportamental, suporta
evidéncias de que o sistema nervoso e endéerino estio anatomicamente €
funcionalmente interconectados. Estes sistemas suprem a base molecular para uma
integragdo bidirecional, respondendo € expressando a um grande nimero de moléculas
regulatérias em comum (esteréides, citocinas, neuropeptideos etc.). A implicagio de
anormalidades do sistema neurcenddcrino, evidencia de maneira crescente que uma
variedade de mecanismos como idade, género e outros fatores geneticamente

determinados regulam a resposta neuroendocrinoimune.




5. CONCLUSAQ
Neste trabalho, a inibigdo aguda da sintese de oxido nitrico:

1. alterou parcialmente comportamento exploratério e emocional por afetar a
atividade locomotora e produzir ansidlise no campo aberto;

2. reduziu ansiedade no labirinto em cruz elevado;

3. produziu analgesia no teste de retragio da cauda;

4. nio prejudicou aprendizagem e memoria na esquiva passiva,;

5. pfejudicou o desempenho de fuga no dia do treino na esquiva ativa sinalizada;

6. produziu efeito antidepressivo, possivelmente atuando como modulador de

receptor SHT-1A
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6. ABSTRACT

In this work, we investigated behaviour altered produced for acute inhibition of
pitric oxide synthesis in adults female rats in plus maze test, open field, tail flick test,
ative avoidance signalling, passive avoidance and learned helplessness.

The animals received L-NAME ip. 100mg/kg (treated group, N=10) and saline
sotution 0,9% (control group, N=10) 30 minutes before of plus maze test, open field and
tail flick test. In learned helplessness, the animals received saline solution 0,9%, or L-
NAME 10 and 100mg/kg, 30 minutes before confinament or inescapable shocks; 24
hours before, were submetted at escapable shocks. In the plus maze test, significant
statistical differences were observed in time and frequency of entries into open arms of
treated and control groups. In the open field, statistical differences were observed in
center time and rearing, in treated group relative to control group. Statistical differences
were seen at tail flick test in latency time of tail flick of treated group relative to confrol
group. In passive avoidance, the animals received i.p. saline solution 0,9% or L-NAME
100mg/ke 30 minutes before training and test, divided in four groups: group C-C (the
animals received saline solution 0,9% in the training and test days); C-D (the animals
received saline solution 0,9% in the day of training and L-NAME 100mg/kg in the test);
D-C (the animals received L-NAME 100mg/kg in the day of training and saline solution
0,9% in the test); D-D (the animals received L-NAME 100mg/kg in the training and test
days). No statistical differences were seen in percentage of learning in the groups. In
ative avoidance signaling, statistical differences were observed between control group
and treated group, in the training day, caused an escape deficit, but did not avoided them

to leamn task Thus, the acute inhibition of nitric oxide synthesis altered partialy
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exploratory and emotional behaviour, reduced anxiety, produced analgesy, did not

injured learned and memory, presented antidepressive effect at dose of 100mg kg™
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