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RESUMO

Este estudo investigou a participagio do Oxido nitrico (NO) na
modulagdo da ansiedade em ratos submetidos ao teste do labirinto em
cruz elevado. A administracéo aguda e sistémica de N“-nitro-L-arginina
metil éster (L-NAME, 10 e 60 mg.kg™"), um inibidor da NO sintase, induziu
um efeito  ansiolitico, caracterizado pela elevacdo do tempo de

permanéncia dos animais nos bracos abertos. Essa variavel ndo foi
alterada apos o tratamento cronico com a mesma droga. Ambos os
tratamentos, agudo e cronico, com L-NAME promoveram inibicdo da NO-
sintase no endotélio e no sistema nervoso central, visto que 0s animais
manifestaram elevada pressdo arterial e diminuida atividade da NO
sintase em tecido encefalico. O tratamento cronico com L-NAME também
reduziu 0s niveis séricos de nitratos. E improvavel que o efeito ansiolitico
induzido pelo tratamento agudo com L-NAME seja decorrente da
hipertens&o induzida pela droga, visto que outro estado hipertensivo nao
relacionado com inibigdo da sintese de NO (hipertensédo * de dois rins” de
Goldblatt ou 2K1C) néo alterou o comportamento exploratéric dos
animais no labirinto em cruz elevado. Esses resultados indicam que a
inibicdo aguda da sintese de NO diminui o nivel de ansiedade em ratos e
reforcam 0 papel do NO como um novo

neurotransmissor/neuromodulador no sistema nervoso central.



1. INTRODUCAO

1.1. Oxido Nitrico

Oxido nitrico (NO) é um radical livre sintetizado a partir do
aminoacido L-arginina, através de uma via biosintética denominada via L-
arginina/éxido nitrico. Essa via metabdlica é catalisada por um grupo de
enzimas, conhecidas coletivamente por dxido nitrico sintase {(NOS). NOS

catalisa a conversdo de L-arginina em L-citrulina, produzindo NO como

co-produto (Garthwaite, 1991; Bush et al, 1992).

O desenvolvimento de evidéncias caracterizando o NO como um
mensageiro biolégico surgivu em meados da década de 1980, com
Furchgott e Zawadzki (1980). Tais autores demonstraram que o
relaxamento vascular induzido pela acetilcolina era dependente da
integridade do endotélio vascular. Além disso, o relaxamento vascular era
calcio-dependente (Griffith et al, 1986) e mediado por um aumento nos
niveis de GMPc no musculo liso vascular (Rapoport et al, 1983). Estudos
adicionais demonstraram que o endotélio poderia induzir relaxamento
vascular através da produgdo de um fator labil, capaz de se difundir para
o musculo liso vascular e levar ao relaxamento. Esse fator foi entéo
denominado fator de relaxamento derivado do endotélio (EDRF;

Endothelium-derived relaxing factor; Furchgott e Zawadzki, 1980).



Por outro lado, o relaxamento vascular induzido por agentes
nitrovasodilatadores tais como nitratos organicos e nitroprussiato de
sodio (substancias doadoras de oxido nitrico; NO), ndc requeriam a
presenca do endotélio para eliciar o relaxamento vascular (Ignarro et al,
1981).

Foi entdo proposto que EDRF e NO seriam, na realidade, a mesma
substancia visto que ambos apresentavam inUmeras similaridades. Tanto

NO, guanto EDRF, s&o substancias iabeis, com tempo de meia-vida

variando entre 4 e 6 segundos. Além disso, o relaxamento vascular
produzido por ambas as substancias pode ser biogueado por
hemoglobina (uma proteina capaz de se ligar ao NO) ou por geradores de
anions superdxido (0;). Por fim, ambos os efeitos de NO e EDRF sé&o
aumentados por superéxido dismutase, uma enzima capaz de eliminar Oz
(conforme Schuman & Madison, 1994). Quase 10 anos apos a descoberta
do EDRF, dois grupos de pesquisadores demonstraram que o endotélio
vascular é capaz de liberar NO em quantidade suficiente para contribuir
com a atividade bioldgica do EDRF (ignarro et al, 1987. Palmer et al,
1987).

A via L-arginina/éxido nitrico tem sido objeto de intensa
manipulacdo farmacoldgica (Fukuto & Chaudhuri, 1995). Analogos da

arginina, tais como N°-nitro-L-arginina-metil éster (L-NAME), N®-nitro-

monometil-L-arginina (L-NMMA), N“- nitro L-arginina (L-NOARG) e 7-

nitroindazol (7-Nl), sdo capazes de inibir a enzima NOS atraves de



interagc&o com o sitio de ligagdo da arginina (Moore & Handy, 1997). A
inibigdo e estereo-especifica visto que D-isbmeros séo ineficazes em
promover inibicao enzimatica (Schulz et al, 1990).

No sistema nervoso central, NO tem sido considerado um novo
neurotransmissor (Snyder & Bredt, 1981). Contrastando com
neurotransmissores tradicionais que atuam através de receptores de
membrana, NO atua diretamente sobre uma enzima intracelular,

identificada em muitos tecidos e denominada guanilato ciclase solavel

(GC; Amold et al,1977). A enzima GC soluvel contém um grupo heme,
que representa o sitio de ligacdo para o NO e € responsavel pela
ativacdo da enzima. Quando NO se 1i§a ao grupo heme, a enzima sofre
alteracdo conformacional, levando assim a sua ativacdo e consequlente
producdo de guanosina 3:5- monofosfato ciclico (GMP¢; Wolin et al,
1982).

No cérebro, a enzima GC sollvel é encontrada primariamente em
neurdnios (Goridis & Morgan, 1973) mas astrocitos em cultura, quando
expostos a NO, respondem com elevados niveis de GMPc (ishizaki et al,
1991). GC soluvel também tem sido encontrada no corpo estriado,
nucleo acumbens, substancia nigra e cerebelo (Hofmann et al, 1977).

No musculo liso, elevado nivel de GMPc induzido por NO é capaz

de estimular guinases GMPc-dependentes, as quais s&0 responsaveis

pelo relaxamento muscular (Rapoport et al, 1983), ainda gque uma

diminuigdo no nivel de calcio intracelular, induzido por GMPc, possa



também contribuir para tal relaxamento (Rashatwar et al, 19873.

Alguns grupos de pesquisa tém enfocado um papel citotéxico do
NO (Murphy et al, 1993). Essa citotoxicidade é fruto de uma reacgéo do
NO com O, dando origem a peroxinitrito (ONOQ"), o qual se decompde
para formar radicais livres toxicos, tais como os radicais hidr(;xii (HOY e
NQO, . Esses radicais sdo altamente reativos, podendo provécar lesbes
em acidos nucléicos, proteinas e principalmente gordura poli«%nsaturada,

representadas por fosfolipides de membrana (Reiter, 1995). Esses

mesmos radicais s8o considerados os efetores bactericida e tumoricida
de macréfagos ativados e neutréfilos (Marletta et al, 1988; Beckman et
al, 1990).

O mecanismo responsavel pelo término da agdo do NO envolve
uma rapida reagdo com oxigénio em solucdo aquosa, produzi'ndo anions
inativos nitrito (NO,") e nitrato (NOs :Vincent, 1994). A co;ncentragéo
sérica de nitratos pode ser mensurada por cromatografia liq@ida de alta
performance (HPLC) e utilizada como ferramenta para avaliaggo geral do

nivel de atividade da NOS (Muscara & De Nucci, 1998).

1.2. Oxido Nitrico Sintase (NOS)

A enzima NOS apresenta homologia com citocromo P-450,

possuindo sitios de ligacdo para flavina mononucleotideo (FMN), flavina

adenina dinuclectideo (FAD) e nicotinamida adenina dinucleotideo



fosfato, na sua forma reduzida (NADPH). NOS também apresenta sitio de
ligac&o para calmodulina, o que permite que sua atividade enzimatica
seja, a principio, regulada por ions calcio. De fato, a atividade da NOS
neuronal € dependente da concentracdo de calcio intracelular (Bredt &
Snyder, 1990).

O mecanismo de acdo da enzima NOS envolve a transferéncia de
elétrons de NADPH para FAD e FMN e entédo para o grupo heme, que

ativa o oxigénio molecular. A molécula de L-arginina & entdo N° -

hidroxilada, formando um intermediario reativo denominado N” - hidrox-
arginina. Essa reacdo de hidroxilacdo é dependente de outro cofator,
denominado tetrahidrobiopterina. A etapa final da sintese de NO envolve
a reacdo do intermediario N“ -hidroxilado da arginina com oxigénio
ativado, para gerar NO e L-citrulina (Mayer et al, 1991).

Isoformas de NOS ja foram clonadas em tecido cerebral (Bredt et
al, 1991) e endotélio vascular (Lammas et al, 1992) Além disso,
macrofagos (Lowenstein et al, 1992), hepatocitos (Geller et al, 1993), e
uma ampla variedade de tecidos tais como coragéo, pulmdes e bago
também exibem atividade NOS, demonstrando assim, a grande
importancia fisiolégica dessa via metabdlica.

De um modo geral, o grupo de enzimas NOS pode ser subdividido

em duas familias. Uma é dita constitutiva (cNOS) porque sua ativagao

ndo requer nova sintese da enzima. A segunda familia € denominada

induzivel (iINOS) porque em resposta a certos estimulos. tais como



citocinas e lipopolissacarides (LPS) bacteriano, expressa sué atividade
enzimatica mediante sintese de novo de NOS.

Dentro de cada familia, as enzimas podem ainda ser divididas em
subfamilias (Moore & Handy, 1997). Assim, ¢cNOS tem sido originada e
caracterizada a partir de tecido neuronal e de células endoteliais, sendo
assim denominadas de nNOS (Tipo |) e eNOS (Tipo 1ll) respectivamente.
INOS (Tipo M) tem sido encontrada em macrofagos {macNOS),

hepatocitos (hepNOS), microglia e neutrdfilos.

A atividade da cNOS ¢é calcio- e NADPH-dependente,
permanecendo ativa por tempo relativamente curto e produzindo NO na
faixa de pMoles. Ao contrario, o nivel de calcio ndo tem nenhuma
influencia sobre a atividade enzimatica de INOS. A enzima & calcio-
independente e pode permanecer ativa por vérias horas, produzindo

grandes quantidades (nMolar) de NO (Schuman & Madison, 1994).

1.3. Oxido Nitrico e o Sistema Vascular

Duas vias de liberacdo de NO tém sido identificadas nas células
endoteliais de vasos sanglineos sadios: uma liberacdo basal e uma
estimulada (Schini-Kerth & Vanhoute, 1995). Em condicdes de repouso,
as celulas endoteliais da aorta de ratos liberam continuamente NO; essa
liberagao pode ser aumentada pela ativagio do endotélio por agonistas

fisiolégicos ou farmacolégicos e também por forcas fisicas (shear stress)



mas pode tambeém ser inibida por andlogos da arginina (Schini &
Vanhoute, 1992)

A liberagdo basal de NO é importante no controle do ténus
vascular e presséo sanglinea. Sob a acdo de mediadores enddgenos
tais como acetilcolina, histamina, acido araquidénico e serotonina, as
celulas endoteliais sintetizam NO (para revis&o ver Vanhoute, 1989) que,
uma vez liberado, produz um tonus vasodilatador capaz de induzir

quadros hipotensivos. Por outro lade, a inibicdo crénica da sintese de

NO nas células endoteliais induz elevacdo da pressdo arterial sendo
assim considerada um modelo animal de hipertensdo (Ribeiro et al,
1992).

Em virtude de sua capacidade de causar vasodilatacdo, NO tem
sido implicado como um novo mediador da reacéo inflamatoria aguda. De
fato, um dos primeiros eventos do processo inflamatério agudo é
caracterizado por vasodilatagdo de arteriolas pré-capilares resultando
assim, em um maior aporte sanglinec para o leito capilar e
consequentemente, aumento do extravasamento de proteinas
plasmaticas para o espago intersticial (Moilanen & Vapaatalo, 1995).

Ainda que a fonte predominante de NO em vasos sanglineos
saudaveis resida na atividade NOS expressada constitutivamente, anéis

vasculares destituidos de endotélio, quando incubados in vitro com LPS

(Rees et al, 1990) ou obtidos de ratos tratados com LPS (Knowles et al,

1990) também sintetizam NO. Essa inducdo da sintese de NO na



camada de musculo liso vascular é passivel de ser inibida por
supressores de sintese protéica (cicloheximida), indicando que NO pode
ser produzido no musculo liso vascular, através da sintese de novo de
INOS (Rees et al, 1990).

Em determinadas situacdes, a sintese de NO através de iNOS
pode apresentar implicacdes fisiopatoldgicas. A exposicdo pbr algumas
horas de vasos sanglineos isolados a mediadores pro-inflamatérios tais

como Fator de Necrose Tumoral (TNF) e LPS, determina perda da

contractilidade vascular, podendo levar a quadros hipotensivos (Beasly,
1990).

A literatura tem demonstrado que L-NMMA é capaz de reverter
quadros de hipotens&o induzidos por TNF em caes (Kilbourn et al, 1990),
bem como inibir hipotensao induzida por LPS em ratos (Thiemermann &
Vane, 1990). Similarmente, inibidores da GC também séo capazes de
prevenir o relaxamento vascular induzido por NO, o que demonstra que a
formac&o de NO, no musculo vascular, diminui o tbnus da musculatura

atraves da ativagao de GC (Joly et al, 1992).

1.4. Oxido Nitrico e o Sistema Nervoso Central

A importancia fisioldgica do NO em tecido neural derivou da

constatacdo de que células cerebrais em cultura, quando estimuladas

por aminoacidos excitatorios, liberavam uma substancia com



propriedades semelhantes ao NO (Garthwaite et al, 1988; Garthwaite,
1991). Posteriormente, o papel do NO no sistema nervoso central foi
reforcado pela constatacdo gque inibidores da NOS, tais como
nitroarginina e metilarginina, blogueavam a produc&o de GMPc induzida
por glutamato no cerebelo (Bredt & Snyder, 1992).

No sistema nervoso central, as ages do glutamato (principal
neurotransmissor excitatorio) através dos receptores do tipo NMDA

envolvem a sintese de NO como sistema de amplificac&o de sinal (Zhang

& Snyder, 1995). Os receptores NMDA estéo acoplados a canais idnicos
e propiciam fluxos de calcio quando ativados por glutamato (MacDermott
et al, 1986). O influxo de calcio, induzido pela ativacdo de tais
receptores, resulta em aumento da concentracdo de calcio citosélico no
neurdnio pés-sindptico, com formagao do complexo Célcio/Calmodulina e
ativag@o da enzima cNOS. Desse modo, NO é sintetizado no cérebro
numa forma calcio-dependente, participando dos eventos celulares
desencadeados por aminoacidos excitatdrios (Zhang & Snyder, 1995)
tais como transmiss&o sinaptica anterégrada ou retrograda (Garthwaite,
1991), além de processos de piasticidade neural tais como meméria e
aprendizagem (Hoélscher, 1997; Medina & lzquierdo, 1995 Mccall &

Vallance, 1992).

Por outro lado, excessiva sintese de NO induzida por aumento

pronunciado na liberacdo de aminoacidos excitatérios pode levar a

epilepsia e neurotoxicidade (Becker et al, 1995; Dawson et al, 1991:



Nowicki et al, 1991). Excessiva sintese de NO através de iNOS poderia
igualmente contribuir em processos degenerativos do sistema nervoso
central, tais como as doencgas de Alzheimer e de Parkinson (Moncada &
Higgs, 1993).

A literatura tem relatado que NO pode também modular a
liberac&o de neurotransmissores em determinadas regides cerebrais. Na
area pre-Optica medial de ratos, a administragéo de L-arginina promove

aumento da liberac&o de dopamina e serotonina, efeito esse inibido pela

co-administracdo de L-NMMA (Lorrain & Hull 1993) Similarmente,
doadores de NO tais como hidroxilamina e nitroprussiato de sddio
estimulam de maneira dose-dependente a liberacdo in vitro de
noradrenalina e acetilcolina no hipocampo (Lonart et al, 1992). Por
outro lado, estudos de microdialise in vivo demonstram que a perfusaoe de
L-NMMA no estriado de ratos aumenta a concentracac de GABA,
indicando que NO pode inibir a liberacdo de GABA nessa regiao atuando
diretamente sobre terminais GABAérgicos { Semba et al, 1995).

NO pode ser igualmente importante na expressao de
comportamentos inatos em roedores. Ingestdo de alimentos em
camundongos (Morley & Flood, 1991) e comportamento sexual em ratos
(Benelli et al, 1995) s&do afetados pela administracéo parenteral de L-

arginina ou inibidores da NOS (L-NOARG e L-NAME respectivamente).

Alem disso, camundongos com deficiéncia na sintese de NO no sistema

nervoso central, manifestam elevada agressividade quando avaliada



pelo numero de ataques durante interacdo agonistica intra-especifica

(Nelson et al, 1995).

1.5. Medo e Ansiedade

Ansiedade e medo representam o primeiro sistema de defesa
corporal contra um estimulo ameacador ou perigo iminente (Gray, 1982).

Alguns autores tém considerado ambas as definicdes como estados de

humor indistinguiveis (Julou, et al, 1985) enquanto outros. consideram

medo e ansiedade como fendbmenos distintos (Applebaum, 1992).

Ansiedade representaria uma resposta do organismo a um
estimulo ameacador desconhecido ou conflito interno, enguanto medo
envolveria uma resposta a um estimulo ameacador reconhecido, néo
podendo portanto ser antecipado. Ansiedade pode ser duradoura, pois
néo existe um estimulo ébvio para ser evitado ou para se fugir. Medo é
limitado ao término do estimulo, representando assim uma resposta finita
(Craig et al, 1995).

A ansiedade tem sido caracterizada por apreenséo, nervosismo,
inquietaca@o, tensé&o, agitacdo e, via de regra, é acompanhada por sinais
de hiperatividade simpatica, tais como tremores, sudorese, elevada

pressao arterial e taquicardia  { Van Riezen & Segal, 1988).



Charles Darwin, em seu livro “A expressdo de emocdes no homem
e animais” ja postulava uma relagdo entre comportamento defensivo em
humanos e medo, panico e raiva. Do ponto de vista filogenético, a
medida que mamiferos foram submetidos a constantes desafios de
sobrevivencia, seu sistema nervoso central, mais especificamente o
cerebro, passou a apresentar indmeras circuitarias neuronais
responsaveis pelo controle de estratégias de adaptacdo as constantes

alterages em seu habitat (Graeff, 1990).

A atividade desses circuitos neuronais foram percebidas, de forma
introspectiva, como emogdes basicas tais como medo, raiva e panico
(Panksepp, 1982). Ao longo da evolucdo, esses mesmos circuitos
neuronais passaram a ser ativados por estimulos ou situacdes
ambientais neutras, desde que tivessem sido previamente associadas a
apresentacdo de um estimulo punitivo ou ainda a auséncia de um
estimulo reforgador (Gray, 1982).

Desse modo, estimulos ambientais (inatos ou aprendidos)
sinalizando perigo ativariam circuitos neuronais cerebrais responsaveis
pela elaboracdo de estados motivacionais de medo (Fanselow, 1991),
além da coordenagdo padrées de comportamentos defensivos tais como
inibicdo  comportamental  (Gray, 1982), congelamento  (freezing;
Fanselow, 1980), fuga (Panksepp et al, 1970) e defesa afetiva,
representada por posturas ameacadoras, vocalizacdes e eventualmente

ataques, quando a fuga do perigo n&o fosse possive!.



Imobilidade tonica (simulac&o de morte) e posturas submissivas,
muitas vezes exibida em confrontos intra-especificos, também seriam

reacdes de defesa adicionais que poderiam reduzir a probabilidade de

ocorréncia de um ataque iminente de predadores ou individuos

dominantes, respectivamente. O comportamento defensivo pode também
ser acompanhado de intensas alteracoes neurovegetativas e enddcrinas,
0 que demonstra que medo e ansiedade sdo estados psicobioldgicos,

expressados simultaneamente a nivel psicologico, comportamental e
fisiologico (Graeff et al, 1993).

O padrdo de comportamento defensivo exibido por um animal
pode variar, em funcdo de algumas caracteristicas do estimulo
ameacador, Baseados em estudos do comportamento defensivo induzido
por predadores em ratos silvestres ou ainda em ratos de laboratorio,
Blanchard e Blanchard (1988) introduziram o conceito de niveis de
defesa ou seja, um repertdrio comportamental caracteristico, que pode
ser eliciado de acordo com as caracteristicas do estimulo ameacador
(distal ou proximal em relacdo ao animal ameacado) ou ainda do
contexto ambiental (previamente associado & uma punicao).
Dependendo do nivel de ameaca ao qual o animal & exposto, irés
estratégias de defesa, denominadas “avaliagdo de risco”, ‘congelamento”

e "lutaffuga”, podem ser eliciadas (para revisédo ver Graeff, 1994). De

forma simiiar, diferentes estratégias de defesa tém sido observadas em

filnotes de macacos rhesus, expostos a diferentes niveis de ameacas
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(para revisdo ver Kalin, 1993)

No caso de ratos, durante a exploracdo de um ambiente novo, ou
seja, uma situacdo onde o animal nunca esteve previamente, observa-se
a ocorréncia do comportamento de ‘“avaliacdo de risco". Esse
comportamento representa o primeiro nivel de defesa e é caracterizado
por locomog&o cautelosa, com o corpo abaixado e estirado, e persistente
exploragéo olfativa do ambiente. Eventualmente, o animal pode retrair

subitamente a cabega, em resposta a minima alteracéo no ambiente.

O comportamento de "Avaliagéo de risco" sugere que o animal
esta “checando” se existe perigo naquele ambiente e pode ser evocado
quando o perigo € incerto, quando a situacdo é nova ou ainda porque
uma fonte de perigo tenha estado ali no passado (Blanchard e
Blanchard, 1988).

Quando um estimulo ameacador ¢ identificado, mas encontra-se
além de uma distancia critica em relacdo ao animal, seu padrao
comportamental ¢ alterado para fuga (quando esta é passivel de ocorrer)
ou congelamento (freezing), este Ultimo caracterizado por intensa
imobilidade, com respiragdo irregular e eventualmente movimentacao de
vibrissae. Nesse estado, € comum o animal manifestar alteracbes
autondmicas tais como piloerecéo, defecacio e micgao.

Por outro lado, quando o estimulo ameacador se aproxima muito

do animal ou entra em contato com o mesmo, nova alteracéo do padrao

comportamental é observada, com o animal manifestando uma reacao



vigorosa do tipo luta/fuga (fight/flight) caracterizada por vocalizacBes,
saltos (numa tentativa frenética de fuga) ou ainda luta (Blanchard &

Blanchard, 1988).

De acordo com Gray (1982), ansiedade pode ser equiparada a
ativacéo de estruturas cerebrais denominadas coletivamente de “sistema
de inibicdo comportamental”. O principal substrato neural desse sistema
seria representado pelo septo e pelo hipocampo (sistema septo-

hipocampal). Entretanto, outras estruturas limbicas tais como 0 cortex

pre-frontal, talamo e corpos mamilares, poderiam também atuar em
conjunto com esse sistema.

O sistema de inibicdo comportamental compara a informacéo
sensorial recebida do ambiente externo com as predicbes geradas no
circuito de Papez. Essas predicfes levam em considerac&o a memoria
de experiéncias passadas e o planejamento motor elaborado pelo cortex
pre-frontal. O resultado dessa comparacdo poderia induzir o sistema
septo-hipocampal a atuar através de dois modos distintos ou sgja, o
modo “checking” e o modo “controf’ (Gray, 1982).

Quando o animal é submetido a uma situagdo nova, o sistema
poderia operar através do modo "checking” ou seja, comparando os
estimulos sensoriais recebidos do ambiente com a predicao obtida, de

modo que a locomocdo se tornaria cautelosa, com persistente

exploracéo olfativa do ambiente e atencdo dirigida preferencialmente ao

estimulo potencialmente ameacador ou novo, sugerindo assim que o



animal estaria “checando” se existe algum perigo ambiente.

Operando através do modo "checking” , o sistema de inibicéo
comportamental poderia ser importante no controle do primeiro nivel de
defesa, ou seja, 0 comportamento de “avaliacéo de risco” (Graeff, 1994).
Entretanto, quando um estimulo indutor de medo inato ou condicionado &
detectado, o sistema de inibicdo comportamental passaria a atuar
através do modo ‘controf', caracterizado por supressac do

comportamento corrente do animal. Atuando através do modo “control” o

sistema de inibicao comportamental poderia controlar o comportamento
de "congelamento” (Graeff, 1994). Desse modo, a ativacao do sistema de
inibicdo comportamental promoveria ndo s6 aumento da vigilia e analise
sensorial do ambiente mas também inibicdo do comportamento corrente.

Apesar da participacdo da formagdo septo-hipocampal e
estruturas relacionadas no repertério comportamental defensivo, outras
estruturas cerebrais, hierarquicamente organizadas e interconectadas,
tambem s&o igualmente importantes na regulagdo do medo e ansiedade.
Essas estruturas, representadas pela matéria cinzenta periaquedutal
(PAG), hipotdlamo e amigdala, sdo genericamente denominadas de
“Sistema Aversivo Cerebral” , e comandam nio s6 o comportamento
defensivo mas também evocam estados emocionais aversivos (Graeff,

1990). Estimulacéo elétrica ou quimica dessas estruturas evoca padries

comportamentais espécie-especificos bem como comportamentos

sugestivos de experiéncia aversiva (Olds & Olds, 1962).
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A amigdala representa a porcdo rostral desse sistema e recebe
informacédo aferente ndo sé do bulbo olfatério mas também de areas
associativas do neocortex, as quais integram as informacdes
provenientes dos orgdo sensoriais. Além disso, a amigdala recebe
informac&o sensorial exteroceptiva diretamente do talamo, bem como
informac&o interoceptiva através de vias aferentes viscerais (Le Doux,
1986). Desse modo, é possivel que a amigdala dé um significado afetivo

ao estimulo, através da recepcdo e integracdo do codigo neural de

informagdes oriundas do ambiente, seja ele externo ou interno (Aggleton
& Mishkin, 1985). Essa conotacdo afetiva dos estimulos sensoriais
oriundos do ambiente seria entéo sinalizada & PAG. indicando o grau de
ameaca ou perigo ao qual 0 animai esta submetido. Estimulagéo quimica
da amigdala, através da microinjecdo de serotonina ou de agonistas 5-
HT1A, promove elevada supressao comportamental induzida por choque
nas patas (Hodges et al, 1987).

A PAG representa a porcdo mais caudal do sistema aversivo
cerebral. Estimulacéo elétrica da PAG em ratos elicia o comportamento
de “congelamento”, (Schenberg et al, 1990). Congelamento, alternado
com corridas aleatdrias e saltos, também foi induzido pela microinjecéo
de drogas anti-GABAérgicas na PAG de ratos (Schmitt et al, 1986;

Brand&o et al, 1982).
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Foi sugerido que a PAG seria responsavel pela selecao,
organizagdo e elaboragdo de reacSes comportamentais defensivas
adequadas ao estimulo (Fanselow, 1991). Recebe informacéo da
amigdala e sistema septo-hipocampal. além de informacao visual e
auditiva, através do coliculo superior e inferior, respectivamente (ver
Graeff et al, 1993). Desse modo, tanto estimulos visuais quanto auditivos
poderiam eliciar comportamento defensivo através da PAG (Dean et al,

1989, Brandéao et al, 1988). Além disso, a PAG recebe informacéo da via

paleoespinotalamica (uma via nociceptiva primitiva) o que permite que
estimulos nociceptivos possam igualmente evocar reacOes de defesa

atraves da PAG (Graeff, 1993).

1.6. Avaliacdo Experimental da Ansiedade em
animais:

Apesar de ansiedade e medo serem basicamente emocgodes, e
portanto dotadas de caracteristicas subjetivas, a literatura dispbe de
metodologias capazes de identificar e mensurar alguns comportamentos
que se relacionam diretamente com nivel de medofansiedade em
animais.

Ansiedade tem sido grandemente estudada em animais de

laboratério através do teste de conflito. Nesse teste, uma resposta

instrumental do animal é pareada a apresentacao imediata de um reforco
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(agua ou alimento) de maneira que, cada resposta instrumental do
animal (pressionar uma alavanca, no caso de ratos, ou bicar um disco,
no caso de pombos) e reforcada pela apresentacao de uma recompensa,
0 que garante a manutencdo da resposta. Por outro lado, se a mesma
resposta instrumental for punida através de um estimulo nocivo (por
exemplo um choque elétrico), observa-se a extingdo da resposta
instrumental. Entretanto, quando o comportamento animal € pareado a

apresentagao simultanea de um reforco e uma punicéo, estabelecer-se-a

uma situacao de conflito no animal. caracterizada pela expectativa entre
recompensa ou punicdo (Stein, 1968).

O teste de punicéo tem sido considerado um modelo experimental
de ansiedade visto que drogas clinicamente Uteis no tratamento da
ansiedade s&o eficazes em facilitar a ocorréncia de comportamentos
suprimidos por punigdo. Além disso, existe uma correlagao positiva entre
a dose minima eficaz no teste de punicdo, e a dose média diaria utilizada
no tratamento de quadros de ansiedade (Sepinwall & Cook, 1978),

Ultimamente, o comportamento exploratério de roedores tornou-se
outra ferramenta Util no estudo da ansiedade. Esse comportamento é
importante do ponte de vista homeostatico, pois possibilita 0 encontro de
alimento e parceiros, além de fornecer informacdes relevantes sobre

eventuais ameacas, tais como predadores (Barnett, 1975).
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Essa metodologia foi proposta na década de 50 por Montgomery,
estudando o comportamento exploratério de ratos em labirintos em Y
Tais labirintos possuiam diferentes tipos de bragos, sendo alguns
totaimente abertos, enquanto outros eram circundados por paredes
(bragos fechados). Através dessa metodologia, Montgomery verificou que
durante a exploracéo do labirinto, os animais exibiam preferéncia pelos
bracos fechados em relagéo aos abertos. Montgomery atribuiu a menor

exploragdo dos bragos abertos & uma maior habilidade dos mesmaos em

eliciar uma pulséo de medo. Desse modo, quando o animal era colocado
no labirinto {ambiente ndo familiar), instalava-se uma situagdo de conflito
interno, caracterizada por uma puls&o exploratoria, motivada talvez por
curiosidade, associada a uma pulsdo de esquiva ou evitacdo da
exploracdo. motivada por medo (Montgomery, 1955).

Esse conflito interno tem sido considerado analogo a ansiedade,
sendo o estimulo de novidade, a principal fonte de motivacao aversiva
(Gray, 1982). De acordo com Gray, novidade corresponde a um estimulo
incondicionado de medo ou seja, um estimulo no qual uma espécie em
particular & geneticamente preparada para interpretar como um sinal
potencial de perigo

Ja na década de 80, Handley e Mithani (1984) acrescentaram um

quarto brago ao labirinto, tornando-o simétrico, em forma de cruz, com

dimensdes equivalentes e tendo dois bragos abertos e dois fechados

(para maiores detalhes ver item Materiais e Metodos), de forma que a
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preferéncia pelos bracos abertos poderia ser expressada na forma de
raz&o entre o numero de entradas nos bracos abertos e o numero total
de entradas, incluindo ambos os tipos de bragos (Open/Total ratio; OTR):;
essa medida também tem sido representada na forma de porcentagem
(Open/Total x 100). Posteriormente, Pellow e colaboradores (1985)
acrescentaram uma nova medida, relativa ao tempo gasto pelos animais

nos bracgos abertos.

Os bragos abertos possuem caracteristicas suficientes  para

permitir uma predigio de suas propriedades aversivas. A exposicio
forcada de ratos aos bracos abertos ou fechados promove elevagdo no
nivel sérico de corticosterona: entretanto, o aumento no nivel sérico de
corticosterona foi maior quando os animais foram confinados aos bragos
abertos, demonstrando que tais bragos s&o mais estressantes para o
animal, em relac&o aos bracos fechados (Pellow et al, 1985). Além disso,
a exposicdo forcada de ratos aos bracos abertos também evoca maior
ocorréncia de comportamentos relacionados com medo/ansiedade tais
como "congelamento” e defecacdo. Os animais também gastam menos
tempo e entram menos freguentemente nos bragos abertos em relacéo
aos fechados (Pellow et al, 1985).
Analise fatorial do comportamento de ratos submetidos ao labirinto

em cruz revela que a porcentagem de entradas & o tempo gasto pelos

animais nos bragos abertos se correlacionam inversamente com o nivel de

ansiedade dos mesmos. Por outro lado, o numero de entradas nos bracos
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fechados e o nimero total de entradas se correlacionam positivamente a
atividade motora e exploracédo respectivamente (File, 1992). Assim, drogas
com reconhecida atividade ansiolitica como os benzodiazepinicos,
aumentam a porcentagem de entradas e o tempo gasto pelos animais nos
bragos  abertos  enguanto drogas com atividade ansiogénica
{(pentilenotetrazol, cafeina e anfetaminas) reduzem ambas as variaveis

(Pellow et al, 1985).

O teste do labirinto em cruz elevado representa portanto, uma

derivacdo da metodologia de Montgomery e tem sido validado em termos
comportamentais, fisiologicos e farmacoldgicos para o estudo de ansiedade
em roedores (Pellow et al, 1985). Esse modelo também tem sido
freqentemente revisado com respeitc a sua validade para o estudo de
drogas potencialmente ansioliticas (Hogg, 1996, Dawson & Tricklebank,

1995; Handley & McBlane, 1993).

1.7. Oxido Nitrico e Ansiedade

Estudos imunohistoquimicos, tém revelado a presenca da enzima
NOS em neurbnios da formacao septo-hipocampal de ratos (Kinjo et al,
1989) e gatos (Mizukawa et al, 1989). NOS também tem sido encontrada na

amigdala e PAG de ratos (Vincent & Kimura, 1992), gatos (Mizukawa et al,

1989) e primatas (Brady et al, 1992). Como visto anteriormente, essas

estruturas séo responsaveis pelo controle do repertorio comportamental
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defensivo. Desse modo, & possivel que NO tenha participagdo nas
alteragbes comportamentais induzidas pelo medo ou ansiedade.

A literatura tem demonstrado resultados conflitantes em relagéo &
participacdo do NO em modelos animais de‘ ansiedade. Quock e Nguyen
(1992) demonstraram que o pré-tratamento sistémico com L-NOARG {um
inibidor da NOS) é capaz de bloquear o efeito ansiolitico do
clordiazepoxide em camundongos submetidos ao labirinto em cruz. Esse

bloqueio da exploracéo dos bracos abertos induzido pelo clordiazepodxido,

foi revertido pela administracdo intracerebroventricular de L-arginina,
indicando que NO pode exercer um efeito ansiolitico em camundongos
(Quock e Nguyen, 1992). Entretanto, outros inibidores da NOS, tais como L-
NAME (Wiley et al, 1995) e 7-NI (Volke et al, 1997) aumentam a exploracéo
dos bracos abertos em camundongos, sugerindo assim um efeito
ansiogénico para o NO (Wiley et al, 1995).

Resultados contraditorios também tém sido obtidos em ratos. A
literatura tem reportado que a administracdo sistémica de 7-NI (Volke et al.
1997) e L-NAME (Volke et al, 1995 Willey et al, 1995) promove efeito
ansiolitico em ratos quando submetidos ao Iabirinto em cruz.

Esse possivel papel ansiogénico do NO em ratos & corroborado por
estudos demonstrando que a microinjecdo de L-NAME na PAG dorsal de

ratos, induz significante elevacdo na porcentagem de entradas e tempo

gasto nos bragos abertos (Guimardes et al, 1994). Entretanto, a

administracdo sistémica aguda de L-NOARG reduziu a exploracido dos
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bragos abertos, sugerindo assim um efeito ansiolitico para NO em ratos
submetidos ac labirinto em cruz.

Esses resultados contraditérios demonstram que o papel do NO na
modulacéo da ansiedade em roedores merece maior investigacéo. Por outro
lado, a atividade da NOS no sistema nervoso central nio foi avaliada nos
estudos acima citados, o que impossibilita inferir sobre a eficacia do
tratamento em promover inibicdo da enzima. Além disso, a inibicdo da

sintese de NO nas células endoteliais determina hipertenséo (Zatz & de

Nucci, 1991; Ribeiro e col, 1992). Visto que nos estudos acima
mencionados, nenhum controle relativo ao sistema cardiovascular foi
realizado, € possivel que as alteragbes comportamentais reportadas,
possam ser decorrentes da instalacdo de um quadro hipertensivo.

O presente estudo teve como objetivo proporcionar maiores subsidios
experimentais sobre a participagéo da via L-arginina/oxido nitrico no nivel

de ansiedade de ratos.
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2. OBJETIVOS

Investigar o efeito do pré-tratamento agudo e crénico com L-NAME ou D-
NAME (seu isdmero inativo) sobre o comportamento de ratos submetidos

ao teste do labirinto em cruz.

Investigar algum efeito comportamental do L-NAME, nZo relacionado 3
inibicBo da sintese de NO (por exemplo através dos receptores de

arginina).

Avaliar a pressdo arterial dos animais submetidos a tratamento agudo ou

cronico com drogas.

Avaliar a atividade da enzima NOS em amostras encefdlicas de ratos

tratados agudamente ou cronicamente com L-NAME.

Avaliar o quadro geral de inibicdo da NOS, através da mensuracdo dos

niveis séricos de anions nitrato e nitrito em ratos tratados cronicamente

com L-NAME,

Avaliar se outro estado hipertensivo, ndo relacionado com a inibicdo da
sintese de NO, poderia alterar o comportamento de ratos submetidos ao

labirinto em cruz.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Ratos Wistar pesando entre 200 e 250g foram utilizados como
sujeitos experimentais. De acordo com o tipo de tratamento (agudo ou
cronico), diferentes condicées de estocagem foram estipuladas. Para os
tratamentos cronicos, os animais foram mantidos em caixas individuais,

enquanto que para os tratamentos agudos, os mesmos foram divididos em

grupos de 6 animais por caixa. Previamente ao inicio dos experimentos, 0s

animais foram submetidos a 3 dias de adaptagdo ao biotério, com livre
acesso a agua e racéo padréo (ciclo claro/escuro de 12 horas, com as luzes
acendendo as 06:00hs). Os animais foram manipulados apenas para

limpeza das caixas, pesagem e administracéo de drogas.

3.2. Drogas

I\EmﬂitromLﬂargmina-metEE éster (L-NAME), N“-nitro-D-arginina-metil
éster (D-NAME; controle negativo), L-arginina (L-Arg) e D-arginina (D-Arg)
foram obtidas da Sigma (USA). Diazepam (DZP) foi obtido da Sanofi-
Winthrop (Brasil). Nos tratamentos agudos, as drogas foram dissolvidas em
salina (0.9%), enquanto que nos tratamentos cronicos, as mesmas drogas

foram dissolvidas em agua de torneira. DZP que foi dissolvido em salina

contendo 1% de Triton-X-100.
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3.3. Labirinto em cruz
3.3.1. Tratamento com drogas

Previamente ao teste do labirinto em cruz. os animais foram
submetidos a tratamento agudo e crénico com [.-Arg, D-Arg, L-NAME. D-
NAME e DZP. No tratamento agudo, as drogas foram administradas por via
L.p. nas doses de 10 ou 60 mgkg', exceto DZP, que foi administrado na
dose de 1mg/kg’ e empregado como controle positivo. O grupo controle

recebeu volume equivalente de salina (0.9%) contendc 1% de Triton-X-100.

Apds a administracdo aguda de drogas, os animais foram devolvidos ao
biotério.

No tratamento cronico os animais receberam ad libitum, pela agua de
bebida, as mesmas drogas do tratamento agudo (100 ou 400ug.mi™) durante
sete dias consecutivos, exceto DZP (1mg/kg™) que foi dado diariamente pelo
mesmo periodo por via i.p.. Baseado na média da Ingestédo diaria de
liquidos, essas concentragcdes resultaram numa dose media de
aproximadamente 15 e 60 mg.kg™, respectivamente (Ribeiro et al, 1992). O
grupo controle recebeu dgua de torneira ad fibitum. Trinta minutos apos a
administracdo aguda e no final do tratamento crénico com drogas, 0s

animais foram submetidos ao teste do tabirinto em cruz conforme Pellow

(1985),



k]

3.3.2. Procedimento

O labirinto era constituido de duas passarelas de madeira, dispostas
perpendicularmente, formando assim uma cruz, com 4 bragos de igual
tamanho (50cm de comprimento por 10cm de largura) e distante 50 cm do
solo. Dois bragos eram fechados por paredes de 40cm de altura, enquanto
0s bragos restantes eram abertos e circundados por uma pequena borda
(1cm) para reduzir a ocorréncia de quedas. Utilizamos como Gnica fonte de

iluminacéo da sala, uma lampada de 60W localizada 100cm acima do

centro do labirinto. Cada sessdo experimental teve a duracéo de 5 minutos,
sendo filmada em VHS e posteriormente reproduzida para quantificacéo das
variaveis comportamentais. O experimentador permaneceu na sala durante
a realizagdo do teste comportamental. Todos os experimentos foram
realizados entre as 08:00 e 13:00hs. Cada teste foi iniciado com a
colocacao do animal no centro do labirinto com a face voltada para um dos
bragos fechados. Registrou-se o nuimero de entradas nos bracos abertos e
fechados, bem como o tempo de permanéncia do animal nos bragos
abertos. Definimos como "entrada” nos bragos, a colocagdo das quatro
patas do animal dentro do mesmo. Com o objetivo de evitar pistas
odoriferas, apés cada teste o labirinto foi limpo com tecido umedecido em
alcool 70%. A eventual queda de um animal do labirinto implicou

necessariamente na exclusdo do mesmo.



3.4. Mensuracéo da pressao arterial
3.4.1. Tratamento com drogas

Para a mensuracéo da pressdo arterial, 0s animais foram submetidos
a tratamento agudo e cronico com L-Arg, D-Arg, L-NAME e D-NAME, como
descrito no item 3.3.1.. Trinta minutos ap6s o tratamento agudo e no final do
tfratamento cronico, cada animal teve sua presséo arterial mensurada pela

cauda, através de um osciloscopio conforme o método de Zatz (1990).

3.4.2. Procedimento

Previamente & mensuracdo da pressdo arterial, os animais foram
aquecidos por 20 minutos em uma caixa de polipropileno (49x30x20cm)
previamente aquecida (externamente pela base, por uma lampada de 100w
controlada por um termostato) e mantida a 37-39°C. O pré-aquecimento teve
como objetivo promover dilatacdo dos vasos da cauda do animal. Apos o
pré-aquecimento, os animais foram contidos em uma caixa de imobilizacdo
transltcida e um anel de press&o, conectado a um mandmetro externo, foi
acoplado & base da cauda. Um microfone elétrico (utiizado como detetor)
foi conectado & uma extremidade de um tubo de latex (30cm de
comprimento e didmetro externo e interno de 12 e 10mm, respectivamente)

e a cauda do animal acoplada a outra extremidade, de maneira que como

um estetoscdpio, as pulsacées da cauda poderiam ser transmitidas para o

microfone (através do ar contido no tubo de latex) e deste para um



L]

osciloscopio. Para evitar perda de ar da parte interna do tubo (e portanto
atenuacdo do sinal), a cauda do animal foi untada com graxa antes de ser
acoplada ao tudo de latex. Através do mandmetro foi possivel impor
pressfes crescentes ao anel na base da cauda (TCP; Tail Cuff Pressure) a
ponto de interromper a passagem de sangue para a cauda e
consequentemente interromper os sinais de pulsacao.

Para a avaliacdo da pressao arterial, a pressao de “cuff’ foi elevada

30mmHg acima da pressdo na qual as pulsagbes da cauda cessaram

quando entdo, foi lentamente reduzida. Quando as pulsacbes recomecaram,
a pressao arterial média foi determinada por visualizacdo direta do sinal da
cauda no osciloscopio e leitura da pressdo de "cuff" para a primeira
pulsac&o no mandmetro externo.

Visto que os animais ndo foram previamente adaptados ao protocolo
experimental e com o objetivo de minimizar os efeitos do estresse inicial
sobre a pressdo arterial. as leituras foram consideradas validas somente
quando 3 determinacdes consecutivas foram obtidas com variacdo nao

superior a 2mmHg (tipicamente 3 a 4 determinacdes).

3.5. Mensuragdo da atividade da NOS encefélica

3.5.1. Tratamento com drogas

Para a medida da atividade da NOS encefalica os animais foram

submetidos a tratamento agudo ( 0.6, 10 e 60mg/kg) ou crénico (4, 100 ou
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400 ug.mi") com L-NAME, conforme descrito anteriormente no item 3.3.1..
Trinta minutos apés o tratamento agudo e no final do tratamento crdnico, a
atividade da NOS encefalica foi avaliada pela capacidade dos homogenatos

teciduais em converter L-arginina em L-citrulina (Pollock et al, 1991).

3.5.2. Procedimento

Os animais foram anestesiados com éter e tiveram os encéfalos

retirados. As amostras encefdlicas frescas foram pesadas e

homogeneizadas em 5 volumes de tampao de incubacéo (Tris-HCL 50mM,
pH 7.4) contendo 1mM de PMSF e 1mM de L-citrulina. Cinguienta microlitros

do homogenato foram incubados na presenca de TmM de NADPH, 2mM de
como CaCly e 10uM de L-arginina contendo 100.000 dpm de [2,3,4,5-3H]
arginina mono hidrocioreto (Amersham,UK) em um volume final de 100ul a

temperatura ambiente (25-279C) durante 30 minutos. Apods este periodo, a
reacao foi interrompida pela adicéo de 1ml de tampao HEPES (20mM) pH
2.4 contendo 1mM de EGTA e 1mM de EDTA. Os tubos fo}ém centrifugados
(5" a 10.000rpm) e os sobrenadantes aplicados em colunas contendo 0.6mi
de resina de troca idnica (tipo anidnica forte, Dowex AG 50X-8, Sigma
Chem. Co., USA). Os eluatos foram recolhidos em viais de cintilacdo. As
colunas foram lavadas com 1ml adicional de tampao HEPES e os eluatos

foram reunidos aos anteriores.



Apos adicdo de 10ml de liquido de cintilacdo (tolueno/Triton-X-
100/PPO/POPOP) a radioatividade foi medida durante 1 min  em
espectrofotdmetro de cintilacdo e relacionada aos picomoles de L-cit
produzidos. Todos os reagentes foram preparados em tampéo incubacéo
(sem PMSF ou L-cit). O contetido de proteinas foi determinado pelo metodo
de Peterson (1977) e a atividade da NOS foi expressada como picomoles de
L-citrulina produzidos por minuto e por mg de proteina.

Controles farmacoldgicos da atividade enzimatica foram corridos em

paralelo e consistiram na omisséo do CaCly e adicio de 1mM de EGTA no

meio de incubagéo (caracteristica de NOS constitutiva) ou na adicdo de
1mM de L-NAME no meio de incubac&o. Nestas condicdes, a atividade de

conversao de L-arginina em L-citrulina foi inibida em mais de S0%.

3.6. Dosagem sérica de nitratos e nitritos
3.6.1. Tratamento com drogas

Para a dosagem sérica de nitratos e nitritos os animais foram
submetidos a tratamento cronico com L-NAME (4, 100 e 400ug.mi™") como
descrito no item 3.3.1.. A fim de evitar a ingestdo de nitratos exdgenos, no
sexto dia de tratamento, os animais foram privados de raca@oc durante 24
horas sendo que, durante este periodo, as drogas foram dissolvidas em
agua destilada (O grupo controle recebeu agua destilada). No sétimo dia os
animais foram anestesiados com éter e amostras sanguineas foram

coletadas através de puncéo da aorta abdominal



3.6.2. Procedimento

Apés retracéo do coagulo a temperatura ambiente, os soros foram
separados por centrifugacéo (2,000 rpm por 10 min.) e mantidos a -20°C até
serem analisados por cromatografia de alta eficiéncia (HPLC). As amostras
de soro foram diluidas 1:6 com agua deionizada (resistividade aproximada
18MQcm: Milli Q Plus, Milipore, USA) e desproteinizadas por ultrafiltracgo
através de membrana de corte de peso molecular de 3kDa (Amicon,USA).

Quatrocentos microlitros dos soros desproteinizados foram injetados

em sistema de HPLC acoplado “a reacdo de Griess, para separagio,
deteccéo e quantificagdo especifica de nitrato e nitrito. A fase movel foi
impulsionada por uma bomba (fluxo de 0.7mi/min.) através de uma coluna
de troca idnica para separagéo dos anions nitratos e nitritos. Em seguida, 0s
anions nitratos foram reduzidos de forma estequiométrica a nitritos por uma
coluna de Cd/Cu (coluna redutora de nitratos). Os anions nitritos passaram
inertes por essa coluna. Ao efluente da coluna redutora de nitratos foi
adicionado o reagente de Griess. A reacéo de Griess (Diazotizacdo de
aminas primarias) é caracterizada por ataque do NO (liberado a partir dos
anions nitritos em meio acido) ao grupo —NH; de uma amina primaria
aromatica (Sulfanilamina) e o posterior atague deste intermediario (sal de
diazbnio) a um composto aromatico (1-Naftil etileno diamina), rendendo

assim uma estrutura ressonante (Diazo composto) com grande coeficiente

de absorcdo molar na faixa de 530 a 550nm. Um fotodetector (540nm)

determinou a absorbancia das amostras e as concentragbes de nitrito e



nitrato foram extrapoladas de uma curva padrdo construida a partir de

solugbes aquosas de nitrito e nitrato de potassio (Sigma Chem.Co., USA).

3.7. Hipertensdo “de dois rins” de Goldblatt (2K1C)

Com o objetivo de avaliar se um outro estado hipertensivo, néo
relacionado & inibicdo da sintese de 6xido nitrico, poderia alterar o
comportamento de ratos submetidos ao labirinto em cruz elevado (LCE), um

grupo de animais foi anestesiado com éter. quando entdo a artéria renal

esquerda foi parciaimente obstruida, enquanto que © rim direito nao foi
manipulado (grupo 2K1C). O grupo controle foi submetido 4 mesma cirurgia
porem nenhuma obstrucéo de artéria foi realizada (grupo SHAM). Apos sete
dias de recuperagéo da cirurgia sob condigbes padrdes, os animais foram
submetidos ao teste do LCE e a pressao arterial média foi determinada pelo

metodo de Zatz (1990), como descrito anteriormente.

3.8. Analise Estatistica

Os resultados foram analisados por ANOVA seguida do teste de
Duncan para multiplas comparagbes, quando necessario. Os dados
referentes a hipertens&o “de dois rins” Goldblatt foram analisados pelo teste
de t-student. Os valores de probabilidade iguais ou superiores a 5% na&o

foram considerados significantes.
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4. RESULTADOS

4.1. Presséo arterial de ratos submetidos a tratamento agudo e crénico
com L-NAME.

Os resultados demonstram que o tratamento agudo com L-NAME (10
e 60 mg.kg") induziu elevacdo na pressdo arterial dos animais (1416 + 6.9
mmHg, n=6 e 141.3 + 5.9 mmHg, n=6, respectivamente) em relacdo ao

grupo controle (121 + 2.7 mmHg, ANOVA, F(8,45) = 561, p<0.001, seguida

do teste de Duncan, p<0.05). O tratamento crénico com L-NAME (15 e 60
mg.kg') também se mostrou efetivo em induzir hipertenséo (152.8 + 6.3
mmHg, n=5 e 149 + 2.9 mmHg, n=14, respectivamente) quando comparado
a0 grupo controle, recebendo agua de torneira ad libitum (120.8 + 2.0
mmHg, ANOVA, F(8,67) = 15.95 p<0.001, seguida do teste de Duncan,
p<0.05). Nenhuma aiteracdo na pressdo arterial foi observada apés o
tratamento dos animais com D-NAME, D-Arg ou L-Arg, seja apds tratamento

agudo, seja apds tratamento crénico (Figuras 1 e 2).

4.2. Atividade da NOS em ratos submetidos a tratamento agudo e
crénico com L-NAME.

Ambos os tratamentos, agudo (ANOVA, F(3,31) = 8.79, p<0.001) e
cronico (ANOVA, F(3,25) = 31.04, p<0.001), com L-NAME inibiram a
atividade da NOS quando comparados aos seus respectivos grupos controle

(Figuras 3 e 4). A atividade da NOS também foi inibida in vifro por



- T

aproximadamente 95% quando fons calcio foram omitidos do meio de
incubacdo e EGTA foi adicionado ao mesmo, mostrando que a atividade
enzimatica era célcio-dependente: inibic&o da ordem de 98% foram obtidas
quando 1mM de L-NAME foi adicionado ao meio de incubacao, confirmando
assim que a conversao de [3H]L-arginéna para {3H]L~citruima havia sido

catalisada pela enzima cNOS no homogenato encefalico como um todo.

4.3. Niveis séricos de nitratos e nitritos em ratos submetidos a

tratamento cronico com L-NAME.

O tratamento cronico com L-NAME (15 e 60 mgkg') reduziu
significativamente os niveis séricos de nitratos (6.9 + 0.7uM, n=8 , p<0.05 e
9.7 + 0.9uM, n=8 | p<0.001, respectivamente; ANOVA, F(3,28) = 965,
p<0.001 seguida do teste de Duncan) em relagdo ao grupo controle (11.3 +
1.1 uM, n= 6) ou o grupo tratado cronicamente com L-NAME (0.6mg.kg”,

121 + 12 uM, n= 4). A concentracdo sérica de nitritos permaneceu

inalterada em todos os grupos (Figura 5).

4.4. Efeito dos tratamentos agudo e crénico com L-NAME sobre o
tomportamento de ratos submetidos ao teste do labirinto em cruz.

No teste do labirinto em cruz, ratos tratados agudamente (ANOVA,
F(9,58) = 263, p<0.05 seguida pelo teste de Duncan, p<0.05) ou

cronicamente (ANOVA, F(982) = 2.95, p<0.01, seguida pslo teste de



Duncan, p<0.05) com diazepam permaneceram mais tempo explorando os
bragos abertos (Figuras 6 e 7) e apresentaram maior porcentagem de
entradas nos mesmos (Tabelas 1 e 2), em relacdo aos grupos controle
(ANOVA, F(9,58)= 2.43, p<0.05, seguida pelo teste de Duncan, p<0.05 e
ANOVA, F(9,83) = 2.54, p<0.05, seguida pelo teste de Duncan, p<0.05
respectivamente).

Em ratos tratados agudamente com L-NAME, o tempo de

permaneéncia nos bracos abertos foi significativamente maior, em relacdo ao

grupo controle (Figura 6, ANOVA, F(9,58) = 2.63. p<0.05, seguida pelo teste
de Duncan, p<0.05). Nenhuma alterac@o foi observada em relacdo a
porcentagem de entradas nos bracos abertos e ao numero de entradas nos
bragos fechados, apés tratamento agudo com L-NAME (Tabela 1). O
tratamento crénico com L-NAME foi ineficaz em alterar o comportamento
dos animais, seja nos bracos abertos, seja nos bracos fechados (Figura 7 e
Tabela 2).

Ratos recebendo D-NAME, D-Arg ou L-Arg, aguda ou cronicamente.
nao diferiram do grupo controle em relacé&o ao tempo de permanéncia nos
bracos abertos (Figuras 6 e 7), a porcentagem de entradas nos bracos

abertos, bem como ao numero de entradas nos bracos fechados (Tabelas 1

e 2, respectivamente).



4.5. Efeito da hipertensio “de dois rins” de Goldblatt sobre o
comportamento de ratos submetidos ao teste do iabirinto em cruz.

A ocluséo parcial da artéria renal esquerda (grupo 2K1C; two kidney
one-clip) elevou a pressao arterial em relacdo ao grupo sham-operado (t(12)
= 4.059, p<0.01). O teste de t de Student néo revelou alteracao significante
na porcentagem de entradas nos bragos abertos, no tempo de permanéncia
dos animais nos bragos abertos e no numero de entradas nos bracos

fechados (Tabela 3).
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Figura 1. Pressédo arterial de ratos tratados agudamente com L-
NAME, D-NAME, L-Arg ou D-Arg. As drogas foram-administradas
por via i.p., 30 minutos antes do teste do labirinto em cruz. Cada
coluna representa média + E.P.M.; niUmero de animais de por grupo &

dado entre parénteses. . = p<0.05 em relacdo ao grupo controle
{Teste de Duncan).
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Figura 2. Presséo arterial de ratos tratados cronicamente com
L-NAME, D-NAME, L-Arg ou D-Arg. Previamente zo teste do
labirinto em cruz, os animais receberam as drogas através da agua
de bebida durante 7 dias. Cada coluna representa média + E.P.M.:
numero de animais por grupo é dado entre parénteses. As doses
foram baseadas na ingestdo diaria de liquido e portanto,
representam aproximagdes. - = p<0.05 em relagdo ao grupo
controle (Teste de Duncan).
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Figura 3. Atividade da NOS em homogenatos encefilicos de
ratos tratados agudamente com diferentes doses de L-NAME.
Atividade foi avaliada pela habilidade da enzima em converter
{3H]L-arginina em [°H]L-citrulina. A avaliacdo foi realizada 30
minutos apos o tratamento com L-NAME. Cada coluna representa
média £ EP.M. ; . = p<0.05; .. = p< 0.001 em relagdo ao grupo
controle (C) tratado com salina (Teste de Duncan).
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Figura 4. Atividade da NOS em homogenatos cerebrais de
ratos tratados cronicamente com diferentes doses de L-
NAME. Atividade foi avaliada pela habilidade da enzima em
converter [°H]L-arginina em [*H]L-citrulina. A avaliagdo foi
realizada apos o tratamento cronico com L-NAME pela agua de
bebida. Cada coluna representa média + E.P.M.; As doses foram
baseadas na ingestdo diaria de liquido e portanto, representam
aproximagdes. - = p<0.05; -~ = p< 0.001 em relacdo ao grupo
controle (C) tratado com agua de torneira (Teste de Duncan).
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Figura 5. Nivel sérico de nitratos em ratos tratados cronicamente
com diferentes doses de L-NAME: O nivel sérico de nitratos foi
determinado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) apos
tratamento crénico com L-NAME pela agua de bebida (4, 100 e
400ug.ml™) durante 7 dias. As doses foram baseadas na ingestéo
didria de liquido e portanto, representam aproximacdes. Cada coluna
representa media £ E.P.M.; - = p<0.05; .. = p< 0.001 em relacao ao
grupo controle (C; Teste de Duncan).
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Figura 6. Tempo de permanéncia nos bragos abertos exibido por
ratos tratados agudamente com L-NAME, D-NAME, L-Arg, D-Arg ou
diazepam (DZP). As drogas foram administradas por via i.p., 30 minutos
antes do teste do labirinto em cruz. Cada coluna representa média +
E.P.M.; nimero de animais por grupo é dado entre parénteses. . =
p<0.05 em relacéo ao grupo tratado com salina (Teste de Duncan).
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Figura 7. Tempo de permanéncia nos bragos abertos exibido por
ratos tratados cronicamente com L-NAME, D-NAME, L-Arg, D-Arg
ou diazepam (DZP). Previamente ao teste do labirinto em cruz, os
animais receberam as drogas através da dgua de bebida durante 7
dias, exceto DZP que foi administrado por via i.p. pelo mesmo periodo.
Cada coluna representa média + E.P.M.; nimero de animais por grupo
& dado entre parénteses. As doses foram baseadas na ingestao diaria
de liquido e portanto, representam aproximagdes. - = p<0.05 em relacéo
ao grupo controle tratado com &gua de torneira (Teste de Duncan).



Tabela 1. Porcentagem de entradas nos bragos abertos e numero de
entradas nos bragos fechados em ratos tratados agudamente com L-
NAME, D-NAME, L-Arg, D-Arg ou diazepam e posteriormente submetidos
ao teste do labirinto em cruz.

Tratamento® n Dose % Entrada Nimero Entradas
(mg.kg™) Bragos Abertos® Bragos Fechados

Salina 8 0 37.7+52 55+08
Diazepam 10 1 58.4 + 4.9° 46+06
D-Arg 6 10 40.1+52 6.5+ 1.1
6 60 53.5+86.9 45+0.8
L-Arg 6 10 496+ 4.3 6.1+ 0.4
6 60 401+ 4.5 6.0+ 0.5
D-NAME 6 10 325+48 6.0+06
8 60 422+6.7 66+1.0
L-NAME 6 10 50.3+6.6 6.7+ 1.0
6 60 543+ 4.0 43+08

* Todas as drogas foram administradas por via i.p., 30 minutos antes do teste do
labirinto em cruz. ® Numero de animais por grupo. ‘% Entradas Abertos =
Eniradas Abertos/Total de Entradas x 100. Cada escore representa a média +
E.P.M.. “p<0.05 em relagdo ao grupo controle (Teste de Duncan). Nenhuma

diferenca significante foi observada entre os grupos, em relacio ao nimero de
entradas nos bracos fechados.



Tabela 2. Porcentagem de entradas nos bragos abertos e numero de
entradas nos bragos fechados em ratos tratados cronicamente com L-
NAME, D-NAME, L-Arg, D-Arg ou diazepam e posteriormente submetidos ao
teste do labirinto em cruz.

Tratamento® n Dose® % Entrada Nuimero Entradas
(mg.ka™) Bragos Abertos’  Bragos Fechados

Agua 18 0 37.3+24 54+0.3
Diazepam 8 1 63.2+57° 46+04
D-Arg 6 15 40.5 + 7.1 6.7+09
5 80 46.0+77 56+08
L-Arg 6 15 443+ 4.4 60+07
6 60 35.1+2.8 68.7+07
D-NAME 6 15 375+5.9 47 +0.5
11 60 37.5+47 47 +06
L-NAME 9 15 436+39 6.0+0.6
16 60 407 + 4.4 58+05

* Todas as drogas foram dissolvidas na agua de bebida (100 ou 400ug.mi”) e
administradas ad libitum durante sete dias, exceto diazepam que foi dado por via
i.p. durante o mesmo periodo. "Numero de animais por grupo. ‘As doses sédo
aproximacbes e foram baseadas na ingestdo diaria de liquidos. % Entradas
Abertos = Entradas Abertos/Total de entradas x 100. Cada numero representa a
média + E.P.M,; ® p<0.05 em relacdo ao grupo controle. Nenhuma diferenca foi

observada entre os grupos, em relacgo ao numero de entradas nos bracos
fechados (Teste de Duncan) .



Tabela 3. Efeito da hipertensio “de dois rins” de Goldblatt {(2K-1C)

sobre o comportamento de ratos submetidos ao teste do labirinto em
Cruz.

Medida Grupo

SHAM® 2K-1C°
Pressdo Arterial (mmHg) 1266+32 1609+7.8°
Tempo de permanéncia nos bragos 32.9 +9.1 386+96

abertos (seg.)

% Entrada nos bragos abertos® 29.7 + 6.1 31.7+6.9
Namero de entradas nos bragos 43+05 49+ 06
fechados

® Os animais foram submetidos a apenas uma incisdo no flanco esquerdo,
sem nenhuma obstrucdo na artéria renal esquerda. ® Os animais tiveram a
artéria renal esquerda parciaimente ocluida; nenhuma manipulagéo
cirurgica foi realizada no flanco direito do animal. “%Entradas Abertos =
Entradas Abertos/Total de entradas x 100. Sete dias apoés a cirurgia, todos
0s animais foram submetidos ao teste do labirinto em cruz e
posteriormente tiveram a press3o arterial média mensurada pelo método
de Zatz (1990). Cada escore representa a média + E.P.M. de sete animais.
Y p<0.05 em relagdo ao grupo SHAM (Teste t de Student). Nenhuma
diferenca foi observada entre os grupos, em relacédo ao tempo de
permanéncia nos bragos abertos, % entradas nos bragos abertos ou
numero de entradas nos bracos.



5. DISCUSSAO

Nos dltimos dez anos, o comportamento exploratério de
camundongos e ratos tornou-se uma ferramenta muito utilizada no estudo
da ansiedade em roedores. Foi sugerido que a exploracéo de um ambiente
ndo familiar e influenciada pela instalacdo de um conflito interno
caracterizado por uma pulsdo exploratdria, motivada talvez por curiosidade,

associada a uma pulsfo de esquiva ou evitagdo da exploracdo, motivada
por medo (Montgomery, 1955). Esse conflito interno é considerado analogo

a ansiedade, sendo o estimulo de novidade. a principal fonte de motivacéo
aversiva (Gray, 1982).

A exploracdo de um labirinto em forma de cruz (labirinto em cruz),
contendo dois bracos abertos e dois fechados, tornou-se um modelo animal
de ansiedade (Handley & Mithani, 1984). O modelo tem sido validado em
termos comportamentais, fisioldgicos e farmacolégicos para o estudo de
ansiedade em roedores (Pellow et al, 1985) e freqUentemente revisado com
respeito & sua validade para o estudo de drogas com potencial ansiolitico
(Hogg, 1996; Dawson & Tricklebank, 1995; Handley & McBlane, 1993).

O presente estudo demostra que os tratamentos, agudo e cronico,
com diazepam induziram aumento na exploracdo dos bracos abertos, na

medida em que os animais apresentaram maior porcentagem de entradas

nos bragos abertos e permaneceram mais tempo nos mesmos. A exploracéo

dos bragos fechados, quando avaliada pelo numero de entradas,



permaneceu inalterada demonstrando assim que a acdo do diazepam foi
caracterizada por aumento seletivo na exploracéo dos bracos abertos.

A literatura tem considerado as variaveis “porcentagem de entradas’
e “tempo de permanéncia nos bragos abertos” como indices de ansiedade.
assim como o numero de entradas nos bracos fechados” como um indice da
atividade motora do animal (Pellow de et al, 1985; File, 1992 e Cruz et al,
1994). Desse modo. os resultados acima mencionados demonstram que o

diazepam, uma droga reconhecidamente ansiolitica, promove efeito

ansiolitico no labirinto em cruz caracterizado por um aumento seletivo na
exploracdo dos bracos abertos sem alterar contudo, o nimero de entradas
nos bracos fechados.

Esse efeito ansiolitico ou anticonflito dos benzodiazepinicos pode ser
decorrente de uma potencializacdo das agbes inibitdrias do acido gama-
aminobutirico (GABA) sobre circuitos neuronais, localizados na amigdala
(Hodges et al, 1987, Petersen et al, 1985) e PAG (Russo et al, 1993),
responsaveis pelo controle de comportamentos defensivos (Graeff, 1994).

De forma similar, o tratamento agudo com L-NAME aumentou o
tempo gasto nos bragos abertos. Esse aumento da exploracdo nos bragos
abertos nao deve ser atribuido a interferéncia da droga sobre a atividade

motora dos animais, visto que n&o houve aiteracdo no numero de entradas

nos bragos fechados.



Sedacdo tem constituido uma limitacdo no estudo da ansiedade
atraves de testes baseados em comportamento exploratério, visto que pode
interferir com a atividade motora do animal. O principal desafio reside em
avaliar até que ponto uma dada resposta comportamental pode ser
considerada decorrente de acéo ansiolitica ou devida a alteracado da
atividade motora (File, 1992). Desse modo, é possivel que um efeito
ansiolitico possa ser mascarado por uma agéo sedativa da droga. Por outro

lado, também € possivel que um efeito sedativo possa ser erroneamente

interpretado como ansiolitico,

No tocante ao teste do labirinto em cruz, efeitos sedativos
acentuados podem contaminar o tempo de permanéncia nos bracos abertos
ou ainda diminuir a porcentagem de entradas nos bracos abertos, induzindo
assim a interpretagdes errbneas do efeito da droga. Nesse ponto, uma
avaliagdo do nimero de entradas nos bracgos fechados (indice de atividade
motora) permite uma melhor distingdo entre efeito ansiolitico e sedativo da
droga em questdo. Desse modo, a acdo selsetiva do tratamento agudo com
L-NAME, em relacdo & exploracdo dos bracos abertos, pode ser
considerada como refletindo um efeito ansiolitico e sugere um papel
ansiogénico para o NO no sistema nervoso central. Resultados semethantes
foram obtidos por Guimaraes e colaboradores (1994), demonstrando que a

microinjecéo de L-NAME na PAG dorsal de ratos induz significante elevacao

na porcentagem de entradas e tempo de permanéncia nos bracos abertos,

sem alterar o numero de entradas nos bracos fechados.



Quando comparado ao diazepam, observamos gue o efeito ansiolitico
do tratamento agudo com L-NAME n&o foi tdo evidente, somenie o
tratamento com diazepam aumentou de forma significativa a porcentagem
de entradas nos bragos abertos. Entretanto, n&o € incomum encontrar na
literatura essa dissociacdo entre os dois indices ou seja, porcentagem de
entradas e tempo de permanéncia nos bragos abertos (Peliow et al 1985).

Os tratamentos agudos com D- ou L-arginina se mostraram ineficazes

em alterar o nivel de ansiedade dos animais. Assim, é improvavel que o

efeito ansiolitico do tratamento agudo com L-NAME seja devido a uma
possivel agdo da droga através dos receptores da arginina. Esse resultado
é corroborado pela literatura, demonstrando que a administracio sistémica
de doses elevadas de D- ou L-arginina (400 e 600mg/Kg, respectivamente)
nao altera o comportamento exploratorio de ratos no labirinto em cruz, ainda
que uma tendéncia ansiogénica para L-arginina tenha ocorrido (Volke et al,
1997). A microinjecdo de L-arginina através da PAG também tem se
mostrado inefectiva em alterar o comportamento de ratos submetidos ao
labirinto em cruz (Guimaraes et al, 1994).

O presente estudo demonstrou ademais que o tratamento agudo com
D-NAME néo alterou o comportamento. Uma vez que o D-NAME & ineficaz
em inibir a atividade da NOS, acreditamos que o efeito ansiolitico do L-

NAME seja provavelmente mediado pela inibicdo da sintese de NO. Essa

visdo € suportada pelo fato do tratamento agudo com L-NAME inibir de

forma dose-dependente, a atividade da NOS em homogenatos encefélicos.



A atividade da NOS foi também reduzida in vitro, quando célcio foi omitido
ou L-NAME adicionado ao meio de incubacéo do grupo conirole, mostrando
assim que a conversao de [*H]L-arginina em [*H]L-citrulina em homogenato
encefalico era célcio-dependente e portanto, devido a acdo da enzima NOS
constitutiva. Portanto, esses resultados indicam que a sintese de NO
atraves da atividade da enzima NOS expressada constitutivamente, pode ter
consegléncias ansiogénicas em ratos.

O comportamento de roedores submetidos ao labirinto em cruz é

sensivel tanto ao sistema de inibicio comportamental quanto ao sistema
aversivo cerebral (Handley & McBlane, 1991). O substrato neural para a
esquiva passiva dos bracos abertos estaria centrada no septo e hipocampo,
estruturas que compdem o sistema de inibicao comportamental (Gray,
1982). Esse sistema seria fundamental para o conflito de aproximacéo dos
bracos abertos. Desse modo, a esquiva passiva dos bragos abertos tenderia
a manter o animal explorando os bracos fechados, com reducdo da
porcentagem de entradas nos bracos abertos, e indiretamente impedir ¢
registro do tempo de permanéncia nos mesmos. Durante o desenvolvimento
do presente estudo, n&o foi incomum observar animais explorando
exclusivamente os bragos fechados, o que implicou em zero porcento de
entradas e tempo de permanéncia nos bracos abertos.

A literatura demonstra que neurdnios localizados no septo e no

hipocampo expressam a enzima NOS (Kinjo et al, 1989). Visto que o

hipocampo é considerado um sitio neuroanatdmico para o efeito ansiolitico



de antagonistas de receptores do tipo NMDA (Przegalinski et al, 1996), é
possivel que a agdo ansiogénica de agonistas NMDA envolva a sintese de
NO como sistema de amplificacdo de sinal no hipocampo. Estudos
posteriores poderdo demonstrar se um aumento ou diminuicdo da sintese
de NO no sistema septo-hipocampal induzira alterag@o no comportamento
de ratos submetidos ao labirinto em cruz.

Por outro lado, o substrato neural para a esquiva ativa ou

retirada/fuga dos bragos abertos seria representado pelo sistema aversivo

cerebral (Graeff, 1988). Como visto anteriormente. a amigdala e a PAG so
ativadas guando o perigo é proximal, podendo evocar os comportamentos
de fuga, que tenderia a reduzir o tempo de permanéncia dos animais nos
bracos abertos, ou esquiva ativa, que tenderia a reduzir a porcentagem de
entrada nos bragos abertos. Uma vez que a enzima cNOS ja foi descrita na
amigdala (Vincent, 1994) e na PAG dorsal de ratos (Onstott et al, 1993), &
possivel que a sintese de NO possa modular o nivel de medo/ansiedade em
roedores, através do sistema aversivo cerebral. Desde que no presente
estudo, a droga foi administrada de forma sistémica, néo podemos inferir
quais estruturas cerebrais estariam envolvidas no efeito ansiolitico
observado apos tratamento agudo com L-NAME.

Entretanto, L-NAME induz elevagdo na porcentagem de entradas e

tempo de permanéncia nos bragos abertos, quando microinjetado na PAG

dorsal de ratos (Guimaraes et al, 1984). Portanto, é possivel que a inibicao

da sintese de NO na PAG possa inibir o comportamento de fuga e esquiva



ativa dos bracos abertos, elevando assim o tempo de permanéncia dos
animais e a porcentagem de entrada nos bragos abertos respectivamente.
Curiosamente, a administracdo sistémica de L-NOARG em
camundongos reverte o efeito ansiolitico induzido por clordiazepéxido no
£este do labirinto em cruz (Quock & Nguyen, 1992). Além disso, a
administragéo sistemica de L-NOARG (30mg.kg™) reduz a porcentagem de
entradas e o tempo de permanéncia de ratos nos bracos abertos (Lino de

Oliveira et al, 1997). Esses resultados sugerem que a sintese de NO pode,

ao contrario, ser ansiolitica em roedores,

As razdes para essa discrepancia, quanto a acéo ansiogénica/
ansiolitica para o NO ndo sdo claras, especialmente porque tem sido
demonstrada a possibilidade do L-NAME representar uma pro-droga, que &
hidrolizada no sangue ou endotélio vascular a L-NOARG (Pfeifer et al,
1996). Entretanto, & possivel que uma somatéria de diferencas
metodologicas. nem sempre mencionadas em artigos de publicacio,
possam contribuir com esses resultados conflitantes (Para reviséo ver Hogg,
1996). Por outro lado, na medida em que a sintese de NO pode ter
consequéncias neuroprotetoras ou neurotoxicas, dependendo do seu estado
redox (Lipton et al, 1993), & possivel que esse papel dual do NO possa
tambeém ocorrer na modulacéo do nivel de ansiedade. Estudos posteriores

poderao confirmar a possibilidade dessa hipdtese.

Outra fonte de discrepancia diz respeito & relacao dose-resposta da

droga. A administracdo aguda de L-NAME provoca efeito do tipo ansiolitico



em ratos guando submetidos ao labirinto em cruz, ainda gue a mesma dose
tenha induzido elevac&o no nimero de entradas nos bragos fechados (Volke
et al, 1995). Tais autores argliram que o efeito ansiolitico ndo foi do tipo
dose-dependente, mas seguiu a forma de "U" invertido ou seja, a droga se

mostrou eficaz apenas em doses intermediarias (10mg.kg”), sendo

inefectiva em doses inferiores (1mg.kg”) ou mais elevadas (20mg.kg™).
De forma similar, Wiley e colaboradores (1995) demonstraram em

camundongos, um efeito ansiolitico para L-NAME nas doses de 10 e

176mglkg, sendo as doses intermediarias (30 e 100mglkg) inefectivas: tais
resultados reforcam aqueles de Volke e colaboradores (1995), mostrando
que o efeito ansiolitico do L-NAME nZo ¢é do tipo dose-dependente mas, ao
contrario, demonstram que o efeito ansiolitico segue uma curva dose-
resposta assumindo a forma de “U”. Acreditamos que a auséncia de efeito
ansiolitico com a utilizac&o de baixas doses da droga pode ser explicada
pela auséncia de inibicdo da NOS. Entretanto, n&o temos uma explicacéo
plausivel para a auséncia de efeito ansiolitico com doses mais elevadas de
L-NAME (20, 30 e 100 mgikg), visto que observamos efeito ansiolitico
quando uma significante inibicdo aguda da NOS foi obtida.

Recentemente foi demonstrado que, ao contrario do L-NAME, o
tambeém inibidor da NOS, 7-NI, promoveu um efeito ansiolitico em ratos e

camundongos (Volke et al, 1997): entretanto, o efeito foi do tipo dose-

dependente. Volke tem atribuido essa diferenca na curva dose-resposta, ao

fato de L-NAME induzir hipertenséo {(Wang et al, 1995), o que ndo &€ o caso



do 7-Ni, uma droga capaz de inibir eNOS e cNOS in vitro (Babbedge et al,
1993), sem alterar a pressao arterial (Moore et al, 1993; Wang et al, 1995).
De fato, a inibigdo cronica da sintese de NO pela administracdo L-NAME
através da agua de “ bebida tem sido estabelecida como um modelo animal
de hipertenséo (Ribeiro et al, 1992).

Entretanto, o presente estudo demonstra gue a existéncia de um
quadro hipertensivo n&o parece influenciar o comportamento dos animais no

labirinto. Primeiro porque o quadro hipertensivo induzido por obstrucéo

parcial da artéria renal (grupo 2k1C) ndo alterou o comportamento dos
animais no labirinto em cruz. Segundo porque a administracdo cronica de -
NAME similarmente aumentou a presséo arterial mas nao alterou ¢ nivel de
ansiedade dos animais. Terceiro porque a reducdo do quadro de
hipertensdo em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) ndo afeta o
comportamento exploratério dos animais, quando submetidos ao labirinto
em cruz (Rosa et al, 1994),

Desse modo, ainda que existam evidéncias de que pressio
sanguinea elevada pode ser induzida por predisposigao genética associada
a estresse psicologico, além de outros fatores ambientais tais como
ingestdo de sal e inatividade fisica (Williams et al, 1991), a literatura tem
demonstrado que o oposto parece n&o ser verdade.

Anions nitrato e nitrito sdo produtos de degradagdo do NO (Vincent,

1994). A reduc&o nos niveis séricos de nitrato, observada em animais

tratados cronicamente com L-NAME, indica a efetividade deste tratamento



em produzir inibicdo generalizada da sintese de NO. Entretanto, o efeito
ansiolitico induzido pelo tratamento agudo com L-NAME n&o foi observado
apos fratamento crénico, ainda que os animais apresentassem reduzida
atividade da NOS encefalica e reduzido nivel sérico de nitratos. Apesar do
isolamento interferir com o comportamento de ratos no teste do Labirinto em
cruz (Vasar et al, 1993), isso n&o parece explicar a diferenca observada
entre o tratamento agudo e cronico com L-NAME, pois nfo observamos

diferenga significante no tempo gasto nos bragos abertos em ambos os

grupos controle. Resultado semelhante foi obtido por Lino de Oliveira e
colaboradores (1997), demonstrando perda do efeito ansiogénico apoés 4
dias de administracdo de L-NOARG. Assim, ao conirario do efeito
hipertensivo, € possivel que ocorra o desenvolvimento de tolerancia aos
efeitos do NO, sejam eles ansioliticos ou ansiogénicos. Assim sendo, a
auséncia de alteragbes comportamentais apés a inibicdo crénica da sintese
de NO sugere que a via L-arginina talvez nao seja importante na

modulacéo do nivel basal de ansiedade em roedores |



6. CONCLUSOES

* Apenas o tratamento agudo com L-NAME induziu efeito ansiolitico em
ratos submetidos ao labirinto em cruz elevado. O efeito foi caracterizado
peia elevagéo do tempo de permanéncia dos animais nos bragos abertos.

Essa variavel néo foi alterada apds o tratamento crénico com a mesma

droga.

e O efeito ansiolitico induzido pelo tratamento agudo com L-NAME n&o se

deve a uma agéo da droga através dos receptores da arginina, visto que
a administragdo aguda de D-, ou L-arginina ndo alterou o comportamento

dos animais no labirinto em cruz.

s Ambos os tratamentos, agudo e crénico, com L-NAME promoveram
inibigdo de eNOS e nNOS, visto que os animais manifestaram elevada
pressao arterial e diminuida atividade da NOS em tecido encefalico. O

tratamento crénico com L-NAME também reduziu os niveis sericos de

nitratos.

o E provavel que o efeito ansiolitico induzido pelo tratamento agudo com L-
NAME seja decorrente da inibigdo aguda da sintese de NO, visto que o
tratamento agudo com L-NAME se mostrou eficaz em promover inibicdo
enzimatica nNOS (Tipo 1) e a administraco aguda de D-NAME no

alterou o comportamento exploratdrio dos animais no labirinto em cruz.
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» E improvavel que o efeito ansiolitico induzido pelo tratamento agudo com
L-NAME seja decorrente da hipertensdo induzida pela droga, visto que
outro estado hipertensivo nédo relacionado com inibicdo da sintese de NO
(hipertensdo * de dois rins” de Goldblatt ou 2K1C) nao alterou o
comportamento exploratério dos animais no labirinto. Além disso, a
administragdo cronica de L-NAME aumentou a presséo arterial mas néo

alterou o nivel de ansiedade dos animais.

* A ausencia de alteragbes comportamentais apos a inibicdo crénica de
nNOS sugere que a via L-arginina/dxido nitrico talvez ndo seja importante

na modulagéo do nivel basal de ansiedade em roedores.
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8. SUMMARY

The involvement of nitric oxide (NO) in anxiety was investigated in

rats, using the elevated plus maze test. Acute, but not chronic, systemic

treatment with N“-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME, 10 and 60
mg.kg"), an inhibitor of NO synthase, increased the time spent by the rats
in the open arms. Both the acute and chronic treatments with L-NAME
inhibited NO synthase in endothelial cells and in the central nervous
system, as shown by the increase in mean arterial pressure and
decreased NO synthase activity in brain tissue. Chronic treatment with L-
NAME also decreased the serum nitrate levels. The anxioiysis induced by
acute L-NAME treatment is unlikely to be due to hypertension, since two
kidney-one clip hypertension in non-L-NAME-treated rats failed to
significantly change exploratory behaviour in the elevated Pplus maze.

These resuits indicate that acute inhibition of NO synthesis decreases

anxiety in rats.
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Abstract

The involvement of nitric oxide (NO) in anxiety was investigated in rats, using the elevated plus maze test. Acute, but ot chronic
systemic treatment with N“-nitro-t-arginine methyl ester (L-NAME, 10 and 60 mg - kg '), an inhibitor of NO synthase, increased th:
time spent by the rats in the open arms. Both the acute and chronic treatments with L-NAME inhibited NO synthase in endothelial celi:
and in the central nervous system, as shown by the increase in mean arterial pressure and decreased NO synthase activity in brain tissue
Chronic treatment with L-NAME also decreased the serum nitrate levels. The anxiolysis induced by acute L-NAME treatment is unlikel:
to be due to hypertension, since two-kidney one-clip hypertension in non-L-NAME-treated rats failed to significantly change explorator
behaviour in the elevated plus maze. These results indicate that acute inhibition of NO synthesis decreases anxiety in rats. © 199

Eisevier Science B.V. All rights reserved.

Keywords: Nitric oxide (NO), Anxiety; Plus maze. elevated; N¥-Nitro-L-arginine methy| ester (L-NAME); Arterial blood pressure; Nitric oxide (NQ

synthase; Brain

1. Infroduction

The L-arginine /nitric oxide (NQ) pathway has been
implicated in the control of a variety of physiological
functions (for review see Zhang and Snyder, 1995 and
Moncada et al., 1991). The neuronai isoform of the en-
zyme NO synthase has already been characterised and
cloned (Snyder and Bredt, 1991). Constitutive brain NO
synthase activity depends on the presence of calcium and
NADPH. and hence agonists acting at the NMDA recep-
tors activate the enzyme by promoting a rise in cytosolic
calcium (Mayer and Miller, 1990; Vincent, 1994),

in the central nervous system. the participation of NO
as a neurotransmitter or neuromodulator was originally
proposed by Garthwaite et al. (1988) and later confirmed
by Snyder and Bredt (1991). NO has been implicated in

" Corresponding author. Department of Pharmacology, Faculty of Med-

ical Sciences, UNICAMP, P.O. Box 6111, 13081-970 Campinas, SP,
Brazil. ’

memory formation {Schurman and Madison, 1991), noci
ception (Moore et al., 1991; Handy et al., 1995), as well a:
sexual (Nelson et al., 1995; Benelli et al., 1995), aggres:
sive (Nelson et al., 1995) and feeding behaviour (Morley
and Flood, 1991).

In the brain, NO synthase has been localised in region:
involved with anxjety, such as the hypothalamus, amyg-
dala and hippocampus (Vincent, 1994). Thus, it is possible
that the L-arginine /NO pathway may underlie anxiety.

The elevated plus maze test, a widely used anima
model of anxiety (Pellow ‘et al., 1985; Lister, 1987), wa
applied by Quock and Nguyen (1992) to show that acute
L-NAME administration counteracts chlordiazepoxide-in.
duced anxiolysis in mice, suggesting an anxiolytic actior
for NO.

In contrast, other reports point to an anxiogenic actior
of NO in the central nervous system of rats. Thus, Volke e
al. (1995) have shown that N“-nitro-L-arginine methyl
ester (L-NAME) has an anxiolytic effect in the elevatec
plus maze and Guimardes et al. (1994) reported that micro-
injection of L-NAME into the dorsal central grey induces

0014-2999 /97 /$17.00 Copyright © 1997 Eisevier Science B.V. All rights reserved.
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anxiolysis in the same test. These contradictory results
indicate that the participation of the L-arginine /NO path-
way in anxiety deserves further investigation.

The alm 0f 1ne preseil sildy was W cvaluale the elject
of inhibiting acute and chronic NO synthesis by systemic
administration of -NAME on anxiety as measured with
the elevated plus maze test in the rat, For comparison, the
inactive enantiomer, N“-pitro-D-arginine methyl ester {D-
NAME), was also administered. Since inhibition of NO
synthesis induces hypertension {Ribeiro et al., 1992), we
also tested if another hypertensive condition, not related
with the inhibition of NO synthesis (two-kidney one-clip
rats). could itself change the level of anxiety in rats in the
elevated plus maze test.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Male Wistar rats weighing approximately 250 g were
used in all experiments. They were housed either in indi-
vidual cages (for chronic treatment) or in groups of six {(for
acute ireatment). Prior to the experiments, the animals
underwent a period of adaptation for 3 days with free
access to food and water, under a light /dark cycle of 12 h
(lights on 06:00 a.m.).

2.2, Drugs

N®-Nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), N“-nitro-
p-arginine methyl ester (D-NAME), L-arginine (L-Arg) and
p-arginine (D-Arg) were obtained from Sigma (USA). Di-
azepam was obtained from Sanofi-Winthrop (Brazil).

In the acute experiments, the drugs were dissolved in
saline solution €0.9% w/v}. Diazepam was dissolved in

saline containing 1% Triton X-100. In the chronic exper;~ -

ments, the drugs were dissolved in tap water.
2.3. Treamments

For acute treatment, either L-NAME, p-NAME, L-Arg
or p-Arg was administered 1.p. at doses of either 10 or 60
mg - kg~ '. The control group received the same volume of
saline solution. For chronic treatment, the same drugs were
dissolved in the drinking water (100 or 400 pg-ml™")
which was given ad libium for 7 days. Based on the
individual daily liguid intake, these concentrations resulted
in a dose of approximately 15 and 60 mg - kg™ ' per day,
respectively (Ribeiro et al.., 1992). Control animals re-
ceived tap water ad libitum. Diazepam was given i.p. (1
mg - kg~ ') daily for 7 days. Thirty minutes after the acute
treatment and at the end of chronic treatment, each group
of animals was randomly subdivided into two groups. The
first underwent the elevated plus maze test while the
second had their mean arterial pressure measured.

2.4, Elevated plus maze

The plus maze used was built of wood according to the
speciilcations reported by Peliow et ab {1Y85) and con-
sisted of two open arms (50 X 10 cm) surrounded only by
a short {1 cm) edge to avoid falls and two enclosed arms
(30 X 10 X 40 cm) arranged in such a way as to form a
cross. The arms extended from a central platforrn {10 X 10
cm) and were raised 50 cm above the floor.

Each rat was placed at the centre of the maze facing an
enclosed arm and was allowed to explore the maze for 5
min. The number of entries inte the open and closed arms.
as well as the time spent in the open arms were recorded.
Factor analysis studies showed that the most selective
(heavy load in the anxiety factor alone) indexes of anxiety
are the time spent in the open arms and the percentage of
entries into the open arm, while the total number of entries
into the enclosed arms reflects locomotor activity (Cruz et
at., 1994). Any animal which fell off the maze was ex-
cluded from the experiment.

2.3, Blood pressure
The mean arterial pressure values were measured by a

tail-cuff method, according to Zatz (1990). In order to
minimise the effects of initial stress due to animal han-

.dling, measurements were considered valid only when

three consecutive readings did not differ by more than 2
mmHg.

2.6. Brain NO synthase activity

The effects of acute and chronic L-NAME treatment on
brain NO synthase activity ex vivo were studied. The assay
measures the ability of a whole-brain homogenate to con-
vert [*H]L-arginine to [*H]L-citruliine (Pollock et al., 1991).

“A group of rats was treated acutely with L-NAME (0.6, 10

dand 60 mg - kg~') while another group received the same

“drug. chronically (4, 100 and 400 pg-ml~' of drinking

water), as described above. Thirty minutes after the acute
treatment and at the end of the chronic treatment, the
animals were anaesthetised with ethyl ether and brain
samples were rapidly removed. The samples were ho-
mogenised in 5 vols. of cold incubation buffer (50 mM
Tris-HC! buffer, pH 7.4) containing 1 mM phenylmethyl-
sulphonyl fluoride (PMSF) and 1 mM L-citrulline.

The homogenates were incubated for 30 min in the
presence of 1 mM NADPH, 2 mM CaCl, and 10 uM
L-arginine containing 100000 dpm of [2.3,4,5-*HlL-
arginine monchydrochloride {Amersham, UK} at room
temperature (25-27°C).

Pharmacological controls of enzymatic activity were
carried out in paratlel and consisted of either the omission
of CaCl, and addition of | mM of either EGTA or the
addition of } mM L-NAME to the incubation medium.

The protein content of the samples was determined
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according to the method of Peterson {(1977) and the activ-
ity of brain NO synthase was expressed as pmol L-citruf-
line produced /min per mg of protein.

2.7. Serum nitrite and nitrate

A group of rats received chronic treatment with |-
NAME (4, 100 and 400 pg-ml~' of drinking water) as
described above. Based on the individual daily liquid
intake, these concentrations resutted in a dose of approxi-
mately 0.6, 15 and 60 mg-kg™' per day, respectively.
After a 7-day treatment, the animals were anaesthetised
with ethyl ether and blood samples were obtained from the
abdominal aorta. After clotting at room temperature, the
samples were centrifuged (10 min at 2000 X g¢) and the
sera were separated and kept at — 20°C until analysed for
nitrite and nitrate content by high-performance liguid chro-
matography (Muscard and De Nucci, 1996).

In order to avoid the ingestion of exogenous nitrate, the
animals were deprived of food for 24 h before blood
sampling. During this period, the drugs were dissolved in
distilied water. The control group received distilled water
only (instead of tap water),

2.8. Two-kidney one-clip hypertension

In order to investigate whether a hypertensive condition
per se {independent of NO synthesis inhibition) could lead
o any significant change in the behaviour of rats in the
elevated plus maze test, a group of rats was made hyper-
tensive by partial occlusion of the left renal artery (Goldb-
latt et al., 1934),

The rats were anaesthetised with ether and the left renal
artery was occluded with a clip to achieve a luminal
diameter of 0.2 mm, while the right kidney was not
disturbed (two-kidney one-clip group). In the control group
(sham-operated) an incision was made in the flank without
artery clipping. Seven days after surgery. the animals were
tested in the elevated plus maze and had their mean arterial
pressure measured as described above.

2.9, Seatistical analysis

The data were analysed using a one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Duncan’s test for multiple
comparisons where necessary. The number of entries into
the closed arms was evaluated with the Kruskall-Wallis
test followed by Dunn’s test for multiple comparisons. The
data for two two-kidney one-clip rats were analysed with
Student’s -test. Probability values less than 5% (7 < 0.05)
were considered significant.

3. Results

Acute treatment with L-NAME (10 and 60 mg -kg™')
induced an elevation in mean arterial pressure (141.6 + 6.9
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Fig. 1. NO synthase activity in brain homogenates from rats treated with
differenl doses of L-NAME. medsured as the rate of conversion of
[*Hli-arginine to [*H]i-citruliine, Panel a: Brain NO synthase activity
measured 30 min after the animals received single t-NAME doses i.p.
Panel b: Brain NO synthase activity measored after a 7-day period of oral
treatment with 1-NAME dissolved: in the drinking water. Each column
represents the mean + S.E.M. The doses for chronic treatment are approx-
imations and were based on the individual daily liquid intake. * P < 0.05;
©77 P <0.001 relative to the contrel group (Duncan’s test for multiple
comparisons).

mmHg, n =6 and 141.3 = 5.9 mmHg, n = 6, respectively)
relative to the control group (121 4 2.7 mmHg, n=6;
ANOVA, F(8,45)=5.61, P<0.001, followed by Dun-
can’s test, P < 0.05). Chronic treatment with L-NAME (15
and 60 mg - kg™') also induced hypertension (152.8 + 6.3
mmHg, n =3 and 149 + 2.9 mmHg, n = 14, respectively)
relative to the control group (120.8 + 2.0 mmHg, n = 10;
ANOVA, F(8,67) = 1595, P <0.001, followed by Dun-
can’s test, P < 0.05). Neither acute nor chronic treatment
with D-NAME, p-Arg or L-Arg changed the mean arterial
pressure of the rats.

Both acute (ANOVA, F(3,31)=8.79, P < 0.001) and
chronic (ANOVA, F(3.25)=31.04, P < 0.001) treatment
with L-NAME significantly inhibited brain NO synthase
activity when compared to the respective control groups
{Fig. ). Brain NO synthase activity was inhibited in vitro
by approximately 95% when calcium ions were omitted
from, and EGTA was added 1o, the incubation media, and
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by approximately 98% when 1 mM L-NAME was added to
the incubation mixture, thus confirming that the conversion
of [3HlL-arginine to [*H]L-citrulline was due to a Ca**-de-
pendent constitutive NO yynihase in e whoie-oram ho-
mogenates.

Chronic treatment with L-NAME (15 and 60 mg - kg™")
significantly reduced serum nitrate levels (6.9 £ 0.7 pM,
P <005 and 57309 uM, P <0001, respectively;
ANOVA, F(3,28) = 9.65, P < 0.001 followed by
Duncan’s test) relative to either the control group (11.3 &
1.1 nM) or the group treated chronically with L-NAME
0.6 mg-kg™¢, 12.1 = 1.2 wM). The nitrite concentrations
remained unchanged in all the groups (ANOVA, F(3,28)
={0.4017, P = 0.7530) and were below 1 pM.

a.
200
Tﬂ_‘{‘ : &)
W 450 ®) 5 (?P)
u‘} + *
£ 5 (6
% (8
= 100 (3)
g < H
o 1@ (8)
E -
w 50"_
=
s
10 60 10 60 10 60 10 60 1
Dose (ma/kg)
b,
200-
S
i) p
2 1504
@ |
=
4
<< 1 (6) 9)
= 100
i
% 11n ({5]2(11) (18)
z It an
w501
g ]
E
15 80 15 60 15 &0 1
Dose {mg/kg}

—1Control D-Arg D-NAME
mm D7 BRL-Arg &3 -NAME

Fig. 2. The time spent in the open arms by rats treated with either
L-NAME, p-NAME, L-Arg, D-Arg or diazepam (DZP). Panel a: The
drugs were admiristered acutely 30 min prioy the elevated plus maze test.
Panel b: Previous to the elevated plus maze test, the animals received the
drugs chronically dissolved in their drinking water, except diazepamn
which was given ip. for 7 days. The doses for chronic treatment are
approximations and were based on the individual daily liquid intake. Each
column represents the mean £ S.EM. for the number of animais given in
parentheses. ~ P < 0.05 relative to the control group.

Tabie |

Percentage of entries into the open arms and number of eniries nte the
closed arms by rats treated chronically with either L-NAME, p-NAME,
1-Are. D-Are or diazepam and suhsequently tested in the elevated plus
maze iest

Treatment *° n°  Dose % Open arm  Closed arm
(mg-ke™ )¢ eniries 4 entries

Tap water 18 0 33424 5.4+03
Diazepam 8 1 63.24+57°¢ 4604
D-Arg 6 15 405+7.1 6.7+09
5 60 46.0+7.7 5608
1-Arg 6 15 443+44 6.0+0.7
6 60 35.8 428 67407
D-NAME 6 15 375459 47405
il 60 37.5447 47+0.6
1-NAME 9 5 43.6:4+39 6.0+06
: 16 60 AT+44 58405

# Al the drugs were dissolved in the drinking water (100 or 400 g -ml” ]
and given ad libitum for 7 days, except diixzepam which was given ip.
® Number of animals per group.

® The doses are approximations and were based on the individual daily
liquid intake.

4 % open entries = open /total X [00. Each score represents the mean:t
S.EM.

® P < 0.05 relative to the control group. No significant differences were
chserved among the groups, relative to the number of eniries into the
ciosed arms.

In the elevated plus maze test, the rats treated either
acutely (ANOVA, F(9,58) = 2.63, P < 0.05, followed by
Duncan’s test; P < 0.05) or chronically (ANOVA, F(9.82)
=295 P <001, followed by Duncan’s test, P <0.05)
with diazepam spent a longer time (Fig. 2} and had a
greater percentage of entries (Tables | and 2) in the open

Table 2

Percentage of entries into de open anms and number of entries into the
closed arms by rats weated acutely with sither L-NAME, D-NAME,
1-Arg, D-Arg or diazepam and subsequently submitted to the elevated

" plus thaze test

S Treatmem®  n®  Dose % Open arm Closed arm
(mg-kg™')  eniries® entries

Saline 8 & 377452 55£08
Diazepam 10 1 5844499 46+06
p-Arg 6 10 401252 65+ 1.1
6 60 535469 45£08

L-Arg 6 i0 49.6+43 61104
6 60 40,1 +4.5 6.0£0.3

o-NAME 6 i0 325448 6.0+0.6
) § 60 £22+67 6610
L-NAME 6 10 50.3+6.6 6.7+1.0
G 60 543440 43+08

* A1l the drugs were administered by ip. route. 30 min before the
elevated plus maze {esi.

® Number of animals per group.

“ S open eniries = open/total X 100. Each score represents the mean
SEM.

¢ p < 0.05 relative to the control group. No significant differences were
observed among the groups, relative to the aumber of entries into the
closed arms.
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Table 3

Effect of high mean arterial pressure (two-kidney one-clip hypertension,
2K-1C), not related with NO synthesis inhibition, on the behavior of rats
in the elevated plus marze test

Measurement Group

Sham ® 210k
Meun arterial pressure {mmHg) 2606432 1609+7.8¢
Time spent in the open arms (s) 32.949.1 386196
Percentage of open arm entries © 29.7+6.1 31.746.9
Number of closed arm entries 43405 49-4+0.6

* The antmals had an incision made in the left flank without artery
clipping.

" The animals had the left renal artery partially occluded with a clip while
the right kidney was not disturbed.

“ % open arm entries = open /total X 100. All the animals were tested in
the eievated plus maze 7 days after the surgery. Each score represents the
mean 1 S.E.M. for 7 animals.

4P <005 relative to the sham-operated group {(Student’s f-test). No
significant differences were observed among the groups, relative to either
time spent in the open arms, % open arm entries or number of closed arm
catries.

arms  than their respective control groups (ANOVA.

F(9.58) =243, P <0.05, followed by Duncan’s test, P <
0.05 and ANOVA. F(9.83) =2.54. P < 0.0, followed by
Duncan’s test, P <0.05 respectively). In rats treated
acutely with L-NAME, the time spent in the open arms
(Fig. 2a. ANOVA, F(9,58) = 2,63, P < 0.05, followed by
Duncan’s test, P < 0.05) but not the percemtage of entries
into the open arms (Table 2) was significantly higher than
for the control group.

The number of entries into the enclosed arms was not
affected by acute treatment with L-NAME (Table 2).
Chronic treatment with L-NAME failed to change the
behaviour of rats in the open and enclosed arms (Table 1),

Rats receiving p-NAME, o-Arg or L-Arg either chroni-
cally or acutely did not differ from the control with regard
to the time spent in the open arms (Fig. 2), to the percent.
age of entries into the open arms. as well as to the number
of entries into the enclosed arms (Kruskall-Wallis, H(9) =
I1.885. P =0.2199 and H(9) = 8.47. P = 0.4876: Tables
i and 2. respectively).

Partial occlusion of the left renal artery (two-kidney
one-clip group) elevated the mean arterial pressure (Table
3) relative to the sham-operated group (#(12) = 4.059,
P <0.01) but failed to change the percentage of entries
into the open arms (1(12) = 0.217, P =04159) and the
time spent in the open arms (/(12) = 0.432, P = 0.3369).
as well as the number of entries into the enclosed arms
(r(12) = 0.6957).

4, Discussion

In the elevated plus maze test, untreated rats usually
spend more time and enter more frequently into the en-
closed arms than into the open arms (Pellow et al.. 1985),

This is due to the natural aversion rodents have for open
spaces and to the elevation of the maze (Lister, 1987,
1990: Pellow et al., 1985; Treit et al., 1993). As a result.
the number (or percentage) of open arm entries and the
time spent in open arms have been considered as indexes
of anxiety in rats (Pellow et al.. 1985: File. 1992: Cruz et
al., 1994) or mice (Lister, 1987). In turn, the number of
entries into the closed arms has been considered an index
of the animal’s motor activity (File, 1992: Cruz et al.,
1994).

The present results show that both chronic and acute
diazepam treatment increased the time spent in open arms
and the percentage of open arm entries {(Fig. 2, Tables ]
and 2, respectively) without changing the number of en-
tries into the closed arms (Tables 1 and 2). Since acute
treatment with L-NAME similarly increased the time spent
in the open arms of the elevated plus maze (Fig. 2a)
without changing the number of entries into the enclosed
arms (Table 2) this may be interpreted as an anxiolytic
effect.

The difference between the effect of diazepam and that
of acute 1-NAME administration on plus maze exploration
was quantitative rather than qualitative. Both drugs in-
creased one of the indexes of anxiety (time spent in the
open arms). However, only diazepam significantly in-
creased the percentage of entries into the open arms,
Therefore, the anxiolytic effect of diazepam was more
evident. However, it is not uncommon to find such a
dissociation between the two indexes (as in the case of
L-NAME) in the literature (Pellow et al., 1985). Neither
drug affected locomotion as represented by the total num-
ber of entries into the enclosed arms.

The anxiolysis induced by acute 1-NAME administra-
tion is unlikely to be due to 2 non-specific action of the
drug because acute treatment with either L-Arg or D-Arg
did not change the level of anxiety in the animals (Fig. 2a
and Table 2). Acute treatment with p-NAME also failed to
change the behaviour of the rats in the elevated plus maze.
Since D-NAME is unable to inhibit NO synthase activity,
the anxiolytic effect of L-NAME is likely to be mediated
by NO.

This view is supported by the present finding that brain
NO synthase activity was decreased in rats treated acutely
with 1-NAME (Fig. 1a). Brain NO synthase activity was
aiso reduced in vitro when either calcium was lacking or
when L-NAME was added to the incubation mixture of the
controf group, thus showing that the conversion of [ H} -
arginine to [*HlL-citrulline by the whole-brain ho-
mogenates was due to a calcium-dependent constitative
NO synthase.

Overall, the above resuits indicate that acute inhibition
of constitutive brain NO synthase has an anxiolytic effect
in rats in the elevated plus maze. Accordingly, Guimardes
et al. (1994) recently reported that microinjection of L-
NAME into the dorsal central grey of rats had an anxi-
olytic effect in the elevated plus maze. Similarly, Volke et
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al. (1995) reported that, depending on the dose. acute
L-NAME administration caused anxiolysis. At a low dose
{1 mg kg~ ') no effect was observed. This may reflect a
lack Of Drain NO synliase mubsuon by L-NAME al low
doses (Fig. 1a). In contrast, these authors noticed anxioly-
sis only with 10 but not with 20 me - kg™ of L-NAME.
We have no satisfactory explanation for the discrepancy
between these results and ours (Fig. 2a) since we did
observe anxiolysis once a significant acute brain NO syn-
thase inhibition was reached. Interestingly, acute inhibition
of NO synthesis in the mouse counteracts the anxiclysis
induced by chlordiazepoxide in the elevated plus maze
test, thus suggesting an anxiolytic action for NO {Quock
and Nguyen, 1992). Except for the species differences, the
reasons for this discrepancy are not clear.

Nitrate and nitrite anions are the NO breakdown prod-
ucts (Vincent, 1994). The reduced serum nitrate levels we
now observed in animals chronically treated with L-NAME
indicate the effectiveness of this treatment to produce
widespread inhibition of NO synthesis. However. the anxi-
olysis induced by acute treatment with L-NAME was not
observed after chronic treatment. even though the animals
showed a reduced brain NO synthase activity (Fig. 1b} and
a reduction in serum NOS and NO; levels. Although
isolation might interfere with the behaviour of a rat in the
elevated plus maze test (Vasar et al., 1993), it does not
explain the difference observed between acute and chronic
treatment with L-NAME, since there was no significant
difference in the "me both control groups spent in the
open arms. Whether animals treated chronically with 1~
NAME develop tolerance to the anxiolysis induced by NO
synthesis inhibition remains to be investigated.

in our laboratory, chronic NO synthesis inhibition by
L-NAME administration in the drinking water has been
established as an animal modeal of hypertension (Ribeiro et
al., 1992). Nevertheless, anxiolysis induced by acute t-
NAME does not seem o be due to mean arterial pressure
elevation. since chronic L-NAME administration similarly

raised mean arterial pressure values, but failed to change ==

the fevel of anxiety of the animals (Fig. 2 and Table 1). In
addition, two-kidney one-clip hypertension failed to change
the behaviour of rats in the elevated plus maze test (Table
3). There is evidence that high blood pressure can be
induced by genetic predisposition associated tc environ-
mental factors such as salt intake, physical inactivity and
psychological stress (Williams et al.. 1991). However, the
reverse may not be true since the renovascular hyperten-
sive rats displayed the same level of anxiety in the ele-
vated plus maze as did the sham-operated group. Indeed,
hypertension per se does not affect the level of fear in
spontancously hypertensive rats submitted 1o the elevated
plus maze test (Rosa et al., 1994).

The presence of constituiive NO synthase has been
described in the amygdala (Vincent. 1994) and in the
dorsal central grey {(Onstott et al., 1993). These areas
belong to the so-called brain aversive system which com-

mands defensive behaviour and elaborates aversive emo-
tional and motivational states and has been proposed as a
main peural substrate of fear and anxiety (Graeff. 1990
Graell el al.. 1993} Indeed. L.-NAME has an anxiolytic
effect in rats when microinjected into the dorsal central
erey (Guimardes et al.. 1994). Since. in the present study,
the same drug was administered systemically, we do not
yet know what brain structures are involved in the anxioly-
sis observed following acute t-NAME treatment.

There is increasing evidence that NO is a neuromodula-
tor /neurotransmitter which plays an important role in
anxiety in rodents. Whether the finding that the anxiogenic
effect of NO, present only in acute studies. indicates that it
may not be an important mediator of this phenomenon
remains to be further investigated.
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