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“O conhecimento é a unica riqueza que,
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RESUMO

O cortex insular (CI) € uma estrutura que interliga varias regides do encéfalo. Tem sido
reportado como importante modulador das emogdes por suas ligagdes com estruturas limbicas
e foi associado a modulacdo do comportamento ansioso. O glutamato é o principal
neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso central e sua associa¢do com o éxido nitrico
(NO) e a enzima guanilato ciclase soluvel (sGC) esta bem descrita na literatura. Dentre 0s
receptores para o glutamato, destaca-se, neste estudo, o receptor N-methyl D-aspartato
(NMDA) pois esta relacionado com o influxo de célcio e com a via de sinalizacdo 6xido nitrico
— guanosina monofosfato ciclico (NO/GMPc). O antagonismo do receptor NMDA e de sua via
de sinalizacdo pode demonstrar o envolvimento do CI na neuromodulacdo da ansiedade. Assim,
0 objetivo deste projeto é o estudo deste mecanismo afim de estabelecer relacdo entre o
comportamento modulado pelo Cl e a acdo glutamatergica. As desordens de ansiedade (DA)
sdo a segunda maior causa de incapacidade trabalhista apresentando alta incidéncia e
prevaléncia a nivel mundial, além de ndo haver diagnosticos diferenciais e exames laboratoriais
para os diferentes tipos de desordem, sendo assim um ponto alarmante para as ciéncias da satde
atualmente. Foram utilizados ratos da espécie Wistar, machos, submetidos a estereotaxia para
canulacdo do cortex insular, onde as drogas foram administradas diretamente, e em seguida foi
realizado o teste do labirinto em cruz elevado (LCE) e o teste de campo aberto (CA), ambos
testes consagrados para avaliacdo do comportamento dos ratos. O registro de imagens e a
contagem de entradas e saidas do LCE contou com o auxilio de um software de gravacao
(AnyMaze). Os animais foram divididos em grupos onde cada um recebeu um tipo de droga,
além do grupo naive e do controle. Apo6s o experimento foi realizada a retirada do cérebro que
foram cortados num criostato e analisados quanto ao sitio de injecdo das drogas. A anéalise
estatistica (Kruskall-Wallis) demonstrou ndo haver diferenca estatistica significativa no nimero
de entradas e saidas do labirinto, bem como no tempo de permanéncia do animal no centro ou
nas periferias do teste de CA. Entretanto, analises descritivas mostraram alguns pontos
interessante. Problemas foram encontrados no percurso dos experimentos, influenciando
negativamente os resultados. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em
Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

PALAVRAS-CHAVE: Ansiedade, cortex insular, NMDA, Oxido Nitrico, GMPc.



ABSTRACT

The insular cortex (IC) is a structure that connects many regions of the brain. It has been
reported as an important modulator of emotions due to its links with limbic structures and has
been associated with the modulation of anxiety-like behavior. Glutamate is the main excitatory
neurotransmitter in the central nervous system and its association with nitric oxide (NO) and
the enzyme soluble guanylate cyclase (sGC) is well described in the literature. Among the
receptors for glutamate, the N-methyl D-aspartate (NMDA) receptor stands out in this study
because it’s linked to the calcium influx and to the nitric oxide — cyclic guanosine
monophosphate (NO/cGMP) signaling pathway. The antagonism of the NMDA receptor and
it’s signaling pathway may demonstrate the involvement of IC in the neuromodulation of
anxiety. Thus, the objective of this project is to study this mechanism, in order to establish a
relationship between the behavior modulated by IC and the glutamatergic action. Anxiety
disorders are the second leading cause of work disability, with a high incidence and prevalence
worldwide, in addition to the lack of differential diagnoses and laboratory tests for the different
types of disorder, thus being an alarming point for the health sciences. currently. Male Wistar
rats was used in these experiments which is based on stereotaxis surgery for cannulation of the
insular cortex, where the drugs were administered directly, and then submitted to the elevated
plus maze test and the open field test, for evaluation of the rat’s behavior. The recording of
images and counting of inputs and outputs of the LCE was supported by a recording software
(AnyMaze). The animals were divided into groups where each received a type of drug, in
addition to the naive and control groups. After the experiment, the brain was removed, cut in a
cryostat and analyzed for the determination of the drug injection site. Statistical analysis
(Kruskall-Wallis) showed no statistically significant difference in the number of entries and
exits of the maze, as well as in the length of animal staying in the center or in the periphery of
the open field. However, some descriptive analyses showed some interesting points. Some
problems were found in the course of the experiments, negatively influencing the results also.
The experimental protocol was approved by the Animal Use Ethics Committee (CEUA) of the
Federal University of Lavras (UFLA).

KEYWORDS: Anxiety, insular cortex, NMDA, Nitric Oxide, cGMP
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1 INTRODUCAO

Ansiedade é uma resposta comportamental que se caracteriza pela aversdo ao
desconhecido (CRASKE et al., 2009). H4 uma reagdo desproporcional a iminéncia de uma
ameaca, na auséncia de perigo real, diferenciando-se do medo, por assim dizer (SHIN;
LIBERZON, 2010; SYLVERS; LILIENFELD; LAPRAIRIE, 2011). Esta resposta
comportamental desencadeia rea¢Ges autondmicas e hormonais como elevagdo da pressao
arterial e frequéncia cardiaca, aumento da liberacdo do cortisol e da adrenalina, além de reacGes
defensivas e variagdes cognitivas (MILAD; ROSENBAUM; SIMON, 2014).

O sistema limbico (SL) é um conjunto de estruturas relacionadas com a génese das
emocdes (CATANI;, DELL’ACQUA; THIEBAUT DE SCHOTTEN, 2013). Suas
interconexdes com o cortex insular (CI) foram demonstradas nos estudos de Paul Yakovlev, na
década de 40 e vem sendo estudadas para melhor compreensdo de sua interacdo (CHOW et al.,
2018; ROLLS, 2019).

O CI é uma estrutura cortical que atua como uma multiestacdo, integrando diversas
regides encefalicas (BENARROCH, 2019), onde o principal neurotransmissor excitatrio é o
glutamato, que age nos receptores ionotropicos e metabotrépicos (DORI et al., 1992;
RAMIREZ-LUGO et al., 2015). O receptor glutamatérgico ionotropico do tipo N-Metil D-
Aspartato (NMDA), localizado no terminal pos sinaptico, se liga ao glutamato e essa ligacédo
neurotransmissor/receptor, resulta no influxo de célcio que, por sua vez, se liga a uma proteina
celular receptora, a calmodulina, ativando a enzima 6xido nitrico sintase neuronial (nNOS) que
converte a L-arginina em oOxido nitrico (NO), no sistema nervoso central (SNC)
(CHACHLAKI; PREVOT, 2019; GARTHWAITE; CHARLES; CHESS-WILLIAMS, 1988).
Uma vez produzido sob demanda, o gas NO se ligara a guanilato ciclase soltvel (sGC) que
convertera a guanosina trifosfato (GTP) em monofosfato ciclico de guanosina (GMPc),
ativando o sistema de proteina quinases, atuando como segundos mensageiros (ESPLUGUES,
2002; GARRY et al., 2015). Parte deste NO agira de forma retrdgrada, voltando pela fenda
sinaptica e aumentando a liberacdo de glutamato na fenda (GARTHWAITE, 2019).

A interacdo entre a neurotransmissdo glutamatérgica e nitrérgica, em diversas regides
encefélicas, inclusive no Cl (MENDEZ-RUETTE et al., 2019) é alvo de estudos
comportamentais (LISBOA et al., 2015; ZHOU et al., 2011).
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Ansiedade

Ansiedade pode ser definida como um estado de aversao ao desconhecido, onde nota-
se intensificacdo do medo na auséncia de perigo real (SHIN; LIBERZON, 2010), que induz
respostas emocionais a ameagas potencialmente nio-identificadas (MENDEZ-RUETTE et al.,
2019a), desencadeando reagBes comportamentais, hormonais e autonémicas (ANDERSON;
ADOLPHS, 2014; DAVIS et al., 2010; DAVIS; WHALEN, 2001; LEDOUX, 2000, 2014). E
um estado de antecipagdo sobre a percepcdo de ameacas futuras, sendo essa antecipacédo
desproporcional ao risco ou perigo representado.

Diversos autores demonstraram que, apesar das semelhancas, medo e ansiedade séo
emocdes diferentes (SHIN; LIBERZON, 2010; SYLVERS; LILIENFELD; LAPRAIRIE,
2011) entretanto ambos provocam respostas comportamentais defensivas que evoluiram para
permitir que o organismo evite ou reduza danos e assim sobreviva (TOVOTE; FADOK;,
LUTHI, 2015). O medo é resultante da percep¢do de um perigo iminente, proveniente de um
estimulo real e reconhecido (CRASKE et al., 2009).

Padrdes comportamentais relacionados a medo e ansiedade podem ser observados em
muitas espécies animais, o que reflete sua importancia como fator de sobrevivéncia, pois gera
adaptacdes que protegem o animal de um ambiente potencialmente nocivo (TOVOTE;
FADOK; LUTHI, 2015). Ja foi demonstrado que, em humanos, a ansiedade crénica tem uma
alta prevaléncia (BAXTER et al., 2013; CRASKE et al., 2017; TOVOTE; FADOK; LUTHI,
2015), portanto desenvolver novas estratégias e testes laboratoriais para diferenciar
qguimicamente os tipos de desordens do SNC faz-se necessario, além de novos estudos que
fundamentem o medo e a ansiedade em modelos animais, para melhor compreensdo dos
eventos ali envolvidos, contribuindo para novas diretrizes terapéuticas (TOVOTE; FADOK;
LUTHI, 2015).

Na vida adulta, medo transitério e ansiedade podem emergir de periodos de vida
estressantes, mas para serem diagnosticados como desordens de ansiedade (DA), devem
persistir por um periodo longo de tempo, por exemplo, nos Gltimos seis meses (CRASKE et al.,
2017; CRASKE; STEIN, 2016; THIBAUT, 2015).

Desordens de ansiedade (DA) séo as condi¢des de doengas mentais de maior prevaléncia
global (KESSLER et al., 2005). Estima-se que 69,1 milhdes de pessoas sejam afetadas por
algum tipo de DA, num periodo de 1 ano, considerando todas as faixas etarias (CHARLSON et
al., 2019; SILVA et al., 2020; WITTCHEN et al., 2011), sendo comumente observadas na
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adolescéncia (SILVA et al., 2020). As DA séo o sexto principal fator de risco para incapacidade
trabalhista, tanto em paises de alta quanto de baixa renda per capita (KESSLER et al., 2009),
sendo que a ansiedade esta associada a altos custos pessoais e sociais relacionados a assisténcia
priméria de salde, déficit no trabalho e prejuizos no relacionamento social, chegando a custar
mais de 40 bilhdes de dblares, ao longo da década de 90, nos Estados Unidos (KESSLER et al.,
2009). DA possuem forte hereditariedade e estima-se uma herdabilidade entre 30% e 50%,
baseando-se em dados de estudos investigando gémeos (SHIMADA-SUGIMOTO; OTOWA,
HETTEMA, 2015). Estima-se que 1 em cada 14 pessoas atenda aos critérios de diagndstico de
algum tipo de DA (BAXTER et al., 2013).

O quadro sintomatoldgico caracteristico das DA geralmente se manifesta na infancia,
adolescéncia ou inicio da vida adulta (KESSLER et al., 2009) e embora menos frequente,
podem se manifestar tardiamente, na vida adulta (CRASKE et al., 2017) e o inicio do quadro
pode variar de acordo com o tipo de DA (CRASKE et al., 2017).

As caracteristicas essenciais das DA sdo: medo excessivo e duradouro, aversdo e anseio
a ameacas perceptiveis e ataques de panico (CRASKE; STEIN, 2016), sendo que podemos
distinguir medo especifico de ansiedade especifica baseando-nos na iminéncia da ameaca real,
das quais o gatilho do medo é a resposta de luta ou fuga até que a ameaca em si seja removida
(CRASKE et al., 2017; PERKINS; KEMP; CORR, 2007). Em contraste, as respostas de
ansiedade especifica sdo devidas a ameacas distantes, incertas e interpessoais, tendendo a serem
bem mais duradouras (CRASKE et al., 2017), observando-se intensificacdo das respostas
fisioldgicas de medo e aversdo, mesmo na auséncia de um perigo real (SHIN; LIBERZON,
2010).

De acordo com o Manual Diagnoéstico e Estatistico das Desordens Mentais, quinta
edicdo (DSM-V), atualmente sdo consideradas DA os quadros de: ansiedade de separacéo,
mutismo seletivo, fobias especificas, sindrome de ansiedade, sindrome do panico, agorafobia,
sindrome de ansiedade generalizada, transtorno obsessivo compulsivo, ansiedade induzida por
uso de substancias e medicamentos e ansiedade inerente & condigdes méedicas (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013), podendo estar associadas também a quadros de
depressdo (CRASKE; STEIN, 2016; GOODWIN, 2015). Ha evidéncias de que exista uma
sobreposicao dos circuitos neurais da depressdo, ansiedade e transtorno obsessivo compulsivo
demonstrando que quadros de ansiedade e depressdo podem estar associados e que o tratamento
tem efeito positivo em ambas (GOODWIN, 2015).

Ansiedade aguda é fisiologica e necessaria, uma vez que premedita situacdes de perigo

(GRAEFF, 2007). Entretanto pode ocorrer de forma cronica e desmedida, gerando respostas
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adaptativas inadequadas e até transtornos psiquiatricos, se tornando patoldgica (GRAEFF,
2007).

Individuos diagnosticados com DA, como transtorno pés-traumatico, sindrome do
panico, agorafobia ou desordem de ansiedade social, ao serem expostos ao estimulo de medo,
apresentaram ‘“‘comportamentos de seguran¢a”, os quais resultaram no impedimento do
cessamento dos mecanismos neurais do medo (LOVIBOND et al., 2007).

Estudos com roedores demonstram que o medo condicionado (DUITS et al., 2015;
DUNSMOOR; PAZ, 2015) e deficit no controle da proporcéo deste medo sdo, em hipotese,
contribuintes para o desenvolvimento de ansiedade (MILAD; ROSENBAUM; SIMON, 2014).
Agregando-se o0s estudos por imagem, que sugerem grande semelhanca entre os circuitos de
extincdo do medo em humanos e roedores (DELGADO et al., 2008), ha a possibilidade de um

modelo comparativo comportamental entre as espécies.
2.2 Sistema limbico

Emocdes emergem de atividades coordenadas das regides cerebrais interligadas pelo
sistema limbico (CATANI; DELL’ACQUA; THIEBAUT DE SCHOTTEN, 2013), onde a base
comportamental e adaptativa para as respostas emocionais vem dos substratos fornecidos pelos
circuitos cortico-limbicos (KOVNER; OLER; KALIN, 2019).

Por definicdo, o sistema limbico (SL) pode ser considerado um conjunto de estruturas
corticais e subcorticais, interligadas morfologicamente e funcionalmente, correlacionando-se
com a memoria e as emogles (CATANI; DELL’ACQUA; THIEBAUT DE SCHOTTEN,
2013).

Inicialmente o termo “limbico” (do latim, fronteira) foi designado por Thomas Willis,
em 1664, para descrever uma borda cortical circular localizada acima do tronco cerebral
(ROLLS, 2015). Paul Broca, em 1878, defendia que a grande &rea limbica era uma estrutura
comum aos cérebros de todos os mamiferos e sua principal funcdo estava relacionada ao olfato,
embora também desempenhasse outras fungdes (CATANI; DELL’ACQUA; THIEBAUT DE
SCHOTTEN, 2013). Apés os relatos de Broca, diversos estudos foram conduzidos associando
as estruturas limbicas a aspectos comportamentais e emocionais (ROLLS, 2015; WALTER B
CANNON, 1927). Estudos posteriores contribuiram para a formulacdo do primeiro modelo
unificado que ligava acdo e percep¢ao as emogoes, o chamado “circuito de Papez”, proposto
por James Papez em 1937, propunha que as emog¢0es emergiam tanto de atividades cognitivas,
entrando no circuito atraves do hipocampo, quanto da percepcdo visceral e somatica,

adentrando o circuito atraves do hipotdlamo (PAPEZ, 1937). Estruturalmente o circuito incluia
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o hipotalamo, hipocampo, o nucleo anterior do talamo, o fornix, os corpos mamilares, o giro
cingulado anterior e suas interconecgdes, entretanto, ndo incluia a amigdala (PAPEZ, 1937).
Hipotetizou-se na época e posteriormente foram comprovados por novos estudos, inimeras
conexdes e participacdes de circuitos e regiGes cerebrais, nos processos envolvidos pelo
comportamento emocional (PESSOA; HOF, 2015) inclusive a participacdo da amigdala, lobo
temporal anterior, cortex orbito frontal e cortex insular (CI) como parte da rede que delimita as
emoc0es e a motivacdo (YAKOVLEYV, 1948). O cortex pré-frontal, o cortex cingulado, o cértex
entorrinal, o hipocampo, a substéncia cinzenta perigaquedutal, a amigdala e o hipotdlamo tem
sido reportados como parte do sistema limbico, por alguns autores (CHOW et al., 2018;
ROLLS, 2019).

Assim, uma complexa rede de estruturas subcorticais e corticais interligadas,
responsavel por conectar sensacdes viscerais e emocOes a reacGes comportamentais e
cognitivas, compde o sistema limbico (MESULAM, 2000).

H& uma tendéncia atual em se classificar o SL funcionalmente propondo que diferentes
areas e diferentes conexdes deste sistema estejam associadas na modulacdo das emocdes e da
memoria episodica, diferenciando-se em sistema limbico emocional (SLe), onde as principais
conexdes giram em torno do cortex cingulado anterior e sistema limbico de memoria (SLm),

onde as principais interconexdes giram em torno do hipocampo (ROLLS, 2019).
2.3 Cortex insular

A regido que corresponde a maior parte do cortex cerebral é denominada cortex pre-
frontal. Evolucionalmente, é a parte do cérebro que mais se desenvolveu em seres humanos
(SMAERS et al., 2011). Possui interligagdes com todo sistema limbico, ganglios da base,
talamo, amigdala e tronco cerebral (ONGUR; PRICE, 2000). Seu papel é fundamental na
modulacdo dos estimulos comportamentais, acdes cognitivas, areas da fala e linguistica, além
de exercer regulacdo sobre fungdes autondémicas e neuroenddcrinas (BENARROCH, 2019).

Anatomicamente, podemos dividir o cértex pré-frontal em trés regides: medial, ventral
(ou orbital) e lateral, sendo que a por¢éo lateral do cortex pre-frontal é também chamado de
cortex insular (Cl) (GOGOLLA, 2017). O cortex insular (Cl) é uma estacdo anatdmica que
integra regides corticais e subcorticais através de uma extensa rede conectiva, funcionando
como um centro cortical envolvido na interocepcdo, processamento sensorial multimodal,
controle autdbnomo, autoconsciéncia perceptual e orientacdo emocional do comportamento
social (BENARROCH, 2019). E responsavel pela modulacdo de reacBes comportamentais

como medo, ansiedade e depressdo, bem como respostas a agentes estressores externos sendo
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uma é&rea diretamente envolvida em processos sensitivos, cognitivos, motivacionais e
emocionais (GOGOLLA, 2017).

Em camundongos e ratos, se localiza logo acima da fissura rinal, lateralmente aos
hemisférios (RANJBAR; HATAM; NASIMI, 2015; SAPER, 1982). J& em humanos, esta
profundamente situado entre os sulcos cerebrais laterais (UDDIN et al., 2017) e é delimitado
pelas opérculas frontal, parietal e temporal, pelo sulco peri-insular e dividido em lobos anterior
e posterior pelo sulco insular central, podendo ter variagdes quanto as marcagdes anatémicas
dos giros (UDDIN et al., 2017; WYSIADECKI et al., 2018). Subdivisdes cito-arquitetdnicas
(composicdo celular) podem ser morfologicamente observadas, evidenciando trés &reas
distintas: Area granular, situada mais posteriormente, relacionada com a percepcéo do status
corporal geral, como temperatura, dor e sensacdo visceral. Area disgranular, situada
medialmente, responsavel por integrar interocepcao e propriocep¢do conectando, assim, acao e
emoc&o. Area agranular, anteriormente, relacionada com controle cognitivo e emocional, bem
como com o controle autondmico (BENARROCH, 2019).

Estudos recentes mostram que o CI de roedores, apesar da diferenca anatdmica com o
dos primatas ndo humanos e humanos, tem muitas fungdes em comum e essas semelhancas
podem prover o ponto de partida para se entender suas funcdes neuronais basicas, bem como
seu funcionamento ou mal funcionamento, sendo mais acessivel o estudo nestes animais
(GOGOLLA, 2017).

O CI funciona como uma interface que interliga aferéncias periféricas corporais e
emocBes (BENARROCH, 2019; NIEUWENHUYS, 2012). Em estudos conduzidos por Alves
e colaboradores, 2013, observou-se que ao ministrar um inibidor sinaptico inespecifico no Cl
de ratos Wistar, cloreto de cobalto (CoCl2), houve reducdo do tempo de paralisia, bem como
dos valores médios da pressdo arterial e da frequéncia cardiaca, no modelo de medo
condicionado ao contexto, demonstrando o envolvimento do CI na modula¢do comportamental
e autondmica (ALVES et al., 2013a).

Tanto em humanos quanto em roedores, o Cl é frequentemente reportado por ser
superativado em processos de medo (GEHRLACH et al., 2019), ansiedade (MENDEZ-
RUETTE et al., 2019a) e emoc0es negativas (CHANG et al., 2015).

Recentemente, demonstrou-se o envolvimento direto do CI de roedores na modulagéo
da ansiedade, ministrando um inibidor seletivo dos receptores AMPA, através microinjeccoes
diretas em distintas regides do CI (granular, agranular e disgranular) e expondo os roedores ao
teste do labirinto em cruz elevado (LCE), observando efeitos ansioliticos (MENDEZ-RUETTE
et al., 2019a).
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Estudos tém correlacionado o Cl com as DA (DAMSA; KOSEL; MOUSSALLY, 2009),
onde parece desempenhar papel fundamental em sua patofisiologia e, embora essa correlacdo
esteja estabelecida (DENNIS et al., 2011), a neurotransmissdo e o envolvimento do CI no
comportamento ainda ndo estdo elucidados (ALVES et al., 2013b), sendo fundamentais os
modelos de estudos em animais (MENDEZ-RUETTE et al., 2019a).

2.4 Neurotransmissao glutamatérgica e sistema nitrérgico

Os neurotransmissores tornam possivel o envio e recebimento de informacoes, sejam
elas centrais ou periféricas, somaticas ou autbnomas, aferentes ou eferentes. Para cada
neurotransmissor existe um sistema de receptores, mensageiros e eventos em cascata que, de
forma direta ou indireta, garante que as acdes possam se difundir (KREBS.; WEINBERG.;
AKESSON., 2013).

O glutamato, sintetizado a partir da glutamina ou da transaminagdo do alpha ceto
glutarato no ciclo de Krebs, é o principal neurotransmissor excitatério no SNC (FLECK et al.,
1993; KHODOROQV, 2004). Esta relacionado com dois tipos de receptores: 0s ionotrépicos,
subdivididos em Alfa-Amino-3-Hidroxi-Metil-5-4-1soxozolpropidnico (AMPA), Kainato (AK)
e N-Metil D-Aspartato (NMDA), e os metabotrépicos (MGIUR), associados a proteina G,
subdivididos em 3 tipos: Tipo 1 (mGIuR 1 e 5), tipo 2 (MGIuR 2 e 3) e tipo 3 (MGIuR 4,6, 7 ¢
8) (HANSEN et al., 2018; TRAYNELIS et al., 2010).

O oxido nitrico (NO) é obtido pela metabolizacdo da L-arginina pela enzima 6xido
nitrico sintase (NOS). Ha trés subtipos de NOS conhecidos na literatura: Oxido nitrico sintase
induzivel (iNOS), 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) e 6xido nitrico sintase neuronial
(NNOS) (MICHEL; FERON, 1997; NAKASHIMA et al., 2003; NATHAN, 1997). A nNOS é
amplamente encontrada em encéfalos de mamiferos, sendo diretamente relacionada com a
neurotransmissdo e sinalizacdo nitrérgica cerebral bem como a formacdo de NO cerebral
(GARTHWAITE, 2016).

A descoberta da atividade central do NO é recente. Na década de 70, Garthwaite se junta
ao Conselho de Pesquisas Médicas e conduz estudos utilizando células de Purkinge, no
cerebelo. A grande expressdo de monofosfato de guanosina ciclico (GMPc) nessa estrutura
possibilitou que se estudasse a relacdo da producdo desse nucleotideo com a presenca de
neurotransmissores. Observando-se um aumento da expressdo de GMPc quando h& maior
presenca de neurotransmissores excitatorios e uma redugdo da expressdo na presenca de

neurotransmissores inibitérios. Teorizou-se, portanto, que a atividade da enzima guanilato
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ciclase (GC), que faz a conversdo do monofosfato de guanosina em um nucleotideo ciclico,
guardava relacdo com receptores excitatérios (BIGGIO; GUIDOTTI, 1976).

Estudos posteriores, utilizando-se de microinje¢des de glutamato administradas in vitro,
estabeleceram a participacio do ion calcio (Ca?*) nesse processo (FERRENDELLI; CHANG;
KINSCHERF, 1974; GARTHWAITE, 2019).

Partindo destes achados, estabelecendo sua conexdo excitatdria e calcio-dependente,
estudos direcionados aos receptores do tipo NMDA foram conduzidos com intuito de
estabelecer sua relagdo com o NO e com a GMPc. Descobriu-se, apos os estudos de Gathwaite,
que o receptor NMDA, ao ligar-se ao glutamato e receber o influxo de célcio, liberava o fator
de relaxamento derivado do endotélio (EDRF), que foi elucidado nos estudos de Furchgott &
Ignarro, como o gas NO (GARTHWAITE, 2019). Também ficou demonstrado que o sistema
Ca?*- calmodulina esta intimamente relacionado com a nNOS localizada no terminal pos
sinaptico (BREDT et al., 1991).

O NO formado pela mediacdo da nNOS age como um sinalizador neuronal e também
como um transmissor atipico, responsavel por processos de regulacdo do fluxo sanguineo do
SNC (GARRY et al., 2015). Com a difusdo do NO para o terminal pré-sinaptico, ha ativacao
da guanilato ciclase solivel (sGC) (ESPLUGUES, 2002), que catalisa a producdo de
monofosfato de guanosina ciclico (GMPc) (GARRY et al., 2015) e pode modular a liberacdo
de neurotransmissores e segundos mensageiros (TAQATQEH et al., 2009), entre outras
funcdes.

A neurotransmissdo glutamatérgica estd diretamente relacionada com o sistema
nitrérgico e com a isoforma éxido nitrico sintase neuronial (nNOS) (CHACHLAKI; PREVOT,
2019; GARTHWAITE, 2016). A ativagao dos receptores NMDA culmina no influxo de célcio
(Ca?") que ativa a nNOS, levando a sintese de 6xido nitrico (NO) (CHACHLAKI; PREVOT,
2019; GARTHWAITE; CHARLES; CHESS-WILLIAMS, 1988), conforme ilustrado na Figura
1.
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Figura 1 - llustracdo da via de ativacdo de receptores NMDA e cascata de reacdes NO/GC.
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Legenda: No neurbnio pré-sindptico ocorre a despolarizacdo da membrana pré-sinaptica, levando a
exocitose das vesiculas contendo glutamato. Apds liberado na fenda sinéptica, o glutamato interage com
seu receptor do tipo NMDA e leva ao influxo de Ca 2* no neurdnio pds-sinaptico. O complexo Ca % /
Calmodulina ativa a enzima éxido nitrico sintase neural (NOSn), que a partir da biossintese de L-
arginina em L-citrulina, forma o 6xido nitrico (NO). Uma vez formado, o NO se difunde pela membrana
pos sinaptica e atua de forma retrograda no neurdnio pré-sinaptico, interagindo com a guanilato ciclase
(GC), que através de reacOes dependentes de GMPc, leva a exocitose de novas vesiculas contendo
glutamato e assim, o ciclo se repete.
Fonte: Do autor (2022).

Inicialmente acreditava-se que o NO atuava como um segundo mensageiro, pois
neurotransmissores centrais geralmente acompanhavam o dogma de estarem armazenados em
vesiculas, esperando um potencial sinaptico. Atualmente sabemos que o NO, assim como 0
sistema endocanabindide, € um neurotransmissor atipico produzido sob demanda, que atua em
todo o encéfalo como um mensageiro intercelular, iniciando seus variados efeitos fisioldgicos
ativando receptores acoplados a GC, resultando na formacdo de GMPc (GARTHWAITE,
2019). Pode agir de forma retrograda, sendo produzidos a partir do terminal pds sinéptico e
atuando como marcadores pré-sinapticos a fim de aumentar a liberacdo de um neurotransmissor
especifico (GARTHWAITE, 2019). Para GARTHWAITE, 2019, o termo transmissor € mais
adequado que o termo neurotransmissor, uma vez que o NO age e é produzido também, fora
dos neurdnios.

A interacdo entre os sistemas glutamatérgico e nitrérgico tem se caracterizado como um
componente ativo no controle de diversos sistemas regulatérios, tanto autondémicos gquanto
comportamentais (LISBOA et al., 2015; ZHOU et al., 2011).

Foi constatada a presenca de terminais glutamatérgicos no Cl (DORI et al., 1992;
RAMIREZ-LUGO et al., 2015), bem como modulacdo da atividade barorreflexa pelos
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receptores NMDA do Cl (ALVES et al., 2009), demonstrando a presenca destes receptores
nesta regido.

Diante do exposto a hipotese desse estudo foi de que a inibicdo dos receptores
glutamatérgicos NMDA e ndo-NMDA, bem como da via NO/GMPc, no cértex insular de ratos,
interfere, de alguma forma, no comportamento observado no teste do labirinto em cruz elevado
(LCE) e do campo aberto (CA).

2.5 Modelos de experimentacdo animal

Modelos animais para ansiedade sdo baseados em situagdes de conflito, que podem
gerar estados aversivos (CAMPOS et al., 2013). O labirinto em cruz elevado (LCE) é o modelo
animal para ansiedade mais utilizado (CAMPOS et al., 2013). E um aparato que fica a cerca de
50 centimetros do solo, com 4 bracos e 4 lados que cruzam perpendicularmente entre si, sendo
um dos lados fechado e outro aberto. O teste consiste na tendéncia natural do roedor permanecer
nos bragos fechados. Assim, se compara o tempo de permanéncia em nos bracos abertos com
os bracos fechados, além do nimero de cruzamentos entre os lados (LISTER, 1987). Fatores
externos como iluminacdo, odores, luminosidade, ruidos e experiéncia prévia do animal podem
interferir diretamente nos resultados, sendo ideal a assepsia do aparato antes de cada teste, além
de um ambiente tranquilo e uso de animais que ndo tenham experienciado o teste previamente
(CAMPOS et al., 2013). O animal deve ser manejado de forma cuidadosa e colocado ao centro
do labirinto, com a face voltada para o lado fechado. Contabiliza-se entdo o tempo de 5 minutos
e € indicado que o animal esteja solitario neste momento, enquanto é monitorado por camera.
Este procedimento foi utilizado com sucesso em estudos que avaliaram drogas ansioliticas,
onde demonstrou-se um maior tempo de permanéncia do animal no braco aberto (PELLOW;
FILE, 1986).

O teste do campo aberto (CA) consiste na avaliacdo do aumento da atividade locomotora
do animal e também de sua capacidade exploratéria (PRUT; BELZUNG, 2003). O roedor é
colocado no centro de uma caixa quadrada fechada (60 x 60 cm), demarcada por 16 quadrantes
de 15 x 15 cm. Fatores externos podem influenciar o comportamento animal, assim como no
LCE. Logo, faz necessario os mesmos cuidados como a assepsia antes do uso de cada animal,
0 manejo cuidadoso, o ambiente calmo e a auséncia de pessoas na area de testes. Ha uma
tendéncia de roedores permanecerem nas quinas do aparato. Quando um efeito ansiolitico é
observado, o animal passa mais tempo no centro, mas quando muito agitados, percorrem o
aparato de forma desordenada (PRUT; BELZUNG, 2003), servindo entdo como um

contraponto ao teste do LCE, uma vez que, se 0 animal permaneceu por muito tempo no braco
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aberto e teve um elevado nimero de cruzamentos entre os bracos, o CA faz-se imprescindivel
para trazer evidéncias de que este comportamento possa ter ocorrido por mecanismos que
levaram uma excitabilidade excessiva do animal e ndo por mecanismos ansioliticos, de fato. E
contabilizado o tempo de permanéncia no centro, 0 nimero de quadrantes explorados e o tempo
de permanéncia nas quinas do aparato, para efeitos de comparacdo entre os grupos (PRUT,;
BELZUNG, 2003).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo geral revisar a literatura sobre a participacéo do
cortex insular na modulacdo da ansiedade (primeira parte) e estudar a inibicdo da via
glutamatérgica e sua interagdo com a neurotransmiss&o nitrérgica no CI de ratos submetidos ao

labirinto em cruz elevado e ao campo aberto (segunda parte).
3.2 Objetivos especificos

Foram objetivos especificos desta dissertacao:

a) Realizar, revisao da literatura relacionada ao processo de modulacao da ansiedade pelo
cortex insular produzidas em portugués ou inglés entre os anos de 2003 e 2021.

b) Avaliar a participacéo da neurotransmissao glutamatérgica no Cl, sob o comportamento
do animal frente ao LCE e ao CA, através da microinjecdo local de antagonistas especificos dos
receptores NMDA (LY235959) e ndo NMDA (NBQX).

c) Avaliar a participacao da neurotransmissdo nitrérgica no cértex insular, sob no CI, sob
o comportamento do animal frente ao LCE e ao CA, através da microinjecdo local de um
inibidor seletivo da enzima éxido nitrico sintase neural (NPLA), um sequestrador de NO

(Carboxi-PTIO) e um inibidor especifico da formacao de guanilato ciclase (ODQ).
4 HIPOTESE

A inibicdo dos receptores glutamatérgicos NMDA e ndo-NMDA, bem como da via
NO/GMPc, no cortex insular de ratos, interfere, de alguma forma, no comportamento deste

animal frente ao teste do LCE e do CA.
5 JUSTIFICATIVA

A ansiedade é um estado emocional subjetivo de apreensdo, acompanhado por
alteracdes fisiologicas, comportamentais e cognitivas, tais como taquicardia, sudorese, tensdo
muscular, irritabilidade e inquietacdo, dificuldade de concentracéo e perturbacdes do sono. No
inicio do século XX, os transtornos de ansiedade foram reunidos em um conceito vago de
neurose, estabelecido por Sigmund Freud, conceito este usado até meados de 1980, quando foi
publicado o0 Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais, elaborado pela American
Psychiatric Association. Em sua ultima edi¢cdo, 0 DSM-V classifica os transtornos de ansiedade

em classes nosologicas distintas de acordo com a sintomatologia, decurso temporal e resposta
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terapéutica, como: transtorno de ansiedade generalizada, transtorno de ansiedade social, fobias
especificas, transtorno do pénico, transtorno do estresse pds-traumatico, transtorno obsessivo-
compulsivo, entre outros, alguns deles podendo levar a incapacitancia do individuo.
Evolutivamente, a ansiedade é importante para a sobrevivéncia, uma vez que nos adverte do
perigo e, apesar do seu desconforto, € claramente um estimulo necessario para um 6timo
desempenho em muitas situacfes. A ansiedade pode ser considerada como uma emocao
“normal” e um componente adaptativo de respostas de estresse agudo sob circunstancias que
ameacam a integridade do individuo. Entretanto, se a ansiedade € desproporcional em
intensidade ou cronicidade, ou ndo é associada com algum risco real, pode constituir uma ma
resposta adaptativa ou mesmo um transtorno psiquiatrico. Dessa forma, o estudo dos
mecanismos neurais da resposta comportamental a ansiedade é imprescindivel para tentar
entender a génese das patologias psiquiatricas ou fisicas desencadeadas por ela, levando ao
desenvolvimento de novas drogas para o seu tratamento, uma vez que algumas classes utilizadas
atualmente, como a classe dos farmacos benzodiazepinicos pode causar diversos efeitos
colaterais extremamente complexos, entre eles, a tolerancia, a dependéncia, entre outros.
Apesar da relacdo entre o Cl e a ansiedade estarem bem estabelecidas, a interacdo dos
sistemas glutamatérgico e nitrérgico com este processo emocional ainda ndo esta claramente
descrito na literatura, carecendo de estudos que demonstrem 0s mecanismos neurais envolvidos

NO Processo.
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6 MATERIAL E METODOS

Para a parte experimental do trabalho, utilizamos 7 grupos experimentais, submetidos a
administragdo de farmacos anestésicos, antibidticos e analgésicos como procedimento para
cirurgia estereotaxica para canulacdo do cortex insular, excetuando-se apenas 0 grupo naive
que ndo foi submetido aos procedimentos cirdrgicos e nem a administracdo de farmacos
preparatorios. 5 dias ap0s, estes animais foram submetidos & microinjecdo de drogas
diretamente no cortex insular através de microinjecdes bilaterais, para estudo do bloqueio dos
receptores ionotropicos e das diferentes etapas da via NMDA/NO/GMPc, no cortex insular,
durante o teste do LCE e do CA. Apos os testes, o corante azul de Evans a 1% foi utilizado para
marcar os sitios ativos de injecéo e foi realizada eutanasia e retirada dos cérebros para corte no
criostato e a producdo de laminas para microscopia e analise posterior. Todo processo foi
detalhado minunciosamente nos topicos a seguir e foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso
Animal (CEUA) da Universidade Federal de Lavras (UFLA) de acordo com o protocolo 023/21.

Para a parte de revisdo de literatura, trata-se de uma pesquisa descritiva do tipo revisao
integrativa da literatura, que buscou responder quais as evidéncias sobre as funcfes do cortex
insular na modulacéo da ansiedade. A pesquisa foi realizada através do acesso online nas bases
de dados National Library of Medicine (PubMed MEDLINE), Scientific Electronic Library
Online (Scielo), Cochrane Database of Systematic Reviews (CDSR), Google Scholar,
Biblioteca Virtual em Saude (BVS) e EBSCO Information Services. Como critérios de
inclusdo, foram considerados artigos originais, que abordassem o tema pesquisado e
permitissem acesso integral ao conteudo do estudo, publicados no periodo de 2003 a 2021, em
inglés e portugués. A estratégia de sele¢do dos artigos seguiu as seguintes etapas: busca nas
bases de dados selecionadas; leitura dos titulos de todos os artigos encontrados e exclusdo
daqueles que ndo abordavam o assunto; leitura critica dos resumos dos artigos e leitura na

integra dos artigos selecionados nas etapas anteriores.
6.1 Animais

Foram utilizados 63 ratos da espécie Wistar, machos, com peso variando entre 280 e
320 gramas, alimentados com racdo granulada e dgua ad libidum, mantidos sob as mesmas
condicBes de ciclo claro e escuro 12 horas por 12 horas (sendo luzes acesas as 7:00 horas e
apagadas as 19:00 horas) e ambientacéo, onde ficaram confinados em caixas plasticas durante
todo periodo de experimentacdo. O manuseio e higienizacao foi realizado apenas pelo autor.

Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Lavras.
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6.2 Detalhamento dos grupos amostrais

Os 63 animais foram divididos em 7 grupos de 9 animais onde cada grupo passou pelo
mesmo procedimento, inclusive pelos protocolos pré e pds cirdrgicos, com exce¢do do grupo
controle.

GRUPO 1 - Naive, sem cirurgia de estereotaxia.

GRUPO 2 - Controle, diluentes das drogas. Liquido cefalorraquidiano artificial (aCSF) ou
dimetilsulféxido (DMSO).

GRUPO 3 - LY235959, antagonista de receptor de glutamato NMDA (N-metil-D-aspartato).
GRUPO 4 - NBQX, antagonista de receptor de glutamato ndo-NMDA (N-metil-D-aspartato).
GRUPO 5 - N-propil-l-arginina (NPLA), inibidor especifico da nNOs (6xido nitrico sintase
neural).

GRUPO 6 - Carboxi-PTIO, sequestrador de NO (6xido nitrico).

GRUPO 7 - ODQ, inibidor especifico da formacéo da guanilato ciclase.

6.3 Técnica de implante de canulas guias no cortex insular

Cinco dias antes dos experimentos, os animais foram anestesiados para este
procedimento cirdrgico com tribromoetanol na dose de 250 mg/ kg, intraperitoneal (i.p.). Apos
a realizacdo da tricotomia na cabeca, os animais foram imobilizados em um estereotaxico para
animais de pequeno porte (Stoelting, Wood Dale, Illinois, USA) e foi injetado 0,3 ml de
lidocaina com vasoconstritor, via subcutdnea, na cabeca do animal, para anestesia local.
Utilizou-se o antisséptico Povidine ®, para assepsia da cabeca e entdo a calota craniana foi
exposta por meio de uma incisao na pele, de aproximadamente 1,5 cm. O peri6steo foi afastado
e retirado com peroxido de hidrogénio (H202) a 10%. Foi feita a assepsia local com solucéo
fisiologica (NaCl 0,9%) e algoddo. Todas as coordenadas para implantagdo das canulas no ClI
foram determinadas a partir do Atlas de Paxinos & Watson (PAXINOS; WATSON, 1997):
antero-posterior, +3,2 mm em relacdo ao bregma; lateral, +3,75 mm a partir do bregma; vertical,
-4,5 mm em relacdo ao bregma, com inclinagéo lateral de 0° e incisivo = -3,3 mm. A perfuracao
do cranio (incisura) foi feita com auxilio de uma broca odontologica adaptada a uma
microrretifica, para a implantacdo bilateral das canulas guia no CI e para inserir um pequeno
parafuso fixador na calota craniana. Essas canulas foram feitas a partir de segmentos de agulha
hipodérmica com 13 mm de comprimento e 0,55 mm de didmetro externo, 24G. As cénulas e
o parafuso foram fixados ao cranio com resina acrilica autopolimerizavel. Mandris com 0,2 mm

de diametro externo e 13 mm de comprimento foram introduzidos nas canulas para prevenir
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eventuais obstrucdes durante o periodo de recupera¢do pos-cirdrgico dos animais. Como
medida profilatica, apds a cirurgia, os animais receberam 80.000 Ul de Pentabiotico Veterinario
(Fort Dodge, Sao Paulo, Brasil) aplicados em 0,3 mL por via intramuscular (i.m.) e 2,5 mg/Kg
de analgésico e anti-inflamatorio ndo esteroidal Flunixina Meglumina (Banamine®, Schering
Plough, Brasil), por via subcutanea (s.c) (ALVES et al., 2010).

6.4 Descri¢do dos farmacos utilizados

Foram utilizados os seguintes compostos: aCSF, DMSO, tribromoetanol (SIGMA,
EUA), uretana (SIGMA, EUA), LY235959 (TOCRIS, EUA, antagonista de receptores NMDA
de glutamato), NBQX (TOCRIS, EUA, antagonista de receptores ndo-NMDA de glutamato);
N-Propil-L-arginina (N-propil, TOCRIS, EUA, inibidor seletivo da nNOS), Carboxi-PTIO
(TOCRIS, EUA, sequestrador de NO); ODQ (inibidor especifico da formacgdo da guanilato
ciclase); Pentabidtico veterinario (Fort Dodge, Campinas, SP, Brasil) e analgésico ndo-
esteroidal flunexina meglumina (Banamine®, Schering Plough, Brasil).

6.5 Aplicacao dos testes
6.5.1 Labirinto em cruz elevado

O teste foi realizado em um LCE de madeira, elevado 50 cm do solo e formado por dois
bragos abertos (50 x 10 x 40 cm) que formam uma cruz com dois bragos fechados (50 x 10 x
40 cm). Dez minutos ap6s administrar a droga, cada animal foi colocado por 5 min no LCE,
com a face voltada para um dos bracos fechados. Foi realizada apenas uma sessdo por animal
para evitar habituacdo. Para analise comportamental, a sessdo foi filmada por uma camera
digital e analisada com o auxilio do software AnyMaze (Stolelting, EUA). Foram analisados 0s
seguintes parametros: o numero de entradas nos bracos fechados e a porcentagem de entradas

e de tempo gasto nos bracos abertos do LCE.
6.5.2 Campo aberto

O teste foi realizado numa caixa quadrada de madeira com 60 cm de altura e 60 cm de
profundidade demarcada com 16 quadrantes de 15 x 15 cm. Os animais eram colocados no
centro apos a assepsia do aparato, logo apos serem submetidos ao LCE, e permaneceram & por
5 minutos, sendo realizada uma sessdo por animal, que foi filmada por uma camera digital e

analisada posteriormente com auxilio do software AnyMaze (Stolelting, EUA).
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6.6 Microinjecdo de drogas no cortex insular

A agulha injetora (12 mm, 33 G, SmallParts, Lagos de Miami, FL, EUA) utilizada para
microinjecdo das drogas no Cl, foi confeccionada um milimetro mais longa em relacdo a canula
guia fixada ao cranio e foi conectada a uma seringa de 2 pl (7002-KH, Hamilton Co., Reno,
NV, EUA) através de um tubo de polietileno (PE-10). Apds os 10 minutos do registro
cardiovascular basal, ainda em sua home cage, a agulha injetora foi inserida na canula guia para
a injecdo da droga ou veiculo. As drogas foram injetadas nas duas canulas (uma por vez) em
um volume de 100 nL para cada canula. Apo6s a injecdo, foi aguardado 30 segundos e a agulha
foi retirada e inserida na segunda canula guia para microinjecdo no Cl contralateral. Apos a
microinjecdo e decorrido mais 10 minutos, o animal foi inserido no LCE por 5 minutos e logo
em seguida no CA, por mais 5 minutos (ALVES et al., 2013; HAN et al., 2015; ADAMI et al.,
2017; BARRETO-DE-SOUZA et al., 2017; GOMES-DE-SOUZA et al., 2020).

6.7 Determinacdo anatdmica dos sitios de injecdo de droga no cértex insular

Ao final de cada experimento, cada animal foi anestesiado com uretana (1,2 mg/kg™)
por via intraperitoneal. Foi injetado 100 nL do corante azul de Evans (1%) por microinjecao,
seguindo a canulacdo do cértex insular, por onde os farmacos foram injetados. Para o
procedimento de perfusdo, o coracdo foi exposto por meio de uma incisdo na caixa toracica a
fim de bloquear a aorta com uso de uma pin¢a hemostatica. A agulha de perfusdo foi entdo
introduzida no ventriculo esquerdo. Uma incisdo no atrio direito foi feita para dar vazéo ao
sangue e ao perfusado. Inicialmente, 20ml de solucéo fisioldgica (NaCl 0,9%) foi injetada e
logo em seguida injetou-se a solucdo tamponada de formalina, 10% no ventriculo esquerdo.
Com o animal perfundido, utilizou-se de uma guilhotina para a remocao da cabeca e a calota
craniana foi aberta para o cérebro retirado que, por sua vez, foi colocado em solucdo tamponada
de formalina a 10% para conservacao e fixacdo. Apds 1 semana, os cérebros foram submetidos
a cortes coronais com auxilio de um criostato. Uma analise microscopica utilizando o atlas de

Paxinos e Watson (1997) como referencial, foi realizada para averiguagéo dos sitios de injecao.
6.8 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média £ EPM. O intervalo de confianga (IC) adotado
foi de 95%, o nivel de significancia (o) foi de 5% e o nivel descritivo (p) foi menor ou igual a

0,05. Assim, para a teoria de hipoteses estabelecemos a hipotese nula, de que nao ha diferencas
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estatisticas entre os grupos, se p > 0,05 ou a hipotese alternativa, de que ha diferencas
estatisticas entre os grupos, se p < 0,05.

Para analise dos dados, utilizou-se o software GraphPad© Prism®. Um conjunto de
estatisticas descritivas foi realizado para averiguacao dos dados e identificacdo e exclusdo dos
outliers. O teste de normalidade de dados Shapiro-Wilk, foi empregado. Como os dados néo
eram paramétricos, adotou-se o teste H, de Kruskal-Wallis, com post hoc de Dunn, para
verificar se houve diferencas entre os animais NAIVE, aCSF e DMSO, uma vez ndo
encontradas diferencas, os animais foram agrupados num unico grupo controle para efeito de
comparacdo. O mesmo procedimento foi adotado para comparacao entre os grupos (controle vs
tratamento farmacoldgico). Os dados analisados para o LCE foram o numero de entradas no
braco aberto, tempo de permanéncia no braco aberto e nimero de cruzamentos e tempo de
permanéncia no centro. Para o CA foram analisados o tempo de permanéncia no centro e o

tempo de permanéncia na periferia.
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7 DESCRICAO DOS PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Figura 2 - Cronologia dos protocolos experimentais

Cirurgia Experimento LCE + CA Histologia Analise Analise
estereotaxica para Eutanasia, coloragdo do do Encéfalo dos sitios dos dados
implante das canulas || local de injegdo, extracdo e de injecao
no Cortex Insular fixacdo dos encéfalos ‘ l
| I 9 l I
Dia 1 Dia 6 Dia 13

Pos-experimento

Legenda — No dia 1, foram realizadas as cirurgias estereotaxicas para implante de canulas no cértex
insular. No sexto dia, ocorreu o experimento de Labirinto em Cruz Elevada seguide Campo Aberto, com
a administracdo das drogas segundo os grupos previamente descritos. Posteriormente ao experimento,
os animais foram eutanasiados e 0s sitios de injecdo no cortex insular foram corados e logo em seguida
0s cérebros foram extraidos, conservados e fixados. Apoés sete dias foram feitas as ldaminas histoldgicas
do encéfalo. Em seguida foram analises dos sitios de inje¢do no cortex insular.

Fonte: Do Autor (2022).

7.1 Estudo da participacdo do CI nas respostas comportamentais ao LCE e ao CA

7.1.1 Efeito do tratamento do CI com LY235959, um antagonista de receptor NMDA,

sobre as respostas comportamentais durante a exposicdo ao LCE e ao CA

Estes experimentos tiveram por objetivo verificar o envolvimento de receptores
glutamatérgicos no Cl na modulacdo das respostas comportamentais ao LCE e ao CA. Para
tanto, foi utilizado o antagonista seletivo de receptores glutamatérgicos NMDA, LY235959
(1nmol/100nL) (FASSINI et al., 2015b; FERREIRA-JUNIOR et al., 2013).

7.1.2 Efeito do tratamento do Cl com NBQX, um antagonista de receptor ndo-NMDA,

sobre as respostas comportamentais durante a exposicdo ao LCE e ao CA

Estes experimentos tiveram por objetivo verificar o envolvimento de receptores
glutamatérgicos, no Cl, na modulacédo das respostas comportamentais ao LCE e ao CA. Para
tanto, foi utilizado o antagonista seletivo de receptores glutamatérgicos ndao-NMDA, NBQX
(1nmol/100nL) (FASSINI et al., 2015b; FERREIRA-JUNIOR et al., 2013).

7.1.3 Efeito do tratamento do Cl com NPLA, um inibidor seletivo da nNOS, sobre as

respostas comportamentais durante a exposi¢cdo ao LCE e ao CA

Estes experimentos tiveram por objetivo verificar o envolvimento da nNOS, no CI, na

modulacgéo das respostas comportamentais ao LCE e ao CA. Para tanto, foi utilizado o inibidor
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seletivo da enzima 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS), NPLA (1nmol/100nL) (FASSINI et
al., 2015b; FERREIRA-JUNIOR et al., 2013).

7.1.4 Efeito do tratamento do CI com Carboxi-PTIO, um sequestrador de NO, sobre as

respostas comportamentais durante a exposicdo ao LCE e ao CA

Estes experimentos tiveram por objetivo verificar o envolvimento do NO, no ClI, na
modulacdo das respostas comportamentais ao LCE e ao CA. Para tanto, foi utilizado o
sequestrador de O6xido nitrico, Carboxi-PTIO (1nmol/100nL) (FASSINI et al., 2015b;
FERREIRA-JUNIOR et al., 2013).

7.1.5 Efeito do tratamento do Cl com ODQ, um inibidor especifico da formacédo da
guanilato ciclase, sobre as respostas comportamentais durante a exposicdo ao LCE e ao
CA

Estes experimentos tiveram por objetivo verificar o envolvimento da enzima guanilato
ciclase, no CI, na modulacdo das respostas comportamentais ao LCE e ao CA. Para tanto, foi
utilizado o inibidor especifico da formacdo desta enzima, ODQ (1nmol/100nL) (FASSINI et
al., 2015b; FERREIRA-JUNIOR et al., 2013).

7.1.6 Efeito do tratamento do CI com liquido cefalorraquidiano artificial (aCSF) e com
dimetilsulféxido (DMSO), sobre as respostas comportamentais durante a exposi¢ao ao
LCEeao CA

O aCSF e o0 DMSO sé@o compostos neutros, conhecido por ndo interferirem em vias
sinapticas importantes para este estudo, utilizados como diluentes para as drogas em questao.
Estes experimentos tiveram por objetivo verificar se as respostas comportamentais ao LCE e
ao CA sofreram alguma alteracdo em funcdo do estimulo mecanico da microinjecao, servindo

de base comparativa para as drogas em analise (grupo veiculo).

7.1.7 Efeito do ndo - tratamento do CI. sobre as respostas comportamentais durante a

exposicdo ao LCE e ao CA

Estes experimentos tiveram por objetivo delimitar o padrdo normal das respostas
comportamentais ao LCE e ao CA, pois estes animais ndo passaram por nenhum procedimento
cirurgico (grupo naive), servindo de base comparativa para as drogas em analise.

A juncdo do grupo ndo-tratado (naive) e do grupo veiculo (aCFS e DMSO) foi
considerada o grupo controle.
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8 RESULTADOS
8.1 Determinacao dos sitios de injecao das drogas

Apdbs o corte histologico dos encéfalos foi verificado que as canulas que foram
direcionadas para o Cl ndo estavam posicionadas na area em estudo. Os erros ocorreram tanto
na altura das cénulas quanto na porcdo antero posterior ao cortex insular, como pode ser
observado na fotomicrografia abaixo.

Esses erros podem ocorrer por diversos motivos, entre eles: fixacdo errénea do animal
no estereotdxico; tamanho/peso dos animais; problemas na colocag&o da canula guia no mandril
do estereotaxico; erros de calculos para a colocacdo correta das canulas no SNC; entre outras.
Dessa forma, os resultados descritos abaixo, correspondem aos animais os quais as canulas
direcionadas ao Cl estdo fora da area. Grande parte dos animais tiveram um erro de
aproximadamente entre 1mm e 2mm do CI. Infelizmente ndo pode se considerar, utilizando-se
0 volume de injecdo de 100nl que a mesma atinja o CI. Dessa forma, como grande parte dos
sitios de injecdo estavam proximos, entre os animais e levando-se em consideracdo o volume
de espraiamento das drogas utilizadas, realizamos uma estatistica conjunta de todos os animais

as quais as canulas estavam entre 1 e 2 mm do CI.

Figura3 — Fotomicrografia representativa de uma seccdo coronal do cérebro de rato
demonstrando o sitio da microinjecdo na regido proxima ao cortex insular.

Legenda: cortex cingulado (Cgl), corpo caloso (CC), cortex orbital (CO), cortex insular (CI). Sec¢édo
coronal representativa da coordenada 4.20 mm em relacdo ao bregma de acordo com o atlas de Paxinos
e Watson (2006).

Fonte: Do autor (2022).
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8.2  Apresentacdo dos resultados estatisticos

Figura 4 — Representacdo grafica dos resultados relacionados ao teste do LC

A)ENTRADAS NOS BRAGOS ABERTOS DO LCE B) PERMANENCIA NOS BRAGOS ABERTOS DO LCE
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Legenda: Analise de variancia dos dados obtidos no teste do LCE. (A) refere-se ao nimero de entradas
nos bracos abertos. (B) refere-se ao tempo de permanéncia, sem segundos, ainda nos bracos abertos do
LCE. (C) refere-se ao nimero completo de cruzamentos pelo centro do LCE. (D) refere-se ao tempo
de permanéncia do animal, em segundos, no centro do labirinto. Dados expressos utilizando-se o erro
padrdo da média. O tempo total de teste foi de 5 minutos para cada animal.

Fonte: Do autor (2022).



36

Figura 5 — Representacdo grafica dos resultados relacionados ao teste do CA
A) PERMANENCIA NOCENTRODOCA B) PERMANENCIA NA PERIFERIA DO CA
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Legenda: Andlise de variancia dos dados obtidos no teste do CA. (A) refere-se ao tempo de permanéncia
do animal, em segundos, no centro do aparato. (B), por sua vez, refere-se ao tempo, em segundos, de
permanéncia na regido periférica do CA. Dados expressos utilizando-se o erro padrdo da média. O tempo
total de teste foi de 5 minutos para cada animal.

Fonte: Do autor (2022).

Tabela 1 — Apresentagdo do comparativo entre os grupos NAIVE, aCSF e DMSO, para
formacédo do grupo controle.

KRUSKAL-WALLIS

Multiplas comparacges entre os grupos NAIVE, aCSF e DMSO Vz:)lor Vﬂor
Entradas no braco aberto do LCE 0,7012 0,7636
Permanéncia no bracgo aberto do LCE 0,3328 2,289
Cruzamentos no centro do LCE 0,1480 3,852
Permanéncia no centro do LCE 0,4017 0,1923
Permanéncia na periferia do CA 0,7692  0,4687
Permanéncia no centro do CA 0,7692 0,4687

Legenda: Analise de variancia, de acordo com o teste de Kruskal-Wallis. O objetivo deste teste foi
verificar se o procedimento cirdrgico interferiria nos resultados dos testes comportamentais, isolando
entdo a administracdo de drogas. Nota-se que ndo houve diferencas estatisticas entre os grupos que
fizeram a estereotaxia (aCSF e DMSO) e receberam apenas o veiculo de diluicdo das drogas e o grupo
que ndo realizou procedimento algum (NAIVE).

Fonte: Do autor (2022).
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Tabela 2 — Apresentacdo dos resultados estatisticos do teste de Kruskal-Wallis, para
comparativo entre 0 grupo controle e os grupos tratados.

KRUSKAL-WALLIS

Multiplas comparagdes entre os grupos “controle” e “tratados” V%Ior VaHlor

Entradas no braco aberto do LCE 0,5005 4,348
Permanéncia no bracgo aberto do LCE 0,3647 5,439
Cruzamentos no centro do LCE 0,1449 8,212
Permanéncia no centro do LCE 0,0808 9,809
Permanéncia na periferia do CA 0,5742 3,83
Permanéncia no centro do CA 0,5868 3,744

Legenda: Grupo controle: (NAIVE, aCSF e DMSO). Grupo drogas: (LY235959, NBQX, NPLA,
CARBOXI-PTIO e ODQ). Anélise de variancia, de acordo com o teste de Kruskal-Wallis. Para a
hipétese de nulidade ser rejeitada, seria necessario um nivel descritivo (p) menor ou igual a 0,05, para
um intervalo de confianca de 95%. O valor H refere-se a diferenca do total das ordenaces feitas pelo
teste. E um parametro a ser considerado quando rejeitamos a hipétese nula.

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificacdo da normalidade, onde
confirmamos que os dados ndo eram paramétricos. O comparativo entre 0s grupos NAIVE,
aCSF e DMSO, verificado pelo teste de Kruskal-Wallis, também néo revelou diferenca entre
0s grupos, em nenhum dos testes, conforme observamos na tabela 1. Logo, consideramos como
grupo controle a juncdo destes trés grupos (NAIVE, aCSF e DMSQ), uma vez que ambos
revelam o comportamento do animal isento de drogas.

A andlise da tabela 2 nos permite concluir que, para este intervalo de confianca (IC =
95%), nivel de significancia (o = 5%) e nivel descritivo (p < 0,05), devemos aceitar a hipdtese
de nulidade onde concluimos que ndo ha diferenca estatistica significativa entre os grupos.
Mesmo ao utilizarmos o post hoc de Dunn, ndo encontramos nenhuma diferenga entre nenhum
dos grupos. Ou seja, ndo é possivel afirmar estatisticamente que as drogas em questdo
modificaram o comportamento dos animais aos testes do LCE e do CA. Entretanto, ao
analisarmos cuidadosamente os graficos, encontramos valores discrepantes para o grupo ODQ),
inibidor seletivo da enzima guanilato-ciclase soltvel, no teste do LCE (figura 4 A e B), bem
como para 0s grupos LY235959 que é um antagonista dos receptores NMDA, NPLA que ¢

inibidor seletivo da INOS e ODQ inibidor seletivo da guanilato-ciclase soltvel, no teste do CA
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(figura 5 A e B), observamos uma discrepancia que pode ser atribuida ao uso do erro padrao da

média ao invés do uso do desvio padrao.

Tabela 3 — Valores méximos, médios e minimos referente ao nimero de entradas no brago
aberto do LCE.

ENTRADAS NO BRACO ABERTO DO LCE
| NAIVE | AcsF | pMso |1v235950] NBOx | NPLA | cPTIO | 0DO

Grupos

Nutmero amostral (n) 7 6 4 10 10 6 10 6
Valor minimo 1 0 0 0 0 0 0 0
Mediana 3 2 3,5 1 3 2 3,5 1,5
Valor maximo 7 6 6 13 7 12 16 4

Legenda: Observa-se grande discrepancia entre valor maximo e minimo, no mesmo grupo, para 0s

grupos LY235959 (diferenga = 13), NPLA (diferenca = 12) e carboxi-PTIO (diferenca = 16).

Observacdo: Diferenca calculada como valor maximo menos o valor minimo (Dif = Vmax — VVmin).
Fonte: Do autor (2022).

Tabela 4 — Valores maximos, médios e minimos referente ao tempo de permanéncia no braco
aberto do LCE.

TEMPO DE PERMANENCIA NO BRACO ABERTO DO LCE

Grupos | NaIVE | acsk | pmso |Ly235959] NBox | Npra | cprio | opQ

Nuamero amostral (1) 7 6 4 10 10 6 10 6
Valor minimo () 1.5 0 0 0 0 0 0 0
Mediana (s) 322 154 4565 1455 27.4 38.6 19,9 6,95
Valor méximo (s) 58.6 48.4 56.7 966  106.4 535 1417 213

Legenda: O tempo foi cronometrado em segundos (s). Nota-se discrepancia entre as medianas de todos
grupos tratados e néo tratados, onde a droga ODQ obteve o valor mais discrepante.
Fonte: Do autor (2022).

Tabela 5 — Valores maximos, médios e minimos referente ao niimero de cruzamentos no LCE.

NUMERO DE CRUZAMENTOS NO LCE

Grupos | NAIVE | Acsk | pmso [Ly23s9s0] NBox | NpLa | cpmio | opQ

Numero amostral (n) 7 6 4 10 10 6 10 6
Valor mimmo 7 15 15 3 8 1 6 8
Mediana 18 2 2 1 15 10 14 15
Valor maxmo 20 25 25 27 33 35 29 23

Legenda: Observa-se grande discrepancia entre maximo e minimo, no mesmo grupo, para 0S grupos
LY235959 (diferenca = 24), NBQX (diferenca = 25) e NPLA (diferenca = 34). Observacéo: Diferenca

calculada como valor maximo menos o valor minimo.
Fonte: Do autor (2022)
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Tabela 6 — Valores maximos, médios e minimos referente ao tempo de permanéncia no centro

do LCE.
TEMPO DE PERMANENCIA NO CENTRO DO LCE
Grupos | NAIVE | AcsF | pmso |Ly23s5959] NBQx | NeLa | cpmio | opQ
Nimero amostral (n) 7 6 4 10 10 6 10 6
Valor minimo (s) 416 89.4 16,7 504 307 268 53 144
Mediana 1335 1288 1053 81,1 8835 8.6 6285 7875

Valor maximo (s) 162,8 152,1 131,1 140,2 140,3 152,4 144.2 89,2

Legenda: O tempo foi cronometrado em segundos (s). Nota-se grande discrepancia entre as medianas
dos grupos tratados em rela¢do aos grupos ndo tratados, em especial a droga carboxi-PTIO (CPTIO).
Fonte: Do autor (2022).

Tabela 7 — Valores méaximos, médios e minimos referente ao tempo de permanéncia na periferia

do CA.
TEMPO DE PERMAN@NC[A NA PERIFERIA DO CA
Grupos | NAIVE | acsk | pmso |1v235950] nBOx | NPLA | cpTio | 0DO
Nuamero amostral (1) 7 6 4 10 10 6 10 6
Valor minimo (s) 2987 2996 299 2954 2992 292 2976 2925
Mediana 300 300 300 300 300 2996 300 300
Valor méximo (s) 300 300 300 300 300 300 300 300

Legenda: O tempo foi cronometrado em segundos (s). Nota-se valores pouco discrepantes entre maximo
e minimo tempo, N0 mesmo grupo, para os grupos LY235959, NPLA e ODQ.
Fonte: Do autor (2022).

Tabela 8 — Valores maximos, médios e minimos referente ao tempo de permanéncia no centro

do CA.
TEMPO DE PERMANENCIA NO CENTRO DO CA
Grupos | NAIVE | Acsk | pMso |Ly235959] nBOx | NPLA | cpTio | 0DO
Nuamero amostral (n) 7 6 4 10 10 6 10 6
Valor minimo (s) 0 0 0 0 0 0 0 0
Mediana 0 0 0 0 0 0.4 0 0
Valor méximo (s) 13 0.4 | 46 0.3 8 2.4 75

Legenda: O tempo foi cronometrado em segundos (s). Nota-se valores pouco discrepantes entre maximo

e minimo tempo, no mesmo grupo, para os grupos LY235959, NPLA e ODQ.
Fonte: Do autor (2022).
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9 DISCUSSAO

O presente estudo teve o objetivo de revisar a literatura sobre a participacéo do cortex
insular na modulacdo da ansiedade, em ratos. Além disso, investigamos o papel da via
NMDA/NO/GMPc em regides proximas ao Cl, na modulacéo da ansiedade.

Alguns modelos animais de ansiedade evocam, pela simples exposic¢éo do animal a um
novo ambiente ou estimulo, comportamentos defensivos ou de medo, analogos a manifestacdes
ansiosas em individuos com transtornos de ansiedade. Por exemplo, animais expostos ao
labirinto em cruz elevado apresentam um comportamento denominado de avaliacdo de risco
(“risk assessment”), o que pode ser relacionado a hipervigilancia, apresentada por individuos
ansiosos (BLANCHARD et al., 2001). A avaliacdo de risco representa uma antecipacao de um
perigo potencial, sendo um comportamento defensivo de grande valor adaptativo. Ainda assim,
individuos ansiosos parecem mais frequentemente tentar antecipar tal ameaca, no intuito de
lidar melhor com isto, o que acaba por trazer prejuizos para 0S mesmos.

A descoberta do primeiro benzodiazepinico (clordiazep6xido), que apresentava grande
eficacia em termos ansioliticos, abriu uma nova area na pesquisa da ansiedade. A partir de
entdo, os modelos animais puderam ter uma validacdo farmacol6gica mais fidedigna. Estes
modelos foram desenvolvidos com dois objetivos principais: primeiro para se avaliar os efeitos
ansiolitico ou ansiogénico de determinados compostos e, uma vez discriminadas suas
propriedades, identificar seus mecanismos de acdo; e para o estudo da neurobiologia da
ansiedade (FILE et al., 1993, RODGERS, 1992, RODGERS et al., 1997). Para um teste
comportamental ser validado como um modelo animal, é necessario que permita quantificar
respostas que variem de maneira previsivel, pela acdo de drogas com reconhecidas propriedades
ansiolitica ou ansiogénica em humanos (RAMOS et al., 1998).

Outro ponto importante abordado por diversos autores (BELZUNG et al., 2001, FILE
et al., 1993, RODGERS, 1992, RODGERS et al., 1997, LISTER, 1990), ¢é a distin¢do entre
ansiedade estado (state anxiety) e ansiedade traco (trait anxiety). A ansiedade estado é aquele
estado relativo a experiéncias subjetivas num determinado momento e € aumentado pela
presenca de um estimulo ansiogénico. Ansiedade traco, por sua vez, ndo varia de momento a
momento, sendo um quadro persistente e duravel, refletindo a maneira como o individuo
interage com o ambiente (LISTER,1990). A maioria das pesquisas em farmacologia
comportamental tém abordado mudancas droga-induzidas na ansiedade estado, onde o animal
é confrontado com uma situacdo ansiogénica e o efeito da droga em questdo é examinado
(LISTER, 1990).
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Os modelos usualmente utilizados na avaliacdo de propriedades ansioliticas de drogas
incluem tanto os que confrontam roedores com novos ambientes ou os que envolvem o uso de
estimulos nocivos como choque elétrico ou drogas ansiogénicas (BELZUNG e LE PAPE,
1994). No entanto, varios dos procedimentos envolvidos nestes modelos podem interferir com
0 comportamento exibido pelo animal, sem necessariamente refletir uma a agéo ansiolitica dos
compostos (BELZUNG e LE PAPE, 1994). Por exemplo, drogas analgésicas poderiam falsear
resultados ansioliticos em modelos que envolvem choque nas patas. Fato € que parece haver
um enfoque e preferéncia nos testes que se baseiam na exposi¢do do animal a um ambiente
novo, 0 que por sua vez provoca reacao de medo e diminui¢do do comportamento exploratorio
(BELZUNG e LE PAPE, 1994). Como exemplo destes ultimos, podemos citar o Labirinto em
Cruz Elevado (LCE); o Campo Aberto (CA) e a Caixa de Movimentacdo Espontanea (CME).
Além disto, em tais situacdes, compostos ansioliticos aumentam o comportamento exploratorio,
0 que sugere que a “novidade” possa servir como um estimulo ansiogénico. O Labirinto em
Cruz Elevado e o Campo Aberto tém sido considerados modelos experimentais de ansiedade
de estado (“state anxiety”), envolvendo respostas defensivas ndo condicionadas como fuga,
congelamento ou esquiva. A caixa de movimentacdo espontanea, tem sido considerado um
modelo experimental que mede atividade locomotora/exploratoéria.

O LCE é um dos modelos mais largamente utilizados na pesquisa da ansiedade em ratos
e camundongos € o labirinto em cruz elevado, que € baseado em respostas incondicionadas a
ambientes potencialmente perigosos. Derivou do trabalho de Montgomery (1955) e a premissa
basica é que ambientes novos evocam curiosidade e medo, criando desta forma, um tipico
conflito de aproximacéo/esquiva. Montgomery constatou ainda que ratos apresentavam alto
grau de exploracéo de espacos fechados em comparacao aos abertos e numa chance de escolha
como num labirinto em Y, preferiam consistentemente os bragos fechados (RODGERS, 1992,
RODGERS et al., 1997, RAMOS et al., 1998). Em seu estudo, Montgomery interpretou a
aversao aos bracos abertos como sendo gerada pela neofobia (“medo da novidade”, que
induziria aversdo e curiosidade) e pela elevacdo do braco aberto.

Os estudos iniciais com o LCE foram realizados por Handley e Mithani (HANDLEY e
MITHANI, 1984) quando investigavam uma variedade de agonistas e antagonistas alfa-
adrenérgicos. O aparelho situava-se 70 cm acima do solo e apresentava dois bragos fechados,
de face um para o outro, e dois bracgos abertos, também perpendiculares, cada qual medindo
45x 10 cm. Os bracgos fechados também apresentavam paredes laterais com 10 cm de altura. Os
autores constataram que ansioliticos como o Diazepam aumentavam a proporg¢do entre entradas

nos bragos abertos e o total de entradas, ao passo que agentes ansiogénicos como a picrotoxina
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diminuiam esta proporcdo, concluindo, portanto, que o Labirinto em Cruz Elevado seria um
modelo valido de comportamento motivado pelo medo (HANDLEY e MITHANI, 1984).

Apesar da premissa inicial associando a aversao dos bracos abertos a altura, observou-
se posteriormente que a tigmotaxia € um importante fator para a aversdo gerada pelos bragos
abertos no LCE (TREIT et al., 1993). A tigmotaxia refere-se a tendéncia de roedores de se
esquivarem de areas abertas, desconhecidas e potencialmente perigosas. Acredita-se que
pertenca a uma categoria de reacdes ao medo, filogeneticamente determinadas (CHOLERIS et
al., 2001)

Posteriormente, Lister (1987) validou o modelo para camundongos. Os indices
primarios de ansiedade no labirinto em cruz elevado eram a frequéncia de entradas e o total de
tempo gasto nos bracos abertos. O nimero de entradas (total de entradas = nimero de entradas
no aberto + nimero de entradas no fechado) sendo considerado como indice de atividade
locomotora (RODGERS et al., 1995, RODGERS, 1992). Alguns autores propuseram que a
sensibilidade, confiabilidade e validade etoldgica de um teste melhorariam se a atengdo do
pesquisador fosse voltada para o que os animais fazem de fato no labirinto e ndo apenas para
os itens primarios (GOWER et. al., 1992, RODGERS, 1991; RODGERS et al., 1992,
RODGERS, 1994). Assim, novas medidas foram incorporadas na avaliagdo comportamental do
modelo, a saber (RODGERS et al., 1995, RODGERS et al., 1992): congelamento (freezing),
defecacdo, rearing (comportamento exploratério em que o animal estende acima seu corpo e
patas dianteiras, apoiado sobre as traseiras), espreitas (stretched attend postures - postura em
gue o animal se estende cautelosamente adiante, sem, no entanto, retirar do lugar suas patas
traseiras, voltando em seguida, a mesma posicao), retornos aos bracos fechados, grooming
(autolimpeza) e head dippings (movimentos exploratérios de cabeca e ombro abaixo do chédo
dos bracos abertos) (RODGERS et al., 1995, RODGERS, 1992).

O CA, por sua vez, foi desenvolvido por Hall (1934) para o estudo da emocionalidade
em ratos. O aparelho original consiste de uma arena circular bem iluminada com
aproximadamente 1,2 m de diametro, circundada por uma parede circular de 0,45 m de altura.
Normalmente o procedimento consiste em confrontar o animal com a novidade do ambiente e
observar comportamentos como locomoc¢édo (nimero de linhas cruzadas no chao da arena pelo
animal), frequéncia de rearings, tempo de autolimpeza (grooming), defecacao, tempo gasto para
deixar a area central. Os roedores parecem preferir a periferia ao centro do aparelho,
normalmente ambulando em contato com as paredes, ou seja, apresentam tigmotaxia (RAMOS
et al., 1998, LISTER, 1990, PRUT et al., 2003, CAROLA et al., 2002). Portanto, assim como
no LCE, a tigmotaxia estaria relacionada com a ansiedade no CA (CHOLERIS et al., 2001).
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Inicialmente, Hall propds que quando expostos a um ambiente novo, os roedores
apresentariam um grau alto de defecagdo causado por ativagdo do sistema nervoso autbnomo
(RODGERS et al., 1997, LISTER, 1990, PRUT et al., 2003, RAMOS et al., 1998), sendo que
inicialmente se propunha que um baixo grau de ambulacdo também parecia uma resposta de
medo dos animais expostos a um ambiente novo. O termo emocionalidade foi utilizado por Hall
para expressar o fato do animal ficar, por exemplo, imével quando exposto a um ambiente novo
(LISTER, 1990). Nesta linha, varios estudos mostraram uma correlacéo inversa (negativa) entre
ambulacdo e defecacdo (CAROLA et al., 2002). Outros autores, entretanto, discordam, ja que
varios estudos mostraram decréscimo tanto na ambula¢do quanto na defecacdo e ndo uma
correlacdo inversa (RAMOS et al., 1998). Se por outro lado, atividade motora fosse um indice
de ansiedade, alta ambulacdo deveria refletir um baixo grau. Certos benzodiazepinicos, em
baixas doses, aumentam a ambulacdo de animais ndo familiares com a arena, contudo, da
mesma forma como fazem estimulantes motores, que ndo s&o ansioliticos (LISTER, 1990).

Tem sido proposto o emprego deste modelo na avaliagcdo da ansiedade, considerando-
se que um aumento na ambulacao da animal e maior permanéncia do mesmo na regido central
seriam indicativos de uma reducdo da ansiedade (LISTER, 1990, CHOLERIS et al., 2001).
Entretanto, esta proposta tem sido criticada por alguns autores, principalmente pelo fato de as
medidas avaliadas poderem ser influenciadas por vérios fatores outros alem da prdpria
ansiedade, como atividade locomotora e exploracdo. A novidade de uma primeira exposicao
pode gerar imobilidade ou extrema locomocao na periferia do aparelho (FILE, 2001, HOLMES
etal., 1998).

Estudos envolvendo cirurgia de estereotaxia para canulacdo de areas encefalicas
requerem extrema destreza, treinamento e assiduidade. Embora essa técnica esteja consolidada
no campo da pesquisa, em conjunto com as micro inje¢cfes, muitas variaveis interferem
diretamente nos resultados destes estudos. Peso do animal, posicionamento no estereotaxico,
problemas mecéanicos com o aparato cirargico, imprevisibilidade da acdo do anestésico,
entupimento da céanula ja colocada no SNC, em si sdo pontos que dificultam a preciséo e a
garantia dos resultados. Além disso, certas intercorréncias como a confirmacdo do sitio de
injecdo, sO sdo obtidos na etapa final da técnica, quando os cortes histologicos ja foram feitos
e as laminas microscopicas sao analisadas. Estudos envolvendo comportamento carecem de um
numero amostral maior, uma vez que o animal pode apresentar naturalmente padrdes

comportamentais variaveis e assim, outliers precisam ser excluidos da amostra em questao.
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Assim, ao considerarmos 0s pressupostos, histdria, validacdo e divergéncias, podemos
inferir alguns pontos de observacdo baseados em analise estatistica descritiva.

A tabela 3 nos evidencia uma discrepancia de alguns grupos tratados em relacdo ao
numero de entradas nos bragos abertos. Estes dados sugerem que hd uma quebra de padrdo no
comportamento de alguns animais. O grupo LY235959 apresentou uma diferenga entre o
ndmero maximo e minimo de entradas no braco aberto do LCE de 13, ou seja, um animal ndo
entrou nenhuma vez enguanto outro entrou 13 vezes. O mesmo ocorre nos grupos NPLA, e
carboxi-PTIO, que apresentaram respectivamente diferencas de 12 e de 16. Ou seja, ha animais
nestes grupos que se comportaram de forma ansiolitica, mas este fato ndo pode ser evidenciado
como uma diferenca estatistica uma vez que foram excecbes ao grupo. Tal fato pode ser
explicado se considerarmos a possibilidade da existéncia de problemas nos procedimentos
experimentais. Talvez problemas com a injetora ou mesmo problemas em relacdo ao
procedimento de canulagdo tenham gerado dados discrepantes. Fato semelhante ocorre ao
observarmos a tabela 5, que considera o nimero de cruzamentos no LCE onde, para 0s grupos
LY235959, NBQX e NPLA, houve uma diferenca de 24, 25 e 34, respectivamente. Ou seja,
nos grupos onde os receptores do glutamato foram antagonizados ou a iNOS foi inibida,
impedindo a produgdo de 6xido nitrico, alguns animais parecem ter se comportado de forma
ansiolitica. Fato corrobora com os achados de Meéndez-Ruette e colaboradores, onde
antagonizou-se os receptores ndo-NMDA no Cl e observou-se comportamento ansiolitico em
ratos (MENDEZ-RUETTE et al., 2019b).

Na tabela 4, que trata do tempo de permanéncia no LCE, ao entendermos que dados ndo
paramétricos tem a mediana como medida de tendéncia central mais fidedigna, uma vez que a
mesma € estabelecida pelo valor central de uma reorganizacdo dos dados em ordem crescente,
observamos que o grupo ODQ apresenta uma mediana substancialmente inferior aos demais
grupos, sendo 0 grupo que menos tempo permaneceu nos bracgos abertos do LCE. Sendo ODQ
um inibidor especifico para a formacdo da sGC, que é o receptor do NO, poderiamos inferir que
este NO ndo se ligou ao seu receptor e ndo liberou a cascata de segundos mensageiros e, por
sua vez, se concentrou nas regides pds-sindpticas ou acabou retornando pelo terminal pré-
sinaptico, aumentado a liberacdo de glutamato, conforme mecanismo descrito por Garthwaithe
(GARTHWAITE, 2019). Fato é sugestivo de que o glutamato aumenta a atividade ansiogénica,
fazendo com que os animais deste grupo reduzissem seu tempo de permanéncia no brago aberto.
Infelizmente o nimero amostral foi pequeno devido a perdas durante o procedimento cirdrgico,
além dos problemas ja relatados em relagdo a injetora, tornando a estatistica dubia para este

nivel de confianga. Algo semelhante é observado na tabela 6, que trata do numero de
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cruzamentos no LCE, onde ha discrepancia entre as medianas dos grupos tratados (menores
medianas) em relagdo aos grupos nao tratados (maiores medianas). Fato é sugestivo de que 0s
animais que cruzaram o LCE menos vezes, exploraram menos o LCE, ou por permanecerem
mais tempo nos bracos abertos ou por permanecerem menos tempo nos bracos abertos. Assim,
ao analisarmos a tabela 4, que verifica o tempo de permanéncia nos bragos abertos, onde
observamos que o grupo ODQ possui a menor mediana e 0 menor valor maximo, sendo
discrepante dos demais, sugerindo que ao sequestrarmos a sGC, o animal tende ao braco
fechado e tende também a ndo explorar o LCE, reduzindo seu tempo de permanéncia no braco
aberto e também o nimero de cruzamentos, corroborando, mais uma vez, com os achados de
Garthwaite, uma vez que aumentando a retroalimentacdo de NO, ha maior liberacdo do
glutamato sugerindo que 0 mesmo pode estar relacionado a ansiogénese.

As tabelas 7 e 8, que se referem respectivamente ao tempo de permanéncia na periferia
e no centro do CA, ndo demonstraram padrdes anormais de comportamento.

Estudos relacionando o Cl e a ansiedade ainda sdo raros. Paulus e colaboradores
sugeriram que o Cl esta associado a interocepcdo e a sensacfes de perigo ou ameaca,
desempenhando um papel crucial na ansiedade (PAULUS; STEIN, 2006). Num estudo recente
de Mendez-Ruette e colaboradores, demonstrou-se que o CIl apresenta diferentes
comportamentos de acordo com sua regido. Na parte agranular rostro-caudal e gustatoria, o
antagonismo dos receptores AMPA culminou num comportamento ansiolitico. J& as regides
interoceptiva posterior primaria e rostral, ndo apresentaram diferencas comportamentais ao
antagonismo do receptor AMPA (MENDEZ-RUETTE et al., 2019b). Assim, pode ser que as
coordenadas para canulacdo utilizadas neste estudo tenham afetado areas mais posteriores do
Cl, onde efeitos ndo foram observados de forma estatisticamente significativa.

O presente estudo visou investigar a relacdo entre a ansiedade e 0s receptores
ionotrépicos do glutamato, bem como da via NO/GMPc, desencadeada pela ativacdo do
receptor NMDA, no CI. Na analise descritiva, encontramos fundamentos sugestivos de que ha
envolvimento desses receptores na neuromodulacao da ansiedade em ratos, entretanto, os testes
estatisticos ndo evidenciaram significancia para este envolvimento. Uma recondugdo deste
estudo, com um numero amostral maior e diferentes coordenadas para diferentes regides do Cl,

faz-se necessario para resultados mais conclusivos.
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10 CONCLUSAO

O cortex insular esta envolvido no processamento de dados sensoriais viscerais, motores
viscerais, vestibulares, atencdo, dor, emocdo, informagOes verbais, motoras, entradas
relacionadas a masica e alimentacdo, além de dados gustativos, olfativos, visuais, auditivos e
tateis. Dados recentes de neuroimagem, revelaram que o cOrtex insular estava envolvido em
varias doengas neuropsiquiatricas, como transtornos de humor e ansiedade generalizada.
Conforme os pesquisadores, a insula recebe informacdes de outras partes do corpo e, acredita-
se, ajuda a traduzir esses sinais em impulsos que podem ser sentidos subjetivamente, como a
fome, a dor ou a ansia.

N&o ha indicios estatisticos de que o antagonismo dos receptores ionotropicos do
glutamato, bem como a inibicdo da iNOS, o sequestro do NO e a inibig&o da sGC, em regides
proximas ao cortex insular de ratos submetidos ao teste do LCE e do CA, culmine em diferencas

comportamentais significativas, quando comparados ao grupo controle.
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