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RESUMO

O sistema serotoninérgico ha muito tempo vem sendo relacionado ao comportamento
agressivo e particularmente o subtipo de receptor 5-HT;4 esta4 envolvido na modulacdo da
agressividade. Estudos prévios utilizando agonistas que atuam seletivamente sobre estes
receptores demonstraram tanto redugdo como aumento da agressdo. Sabe-se que estes
receptores sdo encontrados em diversas regides encefalicas onde atuam como auto e
heteroreceptores, apresentando diferentes fungdes, dependendo de sua localizagéo.
Heteroreceptores 5-HT 14 além de outras regifes, sdo encontrados no cortex pré-frontal, uma
regido encefalica particularmente importante no controle inibitrio de comportamentos
agressivos e impulsivos. O objetivo do presente estudo foi verificar os possiveis efeitos anti-
agressivos da microinjecdo do agonista seletivo dos receptores 5-HT1a, F15599, na regido
ventro-orbital do cortex pre-frontal de camundongos machos da linhagem CF-1, previamente
submetidos ao protocolo de provocacdo social, caracterizado por elevar os niveis de
agressividade a padroes considerados violentos. Nossos resultados mostraram que a
microinje¢do das menores doses de F15599 (0,03 e 0,1 ng) reduziu significativamente a
frequéncia de mordidas além de ocorrer uma tendéncia & reducdo da frequéncia de ataques
laterais para o grupo de animais que recebeu a dose de 0,03 pg. Estes efeitos anti-agressivos
ndo foram acompanhados por alteragcdes nos demais elementos comportamentais relacionados
a agressividade: perseguir o intruso, cheirar o intruso e sacudir a cauda. Também ndo foram
observadas alteragdes na duragdo dos elementos comportamentais ndo agressivos caminhar e
rearing. Ocorreu aumento apenas na duragdo do comportamento de grooming para o grupo de
animais que recebeu a dose de 0,03 pg do agonista. Os resultados do presente estudo
confirmaram o envolvimento da regido VO do CPF e do sistema serotoninérgico, mais

precisamente do subtipo de receptor 5-HT;4 na modulacéo da agressividade exacerbada.
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ABSTRACT

The serotonergic system has long been linked to aggressive behavior and particularly
5-HT1a receptor subtype is involved in modulation of aggressiveness. Previous studies using
agonists that act selectively on these receptors showed both reduction and increased
aggression. It is known that these receptors are found in several brain regions where they act
as auto and heteroreceptors, with different functions, depending on their location. 5-HT;a
heteroreceptors, as well as other regions, are found in the prefrontal cortex (PFC), a brain
region particularly important in the inhibitory control of aggressive and impulsive behaviors.
The aim of this study was to investigate the possible anti-aggressive effects of microinjections
of F15599, a selective 5-HT1a agonist, in the ventral orbital prefrontal cortex (VO PFC) of
CF-1 male mice, previously submitted to social instigation, characterized by increasing
aggression to high levels. Our results showed that the microinjection of the lower doses of
F15599 (0.03 and 0.1 pg) significantly reduced attack bite frequency. Furthermore, there was
a tendency to reduce sideway threats for the group that received 0.03 pg agonist
microinjection. These anti-aggressive effects were not accompanied by changes in other
elements of the behavioral repertoire related to aggression: pursuit the intruder, sniff the
intruder and tail rattle. There were also no changes observed in the duration of nonaggressive
behavioral repertoire elements, walking and rearing. Only for grooming behavior was an
increased duration observed for the group that received 0.03 ug agonist dose. The results of
this study confirmed the involvement of VO PFC and serotonergic system, specifically de 5-

HT1a receptor subtype, in the modulation of escalated aggressive behavior.
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1 - INTRODUCAO

Os efeitos da agresséo e da violéncia em pessoas do mundo inteiro podem ser vistos
em diversas situagdes na sociedade humana: estudantes atacando seus colegas na escola,
trabalhadores atacando seus colegas no setor de trabalho, pessoas detonando bombas em
resposta as suas crengas ideologicas, entre outras (Nelson, 2006). Em humanos, a agressdo é
vista como um problema de saude publica e também para o sistema prisional, pois resulta em
danos a outras pessoas, sendo bastante agravado pelo fato de néo haver opgdes adequadas de
tratamento (Volavka, 1995; de Almeida et al., 2005). Segundo o relatério da Organizacao
Mundial de Satde (WHO, 2008), o nimero de vitimas da violéncia interpessoal é trés vezes

maior do que o de conflitos armados no mundo.

Em espécies sociais, porém, o comportamento agressivo pode servir como uma
importante funcdo adaptativa. Todavia, quando este tipo de comportamento excede os padrdes
tipicos das espécies, ele pode ser considerado um comportamento mal-adaptativo (de Almeida

et al., 2005).

Grande parte do conhecimento atual sobre a etiologia, neurobiologia e farmacologia da
agressividade e impulsividade em humanos é baseada em modelos experimentais de agressdo
em animais (de Boer e Koolhaas, 2005). Desse modo, analisar a neurobiologia e o
comportamento agressivo em varias espécies contribui para a compreensdo da violéncia

humana e o desenvolvimento de intervencdes terapéuticas (Miczek, 2001).

Em estudos laboratoriais de agressdo animal é fundamental considerar a etologia do
comportamento agressivo e o seu significado funcional para o individuo e a espécie
(Takahashi et al., 2011). Animais utilizam-se da agressdo para defenderem a si proprios e

também a sua prole do ataque de predadores, na luta por parceiros de acasalamento, na
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competicdo por comida ou para determinar ou manter uma hierarquia social (Popova, 2006,

2008).

Comportamentos agressivos também podem ocorrer em resposta a0 medo ou
frustracdes e sdo importantes para a sobrevivéncia e reproducdo de um individuo, aumentando
sua aptidao e também da espécie como um todo (Miczek, 2001). Este comportamento envolve
sinais comunicativos, atos e posturas caracteristicos de cada espécie, com o propdsito de obter

um ganho especifico ou em defesa de um estimulo ameagador (Miczek et al., 2002).

Em estudos pré-clinicos de agressividade em animais pode-se observar e medir o
comportamento agressivo tipico das espécies (Takahashi et al., 2011). Dentre os modelos
mais comumente utilizados estdo: 1) o teste do residente dominante (dominancia hierarquica)
(Fairbanks et al., 1999; Bennett et al., 2002) mais utilizado no estudo com primatas e ratos; 2)
0 teste do residente-intruso (agresséo territorial) (Miczek e O’Donnell, 1978; Crawley et al.,
1975) em camundongos e hamsters; 3) o teste de agressdo maternal (Lonstein e Gammie,
2002; Lucion e de Almeida, 1996) em fémeas no periodo pos-parto/amamentacdo em defesa
da prole, para ratos, camundongos e hamsters; 4) o teste de agressdo de fémeas (De Bold e
Miczek, 1981; Palanza et al., 2005) para fémeas dominantes em primatas e roedores e 5) a

agresséo induzida por isolamento (Yen et al., 1959; Malick, 1979).

Existem alternativas importantes para estas medi¢cbes. Um quadro detalhado do
comportamento agressivo e defensivo pode ser obtido através da analise da frequéncia,
duracéo, laténcia e padrdes temporais e sequenciais de todos 0s comportamentos e posturas

observados nos diferentes tipos de animais (Miczek e O’Donnell, 1978; Miczek et al., 2004).

Devido ao grande interesse das pesquisas experimentais em desenvolver drogas que
atuem no controle do comportamento agressivo violento, protocolos experimentais foram
desenvolvidos para induzir altos indices de agressividade em animais. Dentre 0s mais

utilizados pode-se citar: 1) farmacol6gicos (uso de &lcool em doses moderadas (Miczek e de
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Almeida, 2001; Van Erp e Miczek, 1997; Fish, Faccidomo e Miczek, 1999)); 2)
comportamentais (agresséo induzida por frustragéo (Dolard et al., 1939; Thompson e Bloom,
1966; de Almeida e Miczek, 2002)); 3) ambientais (instigagdo ou provocagdo social (Fish et
al., 1999; Olivier e Oorschot, 2005; Centenaro et al., 2008)) e 4) por selecdo genética (De
Boer e Koolhaas, 2005; Sandnabba, 1996; Veenema e Neumann, 2007). Mais recentemente, a
producéo de animais knockout para algum gene que esteja direta ou indiretamente relacionado
a agressdo, tem trazido alguns avancos significativos nos estudos deste comportamento
(Bouwknecht et al., 2001; Gammie et al., 2006; Stowers et al., 2002; Popova, 2000, 2004;

Popova et al., 2004).

Quanto a classificacdo da agressdo, sugere-se que existem pelo menos dois tipos: 1) a
agressdo premeditada ou instrumental e 2) a agressdo impulsiva ou reativa (Barrat et al.,
1999; Blair, 2004). A agresséo premeditada envolve um planejamento antes da agdo e tém um
propdsito definido. Esse comportamento tipicamente produz um ganho ao agressor, como por
exemplo, um aumento do status na hierarquia social (Berkowitz, 1993; Blair, 2004). J& na
agressdo impulsiva, eventos ameacadores, frustracbes ou provocacbes geram O
comportamento agressivo, produzindo raiva e irritagdo e iniciam sem um objetivo especifico,

normalmente ndo gerando uma recompensa ao agressor (Blair, 2004).

A agressdo de natureza humana pode ser classificada como defensiva, premeditada
(predatoria e instrumental) ou impulsiva-hostil (Stoff e Vitiello, 1996; Vitiello e Stoff, 1997).
Especialmente os tipos de comportamento agressivo premeditado e impulsivo séo

diagnosticados como patoldgicos e necessitam de tratamento (Takahashi et al., 2011).

Comportamentos agressivos, tentativas de suicidio e violéncia estéo relacionados com
um prejuizo no controle impulsivo (Plutchik e Van Praag, 1989, 1995; Horn, 2003). A
impulsividade é um conceito multidimensional que incorpora a falha na inibicéo da resposta,

0 processamento rapido da informacédo, busca de novidades e intolerancia ao atraso de um
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reforco (Barrat, 1985, 1994; Horn, 2003). Esse termo é usualmente empregado para descrever
comportamentos mal-adaptados que se caracterizam por serem arriscados, prematuramente
concebidos, impréprios para a situagdo e que geralmente resultam em consequéncias
desagradaveis. Por outro lado, atitudes impulsivas que culminam em resultados positivos,
muitas vezes sdo vistas como indicadores de atrevimento, rapidez, espontaneidade e coragem

(Daruna e Barnes, 1993; Evenden, 1999).

Ha circuitos neurais importantes para a regulacdo dos comportamentos emocionais. As
principais regides envolvidas nesta circuitaria sdo: o cortex pré-frontal, a amigdala,
hipocampo, &rea pré-Optica medial, hipotdlamo, cortex cingulado anterior, cortex insular e
estriatum ventral (Davidson, 2000). Postula-se que o sistema responsével pela cognicéo social
e pela modulacéo da agresséo envolva o cortex pré-frontal, além de &reas da amigdala medial
que enviam projecOes através da estria terminal para o hipotdlamo e dele para a por¢éo dorsal

da substancia cinzenta periaquedutal (PAG) (Blair e Cipolotti, 2000).

Em mamiferos, o cortex pré-frontal esta localizado na parte anterior do lobo frontal,
anterior as areas corticais motoras e pré-motora. E dividido em trés grandes regides: cortex
oOrbito-frontal e ventromedial, cortex pre-frontal dorsolateral e cortex cingulado ventral e

anterior (de Almeida et al., 2008).

O cortex pré-frontal é a regido encefélica responsavel pelo controle do comportamento
inibitorio em geral (Blair, 2001). Dentre as sub-regifes do cortex pré-frontal, a regido orbito-
frontal é particularmente importante no controle inibitério do comportamento agressivo e
impulsivo (Blair, 2001; Seguin, 2004; Cardinal et al., 2004; Spinella, 2004; Kheramin et al.,
2005; de Almeida et al., 2006; Centenaro et al., 2008). Mais especificamente, estudos
sugerem que as regides medial e orbital do cortex pré-frontal estdo mais relacionadas com a
modulacdo da agressdo, enquanto o cortex pré-frontal dorsolateral parece ter um

envolvimento menos significativo (Grafman et al., 1996; Blair, 2004). Em contrapartida, a
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area infra-limbica (IL) do cortex pré-frontal (CPF) esta associada com os efeitos da ansiedade
e com fungbes cognitivas, como a atencdo e memdria (Wall e Messier, 2002; Dalley et al.,

2004).

Individuos com lesbes no cortex pré-frontal medial e orbital demonstram pouco
controle sobre suas emocgdes, apresentam um risco maior de expressar comportamentos
agressivos e ndo se preocupam com as consequéncias de suas acdes (Anderson et al. 1999;
Davidson, 2000; Best, Williams e Coccaro, 2002). Além disso, varias condi¢des psiquiatricas
estdo relacionadas com um prejuizo geral do cortex pré-frontal, especialmente devido ao fato
desses individuos serem incapazes de inibir atitudes agressivas e impulsivas (Raine et al.,

1994).

A agressdo impulsiva pode estar relacionada com uma disfuncdo das projecoes
inibitorias do cortex pré-frontal, mais especificamente das regides orbital e medial para a
amigdala, que pode ser resultante de uma anormalidade neuroquimica envolvendo a
serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) (Davidson, 2000; Best, Williams e Coccaro, 2002).
Estudos clinicos e pré-clinicos investigam a correlacdo entre a atividade serotoninérgica e

agresséo, tentando demonstrar relagdes de causa-efeito (Badawy, 1999).

A 5-HT do SNC é produzida em neurdnios cujos corpos celulares encontram-se nos
nucleos da rafe no tronco encefélico. A cadeia de sintese deste NT envolve primeiramente a
transformagdo do aminoécido triptofano, presente na dieta, em 5-hidroxitriptofano (5-HTP),
pela enzima triptofano hidroxilase (Aldegunde et al., 2000). O proximo passo é a
transformacdo do 5-HTP em 5-hidroxitriptamina (5-HT) pela enzima 5-HTP descarboxilase.
Depois de sintetizada, a 5-HT é armazenada em grénulos e liberada na fenda sindptica em
diversas regides encefélicas de projecdo destes neurdnios, incluindo o hipocampo, cortex
cerebral, amigdala, hipotadlamo e hipdfise (Clotfelter et al., 2007), onde pode se ligar a

diversos receptores.
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O sistema serotoninérgico possui uma grande variedade de receptores conhecidos. S0
pelo menos 14 subtipos, divididos em 7 familias (5-HT1a 8, b, € F, 5-HT2a 8, ¢, 5-HT3, 5-HTy,

5-HTsa g, 6-HTs € 5-HT>) (Sari, 2004; Olivier e Oorschot, 2005) (Fig. 1).

Ha mais de 40 anos postula-se que o sistema serotoninérgico é essencial no controle da
agressividade e possui um papel importante na neurobiologia deste comportamento (de Boer e
Koolhaas, 2005; Miczek et al., 2002). A maioria das pesquisas psicofarmacoldgicas
envolvendo serotonina e agressdo € motivada pela busca de conhecimento em agressdo

patoldgica, tanto a humana quanto a animal (Takahashi et al., 2011; Volavka et al., 2005).

Individuos exibindo um comportamento agressivo impulsivo possuem uma atividade
serotoninérgica pré e pos-sinaptica reduzida (Linnoila et al., 1983; Coccaro et al., 1989;
Virkkunen et al., 1994), sendo geralmente tratados para a redugdo desses sintomas com
farmacos que inibem a recaptacdo de serotonina (Best, Willians e Coccaro, 2002). Existem
evidéncias claras do envolvimento das familias de receptores 5-HT; e 5-HT, com
comportamentos agressivos (Miczek et al., 2002; Olivier, 2004) e recentemente alguns dados
apontam para o envolvimento da familia 5-HT3; (McKenzie-Quirk et al., 2005; Ricci et al.,
2004). Sabe-se que o cortex pré-frontal contém uma consideravel densidade de receptores

serotoninérgicos, mais especificamente 0 5-HT14 e 5-HT1g (Best, Williams e Coccaro, 2002).

Os receptores 5-HT;5 sdo chamados de auto-receptores somatodendriticos quando
localizados pré-sinapticamente, como por exemplo, nos neurdnios serotoninérgicos dos
nucleos da rafe. Esses receptores também sdo encontrados poés-sinapticamente, sendo
considerados heteroreceptores, devido ao fato de estarem presentes em terminais axonais de

neurdnios ndo-serotoninérgicos (Boschert et al., 1994).
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Figura 1. Esquema representativo com os subtipos de receptores serotoninérgicos (autoreceptores e

heteroreceptores) e sua possivel localizagdo neuronal (Olivier e Oorschot, 2005).

Em estudos pré-clinicos, a administracdo sistémica de agonistas dos receptores 5-HT 14
promoveu efeitos anti-agressivos em diversas espécies (Bell e Hobson, 1994; de Boer e
Koolhaas, 2005; Sperry et al., 2003; Ten Eyck, 2008; Takahashi et al., 2011). Porém, estes
efeitos anti-agressivos em vertebrados vém acompanhados por efeitos ndo especificos como
sedacgdo, baixa atividade motora, comportamentos estereotipados e redugédo do interesse social

(de Boer e Koolhaas, 2005; Olivier et al., 1995).

Todavia, em uma linhagem de ratos, alnespirona e S15535, também agonistas deste
subtipo de receptor, reduziram comportamentos agressivos sem afetar os comportamentos nao
agressivos (de Boer e Koolhaas, 2005; de Boer et al., 1999, 2000). E possivel que estes
farmacos estejam atuando em uma subpopulacdo de receptores 5-HTia pelo fato de
demonstrarem esta diferenca de agdo no comportamento agressivo, e por este motivo serem

mais especificos (Takahashi et al., 2011).

Camundongos apresentam comportamento agressivo territorial, de forma que

demarcam, patrulham e guardam seu ambiente, e tendem a iniciar confrontos caso haja a
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presenca de um intruso. Devido a esse fato, pesquisas experimentais realizadas com esses
animais utilizam frequentemente um protocolo experimental baseado no confronto direto
entre machos residentes contra intrusos (de Almeida et al., 2005). Em um dos modelos
utilizados em laboratério, machos sdo mantidos em pares com uma fémea dentro de uma
caixa residéncia, por um determinado periodo. Nessas condigdes, o camundongo macho

torna-se o “territorial ou residente” (Olivier e Oorschot, 2005).

Existem consideraveis evidéncias de que roedores possuam subdivisbes bem
estabelecidas no cortex pré-frontal (pré-limbico, infra-limbico e oOrbito-frontal). Cada uma
dessas regibes desempenha diferentes funcbes cognitivas, afetivas e comportamentais
(Bechara et al., 2000; Kolb e Robbins, 2003; McAlonan e Brown, 2003; Morgan et al., 2003;

de Almeida et al., 2006).

A provocacdo social, um dos protocolos experimentais anteriormente citados, utilizado
em roedores para aumentar os niveis de agressividade, consiste na exposi¢do prévia do animal
residente a um oponente “instigador”, que permanece protegido atrds de um anteparo (Fig. 2).
Depois disso, um intruso é colocado na caixa do animal residente, sem nenhuma protecao,
permitindo o confronto direto entre eles (Potegal, 1991). Hamsters, camundongos e ratos
iniciam os ataques com curta laténcia e alta frequéncia quando testados com um intruso em
suas caixas ou em um ambiente ndo familiar, depois de terem sido previamente provocados
por um instigador (Potegal, 1991; Fish et al.,1999; de Almeida e Miczek, 2002). Uma das
vantagens deste protocolo de aumento da agressividade em relagcdo a outros, é que ndo
interfere sobre outras atividades como a locomogdo, comportamento sexual e alimentar

(Lagerspetz e Hautojarvi, 1967; Potegal e Tenbrink, 1984; Potegal, 1991).
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Figura 2. Esquema representativo do protocolo da provocagéo social (de Almeida et al., 2005).

F15599 [3-cloro-4-fluorofenil-(4-fluor-4-{[(5-metilpirimidina-2-ilmetil)-amino]-
metil}-piperidina-1-il)-metanona] (Fig. 3) € um agonista de alta afinidade (pKi = 8.5) e
altamente seletivo dos receptores 5-HT1a que atua preferencialmente na regido cortical, ou
seja, pds-sinapticamente (Llado6-Pelfort et al., 2008; Newman-Tancredi et al., 2006a, 2006b,
2009; Depoortére et al., 2008, 2010; Assié et al., 2006). Em testes de transducdo de sinal,
eletrofisiolégicos e neuroquimicos, foi verificado que F15599 ativa preferencialmente
receptores 5-HT 14 no cortex pré-frontal (Celada et al., 2007, apud Assié et al., 2010; Lemoine
et al., 2010; Newman-Tancredi et al., 2009; Assié et al., 2010). F15599 também é capaz de se
ligar aos receptores 5-HT1a localizados nos nicleos da rafe, mas essa interagdo ndo resulta
facilmente na ativacgéo destes receptores, como demonstrado pelo fato de que altas doses deste
agonista sdo necessarias para reduzir a atividade elétrica nesta regido (Celada et al., 2007,
apud Assié et al., 2010). Neste sentido, a microinjecdo deste novo agonista na regido VO do
CPF de camundongos machos pode contribuir para se determinar quais regides encefalicas
sdo criticas na modulacdo da agressividade e quais 0s mecanismos especificos que estdo
envolvidos nos efeitos anti-agressivos dos receptores 5-HT;a, questes que ainda precisam ser

resolvidas (Takahashi et al., 2011).
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Figura 3. Férmula quimica do agonista dos receptores 5-HT;4 F15599 (Assié et al., 2010).

Os conhecimentos acumulados até o presente momento sobre o comportamento
agressivo mostram que o estudo da agressividade em animais que apresentam comportamento
territorial tém sido importante para compreender melhor este comportamento em humanos.
Da mesma forma, a utilizagdo do protocolo de provocacédo social, caracterizado por elevar os
niveis de agressividade a padrbes considerados violentos tem sido til para atingir estes

resultados.

Considerando o conhecimento atual da circuitaria neural responsavel pela modulacéo
da agressividade, o qual relaciona a regido VO do CPF como sendo particularmente
importante no controle do comportamento agressivo violento (Blair, 2001; Seguin, 2004;
Cardinal et al., 2004; Spinella, 2004; Kheramin et al., 2005; de Almeida et al., 2006;
Centenaro et al., 2008) e o envolvimento do sistema serotoninérgico nessa modulacdo (de
Boer e Koolhaas, 2005; Miczek et al., 2002), via ativagdo dos receptores 5-HTa (Best,
Williams e Coccaro, 2002), bem como a indisponibilidade de opgdes adequadas de tratamento
que atendam as necessidades clinicas (Volavka, 1995; de Almeida et al., 2005), o presente
trabalho foi desenvolvido com o intuito de contribuir e somar resultados relevantes a esses
achados. Testar a ativacdo dos receptores 5-HTa na regido VO do CPF com a utilizagéo de
um agonista (F15599) seletivo deste subtipo de receptor como promotor de efeitos anti-
agressivos pode representar uma alternativa interessante no desenvolvimento de farmacos

especificos.
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2 - HIPOTESE

A ativacdo dos receptores 5-HT;o na regido VO do CPF, uma regido encefélica
importante na modulagdo do comportamento agressivo, com a utilizagdo de um agonista
(F15599) seletivo deste subtipo de receptor, poderd promover efeitos anti-agressivos
significativos, sem afetar os comportamentos ndo agressivos de camundongos machos, no
teste de agressividade “residente-intruso”, apds a utilizacdo do protocolo experimental de

provocagdo social, caracterizado por aumentar os niveis de agressividade.



27

3-OBJETIVOS

3.1 - Objetivo Geral

Verificar os efeitos da microinjecdo do agonista seletivo dos receptores 5-HT14 pos-
sindpticos, F15599, na regido VO do CPF, no comportamento agressivo de camundongos

machos provocados socialmente.

3.2 - Objetivos Especificos

Através da microinjecdo de diferentes doses do agonista dos receptores 5-HTia,
F15599, na regido VO do CPF de camundongos machos, verificar qual(is) a(s) mais efetiva(s)
sobre o comportamento agressivo, apos estes animais terem sido submetidos ao protocolo de

provocacao social.

Verificar a ocorréncia ou ndo de alteracdes nos elementos ndo agressivos do repertério

comportamental analisado, com os tratamentos empregados.
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4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 - Animais

Os sujeitos utilizados para este experimento, camundongos (Mus musculus) machos
adultos da linhagem CF1, provenientes do biotério da FEPPS (Fundacdo Estadual de
Producdo e Pesquisa em Saude - Porto Alegre — RS — Brasil) e mantidos no laboratério de
Neurociéncias da UNISINOS (Universidade do Vale do Rio dos Sinos — S&o Leopoldo — RS —
Brasil), pesando de 40 a 50 g/cada, foram inicialmente divididos em: “residentes” (N = 80),
“instigadores” ou “provocadores” (N = 40) e “intrusos” (N = 90). Cada macho residente foi
mantido em uma gaiola de policarbonato limpa (28 x 17 x 14 cm) juntamente com uma fémea
(N = 80) da mesma linhagem. Os demais animais, intrusos e instigadores, foram mantidos em
grupos de 10, em gaiolas de polipropileno limpas (46 x 24 x 15 cm). Todas as gaiolas foram
forradas com maravalha de pinus. Os animais eram mantidos no mesmo ambiente,
climatizado, com temperatura de 23 + 2°C, umidade relativa do ar com variacdo de 50 a 60 %
e sob um ciclo claro/escuro de 12/12 h. (ciclo claro iniciando as 06:00 h.), controlados
automaticamente. Agua e comida (racdo especifica para roedores de laborat6rio) estavam
disponiveis aos animais de forma ad libitum. Os experimentos foram realizados na fase clara

do foto periodo, das 09:00 as 16:00 h.

Os procedimentos experimentais seguiram normas do COBEA (Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal) e estavam de acordo com a lei federal n® 11.794, de 08 de outubro
de 2008, que “estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais”. O projeto para a
elaboracio desta dissertacio foi devidamente submetido & Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS - e aprovado sob

0 niimero 19758.
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4.2 - Confrontos “Residente versus Intruso”

A partir da chegada dos animais ao laboratdrio de Neurociéncias da UNISINOS (Fig.
5 e Fig. 6), machos residentes foram mantidos em aclimatacdo ao ambiente e as gaiolas-
residéncia durante 21 dias, juntamente com suas respectivas fémeas. Apds este periodo, cada
residente foi submetido a sucessivos testes de agressividade (3 vezes por semana, com
intervalo minimo de 48 hs), a fim de estabelecer a linha de base deste comportamento.
Durante os testes, fémea e eventuais filhotes foram removidos, e um intruso macho foi
colocado dentro da gaiola residéncia. Cada teste teve duragdo de 5 minutos, contados a partir
da primeira mordida desferida pelo residente no intruso. Caso o residente ndo atacasse 0
intruso, o teste era encerrado aos cinco minutos, de acordo com o descrito por Miczek e

O’Donnell (1978).

Foram considerados aptos para participar das etapas seguintes do experimento,
animais residentes que obtiveram um nimero de ataques com mordida superior ou igual a dez
nos trés ultimos testes para determinagdo da linha de base. Caso o residente fosse atacado pelo
intruso, este Ultimo era imediatamente substituido. Segundo Winslow e Miczek (1984), o
nivel de agressividade do camundongo residente tende a ter grande variabilidade nos
primeiros testes, alcangando um numero de mordidas mais estvel depois de seis ou sete

confrontos com 0 mesmo intruso.

4.3 - Provocacao Social

Assim que os niveis de agressividade do camundongo residente alcangavam padrdes
estveis (3 ultimos testes com ndmero de mordidas superior a 10 e com variacdo de no

maximo 10 mordidas entre eles), a primeira provocacao social era iniciada. Este procedimento
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teve o objetivo de aumentar os niveis de agressividade. Consistiu em remover fémea e
eventuais filhotes da gaiola do camundongo macho residente e colocar nesta mesma gaiola,
um tubo de acrilico perfurado (18 x 6 cm) (Fig. 4) contendo um camundongo macho
instigador durante cinco minutos (Fish et al., 1999), de modo que o macho residente ndo

tivesse acesso direto a este, somente com contato visual, auditivo e olfativo.

Apos este procedimento, e observando um intervalo de cinco minutos com o macho
residente sozinho em sua gaiola, um macho intruso foi introduzido na gaiola do camundongo
residente, sem nenhuma protecéo, permitindo o confronto direto entre os dois animais. Este
teste comportamental teve a duragdo de cinco minutos e foi filmado com auxilio de uma
camera de video. Camundongos com pelo menos 3 testes de agressividade apds provocacao

social, e com niveis estaveis do niamero de mordidas, eram considerados aptos a etapa

seguinte do experimento, e foram submetidos a cirurgia para implante da canula guia.

Figura 4 — Provocagdo Social. A = residente. B = Instigador ou Provocador.
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4.4 — Cirurgia Estereotéxica

No dia seguinte a estabilizagdo do comportamento agressivo com provocacao social,
camundongos residentes aptos foram anestesiados com anestésico a base de ketamina (100
mg/kg de peso corporal) e relaxante muscular e analgésico a base de xilazina (10 mg/kg de
peso corporal), por via intramuscular, para implante de uma céanula guia (26-gauge guide
cannula, Plastics One Inc., USA) na regido VO do CPF do hemisfério esquerdo, baseado no
atlas estereotaxico para camundongos (Franklin e Paxinos, 2001), e obedecendo as seguintes
coordenadas: 2.3 mm anterior ao bregma, 0.6 mm lateral a linha sagital média e 1,0 mm
abaixo da dura-mater. Apds a cirurgia, foi inserido um obturador (33-gauge obdurator,
Plastics One Inc., USA) na canula guia, a fim de prevenir o blogueio desta, e 0s animais

operados foram devidamente cuidados e mantidos em recuperagéo por cinco dias.

4.5 - Microinjecdes e Analise Comportamental

Cento e vinte horas (5 dias) apdés a cirurgia, quando 0s animais ja estavam
recuperados, foram microinjetados, via canula implantada, o agonista dos receptores 5-HT ;a,
F15599 e veiculo (4gua destilada). Para a microinjecdo, o obturador foi removido, e uma
injetora (33-gauge injector, Plastics One Inc., USA) foi introduzida na canula guia, 1,0 mm
mais longa do que esta, permitindo a injecdo da droga 2.0 mm abaixo da dura-méter, na regido
alvo. A solugdo foi lentamente injetada por um periodo de 2 minutos tendo a injetora
conectada, através de um tubo de polietileno (P20), a uma seringa de Hamilton de 1,0 pl.
Apobs a microinjecdo, a injetora foi mantida na &rea por mais 30 segundos, permitindo a

completa difusdo da droga injetada e impedindo refluxo.

F15599 em diferentes doses (0,03; 0,1; 0,3 ¢ 1,0 pg/0,2 ul) e veiculo (agua destilada,

0,2 pl) foram administrados 15 minutos antes dos testes comportamentais. Cada sujeito
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recebeu apenas uma das doses. Semelhantemente aos testes anteriores a cirurgia, um
instigador protegido dentro de um tubo cilindrico de acrilico perfurado, foi introduzido dentro
da gaiola do residente, cinco minutos apds a microinje¢do, por um periodo de cinco minutos.
Transcorridos cinco minutos de intervalo ap6s o térmico da provocagdo social, um intruso
macho foi introduzido dentro da gaiola do residente, sem nenhuma protegéo, a fim de permitir
o confronto direto entre os dois sujeitos. Estes testes também foram registrados com o auxilio

de uma camera de video.

O confronto “residente versus intruso” apds as microinjecdes foi registrado e
posteriormente analisado por um pesquisador treinado utilizando o programa “The Observer”,
versdo 3.0, (Noldus, The Netherlands). O repertério comportamental analisado foi
previamente definido segundo Miczek e O’Donnell (1978), o qual incluiu laténcia e
frequéncia de elementos agressivos (morder, ataque lateral, perseguir, cheirar o intruso e

sacudir a cauda) e durag&o de elementos ndo agressivos (caminhar, grooming e rearing).

4.6 - Droga

F15599 [3-cloro-4-fluorofenil-(4-flaor-4-{[(5-metillpirimidina-2-ilmetil)-amino]-
metil}-piperidina-1-il)-metanona], Pierre Fabre, Franga, agonista seletivo dos receptores 5-
HT1a, foi dissolvida em agua destilada e mantida sob refrigeracdo no periodo em que ndo

estava sendo utilizada.

4.7 - Anélise histoldgica para verificacio da posicéo da canula

Apos a realizacdo dos experimentos, todos os camundongos machos residentes foram
sacrificados em camara de CO; e tiveram seu sistema circulatorio “lavado” com solugéo

salina 0,9% e paraformaldeido 4% tamponado, pelo processo de perfusdo transcardiaca. Apos
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a perfusdo, os encéfalos destes animais foram removidos e imersos em solucdo de
paraformaldeido 4% tamponado, por pelo menos 7 dias. Posteriormente, foram cortados em
vibratomo em secc¢des coronais de 80 um de espessura. As fatias de tecido resultantes foram
montadas em laminas histoldgicas previamente gelatinizadas, corados com a técnica HE

(hematoxilina e eosina) e cobertas com laminula.

A localizagéo da posigéo da canula guia e do local exato da microinjecdo foi verificada
através de imagens capturadas com o auxilio de uma camera fotografica digital acoplada a um
microscopio Optico e do atlas estereotéxico do encéfalo de camundongo (Paxinos e Franklin,
2001). Somente os animais cuja microinjecdo foi confirmada, através da andlise histoldgica,
na regido VO PFC, foram considerados na analise estatistica. Os animais cuja microinjecdo
ocorreu fora da regido VO do CPF serviram de controle anatdmico e foram analisados

separadamente.
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Figura 5 — Fluxograma de atividades com 0s sujeitos experimentais.
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4.8 - Local de realizagdo dos experimentos

Todos os procedimentos com 0s animais vivos, coloragdo das ldminas e analise dos
comportamentos foram realizados nos laboratorios de Neurociéncias e Histologia da Unidade
de Ensino Ciéncias da Saude da Universidade do Vale do Rio dos Sinos — UNISINOS, em
Séo Leopoldo — RS. A parte histoldgica de corte dos encéfalos e montagem das 1&minas foi
realizada no laboratério de Histologia do Instituto de Ciéncias Bésicas da Salde da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS - Porto Alegre — RS.
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4.9 - Analise Estatistica

Todos os dados foram expressos por média + erro padrdo da média (EPM). O efeito
das diferentes doses do agonista (F15599) foi analisado utilizando a comparagdo entre os
grupos experimentais através de uma andlise da variancia (ANOVA) de uma via. Para os
comportamentos onde ocorreram diferengas estatisticamente significativas para o valor de F
(p<0,05), foi aplicado o teste post hoc de Newman-Keuls, comparando 0s grupos tratados
com o grupo controle (veiculo). Todas as andlises estatisticas foram feitas utilizando o

programa Statistica edigdo "99.
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5- RESULTADOS

Os resultados deste trabalho foram analisados de forma a comparar o efeito da
microinjecdo do agonista F15599 na regido VO em diferentes doses quanto aos elementos
agressivos e quanto aos elementos ndo agressivos do comportamento. Em seguida, foram
comparados estes mesmos elementos comportamentais em relagdo ao local da microinjegéo,
quando ocorreram na regido alvo (VO) e em outra regido ndo-alvo (IL). Para efeitos de
confirmagdo da correta localizagdo da microinjecdo do veiculo e do agonista foram feitas

analises histoldgicas.

5.1 — Efeito da microinjegédo de diferentes doses de F15599 na regido VO do CPF sobre

o0s elementos agressivos do comportamento ap6s provocagéo social

A microinjecdo do agonista dos receptores 5-HT 14, F15599, na regido VO do CPF de
camundongos machos, ndo promoveu alteragdes significativas na laténcia para primeira
mordida, comparando os grupos tratados com o grupo controle (Veiculo) (Fig 7, Tabela 1).
No entanto, reduziu significativamente a frequéncia do nimero de ataques com mordida nas
doses de 0,03 pg (F (4,39) = 4,49; p = 0,036) Fig. 8, Tabela 1) e 0,1 pg (F (4,39) =4,49;p =
0,027) Fig. 8, Tabela 1), quando comparados ao grupo controle. Para os animais dos grupos
que receberam microinjegdes das demais doses do agonista (0,3 e 1,0 png), este
comportamento permaneceu inalterado (Fig. 8, Tabela 1). A frequéncia dos demais elementos
comportamentais relacionados & agressividade como ataque lateral (Fig. 9, Tabela 1),
perseguir o intruso, cheirar o intruso e sacudir a cauda (Tabela 1), ndo sofreu alteragOes

significativas, quando comparados ao grupo controle.
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5.2 — Efeito da microinjegédo de diferentes doses de F15599 na regido VO do CPF sobre

os elementos ndo agressivos do comportamento ap6s provocagdo social

Em relacdo aos elementos comportamentais ndo relacionados a agressividade, a
microinjecdo de diferentes doses (0,03; 0,1; 0,3 e 1,0 pg) do agonista dos receptores 5-HT1a,
F15599, ndo afetou significativamente a duragdo de caminhar (Fig. 10, Tabela 1) e rearing
(Fig. 12, Tabela 1). J& para o elemento comportamental grooming (Fig. 11, Tabela 1), houve
diferenca significativa mostrando um aumento na duracgéo deste comportamento para 0 grupo
de animais que recebeu a dose de 0,03 pg do agonista (F (4,39) = 4,49; p = 0,027), quando

comparado ao grupo controle.

5.3 — Efeito da microinjecdo de diferentes doses de F15599 na regido nédo-alvo (IL) do

CPF sobre os elementos agressivos do comportamento ap6s provocagéo social

A microinjecdo do agonista dos receptores 5-HT14, F15599, na regido ndo-alvo (IL)
do CPF de camundongos machos, em diferentes doses (0,1 e 1,0 ug), ndo promoveu
alteracbes significativas na agressividade para todos os elementos comportamentais
analisados (morder o intruso, ataque lateral, perseguir, cheirar e sacudir a cauda), quando

comparados ao grupo controle (Veiculo) microinjetado na mesma regido (Fig. 13, Tabela 2).

5.4 — Efeito da microinjecdo de diferentes doses de F15599 na regido ndo-alvo (IL) do

CPF sobre os elementos ndo agressivos do comportamento apds provocacao social

Em relacdo aos elementos comportamentais ndo relacionados a agressividade, a
microinjecdo de diferentes doses do agonista F15599 (0,1 e 1,0 ug) demonstrou nio alterar
significativamente os comportamentos de caminhar, grooming e rearing (Tabela 2), quando

comparados ao grupo controle.
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5.5- Verificacdo histolégica

A andlise histolégica dos encéfalos dos animais que foram submetidos as
microinjecdes mostrou que, entre todos 0s sujeitos testados, 44 puderam ser considerados alvo
para a regido VO (Fig. 14). Um grupo significativo de animais (N=16) recebeu a microinjecéo
na regido IL (Fig. 15), e estes animais serviram de controle anatdmico, tendo seus dados
comparados aos da regido VO (Fig. 13 e Tabela 2). Os dados dos demais animais
microinjetados nas adjacéncias da regido VO (N=20) ndo foram analisados, pois o nimero de
animais microinjetado em cada sub-regido ndo permitiu uma comparagdo com 0s animais

microinjetados na regido-alvo.
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5.6 — Tabelas

Tabela 1 — Laténcia (em segundos) para primeira mordida, frequéncia de elementos agressivos e duragao
(em segundos) de elementos ndo agressivos do comportamento, apds microinjecdo de veiculo ou F15599

(agonista dos receptores 5-HT;4) em diferentes doses, na regido ventro-orbital (VO) do cértex pré-frontal
(CPF).

Elemento Veiculo Doses de F15599 (ug/0,2ul)
Comportamental 0.2 pl 0,03 0.1 03 1,0
(n=10) (n=8) (n=10) (n=6) (n=10)
Laténcia
Primeira mordida 116+24 48,5+ 15,6 95,3 +40,9 24,7+ 10,7 54,6 + 29,6

Frequéncia de elementos agressivos
Ataque ¢/ mordida 209+23 105+2,0* 90+19* 21,7+28 18,7+ 4,0

Ataque lateral 234 +27 111+22 10,7+2,9 18,0+ 3,5 21,3+4.8
Perseguir 0,4+0,2 0,6+0,3 01+0,1 0,7+0,7 10+0,7
Cheirar 54+12 6,4+ 15 95+23 112+21 8,1+18
Sacudir a cauda 25,0+35 135+2,0 158 +4,2 17,2+ 3,0 24,0+ 6,3
Duragdo de elementos ndo agressivos
Caminhar (s) 71,2+85 62,6 + 6,3 57,3+9,2 71,7+5,3 52,9+54
“Grooming” () 122+23 353+85* 152 +54 20,3+29 17,7+ 4,1
“Rearing” (s) 249+85 189 +6,3 40,2+ 13,0 17,0+ 4,7 172+4,6

Tabela 1 - Dados expressos em média + EPM. * p<0,05, em relacdo ao grupo controle (Veiculo).

Tabela 2 — Laténcia (em segundos) para primeira mordida, frequéncia de elementos agressivos e duragéo
(em segundos) de elementos ndo agressivos do comportamento, ap6s microinjecao de veiculo ou F15599

(agonista dos receptores 5-HT;,) em diferentes doses, na regido infra-limbica (IL) do cortex pré-frontal
(CPF).

Veiculo Doses de F15599 (ng/0,2pl)
Elemento Comportamental 0,2 ul 0,1 1,0
(n=6) (n=4) (n=6)

Laténcia

Primeira mordida 12,2+1,3 75+ 1,7 13,0+2,3
Frequéncia de elementos agressivos

Ataque ¢/ mordida 21,2+ 34 26,3+ 3,0 16,7 + 3,6

Ataque lateral 18,8+1,4 254+4,1 15,5+ 3,8

Persequir 22+14 1,3+0,8 0,8+0,5

Cheirar 6,3+1,6 83+14 6,0+1,1

Sacudir a cauda 16,5+29 18,8 +3,1 195+27
Duracdo de elementos ndo agressivos

Caminhar (s) 615+114 775+ 148 59,7 +3,3

“Grooming” (S) 20,2+ 6,7 27,5+ 14,7 238+79

“Rearing” (S) 150+4,9 115+35 10,0 +3,3

Tabela 2 - Dados expressos em média + EPM.
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Figura 7 — Média + EPM da laténcia para primeira mordida, ap6s microinjecdo de veiculo e F15599 (agonista

dos receptores 5-HT;,) em diferentes doses (0,03; 0,1; 0,3 e 1,0 pg/0,2ul), na regido ventro-orbital (VO) do

cortex pré-frontal (CPF) de camundongos machos provocados socialmente.
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Figura 8 — Média + EPM da frequéncia de mordidas, ap6s microinjecdo de veiculo e F15599 (agonista dos

receptores 5-HT;4) em diferentes doses (0,03; 0,1; 0,3 e 1,0 pg/0,2ul), na regido ventro-orbital (VO) do cortex

pré-frontal (CPF) de camundongos machos provocados socialmente. * p<0,05, em relagdo ao grupo controle.
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Figura 9 — Média + EPM da frequéncia de ataques laterais, ap6s microinjecdo de veiculo e F15599 (agonista dos
receptores 5-HT1,) em diferentes doses (0,03; 0,1; 0,3 e 1,0 pg/0,2ul), na regido ventro-orbital (VO) do cortex
pré-frontal (CPF) de camundongos machos provocados socialmente.

1957 Caminhar

C] Veiculo (n=10)
80 4
T [:] 0.03ug (n=8)

£ | T
E 60 - I 1 C] 0,1pg (n=10)
s I () o3ua=s)
S 40 4
t 1.0ug (n=10
g M) Lo =10
e
-
e 20 -
0 ‘,
Veiculo 0,03ug 0,1ug 0,3ug 1.0pg
Grupos

Figura 10 — Média + EPM da duragéo do comportamento de caminhar, apds microinjecdo de veiculo e F15599
(agonista dos receptores 5-HT4) em diferentes doses (0,03; 0,1; 0,3 e 1,0 pug/0,2ul), na regido ventro-orbital
(VO) do cortex pré-frontal (CPF) de camundongos machos provocados socialmente.
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Figura 11 — Média + EPM da duracdo do comportamento de grooming, ap6s microinje¢do de veiculo e F15599
(agonista dos receptores 5-HT4) em diferentes doses (0,03; 0,1; 0,3 e 1,0 pug/0,2ul), na regido ventro-orbital
(VO) do cortex pré-frontal (CPF) de camundongos machos provocados socialmente. * p<0,05, em relagdo ao

grupo controle.
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Figura 12 — Média + EPM da duracdo do comportamento de rearing, ap6s microinjecdo de veiculo e F15599
(agonista dos receptores 5-HT4) em diferentes doses (0,03; 0,1; 0,3 e 1,0 pug/0,2ul), na regido ventro-orbital

(\VO) do cortex pré-frontal (CPF) de camundongos machos provocados socialmente.
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Figura 13 — Média + EPM da frequéncia de mordidas, apés microinjecdo de veiculo e F15599 (agonista dos

receptores 5-HT;,) em diferentes doses (0,1 e 1,0 ug/0,2ul), nas regides ventro-orbital (VO) e infra-limbica (IL)

do cértex pré-frontal (CPF) de camundongos machos provocados socialmente. * p<0,05, em relagdo ao grupo

controle (Veiculo).
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Figura 14 — Representacdo esquematica de sucessivas seccdes coronais (A) do encéfalo de camundongo
mostrando o local da microinjegdo de veiculo e das doses 0,03 pg, 0,1 pg, 0,3 pg e 1,0 pug do agonista F15599, e

foto micrografias (B) mostrando a correta localizacéo da canula guia e local da microinje¢do na regido VO do
CPF.
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Figura 15 — Representacdo esquematica de sucessivas sec¢des coronais (A) do encéfalo de camundongo

mostrando o local da microinje¢do de veiculo e das doses 0,1 pg e 1,0 pg do agonista F15599, e foto

micrografias (B) mostrando a correta localizacdo da canula guia e local da microinje¢do na regido IL do CPF.
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6 — DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram que 0 agonista seletivo dos receptores
5-HT1a pOs-sindpticos, F15599, apresentou efeitos anti-agressivos importantes quando
microinjetado na regido VO do CPF de camundongos machos, no teste residente-intruso, apos
estes animais terem sido submetidos ao protocolo de provocagdo social para aumento da
agressividade. Os grupos de animais que receberam as microinje¢cdes com as doses mais
baixas (0,03 e 0,1 pg) do agonista diminuiram significativamente a frequéncia de ataques com
mordida quando comparados ao grupo de animais controle. Além disso, ha uma tendéncia de
diminuicdo da frequéncia de ataques laterais para o grupo que recebeu a dose de 0,03 ug do
agonista, quando comparado ao grupo controle. A laténcia para primeira mordida e a
frequéncia dos demais elementos comportamentais da agressividade analisados (perseguir o
intruso, cheirar o intruso e sacudir a cauda), ndo diminuiram na mesma propor¢do que a
frequéncia de ataques com mordida e ataques laterais. O tratamento reduziu

significativamente apenas o elemento do comportamento agressivo, morder o intruso.

Em relagdo aos elementos ndo agressivos do comportamento, somente a duragéo de
grooming sofreu alteragdo, com aumento para o grupo 0,03 pg, quando comparado ao grupo
controle. Os demais elementos comportamentais (caminhar e rearing) sdo estatisticamente

semelhantes se comparados ao grupo controle, para todos 0s grupos tratados.

E importante citar aqui que nenhum dos elementos comportamentais relacionados a
agressividade (morder o intruso, ataque lateral, perseguir, cheirar e sacudir a cauda) sofreu
alteragdo quando a microinjecéo do agonista F15599 ocorreu na regido (ndo-alvo) IL do CPF,
mostrando que a regido VO estd mais relacionada e é particularmente importante na

modulag&o deste comportamento.
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O modelo animal para estudo da agressividade utilizado neste trabalho, camundongos
machos que apresentam comportamento agressivo territorial no teste “residente-intruso”,
mostrou-se eficaz, assim como anteriormente descrito por Miczek e O’Donnell (1978). Além
disso, a inducéo de altos niveis de agressividade com a utilizacéo do protocolo de provocagao
social, com o objetivo de aproximar o comportamento agressivo destes animais de padrdes
considerados violentos, utilizado em diversos trabalhos (Fish et al., 1999; Olivier e Oorschot,

2005; Centenaro et al., 2008) mostra-se importante na conducéo desta modalidade de estudo.

Assim como os trabalhos de de Boer e Koolhaas (2005) e Miczek et al. (2002) este
trabalho confirma que o sistema serotoninérgico é essencial no controle da agressividade e
possui um papel importante na neurobiologia deste comportamento. Estudos comprovando o
envolvimento da 5-HT na agressividade foram conduzidos em diversas classes de animais,
desde invertebrados (Kravitz e Huber, 2003) até vertebrados como répteis (Summers et al.,
2005), peixes (Overli et al., 1999), aves (Ison et al., 1996) e mamiferos (Miczek et al., 2002),
inclusive em seres humanos (Tuinier et al., 1995; Berman et al., 1997). O trabalho também
prové sustentacdo as ideias de que a elevacdo dos niveis de 5-HT em certas regides do
encéfalo de individuos que apresentam fortes tracos agressivos estd frequentemente

relacionada & diminuicéo da agressividade (de Almeida et al., 2005; Ferrari et al., 2005).

Além disso, o envolvimento de receptores da familia 5-HT1, mais precisamente o
subtipo de receptor 5-HT1a, na modulacdo deste comportamento, sugerido por Miczek et al.
(2002) e Olivier (2004) fica confirmada com os resultados deste estudo. Claras evidéncias
também existem na literatura relacionando outras familias de receptores como5-HT, (Miczek
et al., 2002; Olivier, 2004) e mais recentemente 5-HT3 (McKenzie-Quirk et al., 2005; Ricci et
al., 2004) com a agressividade. Estudos prévios demonstraram que a ativacdo dos receptores
5-HT;a em sitios pds-sinapticos, entre eles o cortex pré-frontal, tem efeito na reducdo de

comportamentos agressivos, tanto o comportamento agressivo tipico das espécies como
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também o exacerbado (Sijbesma et al., 1991; Mos et al., 1992). Agonistas dos receptores 5-
HT,A também reduzem o comportamento agressivo de machos que foram submetidos a
provocagdo social (Veiga et al., 2007). Porém, quando microinjetados nos NDR, agonistas
deste subtipo de receptor promovem elevagdo da agressividade em fémeas pds-parto, como

descrito no trabalho de Veiga et al., (2011).

Os receptores 5-HT;a sdo encontrados tanto pré-sinapticamente, nos neurdnios
serotoninérgicos dos nucleos da rafe, onde atuam como autoreceptores somatodendriticos,
como poés-sinapticamente, em neurdnios ndo serotoninérgicos, onde atuam como
heteroreceptores inibitorios, em diversas regides encefélicas, dentre elas as relacionadas a
modulacdo do comportamento agressivo (Boschert et al., 1994; Raid et al., 2000; de Boer e
Koolhaas, 2005). Por causa da multipla localizagdo destes receptores, 0s agonistas 5-HT1a
tém duplo efeito sobre a neurotransmisséo: quando se ligam aos autoreceptores 5-HT;a de
neurdnios serotoninérgicos inibem o disparo e em consequéncia a neurotransmissdo destas
células e, quando se ligam aos heteroreceptores 5-HT1a de neurdnios ndo serotoninérgicos,
mimetizam os efeitos da serotonina lancada na fenda sinéptica, provocando a inibi¢éo destas
células e consequentemente inibindo a liberacdo de outros neurotransmissores (de Boer e
Koolhaas, 2005). Além deste comportamento, estes receptores também estdo envolvidos em
diversas outras fungdes como ansiedade (Parks et al., 1998), apetite (Ebenezer, Arkle e Tite,
1998), impulsividade (Winstanley et al., 2005), memdria (Orgen et al., 2008; Yasuno et al.,
2003), humor (Kennet, Dourish e Curzon, 1987), nocicep¢do (Bardin et al., 2003),
comportamento sexual (Popova e Amstislavskaya, 2002), sono (Monti e Jantos, 1992),

termorregulacéo (Gudelsky, Koenig e Meltzer, 1986), entre outras.

Neste estudo os resultados apontam a efetividade do agonista F15599 na ativagéo dos
receptores 5-HT14 como sugerido pelos trabalhos apresentados por Depoortére et al. (2010).

Através da analise dos resultados, pode-se inferir que o agonista F15599, quando
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microinjetado na regido VO do CPF, pode estar mimetizando os efeitos da 5-HT na fenda
sindptica, ligando-se aos heteroreceptores 5-HT;a e causando a inibigdo de neur6nios ndo
serotoninérgicos. Possivelmente este agonista agiu ativando os receptores 5-HTia poés-
sindpticos na regido VO do CPF. A ativacdo destes receptores conduz a abertura de canais de
potdssio na membrana da célula, hiperpolarizagdo da célula e cessagdo do disparo celular
(Sprouse e Aghajanian, 1987; Ferreira e Menescal-de-Oliveira, 2009). Os receptores da
familia 5-HT1, assim como a maioria das familias de receptores da serotonina, estdo
relacionados a modulagdo da adenilato ciclase ou do fosfoinositol via ativagdo de proteina G,

ou seja, sdo receptores acoplados a proteinas G (Olivier e Oorschot, 2005).

Sabe-se que o CPF é a regido encefélica responsavel pelo controle do comportamento
inibitorio em geral (Blair, 2001) e que a sub-regido Orbito-frontal é particularmente
importante no controle inibitério do comportamento agressivo e impulsivo (Blair, 2001;
Seguin, 2004; Cardinal et al., 2004; Spinella, 2004; Kheramin et al., 2005; de Almeida et al.,
2006; Centenaro et al., 2008). Além disso, a agressdo impulsiva pode estar relacionada com
uma disfuncdo das projecBes inibitorias do cortex pré-frontal, mais especificamente das
regibes orbital e medial para a amigdala, resultante de uma anormalidade neuroquimica
envolvendo a 5-HT (Davidson, 2000; Best, Williams e Coccaro, 2002). O cdrtex pre-frontal
que possui conexfes com a amigdala e a regido medial desta estrutura, através de projecoes
via estria terminal para o hipotalamo e deste Gltimo para a substancia cinzenta periaquedutal
dorsal é um circuito postulado como sendo importante na modulacdo da agressividade (Blair e
Cipolotti, 2000). Sugere-se que a ativagdo dos receptores 5-HT1a na regido VO do CPF com a
utilizagdo do agonista F15599 esteja levando a uma inibicdo das projecdes para a amigdala, e

desta forma agindo na redugéo do comportamento agressivo.

A acdo do agonista F15599 no receptor indica uma relagdo com o comportamento

agressivo. Estes dados condizem com vérios outros estudos pré-clinicos que j& demonstraram
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que a ativagdo dos receptores 5-HT14 com a utilizagdo de agonistas promoveu efeitos anti-
agressivos importantes, como por exemplo, 8-OH-DPAT e flesinoxan (Bell e Hobson, 1994;
de Boer e Koolhaas, 2005; Sperry et al., 2003; Ten Eyck, 2008). Apesar de estes outros
agonistas terem sido administrados sistemicamente, a microinje¢do do F15599 na regido VO

do CPF confirmou o efeito dos agonistas 5-HT1a Sobre 0 comportamento agressivo.

No presente estudo, o agonista F15599 mostrou-se significativamente eficaz na
reducdo da agressividade nas concentragfes mais baixas (0,03 ¢ 0,1 pg). Outros trabalhos nos
quais F15599 foi utilizado em estudos com depressdo (Assié et al., 2010; Meurel et al., 2007),
cognicdo (Depoortére et al., 2010) e memdria (Depoortére et al., 2008), j& demonstraram que
este agonista é eficaz em doses muito baixas, incapazes de afetar comportamentos
relacionados a atividade motora. F15599 (pKi = 8.5) liga-se preferencialmente aos receptores
5-HT1a pos-sinépticos no CPF, e esta seletividade regional distingue este agonista da maioria
dos agonistas 5-HT1a previamente desenvolvidos, os quais ligam-se preferencialmente aos
autoreceptores 5-HT1a somatodendriticos (Newman-Tancredi et al., 2009; Llado-Pelfort et
al., 2010). Os autores supracitados se valem da seletividade do agonista por esta populagdo de
receptores 5-HT;a como possivel explicagdo do por que ocorrem efeitos mais significativos
somente em doses baixas. Porém, a efetividade maior em doses baixas para este agonista
ainda carece de uma explicacdo e permanece incerta. Segundo Depoortere et al. (2010), a
seletividade por sub-populacdes de receptores que estdo associadas a atividades terapéuticas,
é importante para o desenvolvimento de farmacos especificos para diversas patologias que

envolvem deficiéncias localizadas, tais como a esquizofrenia e a depresséo.

Sugere-se que este agonista reduza a agressividade em uma estreita gama de ativagao,
como demonstrado pelo fato de que em doses altas (0,3 ¢ 1,0 ug), ndo ocorreram alteragdes
significativas em relagdo ao grupo controle, para os diversos elementos comportamentais

relacionados a agressividade analisados. Resultados semelhantes com a microinjecdo de outro
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agonista (8-OH-DPAT) para este subtipo de receptor foram encontrados por Centenaro et al.
(2008) e por de Almeida e Lucion (1997), em fémeas pOs-parto, os quais também n&o

demonstraram haver uma clara curva dose-efeito.

Para a maioria dos agonistas 5-HT 1 utilizados até o presente momento no estudo com
comportamento agressivo, as doses mais efetivas em vertebrados vém acompanhadas por
efeitos ndo especificos como sedacéo, baixa atividade motora, comportamentos estereotipados
e reducdo do interesse social (de Boer e Koolhaas, 2005; Olivier et al., 1995; Mos et al.,
1993). Porém, em alguns estudos que utilizaram os agonistas alnespirona e S15535 o0s
resultados mostraram que houve reducdo dos comportamentos agressivos sem afetar o0s
comportamentos ndo agressivos (de Boer e Koolhaas, 2005; de Boer et al., 1999, 2000). O
presente estudo confirma a efetividade do agonista F15599 na agressividade sem afetar os

elementos ndo agressivos do repertério comportamental, caminhar e rearing.

Os resultados de grooming apareceram significativamente elevados para o grupo 0,03
ug e podem ser observados como um tipo de comportamento deslocado. Grant e Mackintosh
(1963, apud Salles, 1972) e Sevenster (1961) possuem trabalhos que consideram o grooming
como comportamento deslocado, tendo o primeiro apontado a possibilidade de o grooming
estar relacionado a agressividade frustrada. Outra relacdo de grooming com o comportamento
agressivo € o auto-grooming visto em ratos vencedores de situacfes de combate por Van
lersel e Bol (1958). Mos et al. (1992) também encontraram aumento da duracdo do
comportamento de grooming apds injecdo intracerebroventricular de TFMPP (1-(3-
trifluoromethyl-phenyl)piperazine hydrochloride), um agonista misto dos receptores 5-HTa,

B, ¢ NO teste residente-intruso em ratos machos.

Além de confirmarem a regido VO do CPF na modulacdo do comportamento
agressivo, os dados deste estudo reforgam a afirmacdo de outros trabalhos, de que a regido IL

do CPF ndo apresenta um efeito semelhante ao da regido VO na modula¢do da agressé&o.
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Estudos prévios j& demonstraram que esta regido estd mais associada com os efeitos da
ansiedade e com fungbes cognitivas, como a atencdo e memdria (Wall e Messier, 2002;

Dalley et al., 2004).
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7 - CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Este é o primeiro estudo que utiliza o0 novo e seletivo agonista dos receptores 5-HTa,

F15599, no estudo do comportamento agressivo.

Os resultados apresentados aqui confirmam a importancia do sistema serotoninérgico
na modulacdo da agressividade. Mais especificamente, confirmam que a ativacdo dos
receptores 5-HT1a pOs-sindpticos da regido VO do CPF é importante na reducdo deste

comportamento.

A regido ventro-orbital do cortex pré-frontal é uma area enceféalica relacionada ao

controle do comportamento agressivo exacerbado.

O agonista seletivo dos receptores 5-HTia, F15599, é efetivo na ativacdo destes
receptores em sitios pds-sindpticos, tais como o cortex pré-frontal, e reduz o comportamento

agressivo com maior eficacia quando microinjetado em doses baixas na regido VO.

Quando microinjetado na regido VO do CPF, F15599 reduz o comportamento
agressivo sem afetar os elementos ndo agressivos do repertério comportamental de
camundongos machos, no teste “residente versus intruso”, precedido do protocolo de

provocacao social.

A ativacdo dos receptores 5-HT;4 na regido infra-limbica do CPF, com a microinjecdo

de F15599, ndo afeta 0 comportamento agressivo.

Futuros estudos sdo necessarios para que seja confirmada a especificidade deste
receptor, com a microinje¢do prévia do antagonista WAY-100.635 na mesma regido
encefélica, antes da microinjecdo do agonista, objetivando bloguear o efeito desta substancia.
A administragdo de outras doses do agonista pode contribuir para o estabelecimento de uma

curva dose-efeito mais clara. Além disso, testar o comportamento agressivo de animais apos



54

administracdo sistémica do agonista F15599 é importante para uma comprovacao da eficicia
da substancia sobre a agressividade. Com o proposito de verificar o efeito da administragdo da
substancia sobre a atividade motora dos animais, um teste de locomocéo especifico ap6s o

teste de agressividade faz-se necessério.
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