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Resumo

Galvdo, Bruno de Oliveira; Landeira-Fernadez, Jesus. Avaliacéo
Comportamental e Farmacologica da Relacdo entre Ansiedade e
Panico em Modelos Animais. Rio de Janeiro, 2007, 64p. Dissertacao de
Mestrado — Departamento de Psicologia, Pontificia Universidade Catdlica
do Rio de Janeiro.

A matéria cinzenta periaquedutal dorsal (MCPD) é associada com
comportamento defensivo e ataques de panico em humanos. Estimulacbes
elétricas ou farmacologicas da MCPD induzem a reacGes aversivas de corrida e
pulo em ratos. Os resultados no experimento 1 indicaram que animais submetidos
a um contexto previamente associado com choques nas patas, obtiveram um
comportamento defensivo de congelamento robusto e tiveram menores reacfes
defensivas de corridas e pulos através da microinjecdo de de 0.3 pl N-metil-D-
aspartato (NMDA; 15.0 mg/kg), quando comparado com o grupo controle que néo
foi exposto ao procedimento de medo ao contexto. No experimento 2, o efeito de
injecBes de pentilenotetrazol (PTZ; 15.0 mg/kg i.p.) em ratos microinjetados com
NMDA nas reacdes de corridas e pulos foi investigado. Os resultados mostraram
que o PTZ (1ml/100gr) foi capaz de minimizar as reagdes aversivas de corridas e
pulos induzidas pela microinjecdo de NMDA na MCPD. Esses resultados
sugerem que a ativacdo de mecanismos cerebrais que permeiam a ansiedade

produzem um efeito inibitério em ataques de panico.

Palavras-Chave:

Ansiedade; Medo ao contexto; Comportamento Defensivo; NMDA;
Ataque de Panico; MCPD; PTZ
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Abstract

Galvéo, Bruno de Oliveira. Landeira-Fernadez. Jesus, Behavioral and
Pharmacological Evaluation Between Anxiety and Panic in Animals
models. Rio de Janeiro, 2007, 64p. MSc Dissertation — Departamento de
Psicologia, Pontificia Universidade Catélica do Rio de Janeiro.

The dorsal portion of the periaqueductal gray (DPAG) is notably
associated with defensive behavior and panic attacks in humans. Electrical or
pharmacological stimulation of the DPAG induces aversive reactions such as
running and jumping in rats. Our results indicate that animals exposed to
contextual cues, that were previously associated with electrical footshocks,
engaged in robust defensive freezing behavior and were less likely to display
running and jumping defensive reactions by microinjection of 0.3 ul N-methyl-
D-aspartate (NMDA,; 15.0 mg/kg) into DPAG when compared with control
animals that were not exposed to the context fear conditioning procedure.
Furthermore the effect of pentylenotetrazole injections (PTZ; 15.0 mg/kg i.p.) in
microinjected NMDA rats in aversive reactions of running and jumping was
investigated. The result showed that PTZ dose (1ml/100gr) was capable to
minimize the aversive reactions of running and jumping induced by
microinjection of NMDA into DPAG. These results suggest that activation of the
brain mechanisms that underlie anxiety produces an inhibitory effect on panic

attacks.

Keywords:

Anxiety; Context fear conditioning; Defensive behavior; NMDA; Panic
attack; DPAG; PTZ
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Lista de Abreviaturas

BZD: benzodiazepinico

GABA: 4cido aminobutirico

GAD: &cido glutdmico descarboxilase

MCP: matéria cinzenta periaquedutal

MCPD: matéria cinzenta periaquedutal dorsal
MCPV: matéria cinzenta periaquedutal ventral
NDR: nucleo dorsal da rafe

NMDA: N-metil-D-aspartato

PTZ: pentilenotetrazol

SNC: sistema nervoso central

SSDRs: species-specific defense reaction = reacdo de defesa especifica da espécie
TAG: Transtorno de Ansiedade Generalizada
TBPS: t-butilbiciclofosforotionato
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“I sit beside the fire and think
of all that | have seen,
of meadow-flowers and butterflies

in summers that have been;

Of yellow leaves and gossamer
in autumns that there were,
with morning mist and silver sun

and wind upon my hair.

| sit beside the fire and think
of how the world will be
when winter comes without a spring

that | shall never see.

For still there are so many things
that | have never seen:
in every wood in every spring

there is a different green.

I sit beside the fire and think
of people long ago,
and people who will see a world

that | shall never know.

But all the while I sit and think
of times there were before,
I listen for returning feet
and voices at the door.”

JRR Tolkien
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1.

Introducao

1.1

Sistema Motivacional de Defesa

Medo e ansiedade formam a primeira linha de defesa sendo ambos partes
de um mecanismo de sobrevivéncia, fruto de todo um processo evolutivo, como se
verificara a seguir, no andamento deste trabalho. O sistema tem as suas origens
no mecanismo primordial de luta ou fuga localizado nas regibes mais primitivas
do cérebro de animais (Kim e Gorman, 2005). Segundo Charles Darwin (1809-
1882), dado o carater evolutivo do comportamento emocional, a compreensdo
deste fendbmeno no homem depende, em grande parte, do estudo do
comportamento de outros animais.

Todas essas emogdes sdo mediadas por reacdes comandadas pelo sistema
nervoso autdbnomo, como sudorese emocional, palpitacdes, nduseas e sensacdo de
vazio no estdmago. Estas alteracdes fisioldgicas preparam o sujeito para enfrentar
a fonte de perigo de forma mais eficaz. Como veremos mais adiante, o estudo
sobre as estruturas cerebrais responsaveis por tais respostas autonémicas sao
aspectos extremamente importantes para a compreensdo dos transtornos de
ansiedade.

Em seres humanos, a complexidade do fenbmeno e a ambiguidade das
descricdes teoricas sobre a ansiedade justificam a caréncia de avaliacdes mais
precisas sobre a circuitaria neural envolvida nestes processos. Numerosos
esforgos tém sido feitos na tentativa de definir operacionalmente e avaliar este
constructo. A ansiedade € um estado emocional que faz parte do espectro normal
das experiéncias humanas, sendo, em determinados niveis, propulsora do
desempenho.

A lei de Yerkes-Dodson (Dractu e Lader, 1993) sugere que toda tarefa
possui um ponto étimo de ansiedade para que ela possa ser executada da melhor

forma possivel. Todavia, niveis exageradamente elevados de ansiedade
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prejudicam a execucdo da tarefa, caracterizando-se assim 0 seu aspecto
patoldgico.

A ansiedade passa entdo a ser patoldgica, quando seus niveis estdo
desproporcionais a situacdo que a desencadeia, ou quando ndo existe um objeto
especifico ao qual se direcione. Dentre os distarbios emocionais conhecidos, 0s
transtornos de ansiedade vém afetando, em diferentes niveis, um grande nimero
de individuos, fazendo da compreensdo deste quadro um dos maiores desafios nos
dias atuais.

Como caracteristica mais marcante da ansiedade enquanto transtorno,
apresenta-se a distor¢cdo da percepcéo, que ocasiona alteracdes do significado dos
acontecimentos na vida do sujeito. Pode-se constatar, também, como sintoma de
ansiedade o deficit de atengdo, que acarreta prejuizos em relacdo a memoria e ao
aprendizado. Dentre a constelacdo de sintomas que compfe 0s transtornos de
ansiedade, destaca-se o fato de que a ansiedade pode provocar confusdes ou
distorcBes da percepcdo, alterando o significado de acontecimentos registrados
por uma pessoa. Os transtornos de ansiedade podem também interferir em
processos de atencdo, causando assim prejuizos de aprendizado e memoria. Os
sintomas caracteristicos do transtorno de ansiedade podem ocorrer em trés niveis:
conscientes, comportamentais e fisiologicos. Dentre o0s sintomas conscientes,
destacam-se o0 sentimento de ansiedade propriamente dito, sensagdes de
apreensdo, atencdo constante, insonia e perda de concentracdo. A inquietacao,
caracterizada pela movimentacdo das méaos, pés ou qualquer outra parte do corpo,
bem como andar de um lado para o outro, sdo caracteristicas comportamentais da
ansiedade. A emocdo altera o foco da atengdo para estimulos mais importantes do
meio ambiente e evoca informacfes armazenadas na memaria emocional. Dentre
0s sintomas comportamentais, estdo também os tremores musculares e a reacdo de
forma assustada (resposta de sobressalto). As emocdes também produzem
comportamentos expressivos, veiculando informagfGes as outras pessoas e
interpretacfes ocasionais sobre 0os mesmos. Finalmente, os sintomas fisiologicos
podem-se apresentar através de intensa sudorese, palpitacdes e ou nauseas.

A ansiedade gerada prepara o sujeito, criando um meio 6timo para uma
resposta efetiva e condizente com a demanda ambiental. Essa preparacdo envolve
a organizacao da expressédo facial, tonalidade da voz, tdnus muscular, bem como

um conjunto de outras respostas mediadas pelo nosso corpo. Outro disturbio
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emocional de grande importancia hoje € o transtorno do panico. Ele se caracteriza
por ataques recorrentes, que podem ocorrer espontaneamente ou associados a uma
situacdo particular. Os ataques de panico sdo definidos como episodios intensos
de medo ou terror acompanhado por aceleracdo dos batimentos cardiacos, dores
no peito, tonteiras ou vertigens, nauseas, respiracdo curta, tremor, medo de
morrer, suores frios, sentimentos de ndo-realidade, dorméncia, sensacao de frio e
calor, um sentimento de estar perdendo o controle, ou medo de enlouquecer
(DSMIV, 1995). Este transtorno tem mostrado uma relagdo ambigua com a
ansiedade.

1.2.

Formas Clinicas de Manifestacdo da Ansiedade Patolégica

A ansiedade pode manifesta-se de duas formas: Episodica ou Tonica.
Exemplos de estados tdnicos é a chamada ansiedade generalizada e um exemplo
mais tipico dos episodicos é o transtorno de panico. A ansiedade por sua vez pode
estar associada a determinados eventos, situacdes ou objetos (chamada de
situacional) ou podendo ocorrer de forma aparentemente imotivada (chamada
espontanea).

A ansiedade patoldgica existe em vérias condigdes, estando presente em
momentos variados como doencas médicas, medicacdo ou drogas
(psicoestimulantes), sindrome de abstinéncia (depressores do SNC como o alcool)
e nos transtornos de ansiedade. Salienta-se que os transtornos de ansiedade néo
sd0 0s Unicos quadros psiquiatricos que tém niveis patoldgicos de ansiedade. De
um modo geral, esse quadro ansiogénico se manifesta em quase todas as formas
de transtornos mentais. Hoje em dia, é classificado como transtorno de ansiedade
aquele transtorno no qual a ansiedade diretamente observada ou manifesta € a
principal manifestacdo sintomatoldgica. A figura 1 exemplifica o processo de
decisdo no diagnostico diferencial dos transtornos de ansiedade.
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Figura |l. Precesso Decisdrio ne Diagndstice Diferencial dos

Transtornoes Ansicsos
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Com relacdo aos quadros nos quais 0s sintomas ansiogénicos manifestam-
se de modo paroxistico, se denomina ataque de panico quando uma série de
sintomas caracteristicos (ja citados anteriormente) surgem de forma subita em
menos de 10 minutos. O transtorno de panico, por sua vez, nada mais é, do que
uma forma de transtorno ansiogénico no qual aleatoriamente se repetem crises de
panico.

Ataques de panico ou outras formas mais brandas de ansiedade paroxistica
podem se manifestar nas fobias (caracterizada por medo irracional de um objeto
especifico , de uma atividade ou situacdo que leva a um comportamento de
esquiva ou evitacao) ; contudo, de modo em geral, a ansiedade nesta condicdo é
relacionada a um estimulo especifico, sob a forma de ansiedade situacional.

No transtorno obssessivo compulsivo (TOC), a ansiedade surge de acordo
com a exposicdo a estimulos internos especificos, denominados obsessfes. Os
pensamentos obsessivos sdo idéias e imagens que invadem a consciéncia do
individuo de maneira repetida e esteriotipada, causando um teor de sofrimento e
mal estar. Em contrapartida, as compulsGes sdo comportamentos voluntarios,
esteriotipados, repetidos com a funcdo de neutralizacdo da ansiedade associada as
obsessGes. Em adigdo, a ansiedade manifestada de forma tonica, ou constante
caracteriza-se como transtorno de ansiedade generalizada (TAG).

O quadro 1 lista as principais categorias diagnosticas das classifica¢oes
atuais (DSMIV e CID-10), nas quais a ansiedade é a principal manifestacdo
psicopatoldgica. Percebe-se que as diferencas principais referem-se ao fato do
TOC estar num item separado dos demais transtornos de ansiedade no CID-10, e 0

fato de a agorafobia ter um carater primario em relagéo ao transtorno de panico.
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Quadro 1. Classificagdo dos Transtomos Ansiosos segundo a C1D-10 ¢ o

DSM-1V

CID-10

F4di

F4l

F42

F43

Transtornos Fabico-ansiozos

F40.0 Agoratobia
00 Sem transtorno de pinico
U1 Com transtorno de plinico
F40.1 Fobias sociais
Fa0.2 Fobias especificas (soladas)
Fa40.8 OQuuros transtormos [Obico-ansiosos
F40.9 Transtorno fébico-ansioso, nio especificado

Outres ranstornos de ansiedade

F41.0 Transtorno de pinico (ansiedade paroxistica episddica)
Fdl.1 Transtorno de ansiedude generalizada

F41.2 Transtorno misto de ansiedade ¢ depressiio

Fa1.3 Outros transtornos mistos de ansiedade

F41.8 Dutros transtornos de ansiedade especificados

F41.9 Transtorno de ansiedade, niio especificado

Transtorno obsessivo-compulsivo

F42.0 Predominantemente pensamentos obsessivos e ruminages
F42.1 Predominantemente atos compulsivos (rituais obsessivos)
F42.2 Pensamentos e atos obsessivos mistos

F42.8 Outros transtornos obsessivo-compulsivos

F42.9 Transtorno obsessivo-compulsivo, ndo especificado

REHQHH o estresse Erave

F43.0 Reaglio aguda a estresse

F43.1 Transtorno de estresse pos-traumitico
F43.2 Trantomos de ajustamento

F43.22 Keagfio mista depressiva e ansiosa

DSM-IV

300.01 Transtorno de pinico sem agorafobia

300.21 Transwerno de pinico com agorafobia

300,22 Agorafobia sem histdrico de transtorng de plnico
300,29 Fobia especifica

17
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300.23 Fobia social

300.3 Transtorno obsessivo-compulsivo

309.81 Transtorno de estresse pos-traumitico

308.3 Transtorno de estresse ¢|:__'I,||_|_-;1

300.02 Transtorno ansioso generalizado

293.89 Transtorno ansioso devido a condigiio clinica

Ansiedade devido ao uso de substincia [eddigo dos trans-

tornos devido ao uso de substincias]

300.00 Transtorno ansioso niio especificado

1.3.
Ansiedade e Modelos Animais

Apesar de a ansiedade constituir-se em um fenémeno tipicamente humano,
é possivel encontrar correlacdes entre essa emocao e respostas de defesa que 0s
animais exibem frente a estimulos ou situa¢fes de perigo. Os animais, assim
como 0s seres humanos, expressam o significado de suas emogdes frente a
situacOes de perigo através do comportamento que exibem (Sudre, Barros, Sudre e
Schenberg, 1993; Schenberg et al., 2000,2001; Vargas e Schenberg, 2000,2001)
como freezing(congelamento), activity burst(corrida e salto), galloping, trotting
sdo verificadas e expressam diretamente niveis de ansiedade frente a uma situacéo
de perigo especifico. Com o0s progressos recentes da neurociéncia, tem-se
mostrado que a ansiedade e o medo tém suas raizes em sistemas neurais
especificos e podem ser quantificados atraves de reacfes de defesa que animais
apresentam frente a estimulos de perigo inato ou aprendido. Esses modelos
animais podem ser utilizados para buscar compreender a relagdo entre 0s
diferentes transtornos de ansiedade.

Consequentemente, diferentes modelos de animais tém sido empregados
como poderosas ferramentas, com o objetivo de investigar e compreender 0s
mecanismos envolvidos nos transtornos de ansiedade e transtorno do pénico.
Através de comportamentos especificos de defesa animal, tem sido possivel
determinar circuitos neurais envolvidos nos diversos transtornos de ansiedade. Em
particular, dois comportamentos de defesa com circuitos neurais especificos,
podem ser utilizados como modelos para diferentes transtornos de ansiedade e em

particular o transtorno de panico (Graeff, 2003).
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O primeiro, no qual o animal apresenta uma pronunciada postura de
imobilidade, denominada congelamento, envolve a ativacdo da amigdala e da
matéria cinzenta periaquedutal ventral (MCPV). O mau funcionamento deste
sistema defensivo parece estar relacionado ao Transtorno de Ansiedade
Generalizada. A MCPV esta envolvida na resposta de congelamento que
gradualmente aparece quando o animal é exposto a um estimulo aversivo
condicionado (Landeira, Fanselow e Deoca, 1992). De acordo também com estes
autores, a matéria cinzenta periaquedutal dorsal (MCPD) estd claramente
associada com a resposta de defesa ativa estereotipada, e sua hiperativagdo parece
esta relacionada com o transtorno do panico.

A estimulacdo elétrica da MCPD em animais tem sido empregada héa
bastante tempo para um melhor entendimento do fenémeno do pénico. Verificou-
se que, ao se fazer um aumento gradual da corrente elétrica para estimular a
MCPD, produzia-se um comportamento de alerta, congelamento, e, num dado
momento, resposta de corrida e salto. De fato, as estimulacgdes elétricas da MCPD,
gue ocasionam respostas de fuga (Landeira, Fanselow e Deoca, 1992),
proporcionam um dos modelos animais para o estudo do panico. Este sistema est4
relacionado com formas vigorosas de comportamento ativo, como reagdes de fuga
ou luta. Em humanos, a estimulacao elétrica da MCPD também produz sintomas
do panico. Por outro lado, a resposta de congelamento ao contexto previamente
associada com choques elétricos nas patas tem sido amplamente utilizada como
um modelo animal de ansiedade (Conti, Maciver, Ferkany, e Abreu, 1990).

Bolles (1970), através da sua teoria Species-Specific Defense Reaction
(SSDR), demonstra que o rato, de forma inata, determina comportamentos de
defesa, como a resposta de congelamento ou luta, por exemplo. Quando 0 mesmo
é confrontado com uma ameaca ambiental natural (um predador) ou uma ameaca
ambiental artificial (choque nas patas), 0s seus comportamentos acabam por se
delimitar somente aos SSDRs. Nestas situacfes & quase impossivel o rato
manifestar comportamentos que ndo se adequam aos esquemas da SSDRs.
Contudo, o proprio animal teria uma flexibilidade de escolha comportamental
dentro da SSDR a escolher. Parte-se do principio de que o animal, através de uma
abordagem adaptativa, ira selecionar, dentro de um seleto repertério de acles, a
melhor reagdo comportamental que confronte de forma adequada a ameaca em

questdo, e que tenha maior chance de sobrevivéncia. Este sistema de defesa tem
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regras especificas que governam as reagdes comportamentais; essas regras
autorizam mudancas de comportamentos de forma abrupta ou crescente, a partir
do momento em que ocorram mudancas relevantes nas condigdes ambientais.

Panksepp (1982) prop6s a circuitaria do medo cujo mecanismo evolutivo
mais provavel seria a reducdo da dor, autopreservacdo e sobrevivéncia. Sendo
assim, a ansiedade é um produto de um sistema motivacional responsavel pela
organizacdo de respostas especificas com objetivo de lidar de forma adequada as
ameacas do meio externo. A partir dessa perspectiva, varios estudos tém definido
a ansiedade, inclusive a ansiedade patoldgica, como componente essencial de um
sistema neural que teve origem nos mamiferos, e desde entdo vem-se mantendo ao
longo da evolucdo das espécies. Esse sistema € responsavel pela deteccdo de
estimulos de perigo no meio ambiente, bem como pela rea¢do de forma adequada
a esses estimulos que ameacam a integridade do organismo (Fanselow, 1986 e
1994).

Fanselow e Lester (1988) propuseram, depois de observacGes laboratoriais,
que o nivel de medo teria uma importancia maior na determinacdo de dado
comportamento do que o préprio ambiente envolvido. Os mesmos sugeriram a
existéncia de uma serie de respostas comportamentais dadas pela presa diante de
um perigo. Blanchard, Blanchard e Hori (1989 ) e Blanchard, Blanchard e Rogers
( 1990), por sua vez, fizeram um estudo etolégico do comportamento do rato
diante de situacBes com diferentes niveis de ameaga. De acordo com os estudos
destes autores, sugeriu-se que as principais variaveis relevantes na magnitude da
resposta comportamental de defesa seria a distancia da presa com relacdo ao
predador, alternativas de fuga-esquiva e a discriminagédo da fonte de perigo.

Adam (1979), Graeff (1981 ,1991 e 1994), Fanselow ( 1991), Behbehani
(1995) e Bittencourt, Carobrez, Zamprogno, Tufik e Schenberg (2004) sugerem
gue a matéria cinzenta periaquedutal (MCP), que se localiza ao longo do
mesencéfalo, tem-se mostrado como uma éarea relevante no controle dos
comportamentos de defesa. Graeff (1994) inclusive fez a relagdo do
comportamento de luta-fuga com as emocgdes humanas de panico e raiva pelo fato
de estimulacdes elétricas desta estrutura em humanos provocarem comportamento
de agressividade, relatos de total desconforto, hipertensdo, medo, alteragOes
enddcrinas tipicas de estresse (Sano et al .,1970) e taquicardia. Como mencionado

antes, e segundo Behbehani (1995), a estimulacdo da MCP produz reagdes de
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defesa em humanos, tendo-se observado que a estimulacdo da matéria cinzenta
periaquedutal dorsal e dorsolateral produz comportamento aversivo em animais,
enquanto em humanos produziu especificamente medo e ansiedade. Isto indica
que esta regido cerebral faz uma importante conexdo com a circuitaria cerebral
envolvida no processo de ansiedade e medo. Projecdes sistematicas da amigdala
para a matéria cinzenta periaquedutal sugere que um estimulo relacionado ao
perigo ativa um circuito especifico na amigdala que se projeta para a MCP,
ativando assim mecanismos da MCP que lidam com reacdes de defesa, analgesia
e respostas autondmicas (Fanselow, 1991). De acordo com este modelo, avisos de
perigo (presa avista o predador) ativam regides da amigdala que se projetam para
a matéria cinzenta periaquedutal ventral (MCPV) responsavel pela resposta de
congelamento (neurdnios intrinsecos as porgdes caudais da MCPV sdo cruciais
para o congelamento, a destruicdo quimica destas areas atenua o congelamento
segundo Kiernan e Cranney, 1992; Ledoux, Iwata, Chichetti e Reis,1988),
provando-se crucial também para a analgesia opiacea (Helmstetter e Landeira-
Fernandez, 1990). Contudo, quando o animal encontra o perigo (predador pega a
presa), uma circuitaria na amigdala que se projeta para a matéria cinzenta lateral é
ativada. A ativacdo desta rede produz respostas de fuga associadas com
vocalizacBGes e respostas autonémicas (Behbehani,1995). De acordo com este
modelo, existe uma interac&o inibitdria entre MCP ventral e lateral. Os resultados
sugeriram entdo que a estimulacdo da MCP dorsal produziu fuga e respostas de

defesa, e a estimulacdo da MCP ventral produziu congelamento.

1.4.

Modelo de Deakin e Graeff

Deakin e Graeff (1991) propuseram um modelo que formula a teoria do
papel dual da 5-HT, postulando a existéncia de dois sistemas serotonérgicos
independentes que modulariam respostas comportamentais a estimulos aversivos
agudos condicionados e incondicionados. Neste modelo, a amigdala, encarregada
da avaliacdo do grau de perigo representado por estimulos e situaces externas,
seria responsavel pela investigacdo cautelosa (Fanselow, 1991). O resultado desta
interpretacdo seria, entdo, transmitido a MCPD, que, por sua vez, se encarregaria

de programar e selecionar diferentes padrbes comportamentais de defesa. A
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inervacdo serotonérgica chegaria ate a amigdala e MCPD através de duas vias
distintas provenientes do nucleo dorsal da rafe (NDR), respectivamente o trato
prosenceféalico medial e o trato periventricular.

Na MCPD, a 5-HT parece desempenhar uma funcéo inibitéria, impedindo
a manifestacdo de padrdes fixos de defesa ativa a estimulos aversivos inatos (luta
e fuga), em situacdes onde o perigo é apenas potencial ou distal. Neste caso, a
movimentacdo brusca do animal é indesejavel, fazendo com que este fosse mais
facilmente percebido pelo predador. Paralelamente, a 5-HT promove estratégias
de defesa elaboradas, tais como a investigacdo cautelosa e o congelamento, mais
adequadas a tais situacdes. Apenas quando o perigo se torna iminente, a
estimulacio da MCPD sobrepuja a inibicdo serotonérgica, liberando
comportamentos de fuga, ja mais apropriados.

Para Deakin e Graeff (1991), estando o trato NDR-Amigdala relacionado a
ansiedade condicionada e 0 NDR-MCPD a incondicionada, disfuncdes nestes dois
sistemas resultariam naqueles quadros psicopatolégicos ja apresentados
anteriormente: transtorno de ansiedade generalizada e transtorno do panico. Este
mecanismo explicaria, pelo menos em parte, evidéncias obtidas com a 5-HT no
século passado. Contudo, a circuitaria neural que governa todas as funcbes da
MCP nédo é de todo ainda entendida; de acordo com Behbehani (1995), um
modelo baseado no entendimento j& adquirido desta estrutura pode ser esbocado.
De acordo com este modelo, existem cinco componentes que interagem dentro da
MCP, que seriam: ansiedade-medo, vocalizacdo, analgesia-dor, regulacdes
autonébmicas e comportamento sexual. Um componente de importancia maior
dentro deste modelo seria o de ansiedade-medo com uma influéncia na modulagéo
da atividade dos demais componentes e tendo sua atividade modulada, por sua
vez, pela circuitaria de analgesia-dor. A circuitaria de dor teria também uma
importancia na modulacdo de alguns componentes, como: ansiedade-medo,
regulacdo autondmica e vocalizacdo, que receberiam aferéncias de outros
componentes. O mais importante dentro deste processo € que a interacdo entre o
sistema da MCP ndo funciona de forma rigida, pois, dependendo de uma
circunstancia, um episédio de dor poderia ou ndo causar vocalizagdo, medo ou
ansiedade. Mais estudos devem ser feitos para elucidar ainda mais a circuitaria
deste sistema.
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2.

Aspectos Historicos

2.1

Glutamato

Altas concentracfes de glutamato no cérebro foram observadas na decada
de 30 gerando especulacdes sobre a importancia do papel neurofisiologico deste
aminoéacido, e acabando por gerar uma série de pesquisas ao longo da década de
40.

A acdo do glutamato no cérebro, nesta época foi considerada em termos
metabolicos dada a associagdo do aminoacido com o ciclo de Krebs.

Ha 56 anos (Weil-Malherbe, 1950), levantou-se a suspeita sobre a
importancia do glutamato nas fungfes cerebrais. Em adigdo, foi considerado
naquela época a possibilidade do glutamato ser capaz de debelar com a coma
hipoglicémia, de ter efeitos anticonvulsivantes contra a epilepsia de petit mal
além de ter a capacidade de desenvolver a cognicdo em caso de déficits mentais.
Entretanto, tais consideracbes foram refutadas por estudos envolvendo
mecanismos adrenérgicos (Weil-Malherbe, 1950; Waelsch, 1962).

A sugestdo que o glutamato poderia ser de fato um transmissor sinaptico
no cérebro foi feita primeiramente por Hayashi, que se baseou na sua descoberta
de 1954 (Hayashi, 1954 €1956), para levantar esta hipotese. Com o
desenvolvimento de novas técnicas comecou a se investigar melhor a funcéo de
substancias no sistema nervoso central (SNC) chegando-se a conclusdo que dois
neurotransmissores principais do sistema nervoso periférico, acetilcolina e
noradrenalina, deveriam ter um papel menor de acdo no SNC (Crossland, 1957).

No final da década de 50 (Curtis, Phillis e Watkins, 1959 e 1960),
verificou-se que o glutamato tinha a capacidade de despolarizar e excitar
neurdnios individuais na medula espinhal de gatos, consequentemente, levantou-
se a hipotese do mesmo ser de fato o principal neurotransmissor excitatorio no

SNC. Contudo, esta hipdtese acabou sendo negada em alguns aspectos e por
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varios argumentos tedricos (Curtis, Phillis e Watkins, 1960; Curtis, 1965 ), sendo
a acdo do glutamato como transmissor excitatorio aceita apenas 20 anos depois.

Os principais avancos no entendimento do glutamato e suas funcoes
ocorreu ao longo da década de 80 (Watkins, 1988), sendo que as conclusdes mais
importantes sobre os mecanismos de acdo deste neurotransmissor foram
postulados exatamente nesta época e divididos em trés afirmativas: 1) O
glutamato é predominantemente o neurotransmissor excitatério principal do SNC
dos mamiferos; 2) medeia suas a¢Ges através de multiplos receptores; 3) O mal
funcionamento do glutamato na mediagdo da sinapse excitatoria esta
provavelmente envolvido em certas desordens. Por consequéncia, 0s receptores
de glutamato sdo alvos apropriados para intervencfes terapéuticas em certas
desordens (Watkins, 1988; Krogsgaard-Larsen, Hansen, 1992). Ainda na década
de 80 verificou-se também que certos receptores de glutamato no cérebro
mediavam mudancas bioquimicas que ndo foram susceptiveis a antagonistas de
receptores NMDA e ndo-NMDA. Entretanto, essa dicotomia foi resolvida no
inicio da década de 90 através de técnicas de biologia molecular que acabou por
identificar duas familias de receptores de glumato: os ionotrépicos (iGLU) e os
metabotropicos (mGLU).

Devemos salientar que o desenvolvimento rapido de um aparato
farmacoldgico assim como o avango em técnicas de biologia molecular
possibilitou o entendimento funcional de varios subtipos de receptores de
glutamato e seus diferentes papeis na atividade sinaptica( Collingridge e Watkins,
1994; Schoepp e Monn, 1999). Estudos mais recentes viabilizaram inclusive a
identificacdo de subtipos iGLU e mGLU que participam numa gama de processos
sinapticos incluindo a plasticidade sinaptica ( Jeffrey, Watkins e David E. Jane,
2006).

2.2.
GABA

Sintetizado em 1883, por muito tempo se achou que 0 GABA era produto
do metabolismo de microbios e plantas. Contudo, ndo antes de 1950, os
investigadores identificaram o GABA como um constituinte normal do SNC de

mamiferos. Leva-se em consideracdo o fato de que nenhum tecido dos mamiferos,
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com excecdo da retina, contenha mais do que um mero traco deste
neurotransmissor.

O GABA foi identificado primeiramente como transmissor para a inibigéo
de uma jungdo neuromuscular da perna de uma lagosta e desde a sua descoberta
h& 57 anos, diversas observacdes bioquimicas e neurofisiologicas foram feitas
sobre 0 GABA no cérebro e suas vias de acdo. Por se tratar de uma substancia
com uma presenca rica no cerebro, levantou-se logo a hipotese de a mesma ter
algum efeito fisiologico especifico importante nas fungdes do SNC. Muita
evidéncia acumulou-se ao longo dos anos, fundamentando que a funcdo do GABA
como principal neurotransmissor inibitorio do cérebro também teria implicacfes
na etiologia de transtornos neuroldgicos e psiquiatricos.

Como outros neurotransmissores, tanto o GABA quanto a sua enzima
acido glutdmico descarboxilase (GAD) tém uma distribuicdo ndo uniforme no
cérebro. O GABA, por sua vez, foi descrito por Roberts e Awpara no inicio da
década de 50 através de estudos eletrofisioldgicos em neurénios que continham a
enzima GAD, e somente depois de duas décadas que o mesmo foi classificado
COMO neurotransmissor, por possuir 0s cinco critérios classicos para se considerar
uma substéncia, como neurotransmissor. Deve-se ressaltar que existem outras
substancias envolvidas na transmissdo neuronal que seriam os neuromoduladores
com a capacidade de influenciar a excitabilidade das células nervosas, apesar dos
mesmos serem produzidos em locais ndo sindpticos. Os neuromoduladores foram
descobertos por Florey em 1967. Florey acabou por identificar tanto o didxido de
carbono quanto a aménia como tendo proveniéncia de neur6nios ativos ou da glia.
J& os neuromediadores tinham, por sua vez, a funcdo de ajudar na obtencdo da

resposta pds-sinaptica ao transmissor.

2.3.
Pentilenotetrazol

O termo analéptico tem a sua origem no grego analeptikos significando a
palavra “restaurativo”. Este termo, por sua vez, pode ser encontrado até hoje em
dicionarios atuais. Contudo, Wax (1997) relata que a literatura caracteriza 0s
analépticos como convulsivantes. De fato, dando uma dose suficiente, os

analépticos acabam por precipitar convulsbes generalizadas. Os analépticos


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0610324/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0610324/CA

26

trabalham através de uma série de mecanismos, incluindo o bloqueio de
neurotransmissores inibitdrios (picrotoxina, estricnina) e aumentando a excitacdo
(cocaina). O primeiro analéptico sintético criado foi o pentilenotetrazol (cardiazol,
metrazol) em 1924. Historicamente, o pentilenotetrazol (PTZ) teve algumas
utilizacdes terapéuticas; foi utilizado inicialmente como estimulante cardiaco e
empregado como estimulante do SNC, no tratamento de overdose depressiva
(sendo considerado menos efetivo que a picrotoxina e a estricnina).

Especulacdes sobre a relagéo entre esquizofrenia e epilepsia permearam as
pesquisas cientificas ao longo da historia por muito tempo. McCrae ( 2006 ) relata
que o psiquiatra Gyula Nyiro observou em 1929 que epilépticos com tragos
psicoticos tornavam-se lucidos em periodos de freglientes espasmos; em 1930
Max Muller relatou dois casos de melhora na esquizofrenia ap0s espasmos
epilépticos.

McCrae ( 2006 ) relata que o polonés neurofisiologista e neuropsiquiatra
Manfred Sakel utilizava a insulina para o tratamento de adictos de morfina. Sakel
ficou intrigado ao observar pacientes que entravam em coma hipoglicémica (
excesso natural ou artificial de insulina), que anteriormente tinham alguma
perturbacdo mental e ao final da sua recuperacdo tornavam-se tranquilos. Sakel
considerou que, induzindo a pessoa ao coma por meio da insulina, poderia ser um
tratamento eficaz para pacientes com Vvarios tipos de psicoses, particularmente a
esquizofrenia. O mesmo obteve resultados surpreendentes e apoio para propagar a
sua técnica. Em pouco tempo, ele criou aquilo que seria conhecido como a
"Técnica de Sakel". A descoberta de Sakel foi um método fisioldgico pratico e
efetivo para combater a mais debilitante e cruel das desordens psiquiatricas. A
comunicacdo oficial desta técnica foi feita em setembro de 1933, e foi
entusiasticamente recebida. Até entdo, nenhum tratamento bioldgico para
esquizofrenia estava disponivel. Este achado tornou-se uma das contribuicfes
mais importantes feitas pela psiquiatria desde ent&o.

Em 1933, no mesmo ano em que Sakel anunciou oficialmente seus
resultados com a terapia por coma insulinico, o jovem psiquiatra Hungaro
Ladislaus Von Meduna do Instituto de Pesquisa do Cérebro em Budapeste, apos
observar em autopsias diferencas neurologicas entre epilépticos e esquizofrénicos,
postulou a teoria do antagonismo bioldgico destas condi¢fes. Em 1934, Meduna

teve a idéia de induzir espasmos, utilizando um agente analéptico. Ele tinha a
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proposta de que um espasmo epilético induzido artificialmente poderia curar a
esquizofrenia. Meduna, entdo, acabou escolhendo a cénfora, um dos maiores
agentes terapéuticos do séc. XIX, que, além de ter fungcbes analgésicas, era um
estimulante também. Contudo, tanto a composi¢do quanto a velocidade de a¢édo do
oleo canforado foram inconsistentes, ndo atingindo os resultados esperados. O
mesmo utilizou-se de outras drogas, injetando-as também intramuscularmente e
continuando a obter resultados insatisfatorios. Dentre as drogas utilizadas,
Meduna procurou na época uma que era produzida pela Knoll, com o nome
comercial de cardiazol. O objetivo de Meduna se concretizou quando 0 mesmo
utilizou injecdes intravenosas de cardiazol em pacientes esquizofrénicos, obtendo
resultados satisfatérios no tratamento deste tipo de desordem psiquiatrica. O
mesmo comunicou seus dados a comunidade psiquiatrica em 1937 em
Muiinsingen na Suica, para discutir a terapia por choque pioneiramente iniciada por
Sakel.

Consequentemente, dois terrenos sOlidos para o tratamento da
esquizofrenia foram criados em relacdo a terapia por choque fisiologico: o
daqueles que defendiam a terapia insulinica e o daqueles que eram a favor das
convulsdes induzidas por cardiazol. O cardiazol era mais barato, mais facil de usar
e mais propenso a induzir convulsées. O coma por insulina requeria cinco a nove
horas de hospitalizagdo e um seguimento mais trabalhoso. Contudo, ela era
facilmente controlada e terminada com injecdes de adrenalina e glicose, se
necessario. Por sua vez, o cardiazol era mais forte e mais dificil de controlar. A
terapia por insulina causava poucos efeitos colaterais, enquanto que as convulsdes
por cardiazol eram as vezes tdo severas que causavam fraturas espinhais. Contudo,
em testes controlados, o cardiazol pareceu ser menos eficiente do que a insulina
no tratamento da esquizofrenia, particularmente na doenca cronica. Ele foi mais
efetivo em tratar as psicoses afetivas, tais como o transtorno bipolar e depressao
psicotica.

Meduna imigrou para Chicago( EUA) em 1939, e de |4 ele continuou suas
pesquisas sobre convulsdes por cardiazol. Com o passar do tempo, a comunidade
cientifica reconheceu que a teoria da incompatibilidade biol6gica entre convulsbes
e esquizofrenia ndo era verdadeira, mas que as convulsdes provocadas
artificialmente tiveram o seu valor para a psiquiatria. Devido a aparéncia de

muitos métodos para tratar doencas mentais, incluindo neurolépticos e terapia
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eletroconvulsiva (criada pelo neurologista italiano Ugo Cerletti), o cardiazol foi
gradualmente descontinuado no final dos anos 40 e ndo mais utilizado.
Atualmente, o mesmo é utilizado em estudos com animais de laboratorio,
envolvendo modelos de ansiedade.

Deve-se levar em consideracdo que os mecanismos moleculares por onde o
pentilenotetrazol produz atividade convulsivante ainda ndo foram definidos
(Ramanjaneyulu e Ticku, 1984). Em adicdo, as convulsdes eliciadas pelo PTZ sédo
diferentes das ocasionadas pela estricnina, mas similares as produzidas pela
picrotoxina (Woodbury,1980). Sabe-se, entretanto, que os receptores GABA-A
possuem uma variedade de sitios de acao alostéricos (Huang, Bell-Horner, Dibas,
Covey, Drewe e Dillon, 2001) por onde diferentes tipos de drogas podem atuar.
Estudos anteriores mostraram que o PTZ inibe canais ativados pelo GABA
(Macdonald e Barker, 1978) e sugeriu-se, no inicio, que 0 mesmo atuaria no sitio
de acdo dos benzodiazepinicos dos receptores GABA-A. Entretanto, estudos
posteriores sobre 0s possiveis sitios de aces do PTZ sugeriram que 0 mesmo atue
no sitio de acdo da picrotoxina, um convulsivante que impede a abertura do canal
de cloreto ao se combinar com ele, diminuindo a inibi¢cdo promovida pelo GABA

e ocorrendo assim um aumento na excitabilidade no SNC.

2.4.

Benzodiazepinicos

O descobridor dos benzodiazepinicos (BZDs) foi o quimico Leo Henryk
Sternbach que trabalhava para a empresa farmacéutica Hoffmann-La Roche.
Sternbach obteve o seu diploma pela universidade de Krakow e trabalhou para La
Roche na Basiléia, localizada na Suica.

Com o advento da segunda grande guerra, Sternbach acabou fugindo em
1941 para os EUA, escapando dos nazistas. O mesmo prosseguiu o seu trabalho
com drogas, continuando a trabalhar para a La Roche em Nutley, Nova Jersey.
Sternbach por sua vez sintetizou os primeiros BZDs em meados da década de 50.
A denominacdo que estas drogas receberam foi pelo fato de sua estrutura consistir
de um anel de benzeno fundido com um de sete membros de 1,4-diazepina.

Como ocorre com muitas descobertas cientificas relevantes, no

desenvolvimento do primeiro BZD houve a criagdo acidental de um elemento, o
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clordiazepdxido, sintetizado por acaso, quando se percebeu que a estrutura
originalmente atribuida a molécula havia mudado de maneira inesperada durante o
processo de sintetizagdo (Sternbach, 1979).

No final da década de 50, uma série de estudos com animais de laborat6rio
foi realizado. O farmacologista norte-americano L. Randall, baseando-se nos
estudos de Leo Henryk Sternbach, mostrou que o clordiazepoxido, um derivado
dos compostos 1,4-benzodiazepinicos, apresentava nos animais um padrao de
acdo comportamental distinto da clorpromazina, podendo, em algumas situacoes,
ser distinguido até de seus analogos (fenobarbital e meprobamato).

O clordiazepoxido tinha a capacidade de amansar animais bravios (ex:
macacos extremamente agressivos), aliado a outros efeitos (anticolvulsivo além de
baixa toxicidade) que o mesmo tinha no comportamento animal (Randall et al.,
1960).

L. Randall em virtude dos resultados obtidos na fase de experimentacdo
pré- clinica em animais acabou sugerindo que o clordiazepoxido comecasse a ser
testado em humanos. O pesquisador alegava que essa droga tinha o potencial para
servir como tratamento farmacoldgico em humanos, o que logo se confirmou nos
numerosos ensaios clinicos.

As primeiras experiéncias clinicas que foram realizadas com pacientes
esquizofrénicos acabaram por demonstrar que embora o clordiazepéxido nao
tivesse uma funcdo antipsicética, o0 mesmo acabou por reduzir de maneira
significante a ansiedade.

Em um estudo posterior com pacientes na época diagnosticados com
neurose de angustia, e que hoje seriam diagnosticados como portadores do
transtorno de ansiedade generalizada, obteve-se a comprovagdo que O
clordiazepodxido era eficaz e que ele “possibilita o tratamento bem-sucedido de
pacientes (com estados de ansiedade e tensdo), muitos dos quais, até entdo,
tinham-se mostrado refratarios a todas as outras modalidades de tratamento”
(Tobin et al., 1960).

Apols exaustivas avaliagcdes clinicas o clordiazepoxido foi lancado em
1960 na clinica, apenas trinta meses depois de terem sido feitas as primeiras
observagdes dos efeitos farmacoldgicos (relativa seletividade de efeitos, baixa
toxidade e menor capacidade para gerar dependéncia), 0s mesmos representaram

um avanco consideravel no tratamento farmacoldgico dos transtornos de
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ansiedade, recebendo, conseqlientemente, a denominacdo de drogas ansioliticas,
nome adotado atualmente para a designacdo dos tranquilizantes menores. Era o
inicio do que foi chamado naquela década de “a revolucdo dos
benzodiazepinicos”.

Ao logo dos primeiros quinze anos que se seguiram ao langamento dos
BZDs, ninguém sabia realmente como os mesmos funcionavam. Evidéncias
indiretas da época relatavam por exemplo a interacdo dos BZDs com
neurotransmissdes colinérgicas, dopaminérgicas e serotonérgicas. “Essas nog¢oes
conflitantes de pouco serviram para estabelecer uma teoria simples, ampla e nao-
ambigua sobre os mecanismos de acéo dessas drogas” (Doble, 1998).

Contudo, apesar de sua ampla difusdo, apenas na década de 70 surgiu uma
melhor compreensdo do mecanismo de ac¢éo dos benzodiazepinicos. Em uma série
de experiéncias sofisticadas conduzida por pesquisadores da Hoffman-La Roche
na Basileia, eles conseguiram por suas vez demonstrar que os BZDs atuariam
para ampliar a transmissdo gabaérgica ( Polc et al., 1974). Nos anos seguintes
através de um esforco consideravel nas pesquisas demonstrou-se que a
potencializacdo das respostas do GABA pelo benzodiazepinico podia ser
observada em todo o0 SNC (Haefely, 1978).

Através de uma série de estudos realizados com animais acabou-se por
identificar um papel para o sistema gabaérgico, tanto na expressdo quanto no
aprendizado da ansiedade (Kalueff, 1997).

Hoje em dia continua a ser desenvolvido um volume consideravel de
atividades de pesquisa na area de atuacdo dos BZDs, nos seus mecanismos de
acdo, na forma e funcdo do sistema gabaérgico. Esperamos que estes estudos
resultem em novas descobertas de drogas que atuem no tratamento da ansiedade e
de distarbios relacionados, atraves da modulagédo do sistema gabaérgico tanto pelo

receptor do BZD quanto por alguma outra parte do complexo receptor de GABA.
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3.

Aspectos das Vias de Neurotransmisséo

3.1.
Vias Glutamatérgicas

A Figura2 mostra as vias glutamatérgicas no cérebro de forma clara. O
glutamato é o principal neurotransmissor com atividade excitatoria no SNC
(Watkins, 2000) dos mamiferos, e, mesmo em quantidades pequenas, pode
desencadear potenciais de acdo. Uma das rotas glutamatérgicas mais longa tem a
sua origem no cortex, e 0s seus axoénios descem até fazerem ramificacfes na ponte
e tronco cerebral, excitando assim neurdnios motores atuantes numa variedade de
masculos.

No tronco cerebral, esses axénios, por sua vez, seguem em direcdo a
medula espinhal, podendo excitar neurénios motores ao longo de cada nivel da
espinhal dorsal, gerando, conseqientemente, contragdo muscular. Outra rota é
igualmente importante no controle do comportamento motor, tendo 0s seus corpos
celulares origem também no cortex e projetando-se para o neoestriado.

Uma rota excitatoria importante também se localiza entre o cortex e o
tdlamo. Nela, os neurbnios excitam-se uns aos outros, ficando este circuito ativo
enquanto uma atividade motora continua estiver sendo executada. A excitacdo
neuronal em quest@o deve parar para que a atividade pare e seja iniciada uma nova
acdo. De grande relevancia é o fato de o hipocampo utilizar uma rota de
glutamato, no qual os axdnios projetam-se através do fornix para chegar ao corpo
mamilar. Um grande namero de neurdnios de glutamato tém corpos celulares no
tronco cerebral (j& mencionado acima) com projec6es indo em direcdo ao cerebelo
e envolvidos na coordenagdo motora, sendo que 0s ax6nios mais longos trocam
informacdes entre os hemisférios (atravessam o corpo caloso) e entre 0s varios

lobos de cada hemisfério.
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Cerebelo

Estriato

Substancia Nigra

Figura 2. Vias Glutamatérgicas no cérebro
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3.2.
Receptores Glutamatérgicos

Os receptores de glutamato participam de forma vital na mediacdo da
sinapse excitatoria. Este processo é a forma pela qual as células neuronais
(neurdnios) se comunicam entre si. Um pulso elétrico em uma célula causa um
influxo de célcio e, conseqlientemente, a saida de neurotransmissores (ex:
glutamato). O neurotransmissor se difunde na fenda sinaptica e estimula (ou inibe)
a proxima célula que interage com as proteinas receptoras. A estrutura
especializada que faz esta funcédo vital € a sinapse; e de fato € dentro da sinapse
gue os receptores glutamatérgicos sdo geralmente encontrados. Segundo
Bittencourt, Carobrez, Zamprogno, Tufik e Schenberg (2004), a MCP, por sua
vez, € rica em glutamato, aspartato e receptores especificos. Leva-se em
consideracdo que a matéria cinzenta periaquedutal dorsolateral (MCPDL)
apresenta a maior densidade destes receptores incluindo o &cido N-metil-D-
Aspartato (NMDA).

Entre os receptores glutamatérgicos existem representantes tanto da
superfamilia de receptores iIGLU quanto de receptores mGLU. Existem trés
classes ionotropicas subdivididas em trés grupos baseados na farmacologia e
estrutura similar ( NMDA, Cainato e AMPA) e 0s receptores metabotropicos
(ACPD e L-AP4).

O receptor NMDA é um importante receptor ionotrépico. No caso o célcio
flui através do canal e, conseqlientemente, ativa uma série de enzimas neuronais.
Contudo, uma série de acOes deve ser estabelecida antes que o canal abra e
permita o célcio de entrar: 1) Ligacdo do neurotransmissor glutamato; 2) Ligacéao
de glicina; 3) Despolarizacdo da membrana poés-sindptica. Leva-se em
consideragdo que tanto o neurotransmissor de NMDA quanto a glicina devem se
ligar simultaneamente aos receptores de NMDA. Os trés fatores acima citados
provocam entdo uma mudanca na conformacdo alostérica do receptor, diminuindo
a afinidade pelo magnésio que € deslocado, permitindo o fluxo de ions através do
canal ibnico. Leva-se em consideragdo que a ativacdo dos receptores NMDA é
voltagem dependente e desencadeia influxo de Célcio que aumenta a intensidade e

prolonga a duragédo da despolarizacao neuronal pés-sinaptica.
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Clements (1987) mostrou que a MCP contém neurdnios glutamatérgicos
distribuidos heterogeneamente e que a maioria de suas células estdo localizadas
na MCPV e MCPD. De grande importadncia também foram os estudos
topogréficos do NMDA na MCP indicando que areas como a matéria cinzenta
periaquedutal ventro lateral (MCPVL), por exemplo, tem menores niveis deste
neurotransmissor (Albin et al., 1990., Gundlach 1991 ) se comparado com outras
areas, como, por exemplo, a MCPD, area de estudo de nosso presente trabalho.

A distingdo entre os receptores ionotropicos AMPA e Cainato é dificil e
ainda ndo muito bem elucidada; os mesmos se localizam em regides
telencefalicas, mas verificou-se que ambos estdo envolvidos na neurotransmissao
excitatoria rapida. Quando ativados, estes receptores induzem a uma
despolarizacdo rapida do neurdnio poés-sinéptico que tem a duragdo somente de
alguns milissegundos.

O glutamato também se liga a receptores de natureza metabotropica como
ja mencionado. Os receptores metabotrépicos tém a sua acdo mediada por
proteina G e como consequiéncia acabam por inibir a adenil ciclase. Os receptores
metabotrdpicos ativam também certas enzimas que acabam por desativar os canais
de célcio ativados por voltagem no neurdnio, desativando-os. Consequientemente,
a liberacdo de neurotransmissores glutamatérgicos cessa e, conseqlentemente,
ocorre uma diminuicdo na excitabilidade neuronal. Sendo assim, os receptores
metabotrdpicos realizam o oposto dos receptores de AMPA e Cainato. Pode-se
encontrar também receptores metabotropicos na pré-sinapse onde também tém o

papel de diminuir a liberacdo de glutamato e com isso regular a excitabilidade.

3.3.
Farmacologia dos Neurénios Glutamatérgicos

De fato as acdes excitatorias do glutamato s@o conhecidas desde os anos
50 ( Hayashi , 1952; Curtis, Phillis e Watkins, 1959 ); experimentos que foram
realizados ao longo dos anos tém comprovado o envolvimento com o
desenvolvimento neural. Os neurdnios glutamatérgicos de fato estdo espalhados
por todo o SNC e j& demonstraram estar envolvidos em Varios processos
cerebrais, incluindo, por exemplo, aprendizagem, neurodegeneracdo aguda (Swan

e Meldrum, 1990), neurodegeneracdo cronica ( Hndy, Scott e Dodd, 2004 ),
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transtornos de ansiedade (Meldrum, 2000) e depressdao ( Meldrum, 2000;
Ottersen, Storm-Mathisen, 2000 ).

O glutamato atua no cérebro influenciando também na liberagdo de outros
neurotransmissores, como, por exemplo, as monoaminas e 0 GABA. Evidéncias
do envolvimento da MCPD no efeito de determinados compostos foram obtidas
em um estudo no qual ocorreram microinjecdes de um antagonista do sitio
receptor de glicina na MCPD. Este antagonista, por sua vez, aboliu os efeitos
ansiogénicos do pentilenotetrazol injetado intraperitonialmente. Contudo, as
microinjecOes de glicina na MCPD acabaram por reduzir os efeitos ansioliticos do
diazepam injetado via sistémica, mostrando assim que a atividade excitatoria do
receptor glutamatérgico na MCPD poderia influenciar no efeito ansiolitico dos
benzodiazepinicos.

Existem varios agonistas e antagonistas para os diferentes sitios de ligacdo no
receptor NMDA. Alguns sitios sdo de fato importantes para entendimento tanto da

esquizofrenia em humanos quanto dos comportamentos defensivos em ratos.

3.4.

Vias Gabaérgicas

A Figura 3. mostra as vias gabaérgicas no cérebro de forma clara. O acido
aminobutirico (GABA) é o principal neurotransmissor com atividade inibitéria no
SNC em vertebrados. O sistema gabaérgico estd envolto em varias funcdes
fisioldgicas, alteracdes neuroldgicas e psiquiatricas.

As rotas do GABA sdo de fato longas e complexas, dentro do cérebro.
Algo importante a se mencionar € que o0 hipocampo é uma estrutura rica em
neurdnios gabaérgicos ( Kalluef e Nutt, 2006; Banks, White e Pearce, 2000).
Sendo assim, devemos mencionar que a atuacdo ja consagrada do hipocampo, no
processo da memdria, e da mesma, na ansiedade e depressdo, faz com que
pensemos em uma correlacdo entre a patogenia da ansiedade e depressdo com o
funcionamento gabaérgico ligado a memoria no hipocampo (Kalluef e Nutt,2006).
Devemos mencionar também que as mudancas cerebrais modificam o
metabolismo e a morfologia associados a depressao maior encontrada na

amigdala, estrutura rica em conexdes gabaérgicas e associada a ansiedade. A
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amigdala, por sua vez, estd envolvida também no armazenamento das memorias
aversivas (Kalluef e Nutt, 2006; Drevets,1999; Sheline, 2003 ).

De fato, existe uma quantidade enorme de pequenos neurdnios
(interneurdnios) espalhados ao longo do cértex com a fungdo de inibicéo
neuronal, mantendo assim um controle melhor do nivel de excitacdo neuronal. O
cortex pré-frontal, tradicionalmente ligado a memoria e fungbes cognitivas
superiores, também esta envolvido no circuito de ansiedade, e, atraves de certos
testes que simulavam vérias desordens ansiogénicas, verificou-se a excitacao
desta &rea cerebral ( Davidson, 2002).

Uma via gabaérgica importante comeca no neoestriado, terminando no
globo pélido interno. Os ax6nios desta area fazem sinapses com outros corpos
celulares gabaérgicos no proprio globo palido interno que se projetam para o
tdlamo. Temos também projecdes gabaérgicas que saem do neoestriado indo em
direcdo ao globo palido externo, nacleo subtalamico e substancia negra reticulada.
Da substancia negra reticulada, as vias gabaérgicas vao para trés areas principais
que seriam o coliculo superior (importantes para movimentos oculares), nucleo
pedunculopontino (ajuda no controle parcial dos musculos do tronco) e talamo
(ligado a circuitaria motora). Leva-se em consideracdo que a substancia negra
reticulada tem a funcéo de liberar neurotransmissores GABA para as areas citadas
acima, inibindo seus neurénios.

Uma area de extrema importancia também e rica em conexdes gabaérgicas
(Kalluef e Nutt, 2006; Bueno et al., 2005) € o mesencéfalo medial. Sugere-se que
0 mesmo esteja envolvido na patogénese dos transtornos de ansiedade e depressao
(Kalluef e Nutt, 2006; Brand&o et al., 2003; Graeff et al., 1993 ).

De fato, é relevante mencionar que a MCP é também rica em conexdes que
envolvem neurdnios gabaérgicos ( Reichling e Basbaum, 1990; Reichling, 1991,
Williams e Beitz 1990 ). Em adi¢do, podemos dizer também que a propria MCP
contém receptores de GABA e BZD (Mennini e Gobbi, 1990) e que o
envolvimento das vias gabaérgicas na MCP com relagdo a ansiedade e ao
comportamento de fuga ja foi demonstrado em estudos comportamentais com

animais em laboratério ( Gomita et al., 1991).
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Figura 3. Vias Gabaérgicas no cérebro
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3.5.
Receptores Gabaérgicos

Nos vertebrados, os receptores GABA sdo encontrados primeiramente nas
membranas de células nervosas e, de forma eficaz, estdo praticamente espalhados
por todos os neurénios do SNC. Contudo, os receptores gabaérgicos ndo estao
exclusivamente associados com neur6nios. Eles se expressam também nos
astrdcitos. Por sua vez, os receptores gabaérgicos aparentam estar envolvidos na
regulacdo dos canais de cloro. Leva-se em consideracdo que 0s receptores de
GABA também sdo encontrados fora do SNC em neurénios relacionados ao
sistema nervoso autbnomo.

Nos vertebrados existem dois tipos de receptores de GABA: receptores
ionotropicos GABA-A (canal permeavel de ion cloro CL-) e receptores
metabotropicos GABA-B(acoplado a proteina G que regula a atividade dos canais
de potéssio e calcio).

No inicio, esses receptores foram subdivididos nesses dois grupos tendo
por base evidéncias farmacoldgicas. Entretanto, a separagdo funcional se estendeu
para 0s mecanismos de segundo mensageiro, diferenca na localizacdo destes
subtipos de receptores no SNC dos mamiferos e sua composi¢cdo molecular.
Soma-se o fato de que ambos os subtipos de receptores tém localizagdes pré e
pos-sinapticas e participam de forma independente na transmisséo sinaptica.

Acredita-se que este mesmo neurotransmissor esteja envolvido na
mediacgdo ansiolitica, sedativa, anticonvulsivante e de relaxamento muscular. O
receptor GABA-A pertence a uma grande familia de canais idnicos ativados por
neurotransmissor que apresenta uma similaridade estrutural com outras proteinas
receptoras, como o receptor colinérgico nicotinico. Esses mesmos receptores
ionotrépicos sdo complexos protéicos formados por 5 unidades que podem
pertencer a 8 subclasses diferentes. Sua ativacdo resulta em um aumento do tempo
médio de abertura do canal de cloro. A entrada desse anion através do canal leva a
uma hiperpolarizacdo do neurdnio pds-sinaptico diminuindo a possibilidade de
disparo.

Na estrutura do receptor GABA-A identificam-se também varios sitios de
unido para diferentes compostos que podem modular sua atividade. A picrotoxina

e o t-butilbiciclofosforotionato (TBPS) sdo agentes convulsivantes que
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compartilham um sitio de acdo em um canal do receptor GABA-A. Séao
antagonistas ndo competitivos que atuam blogqueando o canal de cloro,
provocando uma diminuic¢do do tempo de abertura.

Os receptores GABA-B metabotrdpicos, como mencionado acima, estdo
presentes em quantidades pequenas no SNC; e de forma diferente dos receptores
GABA-A ionotrépicos que estdo associados a um canal de cloro, os receptores
GABA-B estdo ligados aos canais de calcio (diminuicdo de sua condutancia) e
potassio (abertura destes canais) via segundo mensageiro além de inibir a adenil
ciclase. A agdo inibitoria (hiperpolarizagdo ) dos receptores GABA-B parece estar
mediada pelo aumento na condutancia do potassio ou no decréscimo da
condutancia do calcio. De fato, é importante ressaltar que 0s mesmos ndo sao
modulados por barbitiricos e nem por benzodiazepinicos. Estudos farmacoldgicos
demonstraram que o bloqueio dos receptores GABA-B ndo produziram mudancas
comportamentais relevantes como as observadas com a administracdo de
antagonistas do receptor GABA-A. Acrescenta-se o fato de que o receptor
GABA-B tem a fungdo de atenuar a liberagdo da acetilcolina, amina biogénica,
aminoacidos excitatdrios, o préprio GABA, além de outras substancias. Leva-se
em conta que tanto os receptores GABA-B quanto o GABA-A demonstraram que
estdo envolvidos na regulacdo de varios mecanismos normais e patolégicos do
cérebro, que incluem sono, memoria, epilepsia, além de outras funcbes ( Kalueff e
Nutt, 2006; Kalueff e Nutt,1996; Kalueff., 2007; Leung e Xue, 2003; Vaiva et al.,
2004).

3.6.

Farmacologia dos Neurénios Gabaérgicos

De fato, as drogas podem influenciar as fungdes gabaérgicas interagindo

de forma diferente, tanto em sitios pré como pos-sinapticos.
As drogas podem influenciar eventos pré-sinapticos que ocorrem assim
como a quantidade de GABA que faz interagdo com os receptores pds-sindpticos
gabaérgicos. Na maioria dos casos, os efeitos das drogas pré-sindpticas nédo

envolvem interacdo com receptores gabaérgicos.
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Estudos sobre a acdo das drogas nos sitios pré-sinapticos envolvem o
efeito inibitorio sobre as enzimas envolvidas na sintese do GABA, em sua
degradacdo e na recaptacdo neuronal do préprio GABA.

Uma énfase é dada nos estudos da interacdo das drogas com 0s receptores
gabaeérgicos. Este tipo de droga pode ser classificada em duas categorias gerais:
Antagonistas de GABA e Agonistas de GABA.

A acdo do GABA em seu complexo pode ser feita por antagonistas de
GABA de maneira direta através da competicdo com o GABA pelos seus
receptores ou de forma indireta através da modificacdo do seu receptor. Os dois
antagonistas classicos sdo a bicuculina e a picrotoxina que atua por meios
diferentes. A bicuculina por exemplo, atua como uma antagonista direto de
GABA direto no receptor, enquanto a picrotoxina atua como um antagonista néo
competitivo de GABA junto com o pentilenotetrazol pelo fato de ambos
bloquearem os canais de cloreto.

Estudos neuroquimicos indicaram que os BZDs acentuam a acdo do GABA
em nivel pos-sindptico. Como sabemos, o receptor de GABA esta acoplado a um
canal de cloreto associado a um receptor benzodiazepinico.

Num estado conformacional de baixa afinidade, o receptor de GABA esta
liberado e o canal de cloreto fechado. A membrana celular é normalmente
impermeével aos ions de cloreto. Quando os canais de cloreto se abrem, 0s ions de
cloreto flutuam para dentro da célula. A combinacdo do GABA com o seu
receptor acaba por resultar na abertura dos canais de cloreto e, consequentemente,
a entrada dos ions, tendo assim uma hiperpolarizacdo da membrana pos-sinaptica.
A acdo farmacologica do BZDs seria exatamente de induzir uma alteragdo na
macromolécula receptora, fazendo um aumento na afinidade dos receptores do
tipo GABA-A pelo neurotransmissor e, consequentemente, facilitando a acao

gabaérgica.

3.7.

Sistema GABA-Benzodiazepinico

A importancia do papel do GABA na ansiedade é sustentado fortemente
pelo fato da eficacia dos benzodiazepinicos na diminuicdo da ansiedade, inclusive
no TAG.
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De fato, estudos anteriores demonstraram a presenca de receptores BZDs
no SNC corroborando com a hipo6tese de que existiriam substancias endogenas
que atuariam diretamente sobre eles, fazendo uma regulacdo nos estados de
ansiedade normais e patoldgicos. Pesquisas feitas sugeriram também candidatos a
ligantes naturais dos receptores BZDs isolando-os nos cérebros de mamiferos,
inclusive no de humanos (Graeff, 1997b).

Os receptores BZDs e 0 GABA estdo distribuidos de forma ampla pelo
SNC exercendo influéncia em varios sistemas neuronais diferentes. Torna-se
relevante entdo delimitar-se quais sistemas neuronais GABA-BZD participariam
na regulacdo da ansiedade. Por exemplo, no caso de um efeito ansiolitico, as
evidéncias apontam para a amigdala. Sugere-se que o sistema GABA-BZD da
amigdala regule a ansiedade e a memoria emocional (Graeff, 1997a ; Davis, 1997;
Tomaz et al., 1993).

A amigdala por sua vez parece estar relacionada com o0 medo
condicionado e, na patologia, com o TAG, que € por sua vez suscetivel aos
medicamentos BZDs (Davis, 1997; Viana et al., 1997). Enquanto que a MCPD
estaria envolvida no medo incondicionado e no transtorno de panico. Essa regido
possui um nuamero bem menor de receptores BZDs quando comparada a amigdala.
Sugere-se entdo que a MCPD possa ser uma area de acdo de compostos BZDs
potentes e eficazes no transtorno de panico quando aplicado em doses elevadas e
por periodos prolongados (Graeff, 1997a ; Graeff et al., 1993; Russo et al., 1993).

Em razéo da observacdo dos dados de resposta clinica medicamentosa aos
BZDs, varios grupos de pesquisa estudam de forma cuidadosa, anormalidades nos
receptores BZDs em sujeitos com diagnostico de transtorno de panico (Goddard e
Charney, 1997). Dados complementares de alguns pesquisadores levaram o0s
mesmos a formular hipdteses de que haja uma disfuncdo dos receptores GABA
em pacientes com transtorno de ansiedade, embora ndo exista nenhuma prova
direta desta correlagdo. De fato o antagonista BZD, flumazenil, causa ataques de
panico severos em pacientes com transtorno de panico mostrando um exemplo de
como poderia ser dar esta disfuncdo (Kaplan et al., 1994).

Outras evidéncias sugerem que 0s receptores BZDs periféricos também
estejam implicados nos demais transtornos de ansiedade podendo ter grande
chance de envolvimento na regulacdo da resposta de estresse.
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4.
Objetivos

O objetivo do presente trabalho foi o de investigar a relagdo entre a
ansiedade e a ocorréncia de ataques do panico. Evidéncias clinico-farmacologicas
mostram um grande isoformismo entre as respostas de fuga em ratos induzidas
através da estimulacdo da MCPD e os ataques de panico em humanos. Drogas
panicoliticas, como a clomipramina e a fluoxetina aumentam o limiar de corrente
elétrica que elicia os comportamentos de corrida e salto, enquanto drogas
ansiogénicas e panicogénicas (em doses elevadas), como o pentilenotetrazol,
diminuem esse limiar. Por outro lado, a modulacdo da ansiedade pelo receptor
benzodiazepinico tem sido empregada para validar o paradigma do medo
contextual como um modelo de ansiedade em roedores. Agonistas BZD,
diazepam ou midazolam, reduzem a quantidade de congelamento eliciada pelo
contexto previamente associado com choques nas patas.

Este trabalho se predisp6s a replicar os resultados obtidos na
dissertacdo de mestrado de Valeska Magierek (Efeito do condicionamento
contextual de medo sobre a reacdo de defesa produzida pela estimulacéo elétrica
da substancia cinzenta periaquedutal em rato./ Valeska Magierek. — S&o Paulo,
2003). Os dados deste experimento indicaram que o condicionamento contextual
de medo induziu a um comportamento de congelamento que inibiu a fuga evocada
pela estimulacdo elétrica da MCPD, o que implicaria na relacdo inversamente
proporcional entre ansiedade e panico. Estes resultados sugerem que a circuitaria
neural envolvida na ansiedade poderia inibir a atividade da circuitaria envolvida
nas respostas de fuga.

Utilizou-se, no presente trabalho, uma estimulacdo quimica para eliciar os
comportamentos de fuga. Investigamos a relacdo entre ansiedade e ataques do
panico através da influencia do condicionamento contextual de medo sobre a
resposta de fuga induzida pela microinjecdo de NMDA na MCPD (experimento 1)
e, num segundo momento, investigamos a relacdo de ansiedade e ataques do
panico através da influéncia do pentilenotetrazol e a resposta de fuga induzida

pela microinjecdo de NMDA na MCPD (experimento2).
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5.

Experimentol: Efeito do condicionamento contextual de
medo na resposta de pulos e corridas induzida pela
microinjecdo de NMDA na matéria cinzenta periaquedutal
dorsal

5.1.
Materiais e Métodos

5.1.1.

Animais

Foram utilizados 26 ratos albinos machos, experimentalmente ingénuos
em torno de 3 a 4 meses de idade pesando 250-300 gr foram utilizados como
sujeitos experimentais. Uma semana antes do inicio do experimento, todos os
animais foram manuseados uma vez por dia. A temperatura ambiente do biotério
foi mantida em torno de 22° C. As luzes do biotério foram mantidas num intervalo
de 12 horas iluminado por 12 horas de escuro. Os treinos e testes ocorreram
durante o periodo iluminado do ciclo. Os experimentos foram todos conduzidos
segundo as normas da SBNeC (Sociedade Brasileira de Neurociéncia e

Comportamento).

5.1.2.

Equipamento

Foi utilizado o campo aberto com a funcdo de quantificar as respostas de
saltos e corridas emitidas pelo animal através da acdo do NMDA na MCPD;
utilizou-se também uma grade de choque randomizada localizada no préprio
campo aberto para induzir choques nas patas, para elevacdo da ansiedade do
animal e para o condicionamento de medo ao contexto. O comportamento dos
animais foi observado através de um sistema de camera interna, suas imagens
passadas e gravadas diretamente no computador. Para microinjecdo foi utilizada
uma seringa Hamilton de 5.0 pl, tubo de polietileno (PE50 e PE10) para conducgéo
do NMDA e uma agulha gengival (13.5mm) para ser introduzida na canula guia.
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5.1.3.
Drogas

Foi utilizado o pentilenotetrazol (Sigma, USA). Antes da inje¢do, o PTZ foi
diluido em agua destilada e injetado intraperitonialmente (i.p.) e NMDA (Sigma,
St. Louis, USA).

5.1.4.

Cirurgia

Cada animal foi anestesiado com tribromoetanol intraperitonialmente na
concentracdo de 25 mg/kg, recebendo uma associacdo antibidtica de largo
espectro (Pentabiotico, Foutoura-Wyeth-Brasil),0.2ml intramuscular, a fim de
prevenir possiveis infeccGes. Apds a anestesia, 0s animais foram afixados em um
aparelho exteriotaxico (Harvard Apparatus). Uma assepsia local com alcool
iodado, seguido de anestesia subcutanea local (lidocaina) foi ministrada, o
calvario exposto e o periosteo removido com auxilio de tesoura e pinca. Uma
solucdo de &gua oxigenada seguida de agquecimento por um secador de cabelo
comum facilitou a visualizagcdo de lambda. Com o crénio fixo na horizontal,
usando o ponto interaural como referéncia (Paxinos e Watson.,1986) , a canula
guia era inserida na MCPD (AP = +2.3 mm; DV = -45 mm e ML = -1.7 mm).
Uma cénula guia com o comprimento de 12,5 mm foi afixada ao cranio com
acrilico dental. Para a microinjecdo foi utilizada uma agulha gengival cujo

comprimento foi 1 mm maior do que aquele da canula guia.

5.1.5.

Procedimento

Os ratos foram submetidos a cirurgia para o implante da canula e depois de
seis dias eram divididos em quatro grupos (choque — salina; choque — NMDA,;
ndo choque - salina; ndo choque — NMDA) e treinados na caixa de
condicionamento ao contexto. Durante a fase de condicionamento do medo ao
contexto, os animais eram colocados em uma caixa de condicionamento, e, depois

de dez minutos de habituacdo, se dava inicio a apresentacdo dos estimulos


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0610324/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0610324/CA

45

aversivos, consistentes em quatro choques (1.0 mA, 1s), com intervalo de vinte
segundos entre cada choque.

Depois do condicionamento, os ratos eram deixados por 6 horas na gaiola
habitat. Passado esse periodo, dava-se inicio a segunda fase, na qual era realizada
a microinjecdo (0.3 pl) de NMDA (15mg/kg) ou salina. Imediatamente apés a
aplicacdo, os sujeitos eram colocados na caixa de condicionamento e suas
respostas de fuga (nUmero e tempo de corridas e numero de pulos) eram

registradas, utilizando uma camera.

5.2.
Resultados Comportamentais
-Frequiéncia de corridas

A Tabela 1. ilustra, de forma clara, a mediana dos resultados obtidos nos
comportamentos de correr e pular dos ratos tratados. O teste de Kruskal-Wallis
mostrou uma diferenca geral entre os grupos, H (3) = 15,0 ; P = 0,002 para
freqiiéncia de corrida. O teste de Mann Whitney mostrou que os ratos tratados
com NMDA correram mais que os ratos que receberam injecdo de salina. O
mesmo teste também mostrou que 0s sujeitos submetidos ao condicionamento
correram menos que os ratos que ndo foram submetidos. Finalmente, o teste
mostrou que os ratos que foram tratados com NMDA e que receberam o
condicionamento correram menos que os ratos que foram submetidos ao mesmo
tratamento, mas ndo receberam o condicionamento (P<0,05).
-Tempo de corridas

O teste Kruskal-Wallis mostrou uma diferenca geral no tempo de corrida
entre os grupos, H(3) = 15,0 ; P = 0,002.
-Frequéncia de pulos

O teste de Kruskal-Wallis mostrou uma diferenca geral na freqiiéncia de
pulos entre os grupos, H (3) = 10,77 ; P =0,013.
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Tabela 1. Mediana dos comportamentos de correr e pular de ratos tratados com inje¢édo

intracerebral de NMDA (0,3 ul) e salina (0,3 pl).

Condicionamento ao contexto

Tratamento Ausente Presente
Frequéncia de corridas
Salina Intracerebral 0,0 (0-0) 0,0 (0,0)
NMDA Intracerebral 1,5 (0-6) 0,0 (0-0)
Frequéncia de pulos
Salina Intracerebral 0,0 (0-0) 0,0 (0-0)
NMDA Intracerebral 3,5 (0-25) 0,0 (0-7)
Tempo gasto correndo (S)
Salina Intracerebral 0,0 (0-0) 0,0 (0-0)
NMDA Intracerebral 9,5 (0-68) 0,0 (0-0)
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6.

Experimento2: Efeito do pentilenotetrazol na resposta de
pulos e corridas induzida pela microinjecdo de NMDA na
matéria cinzenta periaquedutal dorsal

6.1.
Materiais e Métodos

6.1.1.
Animais

Conforme descrito no experimento 1.

6.1.2.

Equipamento

Foi utilizado o campo aberto com a funcdo de quantificar as respostas de
saltos e corridas emitidas pelo animal atraves da agdo do NMDA na MCPD; para
elevacdo da ansiedade no animal foi utilizado o pentilenotetrazol. O
comportamento dos animais foi observado através de um sistema de cémera
interna, suas imagens passadas e gravadas diretamente no computador. Para
microinjecdo foi utilizada uma seringa Hamilton de 5.0 pl, tubo de polietileno
(PE50 e PE10) para conducdo do NMDA e uma agulha gengival (13.5mm) para

ser introduzida na canula guia.

6.1.3.

Drogas

Foi utilizado o pentilenotetrazol (Sigma, USA). Antes da injecdo, o PTZ foi
diluido em &gua destilada e injetado intraperitonialmente (15.0 mg/kg i.p.) e
NMDA (Sigma, St. Louis, USA).

6.1.4.

Cirurgia

Conforme descrito no Experimento 1.
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6.1.5.
Procedimento

Os ratos ja submetidos a cirurgia para o implante da canula, depois de 5
dias de recuperacdo cirurgica, foram divididos em 2 subgrupos ( Salina — NMDA;
PTZ - NMDA) . Um subgrupo de animais foi o grupo controle e recebeu uma
solugdo salina (0,9%), ministrada intraperitonialmente, enquanto o segundo
subgrupo também receberia da mesma forma o pentilenotetrazol (PTZ; 15.0
mg/kg i.p.). Os animais, antes do inicio do experimento, foram colocados em
gaiolas habitat individuais para inoculacdo da droga citada acima (0s animais
foram injetados com PTZ 5 minutos antes da exposicdo ao campo aberto).
Somente depois deste tempo os mesmos foram colocados no campo aberto e
microinjetados com NMDA na MCPD onde permaneceram por 30 min, e seus

comportamentos de corridas e saltos verificados.

6.2.
Resultados Comportamentais
-Frequéncia de corridas

A tabela 2. ilustra os resultados do experimento 2. O teste de Mann
whitney mostrou diferencas significantes no numero de corridas (U = 21; P =
0,001) entre o grupo Salina-NMDA e grupo PTZ-NMDA. A quantidade de
corridas do grupo salina-NMDA foi superior ao do grupo PTZ-NMDA.
-Tempo de corridas

O teste de Mann whitney mostrou diferencas significantes no tempo de
corrida (U =7,5 ; P< 0,001) entre o grupo Salina-NMDA e grupo PTZ-NMDA. O
tempo de corrida do grupo Salina-NMDA foi superior ao do grupo PTZ-NMDA.
-Frequéncia de pulos

O teste de Mann whitney mostrou diferencas significantes no nimero de
pulos (U = 25; P = 0,002) entre o grupo Salina-NMDA e PTZ-NMDA. O nimero
de pulos do grupo Salina-NMDA foi superior ao do grupo PTZ-NMDA.
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Tabela 2. Mediana dos comportamentos de correr e pular de ratos tratados com injecao

intracerebral de NMDA (0,3 ul) e pentilenotetrazol intraperitonial (15.0 mg/kg i.p.).

Tratamento Salina

Pentilenotetrazol

FreqUéncia de corridas

NMDA Intracerebral 3,0 (0-7)
Frequéncia de pulos
NMDA Intracerebral 5,5 (0-25)

Tempo gasto correndo (S)

NMDA Intracerebral 20,0 (0-71)

0,0 (0-4)

0,0 (0-3)

0,0 (0-6)
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6.3.
Andlises Histologicas

A Figura 4 mostra com clareza as éareas microinjetadas nos dois
experimentos. Ao final dos experimentos, 0s animais receberam uma overdose de
Thiopenal Sodico, foram perfundidos intracardiacamente com a utilizacdo de
solucdo salina (0,9%) seguida de formalina (4%). Antes da remocao dos cérebros,
o0 local da microinjecdo foi marcado com a aplicacdo local de azul de metileno.
Depois da remocéo, foram colocados numa solucdo de formalina e sacarose por
trés dias e cortados em sec¢des coronais de 40 um utilizando um criostato. Os
cortes foram preparados em laminas de microscopia e colorados com cresyl
violeta. A localizacdo do local preciso da injecdo foi avaliada com o auxilio de
uma lupa. A analise histologica indicou que as canulas estavam localizadas dentro
ou nas bordas da MCPD. Os ratos que apresentaram canulas em outras
localizagOes foram descartados de ambos os experimentos (Expl - 75 animais
descartados; Exp2 - 85 animais descartados).

Lo
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Figura 4. As areas marcadas indicam o sitio afetado pela microinjecdo de NMDA em

ambos os experimentos
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6.4.
Analises estatisticas

Uma Analise ndo paramétrica (Kruskal-Wallis) foi utilizada para detectar
diferencas significativas entre as quatro amostras do experimento 1. No caso de
diferencas estatisticamente significantes, utilizou-se o teste de Mann-Whitney
para comparacdes post hoc. Utilizou-se o teste Mann Whitney para detectar
diferencas significativas entre as duas amostras do experimento 2. O nivel de

significancia adotado nos testes foi de p<0,05.
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7.

Discussao

Evidéncias indicam que ansiedade e panico séo diferentes emocdes, ndo
apenas em termos de experiéncia subjetiva, mas também no que concerne as
manifestacdes comportamentais e neurofisioldgicas ja citadas no trabalho.
Acredita-se que a ansiedade esta relacionada a respostas de defesa a ameacas em
potencial.  Diversas evidéncias experimentais indicam que drogas
benzodiazepinicas tém a capacidade de reduzir niveis de ansiedade, muito
provavelmente gragas a acdo sobre a amigdala e o hipocampo.

O ataque de panico parece ser uma outra reacdo de defesa associada a
estimulos de perigos proximais, ou seja, estimulos que fazem contato fisico com o
individuo produzindo algum tipo de ameaca a sua existéncia. Drogas que alteram
a comunicacao de sinapse serotonérgica tém a capacidade de aliviar a ocorréncia
destes ataques. Estruturas neurais filogeneticamente mais antigas, tais como o
hipotdlamo e a MCP parecem estar associadas com a origem desta patologia.

Do ponto de vista da evolugdo, o papel funcional tanto da ansiedade
quanto do panico pode ser ilustrado atraves de uma analogia com os padrbes
comportamentais de defesa demonstrados por animais diante de uma situacdo de
ameaca ao seu bem-estar, a sua integridade fisica e, principalmente, a
sobrevivéncia. Esta ameaca pode ser representada através de estimulos inatos (ex:
predador ou agressor de mesma espécie) ou estimulos condicionados (CSs) que
tiveram esta capacidade adquirida através de associacdes com estimulos
causadores de desconforto, dor e outras sensacbes desagradaveis.
Consequentemente, padroes de luta/fuga e congelamento poderiam ser
desencadeados.

A resposta de defesa que animais apresentam a estimulacdo da MCPD tem
sido amplamente utilizada como modelo animal de pénico. Por outro lado, o
condicionamento contextual de medo pode ser utilizado como modelo animal de
ansiedade. Dessa forma, a relacdo entre ansiedade e transtorno de panico pode ser
investigada em uma condi¢do experimental controlada através de animais de
laboratdrio.

Visto que os resultados indicaram que o comportamento de congelamento,

induzido pelo condicionamento contextual aversivo, foi capaz de inibir reacOes
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ativas de fuga induzida pela microinjecdo de NMDA na MCPD, pode-se concluir
que ativacdo de mecanismos cerebrais que permeiam a ansiedade produz um
efeito inibitério nos ataques de panico. Assim, como sugerido na teoria do papel
dual da serotonina por Deakin e Graeff, os dados estdo de acordo com a
proposicdo que o sistema serotonérgico ascendente aumentaria 0 medo (ou
ansiedade) por estimular o substrato de defesa da amigdala e, simultaneamente,
impediria a expressdo de panico por inibir os neurdnios que comandam a fuga na
MCPD.

Nesse sentido, os estimulos aversivos condicionados teriam a funcéo de
guiar o organismo fora de situacdes de perigo. Tais estimulos produziriam medo e
a ativacdo disfuncional desse mecanismo de defesa produziria ansiedade
generalizada.

O fato do condicionamento de medo contextual ter sido capaz de inibir
reacOes ativas de fuga pela microinjecdo de NMDA na MCPD esta em
conformidade com a teoria de Fanselow que diz serem as respostas defensivas
animais organizadas hierarquicamente. Segundo esta teoria (Fanselow., 1980) o
congelamento é a principal resposta a um estimulo aversivo, inato ou aprendido, e
pode inibir formas ativas de comportamento nociceptivos a uma variedade de
situacbes ameacadoras. Por exemplo, o condicionamento de medo contextual
pode disparar uma reacdo analgésica que pode inibir o reflexo de retirada a um
estimulo doloroso (Branddo, Aguiar e Graeff, 1982). Além disso, tem sido
mostrado que o condicionamento do medo contextual pode inibir vigorosas
respostas de corrida e saltos disparados pelo choque nas patas assim como a fuga
defensiva induzida por choque (Bolles e Fanselow, 1982).

A farmacologia da ansiedade, medo e panico dentro da circuitaria da MCP
tem mostrado a importancia do envolvimento tanto da serotonina quanto do
GABA (Behbehani, 1995) na modulagéo dos niveis de ansiedade no organismo. A
MCP contém, de fato, uma rica rede gabaérgica com receptores tanto de BZD
quanto de GABA (Mennini e Gobbi, 1990); o bloqueio dos receptores de GABA,
em particular os receptores GABA-A, por parte de drogas antagonistas, acabam
por ocasionar respostas aversivas, (Graeff et al., 1986; Shaikh e Siegel,1990)
autondmicas (Carrive et al., 1991; Bandler et al., 1991) e, de fato, um aumento da

ansiedade nos animais.
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Apesar de termos trabalhado com apenas uma droga que atua via
neurotransmissao mediada pelo GABA, temos que salientar as diversas evidéncias
que sustentam outros neurotransmissores e neuromoduladores na ansiedade que
incluem aminas biogénicas como a noradrenalina, dopamina e alguns peptideos.

O fato de a injecdo intraperitonial de PTZ ter sido capaz de diminuir as
reacdes de fuga pela microinjecdo de NMDA na MCPD mostra a importancia do
papel do GABA na ansiedade e panico. O efeito do PTZ sugere que a acao deste
antagonista na neurotransmissdo do GABA pode influenciar na reacdo de fuga
dentro de um contexto experimental. Mais uma vez evidencia-se que o efeito de
uma ansiedade antecipatoria pela agdo do PTZ pode diminuir uma resposta de
fuga induzida pela microinjecdo de NMDA na MCPD.

Por sua vez, a hipotese de que um alto indice de ansiedade (ansiedade
antecipatdria) reduz a resposta de fuga foi experimentalmente testado. Como
esperado, os resultados demonstraram que ratos expostos pela primeira vez a um
determinado contexto sob o efeito de uma droga ansiogénica demonstraram ter
menor reacdo de resposta de fuga eliciada pela estimulagdo quimica da MCPD.

Outros estudos demonstraram resultados farmacol6gicos, sugerindo que o
aumento da ansiedade pode inibir a ocorréncia de ataques de panico. Pacientes
com Transtorno de Panico tratados com drogas que blogueavam a recaptacdo de
serotonina mostraram uma diminuicdo nos ataques de panico (Klein e Klein,
1989). Portanto, parece que a ativacdo da circuitaria neural envolvida na
ansiedade pode de fato inibir a incidéncia de panico.

Finalmente, nossos resultados tém uma conseqléncia imediata na
compreensdo acerca da relacdo entre ansiedade e panico em humanos.
Experimentos bem controlados indicam que ha duas, mas diferentes circuitarias
neurais responsaveis pela ocorréncia de vias opostas dos comportamentos
defensivos dos animais (Fanselow e Sigmund, 1986). Um sistema, relacionado a
uma postura de congelamento defensivo, envolve a ativacdo do complexo
amigdaldide e da MCPV. O mau funcionamento deste sistema defensivo, como
falado antes, parece estar relacionado aos Transtornos de Ansiedade Generalizada
(Gray, 1982).

O outro sistema é responsavel pela via completamente oposta do
comportamento defensivo. Ele envolve formas extremamente vigorosas de

comportamento ativo, como as reacdes tipo fuga-luta. A MCPD esta claramente
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associada com estas respostas defensivas ativas estereotipadas e sua hiperativacao
parece estar relacionada ao Transtorno do Panico ( Landeira, Decola, Kim e
Fanselow, 2006). Assim, nossos resultados indicaram que o condicionamento de
medo contextual induziu comportamento defensivo de congelamento e diminuiu
as reacdes defensivas ativas evocadas pela microinjecdo de NMDA na MCPD,
que pode estar implicada na relacdo inversa entre ansiedade e ataques de panico.
A injecdo intraperitonial de PTZ, por sua vez, tendo apenas o papel de eliciar uma
ansiedade antecipatoria por meio quimico no animal, acabou por inibir uma
resposta de fuga, corroborando também a hipdtese proposta neste trabalho.
Estudos em humanos demonstraram ainda que pacientes que sofrem de transtorno
de panico preferem antes manter-se ocupados do que relaxados, deixando, assim,
0s seus niveis de ansiedade altos. Em adicdo, terapias que envolvem relaxamento
podem precipitar ataques de panico (Adler, 1987).

Leva-se em conta que a freqiéncia de ataques de panico € maior no inicio da
agorafobia, quando ha pouca ansiedade antecipatdria, se comparada com a ultima
fase, quando a ansiedade esta totalmente desenvolvida (Graeff e Zangrossi, 2002).
Existem evidéncias que mostram que a sensacdo de medo extremo experienciada
por pacientes que sofrem de transtorno de panico nao esta relacionada a atividade
cortical; a mesma € produzida por atividades neurais hipotalamicas e
representacbes da MCP. Por outro lado, a ansiedade antecipatoria esta
relacionada a atividade do cortex cingulado anterior (Hsieh, Stone-Elender, e
Ingvar, 1999). Estas evidéncias mostram que tanto a ansiedade antecipatoria
guanto o panico sdo ativadas por diferentes partes dentro da circuitaria cerebral.
Com isso, podemos afirmar que a mesma circuitaria neural, que comanda as
reacOes de defesa inata, eliciadas por perigo proximal, também tém envolvimento

nos ataques de panico.
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