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Resumo

Galvéo, Bruno de Oliveira. Landeira-Fernandez, J. (Orientador). Efeito da
Estimulacdo Elétrica da MCPD em Comportamentos de Defesa:
Participacdo do Cortex Cingulado Anterior Rostral e nas linhagens
Carioca Alto e Baixo Congelamento. Rio de Janeiro, 2012, 105p. Tese de
Doutorado — Departamento de Psicologia, Pontificia Universidade Catodlica
do Rio de Janeiro.

A matéria cinzenta periaquedutal dorsal (MCPD) é associada com
comportamento defensivo e ataques de panico em humanos. Estimulagdes
elétricas da MCPD induzem a um repertorio de defesa: o congelamento pré fuga,
reacdo de fuga e congelamento po6s fuga. Evidéncias ja apresentadas suportam a
hipotese que enquanto o congelamento pré fuga seria um modelo de ataque de
panico o congelamento pos fuga seria um modelo de transtorno de péanico. Os
resultados no experimento 1 indicaram que as duas linhagens de animais
selecionadas para alto (Carioca alto congelamento) e baixo (Carioca baixo
congelamento) congelamento em resposta ao contexto associado com choque nas
patas, demonstraram que embora a ansiedade antecipatria possa exercer um
efeito inibitorio na expressdo do congelamento pré fuga e na reacdo de fuga, pode
por sua vez facilitar o congelamento p6s fuga. No experimento 2, o efeito de
lesGes eletroliticas no Cortex Cingulado Anterior Rostral ndo alteraram o
congelamento pré fuga e a reacdo de fuga, porém as mesmas exercem um efeito
inibitério no congelamento p6s fuga demonstrando que os tipos de congelamento
no medo incondicionado sdo mediados por circuitarias de defesa independentes.
No experimento 3, o efeito de lesBes eletroliticas no Cortex Cingulado Anterior
Rostral (CCAr) aumentou a sensibilidade a dor (comportamento recuperativo) de
animais submetidos ao teste de formalina no paradigma de analgesia condicionada

demonstrando a importancia do CCAr na modulacdo da circuitaria de dor.

Palavras-Chave
Comportamento de Congelamento; ataque de panico; transtorno de panico;
Estimulacdo Elétrica da MCPD; analgesia condicionada; comportamento

recuperativo; teste de formalina.
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Abstract

Galvdo, Bruno de Oliveira. Landeira-Fernandez, J. (Advisor). DPAG
Eletrical Stimulation Effect in Defense Behaviors: in the Rostral
Anterior Cingulated Cortex participation and in Carioca High-
Freezing and Low-Freezing breeding lines. Rio de Janeiro, 2012, 105p.
Doctoral Thesis — Departamento de Psicologia, Pontificia Universidade
Catolica do Rio de Janeiro.

The dorsal portion of the periaqueductal Gray (DPAG) is notably
associated with defensive behavior and panic attacks in humans. Electrical
stimulation of the DPAG induces a repertoire of defense: dPAG-evoked freezing,
escape reaction and dPAG post-stimulation freezing. Past evidence support the
hypothesis that whereas dPAG-evoked freezing would serve as model of panic
attack, the dPAG post-stimulation freezing appears to be a model of panic
disorder. The experiment 1 used two lines of animals selectively bred for high
(Carioca High-Freezing) and low (Carioca Low-Freezing) freezing in response to
contextual cues associated with footshock. The results suggest that although
anticipatory anxiety might exert an inhibitory effect on the dPAG-evoked freezing
and escape reaction, it might also facilitate the dPAG post-stimulation freezing.
The experiment 2 studied the effect of electrolytic lesions on rostral anterior
cingulated cortex (rACC). The results of electrolytic lesions on rACC suggest that
although rACC lesions did not change the dPAG-evoked freezing and escape
threshold, it might exert an inhibitory effect on the dPAG post-stimulation
freezing, reinforcing the hypothesis that dPAG-evoked freezing and dPAG post-
stimulation freezing are modulated by two independent circuitry of defense. The
experiment 3 studied pain sensibility of rACC lesioned animals submitted to
formalin test on conditioned analgesia paradigm. The results suggest that rACC
lesions might exert an inhibitory effect on conditioned analgesia and consequently
exacerbates recuperative behavior. The results also support the hypothesis of the
rule of rACC on pain modulation.

Keywords
Freezing Behavior; Panic Attack; Panic Disorder; dPAG electrical

stimulation; Conditioned Analgesia; Recuperative Behavior; Formalin Test.
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1

Introducéo

11

Transtornos de Ansiedade

Psicopatologias que tém associagdo com os transtornos de ansiedade se
encontram entre 0os mais frequentes disturbios na area da satde mental. Estudos
verificaram que 20% da populagdo mundial irdo apresentar pelo menos um
episddio relacionado com transtornos de ansiedade durante a vida (Almeida-Filho
et al., 1997; Arikian & Gorman, 2001). Levantamentos econdmicos ja indicaram
que mais de 30% da verba destinada para a saude mental nos Estados Unidos foi
exclusivamente utilizada para o tratamento de pacientes diagnosticados com
algum tipo de transtorno de ansiedade (DuPont et al., 1996). Desta maneira,
estudos relacionados com estes transtornos sao justificados ndo apenas pelo seu
aspecto bésico relacionado com a descoberta de seus mecanismos
patofisiologicos, mas também por sua aplicabilidade clinica e melhora da satde
humana, principalmente nos dias de hoje.

De forma geral, os transtornos de ansiedade podem vir a apresentar trés
grandes classes de sintomas: alteracbes na atividade consciente, agitacdo ou
inibicdo comportamental e desregulacdo de sua fisiologia interna corporal
(homeostase). Dentre as alteracGes da consciéncia, a ansiedade pode, sem sombra
de duvida, provocar confusbes ou distorcdes perceptivas e consequentemente
modificar o significado de um acontecimento registrado por um individuo.
Transtornos de ansiedade podem inclusive interferir de maneira direta em
processos de atencdo, gerar déficits na aprendizagem e memoria. As sensagdes de
apreensdo, hipervigilancia, insonia e perda de concentracdo se configuram, por sua
vez, como outros sintomas associados a atividade mental consciente. Sinais de
inquietacdo, como andar de um lado para o outro, movimentar maos e pés, bem
como outras partes do corpo de forma ndo intencional aparente, ilustram alguns
dos sintomas comportamentais que estdo ligados a ansiedade. Expressdes faciais
caracterizando apreensdo (Ekman, 1993), reducdo ou inibicdo da atividade

motora, podem estar ligadas a alguns estados de ansiedade. Por consequéncia de
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toda esta sintomatologia cognitiva e comportamental, os estados de ansiedade
ainda tém a capacidade de promover alteracdes na regulacdo do sistema simpético
em determinados 6rgdos e glandulas, que acabam desencadeando sudorese,
taquicardia, nduseas, tremores e sensacdes de vazio no estdmago.

O estudo sistematico dos diferentes transtornos de ansiedade teve a sua
origem em Sigmund Freud (1856-1939). Através de uma série de observacGes
clinicas, Freud (1886/1976) fez uma descricdo clara das varias disfuncbes
relacionadas com a ansiedade: A crise aguda de angustia, a neurose de angustia e
a expectativa ansiosa. De forma muito provavel, estas disfungdes descritas por
Freud no final do século XIX seriam conhecidas hoje, respectivamente, como o
ataque de panico (AP), o transtorno de panico (TP) e o transtorno de ansiedade
generalizada (TAG).

Destaca-se, no entanto, que este sistema de classificagao psicanalitico dos
transtornos de ansiedade tornou-se, com o passar do tempo, altamente inferencial
e especulativo, calcado quase que de forma exclusiva em pressupostos tedricos
que ainda carecem de validacdo empirica.

Uma classificagdo mais objetiva dos transtornos de ansiedade pode ser
encontrada tanto no Manual Estatistico de Doengas Mentais DSM-1V-TR (APA,
2002) quanto na Classificacdo Internacional das Doengas Mentais (CID-10,
Organiza¢do Mundial de Satde, 1993). Estes manuais definem os diferentes
transtornos de ansiedade através de critérios claros, que possibilitam a formulagéo
de um diagnéstico mais preciso e confiavel. Os transtornos de ansiedade
constituem um grupo heterogéneo de categorias nosoldgicas relacionadas. Esta
ansiedade patoldgica pode manifestar-se de duas formas: Episodica ou ténica. De
acordo com o DSM-1V- TR (APA, 2002), um exemplo de estado ténico é o
transtorno de ansiedade generalizada (TAG) que envolve a presenca constante de
preocupacdo associada a diversos sintomas, como irritabilidade, sensacdo de
cansaco e dificuldades de concentracdo. O individuo nesta condicdo ainda pode
vir a ter uma variedade de sintomas somaticos, como diarreia crbnica, dores
musculares, dor de cabeca, palpitacdes, taquicardia e disfunces gastrointestinais.
Por sua vez, um exemplo mais tipico da manifestacdo episodica é o transtorno de
panico.

A diferenca do ataque de panico (AP) para o TAG é que a manifestagdo do

episodio de AP caracteriza-se por uma série de sintomas que surgem de forma
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stbita em menos de 10 minutos. O AP seriam episodios intensos de medo e terror
acompanhado por aceleracdo dos batimentos cardiacos, dores no peito, tonteiras
ou vertigens, nauseas, respiracdo curta, tremor, medo de morrer, suores frios,
sentimentos de nédo realidade, dorméncia, sensacdo de frio e calor, um sentimento
de estar perdendo o controle, ou medo de enlouquecer DSM-IV- TR (APA, 2002).
O AP inclusive pode manifestar-se nas fobias (caracterizada por um medo
irracional de um objeto especifico, de uma atividade que leva a um
comportamento de esquiva ou evitacdo). Entretanto, de maneira geral, a
ansiedade nesta condicdo é relacionada com um estimulo especifico, sob a forma
de uma ansiedade situacional.

A caracteristica essencial do transtorno de panico é nada mais do que a
presenca de ataques de panico recorrente e inesperado DSM-1V- TR (APA, 2002).
Embora a presenca de ataques de panico seja a marca maior deste transtorno, uma
condigdo cronica observada neste transtorno ansiogénico & um constante e
persistente medo de experienciar novos ataques de panico ou preocupacdes
constantes acerca das consequéncias de se ter um AP. Individuos que sofrem
deste transtorno podem vir a viver quase que num estado constante de apreenséo,
apenas a espera de um novo episédio de panico. A apavorante perspectiva de se
vivenciar um novo ataque pode ser tdo extrema que o individuo pode vir a
desenvolver agorafobia (medo de espacos abertos ou situacdes em que a fuga
pode ser dificil ou a ajuda ndo chegar a tempo no caso de um AP ou sintomas
relacionados).

A ansiedade patologica existe em varias condicbes, estando presente
inclusive em algumas situacdes, como doencas, medicacdo ou drogas
(psicoestimulantes), sindrome de abstinéncia (depressores do SNC ex. alcool).
Salienta-se que o0s transtornos de ansiedade ndo sdo 0s Unicos quadros
psiquiatricos que apresentam niveis patoldgicos de ansiedade. De um modo geral,
esse gquadro ansiogénico se manifesta em quase todas as formas de transtornos
mentais.  Classifica-se hoje em dia como transtorno de ansiedade aquele
transtorno no qual a ansiedade diretamente observada ou manifesta é a principal
condicao sintomatolégica.

Certos estudos sugerem que a ansiedade antecipatoria e o AP fazem parte
de um mesmo continuum. De acordo com esta interpretacdo, um aumento no

nivel de ansiedade pode resultar num episdédio de AP (Bouton, Mineka and
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Barlow, 2001). Seguindo este viés, pacientes que sofrem de transtorno de panico
reportam inclusive que a maioria dos episddios de pénico ocorre quando 0S
mesmos estdo num plateau de ansiedade altissimo (Basoglu, Marks e Sengun,
1992). Em adicdo, pacientes que tiveram ataques de panico induzidos por infusdo
de lactato de sodio reportaram um alto nivel de ansiedade imediatamente antes da
ocorréncia do episodio de panico (Liebowitz et al., 1984 e 1985).

Sabe-se hoje que tanto AP quanto TAG constituem-se em categorias
nosologicas independentes. Em um destes estudos, Klein e Fink (1962)
demonstraram que a imipramina, um antidepressivo triciclico que atua na inibicéo
de recaptacdo tanto da serotonina quanto da noradrenalina, atenuava de forma
significativa a manifestacdo dos ataques de panico, mas era ineficaz no TAG.
Posteriormente, verificou-se também que os inibidores antidepressivos mais
antigos, que, no caso, eram capazes de inibir a monoaminoxidase também agiam
de forma eficaz no tratamento do transtorno de panico (Sheenan, 1980).

Estudos que se seguiram ndo apenas corroboraram essas observacgoes,
como também demonstraram que o0s principais ansioliticos benzodiazepinicos
eram altamente eficazes no tratamento farmacologico do TAG, contudo os
mesmos eram ineficazes ou, de forma paradoxal, at¢ mesmo precipitavam os
ataques de panico. Uma proposta em voga nos dias de hoje sugere que a
ansiedade e panico sdo qualitativamente patologias diferentes, que, por sua vez,
apresentam uma relacdo multifacetada. De acordo com esta proposta, a
ocorréncia de ataques de panico pode de fato gerar intensas reacoes de ansiedade,
mas 0s sintomas de ansiedade podem, por sua vez, inibir a ocorréncia dos ataques
de panico. Algumas evidéncias clinicas suportam esta proposta. Por exemplo, as
técnicas de relaxamento implementadas durante o tratamento de sintomas
ansiogénicos podem induzir a ataques de panico (Adler, Craske e Barlow, 1987).
Além disso, o AP parece ocorrer mais frequentemente durante o curso inicial do
transtorno de panico, quando os niveis de ansiedade estdo relativamente baixos,
comparado com estagios prolongados de transtorno de panico quando os sintomas
ansiogénicos ja se manifestam em niveis extremamente altos (Klein & Kilein,
1989). Em adicdo, outros resultados farmacoldgicos corroboram com a visao de
que um alto indice de ansiedade pode vir a inibir a ocorréncia de ataques de
panico. Pacientes diagnosticados com transtorno de panico e tratados com

agonistas serotonérgicos apresentaram um decréscimo na ocorréncia dos ataques
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de pénico (Gorman et al.,, 1987; Cassano, Perugi e McNair, 1988), mas
demonstraram um acréscimo nos sintomas ansiogénicos (Targum e Marshall,
1989). Atualmente, drogas antidepressivas relacionadas com a inibicdo seletiva
da recaptacdo da serotonina (ISRS) tém sido empregadas no tratamento do
transtorno do panico (Graeff, 2012). Como dito anteriormente, o emprego dos
ISRS no tratamento do panico, de maneira paradoxal, aumenta os sintomas de
ansiedade em pacientes. Este paradoxo tem sido esclarecido por meio da teoria de
Deakin e Graeff (1991) em que a estimulagdo de receptores serotonérgicos na
amigdala aumenta a sensibilidade do individuo a estimulos de perigo, produzindo
assim um efeito ansiogénico. Com isso, antagonistas serotonérgicos tendem a
reduzir a ansiedade. Entretanto, a estimulacdo de receptores serotonérgicos na
matéria cinzenta periaquedutal dorsal (MCPD) reduzia a ocorréncia de AP. Sendo
assim, podemos observar que 0s agonistas serotonérgicos tém a capacidade de
reduzir a ocorréncia de AP, mas aumentam o nivel de ansiedade no individuo
atraves de sua atuacdo na amigdala. A conclusdo a que podemos chegar € que a
solugdo para este paradoxo serotonérgico pode estar amparada no fato de que a
ansiedade e o panico ndo apenas constituem transtornos distintos, mas mantém
também relacbes opostas. Sem sombra de duvidas, as manifestacdes clinicas dos
diversos tipos de transtornos de ansiedade séo extremamente complexas (Kemp &
Felmingham, 2008). Entender entdo a circuitaria neural e 0s mecanismos de acdo
destes transtornos é essencial para a melhora substancial da qualidade de vida na
populacéo.

Verificamos que a expressdo de reacdes de ansiedade diante de situacdes
adversas ¢ um fendmeno tipicamente humano. Apesar disto, é viavel encontrar
correlacdes entre certos transtornos de ansiedade e comportamento de defesa
expressada por animais diante de alguns estimulos ou situacdes de perigo.
Teorias que tentam relacionar reacGes de ansiedade em seres humanos com o
comportamento de defesa em diferentes espécies animais tiveram origem em
Darwin (1872/2000). Ao longo dos anos, uma gama crescente de estudos tem
definido a ansiedade como um componente essencial de uma circuitaria neural.
Este sistema tem como funcdo a deteccdo de sinais de perigo no meio ambiente,
mas também ¢é responsavel pela ativagdo de reagdes fisiologicas e
comportamentais de defesa que preparam o organismo, e atuam de acordo com a

situacdo de perigo.
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Seguindo este viés, uma gama de modelos animais foi desenvolvida com o
objetivo especifico de simular determinadas situa¢@es de perigo, permitindo, desta
forma, uma investigacdo que avaliasse experimentalmente os aspectos etioldgicos
e eventuais formas de tratamento associados a um dado transtorno de ansiedade.
Por conta disto, a utilizacdo destes modelos tem sido de suma importancia e
decisiva para um melhor esclarecimento das bases neurais e farmacoldgicas

envolvidas nas reacdes de defesa.

1.2

Niveis de Comportamento de Defesa Animal

Um importante passo na pesquisa sobre comportamento defensivo se deu
com o trabalho de Blanchard et al (1986) através de estudos sistematicos das
estratégias de defesa tomadas por ratos selvagens diante de diferentes tipos de
ameacas predatorias. Os resultados obtidos levaram ao conceito de trés niveis de
perigo: potencial (incerto), distal e proximal, cada um deles evocando um
diferente tipo de reacdo de defesa. Exemplificando, quando o perigo € incerto, 0
rato faz uma série de comportamentos de avaliagdo de risco e exploracao
cautelosa. Quando o predador é percebido a distancia, uma imobilidade
(comportamento de congelamento) irrompe com frequéncia proporcional a
distancia do predador (quanto mais préximo o predador esta do rato, maior o
comportamento de congelamento). Finalmente, quando o predador estd muito
perto ou de fato em contacto com o rato, é observado um comportamento de fuga
ndo direcionado ou até mesmo o rato pode vir a atacar o predador de forma
defensiva (Blanchard &Blanchard 1989). De fato, estudos comparativos
demonstraram estratégias de defesas homdlogas em outros animais, incluindo
espécies ndo mamiferas (Blanchard Griebel &Blanchard, 2001).

Bolles e Fanselow (1980/1982), por sua vez, desenvolveram um modelo
similar de comportamento de defesa utilizando o paradigma conhecido de
condicionamento de medo ao contexto. Nesta situacdo, o rato é colocado em um
contexto novo e, apds alguns minutos, é apresentado um choque nas patas do
animal, sem chance de fuga; o animal reage entdo com uma vigorosa atividade

motora incluindo tentativas de fuga, pulos e vocalizagfes. Ao final do choque,
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esta grande atividade locomotora d& lugar a um periodo de congelamento (Bolles
e Collier, 1976). De acordo com este modelo, estas duas respostas de defesa sdo
mediadas por dois sistemas motivacionais independentes: Um relacionado com o
medo e outro relacionado com a dor (Figura 1.). O sistema motivacional de medo
é ativado através de estimulos distais que podem gerar alguma ameaga ao animal.
Um padrdo de resposta inibitéria diante de dada situacdo, o congelamento, é o
principal comportamento de defesa ativado por este sistema. Por outro lado, o
sistema motivacional de dor € ativado por estimulos proximais nociceptivos que
servem para proteger a integridade fisica do animal, através de comportamento
ativo de corrida e pulos. Em adicdo, este estimulo de dor atua como estimulo
incondicionado produzindo imediatamente um condicionamento de medo
contextual. Em suma, a resposta de congelamento que irrompe quando o choque
é interrompido é relacionado com o sistema motivacional de medo que é ativada
pelo contexto pareado com os choques. Nota-se entdo que o primeiro e segundo
niveis de perigo caracterizado pelo casal Blanchard s&o anélogos ao sistema
motivacional de medo proposto por Fanselow e Bolles e o terceiro nivel de perigo
do casal Blanchard parece estar relacionado com o sistema motivacional de medo
descrito por Bolles e Fanselow (Brandéo et al., 2008). Estes dois sistemas (medo
e dor) fazem parte do sistema motivacional de defesa (Faselow 1986) que sera

desenvolvido mais a frente.

Sistema
|—) Distal I—) motivacional

de medo

Estimulo de Condicionamento Analgesia
perigo Classico

Sistema .
R Atividade
Proximal motivacional Vigorosa

de dor

Figura 1. Esquema mostrando a interacdo entre os sistemas motivacionais de medo e dor descrito
por Fanselow (1980/1982)

1.3

Substratos Neurais do Comportamento de Defesa animal

De acordo com Brandao et al (2008), o sistema septo-hipocampal junto com

a amigdala poderiam ser estruturas principais tanto para comportamento de
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avaliacdo de risco quanto para comportamento defensivo (congelamento) em

resposta a ameaga potencial e estimulos condicionados (Figura 2.).

Sistema
b Septo Hipocampal LN
#
Medo Vd .| Medo Inato
Condicionado estimulo
estimulo

Estimulo Congela-
Nociceptivg mento

Comportamentos
defensivos

Figura 2. Ativacdo de substratos neurais distintos em funcdo da natureza ameagadora do estimulo.

Segundo o0 esquema acima, 0 sistema septo-hipocampal poderia ser
responsavel pelo componente cognitivo da ansiedade, ao passo que a amigdala
seria uma estrutura integrativa dos componentes afetivos (Gray e McNaughton,
2000). Projecbes da amigdala para a parte ventral da matéria cinzenta
periaquedutal (MCPV) poderiam estar associadas com a ocorréncia do
congelamento defensivo. De fato, segundo Fanselow (1980), a amigdala teria a
funcdo de decodificar os estimulos do ambiente e sinalizar para a parte ventral da
matéria cinzenta periaquedutal (MCPV) sobre o nivel de ameaca apresentado para
0 organismo. Este sistema neural longitudinal e organizado hierarquicamente teria
a funcdo de selecionar, organizar e executar a reacdo defensiva comportamental e
neurovegetativa mais apropriada.

Além da circuitaria neural associada a comportamento de defesa inibitorio,
existe também um sistema diferente responsavel por um padrdo de defesa
completamente oposto. Este padrdo de defesa envolve padrdes vigorosos de
comportamento ativo (reacBes de luta e fuga) diante de ameacas proximais,
geralmente associadas com nocicepcdo. A matéria cinzenta periaquedutal dorsal
(MCPD) parece ser a estrutura principal responsavel por organizar estes
comportamentos defensivos, pois a mesma recebe as principais projecoes

associadas com processamento de dor (Brandao et al., 2008).
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De grande relevancia é o fato de a amigdala e a MCPD poderem vir a
trabalhar de maneira oposta. A ativacdo da MCPD através de estimulos
nociceptivos pode acionar a amigdala a produzir medo condicionado. Por outro
lado, a ativacdo da amigdala através de estimulos de perigo inato ou condicionado
pode neutralizar comportamentos vigorosos de defesa associados a MCPD. De
fato, ja foi verificado que o condicionamento de medo ao contexto que envolve
ativacdo da amigdala pode acionar uma reacdo de analgesia que pode inclusive
inibir ou diminuir respostas nociceptivas vindas de dois modelos de dor: reflexo
de retirada do rabo, um modelo largamente utilizado, e o teste de formalina, outro
modelo mais complexo e com respostas mais elaboradas (Fanselow, 1984). Em
adicdo, tem-se visto que o condicionamento de medo contextual pode inibir
respostas vigorosas de pulos e corridas eliciadas por choques nas patas, e de
maneira complementar verificou-se também que o condicionamento de medo ao
contexto pode inibir a ocorréncia de respostas de fuga eliciadas pela estimulacéo
elétrica e/ou quimica da MCPD (Magierek et al., 2003; Galvdo et al., 2010).

De acordo com o esquema proposto por Branddo et al (2008), podemos
assumir entdo que as porgdes ventrais e dorsais da MCP atuam em diferentes
papéis na reacdo de defesa. Enguanto que o eixo Amigdala-MCPV parece estar
envolvido na ocorréncia do comportamento de congelamento, a circuitaria neural
do medo na MCPD estaria mais associada com formas mais vigorosas de
comportamento de defesa. Delgado et al (1954) mostraram que animais em
laboratério rapidamente aprendiam a operar um mecanismo que desligava a
passagem de corrente elétrica na MCPD. De fato, Branddo et al (1982/1990), em
trabalhos anteriores, confirmaram que a estimulacdo elétrica da MCPD evocava
extremas reacdes aversivas que eram atenuadas pela injecdo de morfina. Esta
claro, inclusive, que a estimulacdo elétrica da MCPD pode aumentar o ritmo
cardiaco, pressdo sanguinea, hiperventilacdo, a manifestacdo do comportamento
de congelamento e a alternancia entre pulos e corridas, em intensidades maiores.
Levamos em conta que as estratégias de defesa citadas sdo expressas em situacdes
naturais quando o predador estd muito perto ou em direto contato com a presa
(Blanchard, Griebel e Blanchard, 2001). Salienta-se também que, em termos de
validacdo e abordagem farmacoldgica, as manifestacdes de medo incondicionado
tém sido propostas como um modelo animal de ataque de panico (Deakin e

Graeff, 1991; Schenberg et al., 2001). Consequentemente, 0 mau funcionamento
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da MCPD, estrutura retratada como o centro primordial responsavel por reacfes
de defesa, poderia estar relacionado com o AP. De fato, a MCPD ¢ a melhor
opcao na organizacdo do comportamento de fuga evocado por ameagas proximais.

A importancia da MCPD na etiologia do AP foi verificada também pelo
fato de a estimulagdo elétrica desta estrutura induzir sintomas de panicos em
pacientes neurocirargicos (Tabl). Os sintomas manifestos foram de palpitacéo,
hiperventilagdo, sensagéo subjetiva de morte iminente, extremo terror e desejo de
fuga (Nashold, Wilson e Slaughter, 1969). Esta evidéncia citada e outras
encontradas ao longo dos anos acabaram por colocar a MCPD no patamar de
estrutura potencialmente envolvida no transtorno de panico (Deakin e Graeff,
1991; Graeff et al, 1997; Del Ben e Graeff, 2009).

Tabelal. Similaridade entre sintomas obzervados durante um ataque de panico com a estimulagio da MCPD em seres humanos e ratos
de laboratorio. Bazeado em Landeira-Fernandez & Cruz (2007).

Natureza do sintoma

Similaridades - - —
Sistema nervoso central Sistema nervose periférico
.. Tetror on r.ne.do mtenso, sentimento Taquicardia, hipertensdo arterial, asfixia hiperventilacio =
Ataque de panico. de morte iminente & medo de estar
sudorese.

ficande louco.
Estimulagio elétrica da Sentimento abrupte de ansiedadz e Taquicardia hipertensio arterial, hiperventilagio, sudorese 2
MCPD em humanos. medo de morrer. piloeregio.
Estimulacdo elétrica da F;e-sf;: acitilﬁo mg:':;m?lﬁ? Taquicardia hipertensio arterial, hiperventilagio ¢ piloeregio
MCPD em ratos. ® comp Lo par 4 i P 520 & prosteco.

estimulacio.

14

Respostas de Defesa: O Congelamento

O congelamento é definido como uma completa auséncia de movimento
corporal, excetuando aqueles responsaveis pela respiracdo (Bolles e Collier,
1976). Landeira-Fernandez, Cruz e Branddo (2006) afirmam que duas classes de
estimulos podem vir a ativar a resposta de congelamento: Os estimulos
naturalmente ameacadores, que sdo devidamente reconhecidos de forma inata pelo
animal e estimulos condicionados de perigo, que sdo adquiridos através do
processo de aprendizagem. O animal vir a reconhecer o estimulo inato de perigo
independe do processo prévio de aprendizagem. Este reconhecimento esta
presente em todos os individuos da mesma espécie. Embora ratos criados em

laboratdrios ndo tenham tido experiéncia prévia com seus predadores naturais, 0s
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mesmos reagem ndo apenas de forma defensiva ao gato (Lester e Fanselow,
1985), mas também quando o ambiente d& sinais da presenca de um possivel
predador. Podemos citar, como exemplo, o odor de gato (Lester e Fanselow,
1985). O cheiro deixado por um rato, submetido a uma situacdo estressante,
também € captado por individuos da mesma espécie (Fanselow,1985) e a
estimulacdo tatil feita por humanos na cabeca e costas do rato fazem o mesmo
congelar também (Fanselow e Sigmundi, 1986). Em qualquer uma destas
situacbes, o comportamento de congelamento pode ser verificado assim que 0sS
ratos sao expostos a estes estimulos logo pela primeira vez.

Importante ressaltar que, além dos estimulos de perigo, que séao
reconhecidos de maneira inata pelo rato, existem outros tipos de estimulos que
tém a capacidade também de eliciar o comportamento de congelamento através da
aprendizagem associativa. Temos como exemplo o som, a luz ou o contexto
ambiental como formas de inducdo de congelamento através de uma
aprendizagem associativa junto com um estimulo aversivo incondicionado (ex:
choque nas patas). O condicionamento utilizando o choque nas patas é
extremamente rapido, simples e atua de forma duradoura. Num exemplo de
experimento tipico demonstrando esta forma de aprendizagem, o experimentador
coloca um rato numa caixa experimental por alguns minutos (periodo de
habituacdo) e em seguida uma série de choques nas patas (de curta duracdo e
pequena intensidade) é apresentada. No dia seguinte recoloca-se o animal na
mesma caixa experimental e ndo apresenta nenhum choque. O que sera observado
é que os estimulos contextuais que ficaram associados aos choques nas patas
foram capazes de ativar respostas defensivas de congelamento. Segundo
Landeira-Fernandez (1996), a intensidade da corrente elétrica, utilizada no
condicionamento contextual, parece estar diretamente relacionada com a
magnitude da resposta de congelamento.

O comportamento de congelamento produzido através do paradigma de
condicionamento contextual aversivo estd sob o controle dos estimulos
contextuais que foram previamente associados ao choque. Sendo assim, se
fizermos um teste de mudanca de contexto, que se caracteriza pela transferéncia
do rato para outra caixa experimental apds apresentacdo do choque, observa-se
que a resposta de congelamento estara ausente (Fanselow, 1980). Como citado

anteriormente, as respostas de congelamento condicionado é um tipo de
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comportamento de defesa associado a substratos de medo gerenciados pela
MCPV.

A modulacdo bidirecional da resposta de congelamento contextual através
do efeito de farmacos que aumentam ou reduzem sintomas ansiogénicos em
humanos tem sido utilizada para a validagéo deste procedimento como um modelo
animal de TAG. Drogas que tém a eficacia ja estabelecida no tratamento do TAG
(ansioliticos benzodiazepinicos) tém a capacidade de atenuar ou abolir a resposta
de congelamento contextual em animais, dentro de uma dosagem semelhante a
utilizada clinicamente em humanos. Entretanto, certos compostos ansiogénicos
(beta-carbolinas), conseguem produzir sintomas ansiogénicos em humanos e
aumentam o nivel de resposta condicionada do congelamento contextual em ratos
(Conti, Maciver, Ferkany e Abreu, 1990). Com estes resultados, podemos
verificar um isomorfismo entre o comportamento de congelamento acionado por
estimulos contextuais associados a choques elétricos e o TAG. Estudos
anteriores, por sua vez, apresentaram o fato de que a resposta de congelamento
condicionado esta associada com a MCPV, pois a destrui¢do desta area conseguia
abolir a expressdo do comportamento de congelamento condicionado (Fanselow
et al., 1995). Projecdes entre o complexo amigdaloide e a MCPV sugerem que a
atividade neural que é responsavel por ativar a MCPV para a producdo de uma
resposta de congelamento teria origem no complexo amigdaloide (Carrive, Lee e
Su, 2000; Rizvi, Ennis, Behbehani e Shipley, 1991). Em adicdo, a inativacao
reversiva destas estruturas produzidas por microinje¢ées de muscimol e lidocaina
reduzia a resposta de congelamento contextual (Carrive, Lee e Su, 2000;
Landeira-Fernandez, 1996; Macedo, Martinez e Brandao, 2006).

De acordo com Brand&o et al (2008), a MCPV parece estar envolvida no
aspecto motor do comportamento de congelamento, que é provavelmente
controlado por projecdes descendentes da amigdala para esta regido. A MCPD,
por sua vez, parece estar mais envolvida com controle sensorial e aspectos mais
afetivos do congelamento incondicionado. Um exemplo disto é a estimulagédo
elétrica gradual de ambas MCPV e MCPD produzirem inicialmente o
comportamento de alerta e congelamento. O congelamento induzido pela
estimulacdo elétrica da MCPV diminui com o término da estimulacdo.
Entretanto, estimulacdes elétricas da MCPD induzem a um longo periodo de

congelamento que permanece em altos niveis, mesmo apds a interrupcdo da
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estimulacdo (Vianna, Graeff, Branddo e Landeira-Fernandez, 2001; Vianna,
Landeira-Fernandez, Graeff e Branddo, 2001). Salienta-se a importancia de
estudos anteriores que sugerem que tanto o comportamento de alerta quanto o de
congelamento eliciado pela MCPD, antes do comportamento de fuga ocorrer, séo
respostas comportamentais preparatOrias para a fuga do animal e sdo mediadas
pelos mesmos processos neuroquimicos (Branddo, DiScala, Bouchet, Schmitt,
1986; Brandao et al., 1999; Branddo et al., 2005; Schmitt et al., 1986).

Evidéncias sobre o envolvimento da MCPD na geracdo e elaboragéo do
comportamento defensivo tém sido largamente reportadas através de dados
comportamentais, imuno-histoquimicos e eletrofisioldgicos (Branddo et al., 1999;
Branddo et al., 2003; Graeff, 1990; Graeff, 2002). Varios estudos inclusive
obtiveram resultados que indicavam a MCPD criticamente envolvida na regulacao
de reagdes de defesa a estimulos de perigo iminente (Blanchard e Blanchard 1989;
Blanchard, Griebel e Blanchard, 2001). Como citado anteriormente, a corrida e
pulos eliciados por uma ameaca proximal podem estar relacionados com o AP,
estando a MCPD como estrutura critica na mediacdo desta condicéo, pelo fato de
tanto a estimulacdo elétrica quanto a quimica mimetizarem os efeitos de um
estimulo proximal de perigo (Branddo, Aguiar e Graeff, 1982). Os substratos
neurais do medo na MCPD parecem estar de fato relacionados com o transtorno
de panico. Evidéncias vém-se acumulando ao longo dos anos com a nocdo de
que a ansiedade e o transtorno de panico poderiam ativar diferentes circuitarias
neurais, que se dissociam inclusive farmacologicamente. Seguindo este conceito,
0 comportamento de congelamento pode ser conceitualizado como uma resposta
diante de um nivel intermediario de ameaca ou a uma ameaca proximal (junto
com a sensacao dolorosa). Por conta disto, duas respostas de congelamento
podem ser eliciadas de acordo com o tipo de ameaca em questdo (proximal ou
distal). Estes tipos de congelamento, como falado anteriormente, podem se
dissociar farmacologicamente. Enquanto o congelamento relacionado com uma
ameaca distal é sensivel a ansioliticos, o congelamento relacionado com uma
ameaca proximal é resistente a ansioliticos. Entretanto, este Gltimo tipo de
congelamento é sensivel aos efeitos panicoliticos dos inibidores seletivos de
recaptacédo de serotonina (ISRS), como, por exemplo, a fluoxetina, sugerindo que
este efeito € resultante do recrutamento dos substratos neurais de aversdo
localizados na MCPD (Santos et al., 2005; Santos, Martinez e Brandao, 2006).
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Como vimos anteriormente, a estimulacdo elétrica da MCPD, além de
produzir o comportamento de congelamento, pode, em maiores intensidades, levar
ao comportamento de fuga. Contudo, este comportamento de fuga extingue-se,
assim que a estimulagdo elétrica da MCPD cessa, dando inicio a uma nova
resposta de congelamento: o congelamento pds-fuga (CPF). Durante esta resposta
de congelamento, tanto a MCPD como o nucleo dorsolateral do talamo séo
concomitantemente ativados. Sugere-se entdo que este tipo de informacgdo suba
para estruturas cerebrais mais rostrais, ao invés de esta resposta de congelamento
ser apenas o resultado de uma estrutura associada com comportamento motor
(Borelli, Ferreira-Netto, Coimbra e Branddo, 2005; Ferreira-Netto, Borelli e
Branddo, 2005). De importancia é o fato de relembrarmos que o congelamento
evocado pela estimulacdo elétrica da MCPD parece estar envolvido com a
resposta preparatéria de fuga. Sabemos, contudo, que a resposta inibitoria do CPF
parece se diferenciar bastante daquela obtida pela estimulacdo direta da MCPD,
bem como daquela induzida por estimulos contextuais aversivos. A resposta
comportamental do CPF que se tem inicio apos o término da estimulacédo elétrica
da MCPD parece ser independente de qualquer processo de aprendizagem
associativa, se diferenciando, assim, da resposta induzida por estimulos
contextuais aversivos (Vianna, Landeira-Fernandez e Brandao, 2001). Mais
relevante ainda, este comportamento de defesa esta sob influéncia do complexo
amigdaloide, ao contrario daquela resposta de congelamento eliciada diretamente
pela estimulacédo elétrica da MCPD. MicroinjecGes de um agonista gabaérgico na
amigdala acabaram por reduzir a resposta do CPF de forma similar a resposta de
congelamento induzida por estimulos contextuais aversivos (Ruiz-Martinez et al.,
2006), sem mudar os limiares de congelamento ou fuga eliciados pela estimulacéo
elétrica da MCPD (Oliveira, Nobre, Branddo e Landeira-Fernandez, 2004; Santos,
Martinez e Branddo, 2006; Brandao et al., 2008).

Levando-se em conta que o comportamento de congelamento que se
manifesta apds o término da estimulacdo elétrica da MCPD se diferencia da
resposta de congelamento obtido diretamente pela estimulacéo elétrica da MCPD
(modelo animal de ataque de panico), assim como daquele congelamento obtido
através de estimulos contextuais aversivos (modelo animal de TAG), torna-se
possivel levantar a hipdtese de que este congelamento pode vir a representar outro

transtorno de ansiedade (Landeira-Fernandez, de Mello Cruz e Brandéo, 2007).
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Algumas observacdes clinicas apontaram para diferencas acerca da reacao intensa
de ansiedade (ataque de panico) e a preocupacdo e apreensdo constante que oS
individuos que sofrem de pénico, de terem um novo episddio de AP. Esta
preocupacdo constante se caracteriza como um elemento importante, uma
ansiedade antecipatoria, que se faz presente no transtorno de péanico, mas esta
ausente no AP.

O complexo amigdaloide, por ser uma estrutura neural que se relaciona
com ansiedade antecipatoria, exercendo uma modulacdo sobre o CPF eliciado,
apos a estimulacédo elétrica da MCPD, mas ndo sobre a resposta de congelamento
eliciado pela estimulagéo direta da MCPD, sugere que a resposta do CPF pode vir
a estar associada com o transtorno de panico, mas ndo ao ataque (Landeira-
Fernandez, de Mello Cruz e Branddo, 2007). Resultados farmacoldgicos tendem a
corroborar esta hipotese.  Estudos anteriores verificaram que agonistas
serotonérgicos que sdo utilizados no tratamento do transtorno de panico, mas nao
no AP, de forma paradoxal aumentam os sintomas de ansiedade. De maneira
analoga, a microinjecdo de um agonista serotonérgico no complexo amigdaloide
foi capaz de diminuir a expressdo do CPF apds a estimulacdo da MCPD. Foi
verificado, contudo, um aumento na manifestacdo do congelamento obtido através
de estimulos contextuais aversivos, no caso, choque nas patas (Ruiz-Martinez,
2006).
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2

O Teste de Formalina. Consideragbes Gerais

A nocicepcdo seria uma sensacdo produzida por um estimulo com uma
intensidade suficiente para ocasionar uma lesdo em potencial e consequentemente
provocar uma série de comportamentos protetores dos tecidos lesados. Por sua
vez, a expressdo da resposta nociceptiva é determinada por uma série de fatores
como: anatomia, morfologia, fisiologia neural, além da sua modulacdo através de
varios fatores bioldgicos tanto enddgenos quanto exdgenos (Kavaliers, 1988a).

Como falado anteriormente, a habilidade dos animais em responderem a
estimulos aversivos do ambiente é uma caracteristica basica do sistema de defesa
animal. Este comportamento adaptativo implica que nociceptores estdo presentes
para responderem as aferéncias sensoriais com comportamentos que podem ser
reflexos ou ndo. Os nociceptores podem vir a ser mais sensiveis a um estimulo
nocivo especifico, podendo inclusive codificar a sua intensidade.

A dor é uma experiéncia perceptual com certa complexidade e que de fato
é essencial para qualquer mamifero. A percepc¢do da dor age como um sistema de
aviso, alertando o sujeito para possiveis danos a sua integridade fisica (Kavaliers,
1999). A Associacdo Internacional de Estudos da Dor define a dor em humanos
como “uma experiéncia desagradavel sensorial emocional associada como dano
tecidual real ou potencial, ou descrita em termos de tal dano”. Esta defini¢ao
sofreu uma ampliacdo quando foi incluida a expressdo “comportamentos de dor”,
que podem variar de comportamentos visiveis ou audiveis a comportamentos
aversivos e/ou modificacBes comportamentais aprendidas. Define-se a dor em
animais como: “uma experiéncia sensorial aversiva causada por uma injlria
potencial ou real que provoca reacBes vegetativas e motoras protetoras. Resulta
em aversdo aprendida e pode modificar comportamentos especificos da espécie,
incluindo comportamento social (Kavaliers, 1988a). No caso, a dor corresponde a
atividade de nociceptores por consequéncia de estimulagbes nocivas. As
qualidades emocionais desagradaveis envolvidas na sensacao da dor e, no caso, a
forte motivacdo de remover a fonte da estimulacdo nociceptiva parece
compreender a experiéncia que é amplamente conhecida como sofrimento. A

ocorréncia do sofrimento em animais é normalmente inferida através de mudancas
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comportamentais e fisioldgicas, como, por exemplo, reflexos flexores, aumento da
pressdo sanguinea e/ou vocalizagBes, todas elas sendo concomitantes de dor
severa em humanos.

Os testes mais tradicionais de nocicep¢ao, como por exemplo, o “teste de
retirada de cauda” e da “placa quente” baseia-se em estimulos fasicos de alta
intensidade. A experiéncia nociceptiva é de curta duracdo, sendo inviavel acessar
com acuidade mecanismos modulatérios que podem ser ativados pelo estimulo em
si.

O teste de formalina se diferencia dos demais testes de dor, pois é possivel
verificar a resposta do animal a uma dor continua e moderada gerada por tecido
lesionado. Devido a esta relagdo com tecido lesionado, acredita-se que este teste
produza um modelo mais valido de dor clinica do que os testes de mecanismo
fasico ou de estimulo termico (Dubuisson e Dennis, 1977; Abbott et al., 1981,
1982b; Alreja et al., 1984). Leva-se em conta que a injecdo de formalina pode
induzir a estados que se aproximam mais de condicGes clinicas do que de
estimulac@es cutaneas (testes de reflexos ou limiares).

Dubuisson e Dennis apresentaram o teste de formalina em 1977. Desde
entdo um grande nimero de pesquisadores usaram e ainda usam este modelo para
tentar explicar uma série de problemas.

O presente uso da formalina como agente nociceptivo foi precedido pelo
trabalho de Lewis e Kellgren (1939) e outros pesquisadores que injetaram
volumes pequenos de salina hipertdnica em individuos para produzir dor
experimental. Mais tarde, Selye (1949) e Winter (1965) usaram formalina como
estimulo em estudos de inflamacdo em ratos. InjecBes subcutaneas de uma
pequena quantidade de formalina diluida foram também utilizadas como estimulo
nociceptivo em gatos (O’ Keefe, 1964; Melzack e Melinkoff, 1974). Em 1977,
Dubuisson e Dennis introduziram uma modificacdo deste procedimento em gatos
e ratos (Dubuisson e Dennis 1977). Dubuisson e Dennis ndo apenas descreveram
em detalhes o comportamento induzido pela injecdo de formalina, mas também
desenvolveram um esquema de quantificacdo do comportamento de dor
manifesto. A quantificacdo foi baseada no tempo total que o animal levou em
diferentes estados comportamentais que foram caracterizados como: elevagéo,
lambida, mordida e balango da pata injetada, além da reducgdo do peso em cima da

mesma. Dubuisson e Dennis descreveram inclusive a ocorréncia de duas distintas
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fases de comportamento nociceptivo no rato. Uma com inicio imediato, apos a
injecdo de formalina, com duragdo de 3 a 5 minutos e provavelmente ocorrendo
devido a estimulacdo quimica de nociceptores (Dubuisson e Dennis, 1977;
Hunskaar et al., 1985b). Em seguida, existe um periodo de 10 a 15 minutos no
qual os animais mostram pouquissimo comportamento nociceptivo; a egunda fase
se inicia 15 a 20 minutos apds a injecdo e com duracgdo de 20 a 40 minutos.

Como ja verificado, o estimulo adquirido pela injecdo subcuténea de
formalina é tdnico, induzindo o animal a uma resposta comportamental com uma
duracdo de praticamente 1 hora e se diferenciando dos demais testes com
estimulos fasicos, como, por exemplo, o “teste da retirada de cauda” e da placa
quente. O estimulo de longa duragdo facilita a observacdo dos mecanismos de
modulacgéo atuantes no teste, assim como o papel de sistemas de regulacéo de dor
enddgenos, como, por exemplo, o sistema opioide (Porro et al., 1988; 1991c).

Dubuisson e Dennis também reportaram que a injecdo de formalina causa
dores latejantes em humanos, de dificil localizacdo especifica e com um curso de
tempo correspondente as mudangas comportamentais observadas nos animais. De
fato, o teste de formalina sofreu mudancas ou adaptacdes em seu método, quando
trabalhado com ratos (Dennis e Melzack, 1980, 1983; Dennis et al., 1980; Abbott
et al., 1982b; Abbott e Melzack, 1983; Coderre et al., 1984a; Abbott 1988; Lin et
al., 1989; Gamble e Milne 1990; Pertovaara et al, 1990; Fanselow, 1984), gatos
(Melzack e Melinkoff 1974; Dubuisson e Dennis, 1977; Auerbach et al., 1985;
Shima et al., 1987) e macacos (Alreja et al., 1984).

2.1

O Teste de Formalina: Sitios de injecao

Nas primeiras descri¢des do teste, assim como em estudo subsequentes, a
formalina teve como seu sitio de injecdo as patas anteriores do animal (Dubuisson
e Dennis 1977; Amodei e Paxinos, 1980; Dennis et al., 1980; Abbott et al., 1981,
1982a; Abbott e Melzack 1982, 1983; Takahashi et al., 1984a; Ansuategui et al.,
1989; Pertovaara et al., 1990; Porro et al., 1991c). Entretanto, alguns
pesquisadores utilizaram as patas posteriores (Abbott et al., 1984; Coderre et al.,
1984a,b; Fanselow, 1984; Fasmer et al., 1985, 1986 a,b, 1987a,b,c 1989;
Hunskaar et al., 1985a, b, 1986a,b,c 1987, 1989; Sugimoto et al., 1986;
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Calgagnetti et al., 1987; Fanselow et al., 1989a; Shibata et al., 1989b Gamble e
Milne 1990a,b Mclaughlin et al., 1990; Ohkubo et al., 1990; Wheeler-Aceto et al.,
1990; Rosland, 1991 e Cowan, 1991). Como o comportamento de lambida das
patas posteriores raramente ocorre durante um comportamento de grooming
normal, a resposta de nocicepcdo advinda de uma injecdo nestas patas pode vir a
ser mais especifica do que uma injecdo nas patas anteriores.

No caso do teste de formalina, tém sido utilizadas varias localiza¢Ges para
as injecdes nas patas. A maioria dos pesquisadores, por sua vez, prefere dar a
formalina subcutanea. O sitio mais comum usado para injecdo é a superficie
dorsal da pata (Dubuisson e Dennis, 1977; Amodei e Paxinos, 1980; Fanselow,
1984; Fanselow et al., 1989; Rosland, 1991; Wheeler-Aceto e Cowan, 1991).
Embora injecGes na regido plantar da pata tenham sido utilizadas (Abbott et al.,
1984; Coderre et al., 1984a,b; Fujii et al., 1987; Abbott 1988; Gamble e Milne
1990), no caso é possivel que a escolha do sitio de injecdo tenha de fato algum
impacto na intensidade e no padrédo de resposta do animal injetado, porém novos
estudos devem ser feitos para avaliar se de fato o sitio de injecdo gera uma
diferenca significativa no comportamento nociceptivo observado no teste de
formalina.

Em adicdo, para investigacdes especiais, o teste de formalina foi utilizado
em outras partes do corpo. Como exemplo, temos as injecdes na regido trigeminal
que foram utilizadas na investigacdo da dor orofacial (Clavelou et al., 1989;
Raboisson et al., 1990) e as injecGes subcutaneas feitas nas costas de cobaias
(Takahashi et al., 1984).
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3

Circuitaria Neural da Dor: Consideracdes Gerais

Por mais de 60 anos, as experiéncias de dor tém sido vistas como
associadas com varios estados emocionais negativos, incluindo depresséo,
ansiedade, medo e raiva (Chapman et al., 1946; Hemphill et al., 1952; Ramzy e
Wallerstein, 1958; Schachter, 1957; Webb e Lascelles, 1962). Os estudos
geralmente encontram que niveis elevados de emogdo negativa estdo associados
com uma grande intensidade de dor aguda e crbnica (Bruehl et al., 2002; Janssen,
2002; Linton, 2000; Staud, 2004) e uma grande possibilidade de se desenvolver
dor cronica (Linton, 2005). Embora sejam significativas estas associacdes entre
dor e estados emocionais negativos, alguns mecanismos relacionados com o
sofrimento afetivo do individuo permanecem com o seu entendimento ainda
incompleto.

Indo por uma vertente evolucionista, uma associacdo entre emocoes e
resposta de dor poderia ser esperada, se se levar em conta que a dor num passado
remoto seria apenas o resultado de situacfes que ameacam a sobrevivéncia de um
organismo (ex: um ataque). Medo e panico poderiam ser as duas emoc¢des mais
vezes eliciadas sob circunstancias de ameaca, por eles refletirem estados
motivacionais que subservem as respostas de “luta ou fuga” (Averill, 1983; Fendt
e Fanselow, 1999; Sewards e Sewards, 2002). Em adicdo, estados emocionais
podem de fato afetar a dor e, em alguns casos, ficar associados com a resposta de
analgesia. Por exemplo, existe uma rica literatura animal indicando que altas
reacOes de medo sdo associadas com reducdes subsequentes na sensibilidade a
dor, em parte via mecanismos de analgesia enddgenos derivados da MCP (De Oca
et al., 1998; Lichman e Fanselow, 1990). Mais a frente estes mecanismos de
analgesia serdo debatidos de maneira mais clara e especifica.

Revisdes de neuroimagens da dor na literatura concluiram que as respostas
a dores agudas sdo de maneira consistente associadas com a atividade neural de
regibes cerebrais que incluem o cortex pré-frontal dorsolateral, insula e cortex
cingulado anterior (Peyron et al., 2000). De acordo com Devinsky et al (1995), o
CCA pode ser subdividido em divisdes afetivas e cognitivas. Mais tarde, Vogt

(1996, 2009) determinaria que a melhor forma de se compreender melhor o cértex
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cingulado seria dividindo o mesmo em 4 sub-regides com determinadas
caracteristicas que serdo desenvolvidas mais a frente.

InteracBes funcionais entre areas cerebrais relacionadas com a dor feitas
com estudos de imagens de ressonancia magnética funcional sugeriram resultados
que permitem dizer que o CCA exerce uma influéncia na MCP (Valet et al.,
2004). Em adicdo, analises de tomografia por emissdo de pdsitrons ddo suporte a
ideia de que o CCA exerce uma influéncia na dor através de ativagdes
descendentes em direcdo a MCP (Peyron et al., 2007). Esta correlacdo entre
CCA-MCP na circuitaria de dor € consistente também com alguns resultados
obtidos em macacos em que projecGes do cértex pré-frontal (CXPF), cortex
cingulado anterior (CCA) e insula se projetam para a MCP (Devinsky et al., 1995;
Hardy e Leichnetz, 1981). No caso, € interessante como a MCP é uma das
principais fontes de analgesia opioide (Devinsky et al., 1995). Resumindo, varios
estudos sugerem que a atividade relacionada com a dor no CCA, CXPF e insula
podem todos eliciar a mediacdo de analgesia enddgena através de conexdes
descendentes paraa MCP (Wagner et al., 2007).

3.1

Circuitaria Neural da Dor: Relacdo com Panico

Como visto anteriormente, da mesma forma que existe um debate
envolvendo a relacdo pela qual a ansiedade se relaciona com o ataque de panico,
uma discussdo acerca da circuitaria neural responsavel pela origem destas duas
psicopatologias persiste. Autores ja citados propdem uma relacéo linear entre a
ansiedade e o panico, acreditando que ambas as disfungdes constituiriam apenas
variacOes de intensidade de um mesmo fenbmeno dentro de um dnico sistema
relacionado ao medo. Contudo, se tanto a ansiedade quanto o panico constituirem
manifestacdes independentes, logo, podemos sugerir que 0 panico estaria
relacionado com uma circuitaria neural distinta daquela envolvida no medo.

O presente estudo estd baseado na hipdtese de que existem sistemas
neurais especificos ligados a manifestacdo do panico. Sugerimos inclusive que o
ataque de panico estaria relacionado com certas disfuncGes em determinados
sistemas neurais responsaveis pela resposta de defesa a estimulos nociceptivos.

Como o ataque de pénico se caracteriza pela auséncia de qualquer estimulo que
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seja responsavel pelo seu desencadeamento, podemos sugerir que 0 panico seria
uma ativacdo desta circuitaria neural responsavel pela nocicepgdo na auséncia de
qualquer estimulo nociceptivo.

A diferenciacdo entre a ansiedade patolégica e o ataque de péanico como
consequéncia de disfungdes em sistemas adaptativos relacionados com o medo e
com a dor, pode ser mais bem elucidada através de estimulos que de maneira
natural ativam estes sistemas. De acordo com Landeira-Fernandez e Cruz (2007)
0s circuitos neurais envolvidos no sentimento de dor sdo ativados por estimulos
nociceptivos, considerados como estimulos proximais exatamente por fazerem
contato fisico com o individuo. De fato, estimulos proximais representam uma
ameaca real ao individuo em oposi¢do aos estimulos distais de perigo, que ativam
uma circuitaria relacionada ao medo, representando assim uma possivel ameaga.
Uma das caracteristicas principais do ataque de panico é a manifestacdo de
intensas reacdes de defesa. Com isso, podemos sugerir que a ocorréncia do
ataque de panico esteja ligada com disfuncdes de sistemas neurais mais
primitivos, que seriam responsaveis por reacdes defensivas rapidas e intensas
diante de estimulos de perigo real.

A capacidade da ansiedade em inibir a ocorréncia de panico (Magierek et
al., 2003; Galvao et al., 2010) evidencia que estes dois transtornos séo de natureza
diferente. Em adicdo, é de relevancia destacar que a relacdo inibitoria entre
ansiedade e panico € a mesma relacdo que o medo mantém com a dor.
Experimentos passados indicam que a ativacao de sistemas relacionados ao medo
tem a capacidade de inibir reacfes a estimulos nociceptivos (Cruz e Landeira-
Fernandez, 2001). Com estes resultados, a hipotese de que a etiologia do ataque
de panico poder estar relacionada com circuitos neurais responsaveis pelo

processamento de estimulos nociceptivos se fortalece.

3.2

Circuitaria Neural da Dor: Processo de Estimulos Nociceptivos

Informacdes neurais de um estimulo nociceptivo tém a sua origem em
receptores ou terminagGes nervosas espalhadas pela pele, nos musculos e nos

orgéos internos do corpo. Os receptores envolvidos na nocicepgdo transformam
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os estimulos de dor em impulsos neurais e estes por sua vez sdo transmitidos para
0 sistema nervoso central.

De importéncia € o fato de que estudos psicofisicos indicam a existéncia
de pelo menos duas dimensdes relacionadas com a experiéncia subjetiva da dor:
uma experiéncia associada a certos aspectos sensoriais e a outra experiéncia
relacionada com aspectos afetivos desse estimulo (Prince, 2000). Por sua vez,
estas duas dimens@es da dor refletem a ativagdo de diferentes circuitarias neurais
frente a um mesmo estimulo nociceptivo. Deve-se salientar que o aspecto afetivo
do estimulo nociceptivo esta relacionado com projecGes do tdlamo para o cdrtex
cingulado anterior (CCA) e que exatamente a parte rostral desta area é
especializada em estimulos de nocicepcéo.

De acordo com Landeira-Fernandez e Cruz (2007), o melhor exemplo para
ilustrar a dissociacdo entre 0s aspectos sensoriais e afetivos frente a um estimulo
de dor, séo as reacdes de individuos portadores de dores cronicas apds a remogéo
cirirgica de parte do cortex cingulado anterior. No caso, estes individuos relatam
que embora possam sentir ainda a presenca do estimulo nociceptivo, aquele
aspecto desagradavel associado ao estimulo deixa de existir e consequentemente o
mesmo ja ndo incomoda mais.

De forma curiosa, certas situacdes podem de fato gerar um sentimento de
dor mesmo na auséncia de qualquer estimulo nociceptivo. De acordo com
Eisenberger et al (2003), os resultados obtidos através de técnicas de
neuroimagens sugeriram que individuos, quando colocados numa situacdo de
exclusdo social, ndo apenas reportaram uma forte sensacdo de mal-estar, mas
também uma ativacdo do CCA, na regido relacionada com aspecto afetivo do
processamento do estimulo nociceptivo. Por sua vez, Eisenberger et al. (2006) e
MacDonald e Leary (2005) sugerem inclusive uma forte correlacdo entre os
sentimentos dolorosos relatados pelos individuos nas varias situacdes de
separacdo e exclusdo social e os sentimentos relacionados com o aspecto afetivo
do processamento de estimulos nociceptivos.

Algumas projecdes do tdlamo para a amigdala estdo relacionadas com a
capacidade que o estimulo de dor tem ao promover aprendizagem (associativa)
com estimulos ambientais que estdo presentes antes da ocorréncia do estimulo
nociceptivo. Este tipo de aprendizagem se estabelece devido a convergéncia de

estimulos ambientais com estimulos nociceptivos que chegam até a amigdala.
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Sendo assim, as reacdes que tém relacdo com o sistema neural de medo
observadas ap0s a ocorréncia de um estimulo de dor, ndo foram acionadas pelo
estimulo doloroso, mas sim por estimulos neutros que ficaram associados ao
estimulo de dor (Landeira-Fernandez, 1995).

Além das projecdes para o talamo, um grande fluxo de informagdes de dor
segue para estruturas mais caudais do sistema nervoso central, que se localizam
no tronco encefalico, como a MCPD e os nulcleos da rafe (principal gerador de
serotonina no cérebro). A MCPD, por sua vez, esta relacionada com respostas
primitivas, porém altamente eficazes contra estimulos de dor. Este tipo de
resposta envolve a ativacdo de um comportamento de defesa que visa afastar o
animal da presenca deste estimulo de dor.

A ativacdo da MCPD tem a capacidade de produzir também uma série de
reacOes fisiologicas que sdo mediadas pela area hipotaldmica. Em contraposicao
ao sistema neural de medo responsavel pela regulacdo da atividade ndo so do
meio interno mediante uma grande ativacdo do sistema hormonal, como também

de uma interagdo entre sistema simpatico e parassimpatico (Graeff et al., 2005).

3.3

Circuitaria Neural da Dor: Etiologia do Panico

Neste trabalho sugerimos que os ataques de panico tenham uma relacéo
com uma ativacdo patologica de uma determinada circuitaria relacionada com o
processamento de estimulos nociceptivos na auséncia de qualquer estimulo de
dor. David Barlow (1988) por sua vez, refere-se ao ataque de panico como um
tipo de “alarme falso”. O que David Barlow sugere ¢ que ndo existe um estimulo
externo responsavel pela origem da reacdo de defesa, que acomete o individuo em
situacOes diferentes. De fato, o ataque de panico estd em oposi¢cdo a outros tipos
de transtorno de ansiedade em que existe sempre um estimulo especifico
responsavel pela origem da ansiedade no individuo.

Como visto anteriormente, a estimulacdo elétrica da MCPD em humanos
gera efeitos muito parecidos com o0s sintomas presentes durante um ataque de
panico (Nashold, Wilson e Slaughter, 1969). Com isto, sugere-se que a MCPD
esteja envolvida na etiologia do ataque de panico. Neste caso, a MCPD junto com

areas hipotalamicas que séo responsaveis pela modulacdo do sistema nervoso
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autbnomo, ativariam uma série de respostas fisioldgicas que eventualmente seriam
processadas no cortex cingulado anterior, na auséncia de qualquer estimulo
externo que justificasse as intensas reagdes autonémicas.

Algo que devemos deixar claro, é que o AP é apenas um dos elementos
que constituem o transtorno de panico. O transtorno de panico também se
caracteriza pela presenca de sinais ansiogénicos diante de estimulos ou situacfes
que ficaram associadas com a ocorréncia do ataque de panico. Castilho e Brand&o
(2001) demonstraram que a estimulagdo elétrica da MCPD feita de forma
repetitiva em animais, pode acabar ficando associada ao contexto em que
ocorreram as estimulagdes da MCPD. Um aspecto relevante desta forma de
aprendizagem é a ocorréncia de associaces entre os estimulos contextuais e a
estimulacdo da MCPD de forma muito lenta, tendo a possibilidade de alguns
animais ndo apresentarem essa forma de aprendizagem. Este tipo de padréo
podemos observar em alguns individuos que sofrem de transtorno de panico e sao
acometidos de diversas formas de ansiedade elevada, chegando até mesmo a se
sentirem impossibilitados de sair de sua residéncia, o que caracteriza o quadro
psicopatologico de transtorno de panico com agorafobia (DSM-1V-TR, APA,
2002). Em outros casos, a aprendizagem associativa é tdo fraca que estes
individuos que sdo acometidos por episodios de AP jamais chegam a desenvolver
0 transtorno de panico propriamente dito. As formas pelas quais as reacdes
autondmicas sdo interpretadas pelo cértex cingulado anterior rostral parecem ser
variaveis importantes na origem e no curso do transtorno de panico (Dean Mobbs
et al., 2007).

Reis e McNally (1985) desenvolveram o conceito de sensibilidade a
ansiedade que estaria relacionado com a capacidade que o sujeito tem de detectar
as reacOes autondmicas presentes numa situacdo de perigo. De acordo com estes
pesquisadores, existem sujeitos mais sensiveis a rea¢fes autondémicas, com maior
sensibilidade a ansiedade e interpretando-as como algo desastroso ou catastrofico.
Estes individuos entdo teriam uma possibilidade maior de desenvolver um
transtorno de ansiedade apOs passarem por um primeiro episodio de ataque de
panico. Por outro lado, pessoas que sdo menos sensiveis aos sintomas de
ansiedade interpretam as reacGes autonémicas de forma mais branda. Desta
forma, o AP e o transtorno de panico, embora intimamente ligados, sdo

fendmenos distintos. O AP parece ser consequéncia de um mau funcionamento
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de uma circuitaria neural relacionada com o processamento de estimulos
dolorosos, ao passo que o transtorno de panico envolve, além do ataque de pénico,
circuitos neurais de ansiedade (Landeira-Fernandez, Cruz., 2007).

Embora tanto a ansiedade patoldgica quanto o péanico possam vir a
manifestar-se de maneira concomitante em um mesmo sujeito, estes fendmenos
séo relativamente independentes. De fato, Magierek et al. (2003), Galvéo et al
(2010) e Branddo et al. (2008) demonstraram situacGes experimentais que
indicavam que tanto a ansiedade quanto o panico poderiam ser induzidos
separadamente em animais mediante a ativacdo dos sistemas neurais de defesa
relacionados com o medo e com a dor.

Os transtornos de ansiedade, por sua vez, estdo relacionados a sistemas
neurais responsaveis por processar, decodificar e interpretar reacdes a estimulos
que indicam uma situacdo potencial ou real de perigo. Este estudo, por sua vez,
propde que a ansiedade patologica esteja associada com um sistema responsavel
pelo processamento de estimulos potenciais de perigo que d@ origem ao
sentimento de medo, enquanto que o ataque de panico estaria relacionado com
uma circuitaria neural responsavel pelo processamento de estimulos reais de
perigo e que d&o origem ao sentimento de dor (Tab2).

O medo envolve estruturas neurais mais rostrais do SNC (ex: amigdala,
hipocampo) assim como a ativacdo do eixo hipotalamo-hipofisario-adrenal que
regula a atividade hormonal. Sugere-se que o mau funcionamento desta circuitaria
neural pode vir a ser responsavel por sintomas relacionados com a ansiedade,
enquanto que a dor esta mais relacionada com um sistema filogeneticamente mais
antigo que envolve estruturas mais caudais do SNC (ex: matéria cinzenta
periaquedutal). Sugere-se também que o mau funcionamento desta circuitaria
pode levar a ocorréncia do AP, e, consequentemente, a experiéncia de se ter um
AP pode vir a gerar outros transtornos ansiogénicos, que podem vir a se

caracterizar como um transtorno de panico.
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TABELAZ. Caracterizticas dos dois sistemas funcionais de defesa (medo & dor) 2 swas respectivas relagdes com a
ansisdade & o panico. Retirado dz Landeira-Fernander & Cru= (2007},

Sistemna funcional de defesa

Caracteristicas
Medo Dior
COrizem filogenstica Fezcents Antiza
Ativagio Estimulos distais-perizo potencial Estimulos proximais-perizo real
Reagic comportamental Inibigio Ativagio
Fespostas avtondmicas Beduzida Intenza
Eezpostas hormonais Intenza Fedurida
Manifestagio patologica Ansiedads Pimico
Intervengio psicofarmacologica Ansiolitico-sistema zabasreico Antideprassivo-sistema serotonsrsico
Bastruturagio da atividade Fainteragio das reapdes fisiclomicas qus

. . . cognitiva. Desenvolvimento d2 caracterizam o atague de panico. Alteragio
Intervengio psicoterdpica o - .. . e e -
habitos sficarss para lidar com de padries de pensamento catastrofico

stuagdes ansioginicas. (sensbilidads 3 ansizdads).
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4

Cortex Cingulado Anterior: Dimenséo Afetiva da Dor

De maneira tradicional, como j& visto anteriormente, 0 processamento da
dor é visto de acordo com dois dominios cognitivos (Melzack e Casey, 1968). O
dominio sensorio discriminativo envolve localizacdo do estimulo e intensidade e,
no caso, é acessada de diversas formas incluindo uma escala visual anéloga,
enquanto o dominio afetivo-motivacional envolve o componente afetivo da dor e,
no caso, é medido com niveis de desconforto. Antes da Imagem funcional (por
ressonancia magnética ou emissdo de positrons) entrar no uso geral em pesquisas
laboratoriais, a énfase dada era no processo sensorio discriminativo no sistema
somatosensorial que incluia o cortex somatosensorial primario, somatosensorial
secundario e cortex parietal posterior. Com a introducdo da tomografia por
emissdo de positrons (TEP) e imagem funcional por ressondncia magnetica
(IFRM), ficou claro que outras regides telencefélicas estavam envolvidas durante
a estimulacdo nociceptiva aguda. As novas regides seriam o cortex motor, areas
pré-motoras, cortex cerebelar e o estriado que eram ativadas durante estimulacao
nociceptiva aguda (Derbyshire, 2000; Peyron, Laurent e Garcia-Larrea, 2000),
mas nao se encaixavam facilmente nos dois dominios de processamento de dor
baseados em sensacéo.

O mais importante no contexto atual é o fato de varias estruturas limbicas
serem ativadas durante a estimulacdo nociceptiva do corpo. Estas areas seriam 0s
nacleos talamicos intralaminares que se projetam para o cortex limbico, a matéria
cinzenta periaquedutal (MCP), a amigdala e o CCA (Vogt, Sikes e Vogt, 1993).
Em adicdo, é possivel que a insula anterior esteja entre os dois sistemas de dor,
estando envolvida nos aspectos de processamento associados com regulacdes
autondmicas, avaliacdo do estado corporal. Embora o modelo de dois dominios
possa ter uma utilidade geral, estimulacdes nociceptivas podem vir a ativar de 8 a
10 areas no cérebro, o que indica que deve existir mais de dois dominios de
processamento da dor, o que ndo se enquadra no modelo de dois dominios.

Estudos com imagem funcional indicam que o CCA pode vir a mediar
respostas afetivas a estimulos nociceptivos. Os estudos de Paul MacLean (1990)

além de outros estudos déo suporte a uma noc¢éo geral de que o cortex cingulado é
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uma regido crucial para emogdo. Muitos estudos de ativacdo cerebral durante
estimulacdo nociceptiva aguda ndo consideram o fato do CCA estar envolvido em
outras funcdes que ndo relacionadas com a dor, recompensa (Bush et al., 2002;
Rolls, 2003) e ativacdo durante o amor (Bartels e Zeki, 2000). A viséo sobre uma
“area de dor” acaba por procurar ¢ identificar fungdes de processamento de dor
especifico e acaba levantando paradoxos interessantes sobre a organizacdo e
funcbes do cdrtex cingulado.  Primeiro, o esforco por identificar um
processamento especifico de dor no cortex cingulado deriva dos neurbnios
nociceptivos localizados na lamina | na medula espinhal onde teorias tragam um
processamento de dor especifico através do nicleo mediodorsal talamico (Craig,
2003).  Infelizmente estas conexdes ndo foram ainda experimentalmente
demonstradas e nem a sua especificidade para qualquer parte do cortex cingulado
(Vogt, 2009). Segundo, apenas parte do CCA esta envolvida na emocdo. A area
subgenual do CCA estd envolvida tanto em regulacdo autonémica quanto em
condicionamento classico, de acordo com estudos de estimulagdo elétrica
(Neafsey et al., 1993). Contudo, a pergunta central permanece: O CCA contribui
de maneira igual para as respostas de afeto associadas a dor?

Uma nova perspectiva na literatura sobre processamento de dor e emocéo
no cortex cingulado esta sendo sugerida por Vogt (1996 e 2009), que propde o
modelo das quatro regiGes e suas sub-regides associadas. O autor sugere que
existem 4 regides com suas devidas sub-regides que formam o giro do cingulo.
As regides e sub-regides seriam divididas da seguinte forma: CCA (s,subgenual;
p, pregenual) cortex cingulado medial (CCM; a, anterior; p, posterior), cortex
cingulado posterior (CCP; d, dorsal; v, ventral) e cértex retro-esplenial (CRE).
De fato, 0 modelo de 4 regides proposto por Vogt (2009) mostra que o CCA esta
envolvido em controle autondémico e armazenamento de memoria emocional.
Contudo, cada regido ndo é uniforme devido a subfunc@es internas que podem
resultar de conexdes particulares, que poderiam vir a alterar o tipo de
processamento, embora a vasta literatura sugira o papel do CCA na regulacao
autondmica e emocao (Neafsey et al., 1993; Buchanan, 1993). Um dos primeiros
estudos de neuroimagens explorando o aspecto da emo¢do mostrou que o CCAs
estaria envolvido em afeto negativo em mulheres saudaveis (George et al., 2005).
No entanto, Simpson et al.(2001) e Porro et al. (2002) sugeriram que a

antecipacdo da dor pode causar alteracGes na atividade do CCAs (reducdo de
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fluxo sanguineo cerebral). Isto contribui para os achados referentes a uma
atividade baixissima do CCAs, especificamente durante a dor aguda. Por sua vez,
uma revisdo de neuroimagens em humanos, levando em consideracdo o modelo
das quatro regides, mostrou uma ativagcdo proeminente durante eventos ruins no
CCAs e durante momentos de alegria na posicao rostral do CCA numa sub-regido
denominada CCAp. Em termos de processamento de dor, uma resposta em
CCAp, demonstrada com magnetoencefalografia (MEG), sugeriu uma associa¢ao
com ativagéo de fibras-C e inclusive o componente de sofrimento afetivo da dor
(Ploner, Gross, Timmermann, Schnitzler, 2002). A atividade nociceptiva, por sua
vez, estd associada diretamente com o CCAp. Estudos (Vogt, 2009) verificaram,
por sua vez, que no CCMa ocorre uma sobreposigéo de atividades tanto de medo
quanto de dor, sugerindo que esta area poderia estar relacionada com
comportamento de esquiva. Entretanto, apesar de nenhuma ativacdo emocional
consistente ter sido encontrada no CCMp, o mesmo teve grande ativacao
nociceptiva.

Observacdes neurocirdrgicas sugerem que, de fato, a area rostral do cortex
cingulado anterior (CCA) contribui para as dimensdes afetivas da dor (Harte,
Spuz e Borszcz, 2011). O CCA humano contém neurbnios que respondem a
estimulacdo nociva (Dostrovsky et al., 1999). Como falado anteriormente por
Landeira e Cruz (2007), a ablagéo de grandes porcdes do cortex cingulado anterior
alivia o sofrimento emocional sentido por pacientes com dores crénicas. Porém,
estes mesmos pacientes continuam a ter habilidade para julgar a localizacdo da
dor ou sua intensidade. (Foltz e White, 1962; Ballantine et al., 1967; Hassenbusch
et al.,, 1990). Em anos mais recentes, estudos utilizando neuroimagem funcional
tém implicado o CCA no processamento da dor. Tomografia por emissdo de
positrons e ressonancia magnética funcional tém demonstrado um aumento na
atividade neural do CCA em consequéncia de estimulacdo nociva (Casey, 1999).
De maneira relevante, devemos citar que estas medidas de atividade cerebral no
CCA tém sido correlacionadas especificamente com o componente afetivo da dor
em humanos. Atraves da utilizacdo de sugestdo hipnética, Rainville et al (1997)
conseguiram diminuir o sofrimento emocional de um estimulo nocivo sem afetar
0 nivel de intensidade do proprio estimulo. A modulagdo do sofrimento

emocional de fato esta ligada ao CCA, mas ndo ao cortex somatosensorial.
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Estudos de anatomia funcional sugeriram, por sua vez, o envolvimento do CCA
no processamento da dor relacionada ao afeto negativo (Buchel et al., 2002).

Algo de extrema relevancia com relagcdo a anatomia do cortex cingulado é
o fato do CCP (d, dorsal; v, ventral) no rato (Figura 3.) ndo ser equivalente a
mesma area nos primatas. Nos ratos esta area é composta inteiramente pelo CRE
e ndo existe de fato um giro cingulado pelo fato de um sulco cingulado nédo ser
presente.
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Figura 3. Organizacdo regional do cértex cingulado anterior e posterior segundo Zilles e Wree
(1995) retirado do livro “The Rat Nervous System” de Paxinos (2004).

Uma série de estudos em animais sugere o papel do CCA no
processamento nociceptivo. Tanto no coelho quanto no rato os neurbnios
localizados na area 24b de Brodmann no CCA tém sido caracterizados como
respondentes a dor (Sikes e Vogt, 1992). Estas células por sua vez tém
propriedades que ndo sdo inconsistentes no papel do processamento afetivo
(Johansen, Fields, e Manning, 2001). De acordo com Allen e Hopkins (1989),
Beart et al (1987) o CCA faz interconexfes com outras estruturas limbicas (ex:
amigdala, e hipotalamo) e com regides envolvidas na modulacdo da dor como o
talamo medial e a MCP (Royce, 1983; Wyss e Sripanidkulchai, 1984) sugerindo
com isso, que o CCA pode influenciar outras areas cerebrais que estdo envolvidas
no processamento da informacdo emocional e nas reacdes aos estimulos nocivos
(aprendizagem por estimulo aversivo ex: choque). Evidéncias em estudos com
animais até entdo coletadas, sugerem a nocao de circuitarias neurais diferentes,
relacionadas a componentes distintos da experiéncia de dor que implicam o CCA

como um elemento chave neste processamento. Johansen, Fields, e Manning,
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(2001) sugerem que o processamento da dimensdo afetiva da dor seja mediado
pelo CCAr.

Levamos em conta que tanto a literatura humana quanto a animal descreve
evidéncias fortes sugerindo um papel do CCA na dor relacionada ao sofrimento
afetivo. Como descrito anteriormente, estudos indicaram que existem diferencas
de regibes dentro do préprio CCA no que concerne ao processamento e
modulacdo afetiva da dor. A visdo de que a area rostral do cortex cingulado
anterior (CCAr) esta envolvida no processamento afetivo da dor foi proposta por
Vogt et al (1996). Vogt propds que a area rostral do CCA em humanos (area 24,
32 e 25) esté envolvida no processamento de dor afetiva, ao passo que as regifes
mais caudais do CCA sdo responsaveis no planejamento motor como uma
resposta secundaria a estimulacdo nociceptiva. De fato, algumas pesquisas com
neuroimagem em humanos sugerem que as porc¢des caudais sdo preferencialmente
ativadas por estimulacdo nociceptiva (Mikulis et al.,1997). Em animais, a
ativacdo neuronal na parte caudal do CCA eliciada por estimulo nocivo esta
relacionada com o processamento da dor (Porro et al., 2003) enquanto que a parte
rostral do CCA contribui na modulacéo inibitoria do processo nociceptivo (Harte,
Suz e Borszcz, 2011). A estimulacdo elétrica do CCAr em ratos aumenta a
resposta de laténcia nos testes de “retirada de cauda” e “placa quente” (Hardy,

1985), sugerindo, de fato, uma modula¢éo inibitoria no processo de nocicepc¢éo.

4.1

Cortex Cingulado Anterior: Aprendizagem Aversiva

O medo é uma resposta adaptativa a dor ou a uma ameaca. Acredita-se
que a amigdala € uma area chave no cérebro para o estudo do medo e ansiedade.
Em adicdo, o clrtex cingulado anterior € conhecido por ser uma estrutura a
contribuir ndo apenas para a recordacdo da memoria de medo (Frankland. et al.,
2004), mas também para a formacdo da memoria de medo (Tang et al., 2005).
Por sua vez, consideraveis evidéncias sugerem que tanto a aprendizagem quanto a
memoria de medo sdo mediadas pelo CCA (Zhuo , 2008).

Com o desenvolvimento de abordagens mais integrativas, incluindo
manipulagdes tanto farmacologicas quanto genéticas, 0s mecanismos moleculares

e celulares subjacentes ao medo aprendido e plasticidade sindptica na amigdala e
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no CCA puderam ser melhor elucidados. O CCA esta posicionado de forma
estratégica entre estruturas tanto limbicas quanto corticais (Bush, Luu e Posner,
2000; Bissiere et al., 2008) para poder integrar aspectos emocionais e cognitivos.
De fato, estudos tanto em humanos quanto em animais mostraram que a ativagéo
neuronal na amigdala e CCA mudavam quando individuos eram confrontados
com expressoes faciais de ameaca ou confrontados com situagdes assustadoras,
respectivamente (Atkinson e Adolphs, 2011; Jeon, Kim e Chetana, 2010). Com
isso, sugere-se que a conexdo funcional entre a amigdala e o CCA possa ser
responsavel pela circuitaria de medo aprendido e do processamento emocional do
organismo diante deste tipo de ameaca.

Estudos de neuroimagem humana sugeririam que o CCA é também uma
peca chave no processamento normal da emocdo e aprendizagem (Fendt e
Fanselow, 1999). Outros estudos de neuroimagens com humanos corroboram
mais a ideia do CCA ser composto por duas regides funcionais distintas, sendo a
parte rostral do CCA relacionada com tarefas emocionais e a parte caudal com
tarefas cognitivas (Davis et al., 2005; Taylor et al., 2003; Whalen et al., 1998).

Evidéncias substanciais se acumulam indicando que o CCA esta envolvido
na aprendizagem aversiva. Les6es no CCA fazem um déficit na aquisicdo de
respostas de esquiva ativa (Gabriel et al., 1991; Kimble e Gostnell, 1968; Peretz,
1960). Por sua vez, experimentos que investigam os efeitos das lesdes no CCAr e
CCACc em ratos sugerem gue apenas o CCAr esta envolvido na aprendizagem por
estimulo aversivo (Johansen, Fields e Manning, 2001) e lesdes no CCAr também
geram um défict no condicionamento classico ao som utilizando um estimulo
aversivo (Kung, 2003).

Estudos que envolvem medo condicionado foram feitos em humanos,
revelando a ativacdo do CCAr (Buchel e Dolan, 2000; Knight, Smith, Stein e
Helmstetter, 1999). Estes estudos, por sua vez, perceberam tanto a ativacdo da
amigdala quanto do CCAr durante o processo de associacdo. Outros estudos, por
sua vez, relataram a ativacdo tanto do CCAr quanto da amigdala em demais
processos relacionados com aspectos afetivos (Bush, Luu e Posner, 2000;
Devinsky, Morrell e Vogt, 1995; Cannistraro e Rauch, 2003). Em adicdo, estudos
indicam que a amigdala basolateral (ABL) modula a consolidagdo de memoria
através da interacdo com outras &reas cerebrais (McGaugh, 2004; Packard, Cahill
e McGaugh, 1994).
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LesBes ou inativagdes farmacologicas da ABL bloqueiam funcionalmente
os efeitos da modulagdo da memoria de drogas injetadas em outras regifes
cerebrais incluindo o hipocampo (Roozendaal e McGaugh, 1997; Roozendaal
Nguyen, Power e McGaugh, 1999), cortex entorrinal (Roesler, Roozendaal e
McGaugh, 2002), coértex pré-frontal medial (Roozendaal, McReynolds e
McGaugh, 2004; McGaugh, 2004), cortex insular (Miranda e McGaugh, 2004) e o
ndcleo accumbens (Roozendaal, de Quervain, Ferry, Setlow e McGaugh, 2001).
Por sua vez, inativagdes farmacologicas no CCA tambem foram feitas
evidenciando que o mesmo tem funcgéo critica no comportamento ansiogénico em
roedores (Zhuo et al., 2011). De fato, estudos feitos em modelos de
psicopatologia em roedores descreveram uma ativacdo neuronal no CCAr mais
sensivel a uma variedade de agentes ansiogénicos assim como em diferentes
estressores (Singewald, Salchner e Sharp, 2003).

Embora a amigdala tenha sido considerada o centro das emogdes no
cérebro humano (Pessoa e Adolphs, 2010), o CCA tem aparecido como um
componente critico na circuitaria de medo. O CCA esta envolvido no
processamento da dor-emocdo e a estimulos relacionados com ameaca (Zhuo,
2008). Dados de eletrofisiologia em humanos mostraram que neurénios no CCA
tiveram atividade em resposta a estimulos nocivos (Hutchison et al., 1999) e
diversas observacGes em humanos demonstraram um papel fundamental do CCA
no sofrimento afetivo (Rainville, 1997). Durante a aprendizagem ao medo ambos,
amigdala e CCA, sdo ativados, onde a atividade neural na amigdala sinaliza para
uma situacdo de perigo, enquanto que o CCA estabelece a atividade neural
necessaria para sustentar a atencdo para a ameaca em questao (Bishop, 2008). De
fato, durante paradigmas de medo condicionado no qual se introduz um intervalo
entre uma pista visual e a consequente apresentacdo do choque (Cheng, 2006), a
atividade no CCA tem demonstrado uma diminuicdo no intervalo entre a pista e a
apresentacdo do choque. Outros estudos com animais tém identificado, por sua
vez, 0 CCA como uma area critica envolvida na aquisicdo e armazenamento da
memoria de medo.

A contribuicdo do CCA para memdria remota de medo foi também
avaliada utilizando o paradigma de medo ao contexto. Frankland et al (2004)
demonstraram que a recordacdo da memoria remota através do medo contextual

elevou a expressdo da proteina c-fos no CCA e que a infusdo de lidocaina no CCA
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inibiu a memaria remota de medo (Ding Teixeira e Frankland, 2008). A formacéo
da memdria de medo remota vem acompanhada com mudangas na estrutura
neuronal do CCA (Restivo, Vetere, Bontempi e Ammassari-Teule, 2009). Estes
dados sugerem que o CCA tem um papel critico no armazenamento da memaria
remota de medo. Em adicédo, alguns experimentos mostraram que a estimulacéo
elétrica do CCA consegue induzir a memdria de medo (Tang, 2005). Os
resultados deste experimento ainda sugerem que o CCA estaria também envolvido
no processo de aquisicdo da memoria num paradigma de medo contextual.
Evidéncias de conexdes diretas entre a ABL e o CCAr (Krettek e Prince,
1977; Sarter e Markowitsch, 1983; Sripanidkulchai, Sripanidkulchai e Wyss,
1984) sugerem que o CCAr e a ABL podem interagir na consolidagdo de
memorias aversivas (Malin, lbrahim, Tu e McGaugh, 2007). De grande
relevancia séo outros estudos com dados anatémicos sobre a conectividade entre
CCA-Amigdala em ratos (Cassell e Wright, 1986; Pitkanen, 2000; Gabbott et al,
2005), e outros roedores (Buchanan, Thompson, Maxwell e Powell, 1994);
relevancia fisiologica desta conectividade durante o processo de aquisicdo no
medo condicionado ainda ndo esta de todo esclarecida. Uma série de
procedimentos deverdo ainda ser feitos para determinarem o papel desta area no

condicionamento aversivo.
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5

Analgesia Condicionada: Consideracfes Gerais

O sistema motivacional de defesa é uma circuitaria neurofisiologica que
seleciona respostas de defesa apropriadas a uma variedade de sinais ambientais de
perigo. Diversos estimulos tém a habilidade de ativar este sistema sem a
necessidade do organismo em quest&o ter tido uma experiéncia anterior. No caso
do rato, exemplos de estimulo de perigo inato incluem certos predadores como
gatos e fuinhas (Fanselow e Lester, 1986; Blanchard e Blanchard, 1971),
estimulacdo téctil no dorso do animal (Adams, 1979) e odores residuais deixados
mediante situacao estressante (Brown, 1979). Estimulos neutros, que nao teriam a
capacidade inata de ativar o sistema defensivo, podem desenvolver a habilidade
para fazé-lo através do processo de condicionamento Pavloviano. Ja foi
demonstrado que sons, luzes e a propria caixa experimental podem vir a ativar o
sistema defensivo, se 0s mesmos tiverem a historia de associagdo com um
estimulo nociceptivo como, por exemplo, choques elétricos (Sigmundi, Bouton e
Bolles, 1980; Fanselow, 1980). A ativacdo deste sistema de defesa resulta em
consequéncias comportamentais especificas; o repertorio comportamental do
animal fica dominado por reacdes defensivas especificas da espécie (RDEE).
Para o rato, a resposta dominante ja falada anteriormente é a reposta de
congelamento (Fanselow e Lester, 1986).

A apresentacdo de um estimulo nociceptivo tem pouca diferenca nas
consequéncias comportamentais se comparado com um estimulo de perigo inato
ou aprendido. O estimulo nociceptivo pode, de forma incondicionada, eliciar
comportamentos reflexos. Entretanto, caso um estimulo nociceptivo cause uma
lesdo tecidual, comportamentos mais complexos surgirdo e serdo direcionados
exatamente para o centro da lesdo. Estes comportamentos foram denominados
como comportamentos recuperativos (Fanselow, 1986) pelo fato de ser
hipotetizado que eles poderiam facilitar a recuperacdo e cura da lesdo. Respostas
nociceptivas comportamentais podem ser vistas pelo animal quando o mesmo
recebe uma injecdo subcutanea de formalina diluida na pata (Dubuisson e Dennis,
1977).
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Wall (1979) notou que um machucado ou dano tecidual ndo leva
invariavelmente a uma reacdo de dor. De fato, a reagdo imediata a uma situagao
de lesdo ¢ frequentemente caracterizada por “luta, fuga e obten¢do de ajuda”.
Bolles e Fanselow (1980), baseado no seu trabalho de comportamento defensivo
animal sugeriram que tanto dor quanto medo deveriam ser considerados como
sistemas motivacionais independentes, servindo a fungdes bioldgicas totalmente
diferentes. Os autores apontaram que comportamentos de defesa diante de
situacbes de ameaca receberiam prioridade, ao passo que comportamentos
relacionados a dor seriam suprimidos. Os autores, por sua vez, sugeriram que a
supressdao do comportamento relacionados com dor dar-se-ia através da ativacéo
de mecanismos enddgenos de analgesia. Isto é, um estimulo ambiental que prediz
uma ameaga potencial aciona o sistema motivacional de medo que é caracterizado
por uma ocorréncia simultanea de comportamento defensivo e analgesia. Quando
a resposta nociceptiva vinda de um tecido lesionado ndo consegue ser finalizada
pelos mecanismos de analgesia, a dor se manifesta, e 0 comportamento animal é
dominado por comportamentos recuperativos que funcionam para promover a
cura. Entdo, de acordo com o modelo de medo e dor proposto por Bolles e
Fanselow (1980), Fanselow e Bolles (1979), Fanselow e Sigmundi (1982), uma
das funcbes do mecanismo de analgesia endogena seria prevenir 0 comportamento
recuperativo gerado pela lesdo tecidual de interromper as RDEE que o animal
utiliza em autodefesa.

O mecanismo de analgesia enddgena necessita de um evento chave para
ter a sua ativacdo (Fanselow e Bolles, 1979a, 1979b). Pelo visto, o evento chave
mais estudado para o acionamento do mecanismo de analgesia é a exposicao ao
estresse (Amir, Brown, e Amit, 1980). Se a exposicdo a um elemento estressor
faz o organismo menos sensivel a dor, e esta analgesia € reversivel com um
antagonista opioide, como, por exemplo, a naloxona, entéo teriamos evidéncias de
gue um estressor em particular ativou a analgesia mediada por opioides
enddgenos. Fanselow (1984) verificou entdo que um choque de severidade
pequena nas patas (LmA, 1s de duracdo) conseguia produzir uma analgesia do tipo
opioide, que era totalmente revertida pela naloxona, denominada analgesia
condicionada.

Um estudo utilizando TEP examinou a resposta para um breve estimulo de

dor térmico e verificou que a analgesia opioide eliciada por este estimulo de dor,
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teve sua ativacdo estabelecida pela parte rostral do CCA e da insula (Sprenger et
al., 2006). Ao ser utilizado um estimulo de dor mais prolongado, Zubieta et al
(2001) verificaram que a dor aguda acionou de forma significativa a analgesia
opioide enddgena derivada de atividade ndo apenas da parte rostral do CCA e
insula, mas agora recrutando &reas como o coértex pré-frontal e amigdala.
Verificou-se que os niveis de intensidade da dor (aspecto sensorial) tiveram uma
correlacdo negativa com o nivel de atividade opioide enddgena na amigdala e na
MCP, enguanto que os niveis de intensidade da dor afetiva tiveram uma
correlagdo negativa com a ativacdo opioide no CCA. Este ultimo achado é mais
consistente com a sugestdo de que uma subdivisdo dentro do CCA estaria mais
envolvida na dimensdo do sofrimento afetivo (Prince, 2000).  Alguns
investigadores, por sua vez, sugeriram que a amigdala estaria envolvida em
analgesia opioide através de conexdes diretas com a MCP, consistentes com 0s
resultados de Hadjipavlou et al (2006).

A existéncia de mecanismos enddgenos que diminuem a dor atraves de
uma circuitaria de inibicdo esta cada dia mais aceita. Evidéncias antigas do
funcionamento dos mecanismos de modulacdo da dor vieram das observacgdes de
H. K Beecher, que percebeu uma atenuacdo incrivel da dor experienciada por
soldados em situagcdes de combate (Beecher, 1946). Observacdes analogas tém
sido vistas em atletas que continuam numa competicdo, apesar de estarem
severamente lesados (Bingel e Tracey, 2008). Beecher, na funcdo de médico de
campanha, (serviu no exército dos EUA durante a segunda grande guerra)
observou que pelo menos trés quartos dos soldados gravemente feridos teriam
reportado ndo sentir sequer dores moderadas e por conta disto ndo queriam
nenhuma medicacdo que aliviasse a dor (Beecher, 1946). Esta observacdo feita
por Beecher era de fato incrivel, partindo do principio de que as feridas nestes
soldados ndo eram triviais, e sim compostas por fraturas de 0ssos ou feridas a base
de penetracdo no abdémen, térax ou cranio. Entretanto, foi observado também
que apenas individuos, que estavam claramente em estado de alerta, responsivos e
ndo em estado de choque, foram incluidos neste relatorio (Beecher, 1946). Isso
levou Beecher a conclusdo de que “emocgdes fortes” bloqueiam a dor (Beecher,
1946).

A modulacdo da dor existe na forma de uma circuitaria descendente de

modulacdo nociceptiva com conexfes que vém de vérias areas, que incluem o


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812188/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0812188/CA

46

hipotalamo, a amigdala, o CCAr, que envia informagdo para MCP. Neurénios no
interior do ndcleo magno da rafe e do ndcleo reticular giganto cellularis que, por
sua vez, estdo incluidos na medula ventromedial rostral, enviam projecdes para o
corno dorsal da medula, para, de maneira direta ou indireta, aumentar ou diminuir
o tréfico de nocicep¢do, mudando assim a experiéncia da dor (Fields, Basbaum e
Heinricher, 2005). Este circuito modulatorio descendente € uma circuitaria com
receptores sensiveis a opioides e de grande relevancia para a experiéncia humana
em diversas fungdes, incluindo a regulacdo emocional diante da dor crénica, na
acdo de analgésicos, canabinoides, opiaceos e no bloqueio da recaptacdo de
serotonina/norepinefrenia que mimetizam, em parte, as acdes de opiaceos.
Enquanto o mecanismo preciso no qual as drogas produzem alivio da dor ndo for
de todo conhecido, evidéncias fortes sugerem a acdo desta drogas atraves da
circuitaria de modulacdo da dor e mimetizando as consequéncias da ativacao desta
cricuitaria descendente.

As vias de modulagdo descendentes sdo sugeridas como responsaveis pelo
fendmeno clinico importante da ‘“analgesia ao placebo”, que pode ser
demonstrado em pelo menos um terco da populacdo (Beecher, 1955). Pacientes
que tiveram a remocdo dos seus molares e que esperavam alguma acdo analgésica
demonstraram niveis de dor mais baixos ap0s a injecdo de placebo (Levine,
Gordon e Fields 1978). Pessoas com uma resposta maior ao efeito placebo e que,
de maneira cega, receberam o antagonista opioide naloxona indicaram niveis de
dor similares aos nao respondentes, indicando que a analgesia ao placebo requer
ativacdo inibitéria mediada por opioide enddgeno (Levine, Gordon e Fields 1978).
Técnicas de neuroimagem, por sua vez, tém sugerido agora que a resposta ao
placebo teria a origem de sua mediacdo na circuitaria de inibicdo a dor, originaria
de regibes corticas e subcorticais (Petrovic, Petersson e Ingvar, 2002; Zubieta,
2005). Estudos com humanos, por sua vez, revelaram que a analgesia ao placebo
poderia estar relacionada com ativacdo de receptores opioides-p localizados no
CCAr, cortex pré-frontal dorsolateral e insula (Zubieta, 2005). Aumento do fluxo
sanguineo nestas regifes foi associado com uma grande resposta ao placebo,
dando a sugestdo de que variagdes individuais na resposta ao placebo podem estar
ligadas as diferencas na concentragéo e funcdo dos receptores opioides-p.

Estudos de imagens sugeriram areas que, de forma bem consistente, séo

superativadas diante de um estimulo nocivo. Estas areas incluiriam o CCAr, a
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insula, a amigdala e a MCP (Tracey e Mantyh, 2007). De maneira relevante, estas
regibes demonstraram uma sobreposi¢éo de atividade quando sofrem tanto a agéo
de opioides quanto o fendmeno de analgesia ao placebo. Outros estudos, por sua
vez, sugerem que a ligacdo entre o CCAr e a MCP tem por base uma ligacéo
opioide enddgena e que, de fato, a mesma é essencial tanto para a analgesia
opioide quanto para a analgesia ao placebo (Eippert et al., 2009). Deve-se deixar
claro que as regides citadas (Figura 4.) agem juntas dentro de um contexto da
modulacdo da nocicepcdo e parecem estar intimamente ligadas a experiéncia da
dor (Tracey e Johns, 2010).

Figura 4. Circuitaria de antinocicep¢do proposta
por Bingel et al (2006) sugerindo como estruturas
principais o CCAr, amigdala e a MCP.

Amigdala

5.1

Opidides Enddégenos: Regulacdo Emocional

Dentro do contexto da dor, algumas regides do cérebro que formam o
sistema limbico rostral (ex: CCA, amigdala e MCP) apresentam receptores
opioides, sendo a MCP uma das estruturas que expressa, de forma significativa,
atividade de analgesia opioide. Dada a presenca de receptores opioides nestas
regibes cerebrais, é provavel que a atividade opioide possa ter algum impacto na
regulacdo emocional relacionada com estas areas. Estudos experimentais sugerem
um possivel papel para os opioides enddgenos no processo de regulacédo
emocional. Por exemplo, episddios de depressdo maior em humanos e medo
contextual em ratos (Sanders, Kieffer e Fanselow, 2005). Em situacOes ndo

patoldgicas, altos niveis de circulacdo de opioides enddgenos tém sido
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demonstrados diante de grande estabilidade emocional (Zorrilla et al., 1995) e em
humor positivo apos a feitura de exercicios (Wildmann et al., 1986). Em adicéo,
alguns estudos sugerem que o blogueio farmacoldégico opioide resultaria num
aumento substancial da raiva (ex: Martin Del Campo et al., 1994; Pickar et al.,
1982). De forma complementar, estudos clinicos com abuso de heroina
verificaram que um déficit na atividade enddgena opioide esta associado com
aumento da raiva e ansiedade expressa por estes pacientes (Powell e Taylor,
1992).

De fato, opioides enddgenos podem estar envolvidos na regulacdo de
estados emocionais. Um trabalho sugere, de forma direta, a ideia da regulagdo
emocional mediada por opioides (Zubieta et al., 2003). De fato, 0s autores
verificaram que uma grande atividade no CCAr e amigdala resultante de afeto
negativo foi associada com uma diminuicdo da atividade opioide nestas areas.
Frey e Drummond (2008), por sua vez, relataram que a natureza da modulacao
opioide dos estados emocionais negativos pode ser influenciada por fatores como
desordens afetivas e diferencas individuais, que ainda ndo foram esclarecidas.

Mais recentemente, estudos sugeriram que a atividade opioide, na parte
rostral do sistema limbico, também contribuiria com a regulacdo dos estados
emocionais positivos (Boecker, et al., 2008). Juntando com os resultados
coletados de Zubieta et al. (2003), sugere-se entdo que opioides enddgenos em
regibes chaves do sistema limbico rostral parecem ter um papel relevante em
ambos estados emocionais sejam elas emocBes negativas ou positivas, 0 que
levanta a questdo sobre o papel deste sistema limbico na regulacdo emocional do

estado de medo e panico.
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6
Objetivos

No primeiro experimento, duas novas linhagens de ratos wistar
denominadas Carioca Alto Congelamento (CAC) e Carioca Baixo Congelamento
(CBC), foram selecionadas geneticamente para alto e baixo nivel de congelamento
através do paradigma de medo ao contexto (Gomes e Landeira-Fernandez, 2008).
Apos trés geracdes, a linhagem CAC foi considerada como mais propensa a exibir
niveis altos de congelamento comparado com a linhagem CBC. Um estudo
recente indicou um isomorfismo entre ratos CAC e ansiedade antecipatoria (Dias,
Bevilaqua, Silveira, Landeira-Fernandez e Gardino, 2009). As linhagens CAC e
CBC podem ser uma importante ferramenta para a investigacdo da relacdo entre
ansiedade, ataque de panico e transtorno de panico. O objetivo do presente estudo
foi o de investigar se os animais CAC e CBC exibem de fato diferentes padrdes
comportamentais de defesa, relacionados com o ataque de panico e o transtorno de
panico induzidos pela estimulacdo elétrica da matéria cinzenta periaquedutal
dorsal.

O segundo experimento empregou ratos wistar no paradigma de medo
incondicionado. O objetivo deste estudo foi verificar a importancia do Cortex
Cingulado Anterior Rostral neste paradigma. Para isto, um grupo de animais
recebeu lesdes eletroliticas no CCAr e o outro ndo. Investigamos se 0s animais
lesados e ndo lesados no CCAr exibem de fato diferentes padrbes
comportamentais de defesa, relacionados com o ataque de panico e/ou transtorno
de panico induzidos pela estimulacédo elétrica da matéria cinzenta periaquedutal
dorsal. No terceiro experimento, verificamos novamente o papel do Cortex
Cingulado Anterior Rostral no mesmo paradigma de medo incondicionado. Para
isto, replicamos o segundo experimento. Em adicdo, no dia seguinte a
estimulacdo elétrica da MCPD, submetemos estes mesmos animais ao teste de
formalina dentro do paradigma de analgesia condicionada. O objetivo desta
segunda parte do estudo, chamado de experimento 3, foi verificar a importancia
do Cortex Cingulado Anterior Rostral na analgesia condicionada e o seu papel na

modulacdo da sensibilidade a dor.
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7

Experimento 1

Efeito de LesOes eletroliticas no Cortex Cingulado Anterior Rostral
na Analgesia Condicionada e no Comportamento de Defesa eliciado
pela Estimulacao Elétrica da MCPD.

7.1

Sujeitos

Os sujeitos foram 20 machos wistar entre 200 e 340g. Os animais foram
colocados em grupos de cinco a sete individuos em gaiola viveiro (18 x 31 x 38
cmid) com acesso a agua e comida ad libitum. A temperatura da sala era
controlada (24 = 1°C), com ciclo de claro e escuro de 12h/12h (07:00-19:00h). O
experimento foi conduzido durante a fase clara do ciclo. Os procedimentos
experimentais foram desenvolvidos de acordo com a sociedade brasileira de
neurociéncia e comportamento que se baseia no United States National Institutes

of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (revisado em 1996).

7.2

Cirurgia

Todos 0s 26 animais foram implantados com uma canula guia direcionada
a MCPD com coordenadas similares ao experimento 1. Apos a implantacdo da
canula guia, foram efetuadas lesdes eletroliticas bilaterais no cortex cingulado
anterior rostral (CCAr) de 13 animais (grupo experimental). A leséo eletrolitica
foi aplicada através de um lesionador elétrico (insight equipamentos, Brasil), a
corrente elétrica (1mA, 20s de duracdo) para a lesdo foi conduzida através de um
fio conectado a uma peca de eletrodo (PlasticsOne Inc) direcionada a MCPD. As
coordenadas que foram utilizadas para lesdo eletrolitica tiveram lambda como
ponto de referéncia, de acordo com o atlas do cérebro do rato de Paxinos e
Watson  (1986):  Antero/posterior, +2.7mm;  Medial/lateral,  +£0.5mm;

Dorsal/Ventral, +2.2mm. O grupo controle da lesdo eletrolitica teve
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procedimento cirurgico idéntico, porém nenhuma corrente elétrica para leséo foi

acionada e conduzida pelo eletrodo.

7.3
Material

O experimento foi conduzido numa caixa experimental (25 x 20 x 20 cm?®) e a
mesma colocada dentro de uma caixa antirruido. Uma luz vermelha (25W) foi
colocada no interior da caixa antirruido, uma camera foi colocada atras da caixa
experimental para captar o comportamento do animal num monitor que fora
instalado fora da sala experimental. Um miniventilador foi afixado dentro da caixa

antirruido, provendo assim um ruido branco de 78dB.

7.4

Procedimento

Sete dias ap0s a cirurgia, 0s dois grupos de animais (lesados e ndo lesados)
foram colocados na caixa experimental, ja tendo passado por 3 dias de
manipulacdo (3 minutos cada animal) seguidos. Cinco minutos depois, 0sS
limiares de congelamento e fuga foram determinados atraves de um estimulador
elétrico (insight equipamentos, Brasil), a corrente elétrica foi conduzida através de
um fio ligado a uma peca de eletrodo movel (PlasticsOne Inc) conectada a uma
canula guia e direcionada a MCPD. A estimulacédo cerebral (AC, 60Hz, 15s) foi
apresentada em intervalos de 1 min com intensidade da corrente iniciando a partir
de 10pA e aumentando 5pA a cada nova tentativa. O limiar de congelamento foi
operacionalmente definido como a menor intensidade de corrente a produzir nao
observancia de movimento com excecdo da respiracdo, acompanhada de pelo
menos duas respostas autondmicas: defecacdo, piloerecdo, exoftalmia e micgdo. A
intensidade da corrente que produzisse comportamentos de corrida e pulos foi
considerada o limiar de fuga. A estimulacdo elétrica da MCPD era interrompida
quando o limiar para o comportamento de fuga era atingido. Para investigar o
comportamento de congelamento que se iniciava apds o téermino da estimulacéo
elétrica da MCPD para o limiar de fuga, os animais permaneciam na caixa

experimental por mais 12 min sem qualquer estimulagdo. Durante este periodo, o
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comportamento de congelamento era avaliado a cada 2s por um observador
treinado.

No segundo dia, cada rato foi colocado numa caixa experimental de
acrilico transparente. Cinco minutos depois, trés choques nas patas
randomizados, ndo sinalizados (1mA, 1s de duracdo) e de severidade pequena
(Fanselow, 1984) foram feitos com intervalos de 20s entre eles. Trés minutos
apos o ultimo choque, o animal era retirado da caixa experimental e colocado de
volta a sua gaiola viveiro. A caixa experimental era limpa antes e depois de cada
animal adentra-la com 5% de uma solucdo de aménia, para retirar qualquer marca
residual de cheiro, urina ou fezes.

No terceiro dia, a sensibilidade a dor (analgesia condicionada) foi medida com o
teste de formalina (Dubuisson e Dennis, 1977; Fanselow, 1984). Para cada rato
foi dada uma injecdo (sc) de .05ml de formalina a 15% sob a superficie dorsal da
pata direita traseira do animal. ApoOs a injecdo de formalina, o animal era
recolocado na mesma caixa experimental para uma sessao teste de 60 min. Um
observador cego para as condicdes de tratamento (grupo lesado/grupo néo lesado)
marcou cada comportamento do animal dentro das categorias seguintes: (a)
congelamento - foi definido como auséncia de movimento corporal com excecao
do necessario para respiracdo; (b) pata levantada - foi definido como um
movimento no qual o animal levanta ou mantém a pata tratada proxima ao corpo;
(c) pata lambida - foi definido como qualquer lambida ou contato da pata tratada
com a boca do animal; (d) atividade - foi definido como qualquer outra atividade
locomotora. Pata levantada e pata lambida foram colocadas dentro de uma Unica
categoria: comportamento recuperativo para fins de uma primeira analise. Em
seguida pata levantada foi colocada na categoria de congelamento para fins de

segunda analise.

7.5

Resultados

Uma primeira ANOVA de duas vias de medidas repetidas foi utilizada
para avaliar as diferencas nos limiares aversivos (congelamento e fuga) dos
animais lesados e ndo lesados. Uma segunda ANOVA de duas vias de medidas

repetidas foi também utilizada para avaliar as diferenca no CPF entre 0s animais
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lesados, ndo lesados e os 12 minutos de analise a que os mesmos foram
submetidos. Para os dados significativos da segunda ANOVA foi utilizado o teste
de Newman Keuls como post hoc. Valores de p <0.05 foram considerados
estatisticamente significativos.  Analises histolégicas das partes cerebrais
indicaram que todas as pontas dos eletrodos estavam localizadas dentro da
MCPD. O grupo utilizado no trabalho final ficou estabelecido desta forma:
Lesados, n = 10; N&o lesados, n = 10.

A figura 5. mostra a média (+ SEM) do limiar de corrente elétrica
necessaria para acionar os comportamentos de congelamento e fuga em animais
lesados e ndo lesados. A primeira ANOVA de duas vias de medidas repetidas
revelou um efeito principal para os limiares aversivos (F[1,18] = 42.27, p <
0.0001), mas nao para os grupos lesados e ndo lesados (F[1,18] = 0.01 p = 0.92).
Nenhuma interacdo entre limiares aversivos e os grupos foi encontrada (F[1,18] =
0.02, p =0.91).

120 - [Elesdo

OSham

Média dos limiares (pA)
=y (=] =] E
(=] (=) (=] (=)

=]
(=]

0 - . ——

Limiar de congelamento pré fuga Limiar de fuga
Figura 5. Média (x SEM) dos limiares de congelamento e fuga determinados através do
procedimento de estimulagdo elétrica da MCPD nos animais lesados e ndo lesados no CCArr.

A figura 6. mostra a média (x SEM) de porcentagem de tempo que 0sS
animais lesados e ndo lesados tiveram de CPF ap0s o término da estimulacéo
elétrica na MCPD. A segunda ANOVA de duas vias de medidas repetidas
mostrou efeito significativo para os grupos lesados e ndo lesados (F[1,18] =
315.84, p < 0.0001), mas ndo houve efeito de tempo (F[1,18] = 1.22, p = 0.28) e
ndo houve interacdo entre 0s grupos e tempo no CPF durante os 12 minutos
(F[1,18] = 0.92, p = 0.52) de analise.
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A anélise post hoc indicou que os animais lesados mostraram uma frequéncia
menor de CPF comparado com 0s animais ndo lesados durante os 12 minutos de
analise (p < 0.001).

35 4

— | e H0

30 - T T Sham

.|_
ZS-J_ l

20

——
——

——
——

15

10 4

5 -

a

1 2 3 4 3 & 7 8 o 10 11 12

Média (%) congelamento posfuga

Minutos

Figura 6. Média (+ SEM) dos limiares de congelamento dos animais lesados e ndo lesados no
CCAr durante o periodo de 12 minutos apo6s a interrupcao da estimulacéo elétrica aplicada na
MCPD para eliciacdo do comportamento de fuga

Duas ANOVA de duas vias de medidas repetidas foram utilizadas para
avaliar as diferencas nos comportamentos de congelamento e recuperacao entre 0s
animais lesados e ndo lesados.

As figuras 7. e 8. mostram a média (+x SEM) de porcentagem de tempo que
os animais lesados e ndo lesados tiveram de comportamento de congelamento e
recuperacdo durante o paradigma de analgesia condicionada. Uma primeira
ANOVA de duas vias de medidas repetidas revelou um efeito principal para os
grupos lesados e ndo lesados (F[1,39] = 176.75, p < 0.001), e para congelamento e
recuperacdo tendo pata levantada como indice de recuperacdo (F[1,39] = 133.59 p
< 0.001). Houve interacao entre congelamento, recuperacao e os grupos (F[1,39]
=366.23, p < 0.001).

A andlise post hoc indicou que os animais lesados e ndo lesados tiveram
diferenca tanto em comportamento recuperativo quanto em congelamento (p <
0.001).

As figuras 9. e 10. mostram a média (+ SEM) de porcentagem de tempo
que os animais lesados e ndo lesados tiveram de comportamento de congelamento
e recuperagdo durante o paradigma de analgesia condicionada. Uma segunda
ANOVA de duas vias de medidas repetidas revelou um efeito principal para os

grupos lesados e nédo lesados (F[1,39] = 11.05, p < 0.02), e para congelamento e
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recuperacdo tendo pata levantada agora como indice de congelamento (F[1,39] =

153.43 p < 0.001). Houve interagédo entre congelamento, recuperagéo e 0S grupos
(F[1,39] = 279.38, p < 0.001).

A andlise post hoc indicou que os animais lesados e ndo lesados tiveram

diferenca tanto em comportamento recuperativo quanto em congelamento (p <

0.001). Em funcdo da interacdo encontrada nas duas ANOVAS, novas analises

foram necessérias para investigar o fenébmeno. A tabela 3. faz uma comparagédo

minuto a minuto utilizando o test-t student pareado ao longo dos 60 minutos do

teste de formalina dentro do paradigma de analgesia condicionada.
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Figura 7. Média (x SEM) do comportamento de congelamento dos animais lesados e nao lesados
no CCAr durante o periodo de 60 minutos do teste de formalina no paradigma de analgesia
condicionada.
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Figura 8. Média (+ SEM) do comportamento recuperativo dos animais lesados e ndo lesados no
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CCAr durante o periodo de 60 minutos do teste de formalina no paradigma de analgesia

condicionada.
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Figura 9. Média (£ SEM) do comportamento de congelamento dos animais lesados e ndo lesados
no CCAr durante o periodo de 60 minutos do teste de formalina no paradigma de analgesia
condicionada.
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Figura 10. Média (+x SEM) do comportamento recuperativo dos animais lesados e ndo lesados no
CCAr durante o periodo de 60 minutos do teste de formalina no paradigma de analgesia

condicionada.
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Em adicdo foram feitas duas ANCOVA (tabela 4.) utilizando o
comportamento recuperativo como variavel dependente, comparando 0s grupos
lesados e ndo lesados e usando o congelamento como covariavel, considerando
pata levantada primeiramente como indice de recuperacdo e depois como indice
de congelamento. De acordo com Fanselow (1984) uma analise correlacional de
Pearson (tabela 5.) também foi feita entre os indices de recuperacdo e
congelamento entre os grupos lesados e n&o lesados considerando a pata levantada
nas diferentes condi¢cdes (como indice de congelamento e como indice de
recuperagao).

TABELA 4. Analise de Covariancia para comparacdo entre grupo Sham (N=10) e Lesionado
(WN=10) tendo como Variavel Dependente o Comportamento Recuperativo no teste de formalina
e 0 Congelamento como Covariavel em duas condigdes de coleta das frequéncias dos
comportamentos: privilegiando recuperacio (Fanselow, 1984) e congelamento.

Pata Levantada ANCOVA
Fonte Graus de Liberdade E P
Efeito Principal 2.19 21148 <0.001*
Recuperagdo Interacdo 1,20 39.85 <0.001*
Grupo 1.20 488 <0, 05*
Efeito Principal 2.19 20.49 =0.001*
Congelamento Interacio 1.20 0.92 0,35
Grupo 1.20 17.66 <0.001*

*Dados considerados significativos aceitando nivel de significancia p = 0.05.

TABELA 5. Correlagio de Pearson (I) entre os comportamentos
de Recuperacio e Congelamento privilegiando diferentes

condigdes.

Grupo Pata Levantada Recupera(g:;: ::1 (a:gjnogelammm
T o

Lesdo ot bye

Valores significativos parap = 0,05,
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8

Experimento 2

Efeito de Lesdes Eletroliticas no Coértex Cingulado Anterior Rostral
sobre o Comportamento Defensivo eliciado pela Estimulacéo Elétrica
da Matéria Cinzenta Periaquedutal Dorsal.

8.1

Sujeitos

Os sujeitos foram 26 machos wistar entre 200 e 340g. Os animais foram
colocados em grupos de cinco a sete individuos em gaiola viveiro (18 x 31 x 38
cmid) com acesso a agua e comida ad libitum. A temperatura da sala era
controlada (24 = 1°C), com ciclo de claro e escuro de 12h/12h (07:00-19:00h). O
experimento foi conduzido durante a fase clara do ciclo. Os procedimentos
experimentais foram desenvolvidos de acordo com a sociedade brasileira de
neurociéncia e comportamento, que se baseia no United States National Institutes

of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (revisado em 1996).

8.2

Cirurgia

O procedimento cirdrgico no experimento 2 foi conduzido da mesma

maneira que o experimento 1.

8.3

Material

O experimento 2 foi conduzido na mesma caixa experimental (25 x 20 X

20 cm?3) do experimento 1.

8.4

Procedimento
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Sete dias ap0s a cirurgia, os dois grupos de animais (lesados e ndo lesados)
foram colocados na caixa experimental, ja tendo passado por 3 dias de
manipulagdo (3 minutos cada animal) seguidos. Cinco minutos depois, 0S
limiares de congelamento e fuga foram determinados através de um estimulador
elétrico (insight equipamentos, Brasil), a corrente elétrica foi conduzida através de
um fio ligado a uma pega de eletrodo mdvel (PlasticsOne Inc) conectada a uma
canula guia e direcionada a MCPD. A estimulagdo cerebral (AC, 60Hz, 15s) foi
apresentada em intervalos de 1 min com intensidade da corrente iniciando a partir
de 10pA e aumentando 5uUA a cada nova tentativa. O limiar de congelamento foi
operacionalmente definido como a menor intensidade de corrente a produzir ndo
observancia de movimento com excecdo da respiragdo, acompanhada de pelo
menos duas respostas autondmicas: defecacdo, piloerecéo, exoftalmia e micgdo. A
intensidade da corrente que produzisse comportamentos de corrida e pulos foi
considerada o limiar de fuga. A estimulacéo elétrica da MCPD era interrompida
quando o limiar para o comportamento de fuga era atingido. Para investigar o
comportamento de congelamento que se iniciava ap0s o término da estimulacao
elétrica da MCPD para o limiar de fuga, os animais permaneciam na caixa
experimental por mais 12 min sem qualquer estimulacdo. Durante este periodo, 0
comportamento de congelamento era avaliado a cada 2s por um observador

treinado.

8.5

Resultados

Uma primeira ANOVA de duas vias de medidas repetidas foi utilizada
para avaliar as diferencas nos limiares aversivos (congelamento e fuga) dos
animais lesados e ndo lesados. Uma segunda ANOVA de duas vias de medidas
repetidas foi utilizada para avaliar as diferenca no CPF entre os animais lesados,
ndo lesados e 0s 12 minutos de andlise a que os mesmos foram submetidos. Para
os dados significativos da segunda ANOVA foi utilizado o teste de Newman
Keuls como post hoc. Valores de p <0.05 foram considerados estatisticamente
significativos. Analises histoldgicas das partes cerebrais indicaram que todas as

pontas dos eletrodos estavam localizadas dentro da MCPD. O grupo utilizado no
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trabalho final ficou estabelecido desta forma: Lesados, n = 13; Né&o lesados, n =
13.

A figura 11. mostra a média (x SEM) do limiar de corrente elétrica
necessaria para acionar os comportamentos de congelamento e fuga em animais
lesados e ndo lesados. A primeira ANOVA de duas vias de medidas repetidas
revelou um efeito principal para os limiares aversivos (F[1,24] = 88.70, p < 0.01),
mas ndo para 0s grupos lesados e ndo lesados (F[1,24] = 0.12, p = 0.74).
Nenhuma interagéo entre limiares aversivos e 0s grupos foi encontrada (F[1,24] =
0.03, p > 0.8).

120 - Figura 11. Média (=
Blesdo SEM) dos limiares

00 - OSham de congelamento e
fuga determinados

através do

[o.a]
o
1

procedimento de
estimulacdo elétrica
da MCPD nos
animais lesados e
ndo lesados no
CCAr.

Meédia dos limiares (HA),
5 3

A figura 12. mostra a média (= SEM) de porcentagem de tempo que 0s
animais lesados e ndo lesados tiveram de CPF ap0s o término da estimulagéo
elétrica na MCPD. A segunda ANOVA de duas vias de medidas repetidas
mostrou efeito significativo para os grupos lesados e ndo lesados (F[1,24] =
30.95, p < 0.001), efeito de tempo (F[1,24] = 15.73, p < 0.001) e ndo houve
interacdo entre o0s grupos e tempo no CPF durante os 12 minutos (F[1,24] = 0.93,
p = 0.51) de analise.

A analise post hoc indicou que os animais lesados mostraram uma
frequéncia menor de CPF comparado com os animais nao lesados durante os 12
minutos de andlise (p < 0.05) menos nos minutos 1 (p =0.22) , 7 (p =0.31) e 12
(p =0.12).


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812188/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0812188/CA

Média (%) congelamento pos fuga

30

25

20

15

10

—_—
—
——
——

—
—_—

—

——

— |esd0

sham

Minutos

62

Figura 12. Média (+ SEM)
dos limiares de congelamento
dos animais lesados e néo
lesados no CCAr durante o
periodo de 12 minutos ap6s a
interrupcdo da estimulagéo
elétrica aplicada na MCPD
para eliciacdo do
comportamento de fuga.
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9

Experimento 3

Avaliagdo Comportamental do Panico em Modelos Animais em duas
linhagens: Carioca Alto Congelamento e Carioca Baixo
Congelamento.

9.1

Sujeitos

Animais geneticamente selecionados para alto (CAC) e baixo (CBC)
congelamento dentro do paradigma de medo contextual foram obtidos de acordo
com procedimento descrito em trabalho feito anteriormente em nosso laboratorio
(Gomes e Landeira-Fernandez, 2008). De forma resumida, ratos albinos foram
colocados numa caixa experimental de acrilico transparente. Cinco minutos
depois, trés choques nas patas randomizados e ndo sinalizados (0.7mA, 1s de
duracdo) foram feitos com intervalos de 20s entre eles. Trés minutos apos o
ualtimo choque, o animal era retirado da caixa experimental e colocado de volta a
sua gaiola viveiro. Aproximadamente 24hs depois da sessdo de treino, o animal
era recolocado na mesma caixa experimental para uma sessdo teste de 8 min sem
a apresentacao de choque nas patas. O presente estudo empregou 7 machos CAC
e 7 machos CBC da nona geracdo com maiores (CAC) e menores (CBC) niveis de
congelamento. Todos os 14 animais foram empregados como procriadores no
programa de procriacao seletiva antes de iniciarem o experimento.

Os animais foram colocados em grupos de cinco a sete individuos de
acordo com sua linhagem respectiva, em gaiola viveiro (18 x 31 x 38 cm3) com
acesso a agua e comida ad libitum. A temperatura da sala era controlada (24 +
1°C), com ciclo de claro e escuro de 12h/12h (07:00-19:00h). O experimento foi
conduzido durante a fase clara do ciclo. Os animais tinham 6 meses de vida no
inicio do experimento. Os procedimentos experimentais foram desenvolvidos de
acordo com a sociedade brasileira de neurociéncia e comportamento, que se
baseia no United States National Institutes of Health Guide for the Care and Use

of Laboratory Animals (revisado em 1996).
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9.2
Cirurgia

Todos os 14 animais foram implantados com uma céanula guia direcionada
a MCPD. Os animais receberam uma anestesia de tribromoetanol (250mg/kg,
i.p.). Apos o efeito da mesma, os animais eram afixados ao exteriotaxico (David
Kopf, Tujunga, CA) e injetados localmente com lidocaina (20mg/ml). As
coordenadas que foram utilizadas para implantacdo da canula guia tiveram lambda
como ponto de referéncia, de acordo com o atlas do cérebro do rato de Paxinos e
Watson  (1986):  Antero/posterior, +2.3mm; Medial/lateral, -1.7mm;
Dorsal/Ventral, -4.5mm. A cénula guia foi fixada ao cranio do animal com uma
resina acrilica e 1 mini parafuso de ago inoxidavel. Um mini estilete com o
mesmo comprimento da canula guia foi introduzido na mesma para prevenir

possivel obstrugéo.

9.3

Material

O experimento 3 foi conduzido na mesma caixa experimental (25 x 20 x 20 cm?3)

do experimento 1.

9.4

Procedimento

Sete dias apds a cirurgia, os dois grupos de animais (CAC e CBC) foram
colocados na caixa experimental, ja tendo passado por 3 dias de manipulacdo (3
minutos cada animal) seguidos. Cinco minutos depois, os limiares de
congelamento e fuga foram determinados através de um estimulador elétrico
(insight equipamentos, Brasil), a corrente elétrica foi conduzida através de um fio
ligado a uma peca de eletrodo mdvel (PlasticsOne Inc) conectada a uma canula
guia e direcionada a MCPD. A estimulacdo cerebral (AC, 60Hz, 15s) foi
apresentada em intervalos de 1 min com intensidade da corrente iniciando a partir

de 5pA e aumentando 5pA a cada nova tentativa. O limiar de congelamento foi
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operacionalmente definido como a menor intensidade de corrente a produzir ndo
observancia de movimento com excecdo da respiragdo, acompanhada de pelo
menos duas respostas autonomicas: defecagédo, piloerecdo, exoftalmia e miccao.
A intensidade da corrente que produzisse comportamentos de corrida e pulos foi
considerada o limiar de fuga. A estimulacéo elétrica da MCPD era interrompida
quando o limiar para o comportamento de fuga era atingido. Para investigar o
comportamento de congelamento que se iniciava apds o término da estimulacéo
elétrica da MCPD para o limiar de fuga, os animais permaneciam na caixa
experimental por mais 8 min sem qualquer estimulacdo. Durante este periodo, o
comportamento de congelamento era avaliado a cada 2s por um observador
treinado.

Apo6s o experimento, os animais eram sacrificados com hidrato de cloral.
O cerebro perfundido com solucéo salina (0.9%) seguido de solucdo de formalina
(10%), removido e colocado numa solugdo de formalina com sacarose. Para a
histologia, o cérebro era congelado a — 20° num criostato e cortes de 55um eram
feitos para localizar a posicdo do eletrodo de acordo com o atlas de Paxinos e
Watson (1986). Apenas os dados de animais nos quais a ponta do eletrodo se
localizava dentro da MCPD foram incluidos na analise estatistica. Os animais que

ndo seguiram estes critérios foram devidamente descartados.

9.5

Resultados

Uma primeira ANOVA de duas vias de medidas repetidas foi utilizada para
avaliar as diferencas nos limiares aversivos (congelamento e fuga) entre 0s
animais CAC e CBC. Uma segunda ANOVA de duas vias de medidas repetidas
foi também utilizada para avaliar as diferenca nos animais CAC, CBC e CPF
durante 8 minutos de analise a que os mesmos foram submetidos. Para os dados
significativos da ANOVA foi utilizado o teste de Newman Keuls como post hoc.
Valores de p <0.05 foram considerados estatisticamente significativos.

Analises histologicas das partes cerebrais indicaram que todas as pontas
dos eletrodos estavam localizadas dentro da MCPD. O grupo utilizado no
trabalho final ficou estabelecido desta forma: CAC, n=7; CBC, n = 7. Os sitios
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representativos da estimulacdo elétrica da MCPD s&o mostrados na figura 13.

abaixo.

dentro da MCPD. De acordo com o atlas de Paxinos e
Watson (1986), os nimeros do lado direito de cada
prancha indicam a distancia em milimetros de bregma.
672 mm Animais CAC sdo representados por circulos e
J}\ animais CBC sdo representados por quadrados.

Como visto anteriormente (Oliveira, Nobre, Branddo e Landeira-
Fernandez, 2004), as respostas de congelamento e fuga induzidas pela estimulacéo
elétrica da MCPD ocorreram de maneira gradual. Assim que a intensidade da
corrente aplicada na MCPD era aumentada, 0s animais paravam repentinamente,
ficavam imdveis e com frequéncia urinavam e defecavam. Em maiores
intensidades, este comportamento de congelamento dava lugar a reacdes vigorosas
de corridas e pulos. A resposta de fuga terminava assim que a estimulagéo
elétrica na MCPD era desligada. A figura 14. mostra a média (x SEM) do limiar

de corrente elétrica necessaria para acionar 0s comportamentos de congelamento e
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fuga em animais CAC e CBC. A primeira ANOVA de duas vias de medidas
repetidas revelou um efeito principal nas linhagens (F[1,12] = 5.42, p < 0.05) e
limiar aversivo (F[1,12] = 234.37, p < 0.0001). Nenhuma interag&o entre limiares
aversivos e linhagem foi encontrada (F[1,12] = 0.37, p > 0.5). A andlise post hoc
indicou que os animais CAC apresentaram um limiar de congelamento e fuga

mais alto do que os animais CBC (Ambos p < 0.05).

140 -
=120 m CAC
E! B CBC
@100

=

£ 80

é 60 I

1] .

5 40 -

£ l

=

20

Limiar de congelamento pré fuga Limiar de fuga

Figura 14. Média (+ SEM) dos limiares de congelamento e fuga determinados através do
procedimento de estimulacdo elétrica da MCPD em duas linhagens (CAC; CBC)

A figura 15. mostra a média (+ SEM) de porcentagem de tempo que 0sS
animais CAC e CBC tiveram de CPF ap0s o término da estimulacdo elétrica na
MCPD. A segunda ANOVA de duas de medidas repetidas vias utilizando
medidas repetidas mostrou efeito significativo da linhagem (F[1,12] = 12.10, p <
0.005), nenhum efeito de tempo (F[1,12] = 2.18, p > 0.1) ou interacdo entre as
linhagens dos animais durante os 8 minutos de CPF (F[1,12] = 0.34, p > 0.5) foi
encontrado.

A andlise post hoc indicou que os animais CAC mostraram uma frequéncia
maior de CPF comparado com os animais CBC durante os 8 minutos de analise
(todos p < 0.05). Devido ao fato dos animais CAC requererem um limiar de
corrente maior que dos CBC para eliciar a resposta de fuga, é possivel que as
diferencas entre estes dois grupos no comportamento de congelamento, que ocorre
exatamente apos a reacdo de fuga eliciada pela estimulacdo elétrica da MCPD,
pode ser devido a diferencas nos limiares das correntes entre CAC e CBC. De
forma a testar esta possibilidade, uma analise de covariancia (ANCOVA) usando

0 parametro de limiar de fuga da MCPD como fator covariante foi feita. Os
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resultados desta analise indicaram uma confirmacdo de efeito na linhagem
(F[1,12] = 9.34, p = 0.01), um efeito no tempo (F[1,12] = 8.47, p = 0.01) e

nenhuma interacdo entre as linhagens dos animais durante o periodo de 8 minutos

de CPF (F[1,12] = 0.55, p > 0.4) foi encontrada.
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Figura 15. Meédia (x SEM) dos
limiares de congelamento dos
animais CAC e CBC durante o
periodo de 8 minutos ap6s a
interrupcdo da estimulagdo elétrica
aplicada na MCPD para eliciacdo do
comportamento de fuga.
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Discussao

Trabalhos empregando ratos geneticamente selecionados para alto e baixo
nivel de emocionalidade representam uma importante ferramenta na investigacéo
da relacéo entre os diferentes aspectos que envolvem os transtornos de ansiedade.
No presente trabalho, os ratos foram geneticamente selecionados para exibir alto
(CAC) ou baixo (CBC) nivel de congelamento em resposta ao contexto que foi
previamente associado ao choque nas patas (Gomes e Landeira-Fernandez, 2008).
Embora o comportamento de congelamento pareca ser a resposta condicionada
principal, respostas de fuga ativa tém sido sugeridas durante esta situacdo de
aprendizagem (Tarpley, Shlifer, Halladay e Blair, 2010). Essa questdo €
particularmente importante, pois pode vir a desafiar a visdo de que o fenotipo do
CAC esté associado com mais comportamento ansiogénico do que o fenotipo do
CBC,; logo, os ratos CAC poderiam congelar menos, ndo pelo fato de estarem com
menos “medo”, mas pelo fato de estarem muito mais “assustados” e com isso
mais inclinados a exibirem respostas de defesa ativa do que comportamento
defensivo de congelamento.

Por sua vez, muitas evidéncias parecem excluir a proposta de Tarpley et al
(2010). Por exemplo, o congelamento condicionado atua diretamente em funcéo
da intensidade do choque nas patas (Morris, Bouton, 2008), e tem sido
farmacologicamente validado como um modelo animal de ansiedade
antecipatoria. De acordo com estudos feitos, agonistas benzodiazepinicos como
diazepam e midazolam, reduzem a quantidade de congelamento condicionado, ao
passo que o0 agonista inverso benzodiazepinico dimethoxy-b-carboline produziu
uma quantidade de comportamento de congelamento similar aquela eliciada no
paradigma de medo condicionado (Fanselow, 1991). Verificou-se também que
substancias ansioliticas, como, por exemplo, os receptores agonistas 5-HT1A, 0s
Inibidores de Recaptacdo Seletiva de Serotonina e os Inibidores da Monoamino
Oxidase, todos estes com eficécia clinica comprovada no tratamento dos sintomas
de ansiedade diminuiram o comportamento condicionado nos animais, indicando
que este paradigma é apto e validado para o melhor entendimento da ansiedade

humana. Em adigdo, camundongos selecionados para alto e baixo nivel de
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congelamento em resposta ao contexto previamente associado a choque nas patas
também apresentaram alto e baixo nivel de ansiedade antecipatéria no teste de
medo sobressaltado (Ponder et al., 2007). Resultados anteriores de nosso
laboratdério com diferentes modelos de ansiedade, como o labirinto em cruz
elevado e o de interacdo social indicaram que o CAC exibiu, de forma
significativa, maior comportamento ansiogénico que o grupo controle (Dias et al.,
2008). Com isso, a linhagem CAC parece representar um modelo robusto de
ansiedade antecipatoria.

Os resultados deste estudo indicaram que os animais CAC tiveram um
limiar maior de estimulacdo elétrica da MCPD para manifestacdo do
comportamento de congelamento e depois fuga do que os animais CBC. Este
resultado € consistente com outros estudos, sugerindo que o condicionamento de
medo contextual pode inibir respostas de defesa a estimulos aversivos proximais
ou dolorosos, como o reflexo de retirada da cauda, placa quente, respostas
nociceptivas complexas, como o teste de formalina e corridas e saltos eliciados
pelo choque nas patas (Fanselow, 1982). O condicionamento de medo contextual
pode também inibir resposta de fuga induzida por N-methyl-D-Aspartate (Galvédo
et al., 2010) ou estimulacao elétrica da MCPD (Magierek et al., 2003). Varias
evidéncias indicam que a amigdala e suas projecdes para a parte ventral da MCP
estdo criticamente envolvidas na regulacdo do condicionamento de medo ao
contexto. O mau funcionamento deste sistema poderia estar associado com
formas patologicas de ansiedade antecipatoria (ex: transtorno de ansiedade
generalizada). ProjecOes inibitorias descendentes a partir da amigdala podem
alcancar a MCPD, o que, por sua vez, pode inibir reacdes de defesa que sdo
acionadas por esta estrutura. De fato, a ativacdo da circuitaria neural envolvida na
ansiedade pode inibir a ocorréncia de comportamentos panicogénicos associados
com neuronios localizados na MCPD.

Neste estudo, os resultados também indicaram que os animais CAC
demonstraram maior CPF do que os animais CBC. Esta diferenca pode ser
atribuida ao fato dos animais CAC requisitarem um limiar de corrente maior do
que os CBC para atingir o comportamento de fuga eliciado pela estimulagédo
elétrica da MCPD. Uma ANCOVA por sua vez contestou esta hipdtese indicando

que embora os CAC fossem mais resistentes a estimulacdo da MCPD, eles eram
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mais suscetiveis ao CPF apds a ocorréncia da estimulagdo da MCPD, se
comparados com os animais CBC.

Como visto anteriormente, o CPF ndo é suscetivel a mudanca de contexto.
Estudos anteriores empregando o procedimento de mudanca de contexto
sugeriram que o CPF persistia nos ratos, mesmo quando 0s animais eram expostos
a contextos diferentes logo apds a estimulacéo elétrica da MCPD (Vianna et al.,
2001). Em adigéo, como visto anteriormente, outros estudos indicaram que o CPF
teria um mecanismo neural diferente do congelamento e fuga eliciados durante a
estimulacdo elétrica da MCPD. Por exemplo, lesdes eletroliticas ou inativacao
induzida por muscimol na amigdala reduziam a resposta de CPF nos animais, mas
ndo afetavam os limiares de congelamento ou fuga eliciados durante a estimulacao
elétrica da MCPD (Oliveira et al., 2004; Ruiz-Martinez, de Oliveira e Brandéo,
2006). De fato, o CPF parece estar sendo mediado por projecdes ascendentes
possivelmente via talamo para estruturas corticais relacionadas com o
processamento sensorial do estimulo aversivo. Os estudos sugerem que o CPF
pode vir a representar um modelo animal de transtorno de panico. O fato dos
animais CAC expressarem mais CPF do que os animais CBC pode ser um
indicativo de que a ansiedade antecipatdria possa vir a aumentar a possibilidade
de desenvolvimento do transtorno de panico acionado exatamente pelos ataques
de panico.

A complexa natureza dos sintomas envolvidos no transtorno de panico
sugere que varias areas cerebrais possam vir a estar implicadas nesta
psicopatologia. Por exemplo, técnicas de neuroimagens indicaram que a reacao
de ansiedade entre pacientes que sofrem de transtorno de panico recruta varias
areas corticais, entre elas o cértex cingulado anterior, ganglios da base e insula (de
Carvalho et al., 2010). Outra importante regido que parece estar implicada na
modulacdo da ansiedade e panico seria a amigdala. De fato, projecdes da MCPD
para a amigdala podem representar uma das rotas principais responsaveis pela
etiologia do transtorno de panico. Embora as reacdes de ansiedade que estdo
presentes no transtorno de panico possam vir a recrutar estruturas corticais
relacionadas com ansiedade antecipatoria, outros estudos necessitam ser feitos
para elucidar melhor a ativagdo neural destas circuitarias associadas com a
amigdala e MCP que possivelmente possam ter um papel inibitorio na ocorréncia

do ataque de panico ou envolvido na modulagdo do transtorno de panico.
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Diversas estruturas cerebrais que organizam as reacOes de defesa e
representam o substrato neural do medo e ansiedade tem sido implicada na
neuroanatomia funcional do transtorno de panico.

Evidéncia consideravel indica a importancia do condicionamento de medo
ao contexto no entendimento do comportamento ansiogénico em animais. Neste
paradigma especifico, a resposta de congelamento a estimulos contextuais
previamente associados a choque nas patas € um dos modelos animais mais
confiaveis para ansiedade antecipatoria (Brandao et al., 2008). Num experimento
tipico, um rato € exposto a um ambiente novo (caixa experimental) e, passado um
periodo, breves e ndo sinalizados choques nas patas sdo apresentados apds alguns
minutos. Tempos depois (no outro dia), o animal faz o comportamento de
congelamento quando retorna @ mesma caixa experimental na auséncia de choque
nas patas (Landeira-Fernandez, 1996). Neste estudo, os resultados indicaram que
o fato de os animais com lesdo no CCAr terem congelado menos que 0 grupo
controle, pode ser atribuido a uma diminui¢do na ansiedade antecipatéria do grupo
lesionado diante do contexto ameacador. Sugere-se que a modulacdo da
ansiedade antecipatodria seja regida pelo CCAr (Mobbs et al., 2007) e que o CCA
tenha uma participacédo ativa no processo de regulacdo da ansiedade (Chen et al.,
2011); logo, a lesdo no CCAr poderia ter gerado um efeito ansiolitico nos animais
durante o paradigma de analgesia condicionada e consequentemente 0s animais
congelariam menos.

Um trabalho investigando o papel do CCA no condicionamento classico
verificou que lesbes no CCAr inibiram o condicionamento classico ao som (Kung
et al., 2003) pareado com um estimulo nocivo (laser direcionado a pata traseira).
Outro estudo ainda verificou que a inativacdo bilateral da atividade cerebral no
CCAr através do receptor agonista muscimol inibiu o condicionamento classico
ao som e contexto (Tang et al., 2005) ambos pareados com estimulo nocivo
(choque nas patas).

Os resultados deste estudo corroboram com a literatura, indicando que os animais
com lesdo no CCAr gue sofreram condicionamento classico ao contexto pareado
com estimulo nocivo (choque nas patas), tiveram inibida a sua resposta de
congelamento, em comparagdo com o grupo controle sem lesdo no CCAr. Este
resultado € consistente com o estudo que sugere uma conexdo funcional entre

CCAr e amigdala, ambos tendo um papel essencial no medo aprendido (Bissiere
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et al., 2008) e no armazenamento de memdria contextual de medo de curta e longo
prazo, (Tang et al., 2005; Bissiere et al., 2008); logo, nds sugerimos que a leséo
no CCAr poderia ter de fato afetado a conex@o funcional entre estas duas &reas,
interrompendo assim o processo de aquisicio ao medo contextual e por
consequéncia havendo uma diminuicdo do comportamento de congelamento no
dia seguinte em que os animais foram reexpostos a0 mesmo contexto. Em adigéo,
um trabalho investigando os receptores opioides verificou a sua importancia nos
processos de aprendizagem e memoria. Por exemplo, o papel dos receptores
opioides na aquisi¢cdo durante o condicionamento de medo ao contexto (Sanders,
Kieffe e Fanselow., 2005), tendo em vista que estudos antigos (Fanselow,
Calcagnetti e Helmstetter, 1989; Helmstetter e Fanselow, 1987) ja apontavam 0s
receptores opioides como principais responsaveis pela regulacdo do medo
condicionado. Estudos indicam o CCAr como uma estrutura envolvida na
modulacdo opioide e importante para este sistema (Petrovic, Kalso, Petersson e
Ingvar, 2002), sendo o seu processo de aquisicdo mediado por receptores opioides
(Sanders, Kieffer e Fanselow, 2005). Logo, a lesdo no CCAr possivelmente
alterou a modulacdo da circuitaria opioide envolvida nos processos de
aprendizagem, ocasionando assim uma diminuicdo no processo de aquisicdo, e
gerando um menor comportamento de congelamento dos animais lesados 24 horas
ap0s 0s mesmos terem sido reexpostos ao contexto.

Como ja citado, este estudo empregou duas categorias comportamentais:
congelamento de medo ao contexto e 0 comportamento recuperativo. De acordo
com este indice, nossos resultados demonstraram que 0s animais que foram
analgesiados exibiram medo. Nossos resultados sugeriram que uma possivel
competicdo de respostas pode ter ocorrido. A ANCOVA considerando o
comportamento de pata levantanda como indice de recuperacao sugere que existe
uma interacdo entre congelamento e recuperacdo. Essa interacdo € confirmada
pelos indices de moderado a alto da correlacdo entre ambos os comportamentos
quando a pata levantada € considerada recuperacdo. Para elucidar melhor a
causa da interacdo, uma segunda ANCOVA foi feita colocando a pata levantada
como indice de congelamento. De acordo com os dados desta nova ANCOVA
nenhuma interacdo ocorreu entre 0s grupos lesados e ndo lesados e os
comportamentos (congelamento e recuperagdo), o que também é confirmado pela

baixa correlagdo encontrada entre os comportamentos de congelamento e
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recuperacdo em funcgdo dos dois grupos (lesados e ndo lesados). De acordo com
Abbot, Franklin e Westbrook (1995), o comportamento de pata levantada é
considerado um comportamento recuperativo dentro do teste de formalina.
Sugerimos que o animal parado e com pata levantada estd com medo e dor;
porém, nesta situacdo de analise especifica, 0 medo tem ascendéncia sobre a dor,
de acordo com o pressuposto do RDEE. Por sua vez, uma analise correlacional
(Fanselow, 1984) entre os comportamentos de congelamento e recuperacdo em
diferentes condi¢cdes demonstrou que tanto o grupo ndo lesado quanto lesado para
pata levantada privilegiando comportamento de congelamento tiveram o0s
menores indices de correlacdo. Nossas analises verificaram que a interacdo entre
a resposta de congelamento (indice de medo) e recuperacdo (indice de dor)
modulada pela analgesia ocorrida em nosso trabalho é consistente com as
predicdes dos modelos de Bolles e Fanselow (1980) e Fanselow e Sigmundi
(1982) que demonstram que uma das fungdes adaptativas dos mecanismos de
analgesia endogenos foi exatamente a de prevenir 0 comportamento recuperativo
gerado pelo dano tecidual de interromper o RDEE. Essas analises de
comportamento foram conduzidas com objetivos de dirimir eventuais duvidas
acerca do comportamento de pata levantada como comportamento recuperativo
ou congelamento. Alguns trabalhos sugerem que os receptores opioides atuam de
forma crucial na regulacdo da analgesia condicionada resultante do medo
condicionado. Por exemplo, em ratos, aplicacBes periféricas ou centrais de
antagonistas opioides inibem a analgesia condicionada resultante exatamente do
medo condicionado (Fanselow, Calcagnetti e Helmstetter, 1989; Helmstetter e
Fanselow, 1987). Outro exemplo da importancia dos receptores opioides na
regulacdo antinociceptiva enddégena no medo condicionado foi a aplicacdo de
naloxona (antagonista opioide) de forma sistémica, central ou especifica na MCP
que acabou causando uma melhora substancial no desenvolvimento do medo
condicionado e um decréscimo significativo na analgesia condicionada, resultante
do condicionamento de medo contextual (Fanselow, 1981; Fanselow et al., 1991;
Hammer e Kapp, 1996; Sanders e Fanselow, 2002).

Neste trabalho, para ocorrer a analgesia condicionada foi utilizado o que é
considerado por Fanselow (1984) um choque de severidade pequena (1mA, 1s de
duragédo) que tem a capacidade de produzir uma analgesia do tipo opioide. Os

resultados deste estudo indicaram que os animais com lesdo no CCAr, que
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sofreram condicionamento de medo ao contexto pareado com choque nas patas,
tiveram um aumento substancial no comportamento recuperativo observado em
comparagdo com o grupo controle sem lesdo no CCAr, quando reexpostos ao
mesmo contexto e submetidos ao teste de formalina para avaliagdo da analgesia
condicionada. Isto pode ser explicado pelo fato do CCAr estar envolvido na
mediacdo antinociceptiva endogena, junto com outras estruturas importantes
também envolvidas nesta circuitaria de antinocicepcdo, como amigdala
(Fanselow, 1994) e a MCP (Petrovic, Kalso, Petersson e Ingvar, 2002). Logo, a
lesdio no CCAr foi robusta o suficiente para inibir a analgesia condicionada
resultante do condicionamento de medo contextual e consequentemente aumentar
significativamente o comportamento recuperativo observado nos animais lesados,
durante o teste de formalina. Ao trabalharmos com este tipo de analgesia induzida
pelo estresse, verificamos a importancia do papel do CCAr dentro da circuitaria
mediada por opioides endogenos. Se a hipdtese de Bolles e Fanselow (1982) no
qual a severidade do choque é um determinante para a natureza da analgesia que
vem logo ap0s 0 mesmo, os resultados deste trabalho sugerem que o CCAr seja
ndo apenas uma estrutura envolvida na mediacdo antinociceptiva endogena junto
com as demais areas citadas, mas nos sugerimos que o CCAr esteja no papel de
estrutura chave na mediacdo da analgesia opioide dentro do paradigma de medo
condicionado.

Trabalhos anteriores demonstraram que o CPF ocorrido ap6s uma estimulacao
elétrica da MCPD é resistente a mudanca de contexto e ndo dura 24hs, sugerindo
uma sensibilizacdo por parte do animal e ndo um condicionamento (Vianna,
Landeira-Fernandez e Branddo, 2001). De acordo com Vianna et al (2001), uma
possivel circuitaria neural para o CPF seria através de projecdes ascendentes para
estruturas corticais envolvidas no reconhecimento sensorial do estimulo aversivo.
Sugere-se que a MCPD mande projec@es também para o nucleo talamico que, por
sua vez, alcancam o CCA, uma estrutura que estaria envolvida na identificacdo de
estimulos ameacadores (Krout e Loewy, 2000; Mobbs et al., 2007) e que poderia
em parte ser responsavel pelo CPF.

Os resultados deste estudo verificaram que os animais que foram lesados no CCAr
tiveram a sua resposta de CPF totalmente abolida em compara¢do com o grupo
controle. Este resultado se manteve nos dois experimentos que envolviam a lesédo

no CCAr e posteriormente a estimulagdo da MCPD. De acordo com Brandao et al
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(2007), o CPF permitiria ao animal também avaliar as consequéncias da
estimulacdo aversiva e consequentemente uma melhor tomada de deciséo diante
de situacOes ameacadoras futuras. Logo, a lesdo no CCAr foi suficiente para
inibir o CPF, reforcando a sugestdo de que o mesmo esta sendo mediado por
projecdes ascendentes, que passam pelo tdlamo e seguem para estruturas corticais
especializadas, no caso o CCAr, que é sugerido como &rea integradora e
moduladora da circuitaria de nocicepcao e defesa animal.

Em trabalhos anteriores (Branddo et al., 2008), a dissociacdo
farmacoldgica verificada entre a resposta de congelamento obtido diretamente
pela estimulacdo elétrica da MCPD e o congelamento que se manifesta apos o
término da estimulacdo elétrica da MCPD (CPF) dao suporte a clara nocao de que
distintos substratos neurais suprem estas reacdes de defesa. Brandéo et al (2008)
estabeleceram que a por¢édo basolateral da amigdala regula um tipo especifico de
medo incondicionado (no caso o CPF) gerado pela estimulacéo elétrica da MCPD.

NOs verificamos, neste estudo, os efeitos da leséo do CCAr no medo
condicionado e incondicionado eliciado pela estimulacdo elétrica da MCPD. Os
resultados sugerem que a leséo eletrolitica no CCAr diminuiu a aquisicdo de medo
condicionado e do CPF eliciado pela estimulacdo elétrica da MCPD. De maneira
interessante, a leséo eletrolitica no CCAr ndo mudou os limiares de congelamento
e fuga determinado pelo aumento gradual na corrente da estimulacdo elétrica da
MCPD (Oliveira, Nobre, Branddo e Landeira, 2004; Martinez, Oliveira, e
Branddo, 2006). Baseado nesta evidéncia, nds sugerimos que mecanismos
moduladores distintos no CCAr junto com a amigdala basolateral (Davis, 1989;
Davis, 1992; LeDoux, Farb, Ruggiero, 1990; Martinez, Oliveira, e Branddo, 2006)
sdo recrutados durante o medo condicionado e incondicionado eliciado pela
estimulacdo da MCPD.
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Abstract

Panic disorder involves both recurrent unexpected panic attacks and persistent concern about having additional attacks.
Electrical stimulation of the dorsal periaqueductal gray (dPAG) is an animal model of both panic attack and panic disorder,
whereas contextual fear conditioning represents a model of anticipatory anxiety. Previous research indicated that anxiety has
an inhibitory effect on panic attack-like behavior. However, still unclear is the role that anficipatory anxiety plays in panic
disorder-like behaviors. This issue was investigated with two lines of animals selectivelybred for high {Carioca High-Freezing)
and low (Caricca Low-Freezing) freezing in response to contextual cues associated with footshock. The results suggest that
although anticipatory anxiety might exert an inhibitory effect on the expression of panic attack, it might also facilitate the
pathogenesis of panic disorder. Keywords: breeding lines, dorsal periaqueductal gray, contextual fear conditioning, freezing
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Introduction

Panic disorder is a complex anxiety disorder that
involves both recurrent, unexpected panic attacks and
persistent concem about having addifional attacks
(American Psychiatric Association, [APA], 1994). A
panic attack is a sudden surge of overwhelming fear or
terror that occurs without warning or any obvious reason.
Symptoms are accompanied by major neurovegetative
changes such as palpitation, hypertension, difficulty
with deep breathing, sweating, an wge to void the
bladder, increased peristalsis, the desire to flee, and a
feeling of imminent death or losing confrol. An attack
is an acute condition with an abrupt onset that reaches a
peak within 10 min.

Although the occurrence of a panic attack is a
hallmark of panic disorder, the chronic conditioning
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of this anxiety disorder is defined by the constant
and persistent fear of experiencing further attacks
or worry about the possible consequences of a panic
attack. Patients suffering from panic disorder may
live in a nearly constant state of apprehension. The
frightening prospect of experiencing another panic
attack might be so extreme that the patient can
develop agoraphobia (i.c., a fear of being in places
or situations in which escape might be difficult or
help might not be available in the event of a panic
attack or panic-like symptoms).

Electrical stimulation of the dorsal portion of the
periaqueductal gray (dPAG) has been successfully
employed as an animal model of both panic attack
(i.e., the acute reaction that might trigger the panic
disorder condition) and panic disorder {i.c., the
chronic or continuous condition that characterizes the
full expression of this anxiety disorder). A stepwise
increase in the eclectrical current intensity used to
stimulate the dPAG in rats produces a suppression
of spontanecous locomotor activity (i.e., freezing)
accompanied by piloerection and exophthalmus at
lower intensities. As stimulation confinues, active
escape behaviors such as running and jumping appear
at higher intensities (Brandio, de Aguiar, & Graeff,
1982). After the termination of the dPAG eclectrical
stimulation at the escape threshold, the animal engages
in a long-lasting freezing response (Vianna, Graeff,
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Branddo, & Landeira-Fernandez, 2001). Freezing and
escape responses triggered by dPAG stimulation are
mediated by the same neurochemical processes and
represent a model of panic attack, whereas dPAG post-
stimulation freezing at the aversive escape threshold
is mediated by a distinct neuronal substrate and
appears to be a model of panic disorder (for review,
see Branddo, Zanoveli, Ruiz-Martinez, Oliveira, &
Landeira-Fernandez, 2008).

Considerable evidence also indicates that the
freezing response to contextual cues previously
associated with electrical footshock is one of the
most reliable animal models of anticipatory anxiety
(Branddo et al., 2008). In a typical experiment,
a rat is exposed to a novel chamber, and a brief
unsignaled footshock is presented several minutes
later. Some time later (i.e., the next day), the animal
freezes when returned to the same chamber in the
absence of footshock (Landeira-Fernandez, 1996).
This defensive freezing response differs from the
one triggered by dPAG stimulation because no
piloerection or exophthalmus is observed. Moreover,
freezing in response to contextual cues previously
paired with footshock involves an initial active motor
component with the purpose of withdrawing to a safe
and hidden location next to an object (thigmotaxis),
such as a corner or a wall.

Previous studies indicated that rats exposed to
contextual cues previously associated with electrical
footshock exhibited a robust defensive freezing
response and exhibited a higher dPAG electrical
stimulation threshold to induce escape responses
compared with control animals that were not exposed
to contextual fear conditioning (Magierek, Ramos,
da Silveira-Filho, Nogueira, & Landeira-Fernandez,
2003). This pattern of results has been replicated
recently (Galvdo, Larrubia, Hommes, Cardenas, &
Cruz, 2010) and indicates that anticipatory anxiety
might play an inhibitory role on the occurrence of
panic attack-like behavior. However, still unclear
is the extent to which anxiety might influence the
development of panic disorder.

Two new lines of Wistar rats, termed Carioca
High- and Low-Freezing (CHF, CLF), were selectively
bred for high and low levels of freezing in response to
contextual cues previously associated with footshock
(Gomes & Landeira-Fernandez, 2008 ). After three
generations of breeding, CHF rats were considered to
naturally have a greater propensity for exhibiting higher
freezing responses compared with CLF animals. A
recent study indicated isomorphism between CHF rats
and anticipatory anxiety (Dias, Bevilaqua, Silveira,
Landeira-Fernandez, & Gardino, 2009). Therefore,
these lines of animals may be an important tool for
investigating the relationship between anxiety with panic
attack and panic disorder. Accordingly, the purpose of
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the present study was to investigate whether CHF and
CLF animals exhibit different patterns of panic attack-
and panic disorder-like behaviors induced by electrical
stimulation of the dPAG.

Method

Subjects

Experimental animals selectively bred for high
(CHF) and low (CLF) contextual fear conditioning
were obtained according to a procedure described in a
previous study (Gomes & Landeira-Fernandez, 2008).
Briefly, albino Wistar rats were placed in an observation
chamber. Three minutes later, three unsignaled electrical
footshocks (0.7 mA, 1 s duration) were delivered 20 s
apart. Three minutes after the last shock, the animal was
returned to its home cage. Approximately 24 h after the
training session, the animal was returned to the same
observation chamber for an 8-min test session in the
absence of any stimulation. The present study employed
male CHF and CLF rats from the ninth generation
with the highest (CHF) and lowest (CLF) conditioned
freezing scores. All animals were employed as breeders
in our ongoing selective breeding program before the
beginning of the experiment.

Animals were housed in groups of five to seven,
according to their respective lines, in polycarbonate cages
measuring 18 x 31 x 38 cm?, with food and water available
ad libitum. The room temperature was controlled (24
+ 1°C), with a 12 h/12 h light/dark cycle (07:00-19:00
h). The experiment was conducted during the light
phase of the cycle. Animals were 6 months old at the
beginning of the experiment. The experimental procedures
were performed in accordance with the guidelines for
experimental animal research established by the Brazilian
Society of Neuroscience and Behavior, which are based on
the United States National Institutes of Health Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals (revised 1996).

Surgery

All animals were implanted with a stainless steel
unilateral guide-cannula aimed at the dPAG. Under
tribromoethanol anesthesia (250 mg/kg, i.p.), each
animal was fixed in a Kopf stereotaxic frame and injected
locally with lidocaine (20 mg/ml). The upper incisor bar
was set 3.3 mm below the interaural line such that the
skull was horizontal between bregma and lambda. The
following coordinates were used for implantation of the
guide-cannula, with lambda serving as the reference for
each plane according to the Paxinos and Watson (1986)
rat brain atlas: anterior/posterior, +2.3 mm; medial/
lateral, -1.7 mm; dorsal/ventral, -4.5 mm. The guide-
cannula was attached to the skull of the animal with
acrylic resin and three stainless steel screws. A stylet
of the same length as the guide-cannula was introduced
inside the guide-cannula to prevent obstruction.
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Material

The experiment was conducted in the same
observation chamber (25 x 20 x 20 cm® where CHF
and CLF animals were phenotyped for contextual fear
conditioning. The observation chamber was placed
inside a sound-attenuating box. A red light bulb (25
W) was placed inside the box, and a video camera
mounted on the back of the observation chamber was
used to observe the animal’s behavior on a monitor
placed outside the experimental room. A ventilation fan
attached to the box supplied 78 dB background noise.

Procedure

Seven days after surgery, each animal was
placed inside the observation chamber. Five minutes
later, freezing and escape aversive thresholds were
determined using electrical stimuli (alternating current,
60 Hz, 20 s) presented through a removable electrode
connected to the guide-cannula aimed at the dPAG.
Brain stimulation was presented at 20-s intervals,
with the current intensity beginning at 5 pA and
increasing by 5 YA steps. The freezing threshold was
operationally defined as the lowest current intensity that
produced an absence of movement, with the exception
of respiration, accompanied by at least two of the
following autonomic reactions: urination, defecation,
piloerection, or exophthalmia. The current intensity
producing running or jumping was considered to be
the escape threshold. The dPAG electrical stimulation
was stopped when the threshold for eliciting an escape
was reached. To investigate freezing behavior that
occurred after cessation of dPAG stimulation applied
at the escape threshold, the animals remained in the
observation chamber for an additional 8 min without
any stimulation. During this period, freezing was scored
using a time-sample procedure. Every 2 s, the animal’s
freezing behavior was scored by a well-trained observer.

After the experiment, animals were sacrificed under
deep anesthesia with chloral hydrate. The brain was
perfused through the heart with saline solution (0.9%)
followed by 10% formalin solution, removed, and
postfixed in 10% formalin. Frozen 55-um sections were
cut using a microtome to localize the positions of the
electrode tips according to the atlas of Paxinos and Watson
(1986). Only data from rats with electrode tips located
inside the dPAG were included in the statistical analysis.

Results

Data are expressed as mean = SEM. Two-way
repeated-measures analysis of variance (ANOVA) was
used to evaluate differences in aversive threshold between
CHF and CLF animals. The breeding line (CHF and
CLF) was considered the between-subjects factor, and
aversive thresholds (freezing and escape) were considered
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the within-subjects factors. Two-way repeated-measures
ANOVA was also used for dPAG-evoked post-stimulation
freezing analysis, with breeding line (CHF and CLF) the
between-subjects factor and time (min) the within-subjects
factor. Significant effects in the ANOVA were followed by
the Newman-Keuls post hoc test. Values of p < 0.05 were
considered statistically significant.

Histological examination of the brain slices
indicated that all electrode tips were located inside the
dPAG. The final group samples were the following:
CHF, n = 7; CLF, n = 7. The representative sites of the
dPAG stimulation are shown in Figure 1.
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Figure 1. Composite of stimulation electrode tips within the
dPAG. According to the Paxinos and Watson (1986) atlas, the
numbers on the right-hand side of each plate indicate the distance
in millimeters from bregma. CHF animals are represented by
circles, and CLF animals are represented by squares.
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As reported previously (Oliveira, Nobre, Brand&o,
& Landeira-Fernandez, 2004), freezing and escape
responses induced by dPAG electrical stimulation
occurred in a stepwise fashion. As the intensity of the
current applied to the dPAG increased, the animals
suddenly stopped, became immobile, and often
urinated and defecated. With higher intensities, this
freezing behavior was followed by vigorous running
and jumping reactions. The escape response stopped as
soon as the dPAG electrical stimulation was switched
off. Figure 2 shows the mean (x SEM) of the electrical
current threshold required to trigger freezing and escape
behaviors in CHF and CLF animals. Two-way ANOVA
revealed main effects of breeding line (F[1,12] = 5.42,
p < 0.05) and aversive threshold (F[1,12] = 234.37,
p < 0.0001). No breeding line ~ aversive threshold
interaction was found (F[1,12] = 0.37, p > 0.5). Post
hoc analysis indicated that CHF animals presented
higher aversive freezing and escape thresholds than
CFL animals (both p < 0.05).
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Figure 2. Mean (x SEM) freezing and escape thresholds
determined with the procedure of the dPAG electrical
stimulation in the two breeding lines selected according to
their emotional reactivity.

Figure 3 shows the mean (+ SEM) percentage of
time that CHF and CLF animals spent freezing following
dPAG stimulation at the escape threshold. Two-way
repeated-measures ANOVA showed a significant effect
of breeding line (F[1,12] = 12.10, p < 0.005). No main
effect of time (F[1,12] = 2.18, p > 0.1) or interaction
between lines of animals during the 8-min dPAG post-
stimulation period (F [1,12] = 0.34, p > 0.5) was found.
Post hoc analysis indicated that CHF animals expressed
more dPAG-evoked post-stimulation freezing behavior
compared with CLF animals during the 8-min test period
(all p < 0.05). Because CHF animals required a higher
threshold current than CLF animals to elicit an escape
response it is possible that differences between these
two groups in freezing behavior immediately after dPAG
electrical stimulation at the escape threshold might be
due to differences in the threshold current between CHF
and CLF. In order to test this possibility, an analysis of
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covariance (ANCOVA) using the escape dPAG electrical
stimulation threshold parameter as covariant factor was
performed. Results from this analysis indicated confirmed
significant main effect of breeding line (F [1,12] =9.34,
p = 0.01). A main effect of time (F [1,12] =8.47,p =

0.01) and no interaction between lines of animals during
the 8-min dPAG post-stimulation period (F [1,12] =

0.55, p > 0.4) was also detected.
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Figure 3. Mean (+ SEM) percentage of freezing in CHF and
CLF animals during the 8-min period after the cessation of
dPAG stimulation applied at the escape threshold.

Discussion

The current understanding of anxiety disorders
departed from an earlier concept of a unitary process
and evolved into a more recent view that suggests
a group of different but interrelated nosological
categories. A major shift in this recent view of anxiety
disorder occurred with Klein’s pioneering work (1962;
1964), which showed that imipramine had a selective
effect in the treatment of panic attacks. Since then, a
qualitative distinction between anticipatory anxiety and
spontaneous panic attack has been repeatedly observed
in clinical settings (Battaglia & Ogliari, 2005). However,
the relationship between anticipatory anxiety with panic
attack and the development of panic disorder remains a
subject of intense debate.

Experimental research employing rats selectively
bred for high or low levels of emotionality represents
an important and powerful tool for investigating the
relationships between different aspects of anxiety
disorders. Rats in this study were selectively bred to
exhibit high (CHF) or low (CFL) levels of freezing
in response to contextual cues previously associated
with footshock (Gomes & Landeira-Fernandez, 2008).
Although freezing appears to be the main conditioned
response observed during fear conditioning, active
escape responses have also been suggested to be present
during this aversive learning situation (Tarpley, Shlifer,
Halladay, & Blair, 2010). This is a particularly important
issue because it might challenge the view that the CHF
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phenotype is associated with more anxiety-like behavior
than the CLF phenotype. Thus, CLF rats may freeze less
not because they are less “afraid,” but because they are
more “frightened” and thus more prone to exhibit active
escape responses than defensive freezing behavior.

Much evidence appears to exclude this possibility.
For example, conditioned freezing is a direct function
of footstock intensity (Morris & Bouton, 2008) and has
been pharmacologically validated as an animal model
of anticipatory anxiety. Accordingly, benzodiazepine
receptor agonists such as diazepam and midazolam
reduced the amount of conditioned freezing, whereas
the benzodiazepine inverse agonist dimethoxy-p-
carboline produced freezing behavior similar to that
elicited by context fear conditioning (Fanselow, 1991).
Consistent with this, anxiolytic-like substances such as
5-HT , receptor agonists, selective serotonin reuptake
inhibitors, and monoamine oxidase inhibitors with
verified clinical efficacy in the treatment of anxiety
symptoms, attenuated conditioned behavior in rats,
indicating considerable construct and face validity
of this paradigm to human anxiety (Conti, Maciver,
Ferkany, & Abreu, 1990; Maki et al., 2000). Moreover,
mice selectively bred for high and low levels of freezing
in response to contextual cues previously associated with
footshock also presented, respectively, higher and lower
levels of anticipatory anxiety in the fear-potentiated
startle test (Ponder et al., 2007). Finally, previous results
from our laboratory with different models of anxiety,
such as the elevated plus maze and social interaction
test, indicated that CHF animals exhibited significantly
more anxiety-like behavior than control rats (Dias et al.,
2008) Therefore, the CHF line appears to represent a
robust animal model of anticipatory anxiety.

The results of the present study indicated that
CHF animals had a higher dPAG electrical stimulation
aversive threshold for producing freezing and escape
reactions than CLF animals. This result is consistent with
several other studies, which indicated that contextual fear
conditioning can inhibit defensive responses to aversive
proximal or painful stimuli such as the tail-flick response
to radiant heat, complex and elaborated nociceptive
responses elicited in the formalin test, vigorous running
and jumping triggered by footshock (Fanselow, 1982)
and shock-induced defensive fight reactions (Bolles and
Collier, 1976). Moreover, contextual fear conditioning
can also inhibit vigorous escape responses induced by
N-methyl-D-aspartate (Galvéo et al., 2010) or electrical
stimulation (Magierek et al.,2003) of the dPAG. Much
evidence indicates that the amygdaloid complex and its
projections to the ventral portion of the PAG are critically
involved in the regulation of contextual fear conditioning.
Malfunctioning of this system might be associated
with pathological forms of anticipatory anxiety (e.g.,
generalized anxiety disorder). Descending inhibitory
projections from the amygdaloid complex might reach
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the dPAG, which in turn might inhibit defensive reactions
triggered by this structure. Therefore, activation of the
neural circuitry involved in anxiety might indeed inhibit
the occurrence of panic attack-like behavior associated
with neurons located within the dPAG.

The present results also indicated that CHF animals
displayed more freezing behavior immediately after
dPAG electrical stimulation at the escape threshold
compared with CLF animals. This difference might
be attributable to the fact that CHF animals required
a higher threshold current than CLF animals to elicit
an escape response. An ANCOVA contested this
hypothesis indicating that although CHF animals were
more resistant to the expression of escape behavior in
response to dPAG stimulation, they were more prone
to freezing after the occurrence of the dPAG aversive
stimulation compared with CLF animals.

The dPAG post-stimulation freezing is not fear-
conditioning in response to contextual cues associated
with the dPAG electrical stimulation. Previous studies
employed a context shift procedure and indicated that
freezing after dPAG stimulation persisted when animals
were placed in a different context immediately after
the dPAG stimulation (Vianna et al., 2001). Moreover,
several studies indicated that freezing observed after
dPAG stimulation has a different neural mechanism
from freezing and escape responses elicited by dPAG
electrical stimulation. For example, electrolytic lesions
or muscimol-induced inactivation of the amygdaloid
complex reduced dPAG post-stimulation freezing but
did not affect freezing or escape responses induced
by dPAG electrical stimulation (Oliveira et al. 2004;
Ruiz-Martinez, de Oliveira, & Branddo, 2006). Indeed,
dPAG post-stimulation freezing appears to be mediated
by ascending projections, possibly relayed through the
thalamus to forebrain structures related to the sensory
processing of aversive stimuli. These findings suggest
the possibility that dPAG post-stimulation freezing might
represent an animal model of panic disorder. Therefore,
the fact that CHF animals expressed more dPAG post-
stimulation freezing than CLF animals might indicate
that anticipatory anxiety could enhance the development
of panic disorder triggered by panic attacks.

The complex nature of the symptoms involved in
panic disorders suggests that several brain regions may be
implicated in this pathology. For example, brain imaging
techniques indicated that anxiety reactions among
patients who suffer from panic disorder recruits several
forebrain areas such as the anterior cingulate cortex,
hippocampus, basal ganglia, and insula (de Carvalho et
al., 2010). Another important brain region that appears
to be implicated in the modulation of anxiety in panic
disorder is the amygdaloid complex. Indeed, ascending
projections from the dPAG to the amygdaloid complex
might represent one of the main routes responsible for
the pathogenesis of panic disorder. Therefore, anxiety
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reactions that are present in panic disorder might also
recruit some forebrain structures related to anticipatory
anxiety. Further studies are needed to elucidate whether
activation of neural circuitries associated with the
amygdaloid complex might play an inhibitory role in the
occurrence of panic attack and excitatory modulation of
structures associated with panic disorders.
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