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Resumo i

Resumo

Diversas estruturas do Sistema Nervoso Central tém sido implicadas na
génese/manutencao da ansiedade. Dentre as estruturas mais investigadas, destacam-
se a porcao dorsomedial do hipotalamo ventromedial (DHVM) e a substancia cinzenta
periaquedutal dorsal (SCPD). Nos ultimos anos, além do enfoque atribuido a aspectos
neuroanatémicos, o estudo da fisiopatologia da ansiedade tem dedicado consideravel
atencao ao envolvimento de diferentes sistemas neuroquimicos na génese de respostas
comportamentais e fisioldgicas a estimulos aversivos. Neste sentido, a importancia da
participacao dos sistemas GABAérgico e serotonérgico na ansiedade tém sido
ressaltada pela comprovada eficacia clinica de drogas no tratamento de diferentes
disturbios de ansiedade.Com o intuito de verificar a participagdo do sistema GABA-
benzodiazepinico (BZD) em respostas comportamentais de defesa, no presente
trabalho ratos Wistar machos foram tratados intra-SCPD ou intra-DHVM com o agonista
de receptores GABAA muscimol, com o agonista de receptores BZD midazolam, com o
agonista inverso de receptores BZD FG 7142 ou com o agonista de receptores GABAB
baclofen, e dez minutos depois submetidos ao modelo do labirinto em T elevado. Este
modelo animal de ansiedade permite medir dois subtipos diferentes de respostas
comportamentais de defesa, a esquiva inibitéria (relacionada em termos clinicos a
ansiedade generalizada) e a fuga de uma via (relacionada em termos clinicos ao
distarbio do panico). Apds os testes com o labirinto em T elevado, os animais que
sofreram a cirurgia intra-SCPD foram submetidos ao modelo de transicao claro-escuro
(MTCE) para a medida de numero de transicdes entre compartimentos e tempo gasto
no compartimento claro e logo em seguida, foram submetidos a uma arena para
verificacdo de seu comportamento motor. Em fungdo dos resultados obtidos com o
MTCE, que nao corroboraram o observado com o labirinto em T, optamos por nao
utilizar este modelo para os experimentos com o DHVM. Utilizamos também a medida
de laténcia basal na esquiva inibitoria do labirinto em T elevado como uma avaliagao de
possiveis efeitos das drogas sobre a motricidade dos animais. Os resultados mostraram
que o midazolam, o muscimol e o baclofen administrados intra-SCPD prejudicaram a
fuga de um dos bracos abertos do labirinto em T elevado, efeito panicolitico, sem alterar
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a esquiva inibitéria. J& o FG 7142 intra-SCPD facilitou a fuga, prejudicando ao mesmo
tempo a tarefa de esquiva, efeito panicogénico e ansiogénico, respectivamente. Por
outro lado, a administracdo de muscimol, baclofen e midazolam intra-DHVM prejudicou
tanto a esquiva inibitéria quanto a fuga de um dos bragos abertos do labirinto em T
elevado, efeito ansiolitico e panicolitico, respectivamente. J& o agonista inverso FG
7142, ao contrario das drogas acima, facilitou tanto a esquiva inibitéria quanto a fuga de
uma via (efeito ansiogénico e panicogénico, respectivamente). Nao foram observados
resultados significativos no MTCE e nem alteragcbes no comportamento locomotor dos
animais apdés a administracdo das diferentes drogas nas estruturas cerebrais
mencionadas. Os dados sugerem que o sistema GABA/BZD da SCPD participa
preferencialmente de uma resposta comportamental de defesa que tem sido
relacionada em termos clinicos ao panico. Ja o sistema GABA/BZD do DHVM parece
estar relacionado com as duas respostas comportamentais de defesa avaliadas pelo
labirinto em T elevado, esquiva inibitéria e fuga de uma via, e aos dois subtipos de
ansiedade que em termos clinicos tém sido associados a estas respostas
comportamentais de defesa: respectivamente, ansiedade generalizada e péanico.

Palavras chaves: Substancia cinzenta periaquedutal dorsal, porcdo dorsomedial do
hipotdlamo ventromedial, sistema GABA/BZD, Labirinto em T elevado, ansiedade
generalizada, disturbio do panico.



Abstract iii

Abstract

Several brain structures have been related to the genesis/maintenance of anxiety-
related responses. Among some of the structures which have received attention in the
last few years are the dorsomedial part of the ventromedial hypothalamus (DVMH) and
the dorsal periaqueductal grey matter (dPAG). Aside from neuroanatomy, the
physiopathological study of anxiety has also taken into account the involvement of
different neurochemical systems in the genesis/maintenance of defensive responses to
aversive stimuli. With this respect, the clinical efficacy of GABAergic and serotonergic
compounds in the treatment of anxiety disorders has pointed out to the important role
played by these neurotransmission systems in the regulation of anxiety-related
responses. In an attempt to clarify the role of the GABA-benzodiazepine (BZD) system
in defensive behavior, in the present study male Wistar rats were injected intra-dPAG
and intra-DVHM with the BZD receptor agonist midazolam (10, 20 and 40 nmoles), the
GABAA receptor agonist muscimol (2, 4 and 8 nmoles), the GABAB receptor agonist
baclofen (2, 4 and 8 nmoles), or with the BZD inverse agonist FG 7142 (20, 40 and 80
pmoles) and tested in an ethologically-based animal model of anxiety, the elevated T-
maze (ETM). The ETM allows the measurement of two behavioral responses, inhibitory
avoidance and one-way escape, that have been respectively related to generalized
anxiety (GAD) and panic disorder (PD). The animals that were injected intra-DPAG were
also subsequently tested in the light-dark transition model (LDTM), for the measurement
of number of transitions between compartments and time spent in the light compartment.
Due to confusing results with the LDTM, we decide not to expose the animals
administered intra-DVHM to the model. In order to measure locomotor activity, all
animals were also tested in an open-field. Aside from that, we also used the baseline
measurement of ETM’s inhibitory avoidance as an index of locomotor activity.
Midazolam, muscimol and baclofen administered intra-dPAG impaired escape, a
panicolytic-like effect, without altering inhibitory avoidance. FG 7142, on the other hand,
facilitated both avoidance and escape reactions, suggesting an anxiogenic and
panicogenic-like effects, respectively. On the other hand, midazolam, muscimol and
baclofen administered intra-dPAG impaired escape, a panicolytic-like effect, and
inhibitory avoidance, an anxiolytic-like effect. FG 7142, on the other hand, facilitated
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both avoidance and escape reactions, suggesting an anxiogenic and panicogenic-like
effect, respectively. These results were not due to motor alterations, since the drugs did
not affect locomotor behavior in the open field or in the baseline measurement of ETM’s
inhibitory avoidance. We also did not have any significant results with the LDTM. The
data suggest that GABAA/BZD and GABAB receptors within the dPAG and DVMH are
involved in the control of escape behavior and that a failure in this regulatory mechanism
may be of importance in PD. Furthermore, the GABA/BZD receptors within the DVMH
seem to be involved in the control of inhibitory avoidance responses, suggesting that this

brain structure is also related to GAD.

Keywords: Dorsal periaqueductal grey, Ventromedial hypothalamus,
GABA/Benzodiazepine system, Elevated T-maze, Generalized anxiety, Panic Disorder.
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Introducdo 1

1. INTRODUCAO
1.1. Ansiedade

A ansiedade pode ser caracterizada por sentimentos subjetivos de antecipacao,
temor ou apreensdo, ou por uma sensacao de desastre iminente ou morte, associados
a varios graus de excitacdo autondmica e reatividade. No Dicionario da Psicologia
Pratica (LIMA, 1970), a ansiedade € definida como “um mal-estar fisico e psiquico,
caracterizado por temor difuso, sentimento de inseguranca, desgraca iminente”. A
palavra, derivada do termo grego Anshein, que significa estrangular, oprimir, sufocar,
refere-se as sensacdes vivenciadas pelo estado de ansiedade (GRAEFF, 1999). Ainda
do latim, duas palavras deram origem as palavras ansiedade e angustia: “anxietas” e
“angor" (GENTIL, 1997). A palavra panico deriva-se de Pan, Deus grego, conhecido por
causar intenso temor por seu aspecto; e a palavra fobia, de Phobos, ser mitolégico
grego filho de Ares, considerado a personificacdo do medo (GRIMAL, 1993). Todos
esses termos tém em comum a intencdo de descrever algumas das sensacgdes
psicolégicas e fisiologicas que acompanham um estado de ansiedade, ou seja, a
inquietacédo, a sensacao de falta de ar, perturbacao e medo. Como se pode notar, a
ansiedade ja tem repercussao na sociedade desde a Grécia antiga. No século XX, com
0 surgimento do existencialismo, passou a ser tratada como fonte de inspiragdao entre
os filésofos. Para Kierkegaard (reeditado em 1984), “a angustia refor¢ca o sentimento da
existéncia, pois é no sofrimento, mais do que na alegria, que o homem percebe-se
como consciéncia de si mesmo”. Para Heidegger, a angustia surge quando notamos

além do cotidiano, a nossa existéncia infima no mundo (FRAZAO & BATISTA, 1998).
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Apesar de ser dificil diferenciar conceitualmente angustia de ansiedade, Salim
(1984) definiu a ansiedade como um predominio de sintomas psiquicos e a angustia
como mais demonstrativamente somatica, ndo se encontrando importantes diferencas

entre as etiologias, quanto a bioquimica ou a terapéutica (SALIM, 1984).

Darwin, em sua obra The Expression of the Emotions in Man and Animals
(reeditado em 1965), dizia ser a experiéncia subjetiva uma caracteristica adaptativa do
comportamento da espécie. De um ponto de vista evolucionario, a ansiedade e o medo
tém suas raizes nas reagdes de defesa dos animais, em resposta a perigos iminentes
ou potenciais encontrados no seu meio ambiente. Quando a integridade fisica de um
animal é confrontada, ele apresenta um conjunto de respostas comportamentais e

neurovegetativas que caracterizam a reacdo do medo.

Acredita-se que a existéncia de certo nivel de ansiedade no ser humano pode ser
considerado “normal”, ou seja, pode ser considerado como um fenémeno funcional e
adaptativo. Sartre (reeditado em 1983, p.52), certa vez, disse: "Todos 0s homens tém
medo. Quem nado tem medo ndo € normal e isso nada tem a ver com a coragem". Sabe-
se, portanto, que certo grau de ansiedade € necessario para motivar um bom
desempenho otimizando recursos do individuo frente a exigéncias ambientais

(GRAEFF, 1999).

Mas, se por um lado a ansiedade pode ser considerada uma caracteristica
adaptativa, com funcdo essencial para a sobrevivéncia do ser humano, por outro, 0
excesso de ansiedade pode ser considerado patolégico, sendo prejudicial ao

desempenho do individuo. A relacdo entre o grau de ansiedade apresentado pelo
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individuo e a eficiéncia de seu desempenho encontra-se ilustrada na curva abaixo,

conhecida como curva de Yerkes-Dodson.

Relagap Entre Ansiedade ¢ Desempenh
1 2 3
2] e \ g
2 P
: Py 4 ‘\ \
|
E II". IIl'.
-

Grau de ansiedade

| 1: ansledade normal, 2: patamar. 3: ansiedade patolégica. A ansledade
palaldgica pode ser primana ou secundaria. Ela & primdria quando & a
manifestacio dnica do quadeo clinlco e secundéria guandd resulta de
Oulras: SoeRcas, paiquialicas ou nlo.

Figura 1. Relacdo entre ansiedade normal e patolégica (retirado de BRANDAO, 2004).

1.2. Disturbios de Ansiedade

O diagndstico de um fenémeno psicoldégico como normal ou patolégico pode ser
subjetivo. Foucault, em Doenca Mental e Psicologia (reeditado em 2000, p. 64), dizia
que a dificuldade em classificar as doencas mentais devia-se ao fato de se aplicar a
estas as mesmas regras das organicas. Disse “gostariamos de mostrar que a raiz da
patologia mental ndo deve ser procurada em uma ‘metapatologia’ qualquer, mas numa
certa relacao, historicamente situada, entre o homem e o homem louco e 0 homem
verdadeiro”. Assim sendo, no intuito de diferenciar a ansiedade “normal” e a patolégica
leva-se em conta o contexto e o0s possiveis desencadeantes e as caracteristicas
individuais do sujeito, para que seja determinado se essas manifestacées sao
desproporcionais em intensidade, duracdo, interferéncia com o desempenho, ou

frequéncia com que ocorrem (GENTIL, 1997).
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A ansiedade patoldgica pode ser tanto resultado de outras doencas, psiquiatricas
ou nao, sendo denominada secundaria, ou pode ser a manifestacao principal ou unica
do quadro clinico, sendo assim, denominada primaria (GRAEFF, 1999). Muitas
classificacées e denominagdes foram utilizadas ao longo da histéria. Uma das primeiras
foi a de Cullen em 1772 (LAPLANCHE, 1992, p. 84), que dizia que “esse sentimento de
angustia poderia ser causado por certo grupo de afeccdes, contrarias a natureza dos
sentimentos e do movimento, as quais nao dependem de lesao topica dos 6rgaos e sim
de alteracbes gerais de todo o sistema, com repercussées especialmente sobre a
motilidade e o pensamento”. Beard, em 1869 (LAPLANCHE, 1992), introduziu o
conceito de “neurastenia”, incluindo graus menores de ansiedade e depressao leve.
Hecker, em 1893 (LAPLANCHE, 1992), incluiu a estes conceitos os ataques de
ansiedade. Freud, dois anos depois, separou a “neurose de angustia” da neurastenia e
Kraepelin, no ano seguinte, descreveu o que chamamos hoje de estresse péds-
traumatico. Em 1926, em sua obra Inibicdo, Sintoma e Angustia, Freud definiu angustia
“como um estado de desamparo psiquico do lactente que é contrapartida de seu estado
de desamparo biolégico” (reeditado em 1970, p. 24). Na mesma obra, disse sobre a
ansiedade: “o ato de nascer €& a primeira experiéncia de ansiedade e,
consequentemente, a fonte e o protétipo da emocao da ansiedade” (FREUD, reeditado
em 1970, p. 29). Para Freud, a ansiedade podia ainda ser classificada em trés subtipos
conforme sua origem: ansiedade moral, ansiedade real e ansiedade neurédtica. A
ansiedade moral decorreria da censura do superego em relacdo ao comportamento
manifesto ou latente do individuo. A ansiedade real resultaria da percep¢ao antecipada
de um perigo real e a ansiedade neur6tica expressaria 0 medo ou a angustia da

impossibilidade de evitar a expressao dos instintos, expressdo esta causada por um
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ego impotente. Apés a 22 Guerra Mundial, foram formuladas as classificacdes
internacionais de doengas como a da Associacao Psiquiatrica Americana, DSM (sigla
derivada do inglés Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, formulada
pela Associacdo Norte-Americana de Psiquiatria - AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION), hoje em sua 42 edicdao revisada (DSM-IVR), e a Classificacdo
Internacional de Doencas — CID (formulada pela ORGANIZACAO MUNDIAL DE

SAUDE), hoje em sua 102 edicéo.

Na tabela 1, encontram-se esquematizadas as classificacées da CID-10 para os
distarbios de ansiedade. Na tabela 2, encontram-se as classificacées destes disturbios

segundo a versao revisada do DSM-IV (DSM-IVR).



Introducdo

Tabela 1 — Classificacao dos transtornos ansiosos segundo a CID-10

Transtornos Fdbicos-ansiosos

Agorafobia (com e sem transtorno de péanico)

Fobias Sociais

Fobias Especificas (isoladas)

Outros Transtornos Fobicos-ansiosos

Transtorno Fébico-ansioso, ndo especificado
Outros Transtornos de Ansiedade

Transtorno de Panico

Transtorno de Ansiedade Generalizada

Transtorno Misto de Ansiedade e Depressao

Outros Transtornos de ansiedade especificados

Transtorno de Ansiedade, ndo especificado
Transtorno Obsessivo-Compulsivo

Predominantemente pensamentos obsessivos e ruminacoes

Predominantemente atos compulsivos

Pensamentos e atos obsessivos mistos

Transtorno obsessivo-compulsivo ndo especificado
Reacgéao a estresse grave

Reacdo aguda a estresse

Transtorno de estresse pés-traumatico

Transtornos de ajustamento

(retirado de ANDRADE, L.H.S.G. et al., 1997)
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Tabela 2 - Classificacdo dos transtornos ansiosos segundo a versao revisada do DSM-

IV (DSM-IVR)

Transtorno de Panico sem Agorafobia
Transtorno de Panico com Agorafobia
Agorafobia sem histéria de transtorno de péanico
Fobia especifica

Fobia social

Transtorno obsessivo-compulsivo

Transtorno de estresse pos-traumatico
Transtorno de estresse agudo

Transtorno ansioso generalizado

Transtorno ansioso devido a uma condicdo médica
Ansiedade devido ao uso de substancia

Transtorno ansioso nao especificado

(retirado de ANDRADE, L.H.S.G. et al., 1997)

Dentre os disturbios de ansiedade, os de maior prevaléncia na populacido sao o
disturbio de ansiedade generalizada e o disturbio do panico (que serao discutidos mais
detalhadamente no préximo topico), a fobia especifica, a fobia social e o disturbio
obsessivo-compulsivo. Segundo o DSM-IVR, as fobias especificas sdo caracterizadas
pelo medo acentuado e persistente de objetos ou situagdes claramente discerniveis e
circunscritos e a exposicao ao estimulo fobico provoca, quase que invariavelmente,

imediata resposta de ansiedade. Sendo assim, este estimulo fobico passa a ser evitado.
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O diagnéstico é apropriado apenas se a esquiva, o0 medo ou a antecipacao ansiosa do
encontro com o estimulo fébico interferem significativamente na rotina diaria,
funcionamento ocupacional ou vida social do individuo, ou se ele sofre acentuadamente
por ter a fobia. Embora essas fobias tenham alta prevaléncia na populacao (até 9%),
geralmente ndo atrapalham a vida social do individuo (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 1999).

A fobia social, ao contrario das fobias especificas, geralmente causa grande
prejuizo a vida social do individuo. Sua prevaléncia na populacdo, no entanto, € menor,
cerca de 3%. De acordo com o DSM-IVR, a principal caracteristica € um medo
acentuado e persistente de situacdes sociais ou de desempenho, nas quais o individuo
poderia sentir embaraco e sua exposicdo a tais situacdes provoca quase que
imediatamente uma resposta de ansiedade (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 1999).

O disturbio obsessivo-compulsivo tem uma prevaléncia de aproximadamente
2,5% na populagdo mundial. Pelo critério de classificacdo do DSM-IVR, esse disturbio
se manifesta na forma de obsessdes ou compulsdes recorrentes que, em geral,
consomem tempo, causando prejuizo ou sofrimento ao individuo. As obsessdes séo
idéias, pensamentos, impulsos ou imagens persistentes, que sdo vivenciados como
intrusivos e inadequados, causando acentuada ansiedade ou sofrimento e cujo objetivo
€ prevenir ou reduzir a ansiedade ou sofrimento. Compulsées, por sua vez, sao
comportamentos repetitivos que usualmente nao oferecem prazer ou gratificacoes
(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 1999).

O distarbio de estresse poés-traumatico tem como principal caracteristica

recordacdes recorrentes de uma experiéncia traumatizante sendo revivida como se o
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evento estivesse novamente ocorrendo. Essas experiéncias traumatizantes sdo sempre
situacbes de estresse intenso como estupros, assaltos, acidentes, guerras ou
catastrofes naturais. Essas recordagdes devem persistir por mais de um més para que
0 quadro clinico seja diagnosticado como estresse traumatico (AMERICAN

PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 1999).

1.2.1 Ansiedade Generalizada e Panico
O disturbio de ansiedade generalizada € um dos mais comumente diagnosticados,

com uma prevaléncia média de 4,1% a 6,6% na populacao geral (DUGAS, 2000).

A ansiedade generalizada é atualmente definida pelo DSM-IVR (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 1999) como um quadro clinico constituido por
ansiedade e preocupacao dificeis de serem controladas e que ocorrem por mais de seis
meses. Essa ansiedade ou preocupacdo é acompanhada de no minimo trés sintomas
adicionais que podem ser fadiga, dificuldade de concentragéo, irritabilidade, tensao
muscular e distarbios do sono. A intensidade, duragédo ou freqiéncia da ansiedade ou
preocupacao € desproporcional ao evento ocorrido. O diagnéstico deve excluir disturbio
de panico, fobia social, disturbio obsessivo-compulsivo, disturbios alimentares,
hipocondria e estresse pos-traumatico. Embora os individuos com disturbio de
ansiedade generalizada nem sempre sejam capazes de identificar suas preocupacdes
como "excessivas", eles relatam sofrimento subjetivo devido a constante preocupacao,
tém dificuldade em controlar a preocupacdo, ou experimentam prejuizo no

funcionamento social ou ocupacional ou em outras areas importantes. A intensidade,
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duracao ou frequéncia da ansiedade ou preocupacédo sao claramente desproporcionais

a real probabilidade ou impacto do evento temido.

O disturbio do péanico tem prevaléncia na populacdo menor que o disturbio de
ansiedade generalizada, ficando em torno de 0,5% a 3%, segundo a literatura (GENTIL,
1997). A principal caracteristica do disturbio de panico é o surgimento inesperado de
ataques de péanico seguido de preocupacdo de um novo ataque por pelo menos um
més. O ataque de panico ndo pode ser causado pelo uso de substancias, condicoes
médicas gerais, como hipertireoidismo, nem por outros disturbios mentais, como fobia
social, disturbio obsessivo-compulsivo, distirbio do estresse pds-traumatico, entre
outros. Para o diagndstico de disturbio de panico é necessario que o individuo tenha

experimentado pelo menos quatro ataques em quatro semanas.

Um ataque de panico é descrito como ndo tendo uma causa aparente, nao
estando associado a um ativador situacional, necessitando de dois episédios para o
diagnéstico. Sujeitos que tém ataques de panico geralmente apresentam predisposicao

ao disturbio de panico.

Apesar do diagndstico do disturbio do panico incluir a condicdo basica de que pelo
menos alguns dos ataques sejam inesperados, individuos portadores de panico
frequentemente relatam a ocorréncia de ataques relacionados a uma situacao

desencadeadora. O disturbio do panico pode ou ndo ser acompanhado de agorafobia.
1.3. Ansiedade e Farmacoterapia

A ansiedade provoca uma sensacao de desconforto, muitas vezes, impedindo ou

interferindo acentuadamente com a continuidade das atividades rotineiras de um
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individuo. Assim, muitos medicamentos para o seu tratamento vém sendo testados e
desenvolvidos. Os ansioliticos, palavra que significa figuradamente “o que decompde a
ansiedade” (GRAEFF, 1999), surgiram ja no comec¢o do século XX, quando ainda eram
utilizados os barbituricos para o tratamento destes disturbios ansiosos. O excesso de
contra-indicagdes dos barbitdricos, como alta sonoléncia, baixo indice terapéutico (dose
terapéutica préxima da dose letal), depressao respiratéria, levou a procura de outras
drogas com menos efeitos colaterais e mais eficientes para o tratamento destes
distarbios. Na década de 60, foram introduzidos na terapéutica os benzodiazepinicos
(BZDs) (MILANI & GRAEFF, 1987), mas sua ineficacia em certos subtipos de
ansiedade (NUTT, 1991), e seus efeitos colaterais, como sedacao e incoordenacao
motora, proporcionaram a busca por medicamentos mais especificos e eficazes para o
tratamento dos diversos tipos de disturbios de ansiedade. Atualmente, o agonista do
receptor serotonérgico do tipo 1A, buspirona, vem sendo prescrito para o tratamento de
ansiedade generalizada, e compostos inibidores da recaptacdo de serotonina (5-HT),
como os antidepressivos triciclicos, vém sendo utilizados para o tratamento do disturbio

do panico.
1.4. Modelos Experimentais de Ansiedade

Por meio de modelos animais, tenta-se reproduzir, em laboratério, determinados
aspectos da ansiedade. Na maioria dos modelos animais existentes, a ansiedade é
inferida a partir das respostas comportamentais de defesa dos animais frente a
estimulos aversivos. Nos atuais modelos de ansiedade, o nivel de ameacga pode ser
classificado como potencial, distal e proximal e as medidas séo feitas através das

estratégias comportamentais dos animais frente a estes estimulos. O perigo potencial
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leva a uma estratégia de exploracdo e avaliagdo de risco. Ja o perigo distal induz ou
fuga ou imobilidade. Finalmente, o perigo proximal pode levar a comportamentos de

fuga ou luta defensiva (GRAEFF & ZANGROSSI JR, 2002).

As primeiras investigacdes sobre o tema ansiedade utilizavam os modelos de
resposta emocional condicionada ou modelo de supressao condicionada, proposto por
Estes e Skinner (GRAEFF, 1999). Este modelo consiste na apresentacdo de um
estimulo aversivo (choque elétrico) quando o animal emite o comportamento de
pressionar a barra concomitante a apresentacao de alimento. Apesar de ter sido muito
utilizado, este modelo apresenta problemas na validagdo farmacoldgica, uma vez que
drogas nao ansioliticas podem reverter a supressao condicionada. Posteriormente,
outros modelos foram desenvolvidos, como o modelo de conflito de Geller e Blum
(1970). A auséncia de resposta nestes modelos a ansioliticos nao-BZDs, somada a
interferéncia de aspectos motivacionais, como privagao de agua e alimento, as medidas
de ansiedade, levaram ao desenvolvimento de modelos etologicamente

fundamentados, como o labirinto em cruz elevado.

O labirinto em cruz elevado (LCE) baseia-se na premissa de que roedores evitam
locais abertos, por serem presas principalmente de aves de rapina, demonstrando
sinais de medo, como congelamento e fuga (HANDLEY & MITHANI, 1984). O modelo é
constituido por dois bragos fechados (circundados por paredes), dispostos
perpendicularmente a dois bracos abertos. A freqiéncia de entradas e o tempo de
permanéncia nos bragos abertos do modelo fornecem indices do nivel de ansiedade do
animal (RODGERS et al.,, 1997) . Em geral, os animais tendem a apresentar uma maior

atividade exploratéria dos bracos fechados do LCE. Entretanto, quando tratados com
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drogas ansioliticas, como os BZDs, observa-se um aumento na freqiéncia de entradas
e tempo de permanéncia nos bracos abertos. Por outro lado, o LCE parece néao
responder previsivelmente a drogas ansioliticas de agdo serotonérgica (HANDLEY &
MCBLANE, 1993). A observacao de que no LCE o animal pode apresentar diferentes
respostas comportamentais de defesa somada a auséncia de efeito de determinadas
classes de drogas ansioliticas no modelo levou alguns autores a sugerirem que o LCE
€, na verdade, um modelo misto de ansiedade, ou seja, ndo seletivo aos diferentes
subtipos de ansiedade encontrados na clinica (HANDLEY & MCBLANE, 1993; GRAEFF

& ZANGROSSI JR., 2002).
1.4.1. Labirinto em T Elevado

O modelo do labirinto em T elevado (GRAEFF et al., 1993; VIANA et al., 1994;
ZANGROSSI, Jr. & GRAEFF, 1997) foi desenvolvido a partir do modelo do labirinto em
cruz elevado (HANDLEY & MITHANI, 1984; PELLOW et al., 1985; PELLOW & FILE,
1986). O modelo constitui-se de um braco fechado localizado perpendicularmente a
dois bracos abertos e foi criado na tentativa de permitir a medida de dois
comportamentos negativamente motivados: a esquiva inibitéria e a fuga de uma via.
Durante o experimento, os animais sdo colocados na parte distal do brago fechado para
as medidas de esquiva inibitéria, obtidas através da quantificacdo das laténcias de
saida do braco. Em seguida, os ratos sdo colocados na extremidade distal de um dos
bracos abertos do modelo e a laténcia de saida deste braco € também quantificada
para a obtencdo das medidas de fuga. Estudos com trés classes de ansioliticos — o
agonista de receptores BZDs diazepam, o agonista 5-HTa buspirona, e o antagonista

nao seletivo de receptores 5-HT, ritanserina, demonstraram que estas drogas
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prejudicam a esquiva inibitéria sem alterar as medidas de fuga do braco aberto do
labirinto em T elevado (GRAEFF et al., 1998). Evidéncias clinicas mostram que o
disturbio de ansiedade generalizada € sensivel a estas classes de ansioliticos
(DAVIDSON, 2001; NUTT, 1991), o que corrobora a hipétese de que a esquiva inibitéria
estd relacionada ao disturbio de ansiedade generalizada. Por outro lado, a
administragdo cronica em ratos de compostos utilizados na clinica no tratamento do
distirbio do panico, como a imipramina (CUSTODIO-TEIXEIRA et al, 2000) e a
fluoxetina (POLTRONIERI et al, 2003) apresenta efeito ansiolitico sobre a medida de
fuga do braco aberto, o que corrobora a hipétese de que esta tarefa pode ser utilizada
como um possivel modelo experimental de panico. Entretanto, estes ultimos resultados
foram obtidos somente apds a inclusdo de um novo parametro no procedimento do
teste: a pré-exposicao, por 30 minutos, dos animais ao braco aberto do labirinto em T
elevado, um dia antes dos testes. Esta modificacdo resultou em uma diminuigdo na
laténcia de saida do bragco aberto, sugerindo que com a pré-exposicdo, o carater
exploratério é diminuido, ou seja, os animais fogem do perigo e ndo apenas caminham
em direcdo ao braco fechado.

Comparado aos testes de conflito ou puni¢éo tradicionais, o labirinto em T elevado
possui a vantagem de ndo envolver outros processos psicobiolégicos como fome, sede

ou dor, que dificultam a andlise dos resultados em termos de ansiedade unicamente.

Um estudo realizado por Zangrossi Jr. e Graeff (1997) demonstrou que a fuga do
braco aberto ndo sofre habituacdo mesmo apo6s 5 tentativas seguidas, o que comprova
o carater aversivo do estimulo. Ainda, no mesmo estudo, foi também demonstrado que

o animal nao foge da mao do experimentador na primeira medida de esquiva (linha de
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base), dado este obtido por meio do confinamento do animal por 30 segundos na
extremidade distal do braco fechado. Foi verificado ainda que, através deste
procedimento, a laténcia da linha de base n&o diferia da laténcia obtida com o protocolo

padrao.

Outros estudos utilizaram a injecao intracerebral de diferentes compostos no
nuacleo dorsal da rafe (NDR), onde estdo localizados parte importante dos corpos
neuronais de neurdnios serotonérgicos, para verificar os efeitos da manipulacdo da
neurotransmissao mediada pela 5-HT sobre as medidas da esquiva inibitoria e fuga do
labirinto em T elevado. Inicialmente, Graeff e colaboradores (1997) optaram pela
administracdo de duas drogas intra-NDR: FG 7142 (um agonista inverso de receptores
BZDs) e acido cainico (um aminodacido excitatério). Quando administradas intra-NDR,
era de se esperar que ambas as drogas aumentassem a liberacao de 5-HT nas regides
inervadas por neurbnios oriundos do nudcleo, dai provindo os seus efeitos
comportamentais. Os resultados mostraram que a administracéo intra-NDR de FG 7142
facilitou a esquiva inibitéria, efeito ansiogénico, ndo afetando, entretanto, a fuga de um
dos bragos abertos do modelo. Por sua vez, a microinjecao intra-NDR de acido cainico
também facilitou a esquiva, efeito ansiogénico, prejudicando adicionalmente a fuga de

uma via, efeito panicolitico (GRAEFF et al., 1996; 1997).

Para verificar os efeitos da inibicdo dos terminais de 5-HT provenientes do NDR,
Graeff e colaboradores (1997) utilizaram a injecao intracerebral de 8-OH-DPAT (um
agonista 5-HT1a) no NDR. Por atuar em receptores autossémicos inibitérios, era de se
esperar que a administracdo da droga diminuisse a liberagdo de 5-HT nos terminais. Os

resultados com o labirinto em T elevado mostraram que o 8-OH-DPAT diminuiu a
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laténcia de esquiva inibitria dos bracos abertos, efeito ansiolitico. No entanto, a fuga
permaneceu inalterada. Somados, os dados obtidos com o FG 7142, &cido cainico e 8-
OH-DPAT no labirinto em T elevado sugerem a participacdo da neurotransmissao
serotonérgica oriunda do NDR nas respostas comportamentais de defesa medidas pelo

modelo.

Em estudos posteriores, utilizando-se a inclusdo da pré-exposicdo do animal ao
braco aberto do labirinto em T elevado, Sena e colaboradores (2003) reavaliaram os
efeitos da administracdo intra-NDR do agonista 5-HT{a» 8-OH-DPAT e do agonista
inverso BZD FG 7142, tendo em vista que os efeitos inicialmente obtidos com estas
drogas restringiam-se a alteracdo da esquiva inibitéria. De maneira semelhante aos
resultados anteriores obtidos por Graeff e colaboradores (1996; 1997), a microinjecao
intra-NDR de 8-OH-DPAT diminuiu a laténcia da esquiva inibitéria do braco aberto do
labirinto em T elevado (efeito ansiolitico), mas ao contrario dos resultados anteriores,
neste estudo, houve também diminuicao da laténcia de fuga do braco aberto, efeito
panicogénico. De maneira oposta ao obtido com o 8-OH-DPAT, a administragéo do FG
7142 aumentou tanto a laténcia de esquiva inibitéria, efeito ansiogénico, quanto a de
fuga do braco aberto do modelo, efeito panicolitico. Este trabalho confirmou a
importancia do procedimento de pré-exposicao para a avaliacdo do efeito de diferentes

drogas sobre as medidas de fuga do labirinto em T elevado.
1.4.2. Modelo da Transicao Claro-Escuro

Outro modelo de ansiedade que vem sendo utilizado por ter validade
farmacolégica e ndo envolver processos de privagdo é o modelo da transicéo claro-

escuro. Este modelo foi desenvolvido por Crawley & Goodwin (1980) e é baseado na
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aversao natural de roedores a lugares iluminados. A medida de ansiedade no modelo
da transicao claro-escuro (CHAOULOFF et al., 1997; CRAWLEY & GOODWIN, 1980) é
inferida pelo niumero de transicées entre os dois compartimentos e o tempo gasto no
compartimento claro. A situacdo de conflito é gerada pela tendéncia do animal em
explorar e, ao mesmo tempo, evitar lugares iluminados. Tem sido demonstrado que
drogas BZDs alteram as medidas de numero de transicées e tempo gasto pelos animais
no compartimento claro do modelo (CHAOULOFF et al., 1997). Uma vez que drogas
BZDs séo preferencialmente utilizadas para o tratamento do disturbio da ansiedade
generalizada (NUTT, 1991), os resultados obtidos com esta classe de drogas no
modelo sugerem sua relagcao com este subtipo de ansiedade.

Varios trabalhos tém também demonstrado efeitos ansioliticos no modelo de um
outro composto utilizado terapeuticamente para o tratamento da ansiedade
generalizada (NUTT, 1991), o agonista 5-HTa buspirona. Nestes estudos, a droga
parece aumentar principalmente o tempo gasto no compartimento claro do modelo sem
alterar o numero de transicoes entre compartimentos (ARTAIZ et al., 1998; CARLI et al.,
1989; COSTALL et al., 1992; COSTALL et al., 1989; COSTALL et al., 1988; ONAIVI &
MARTIN, 1989; SANCHEZ, 1995; SANCHEZ, 1996).

Com base nestas evidéncias farmacolégicas, o modelo da transi¢cao claro-escuro
tem sido proposto como relacionado a ansiedade generalizada (GRAEFF &

ZANGROSSI JR, 2002).

1.5. Bases Neurofuncionais da Ansiedade
A investigagdo das bases neurofuncionais da ansiedade tem sido feita

principalmente a partir de estudos conduzidos com animais de laboratorio. A partir
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destes estudos, tem sido observado que, embora a natureza dos sinais de perigo, bem
como a topografia dos comportamentos de defesa, variem com a espécie ou género
animal, algumas estratégias padronizadas sdo adotadas. Estas se relacionam com
diferentes graus de ameaca com que o animal se defronta no seu meio ambiente
(GRAEFF, 1993).

Blanchard e Blanchard (1988) propuseram uma analise dos comportamentos
defensivos de ratos e camundongos frente a estimulos diferenciados de perigo. Trés
estratégias comportamentais de defesa foram preferencialmente avaliadas pelos
pesquisadores: o0 risk assessment behavior (comportamento de avaliagdo de risco), o
freezing (congelamento) e a fuga. O risk assessment behavior ou comportamento de
avaliacao de risco parece ocorrer em situagdes potencialmente perigosas. Neste caso,
o animal mantém o corpo distendido, com o ventre rente ao solo, avangando e
recuando a cabeca, repetidamente e, ao menor sinal de perigo, reage com uma
intensidade bem maior do que reagiria em situacdes seguras. Em casos onde os sinais
de perigo tornam-se explicitos, porém se encontram a certa distancia do animal, a
reacao tipica apresentada pelos animais é a de freezing ou congelamento. Quando a
fuga é impossivel, o animal apresenta uma inibicao da atividade vigente, permanecendo
completamente imével — exceto por movimentos ocasionais e rapidos das vibrissas.
Esta imobilidade € acompanhada, entretanto, por uma série de alteracées autonémicas
e neurovegetativas. Por fim, o comportamento de fuga ocorre quando o perigo €
explicito e encontra-se préximo do animal. E, por ultimo, se a fuga for impossivel, resta
a luta defensiva. A tabela 3 mostra a correlagdo entre os comportamentos defensivos,
as estruturas do Sistema Nervoso supostamente envolvidas com estes comportamentos

e o tipo de ansiedade correlacionada em termos psicopatolégicos.
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Tabela 3 - Niveis de defesa, substrato neural, emocao relacionada

Perigo Reacéao de defesa
Estruturas Emocéo

cerebrais

Potencial  Avaliacao de risco/ Inibicdo Septo-hipocampo/ Ansiedade

comportamental Amigdala
Antecipado Congelamento Amigdala/ Ansiedade
Periquedutal antecipatéria
ventral
Distal Esquiva Amigdala/ Ansiedade
condicionada
Escape Hipotalamo medial Ansiedade
incondicionada
Proximal Fuga/Congelamento Periaquedutal Panico
dorsal

Adaptada de GRAEFF E ZANGROSSI JR., 2002.

Como é possivel notar na tabela acima, os diversos comportamentos defensivos
evocados por estimulos diferentes estariam relacionados a estruturas distintas do

sistema nervoso central.

1.6. Substancia Cinzenta Periaquedutal (SCP)

Além do NDR, outras duas estruturas que tém sido bastante estudadas para a
elucidacao dos substratos neurais dos mecanismos de defesa e ansiedade sdo a SCP e

o hipotalamo medial.

A SCP (fig 2) é uma estrutura mesencefalica que circunda o aqueduto de Sylvius,

sendo que sua parte mais rostral estd ao nivel da transicdo entre o diencéfalo e
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mesencéfalo e, a parte mais caudal, chega da abertura do aqueduto cerebral a

cavidade do IV ventriculo, no limite caudal dos corpos quadrigémeos.

Coliculo Superior Dorsal

SCPD

Aqueduto

P = “'1
Mesencéfalo ' T' 4

. \:‘; ]

Ventral

Fig. 2 — Estruturas Mesencefalicas

Estudos sugerem que a organizacao anatémica da SCP é expressa na forma de
colunas neuronais que se estendem por varias distancias ao longo do eixo rostrocaudal
(BANDLER et al, 1991; CARRIVE, 1993). Através de estudos com aminoacidos
excitatérios em gatos foi proposta a existéncia de quatro colunas neuronais
longitudinais na SCP: a dorsomedial, a dorsolateral, a lateral e a ventrolateral
(BANDLER et al., 1991).

A SCP esté inervada por uma abundante rede de vias aferentes provenientes de
areas limbicas prosencefalicas (BEITZ, 1990; SHIPLEY et al., 1991). Entre as principais
aferéncias que alcancam a SCP estdo as provenientes do hipotalamo, dos nucleos
medial, central e basolateral da amigdala, das camadas profundas do coliculo superior,
do coértex pré-frontal, do cortex insular, do locus coerelus, do nucleo magno e palido da

rafe, além dos nucleos reticulares do tronco encefélico (BEHBEHANI et al, 1988;
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BEITZ, 1990; BEITZ et al., 1986; CARSTENS et al, 1990; RIZVI et al., 1991; RIZVI et
al., 1992; VEENING et al., 1991).

Quanto as eferéncias da SCP estas sdo divididas em projecoes ascendentes e
descendentes, que sdo essenciais para a regulacdo de diversas funcdes de natureza
sensorial, motora e autonémica. Assim, a SCP estd relacionada a regulacédo
autondmica como processamento/modulacdo da dor, vocalizagdo e medo/ansiedade

(BEHBEHANI, 1995).

1.6.1 Substancia Cinzenta Periaquedutal Dorsal (SCPD) e Defesa

Estudos mostram que a por¢ao dorsal da SCP (SCPD) encontra-se relacionada a
reacdes de defesa em resposta ao perigo proximal, o que tem sido chamado de defesa
ativa (GRAEFF, 1981; COIMBRA et al., 2006; MARTINEZ et al., 2006; Vianna et al.,
2001). Quando a espécie possui meios para a luta a tendéncia é a postura ofensiva.
Neste caso, os animais mostram dentes, garras e emitem vocalizacbes ameacadoras,
no intuito de evitar a agressédo. No entanto, quando a espécie ndo possui um arsenal
ameacador frente ao perigo, a tendéncia é o comportamento de fuga. O sistema neural
responsavel pela defesa ativa € representado pela SCPD (GRAEFF, 1999). Os
primeiros relatos da participacdo desta estrutura na defesa ativa datam de 1956,
quando Hunsperger estimulou eletricamente a SCPD de gatos, provocando respostas
de fuga e luta. Essa mesma técnica foi utilizada em ratos, produzindo também
comportamento de fuga (WOLFLE et al., 1971). Pesquisadores liderados por S. M.
Hilton (1986) mostraram que a estimulacao das areas de defesa desencadeava também

alteracdes do sistema neurovegetativo, como aumento da presséao arterial, taquicardia,
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vasodilatacdo dos musculos estriados e hiperventilacdo. Essas alteracées dao
sustentacao aos comportamentos vigorosos de fuga e luta (GRAEFF, 1999).

O carater aversivo da estimulacao elétrica pode ser evidenciado em inimeros
trabalhos onde animais aprendem a executar tarefas com o intuito de interromper a
estimulacao elétrica da SCPD (FANSELOW, 1991; OLDS & OLDS, 1962; SANDNER et
al., 1987; SCHENBERG & GRAEFF, 1978).

A SCPD tem sido relacionada ao disturbio do panico ha algumas décadas.
Relatos de pacientes submetidos a neurocirurgias, que tinham esta estrutura
estimulada, corroboram esta teoria (NASHOLD, Jr. et al., 1969). Esses pacientes diziam
que apos a estimulacado sentiam pavor e uma sensacao de morte iminente. Além disso,
0s pacientes apresentavam intensas manifestacdes neurovegetativas. Esse conjunto de
sinais e sintomas assemelha-se aos observados durante ataques de panico. E neste
sentido que diversos autores sugerem que a resposta de fuga induzida pela ativacao da
SCPD esteja relacionada com aspectos sintomatolégicos do disturbio do pénico
(GRAEFF,1988; 1990; 1991; DI BORTOLI et al., 2006; BERTOGLIO & ZANGROSSI,
2005; MOREIRA & GUIMARAES, 2005; MEZZASALMA et al., 2004).

Fazendo uma correlagdo com resultados conseguidos com pacientes portadores
do disturbio do panico, drogas utilizadas na clinica para essa psicopatologia também
inibem respostas de fuga induzida pela estimulacao elétrica da SCPD. Schenberg et al.
(2001) observaram que a administracdo crénica de clomipramina e fluoxetina, duas
drogas com acgao terapéutica contra o péanico, aumentava o limiar da estimulacédo
elétrica da SCPD, capaz de induzir respostas de fuga desabalada, efeito este anti-
aversivo. Por outro lado, o pentilenotetrazol, uma droga panicogénica em humanos,

diminui o limiar de estimulacao elétrica da SCPD capaz de evocar a fuga em ratos,
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efeito pré-aversivo (SCHENBERG et al., 2001; VARGAS & SCHENBERG, 2001). Mais
recentemente, Hogs e colaboradores (2006) obtiveram resposta similar com a
administracdo dos inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina citalopram,
fluoxetina, escitalopram e paroxetina, e também com o agonista BZD alprazolam. Ainda
reforcando esta idéia, a resposta de fuga apds a estimulacao elétrica da SCPD provoca
um aumento na ativacdo desta estrutura, como pode ser constatado em um estudo
imunohistoquimico com Fos (VIANNA et al., 2003).

Assim como a estimulacéo elétrica, a estimulagdo quimica da SCPD provoca
comportamentos tipicos do sistema defensivo. Miguel e Nunes de Souza (2006)
injetaram o agonista glutamatérgico NMDA intra-SCPD e observaram um aumento nas
respostas de congelamento e fuga. Ratos testados no labirinto em T elevado fugiram
mais rapidamente na medida de fuga de uma via do brago aberto, comportamento
considerado panicogénico, apés a microinjecao intra-SCPD no neuropeptideo CCK-8
(ZANOVELI et al., 2004).

A elaboracao de estados motivacionais aversivos é modulada por mecanismos
serotonérgicos, glutamatérgicos e GABAérgicos. Com relacdo aos mecanismos
GABAérgicos, que também serdo investigados no presente trabalho, Graeff e
colaboradores (1986) demonstraram que a microinjecdo de GABA, assim como de
clordiazep6xido e pentobarbital, aumentaram o limiar da estimulagéo elétrica na SCPD
capaz de induzir a fuga. Neste mesmo trabalho, os autores demonstraram que outras
drogas agonistas de receptores GABAérgicos do tipo A, como a isoguvacina, o THIP e
o muscimol, o agonista GABAg baclofen, e o agonista BZD midazolam provocaram
efeito anti-aversivo neste teste. Por outro lado, tanto a bicuculina quanto a picrotoxina,

ambos antagonistas GABA,, induzem resposta de fuga semelhante a observada com a
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estimulacao elétrica desta mesma estrutura mesencefalica (BRANDAO et al., 1982; DI
SCALA et al., 1984; GRAEFF et al, 1986; EICHENBERGER et al, 2002). Estes
ultimos resultados reforcam a idéia de que o sistema GABA/BZD da SCPD encontra-se
sob a influéncia inibitéria tébnica do GABA. Mais recentemente foi demonstrado que a
administracdo IP do agonista GABAérgico diazepam também provoca um efeito anti-
aversivo apdés a estimulacdo elétrica da SCPD (JUNG et al., 2001). Ainda, a
administracédo intra-SCPD do agonista inverso BZD FG 7142 potencializa a fuga no
labirinto em cruz elevado instavel (JONES et al, 2002). Finalmente, Borelli e
colaboradores (2006) mostraram também que a estimulacdo de uma outra estrutura do
teto mesencefalico, os coliculos inferiores, também provoca respostas defensivas, tais
como congelamento e fuga, e a administracdo de bicuculina e semicarbazida nesta

regiao aumenta a expressao de Fos na SCPD.
1.7. Hipotalamo

O hipotalamo é uma estrutura diencefalica que esta envolvida com a regulacao
homeostatica do corpo, sendo que seus efeitos sdo exercidos por meio do sistema
endécrino, autbnomo e motor somatico (NOBACK et al, 1999). Entre suas principais
funcdes estdo o equilibrio hidroeletrolitico, a ingestdo de alimentos, temperatura e
pressao arterial (HAINES, 2006). Além da regulacdo de funcdes viscero-motoras, o
hipotadlamo tem papel fundamental nos circuitos neurais que promovem modificacées
comportamentais, através do sistema limbico (HAINES, 2006).

Situado na regido basal do diencéfalo, o hipotalamo tem como limite rostral a
lamina terminal, que separa o hipotalamo dos nucleos septais mais rostrais,

caudalmente tem o teto mesencefalico como limite e é dividido em nucleos e trés
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regides principais: a lateral, a medial e a periventricular (NOBACK et al, 1999; HAINES,
2006). A regido periventricular esta diretamente relacionada com o controle endrécrino
e homeostatico do organismo, a regidao lateral conecta-se com o tronco encefalico
através do feixe prosencefalico medial e a regido medial é a regido que esta envolvida
com os comportamentos motivados, compreendendo nudcleos como o hipotalamo
ventromedial, e contendo fibras de passagem que recebem e enviam informagdes ao
sistema limbico (THOMPSON & SWANSON, 1998; SWANSON et al., 1996).

Dentre os comportamentos motivados com o0s quais o0 hipotdlamo esta
relacionado, podemos citar o comportamento defensivo e as emocdes a ele
relacionadas, o medo e a ansiedade. Experimentos comandados por Bard (1928) e
Hess e Brugger (1943) com a estimulacao elétrica do hipotdlamo de gatos provocaram
uma série de reacdes autondmicas e neurovegetativas em adicdo a comportamentos
defensivos tipicos da espécie. Mais recentemente, estudos mostram que a estimulacéo
elétrica do hipotdlamo produz reacées de defesa somato-motoras e autonOémicas
(AZEVEDO et al, 1980; BRUTUS et al, 1985; FUCHS et al, 1985; LIPP &
HUNSPERGER, 1978; YARDLEY & HILTON, 1986). Comportamentos semelhantes
podem ser mimetizados através da administracdo intra-hipotalamica de drogas que
reduzem a transmissdo GABAérgica (DI SCALA et al, 1984; SCHIMIDT et al, 1984;
BRANDAO et al, 1986, MILANI & GRAEFF, 1987; SHEKHAR et al., 1990). Ademais, a
administracdo intra-hipotalamica de agonistas GABAérgicos pode reverter o efeito
aversivo provocado pela administragdo prévia de acido cainico na estrutura (SILVEIRA

et al, 1992).
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Fig. 3 — Nucleos Hipotalamicos (alterado de NETTER, 2003)

1.7.1. Hipotalamo Medial: a Por¢cao Dorsomedial do Hipotalamo Ventromedial

(DHVM)

A area medial do hipotalamo tem sido descrita como um sistema defensivo,
composto basicamente por trés nucleos principais, o anterior, o ventromedial e o
premamilar dorsal (THOMPSON & SWANSON, 1998). Aliada a observagdes
anatdmicas, evidéncias comportamentais sugerem a implicacdo dessa regiao com a
defesa. Neste sentido, um estudo realizado por Canteras e colaboradores (1997) com a
técnica de imunorreatividade a proteina Fos mostrou, por exemplo, que a exposicao
direta ao predador, capaz de evocar comportamento de freezing, saltos e respostas de
fuga em ratos, era também capaz de aumentar a expressdo de Fos nestes trés sitios

especificos da regido medial. Entretanto, é interessante salientar que no estudo de

Canteras e colaboradores (1997), imunorreatividade a proteina Fos foi também
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observada em outras regides hipotalamicas, como a area pré-optica lateral e o nucleo

dorsomedial.

O sistema defensivo do hipotalamo medial recebe aferéncias principalmente de
areas prosencefalicas, em especial dos nucleos medial e basomedial da amigdala, da
area septal lateral, e do cértex pré-frontal (THOMPSON & SWANSON, 1998). Além
disso, outros nucleos hipotalamicos, em especial nucleos da regido lateral do
hipotalamo, também enviam proje¢cdes para o hipotalamo medial (THOMPSON &
SWANSON, 1998). Finalmente, alguns sitios do tronco encefalico se comunicam com o
hipotalamo medial, em especial o nucleo pré-comissural, a por¢ao dorsolateral da SCP,

a regiao parabraquial e o nucleo tegmental ventral (THOMPSON & SWANSON, 1998).

Por sua vez, o hipotalamo medial envia projecdes ao septo lateral, estria terminal
e amigdala lateral, no telencéfalo; tadlamo dorsal e ventral, no diencéfalo; e no tronco
encefalico, o nucleo pré-comissural e SCP representam os principais alvos do
hipotdlamo medial (THOMPSON & SWANSON, 1998). Além disso, os nucleos do
hipotalamo medial comunicam-se com outros nucleos hipotalamicos, como a area pré-
Optica lateral, a regiao perifornical, o nucleo posterior e o0 nucleo dorsomedial

(THOMPSON & SWANSON, 1998).

De fato, com excec¢ao do nucleo pré-mamilar, os outros dois componentes do
hipotalamo medial enviam projecdes ao nucleo dorsomedial do hipotadlamo
(THOMPSON AND SWANSON, 1998; CANTERAS, 2002). Tem sido demonstrado que
0 nucleo dorsomedial, a semelhanca dos trés nucleos do hipotalamo medial
supracitados, também parece ser ativado por uma série de situacdes estressantes,

como choque elétrico nas patas, contengéo, nado forgado, desidratagdo e exposicao a



Introducéo 28

um predador (CULLIMAN et al, 1995, 1996; CANTERAS et al, 1997; LI &
SAWCHENKO, 1998). Com base nestas observacoes, tem sido sugerido que o nucleo
dorsomedial € uma das principais partes desse sistema defensivo hipotalamico,
exercendo importantes fungcées no que diz respeito a regulacdo de respostas
cardiovasculares ao estresse, como o fluxo sanguineo do miocardio e a taquicardia
associada a respostas comportamentais de defesa (BERNARDIS & BELLINGER,
1998). Entretanto, é interessante salientar que embora o nucleo dorsomedial tenha sido
tradicionalmente visto como pertencendo ao hipotalamo medial, alguns estudos
neuroanatémicos mais recentes tém sugerido que ele deveria ser considerado como

parte da regiao periventricular (THOMPSON & SWANSON, 1998; CANTERAS, 2002).

No presente trabalho, optamos por investigar a relacdo de um sitio especifico da
regiao medial com a defesa: a por¢cao dorsomedial do hipotalamo ventromedial (DHVM).
A relacdo do DHVM com a defesa vem sendo reforcada a partir de uma série de
estudos comportamentais realizados nos ultimos anos. Foi demonstrado, por exemplo,
que a administracdo intra-DHVM do antagonista de receptores GABAa bicuculina
diminuiu o tempo gasto no compartimento claro do modelo de transi¢do claro-escuro,
efeito ansiogénico (ZAGRODZKA et al, 2000). Por outro lado, a administracao intra-
DHVM de GABA apresentou efeito ansiolitico em tarefas que envolvem a esquiva como
resposta de defesa, a esquiva de uma plataforma iluminada e a esquiva de uma
situagdo potencialmente perigosa (TALALAENKO et al, 2001). Corroborando esses
dados, foi demonstrado que a administragédo intra-DHVM do agonista BZD midazolam
apresentou efeito ansiolitico nos modelos do labirinto em cruz elevado e teste do beber-

punido de Vogel (JARDIM et al., 2005). O mesmo foi obtido com a administragdo intra-
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NDR do antagonista glutamatérgico AP7 (JARDIM et al., 2005). Esses resultados
corroboram as observagdes imunohistoquimicas realizadas por Canteras e
colaboradores (1997), que demonstraram a participagcdo do nucleo na modulacéo de
respostas comportamentais de defesa. Conforme ja mencionado, no estudo citado, foi
observado um aumento na expressdo de Fos em nucleos da regido medial do
hipotalamo, inclusive no DHVM, apds a exposicao de ratos a um predador, um gato.
Resultados similares foram obtidos quando os animais foram expostos ao odor de gato
(STAPLES et al., 2005). Corroborando estes dados, a exposicao do rato a um coleira
impregnada com odor de gato aumentou o tempo gasto no esconderijo € a expressao
de Fos no DHVM (DIELENBERG et al., 2001). Finalmente, a resposta de fuga apés a
estimulagéo elétrica da SCPD também provocou um aumento na ativagdo da proteina

Fos no mesmo nucleo (VIANNA et al., 2003).
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2. OBJETIVOS

A SCPD e o DHVM séao parte de um substrato neural envolvido com respostas
comportamentais de defesa. Receptores GABA/BZD parecem desempenhar um
importante papel na mediacao destas respostas. O objetivo do presente trabalho foi
verificar o papel do sistema GABA/BZD da SCPD e DHVM, através da microinjecdo do
BZD midazolam (10, 20 e 40nmol/0,2 ul), do agonista GABAA muscimol (2, 4 e 8
nmol/0,2 ul), do agonista inverso BZD FG 7142 (20, 40 e 80 pmol/0,2 ul) e do agonista
GABAg baclofen (2, 4 e 8 nmol/0,2 ul), sobre o comportamento de ratos submetidos a
um modelo animal de ansiedade, o labirinto em T elevado, que permite a medida em
um mesmo animal de dois tipos de respostas comportamentais negativamente
motivadas: a esquiva inibitéria e a fuga de uma via. Estas respostas tém sido
relacionadas, em termos clinicos, ao disturbio de ansiedade generalizada e ao disturbio
do panico, respectivamente. Para a realizacdo dos testes experimentais, no presente
trabalho, animais foram pré-expostos a um dos bracos abertos do labirinto em T e, um
dia apdés a pré-exposicdo, microinjetados com as drogas supracitadas, e
subsequentemente, testados no modelo. Apdés a avaliacdo do comportamento dos
animais no labirinto, os animais administrados intra-SCPD foram submetidos ao modelo
da transigao claro-escuro. Este ultimo modelo foi utilizado com o intuito de se estender
a verificacao dos efeitos das manipulacdes farmacolégicas da estrutura sobre a esquiva
inibitéria do labirinto em T elevado, uma vez que tanto as medidas do claro-escuro
quanto a medida de esquiva do labirinto respondem positivamente ao tratamento com
BZDs e buspirona e, portanto, tém sido correlacionadas em termos clinicos a ansiedade

generalizada. Entretanto, em funcdo dos resultados observados com uma das drogas
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administradas intra-SCPD, a utilizacdo do modelo da transicdo claro-escuro nao se
estendeu para o grupo administrado intra-DHVM. Numa tentativa de evitar falsos
negativos ou positivos devido ao efeito das drogas sobre a atividade exploratéria, todos
os animais foram testados em uma arena apo6s os testes com o labirinto em T, para as

medidas do nUmero de cruzamentos e levantamentos.
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3. Materiais e Método
3.1. Animais

Foram utilizados 242 ratos Wistar, machos, pesando entre 250 a 280 g no dia da
cirurgia, provenientes do Biotério Central da Universidade de Sao Paulo, Campus de
Ribeirdo Preto. Os animais foram alojados em gaiolas com no maximo 5 animais cada,
no biotério do laboratério de Psicofarmacologia da Ansiedade, com ciclo de claro-escuro
de 12 horas (claro, das 7:00 as 19:00) e temperatura de 22° C (+ 1°C). Durante todo o
experimento, os animais tinham livre acesso a agua e comida. Apos a cirurgia, foram
alojados em gaiolas de acrilico, aos pares, onde permaneciam por mais cinco dias
quando eram iniciados 0s experimentos.
3.2. Cirurgia

Cinco a dez minutos antes da cirurgia estereotaxica, cada animal foi anestesiado
intraperitonealmente (IP) com tribromoetanol (2,5 g/100 ml, 10 ml/kg, Aldrich, EUA). Em
seguida, os animais foram fixados ao aparelho estereotaxico (Stoelting, EUA), com a
barra dos incisivos 2,5 mm abaixo da linha interaural. Imediatamente apds, recebiam
subcutaneamente o anestésico local, cloridrato de lidocaina (Lidocaina 3%, PROBEM,
Brasil), assim como pentabiético veterinario (0,2 ml, Fort Dodge, Brasil) intra-
muscularmente.

Apés a exposicao do cranio e da devida assepsia do local, dois pequenos orificios
foram abertos: um para o parafuso, com o intuito de auxiliar a fixacado de uma protese
de acrilico, e 0 segundo para a inser¢ao da canula-guia.

3.2.1 Cirurgia intra-SCPD
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Foi utilizada canula-guia de 13 mm de comprimento e 0,3 mm de didmetro externo,
inserida a 2 mm do SCPD seguindo as seguintes coordenadas: angulo de 22°, +1,9 mm
lateral ao lambda e -3,2 mm ventral a superficie do cranio (PAXINOS & WATSON,
1998).

3.2.2. Cirurgia intra-DHVM

Foi utilizada canula-guia de 13 mm de comprimento e 0,3 mm de diametro
externo, inserida a 2 mm do DHVM seguindo as seguintes coordenadas: angulo de 09, -
3,0 mm antero-posterior ao bregma, +0,6 mm lateral e — 7,2 mm ventral a superficie do
cranio.

3.3. Microinjecao

Agulhas dentais de 15 mm de didmetro externo, conectadas a uma seringa
Hamilton de 10 ul através de um tubo de polietileno, foram introduzidas pela canula-
guia, apdés a remocao do mandril. Um minuto depois da introducdo da agulha dental,
iniciou-se a administracao da droga ou veiculo. Em todos os experimentos, um volume
de 0,2 ul foi administrado por um minuto. Apds a administracédo, a agulha permaneceu
por 60 segundos adicionais no interior da canula para evitar refluxos.

3.4. Drogas

Midazolam (nas doses de 10, 20 e 40 nmoles), baclofen (nas doses de 2, 4 ¢ 8
nmoles) e muscimol (nas doses de 2, 4 e 8 nmoles) foram diluidos em salina (cloreto de
sédio 0,9%). O FG 7142 (nas doses de 20, 40 e 80 pmoles) foi diluido em salina e
Tween 80 2%. Todas as drogas foram conservadas no freezer, em eppendorfs,
contendo 20 ul cada, até o dia dos experimentos.

3.5. Modelos Experimentais
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3.5.1. Labirinto em T elevado (Figura 4)

O aparelho foi confeccionado em madeira, com 3 bracos de iguais dimensdes
(50x12 cm). Um braco fechado, por paredes com 40 cm de altura, localizava-se
perpendicularmente aos bracos abertos opostos, os quais foram circundados por
acrilico transparente de 1 cm de altura, para evitar a queda dos animais. Todo o

aparelho encontrava-se elevado a 50 cm do solo.

Figura 4 — Foto do Labirinto em T elevado
3.5.2. Arena (Figura 5)
Foi utilizada uma arena quadrada de madeira (60x60 cm), circundada por paredes

de 40 cm e com o assoalho dividido em 9 partes de 20 cm.
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Figura 5 — Foto da Arena

3.5.3. Modelo de Transi¢ao Claro-Escuro (Figura 6)

O aparelho utilizado neste teste consistiu de uma caixa construida em madeira
(45x22x22 cm), com o piso constituido por barras paralelas de aco, espagcadas em 5
cm. A caixa foi dividida por meio de uma porta central em dois compartimentos, um

claro (60 Lux) e um escuro, de iguais dimensdes.

Figura 6 — Foto do modelo da transigéo claro-escuro
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3.6. Procedimento

3.6.1. Experimento 1 - Microinjecao de midazolam intra-SCPD

LABIRINTO EM T ELEVADO: No dia seguinte a sua chegada ao biotério, os
animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica para implantacdo da canula-guia na
SCPD. Cinco dias depois, estes animais foram pré-expostos a um dos bracos abertos
do modelo do labirinto em T elevado, por um periodo de 30 min. ApGs 24 horas, cada
animal recebeu uma microinjecao de midazolam (10, 20 e 40nmol/0,2 ul) ou veiculo (0,2
ul) e, apés dez minutos, foi colocado na extremidade distal do brago fechado do
labirinto em T elevado, com a cabeca voltada para o centro do aparelho. Cronometrava-
se a laténcia de saida, com as quatro patas, do braco fechado em direcdo ao aberto
(laténcia basal). O animal foi, entdo, retirado do labirinto e colocado em uma caixa, por
trinta segundos. Em seguida, a mesma medida foi tomada por mais duas vezes
consecutivas (laténcias de Esquiva Inibitéria 1 e 2), com intervalo de 30 segundos entre
elas. O animal foi entdo colocado na extremidade do braco aberto para registro do
tempo de saida deste braco com as quatro patas (Fuga 1). Esse procedimento foi
repetido por mais duas vezes consecutivas, com intervalos de trinta segundos entre
elas, para a aquisicao das medidas de Fuga 2 e Fuga 3.

ARENA: Apoés a ultima medida de fuga, o animal foi colocado na arena e filmado
por cinco minutos para posterior registro de niumero de cruzamentos e levantamentos.

MODELO DE TRANSICAO CLARO-ESCURO — Ap6s serem testados na arena, os
animais foram colocados no compartimento claro do modelo da transi¢ao claro-escuro e

foi cronometrado 5 minutos apds a primeira entrada no compartimento claro, sendo
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posteriormente registrados 0 numero de transicbes entre compartimentos e o tempo
gasto no compartimento claro.

3.6.2. Experimento 2 - Microinjecao de baclofen intra-SCPD

ldem ao item 5.6.1. com excecdo que neste experimento os animais foram
microinjetados intra-SCPD com baclofen (2, 4 e 8 nmol/0,2 pl) ou salina (0,2 pl).

3.6.3. Experimento 3 - Microinjecao de FG 7142 intra-SCPD

Idem ao item 5.6.1. com excecdo que neste experimento os animais foram
microinjetados intra-SCPD com FG 7142 (20, 40 e 80 pmol/0,2 pl) ou salina mais
Tween 80 (0,2 ul).

3.6.4. Experimento 4 - Microinjecao de muscimol intra-SCPD

Idem ao item 5.6.1. com excecdo que neste experimento os animais foram
microinjetados intra-SCPD com muscimol (2, 4 e 8 nmol/0,2 ul) ou salina.

3.6.5. Experimento 5 - Microinjecao de midazolam intra-DHVM

ldem ao item 5.6.1. com excecdo que neste experimento os animais foram
microinjetados intra-DHVM com muscimol (2, 4 e 8 nmol/0,2 ul) ou salina € ndo foram
submetidos ao modelo da transicéo claro-escuro.

3.6.6. Experimento 6 - Microinjecao de baclofen intra-DHVM

Idem ao item 5.6.1. com excecdo que neste experimento os animais foram
microinjetados intra-DHVM com muscimol (2, 4 e 8 nmol/0,2 pul) ou salina e ndo foram
submetidos ao modelo da transicao claro-escuro.

3.6.7. Experimento 7 - Microinjecao de FG 7142 intra-DHVM
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ldem ao item 5.6.1. com excecdo que neste experimento os animais foram
microinjetados intra-DHVM com muscimol (2, 4 e 8 nmol/0,2 pl) ou salina e ndo foram
submetidos ao modelo da transicao claro-escuro.

3.6.8. Experimento 8 - Microinjecao de muscimol intra-DHVM

Idem ao item 5.6.1. com excecdo que neste experimento os animais foram
microinjetados intra-DHVM com muscimol (2, 4 e 8 nmol/0,2 pul) ou salina e ndo foram

submetidos ao modelo da transicao claro-escuro.

3.7. Histologia

No dia seguinte aos experimentos, os animais foram sacrificados com Uretana
25%, perfundidos intracardiacamente com salina e formol 10% e seus cérebros
removidos e mantidos por 5 dias no formol. Apds esse periodo, os cérebros foram
cortados com o auxilio de um criostato em sec¢des coronais de 60 um. Com o auxilio de
um microscopio, foram localizados os sitios de microinjecao de acordo com diagramas
do Atlas de Paxinos e Watson (1998).
3.8. Analise estatistica

Os dados da esquiva e da fuga coletados no labirinto em T elevado, foram
submetidos a anélise de variancia (ANOVA) do tipo split-plot, com o tratamento como o
fator independente e as tentativas, como o fator dependente. Caso o resultado do
tratamento ou da interacao tratamento tentativas desse significativo, os resultados eram
submetidos a ANOVA de uma via e em seguida ao teste post-hoc de Duncan. Os dados

da arena e o modelo de transicao claro-escuro também foram submetidos a ANOVA de



Materiais e Método 37

uma via, seguida do teste post-hoc de Duncan. O resultado foi considerado significativo

para valores de p< 0,05.
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4. RESULTADOS
4.1.1. Efeito da administracao de midazolam intra-SCPD no labirinto em T elevado

A Figura 7A demonstra os efeitos do tratamento com midazolam sobre a esquiva
inibitéria dos bracos abertos do labirinto em T elevado. A ANOVA do tipo split-plot
indicou efeito significativo das tentativas [F(2,74)=98,08; p<0,01], mas nao do
tratamento [F(3,37)=0,29; p=0,834] e nem da interacdo tratamento versus tentativas
[F(6,74)=0,17; p=0,984].

A figura 7B demonstra os efeitos dos tratamentos com midazolam sobre a fuga do
bragco aberto do modelo. A ANOVA do tipo split-plot indicou efeitos significativos do
tratamento [F(3,37)=7,99; p<0,01], das tentativas [F(2,74)=27,71; p<0,01] e da interacao
tratamento versus tentativas [F(6,74)=4,62; p<0,01]. A ANOVA de uma via indicou
diferenca significativa na fuga 2 [F(3,37)=14,18; p<0,01] e fuga 3 [F(3,37)=18,78;
p<0,01], mas nao indicou diferenca significativa entre o grupo tratado com midazolam e
0 grupo controle na primeira tentativa de fuga, fuga 1 [F(3,37)=0,02; p=0,9949]. O teste
post-hoc de Duncan indicou que os efeitos significativos na fuga 2 foram dos grupos
tratados com 20 e 40 nmoles de midazolam em relagdo ao controle enquanto que na
fuga 3 o efeito significativo se deu em relagcado aos grupos tratados com midazolam em

todas as trés doses (10, 20 e 40 nmoles).
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Figura 7 — Efeito do midazolam (mdz) intra-SCPD sobre as medidas de esquiva
inibitéria e fuga dos bracos abertos do labirinto em T elevado. Barras representam
média £ EPM para 12 ratos para o grupo controle e de 9 a 12 ratos do grupo tratado
com midazolam (20, 40 e 80 nmoles). As medidas de Laténcia Basal (LB), Esquiva 1,
Esquiva 2, Fuga 1, Fuga 2 e Fuga 3 foram realizadas com 30 segundos de intervalo
entre cada, comecando 10 minutos ap6s a microinjecao de droga ou veiculo. *p<0,05
em relacao ao controle (ANOVA seguida do teste post-hoc de Duncan).
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4.1.2. Efeito da administracao de midazolam intra-SCPD sobre o comportamento
locomotor de ratos na arena

Na tabela 4 estdo descritos os efeitos dos tratamentos sobre a atividade
locomotora dos animais testados na arena. A ANOVA de uma via ndo indicou
diferengas significativas em nenhuma das duas medidas: numero de cruzamentos

[F(3,37)=0,3379; p=0,7694] e numero de levantamentos [F(3,37)=0,2913; p=0,8314].
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4.1.3. Efeito da administracao de midazolam intra-SCPD no modelo da transicao
claro-escuro.

Na tabela 5 estdo descritos os efeitos dos tratamentos sobre o comportamento dos
animais expostos ao modelo da transicdo claro-escuro, nas medidas de numero de
cruzamentos entre os dois compartimentos e tempo gasto no compartimento claro. A
ANOVA de uma via nado indicou diferencas significativas em nenhuma das duas
medidas: numero de transicdes entre os dois compartimentos [F(3,37)=0,3576;

p=0,7839] e tempo gasto no compartimento claro [F(3,37)= 0,3484 ;p=0,7905].
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4.2.1. Efeito da administracao de baclofen intra-SCPD no labirinto em T elevado

A Figura 8A demonstra os efeitos do tratamento com baclofen sobre a esquiva
inibitéria dos bracos abertos do labirinto em T elevado. A ANOVA do tipo split-plot
indicou efeito significativo das tentativas [F(2,82)=116,71; p<0,01], mas ndo do
tratamento [F(3,41)=0,02; p=0,996] e nem da interacdo tratamento versus tentativas
[F(6,82)=0,08; p=0,998].

A figura 8B demonstra os efeitos dos tratamentos com baclofen sobre a fuga do
braco aberto do modelo. A ANOVA do tipo split-plot indicou efeitos significativos do
tratamento [F(3,41)=3,95; p<0,01], das tentativas [F(2,82)=24,15; p<0,01] e da interacao
tratamento versus tentativas [F(6,82)=5,77; p<0,01]. A ANOVA de uma via indicou
diferenca significativa na fuga 2 [F(3,41)=8,8682; p<0,01] e fuga 3 [F(3,41)=7,4164;
p<0,01], mas néo indicou diferenca significativa entre o grupo tratado com baclofen e o
grupo controle na primeira tentativa de fuga, fuga 1 [F(3,41)=0,3808; p=0,8102]. O teste
post-hoc de Duncan indicou que o efeito significativo na fuga 2 e 3 foram dos grupos

tratados com todas as doses (2, 4 e 8 nmoles) de baclofen em relacdo ao controle.
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Figura 8 — Efeito do baclofen intra-SCPD sobre as medidas de esquiva inibitéria
e fuga dos bracos abertos do labirinto em T elevado. Barras representam média + EPM
para 12 ratos para o grupo controle e de 9 - 12 ratos grupo tratado com baclofen (2, 4 e
8 nmoles). As medidas de Laténcia Basal (LB), Esquiva 1, Esquiva 2, Fuga 1, Fuga 2 e
Fuga 3 foram realizadas com 30 segundos de intervalo entre cada, comecando 10
minutos apds a microinjecdo de droga ou veiculo. *p<0,05 em relagdo ao controle
(ANOVA seguida do teste post-hoc de Duncan).
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4.2.2. Efeito da administracdao de baclofen intra-SCPD sobre o comportamento
locomotor de ratos na arena

Na tabela 4 estdo descritos os efeitos dos tratamentos sobre a atividade
locomotora dos animais testados na arena. A ANOVA de uma via ndo indicou
diferengas significativas em nenhuma das duas medidas: numero de cruzamentos

[F(3,41)=0,1902; p=0,9025] e numero de levantamentos [F(3,41)=0,7210; p=0,5452].
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4.2.3. Efeito da administracdo de baclofen intra-SCPD no modelo da transicao
claro-escuro.

Na tabela 5 estao descritos os efeitos dos tratamentos sobre o comportamento dos
animais expostos ao modelo da transicao claro-escuro, nas medidas de numero de
cruzamentos entre os dois compartimentos e tempo gasto no compartimento claro. A
ANOVA de uma via nado indicou diferencas significativas em nenhuma das duas
medidas: numero de transicdes entre os dois compartimentos [F(3,41)=0,22083;

p=0,8817] e tempo gasto no compartimento claro [F(3,41)= 0,3830; p=0,7658].
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4.3.1. Efeito da administracao de FG 7142 intra-SCPD no labirinto em T elevado

A Figura 9A demonstra os efeitos do tratamento com FG 7142 sobre a esquiva
inibitéria dos bracos abertos do labirinto em T elevado. A ANOVA do tipo split-plot
indicou efeito significativo das tentativas [F(2,74)=102,33; p<0,01], e do tratamento
[F(3,37)=2,92; p=0,047] mas nado da interagdo tratamento versus tentativas
[F(6,74)=1,08; p=0,381]. A ANOVA de uma via indicou diferenca significativa na esquiva
2 [F(3,37)=2,46; p<0,01] mas ndo das outras tentativas laténcia basal [F(3,37)=0,34;
p=0,7993] e esquiva 1 [F(3,37)=0,55; p=0,6479]. O teste post-hoc de Duncan
demonstrou que o efeito significativo se deu com o grupo tratado com FG 7142 na dose
de 40 pmoles em relagéo ao grupo controle.

A figura 9B demonstra os efeitos dos tratamentos com FG 7142 sobre a fuga do
bragco aberto do modelo. A ANOVA do tipo split-plot indicou efeitos significativos do
tratamento [F(3,37)=9,02; p<0,01], das tentativas [F(2,74)=28,75; p<0,001] mas nao da
interacdo tratamento versus tentativas [F(6,74)=0,11; p=0,996]. A ANOVA de uma via
indicou diferenca significativa na fuga 2 [F(83,37)=6,61; p<0,01] e fuga 3
[F(3,37)=8,4567; p<0,01], mas nao indicou diferenca significativa entre o grupo tratado
com FG 7142 e o grupo controle na primeira tentativa de fuga, fuga 1 [F(3,37)=1,2921;
p=0,2915]. O teste post-hoc de Duncan indicou que o efeito significativo tanto na fuga 2
quanto na fuga 3 foram de todos os grupos tratados (20, 40 e 80 pmoles) com FG 7142

em relacdo ao controle.
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Figura 9 — Efeito do FG 7142 intra-SCPD sobre as medidas de esquiva inibitéria e
fuga dos bracos abertos do labirinto em T elevado. Barras representam média =+ EPM
para 12 ratos para o grupo controle e de 9 a 12 ratos grupo tratado com FG 7142 (20,
40 e 80 pmoles). As medidas de Laténcia Basal (LB), Esquiva 1, Esquiva 2, Fuga 1,
Fuga 2 e Fuga 3 foram realizadas com 30 segundos de intervalo entre cada,
comecando 10 minutos apds a microinjecao de droga ou veiculo. *p<0,05 em relacao
ao controle (ANOVA seguida do teste post-hoc de Duncan).
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4.3.2. Efeito da administracao de FG 7142 intra-SCPD sobre o comportamento
locomotor de ratos na arena

Na tabela 4 estdo descritos os efeitos dos tratamentos sobre a atividade
locomotora dos animais testados na arena. A ANOVA de uma via ndo indicou
diferengas significativas em nenhuma das duas medidas: numero de cruzamentos

[F(3,37)=0,7863; p=0,5093] € numero de levantamentos [F(3,37)=0,4974; p=0,6863].
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4.3.3. Efeito da administracao de FG 7142 intra-SCPD no modelo da transicao
claro-escuro.

Na tabela 5 estao descritos os efeitos dos tratamentos sobre o comportamento dos
animais expostos ao modelo da transicao claro-escuro, nas medidas de numero de
cruzamentos entre os dois compartimentos e tempo gasto no compartimento claro. A
ANOVA de uma via nado indicou diferencas significativas em nenhuma das duas
medidas: numero de transicdes entre os dois compartimentos [F(3,37)=0,2752;

p=0,8429] e tempo gasto no compartimento claro [F(3,37)= 0,3882;p=0,7621].
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4.4.1. Efeito da administracdao de muscimol intra-SCPD no labirinto em T elevado

A Figura 10A demonstra os efeitos do tratamento com muscimol sobre a esquiva
inibitéria dos bracos abertos do labirinto em T elevado. A ANOVA do tipo split-plot
indicou efeito significativo das tentativas [F(2,64)=79,78; p<0,01], mas nao do
tratamento [F(3,32)=0,07; p=0,975] e nem da interacdo tratamento versus tentativas
[F(6,64)=0,06; p=0,999].

A figura 10B demonstra os efeitos dos tratamentos com muscimol sobre a fuga do
braco aberto do modelo. A ANOVA do tipo split-plot indicou efeitos significativos do
tratamento [F(3,32)=5,90; p<0,01], das tentativas [F(2,64)=38,20; p<0,01] e da interacao
tratamento versus tentativas [F(6,64)=38,20; p<0,01]. A ANOVA de uma via indicou
diferenca significativa na fuga 2 [F(3,32)=5,41; p<0,01] e fuga 3 [F(3,32)=7,63; p<0,01],
mas nao indicou diferenca significativa entre o grupo tratado com muscimol e o grupo
controle na primeira tentativa de fuga, fuga 1 [F(3,32)=0,45; p=0,718]. O teste post-hoc
de Duncan indicou que os efeitos significativos na fuga 2 foram dos grupos tratados
com 4 e 8 nmoles de muscimol em relagdo ao controle, enquanto que na fuga 3 o efeito
significativo se deu entre os grupos tratados com muscimol em todas as trés doses (2, 4

e 8 nmoles), em relacao ao controle.
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Figura 10 — Efeito do muscimol intra-SCPD sobre as medidas de esquiva
inibitéria e fuga dos bracos abertos do labirinto em T elevado. Barras representam
média + EPM para 9 ratos para o grupo controle e para o grupo tratado com muscimol
(2, 4 e 8 nmoles). As medidas de Laténcia Basal (LB), Esquiva 1, Esquiva 2, Fuga 1,
Fuga 2 e Fuga 3 foram realizadas com 30 segundos de intervalo entre cada,
comecando 10 minutos apds a microinjecao de droga ou veiculo. *p<0,05 em relacao

ao controle (ANOVA seguida do teste post-hoc de Duncan).
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4.4.2. Efeito da administracao de muscimol intra-SCPD sobre o comportamento
locomotor de ratos na arena

Na tabela 4 estdo descritos os efeitos dos tratamentos sobre a atividade
locomotora dos animais testados na arena. A ANOVA de uma via ndo indicou
diferengas significativas em nenhuma das duas medidas: numero de cruzamentos

[F(3,32)=0,1884; p=0,9035] e numero de levantamentos [F(3,32)=0,2173; p=0,8837].
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4.4.3. Efeito da administracao de muscimol intra-SCPD no modelo da transicao
claro-escuro.

Na tabela 5 estao descritos os efeitos dos tratamentos sobre o comportamento dos
animais expostos ao modelo da transicdo claro-escuro, nas medidas de numero de
cruzamentos entre os dois compartimentos e tempo gasto no compartimento claro. A
ANOVA de uma via nado indicou diferencas significativas em nenhuma das duas
medidas: numero de transicdes entre os dois compartimentos [F(3,32)=0,468;

p=0,9863] e tempo gasto no compartimento claro [F(3,32)= 1,039;p=0,3882].
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Tabela 4 — Média e E.P.M. do niumero de cruzamentos e levantamentos na arena
em ratos administrados intra-SCPD por midazolam (10, 20 e 40 nmoles), baclofen (2, 4
e 8 nmoles), FG 7142 (20, 40 e 80 pmoles) e muscimol (2, 4 e 8 nmoles).

Drogas Numero
Cruzamentos Levantamentos
Salina 50,00 + 4,93 22,58 + 2,03
midazolam (10 nmoles) 43,55 £ 5,25 20,64 + 2,31
midazolam (20 nmoles) 47,78 £ 4,65 23,00 £2,05
midazolam (40 nmoles) 48,33 + 2,58 21,11 £ 1,81
Salina 52,25 + 3,74 26,75 +1,74
baclofen (2 nmoles) 52,33 + 4,27 24,33 + 1,44
baclofen (4 nmoles) 50,67 £ 4,79 23,58 £ 1,76
baclofen (8 nmoles) 48,70 £ 3,72 25,50 £ 2,01
Veiculo 49,58 + 6,69 25,17 + 2,66
FG 7142 (20 pmoles) 53,58 + 5,24 22,42 + 3,18
FG 7142 (40 pmoles) 41,89 + 6,02 22,11 £2,00
FG 7142 (80 pmoles) 4275 +7,17 20,00 + 3,78
Salina 48,22 + 3,42 23,78 +1,78
muscimol (2 nmoles) 44,67 + 3,48 23,89 £ 1,92
muscimol (4 nmoles) 44,56 + 3,17 25,78 £ 2,04
muscimol (8 nmoles) 46,26 £ 4,16 2412 +1,12
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Tabela 5 — Média e E.P.M. do tempo gasto no compartimento claro e do numero
de transicbes entre compartimentos no modelo da transicdo claro-escuro em ratos
administrados intra-SCPD por midazolam (10, 20 e 40 nmoles), baclofen (2, 4 e 8
nmoles), FG 7142 (20, 40 e 80 pmoles) e muscimol (2, 4 e 8 nmoles).

Tempo gasto no Numero de transigdes

Drogas

compartimento claro entre compartimentos
Salina 25,25 + 4,45 4,42 + 0,34
midazolam (10 nmoles) 28,91 £ 5,49 4,36 + 0,41
midazolam (20 nmoles) 22,44 + 3,27 5,00 + 0,56
midazolam (40 nmoles) 24,11 £4,43 3,51 +£0,32
Salina 26,75 + 3,89 5,08 + 0,67
baclofen (2 nmoles) 28,25 £ 3,04 5,42 £ 0,43
baclofen (4 nmoles) 29,00 + 3,10 5,58 + 0,63
baclofen (8 nmoles) 24,02 £ 2,56 4,90 £0,48
Veiculo 30,17 £ 5,27 4,67 + 0,66
FG 7142 (20 pmoles) 25,18 £+ 3,45 5,17 £ 0,71
FG 7142 (40 pmoles) 27,44 + 7,57 4,44 + 0,63
FG 7142 (80 pmoles) 21,88 +6,16 4,50 + 0,33
Salina 25,67 + 3,33 5,00 £+ 0,32
muscimol (2 nmoles) 24,33 + 3,59 4,56 + 0,50
muscimol (4 nmoles) 25,34 £ 3,28 4,44 + 0,44
muscimol (8 nmoles) 26,28 + 3,61 5,56 + 0,53
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4.5.1. Efeito da administracao de midazolam intra-DHVM no labirinto em T elevado
A Figura 11A demonstra os efeitos do tratamento com midazolam sobre a esquiva
inibitéria dos bracos abertos do labirinto em T elevado. A ANOVA do tipo split-plot
indicou efeito significativo das tentativas [F(2,58)=202,60; p<0,01], do tratamento
[F(3,295)=11,88; p<0,01] e da interacdo tratamento versus tentativas [F(6,58)=8,93;
p<0,01]. A ANOVA de uma via indicou diferenga significativa na esquiva 1
[F(3,29)=3,60; p<0,05] e na esquiva 2 [F(3,29)=12,11; p<0,01], mas nao da laténcia
basal [F(3,29)=0,66; p=0,5845]. O teste post-hoc de Duncan demonstrou que o efeito
significativo se deu com o grupo tratado com midazolam nas diferentes doses de
tratamento (10, 20 e 40 nmoles) em relacdo ao grupo controle, na esquiva 1 e 2.

A figura 11B demonstra os efeitos dos tratamentos com midazolam sobre a fuga
do brago aberto do modelo. A ANOVA do tipo split-plot indicou efeitos significativos do
tratamento [F(3,29)=15,01; p<0,01], das tentativas [F(2,58)=48,79; p<0,01] e da
interacdo tratamento versus tentativas [F(6,58)=2,65; p<0,05]. A ANOVA de uma via
indicou diferenca significativa na fuga 2 [F(3,29)=13,39; p<0,01] e fuga 3 [F(3,29)=6,90;
p<0,01], mas n&o indicou diferenca significativa entre o grupo tratado com midazolam e
0 grupo controle na primeira tentativa de fuga, fuga 1 [F(3,29)=2,03; p=0,1308]. O teste
post-hoc de Duncan indicou que os efeitos significativos na tentativa de fuga 2 foram
dos grupos tratamento com 20 e 40 nmoles de midazolam, enquanto que na tentativa 3
0s grupos tratados com todas as 3 doses (10, 20 e 40 nmoles) tiveram efeito

significativo em relagéo ao controle.



Resultados 57

300 - Osalina
m midazolam 10 nmoles
250 | I midazolam 20 nmoles

I midazolam 40 nmoles
200

150

Laténcia(s)

100

50

LB Esquiva 1 Esquiva 2
14 -
12 4
10 4 * .
,';’\ * * *
5 8-
o
[=
B : .
[} ]
|
4 4
2 4
0
Fuga 1 Fuga 2 Fuga 3

Figura 11 — Efeito do midazolam intra-DHVM sobre as medidas de esquiva
inibitéria e fuga dos bracos abertos do labirinto em T elevado. Barras representam
média + EPM para 8 ratos para o grupo controle e de 8 - 9 ratos para o grupo tratado
com midazolam (10, 20 e 40 nmoles). As medidas de Laténcia Basal (LB), Esquiva 1,
Esquiva 2, Fuga 1, Fuga 2 e Fuga 3 foram realizadas com 30 segundos de intervalo
entre cada, comecando 10 minutos apds a microinjecao de droga ou veiculo. *p<0,05
em relacdo ao controle (ANOVA seguida do teste post-hoc de Duncan).
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4.5.2. Efeito da administracao de midazolam intra-DHVM sobre o comportamento
locomotor de ratos na arena

Na tabela 6 estdo descritos os efeitos dos tratamentos sobre a atividade
locomotora dos animais testados na arena. A ANOVA de uma via ndo indicou
diferengas significativas em nenhuma das duas medidas: numero de cruzamentos

[F(3,29)=0,6651; p=0,5803] € numero de levantamentos [F(3,29)=0,7361; p=0,5390].
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4.6.1. Efeito da administracao de baclofen intra-DHVM no labirinto em T elevado

A Figura 12A demonstra os efeitos do tratamento com baclofen sobre a esquiva
inibitéria dos bracos abertos do labirinto em T elevado. A ANOVA do tipo split-plot
indicou efeito significativo do tratamento [F(3,26)=4,92; p<0,01], das tentativas
[F(2,52)=161,21; p<0,001], mas nao da interacdo tratamento versus tentativas
[F(6,52)=1,97; p=0,09]. A ANOVA de uma via indicou diferenca significativa na esquiva
2 [F(3,26)=3,90; p=0,02]. O teste post-hoc de Duncan demonstrou que o efeito
significativo se deu entre os grupos tratados com as doses de 4 e 8 nmoles da droga,
em relacdo ao grupo controle (p < 0,05).

A figura 12B demonstra os efeitos dos tratamentos com baclofen sobre a fuga do
bragco aberto do modelo. A ANOVA do tipo split-plot indicou efeito significativo do
tratamento [F(3,26)=9,68; p<0,001] e das tentativas [F(2,52)=26,95; p<0,001], mas nao
da interagao tratamento versus tentativas [F(6,52)=1,05; p=0,40]. A ANOVA de uma via
indicou diferenca significativa na fuga 2 [F(3,26)=6,65; p<0,01] e fuga 3 [F(3,26)=5,72;
p<0,01]. O teste post-hoc de Duncan indicou que os efeitos significativos se deram,
tanto na fuga 2 quanto na 3, entre os trés grupos tratados com baclofen (2, 4 e 8

nmoles) em relacédo ao controle (p < 0,05).
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Figura 12 - Efeito do baclofen intra-DHVM sobre as medidas de esquiva inibitéria (A) e
fuga (B) dos bracos abertos do labirinto em T elevado. Barras representam média +
EPM para 7-8 ratos por grupo de tratamento. As medidas de Laténcia Basal, Esquiva 1,
Esquiva 2, Fuga 1, Fuga 2 e Fuga 3 foram realizadas com 30 segundos de intervalo
entre cada, comecando 10 minutos apds a microinjecao de droga ou veiculo. *p<0,05
em relacdo ao controle (ANOVA seguida do teste post-hoc de Duncan).
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4.6.2. Efeito da administracao de baclofen intra-DHVM sobre o comportamento
locomotor de ratos na arena

Na tabela 6 estdo descritos os efeitos dos tratamentos sobre a atividade
locomotora dos animais testados na arena. A ANOVA de uma via ndo indicou
diferengas significativas em nenhuma das duas medidas: numero de cruzamentos

[F(3,26)=0,27; p=0,85] e numero de levantamentos [F(3,26)=1,36; p=0,28].
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4.7.1. Efeito da administracao de FG 7142 intra-DHVM no labirinto em T elevado

A Figura 13A demonstra os efeitos do tratamento com FG 7142 sobre a esquiva
inibitéria dos bracos abertos do labirinto em T elevado. A ANOVA do tipo split-plot
indicou efeito significativo do tratamento [F(3,27)=17,37; p<0,001], das tentativas
[F(2,54)=272,22; p<0,001], e da interacdo tratamento versus tentativas [F(6,54)=3,93;
p<0,01]. A ANOVA de uma via indicou diferenga significativa na esquiva 1
[F(3,27)=8,42; p<0,001] e na esquiva 2 [F(3,27)=5,87; p<0,01]. O teste post-hoc de
Duncan demonstrou que o efeito significativo se deu na esquiva 1 entre o grupo tratado
com 80 pmoles da droga, e na esquiva 2 entre os grupos tratados com as 3 doses da
droga, todos em relagdo ao grupo controle (p < 0,05).

A figura 13B demonstra os efeitos dos tratamentos com FG 7142 sobre a fuga do
braco aberto do modelo. A ANOVA do tipo split-plot indicou efeitos significativos do
tratamento [F(3,27)=21,46; p<0,01], das tentativas [F(2,54)=32,91; p<0,001] e da
interacdo tratamento versus tentativas [F(6,54)=3,31; p<0,01]. A ANOVA de uma via
indicou diferenca significativa na fuga 1 [F(3,27)=11,49; p<0,001], fuga 2
[F(3,27)=10,02; p<0,001] e fuga 3 [F(3,27)=4,24; p<0,01]. O teste post-hoc de Duncan
indicou que os efeitos significativos se deram entre os grupos tratados com 40 e 80
pmoles de FG 7142 na fuga 1 e 3, e entre os 3 grupos de tratamento (20, 40 e 80

pmoles da droga) na fuga 2, todos em relacao ao controle (p < 0,05).
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Figura 13 - Efeito do FG 7142 intra-DHVM sobre as medidas de esquiva inibitéria (A) e
fuga (B) dos bracos abertos do labirinto em T elevado. Barras representam média +
EPM para 8 ratos por grupo de tratamento. As medidas de Laténcia Basal, Esquiva 1,
Esquiva 2, Fuga 1, Fuga 2 e Fuga 3 foram realizadas com 30 segundos de intervalo
entre cada, comecando 10 minutos apds a microinjecao de droga ou veiculo. *p<0,05
em relacao ao controle (ANOVA seguida do teste post-hoc de Duncan).
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4.7.2. Efeito da administracao de FG 7142 intra-DHVM sobre o comportamento
locomotor de ratos na arena

Na tabela 6 estdo descritos os efeitos dos tratamentos sobre a atividade
locomotora dos animais testados na arena. A ANOVA de uma via ndo indicou
diferengas significativas em nenhuma das duas medidas: numero de cruzamentos

[F(3,27)=0,45; p=0,72] e numero de levantamentos [F(3,27)=0,65; p=0,59].
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4.8.1. Efeito da administracdao de muscimol intra-DHVM no labirinto em T elevado

A Figura 14A demonstra os efeitos do tratamento com muscimol sobre a esquiva
inibitéria dos bracos abertos do labirinto em T elevado. A ANOVA do tipo split-plot
indicou efeito significativo das tentativas [F(2,70)=103,43; p<0,01], do tratamento
[F(3,35)=5,52; p<0,01] e da interagcdo tratamento versus tentativas [F(6,70)=5,96;
p<0,01]. A ANOVA de uma via indicou diferenga significativa na esquiva 2
[F(3,35)=12,63; p<0,01] mas ndo das outras tentativas, laténcia basal [F(3,35)=0,79;
p=0,5037] e esquiva 1 [F(3,35)=0,71; p=0,5507]. O teste post-hoc de Duncan
demonstrou que o efeito significativo se deu com o grupo tratado com muscimol nas
doses de 4 e 8 nmoles em relagao ao grupo controle.

A figura 14B demonstra os efeitos dos tratamentos com muscimol sobre a fuga do
bragco aberto do modelo. A ANOVA do tipo split-plot indicou efeitos significativos do
tratamento [F(3,35)=15,49; p<0,01], das tentativas [F(2,70)=99,03; p<0,01] e da
interacdo tratamento versus tentativas [F(6,70)=5,47; p<0,01]. A ANOVA de uma via
indicou diferenca significativa na fuga 2 [F(3,35)=16,09; p<0,01] e fuga 3
[F(3,35)=12,61; p<0,01], mas nao indicou diferencga significativa entre o grupo tratado
com muscimol e o grupo controle na primeira tentativa de fuga, fuga 1 [F(3,35)=0,38;
p=0,7705]. O teste post-hoc de Duncan indicou que os efeitos significativos nas
tentativas de fuga 2 e 3 foram dos grupos tratados com 4 e 8 nmoles de muscimol em

relacao ao controle.
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Figura 14 — Efeito do muscimol intra-DHVM sobre as medidas de esquiva
inibitéria e fuga dos bracos abertos do labirinto em T elevado. Barras representam
média =+ EPM para 9 ratos para o grupo controle e de 9 - 11 ratos para o grupo tratado
com muscimol (2, 4 e 8 nmol). As medidas de Laténcia Basal (LB), Esquiva 1, Esquiva
2, Fuga 1, Fuga 2 e Fuga 3 foram realizadas com 30 segundos de intervalo entre cada,
comecando 10 minutos apds a microinjecdo de droga ou veiculo. *p<0,05 em relacao
ao controle (ANOVA seguida do teste post-hoc de Duncan).
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4.8.2. Efeito da administracao de muscimol intra-DHVM sobre o comportamento
locomotor de ratos na arena

Na tabela 6 estdo descritos os efeitos dos tratamentos sobre a atividade
locomotora dos animais testados na arena. A ANOVA de uma via ndo indicou
diferengas significativas em nenhuma das duas medidas: numero de cruzamentos

[F(3,35)=0,2048; p=0,8923] € numero de levantamentos [F(3,35)=0,5791; p=0,6326].
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Tabela 6 — Média e E.P.M. no nimero de cruzamentos e levantamentos de ratos
administrados intra-DHVM por midazolam (10, 20 e 40 nmoles), baclofen (2, 4 e 8
nmoles), FG 7142 (20, 40 e 80 pmoles) e muscimol (2, 4 3 8 nmoles).

Drogas Cruzamentos Levantamentos
Salina 45,25 + 2,64 23,50 £1,97
midazolam (10 nmoles) 48,44 + 3,25 25,44 + 239
midazolam (20 nmoles) 53,25 + 6,22 28,88 + 3,18
midazolam (40 nmoles) 49,00 + 2,87 26,63 + 2,69
baclofen (2 nmoles) 39,29 £1,23 21,86 £ 0,74
baclofen (4 nmoles) 40,71 £2,08 21,86 + 0,96
baclofen (8 nmoles) 41,00 £ 1,13 19,75 +£0,70
Veiculo 43,29 + 2,77 20,71 £1,87
FG 7142 (20 pmoles) 47,38 £ 2,82 20,63 = 1,21
FG 7142 (40 pmoles) 47,63 £ 2,97 23,25 +1,36
FG 7142 (80 pmoles) 46,25 + 2,88 21,00 £1,78
Salina 50,44 + 4,59 23,78 £ 2,06
muscimol (2 nmoles) 45,50 *+ 3,36 24,10 £2,10
muscimol (4 nmoles) 48,27 + 5,27 26,64 £ 1,24
muscimol (8 nmoles) 48,11 £ 3,89 24,33 + 1,68
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5. DISCUSSAO

Diversas estruturas do SNC tém sido relacionadas com a mediagcdo do
comportamento defensivo. Especificamente a SCPD, e o hipotalamo medial, juntamente
com algumas estruturas limbicas, como a amigdala e o sistema septo-hipocampal,
parecem compor uma rede neural responsavel por diferentes respostas
comportamentais de defesa (BANDLER et al,, 1991; CARRIVE, 1993; BEITZ, 1990;
SHIPLEY et al.,, 1991). O presente trabalho optou por investigar duas das estruturas
mencionadas: a SCPD e um nucleo hipotalamico especifico, o DHVM. Estas estruturas
enviam projegcbes para diferentes regides do tronco encefalico relacionadas com o
controle motor (FLYNN et al., 1971), o que se torna necessario, por exemplo, para a
coordenacdo de comportamentos de luta e fuga, bem como de outras respostas
comportamentais de defesa.

Os resultados deste trabalho demonstram que a estimulacdo de receptores
GABAA/BZD e GABAg da SCPD pela administracado local de midazolam, muscimol e
baclofen prejudicou a fuga do labirinto em T elevado, um efeito panicolitico, sem alterar
a esquiva inibitoria. Por outro lado, a administracdo intra-SCPD do agonista inverso
BZD FG 7142 facilitou tanto a fuga, quanto a esquiva inibitéria dos bragos abertos do
modelo, caracterizando um efeito panicogénico e ansiogénico, respectivamente. Nao foi
observado resultado significativo com nenhuma das drogas no modelo de transicdo
claro-escuro, nem sobre a atividade locomotora dos animais medida na arena. A
auséncia de alteracdo da atividade locomotora dos animais pode também ser
comprovada pela néo alteracao da laténcia basal, primeira medida de esquiva inibitoria
tomada quando os animais ja estdo sob o efeito da droga. Ja a administracdo intra-

DHVM do agonista GABAa muscimol, do agonista BZD midazolam e do agonista
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GABAg baclofen prejudicou tanto a fuga do labirinto em T elevado, efeito panicolitico,
quanto a esquiva inibitéria dos bracos abertos do modelo, efeito ansiolitico. Por outro
lado, a administracdo do agonista inverso BDZ FG 7142 facilitou tanto a esquiva
inibitéria, efeito ansiogénico, quanto a fuga de uma via, efeito panicogénico. De maneira
semelhante ao observado com a SCPD, ndo foram observados resultados significativos
com essas drogas, administradas intra-DHVM, na arena e nem na laténcia basal da
esquiva inibitéria. Estes ultimos resultados reforcam a idéia de que os efeitos
observados no labirinto em T elevado ap6s os diferentes tratamentos ndo sao devidos a
alteragdes motoras.

Desde que Nashold e colaboradores (1969) verificaram, em pacientes submetidos
a neurocirurgias, que a estimulagdo elétrica da SCPD acarretava uma série de
alteracoes fisiologicas e comportamentais que se assemelhavam a um ataque de
panico, a relacdo da estrutura com este disturbio de ansiedade vem sendo aventada.
Em ratos, a estimulacao elétrica ou quimica da estrutura desencadeia respostas de
fuga, acompanhada por uma série de alteracbes neurovegetativas, como aumento da
pressao arterial, taquicardia, vasodilatacdo dos musculos estriados e hiperventilacao
similares aquelas evocadas no animal quando do confronto com predadores, ou seja,
situacdes naturais de perigo/ameaca (OLDS & OLDS, 1962; SANDNER et al., 1987;
FANSELOW, 1991; SCHENBERG et al.,, 2001). Como estes sintomas sdo também
descritos por pacientes que experienciam ataques de panico, alguns autores propéem
que a fuga decorrente da estimulacdo elétrica ou quimica da SCPD pode ser
considerada como um modelo experimental de panico (GRAEFF,1988; 1990; 1991; DI
BORTOLI et al., 2006; BERTOGLIO E ZANGROSSI, 2005; MOREIRA E GUIMARAES,

2005; MEZZASALMA et al., 2004).
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Nesse sentido, e em concordancia com os resultados experimentais obtidos com
a fuga evocada pela estimulacao elétrica da estrutura (BOVIER et al., 1982; GRAEFF et
al, 1986; AUDI & GRAEFF, 1987; RUSSO et al, 1991; 1993), os resultados do presente
trabalho sugerem efeito do tipo panicolitico do midazolam e do muscimol administrados
intra-SCPD em uma resposta de fuga induzida por uma situacao naturalistica, espaco
aberto e elevado do chao. Corroborando nossos resultados e utilizando a estimulacao
elétrica da SCPD como modelo experimental de panico, Graeff e colaboradores (1986;
AUDI & GRAEFF, 1987) mostraram que a administracdo de GABA e dos agonistas de
receptores GABAA muscimol, isovugacina e THIP aumentou o limiar aversivo, definido
como a menor intensidade de corrente elétrica capaz de induzir comportamento de
fuga. Adicionalmente, efeito anti-aversivo foi observado no mesmo modelo apdés a
administracéo intra-SCPD dos BDZs midazolam e clordiazepéxido (BOVIER et al, 1982;
GRAEFF et al, 1986; AUDI e GRAEFF, 1987). Por outro lado, tanto a bicuculina quanto
a picrotoxina, ambos antagonistas GABAa, induzem resposta de fuga semelhante a
observada com a estimulacdo elétrica desta mesma estrutura mesencefalica
(BRANDAO et al., 1982; DI SCALA et al, 1984; GRAEFF et al, 1986;
EICHENBERGER et al., 2002).

De maneira semelhante a SCPD, a estimulagéo elétrica do hipotalamo medial, e
mais especificamente do hipotdlamo dorsomedial, também produz uma resposta
comportamental de fuga que pode ser relacionada ao disturbio do péanico
(VALENSTEIN et al, 1968; PANKSEPP, 1971; LIPP et al, 1978; LAMMERS et al, 1988;
SILVEIRA et al, 1995). Entretanto, as respostas de fuga eliciadas a partir da
estimulacéao do hipotalamo diferem das oriundas a partir da estimulacdo da SCPD. Foi

demonstrado, por exemplo, que a estimulacdo quimica do hipotalamo medial de ratos
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testados em uma arena acarretava saltos e comportamentos locomotores coordenados,
aparentemente voltados para o objetivo de encontrar a saida (SCHIMITT et al., 1986).
Esta observacdo tem levado alguns autores a rejeitarem a idéia da fuga oriunda da
estimulacdo elétrica do hipotalamo medial como modelo experimental de péanico
(SCHIMITT et al., 1986; GRAEFF & ZANGROSSI JR., 2002). De qualquer forma,
respostas de fuga, semelhantes as observados através da estimulacdo elétrica da
estrutura, tém sido obtidas a partir da microinjecao intra-hipotalamo dorsomedial de
drogas que diminuem a neurotransmissao gabaérgica (DI SCALA et al, 1984; SCHMITT
et al, 1986; BRANDAO et al, 1986; SHEKAR & DI MICCO, 1987; MILANI & GRAEFF,
1987). Adicionalmente, Silveira & Graeff (1992) mostraram que a administracéo intra-
hipotalamo dorsomedial do agonista de receptores GABAa THIP foi capaz de reverter o

efeito aversivo produzido pela administracao intra-nucleo de acido cainico.

O presente estudo sugere que além do hipotalamo dorsomedial, um outro nucleo
hipotalamico também se encontra implicado com respostas de fuga, o DHVM. Neste
sentido, foi demonstrado que a administragdo intra-DHVM de muscimol e midazolam
prejudicou a resposta de fuga de um dos bracos abertos do labirinto em T elevado.
Nossos resultados corroboram o que ja havia sido observado por Canteras e
colaboradores (1997) com a técnica de imunorreatividade a proteina Fos. No estudo
mencionado, os autores mostraram que a exposicdo direta ao predador, capaz de
evocar comportamento de freezing, bem como saltos e respostas de fuga em ratos, era
também capaz de aumentar a expressdo de Fos em diferentes nucleos da regiao
medial do hipotalamo, incluindo o DHVM. Resultados similares foram obtidos quando os

animais foram expostos ao odor de gato (STAPLES et al, 2005). Além disso, foi
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demonstrado que a resposta de fuga induzida pela estimulacao elétrica da SCPD
também é capaz de provocar um aumento na ativagdo da proteina Fos no mesmo

nucleo (VIANNA et al., 2003).

De maneira similar ao midazolam e ao muscimol, o baclofen intra-SCPD e intra-
DHVM prejudicou a fuga, sugerindo o envolvimento de receptores GABAg das
estruturas na mediacdo desta resposta defensiva. Contrariando estes resultados, um
estudo prévio mostrou que a injecdo intra-SCPD deste agonista ndo modificou a fuga
induzida pela estimulacao elétrica da estrutura (GRAEFF et al, 1986). No entanto, como
no estudo supracitado apenas uma dose de baclofen (10 nmoles) foi avaliada, é
possivel que essa discrepancia reflita diferencas entre os dois testes em relagdo a
sensibilidade ou seletividade da droga.

Em concordancia com os atuais achados envolvendo o labirinto em T elevado,
estudos clinicos também relacionam receptores GABAg com a fisiopatologia do
distarbio do panico. Em um estudo duplo-cego, resultados mostram que o baclofen
reduziu significativamente a incidéncia de ataques de panico em pacientes
diagnosticados como portadores do disturbio de panico e que nao faziam uso de
medicamentos (BRESLOW et al, 1989). Sao ainda desconhecidas quais estruturas
neuroanatdbmicas estdo envolvidas com este efeito panicolitico, mas estudos
experimentais com animais tém demonstrado que pelo menos a SCPD é rica em
receptores GABAg (LOVICK, 2000). De fato, tem sido demonstrado que, entre os
setores anatbmicos da SCP, os receptores GABAg foram particularmente mais

encontrados na porcao dorsal desta estrutura (BOWERY et al, 1987; LOVICK, 2000).



Discussédo 74

Contrariamente aos efeitos observados com o midazolam ou com os agonistas
GABAérgicos muscimol e baclofen, a administragdo intra-SCPD e intra-DHVM do
agonista inverso BDZ FG 7142 facilitou a fuga, efeito panicogénico (DOROW et al,
1983). Tem sido demonstrado que esta droga provoca intenso desconforto, tenséo
intoleravel e sentimentos de morte iminente em voluntarios humanos saudaveis. Em
alguns individuos, esta reagao, que se assemelha a um ataque de panico, foi tdo severa
que os experimentos tiveram que ser abandonados por motivos éticos (MALIZIA et al,
1995). Embora o efeito sistémico do FG 7142 no labirinto em T elevado n&o tenha sido
ainda verificado, ja foi demonstrado que a droga aumenta a propensao a fuga em ratos
testados no labirinto em cruz elevado, uma resposta comportamental também
associada ao panico (JONES et al, 2002).

Dentre todas as drogas administradas intra-SCPD utilizadas no presente estudo, o
FG 7142 foi a Unica a alterar a esquiva inibitéria do labirinto em T elevado. A droga
facilitou significativamente a aquisicdo desta resposta, o que € um indicativo de seu
efeito ansiogénico. Corroborando este resultado, efeitos ansiogénicos da administracéo
intra-SCPD de FG 7142 j& haviam sido demonstrados no labirinto em cruz elevado
(RUSSO et al, 1993). E interessante lembrar que ao contrario do labirinto em cruz
elevado, que tem sido considerado como um modelo misto de ansiedade (HANDLEY &
MCBLANE, 1993; GRAEFF & ZANGROSSI JR., 2002), as respostas comportamentais
medidas no labirinto em T tem sido relacionadas a subtipos especificos de ansiedade
encontrados na clinica (GRAEFF et al,, 1993; VIANA et al., 1994; ZANGROSSI, Jr. &
GRAEFF, 1997). Neste sentido, a esquiva inibitéria tem sido relacionada, tendo por
base sua validacdo comportamental e farmacolégica, a ansiedade generalizada, a

semelhanca das respostas comportamentais de defesa medidas no modelo da
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transicao claro-escuro. Entretanto, apesar de ter alterado significativamente a resposta
de esquiva inibitéria do labirinto em T, o FG 7142 ndo apresentou nenhum efeito
significativo nem no nimero de transicoes e nem no tempo gasto no compartimento
claro do modelo da transicao claro-escuro. O porqué da auséncia de efeito da droga no
modelo é controverso e merece ser melhor investigado. E possivel, entretanto, que os
resultados tenham sido comprometidos pela experiéncia prévia dos animais com o
labirinto. Assim, para os experimentos com o DHVM, optamos por nao incluir os testes
com o modelo da transi¢do claro-escuro subsequentemente aos testes com o labirinto
em T elevado.

Contrariando o que foi observado com a SCPD, todas as drogas administradas
intra-DHVM alteraram significativamente, além da resposta de fuga, a resposta de
esquiva inibitéria do labirinto em T elevado. Corroborando estes resultados, evidéncias
prévias demonstram que a administracao intra-DHVM de GABA apresenta efeito
ansiolitico em duas tarefas distintas que envolvem a esquiva como resposta de defesa,
a esquiva de uma plataforma iluminada e a esquiva de uma situagdo potencialmente
perigosa (TALALAENKO et al, 2001). Adicionalmente, a administracao intra-DHVM do
antagonista GABAa bicuculina diminuiu o tempo gasto no compartimento claro do
modelo da transicao claro-escuro (ZAGRODZKA et al, 2000), resposta comportamental
de defesa, que com base em sua validacao farmacolégica, também tem sido associada
a ansiedade generalizada. Finalmente, a administracdo intra-DHVM do agonista BZD
midazolam apresentou efeito ansiolitico na porcentagem de entrada e tempo gasto nos
bragos abertos do modelo do labirinto em cruz elevado, bem como nas medidas

realizadas no teste do beber-punido de Vogel (JARDIM et al., 2005).
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Assim, quando comparados, 0s resultados obtidos com ambas as estruturas,
SCPD e DHVM, no presente estudo, diferem no seguinte sentido: Com excec¢ao do que
foi observado com o FG 7142, que quando administrado intra-SCPD alterou também as
respostas de esquiva, todas as outras drogas administradas intra-SCPD foram,
diferentemente do DHVM, seletivas para a tarefa de fuga. Esta observacdo, que
corrobora o que tem sido demonstrado na literatura, nos leva a concluir que, embora os
receptores GABA/BDZ da SCPD estejam primordialmente envolvidos na mediacdo de
um comportamento defensivo que tem sido associado ao disturbio do panico, a fuga
dos bragos abertos do labirinto em T, os mesmos receptores no DHVM aparentemente
encontram-se relacionados aos dois subtipos de ansiedade associados as tarefas
comportamentais medidas, o disturbio do panico e o disturbio da ansiedade

generalizada.
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6. Conclusoes

Os receptores GABA/BZD de ambas as estruturas estudadas no presente trabalho,
SCPD e DHVM, parecem estar envolvidos com a modulacado de diferentes respostas
comportamentais de defesa medidas através do modelo do labirinto em T elevado,
associadas, em termos clinicos, a diferentes disturbios de ansiedade encontrados na
clinica.

¢ A manipulacdo do sistema GABA/BZD da SCPD alterou apenas a resposta de

fuga de um dos bragcos abertos do labirinto em T elevado, relacionada, em
termos de psicopatologia, ao disturbio do panico.

e Ja a manipulacédo do sistema GABA/BZD do DHVM alterou ambas as respostas

comportamentais de defesa medidas no labirinto em T elevado, a esquiva
inibitéria e a fuga de uma via, respectivamente relacionadas, em termos clinicos,

com o disturbio de ansiedade generalizada e com o disturbio do panico.
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7. APENDICE

7.1. Sitios Histolégicos da SCPD

Bregma -6,84 Bregma -6,72 Bregma -6,60

Bregma -6,48 Bregma -6,36

Fig. 15 - Sitios de administracdo intra-SCPD de midazolam, muscimol, baclofen e FG

7142.
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7.2. Sitios Histol6gicos do DHVM

Bregma -2,04 Bregma -1,92

Fig. 16 - Sitios de administrag@o intra-DHVM de midazolam, muscimol, baclofen e FG

7142.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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