UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE FILOSOFIA, CIENCIAS E LETRAS DE RIBEIRAO PRETO
DEPARTAMENTO DE PSICOLOGIA E EDUCACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PSICOBIOLOGIA

Influéncia dos receptores 5-HT;, e GABA, do nucleo basolateral da amigdala na
resposta eletrofisiologica evocada no coliculo inferior de ratos abstinentes de

diazepam

Luis Fernando Scozzafave de Souza-Pinto

Dissertacao apresentada a Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirdao Preto — USP, como
parte das exigéncias para obtengao do titulo de

Mestre em Ciéncias — Area: Psicobiologia

RIBEIRAO PRETO-SP

2009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE FILOSOFIA, CIENCIAS E LETRAS DE RIBEIRAO PRETO
DEPARTAMENTO DE PSICOLOGIA E EDUCACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PSICOBIOLOGIA

Influéncia dos receptores 5-HT e GABAérgicos do nicleo basolateral da amigdala
sobre a resposta eletrofisiologica evocada no coliculo inferior de ratos abstinentes de

diazepam

Luis Fernando Scozzafave de Souza-Pinto

Orientador: Prof. Dr. Manoel Jorge Nobre

Dissertacao apresentada a Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto — USP, como
parte das exigéncias para obtengdo do titulo de

Mestre em Ciéncias — Area: Psicobiologia

RIBEIRAO PRETO-SP

2009



FICHA CATALOGRAFICA

Souza-Pinto, L. F. S.

Influéncia dos receptores 5-HT e GABAérgicos do nucleo basolateral da amigdala sobre a
resposta eletrofisiologica evocada no coliculo inferior de ratos abstinentes de diazepam. 75 p.:il.; 30 cm.

Dissertagdo de Mestrado apresentada a Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras
de Ribeirdo Preto/USP — Area de Concentragdo: Psicobiologia.
Orientador: Nobre, Manoel Jorge

1. Drogas de Abuso. 2.Benzodiazepinicos. 3.Ansiedade. 4.Mesencéfalo. S.GABA. 6. Serotonina. 7.
Potencial Evocado Auditivo.




Agradego

a orientagdo de

Manoel Jorge Nobre

a meus grandes € necessarios amigos:

Caio Moreira, Cleiton Aguiar, Lézio Bueno, Milton Avila, Rafael Ruggiero e Cleber
Octaviano;

a minha pequena e suficiente familia:

Dani, Dri, Papai e Mamae;

as minhas fontes de conhecimento e emocao:

Alcides de Souza, David Azoubel e Luis Henrique Milan Novaes,

ao meu maior presente, desafio e amor, desde a minha primeira bicicleta:

Juliana Prado Vita



“O auténtico periodo da presungdo esta entre os vinte e seis € os trinta anos de idade; € o
tempo da primeira maturagdo, com um forte resto de acidez. Com base no que sentem
dentro de si, exigem respeito ¢ humildade de pessoas que pouco ou nada percebem deles, e,
faltando isso num primeiro momento, vingam-se com aquele olhar, aquele gesto
presuncoso, aquele tom de voz que um ouvido e um olho sutis reconhecem em todas as
produgdes dessa idade, sejam poemas ou filosofias, pinturas ou composi¢des. Homens
mais velhos e mais experientes sorriem diante disso, e comovidos se recordam dessa bela
idade da vida, na qual nos irritamos com as vicissitudes de ser tanto e parecer tdo pouco.
Depois parecemos mais, ¢ verdade — mas perdemos a boa crenca de sermos muita coisa:

que continuemos entdo a ser, por toda a vida, incorrigiveis tolos vaidosos.”

(Friedrich Nietzche, em O humano, demasiado humano. Companhia das Letras, 2000)
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1. Lista de abreviaturas

5-HT - serotonina

AM — amigdala, complexo amigdaldide
ANOVA — analise de variincia

BLA — complexo basolateral da amigdala
BZD - benzodiazepinico

CeA —nucleo central da amigdala

CI — coliculo inferior

CS — coliculo superior

DAG — descarboxilase do acido glutdmico
DZP — diazepam

EPM - erro padrdao médio

MUS - muscimol

NCCI — ntcleo central do coliculo inferior
NGM - nucleo geniculado medial do tdlamo
PEA — potencial evocado

PEA — potencial evocado auditivo

SAC — solucao controle (sacarose)

SEA — sistema encefalico aversivo

SCP — substancia cinzenta periaquedutal
SCPD - substancia cinzenta periaquedutal dorsal

SMC - semicarbazida



Resumo

A produgdo de respostas condicionadas e incondicionadas geradas por sinais de
natureza auditiva, envolvem a transmissdo do sinal do coliculo inferior para o ntcleo
geniculado medial do talamo e dai diretamente para a amigdala. O complexo basolateral da
amigdala esta envolvido na modulagdo das caracteristicas emocionais dos estimulos
aversivos enquanto que o nucleo central consiste na via de saida dos componentes
somaticos e autondomicos das reagdes de medo para o tronco cerebral. Alguns estudos
indicam que os efeitos ansioliticos de benzodiazepinicos sdo também mediados pelo

complexo basolateral que ¢ uma regido rica em receptores GABAérgicos.

Diferente de outros tipos de drogas de abuso, o surgimento dos sintomas de
abstinéncia a benzodiazepinicos parece ndo estar vinculado a um aumento na liberagdo de
dopamina no sistema mesolimbico, em contraste com o ja conhecido aumento dessas
concentracdes verificado apds o tratamento cronico com outras drogas de abuso. Deste
modo, ¢ possivel que os efeitos comportamentais, sensoriais € autondmicos decorrentes da
abstinéncia de BZD possam ser reflexo de alteragcdes no funcionamento ou do proprio
receptor GABA¢érgico ou na modulacdo que o GABA exerce sobre outros sistemas,
como o serotoninérgico, por exemplo. Em nosso estudo sugerimos a implicacao indireta
da modula¢do do complexo basolateral da amigdala tanto na ansiedade promovida pela
abstinéncia de benzodiazepinicos, quanto naquela induzida por estimulos que produzem

medo.



Abstract

The expression of conditioned and unconditioned fear responses generated by
signals of auditory nature, involve transmission from the inferior colliculus to the medial
geniculate nucleus of the thalamus and thence to the amygdala. The basolateral amygdala
complex is involved in the modulation of emotional characteristics of aversive stimuli,
while its central nucleus is the well-known outflow of somatic and autonomic components
of fear reactions to the brainstem. Some studies indicate that the anxiolytic effects of
benzodiazepines are also mediated by the basolateral complex, a region rich in GABA

receptors.

Unlike other types of drugs of abuse, the appearance of benzodiazepine withdrawal
symptoms does not appear to be linked to increases in the dopamine release in the
mesolimbic system; in contrast to the familiar increases of dopamine concentrations
observed after chronic treatment with other drugs of abuse. Thus, it is possible that the
behavioral, sensory and autonomic effects arising from benzodiazepine withdrawal may be
a reflection of changes in the GABA receptor itself or in the modulation that GABA exerts
on other systems, such as serotoninergic, for example. In our study, we suggest the
involvement of indirect modulation of the basolateral amygdala complex on the changes

induced by withdrawal of benzodiazepines at the brainstem level.



Introducao
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As estratégias utilizadas pelos diversos organismos para sobreviver em seu meio

natural envolvem dois aspectos motivacionais bdsicos, apetitivos e defensivos, que sdo
similares nas diversas espécies de mamiferos (Lang et al., 1998). Estes tipos de estratégias
estdo estreitamente vinculados a capacidade do organismo de perceber seu meio através
dos cinco sistemas sensoriais bésicos: olfativo, tactil, visual, gustativo e auditivo. Com
referéncia ao sistema auditivo, uma série de trabalhos demonstra a existéncia de fortes
pressdes seletivas sobre a maioria dos grupos de vertebrados para as habilidades de
codificacdo e processamento dos diversos tipos de sons, o que resultaria em uma eficiente
detecc¢do, localizagdo e identificacdo dos diversos tipos de fontes sonoras (Popper et al.,
1997; Fay et al., 2000). Disfuncdes nesses circuitos geram uma séria de alteracdes
funcionais levando ao aparecimento de respostas mal adaptativas (crises audiogénicas),
perturbagdes na expressdo de respostas adaptativas (orientagdo em direcdo a uma fonte
sonora, prejuizo da resposta de sobressalto) e ao surgimento de respostas bizarras
decorrente de hiperexcitacdo dos circuitos auditivos (zumbidos) (Jane et al., 1965; Li et
al., 1998a; 1998b; Garcia-Cairasco, 2002). Em todo caso, a capacidade de detectar o
predador, dentro de um ambiente potencialmente perigoso surge, presumivelmente, como

uma das mais fundamentais fun¢des auditivas (Gans, 1992; Casseday et al., 1996).

Viarios estudos demonstraram que aumentos na intensidade de estimulacao elétrica
de regides mesencefalicas, como a substidncia cinzenta periaquedutal dorsal (SCP),
camadas profundas do coliculo superior (CS), e coliculo inferior (CI), através de seu
nucleo central induz, de forma progressiva, o aparecimento de comportamentos de alerta,
congelamento e fuga (Coimbra et al., 1996; Coimbra & Brandao, 1997, Melo & Brandao,

1995a; 1995b). Sabe-se que estes comportamentos refletem a natureza aversiva da
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estimulagdo porque, quando submetidos a um procedimento de resposta operante, ratos
aprendem rapidamente a interrompe-la (Brandao et al., 1982; Melo et al., 1992). Em geral,
estas respostas sdo acompanhadas de analgesia (Fanselow, 1991; Coimbra et al., 1992) ¢
alteragdes na pressdo arterial, frequéncia cardiaca e respiragdo (Hilton & Redfern, 1986;
Brandao et al., 1988; Carrive, 1991). Dessa forma, esse grupo de regides encefalicas, em
conjunto com alguns nucleos hipotaldmicos e com o complexo amigdaloide, vieram a ser
determinados como os principais constituinte do que se caracterizou de sistema encefalico
aversivo (SEA), um sistema neuronal responsavel pelo modulagdo/expressdo da resposta
defensiva eliciada por estimulos que naturalmente produzem medo (Graeff, 1990; Brandao

et al., 1994; Brandao et al., 1999).

Sistema Encefalico Aversivo

O SEA ¢ um sistema complexo composto por uma série de estruturas muitas delas
localizadas no mesencéfalo (Pollak et al., 2003), regido esta que alcanca, durante a
filogenia, importante desenvolvimento, anterior as regides telencefalicas (Aitkin, 1983). As
fibras mesencefalicas que carreiam informagdes de natureza acustica compreendem uma
gama de corpos neuronais e feixes de axonios, dispostos paralelamente ou em série, que
convergem, em grande parte, para uma area comum (Pollak et al., 2003), o CI, estrutura
que consiste de uma massa neuronial central de células circundadas por um coértex
(Morest et al., 1984; Oliver et al., 1984; Faye-Lund et al., 1985). Na literatura, a maioria
dos trabalhos sobre o CI versa sobre o papel dessa estrutura na transmissao ¢ modulagao da
informacao auditiva para estruturas superiores € na sua participacdo na geragao e
elaboragdo do comportamento de defesa. O CI envia fibras principalmente para o ntcleo

geniculado medial do talamo. Além disso, mantém conexodes indiretas com a SCP, o
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hipotdlamo e a amigdala (AM), dentre outras regides (Webster, 1995). Portanto, o CI
apresenta conexdes importantes com estruturas que compdem o SEA (Graeft, 1990), como

veremos abaixo.

Coliculo Inferior

O CI é uma estrutura bilateral localizado no mesencéfalo dorsal e consiste em um

relé das fibras auditivas que ascendem em direcdo ao cortex temporal, onde ocupa uma
posicdo fundamental na recepcdo e processamento dos sinais auditivos. Inicialmente, foi
verificada a existéncia de trés principais subdivisdes do CI em mamiferos: o nicleo central,
nicleo externo e o nucleo pericentral (Ramon Y Cajal, 1909). Na literatura, podemos
encontrar outras subdivisdes e nomenclaturas para o CI, tais como as sugeridas por Morest
et al. (1984) que distinguiram regides distintas no CI de gatos; uma regido tectal (composta
pelo nucleo central e seus subnticleos medial, central, lateral e ventral); um cortex (com
suas partes dorsal e caudal); um nucleo paracentral (composto pelos subnucleos
comissural, dorsomedial, rostral, lateral e ventrolateral) e outra tegmental (composta
basicamente por areas pericoliculares e o nucleo do brago do CI). Posteriormente, Huffman
et al. (1990) adotaram uma subdivisdo em trés principais nucleos: nucleo central, cortex

externo e cortex dorsal, divisdo utilizada neste trabalho.
Nucleo Central

O nucleo central do CI recebe as principais aferéncias auditivas ascendentes
provenientes dos nucleos coclear dorsal e ventral, complexo olivar superior, e ntcleos do
lemnisco lateral (Woolard et al., 1940; Moore et al., 1963; Roth et al., 1978). Do CI as

fibras da via auditiva se dirigem para o nucleo geniculado medial (NGM) e dai para o
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cortex auditivo (Osen, 1973). Porém, nem todos os ntcleos do CI recebem aferéncias
diretamente dos circuitos auditivos. Moore et al. (1963) verificaram que o nucleo central é
o principal alvo das fibras auditivas provenientes dos nticleos cocleares (dorsal e ventral) e
do complexo olivar superior. Ainda em relagdo as aferéncias do nucleo central, grande
parte delas provém do proprio CI, ou seja, das conexdes intranucleares e coliculares
contralaterais. Ja as eferéncias se dirigem principalmente para a parte ventral do NGM.
Todas estas projecdes que ascendem em diregcdo as areas corticais auditivas mantém uma

incrivel similaridade em uma ampla gama de mamiferos (Moore et al., 1977).

Cortex Externo

Ao contrario do nucleo central, o cortex externo recebe escassas aferéncias
contralaterais cocleares e do nucleo olivar superior, sendo que suas principais aferéncias
provém das areas cerebrais 39 e 41, ipsilaterais, nucleo da coluna dorsal (“inputs”
somatosensoriais), do nucleo central (“inputs” auditivos), do ntcleo parabraquial, ntcleo
cuneiforme, gracil, trigeminal, e da parte lateral da substancia negra (Coleman and Clerici,
1987). Em relagdo as eferéncias, o cortex externo envia macicas projecdes bilaterais para o
nucleo coclear, para o NGM (LeDoux et al., 1987) e nucleo pontino dorsolateral
(Kawamura et al., 1974). O cortex externo também apresenta conexdes com estruturas
envolvidas na génese e modulacdo de comportamentos defensivos como a SCP, CS,

hipotdlamo ¢ AM (via tadlamo) (Adams, 1980; LeDoux et al., 1985; LeDoux et al., 1990).

Cortex Dorsal

O cortex dorsal também apresenta conexdes com a SCP e a substancia negra. Em

relacdo as suas aferéncias, o cortex dorsal recebe substanciais aferéncias corticais
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ipsilaterais de varias regides, como as areas 20, 36 e 41, e do globo palido (Moriizumi et
al., 1991), e diferentemente do cortex externo, envia a maioria das suas projecdes para a
divisdo dorsal do NGM. Devido a essas diferentes conexdes entre os nucleos do CI,
Tokunaga (1984) propos uma dualidade funcional dessa estrutura: o ntcleo central seria,
primordialmente, uma estagdo relé das vias auditivas, enquanto que os cortices dorsal e
externo, recebendo informagdes ndo s6 auditivas, mas também visuais € somaticas, seriam
nicleos participantes da integragdo sensorial-motora. Corroborando esta sugestdo,
Moriizumi et al., (1991) verificaram que a maioria das fibras que se originam no globo
palido, estrutura envolvida no controle motor, e que se dirigem para o CI, apresentam seus

terminais no nucleo dorsal.

Coliculo inferior e as reacoes de defesa

Uma série de relatos na literatura t€ém demonstrado que algumas estruturas do

sistema nervoso central, tais como a substancia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPD), o
camadas profundas do CS, hipotdlamo medial ¢ a AM, tém participag@o ativa na geragao e
elaboragdo de respostas defensivas (Schmitt & Karli, 1980; Graeff, 1981; Brandao et al.,
1994; Brandao et al., 1999). No fim da década de 80 surgiu a proposta de se investigar a
participagcdo do CI na reagdo de defesa (Brandao et al., 1988). Estes autores verificaram
que reagoes de fuga e respostas autondmicas caracteristicas do comportamento defensivo
eram produzidas por microinjecdes de bloqueadores GABAérgicos nesta estrutura.
Posteriormente, foram realizados outros experimentos que evidenciaram as propriedades
aversivas da estimulacdo do CI. Melo et al. (1992) observaram que a administracao
sistémica de midazolam ou a microinje¢do de midazolam ou muscimol no CI deprime a
resposta de fuga aprendida num procedimento de “switch-off’. De forma similar a
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microinje¢ao de agonistas serotoninérgicos 5-HT;, ou SHT, e bloqueadores da recaptagdo
de 5-HT diretamente no CI causa um aumento dose-dependente na laténcia, assim como
uma redug¢do na freqiiéncia das respostas aprendidas de switch-off induzidas pela
estimulagdo elétrica do CI (Melo et al., 1995b). Estas drogas também causaram efeitos
antiaversivos em outro modelo animal, o labirinto em cruz elevado (Melo, 1995a)
sugerindo que a liberacdo enddgena de 5-HT, nessa estrutura, seria responsavel pelos
efeitos observados, tragando um paralelo com os efeitos da transmissao serotoninérgica na
SCPD. Cardoso et al. (1992) verificaram que a microinje¢do de morfina em baixas doses
também atenua as respostas de alerta, congelamento e fuga, produzidas por estimulagdo
elétrica do CI, indicando uma modulagio opidide das respostas defensivas. Posteriormente,
estes autores verificaram o envolvimento de aminoacidos excitatdrios no comportamento
defensivo elaborado no CI. Os autores observaram que a microinjecao de baixas doses de
N-metil-D-aspartato (NMDA) promove um aumento dos batimentos e da freqliéncia
cardiaca e na pressdo arterial durante a fuga, alteragdes autonOmicas caracteristicas da

reacao de defesa eliciada em outras estruturas relacionadas ao SEA (Cardoso et al., 1994).

Estimulagdo quimica do coliculo inferior

O GABA ¢ o neurotransmissor mais amplamente distribuido no SNC de
vertebrados (Bormann, 2000). As estruturas localizadas no teto mesencefalico também
possuem altas concentragdes dessa substancia (Okada, 1974; Sandner et al., 1981),
particularmente o CI (Shiraishi et al., 2001). Esses resultados foram corroborados por
estudos bioquimicos (Adams, 1979; Contreras et al., 1979) e imunologicos (Thompson et
al., 1985), que também revelaram a presenca de GABA nessa estrutura, e das enzimas

responsaveis por sua sintese — a descarboxilase do acido glutamico (DAG), e degradacao -
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a GABA transaminase (Tachibana et al., 1974; Fisher and Davies, 1976; Contreras et al.,
1979; Adams & Wenthold, 1979). Outros trabalhos, utilizando ligantes especificos,
também demonstraram a existéncia, nesta estrutura, de uma grande quantidade de
receptores GABA (Sieghart, 1986; Bristow et al., 1988; Glendenning et al., 1988; Caspary
et al., 1990; Shiraishi et al., 2001) e GABAg (Bowery et al., 1987; Chu et al., 1990). Dados
obtidos de estudos comportamentais utilizando modelos animais de ansiedade revelaram,
de forma consistente, a interagdo das agdes antiaversivas dos benzodiazepinicos com
mecanismos GABAérgicos no teto mesencefalico (Brandao et al., 1982; Bovier et al.,
1982; Brandao et al., 1985; Graeff et al., 1986; Ledao-Borges et al., 1988; Brandao et al.,
1990; Melo et al., 1992; Brandio et al., 1993; Branddo et al., 1994; Brandao et al., 1999;

Pandoéssio et al., 1999; 2000).

Microinjecdes de agonistas GABAérgicos em estruturas relacionadas ao
processamento da informagdo aversiva promovem efeitos ansioliticos similares aos
tranquilizantes menores (Branddo et al., 1982; Bovier et al., 1982; Audi et al., 1987).
Esses efeitos caracteristicos das drogas benzodiazepinicas, assim como dos agonistas
GABA¢rgicos, estdo vinculados a acdo do GABA diretamente no receptor GABAérgico
pos-sinaptico (Olsen, 1982; Haefely, 1985). A administracdo de antagonistas
GABA¢érgicos nessas mesmas estruturas elicia o comportamento de fuga acompanhado de
respostas autondmicas caracteristicas da reacdo de defesa (Millan et al., 1986). A
participagdo do sistema GABAérgico do CI na mediagdo das respostas aversivas foi
primeiramente mostrada em um estudo com a administragdo do antagonista de receptores
GABA,, bicuculina, nessa estrutura (Brandao et al., 1988). Os resultados revelaram uma
clara ativacdo comportamental, acompanhada de saltos, intercalada com curtos periodos de
congelamento, além de alteragdes autondomicas (aumentos na pressao arterial e frequéncia
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cardiaca). Estas respostas sdo similares aquelas observadas apos estimulagdo da SCPD ou
do hipotdlamo medial, estruturas evidentemente envolvidas nas reagdes de defesa e que
compdem o SEA (Graeff, 1990). Esses resultados levaram a hipotese da participagdo de
uma inibi¢do GABA¢érgica tonica sobre os estados aversivos mediados pelos substratos
neurais do CI, além de sugerir ser essa também uma estrutura participante do SEA
(Brandao et al., 1988). Em um estudo posterior (Melo et al., 1992), foi constatado que a
administracdo sist€émica ou local de benzodiazepinicos ou local de agonistas GABAérgicos
atenua, de maneira dose-dependente, os efeitos aversivos da estimulagdo elétrica do CI
num procedimento de “switch-off”, no qual o animal aprende a desligar a estimulagdo
aversiva. Da mesma forma, a administragdo dessas drogas gera um forte efeito depressor
sobre as respostas aversivas condicionadas e incondicionadas induzidas por estimulacdo
elétrica do CI e de outras estruturas do teto mesencefalico (Kiser et al., 1975; Schenberg et
al., 1978; Brandao et al., 1982). Neste laboratorio, foi demonstrado que a administragdo
sistémica ou central do benzodiazepinico midazolam, ou a microinje¢ao no CI do agonista
GABA 4 muscimol, atenua as consequéncias aversivas da estimulacao elétrica dessa regido
sem gerar comprometimento motor (Pandoéssio et al., 1999), sugerindo que a facilitagdo da

neurotransmissao GABA¢érgica nessa estrutura causa efeitos antiaversivos.

O envolvimento de mecanismos GABAérgicos na regulacdo dos substratos neurais
que processam as respostas defensivas mediadas no nivel do CI pode ser melhor
compreendido a partir da observagdo de que a resposta de congelamento induzida pela
administracdo local de semicarbazida, substancia que inibe a descarboxilase do 4acido
glutamico, ¢ acompanhada de alguns correlatos sensoriais e eletrofisiologicos, como

veremos a seguir.
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Estimulagdo elétrica do coliculo inferior

As respostas de defesa expressadas pelos diferentes organismos, particularmente os
mamiferos, estdo organizadas dentro de um padrdo hierarquico especifico que varia de
estados de alerta e congelamento, até a fuga (Blanchard & Blanchard, 1988). As respostas
comportamentais eliciadas por estimulag¢do elétrica do CI (Brandao et al., 1980; Melo et
al., 1992; Brandao et al., 1994; Maisonnette et al., 1996; Brandao et al., 1999; Pandossio et
al., 1999; Castilho et al., 2001; Lamprea et al., 2002; Macedo et al., 2002; Santos et al.,
2002) partilham muitas das caracteristicas observadas na reacdo de defesa induzida pela
estimulagdo de outras estruturas pertencentes ao SEA, tais como a AM, camadas profundas
do CS, SCPD e hipotdlamo medial (Brandao et al., 1982; Brandao et al., 1994). Em geral,
essas respostas sdo acompanhadas também de alteragdes autondmicas, mudangas na
pressdo arterial, frequéncia de batimento cardiaco e respiracdo (Hilton et al., 1986; Yardley
et al., 1986; Branddo et al., 1988) e analgesia (Coimbra et al., 1992; 1997), que vao dar o
suporte necessario ao organismo para uma possivel fuga ou confronto direto em uma

situagdo de ameaga.

Alguns experimentos utilizando o paradigma do comportamento operante, no qual
0s animais se engajam em tarefas que permitem interromper ou desligar a estimulagao
elétrica do CI (switch-off) nos permitem afirmar a natureza aversiva deste tipo de estimulo,
assim como a caracteristica defensiva da resposta (Melo et al., 1992; Brandao et al., 1997).
Parece entdo que o CI estd envolvido, assim como as outras estruturas do SEA, na
mediacdo das respostas defensivas eliciadas por estimulos externos de perigo,

particularmente os de natureza auditiva, no nivel do teto mesencefalico.

19



Neste laboratério temos demonstrado que aumentos graduais na estimulagdo
elétrica do CI de ratos geram um estado aversivo inicialmente caracterizado por
comportamentos de alerta (no qual o animal interrompe qualquer atividade na qual esteja
engajado, perscrutando cuidadosamente o ambiente), seguido de congelamento
(imobilidade tensa acompanhada de algumas respostas autondmicas como exoftalmia,
piloerecdo e arqueamento do dorso), e fuga (resposta caracterizada por saltos e galopes)
todas elas estreitamente vinculadas a esta estimulagdo (Branddo et al., 1980; 1993; 1994;
1997; 1999; Melo et al., 1992; Coimbra et al., 1993; Melo et al., 1995b; Maisonnette et al.,
1996; Troncoso et al., 1998; Pandodssio et al., 1999; 2000; Cuadra et al., 2000; Castilho and
Branddo, 2001; Lamprea et al., 2002; Macedo et al., 2002). A administragdo local de
benzodiazepinicos ou agonistas GABAérgicos (Melo et al., 1992; Panddssio et al., 1999) e
agonistas ou bloqueadores da recaptacio de 5-HT (Melo et al., 1995b) aumenta
significativamente os limiares aversivos de estimulagdo elétrica e a laténcia para a resposta
em procedimentos de “switch-off”. Foi demonstrado também que a estimulagao elétrica do
CI aumenta o tempo de congelamento, indice de analgesia, ¢ frequéncia de respostas
autondmicas, assim como diminui nimero de levantamentos e auto-limpeza, quando
utilizada como estimulo incondicionado num paradigma de condicionamento classico no

qual foi utilizado um pareamento com luz (Castilho et al., 2001).

Além disso, a expressdo da proteina Fos apos estimulagdo elétrica do CI em
intensidade de corrente que gera um continuo de respostas que varia do alerta até a fuga,
revelou a ativacao de diversas estruturas cerebrais estreitamente vinculadas a modulagao e
producdo de respostas defensivas como a AM, cortex frontal, hipocampo dorsal, e SCPD
(Lamprea et al., 2002). Cumpre notar que alguns trabalhos tem sugerido também a possivel
mediacdo de outras estruturas encefalicas sobre os estados aversivos gerados por
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estimulagdo do CI, dentre elas possivelmente a substancia negra (Coimbra et al., 1989;

Coimbra & Brandao, 1993), e a AM (Macedo et al., 2002).

Amigdala

A AM, localizada bilateralmente no lobo temporal anterior do encéfalo de

primatas humanos e ndo-humanos ¢, na verdade, um complexo de muitos nicleos (Amaral
et al., 2002), identificada pela primeira vez por Burdach no século XIX. Este autor
originalmente descreveu um grupo de células conhecidas hoje como complexo basolateral
da amigdala (BLA). Um grande numero de estruturas que rodeia o BLA foi entdo sendo
identificado em muitas espécies ¢ constituem o que hoje ¢ chamado de complexo
amigdaldide. Esta estrutura atrai um continuo interesse por causa de seu papel central no
processamento emocional (Sah, 2003). Um estudo baseado em verificagdes quimio e
citoarquitetonicas em ratos, subdividiu a AM em 13 regides diferentes (Pitkanen et al.
1997) conferindo a ela um alto grau de complexidade e grande nimero de interconexdes
entre nucleos e divisdes. Neste estudo, consideramos o BLA como um complexo formado
pelo nucleo lateral, basal e basal acessorio (Maissonette et al.,1996; Macedo et al., 2002).
H4a uma variedade de fungdes atribuidas a AM dentre elas: a memoria; atencao;
interpretagdo de significados emocionais em estimulos sensoriais; elaboracdo e produgao
de reagdes emocionais de medo e comportamento social (Adolphs et al.,1995; Amaral,

2002).

A produgdo de respostas condicionadas e incondicionadas geradas por sinais de
natureza auditiva, envolvem a transmissdo do sinal do CI para o NGM e dai diretamente

para a AM (LeDoux et al.1994; Maisonnette et al. 1996; 2000; Brandao et al., 1999)
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sugerem a importancia da AM como um relevante substrato neuronal dos processos
aversivos. O BLA esta envolvido em filtrar estimulos aversivos, conferindo a eles
conotagdes emocionais, enquanto o ntcleo central (CeA) consiste em uma importante via
de saida dos componentes somaticos ¢ autondmicos das reagdes de medo, por meio de
projecdes para o hipotdlamo e regides do tronco cerebral (LeDoux, 1988; 1990; 1994,

Rizvi etal., 1991).

O BLA mantém conexdes indiretas, via tdlamo, com a CI (Lamprea et al., 2002).
Ha evidencias de que lesdes no BLA ou CeA promovem efeitos distintos na aversividade
produzida por meio da estimulagdo elétrica do CI, de modo que a lesdo do BLA facilita,
enquanto que a lesdo do CeA inibe a aversividade gerada; sugerindo uma relagao funcional
entre estados aversivos gerados no CI e a integridade da AM (Maissonette et al.,1996).
Ainda, ha indicios de que estados aversivos gerados no CI estdo sobre influéncia de
mecanismos regulatdrios serotoninérgicos no BLA; sendo que a lesdo desses neurdnios
promove o aumento da aversividade gerada ao nivel do CI. Estes resultados sugerem que
os neurdnios de saida do CeA, que se projetam para areas mesencefalicas - sabidamente
envolvidas na expressdo autondmica e somatica do medo - estdo sobre forte influéncia dos

neurdnios do BLA (Macedo et al. 2002).

Alguns estudos indicam que os efeitos ansioliticos de benzodiazepinicos (BZD) sao
também mediados pelo BLA que ¢ uma regido rica em receptores GABAérgicos. A
microinje¢do local de midazolam e clordiazepoxido no BLA, induzem um efeito
ansiolitico, enquanto que a injecdo de midazolam no CeA nao produz nenhum efeito

(Niehoff et al., 1983; Thomas et al., 1985). Lesdes dos neurénios do BLA bloqueiam a
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amnésia anterdgrada induzida por diazepam em uma tarefa de esquiva inibitdria, enquanto

lesdes no CeA nada fazem (Tomaz et al.,1992).

O potencial evocado auditivo

O eletroencefalograma (EEG) descoberto no inicio do século XX, forneceu a

possibilidade de se registrar a atividade elétrica de populagdes neuronais e continua sendo
usada largamente como importante ferramenta para exames clinicos de desordens
cerebrais. Mapear minuciosamente a atividade cerebral mensurando a velocidade com que
informagdo se propaga pelos circuitos neuronais continua sendo uma tarefa impossivel
para os métodos ndo invasivos de neuro-imagem como: a ressonancia magnética;
tomografia computadorizada e tomografia por emissdo de pdsitrons. Se o potencial medido
for ocasionado por um estimulo sensorial externo o EEG ¢ caracterizado como potencial
evocado (Moraes et al., 2000). Mesmo sendo um método invasivo, a inser¢ao de eletrodos
intracerebrais de registro consiste em uma ferramenta poderosa para avaliarmos a
funcionalidade de populagdes e redes de neurdnios ao longo do tempo (Nicollelis et al.,

1997).

As aplicacdes praticas de medida de potencial evocado auditivo (PEA) tém sido
usadas para propositos clinicos. Biacabe et al. (2001) fizeram uma revisdo com o objetivo
de descrever a anatomia funcional de estruturas auditivas geradas pelo potencial evocado
auditivo do tronco encefalico (BAEP, brainstem auditory evoked potential), e propde
aplicagdes clinicas como a identificagdo de neurinomas actsticos (tumores) ou lesdes,
diagnostico precoce de problemas auditivos em criangas, e para pacientes que nao

respondem a testes 4udiométricos tradicionais. Entretanto a correlagdo dos sitios

23



anatomicos exatos e os tipos de onda gerados no BAEP continuam merecendo um estudo

aprofundado.

Em laboratdrio, resultados obtidos por Nobre et al. (2003) mostram que
microinje¢des de semicarbazida (SMC) no IC induzem o comportamento de congelamento,
o aumento na amplitude dos PEA (amplitude da onda P1) associado a uma redu¢do na
amplitude da resposta de sobressalto. A inibi¢do das fungdes GABAérgicas no CI por meio
da semicarbazida parece estar relacionada também com a reatividade dos neurdnios do CI
a estimulos auditivos. Brandao et al. (2001) verificaram que a microinjecdo unilateral de
glutamato no CI, em uma dose que causa o comportamento de congelamento - em ratos
com eletrodos implantados bilateralmente - produziu um aumento ipsilateral dos PEA
registrados nessa regido, sugerindo que o aumento da estimulacdo aversiva promove um
aumento na reatividade dos neurdnios do CI aos estimulos auditivos. A medida do PEA
também ¢é utilizada em estudos para aferéncia de modificagdes neuronais relativas ao uso
continuo ou agudo de drogas de abuso como o alcool (Chu et al., 1978; Begleiter et al.,

1981; Squires et al.,1978) e diazepam (Cabral et al., 2009).

Benzodiazepinicos

Os benzodiazepinicos (BZD) tém sido amplamente utilizados por suas

propriedades ansioliticas, hipnoética, sedativa, anticonvulsivante, miorelaxante, assim como
na anestesia pré-operatoria ou no tratamento da sindrome de abstinéncia de alcool
(File 1985; Woods et al. 1992; 1995). Logo apds sua introdugdo na pratica clinica, em
meados dos anos 60, o uso de benzodiazepinicos cresceu rapidamente correspondendo a

83% das vendas no mercado mundial de drogas sedativo-hipindticas (Woods et al. 1992).
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Nos anos posteriores ao seu langamento no mercado mundial (1960), foram observados os
primeiros casos de uso abusivo, além de desenvolvimento de tolerancia, de sindrome de
abstinéncia e de dependéncia pelos usuarios cronicos de BZD. Tais evidéncias
modificaram a postura da sociedade em relagdo aos BZD que, do auge do entusiasmo nos
anos 70, passou a restricdo do uso a partir da década seguinte. Nos Estados Unidos, por
exemplo, o uso destes medicamentos pela populacdo chegou a atingir 11,1% em 1979,

diminuindo para 8,3%, em 1990 (Silva, 1999).

Toda popularidade dos BZD estd principalmente ligada a sua grande eficacia,
presenca de minimos efeitos colaterais assim como baixo risco de overdose, quando
comparado com outros agentes ansioliticos, como os barbitaricos. No que diz respeito aos
seus efeitos colaterais os principais incluem sonoléncia, incoordenacdo motora e ataxia.
Alguns desses efeitos incluem danos de memoria e desinibicdo comportamental, que pode
variar de leve excitacdo até agressao (Shader et al., 1993). Uma das caracteristicas
observadas com o uso clinico dos BZD diz respeito a rapida tolerancia aos seus efeitos
sedativos, mas nao aos seus efeitos ansioliticos, o que explica o fato de muitos individuos
que utilizam essas substancias ndo aumentarem, com o tempo, a dose terapéutica
inicialmente prescrita (Taylor, 1989). Todos os BZD produzem seus efeitos intensificando
a acdo do GABA, o neurotransmissor inibitoério mais importante do sistema nervoso
central, tanto em relevancia funcional quanto em nimero. Os receptores GABA¢érgicos
estdo acoplados a um canal de cloro que, quando aberto, permite o influxo de ions Cl-
causando, por sua vez, a hiperpolarizacao da célula nervosa. O acoplamento de um BZD,
como o diazepam (DZP), no seu sitio de acdo especifico atua como um reforcador dos

efeitos do GABA, permitindo quer mais ions Cl ~ entrem na célula nervosa, fazendo com
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que ela fique mais resistente a excitagdo (Kandel et al. 2000). Os BZD nio se ligam no
mesmo sitio ativo que o GABA endogeno, mas se ligam a sitios distintos situados entre as
subunidades a e y contidos no receptor GABA 4. Embora a maioria dos receptores GABAA
sejam sensiveis a BZD, existe uma minoria de receptores GABA4 (contendo subunidades
a4 e a6) que sdo insensiveis aos BDZ classicos, mas em vez disso, sdo sensiveis a outras
classes de drogas GABA¢rgicas, tais como os neuroesterdides e o alcool. Além disso,
existem “receptores benzodiazepinicos periféricos” que ndo sdo associados com receptores
GABA,. Portanto, tem se recomendado que as expressdes “receptor BDZ” ou “receptor
GABA/BZD” sejam substituidas pelo termo "sitio benzodiazepinico" (Barnard et al.,

1998).

Abstinéncia de benzodiazepinicos

Embora por um longo tempo a utilizacdo dos BZD fosse considerada como livre

de conseqiiéncias adversas, grande atencdo tem sido dada ao potencial de abuso e
dependéncia dessa classe de drogas, sobretudo em individuos tratados cronicamente (File,
1985; Busto et al. 1986a; 1986b; Miller et al., 1990; Woods et al., 1992). A sindrome de
abstinéncia de BZD ¢ geralmente breve e resulta em poucas consequéncias para o
individuo, quando comparada a abstinéncia de outras drogas de abuso como cocaina,
nicotina e opidceos. No entanto, a tentativa de evitar os efeitos aversivos - ainda que
relativamente ténues - provocados pela abstinéncia, levam o paciente a querer manter o seu
uso e, por si sO, explica a relutdncia de muitos em interromper o tratamento (Busto et al.,
1991). O aparecimento de uma sindrome de abstinéncia ap6és a interrupcao subita do

tratamento com uma droga de abuso (withdrawal) reflete a adaptagdo do organismo a
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presenga continuada da droga de forma que sua retirada ocasione distirbios fisiologicos,
sensoriais e afetivos acentuados, cujo sentido ¢ geralmente oposto aos seus efeitos
farmacologicos (Graeff, 1989). De fato, durante a abstinéncia de BZD, a ansiedade
original, presente no momento da prescricdo do medicamento, freqiientemente retorna de
uma forma mais intensa, um fenomeno conhecido como ansiedade de reagdo (rebound
anxiety) (Rickels et al. 1988a). Este tipo de ansiedade pode incluir uma gama de sintomas
que variam de sintomas “psicolégicos”- como apreensao, irritabilidade, insonia e disforia -
até outros eminentemente somadticos, como palpitagdes, tremores, espasmos musculares,
distirbios gastrintestinais e outros; boa parte deles, no mais das vezes, ja estd presente no
momento da prescrigdo da droga. (Lader et al.,1987; Rickels et al. 1988a; 1988b). Ha
também a presenca de outros sintomas caracteristicos da abstinéncia como:
hipersensibilidade (tatil, sonora e luminosa); dores corporais e, em alguns casos, crises
epiléticas e catatonia (Lader et al., 1987; Miller et al., 1990; Shader et al., 1993;
Rosebush et al., 1996). Foi observado em individuos abstinentes ao relatar, apds a
expressdo de um estado catatonico, um sentimento de medo extremo que os deixavam
numa situagdo de imobilidade absoluta (Rosebush et al., 1996), descricdes semelhantes
foram obtidas por Nashold et al.(1969) que estimularam diversas areas mesencéfalicas em

humanos e obtiveram relatos de dor difusa e sensacdo extremamente desagradavel.

Diferente de outros tipos de drogas de abuso, o surgimento destes sintomas parece
ndo estar vinculado a um aumento na liberagdo de dopamina (o principal neurotransmissor
envolvido nos processos motivacionais da adi¢do a drogas de abuso) no sistema
mesolimbico (Lingford-Hughes et al. 2003). Os efeitos decorrentes da administragdo
cronica de BZD diferem acentuadamente daqueles verificados com outras drogas de abuso
na medida em que este tipo de tratamento nao altera os niveis de dopamina em estruturas
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limbicas, como o ntcleo accumbens (Finlay et al. 1992), em contraste com o ja conhecido
aumento dessas concentracdes verificado ap6s o tratamento cronico com outras drogas

de abuso, como a nicotina, anfetamina e opidides (Koob et al., 1988; Koob, 1992).

Sabe-se que a manuten¢do da auto-administragdo de DZP em ratos ¢ bloqueada
apos injecdo sistémica de antagonistas BZD ou GABA¢érgicos (Pilotto et al. 1984). Por
outro lado, a administragdo cronica de DZP deprime a sensibilidade dos neurdnios
serotonérgicos do ntlicleo dorsal da rafe ao GABA sem afetar a sensibilidade a propria
serotonina (5-HT). O tratamento agudo com o antagonista de receptores BZD, flumazenil,
restaura de imediato a sensibilidade ao GABA; indicando que as altera¢cdes no receptor
GABA¢érgico sao mediadas no proprio sitio de ligacdo dos BZD (Hunkeler et al., 1981;
Polc et al., 1981). Foi demonstrado também que a administra¢do cronica de BZD leva: a
uma diminui¢do na capacidade do GABA de inibir a atividade dos neuronios
serotoninérgicos no nucleo dorsal da rafe, ocasionando um aumento na liberagdo de 5-HT

no BLA (Hutchinson et al. 1996).

Deste modo, supde-se que os efeitos comportamentais, sensoriais € autondomicos
decorrentes da abstinéncia de BZD poderiam ser consequéncias de alteracdes no
funcionamento ou do proprio receptor GABAérgico ou na modulacio que o GABA
exerce sobre outros sistemas, como o serotoninérgico, por exemplo. Assim, estados
aversivos observados durante a sindrome de abstinéncia de BZD poderiam ser
consequéncia de um desbalanceamento na modulagdao que a BLA exerce sobre areas do
tronco cerebral, envolvidas na expressdo somatica e autondmica de comportamentos

defensivos, como o CI (Lamprea et al., 2002; Macedo et al. 2002; 2005; 2006; 2007).
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Justificativa
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De forma geral, boa parte dos estados emocionais alterados presentes na

abstinéncia de uma droga de abuso sao frequentemente observados em animais expostos a
situagdes de perigo, ou a partir da estimulagdo elétrica ou quimica de estruturas do tronco
cerebral pertencentes ao SEA, tais como a AM, hipotdlamo medial, SCP, camadas
profundas do CS e CI (Brandao et al. 1999). A facilitagdio da neurotransmissao
serotoninérgica ou o bloqueio da neurotransmissao GABA¢érgica nessas estruturas produz
respostas caracteristicas de estados de medo ¢ ansiedade (Bandler et al., 1988; Graeff et
al. 1993), similar aquelas observadas durante a abstinéncia de BZP (Brandao et al. 1999;
2005; File et al. 1991; Martijena et al.,1996, Souza Pinto et al., 2007; De Ross et al. 2007)
levando a hipotese de que as projegdes indiretas dos nicleos da AM para o CI, facam parte
do sistema que modula os estados aversivos. Sugere-se a implicagdo de mecanismos
neurobioldgicos andlogos tanto na ansiedade promovida pela abstinéncia dessa classe de

drogas, quanto naquela induzida por estimulos que produzem medo.
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Objetivos
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Este estudo pretende avaliar:

1 - as possiveis modificacdes da reatividade dos neurdnios do CI induzidas

pela interrupcao do tratamento cronico com DZP.

2 - a importancia da neurotransmissao GABA¢érgica e serotoninérgica do BLA nas
possiveis alteragdes induzidas pela abstinéncia, através do registro dos potenciais

evocados no nucleo central do CI de ratos.
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Materiais e Métodos
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Animais

Ratos Wistar machos, pesando entre 90 e 100 g no inicio dos experimentos,
provenientes do Biotério Central do Campus da USP - Ribeirdo Preto, mantidos no biotério
setorial do Laboratério de Neuropsicofarmacologia. Os animais foram alojados em grupos
de 4 por caixa (34cm x 4lcm x 16cm), com cama de maravalha trocada 3 vezes por
semana e temperatura controlada (23 = 1° C) em um ciclo claro-escuro de 12 horas, com as
luzes acesas as 7h, até o ultimo dia de experimento. A agua ¢ controlada e a ragdo ¢
oferecida a vontade. Os experimentos serdo conduzidos segundo as normas da Comissdo
de Etica no Uso de Animais da Universidade de Sdao Paulo, Campus de Ribeirio Preto

(CEUA - Processo n° 08.1.134.53.7).
Drogas

Foram utilizadas o diazepam (DZP, Valium, Roche, 10 mg/kg/ml), o agonista de
receptores de serotonina do tipo SHTia 8-OH-DPAT (8-hidroxi-2-(di-n-propilamina)
tetralina, 1 pg/0,2 pl), a serotonina, ( 5-HT, 10 nmol/0,2 pl), o inibidor da enzima
descarboxilase do acido glutdmico semicarbazida (SMC, Sigma, USA, 6 pg/0.2 ul) e o
agonista de receptores GABA, muscimol (MUS, RBI, USA, 1 nmol/ 0,2 ul). O DZP foi
diluido numa solugdo de agua, sacarose (5%) e propilenoglicol (5%). As drogas injetadas
no BLA foram diluidas em salina, que também foi utilizada como solucdo controle. As
solugdes foram preparadas a partir de solugdes stocks armazenadas a -10° imediatamente

antes dos experimentos.

Procedimento para inducio de dependéncia/abstinéncia de diazepam
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Apds 48 horas de habituagdo ao biotério, foram iniciados os procedimentos para
inducdo de dependéncia/abstinéncia. Diariamente, as 19 horas, por 18 dias, os animais
foram privados por 14 horas de agua, sendo restituida 4s 9 horas da manha do dia seguinte.
Trinta minutos antes, o Diazepam foi oferecido via oral, segundo um procedimento de
ingestdo semi-voluntdria. Ou seja, &s 08h30min da manha os animais foram isolados em
caixas individuais e foram oferecidas pipetas contendo a solugdes controle (SAC,
propilenoglicol, 5%; sacarose, 5% diluidos em um volume de 2 ml de 4gua) ou Diazepam

(DZP, 10mg/ml por peso corporal adicionado a 2 ml de solug@o controle).
Procedimentos para administragio oral das drogas

O DZP foi oferecido na concentragao de 10mg/Kg de peso corporal. No entanto,
em comparacao com a administracdo endovenosa ou intraperitonial, a administracao oral
de diazepam possui duas complicacdes: pouca palatabilidade associada a producdo de
efeitos tardios, o que, em muitos casos, prejudica a possibilidade da auto-administracao.
Deste modo, utilizamos um procedimento de ingestao oral adaptado de Schleimer (2005),
no qual os animais foram submetidos a 14 horas de privacao de dgua (17h as 9h), seguida
de 10 horas de agua ad libitum (9h as 19h). O DZP foi diluido numa solu¢ao de 2ml de
agua com sacarose 5% e oferecido aos animais sempre ao final do tempo de privagdo, apos
o qual a 4dgua foi novamente liberada. A exce¢do dos primeiros dois dias (no quais as
solucdes controle ou droga ficaram disponiveis por 30 minutos), € na intencao de evitar
uma variabilidade demasiada nos tempos de priva¢dao, os animais que ndo beberam a

solucao dentro do tempo de 15 minutos foram descartados do experimento.

Cirurgia
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Todos os animais foram submetidos a cirurgia estereotdxica no 15° dia de
tratamento para o implante de uma canula direcionada ao BLA e um eletrodo de registro
direcionado ao NCCI, seguindo as coordenadas do Atlas de Paxinos e Watson (1997),

como apresentado na tabela abaixo.

Estruturas Antero-Posterior Lateral Vertical
BLA -2,8 mm 5,3 mm 8,2 mm
NCCI -8,8 mm 1,5 mm 5,0 mm

Os animais foram anestesiados com tribromoethanol (Sigma-Aldrich, EUA, 250
mg/Kg, i.p.),e levados a um aparelho estereotaxico digital (Insight, Brasil) onde tiveram o
cranio fixado pelo rochedo temporal e incisivos superiores. Apos tricotomia, uma inje¢ao
subcutanea de 0,2 ml de lidocaina a 2% (Harvey, Brasil) foi aplicada na area de incisao.
Durante a cirurgia cada animal recebeu, por via intramuscular, uma injecdo de pentabidtico
60.000 UI (0,2 ml), e uma inje¢ao do analgésico e antiinflamatdrio Banamine (2,5 mg/Kg).
Logo apos, o tecido subcutaneo foi removido, assim como o periosteo (por raspagem, com
auxilio de pinga, algoddo e hastes flexiveis com ponta de algoddo). J4 com a superficie
craniana exposta e ajustada em posi¢do horizontal, entre bregma e lambda, dois orificios
foram feitos nos ossos parietais com uma broca elétrica (Foredom, EUA) para fixacdo de
parafusos que funcionam como pontos de apoio ao eletrodo e canula implantados. Em
seguida, e tomando-se o bregma como referéncia um orificio foi feito para implante do
eletrodo (160um de didmetro) e outro para o implante da canula (0,4 mm de didmetro),
ambos horizontalmente. Os eletrodos sao isolados em toda a sua extensao com excegao da
seccdo transversal. O cranio entdo foi revestido com acrilico dental (JET, Brasil) para

fixacdo das protéses (eletrodo e canula).
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Equipamentos

Para registro das respostas eletrofisiologicas foi utilizada uma gaiola de contengao
(25 x 12 x 9cm), com laterais e piso de barras de ago inoxidavel espacadas 15 mm,
localizada dentro de uma gaiola de Faraday, por sua vez inserida em uma caixa de
isolamento actstico e luminoso (60 x 40 x 45 cm) que ofereceu um ruido constante de 50
dB. Os PEA foram registrados e analisados por um programa de aquisicdo de sinais
bioldgicos (Bionspector, Lynx, Brasil), que também controlou a apresentacdo e sequencia
dos estimulos sonoros (100 estimulos: pulso de onda quadrada de 100 dB, 1000 Hz, com
frequéncia de apresentacdo de 0,3 Hz). Antes de cada sessdo experimental, foi realizada a
calibragdo dos equipamentos, de forma a permitir uma equivaléncia na sensibilidade dos
instrumentos ao longo dos experimentos. Os estimulos sonoros (tom puro) foram
apresentados por meio de dois tweeters piezoelétricos (12 Q, 200 W, LeSon, Brazil),
montados isoladamente, 5 cm acima do piso, nas laterais da caixa de isolamento acustico e

luminoso e 15 cm de distancia da gaiola de contencao.

Procedimento para micro injecio

As drogas foram administradas 10 minutos antes do teste. A agulha de inje¢do
(agulha dental, 0,3mm de didmetro) foi ligada a uma seringa Hamilton de 5pl por meio de
um fino tubo flexivel de polietileno. A seringa foi ativada por uma bomba eletronica de
infusdo (Insight, Brasil). A agulha foi inserida dentro da canula até ultrapassar 1 mm de

sua ponta.

Delineamento experimental
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Apds 48 horas de habituacdo as condigdes do biotério, iniciou-se o tratamento.
Diariamente, por 18 dias, as 19h, as garrafas de dgua eram retiradas, iniciando assim o
periodo de privag¢ao (14 horas). Passadas 13 horas e 30 minutos de privagdo, os animais
foram separados nas caixas por divisorias de acrilico transparente, que encerram 4
compartimentos individuais onde foram oferecidas pipetas de vidro, para cada animal,
contendo 2 ml ou de solug¢do controle ou de solugdo DZP por 30min, caracterizando um
procedimento de ingestdo semi-voluntario. No 18° dia de tratamento os animais receberam
a ultima dose da solugdo controle ou DZP, e passam pelo teste de dependéncia. No 20° dia
(48 horas sem a droga) os animais passam pelo teste e re-teste de abstinéncia (com a

microinjecao de drogas).

Linha de Base

No ultimo dia de tratamento (18° dia), os animais foram colocados na gaiola de
contencao individual, e alojados no interior da gaiola de Faraday. Foram apresentados 100
estimulos sonoros (100 clicks, 10 ms de duragdo, 100 dB de amplitude, 3000 Hz,
frequéncia de apresentacao de 0,33 Hz) sendo registrados, ao mesmo tempo, os potenciais

evocados no NCCI (amplitude em pV).

Teste

No 20° dia do experimento, ja caracterizada a condicdo de abstinéncia (48 horas
apos a ultima ingestdo de DZP), o teste anteriormente descrito na linha de base foi

novamente realizado, seguindo exatamente o mesmo procedimento.

Re-teste
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Uma hora apds efetuado o teste, foram realizados os procedimentos de
microinjecdo das drogas em estudo no BLA. Ap6s 10 min da administracdo, o mesmo

procedimento de registro dos potenciais evocados, ja descrito, foi novamente realizado.

Delineamento Experimental

EXPERIMENTO 1

TRATAMENTO ORAL | CONDICAO DE DEPENDENCIA | CONDICAO DE ABSTINENCIA

1° ao 18° dia 18° dia 20° dia
Grupos Linha de base Teste Re-teste
Sacarose

registro Administragdo local da

registro de PEA )
de PEA | droga + registro de PEA
Diazepam

Histologia

Ao final dos experimentos os animais foram sacrificados, por meio de uma injecao
intraperitoneal de pentobarbital s6dico (100 mg/Kg). Os indicativos de morte do animal
foram a auséncia de movimentos respiratérios, batimentos cardiacos e perda dos reflexos.
A confirmagdo de morte foi realizada por exsanguinagdo por meio de perfusdo
intracardiaca (150ml de PBS seguido de 150ml de formalina 40%), a qual serviu
também para fixagdo do tecido cerebral. Posteriormente os animais foram decapitados
para retirada dos encéfalos, que foram mantidos numa solu¢do de formalina por no

maximo 2 horas, sendo a seguir mergulhados numa solugdo de sacarose (30%) por 72

horas. Os encéfalos foram entdo fatiados em cortes de 30) m de espessura de acordo com
o atlas de Paxinos Watson (1999). Posteriormente, as ldminas foram montadas e coradas

com vermelho neutro para localizagao do sitio de inje¢do da canula e contato do eletrodo.
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Analise Estatistica

Os dados foram normalizados por meio da raiz quadrada dos dados brutos e
apresentados como Média + Erro Padrdo Médio (EPM). Os resultados foram analisados
com a andlise de variancia (ANOVA) de 2 fatores sendo o Fator 1 os tratamentos (sacarose
x diazepam) e o Fator 2 (repeticdo) a condigdo (efeito cronico x abstinéncia ou
abstinéncia x efeito das drogas). As comparagdes post-hoc foram realizadas com o teste

de Newman-Keuls, com p<0,05.
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Resultados
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Efeitos da abstinéncia de diazepam sobre a amplitude dos PEA registrados no nucleo

central do CI de ratos Wistar

A ANOVA de dois fatores com medidas repetidas revelou efeitos significativos do
tratamento (sucrose x diazepam: F1,62=12,51; p<0,05), entre as condicdes (efeitos do
tratamento cronico x abstinéncia: F1,62= 61,65; p<0,05), assim como interagdo
significativa entre os dois fatores (tratamento x condi¢do: F1,62= 64,55; p<0,05). O teste
de Newman-Keuls mostrou que esses efeitos se devem ao aumento pronunciado na
amplitude dos PEA evocados no CI durante a abstinéncia de DZP quando comprados com
as medidas registradas nos animais testados sobre o efeito do benzodiazepinico (efeito do
tratamento cronico) (Figuras.3 e 4). Nao foram observados efeitos significativos do
tratamento cronico ou abstinéncia nos animais tratados com a solu¢do controle (dgua +

Sucrose).

Efeitos da administragdo do agonista de receptores GABA4 muscimol no BLA sobre os

PEA registrados no CI de ratos abstinentes de DZP

A andlise de variancia detectou efeitos significativos para o fator tratamento
(sucrose x diazepam: F1,14=46,24; p<0,05), entre as condi¢des (efeitos da abstinéncia x
muscimol: F1,14=6,44; p<0.05), ¢ interagdo significativa entre os dois fatores (tratamento
x condi¢do: F1,14=10,93; p<0.05). O teste post-hoc de Newman-Keuls mostrou que o
muscimol, quando administrado diretamente na BLA, foi eficaz em reduzir a amplitude
dos PEA nos animais do grupo controle, sem produzir qualquer efeito sobre o aumento nos

PEA observados nos animais abstinentes de DZP (fig. 5).
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Efeitos da administra¢do do inibidor indireto da sintese de GABA semicarbazida,
administrado diretamente no BLA, sobre os PEA registrados no CI de ratos abstinentes de

DZP

ANOVA detectou efeitos significativos no fator tratamento (sucrose x diazepam:
F1,14=11,62; p<0.05), na condi¢do (efeitos da abstinéncia x SMC: F1,14=4,98; p<0.05),
assim como interacdo significativa entre os fatores (tratamento x condi¢do: F1,14=8,57;
p<0.05). As comparagdes a posteriori mostraram que a administragdo de SMC diretamente
no BLA induziu um aumento significativo na amplitude dos PEA dos animais do grupo
controle sem, no entanto, e similar aos efeitos observados com o muscimol, produzir

qualquer alteracdo nos PEA registrados no CI dos animais abstinentes de DZP (Fig. 6).

Efeitos da administragdo de serotonina (5-HT) no BLA, sobre os PEA registrados no CI

de ratos abstinentes de diazepam

Nao foram encontrados significativos para o fator tratamento (sucrose x diazepam:
F1,14=4,14; p>0.05) e tampouco intera¢do significativa entre os fatores (tratamento X
condi¢do: F1,14=1,70; p>0.05). Entretanto, a ANOVA detectou diferenga significativa
para o fator condicao (efeitos da abstinéncia x 5-HT: F1,14=39,80; p<0.05). O teste post-
hoc de Newman-Keuls mostrou que a administragdo de 5-HT no BLA aumentou de forma
significativa a amplitude dos PEA registrados no nucleo central do CI de ambos os grupos
de animais, controle e experimental. De fato, a 5-HT promoveu um aumento ainda mais

pronunciado na amplitude dos PEA dos animais abstinentes de DZP (Fig. 7).

Efeitos da administragcdo do agonista de receptores 5-HT.., 8-OH-DPAT no BLA

sobre os PEA registrados no CI de ratos abstinentes de DZP
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A ANOVA mostrou efeito significativo no fator tratamento (sucrose x diazepam:
F1,14=43,35; p<0.05), no fator condicao (F1,14=23,55; p<0.05), mas auséncia de interacao
significativa entre os dois fatores (tratamento x condigdo: F1,14=2,73; p>0.05). De forma
inversa aos resultados obtidos com a 5-HT, o teste de Newman-Keuls mostrou que a
administracdo de 8-OH-DPAT no BLA reduziu a amplitude dos PEA nos animais dos
grupos controle assim como reduziu também a amplitude desses potenciais nos animais
abstinentes de DZP. O teste também mostrou que a droga promoveu uma reducdo mais

acentuada nos animais tratados com solugdo placebo (Fig. 8).

44



Discussao
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Os mecanismos moleculares que estdo subjacentes a abstinéncia de BDZs nao

estdo totalmente claros, entretanto, algumas possibilidades sdo consideradas: (1) “Down-
regulation” dos receptores GABA,; (2) mudanca na producdo de ligantes endogenos; (3)
mudangas prolongadas na conformagdo do receptor; (4) alteracdo na composi¢do da
subunidade do receptor. (Miller et al., 1990). Em funcdo disso, alguns trabalhos tem
sugerido que os efeitos comportamentais, sensoriais € autondomicos observados apds a
interrupgdo do tratamento cronico com essas substancias talvez reflitam uma alteracdo
homeostatica resultante de respostas neuro-adaptativas consequentes a ativagdo de outros
sistemas de neurotransmissores como, por exemplo, o serotoninérgico. Dessa forma, a
reducdo nos niveis de inibi¢do, decorrente da interrup¢do do tratamento croénico com um
BZD, poderia resultar na exacerbagdo de forgas excitatorias que podem estar subjacentes a
expressdo de alguns dos sintomas observados durante a abstinéncia. Como parte desse
mecanismo compensatorio promovido pelo tratamento cronico, no qual a atividade
GABA¢érgica sofre um declinio em suas fungdes, € possivel que outros mecanismos se
tornam mais sensiveis e atuantes (Pratt et al., 1998; Allison et al., 2003; Souza-Pinto et
al., 2007; Cabral et al., 2009). Sugere-se entdo que a abstinéncia de DZP promova uma
ruptura da homeostasia de circuitos elementares de éareas do tronco cerebral que
comumente modulam as respostas incondicionadas de medo e ansiedade (como o coliculo
inferior) regides estas que, por cumprirem um papel adaptativo, mantiveram-se quase que

inalteradas no decorrer do processo evolutivo.

Resultados consistentes t€ém evidenciado o papel critico da AM na modulagao de
respostas condicionadas e incondicionadas a estimulos de perigo (Blanchard & Blanchard,

1972, LeDoux et al., 1988). Dentre os nucleos considerados de maior importancia para a
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compreensdo das respostas condicionadas e incondicionadas de medo estdo o lateral e o
basal, que compoem o que se resolveu chamar de complexo basolateral (BLA) (Amaral et
al., 1992). Nesses sentido, varios estudos atribuem a amigdala o status de receptora de
sinais de perigo, onde sdo avaliados quanto ao seu grau de ameaca para 0 organismo.
Dessa forma, a AM parece atuar como uma espécie de interface sensorio-afetiva da reacao
de defesa. O BLA ¢ o principal sitio de recep¢do destes sinais, sendo o CeA a principal
estagdo de saida para as regides encefalicas responsaveis pela expressao do medo e da

ansiedade (LeDoux et al., 1988, Davis, 1992).

Dentre suas diversas conexdes sabe-se que o CI mantém ligagdes indiretas com o
BLA, particularmente através do NGM. Lesdes ou estimula¢des desses nucleos interferem
de forma significativa na aversividade gerada pela estimulacdo elétrica do CI (Maisonnette
et al., 1996), sugerindo que a AM parece interferir diretamente na aversao promovida pela
estimulacdo dessa estrutura. De fato, Alguns estudos tém sugerido que a resposta defensiva
elaborada no teto mesencefalico esta sob influéncia da AM (Davis, 1992; Davis et al. 1994;
Maisonnette et al. 1996; Zangrossi Jr. et al. 1999; Brandao et al. 1999; Macedo et al.,
2002; 2005; 2006). O BLA estaria envolvido na regulagdo dos aspectos emocionais dos
estimulos aversivos, enquanto o CeA regularia os componentes somaticos € autonomicos
das reagdes de medo, por meio de projecdes para o hipotalamo e regides do tronco cerebral
(Davis et al., 1994; LeDoux, 1990; 1988; 1994), modulando, desta forma, a resposta
defensiva gerada em areas do teto mesencefalico, como o CI (Macedo et al. 2002; 2006;

Maisonnette et al., 1996).

Em nosso trabalho, demonstramos que a abstinéncia de diazepam, apos 18 dias de

tratamento cronico, induz alteracdes eletrofisiologicas significativas nos neurdnios do

47



nucleo central do CI, como revelado pelo aumento pronunciado na amplitude do potencial
evocado por um estimulo auditivo nos animais abstinentes. Resultado similar foi
encontrado apés a microinje¢do de baixas doses de SMC (que induz a resposta de
congelamento) diretamente nessa regido (Nobre et al., 2003). Esses resultados sugerem que
aumentos na amplitude do PEA podem refletir aumentos na valéncia negativa do estimulo

sonoro (clic) utilizado para eliciar os PEA, em nosso estudo.

Se considerarmos a hipotese acima, podemos csugerir que a administracdo local de
muscimol diretamente no BLA produziu um efeito do tipo ansiolitico nos animais do grupo
controle ja que reduziu significativamente a amplitude dos PEA nesses animais. Por outro
lado, nenhum efeito foi obtido com o uso da droga nos animais abstinentes de DZP. De
forma quase similar, a SMC (substincia que inibe a enzima que transforma o glutamato em
GABA), que nos animais do grupo controle induziu um aumento na amplitude dos PEA,
ndo produziu também qualquer efeito nos individuos abstinentes. Isto pode indicar que
mecanismos GABAaérgicos do BLA parecem influenciar o processamento da informagao
sensorial auditiva no CI apenas nos animais ndo dependentes. Vale ressaltar que efeitos
andlogos para as duas drogas foram encontrados em um estudo no qual a resposta
defensiva foi induzida pela estimulacdo quimica do CI (Macedo et al., 2006). Por outro
lado, o descompasso homeostatico criado pela interrup¢do do tratamento cronico parece
romper com a modulacdo GABA¢érgica dos neuronios do BLA sobre a reatividade neural
dos neurénios do CI. Os testes realizados ao fim do tratamento cronico com DZP
mostraram que a amplitude do PEA registrados no CI ndo ¢ modificada nos animais
testados sobre o efeito do placebo ou sobre o efeito do diazepam sugerindo que as
propriedades ansioliticas da droga podem nao interferir no processamento da informagao
auditiva. A auséncia de efeitos do MUS sobre os PEA do CI dos animais abstinentes de
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DZP, quando injetado no BLA, pode também ser resultado de um processo de down-
regulation dos de receptores GABA nessa estrutura induzido pelo tratamento cronico
(Ishirara et al., 1993), ocasionando a diminui¢do dos sitios de ligagdo (Tietz et al.,1986)

para o MUS e, consequentemente, a diminui¢do de seu efeito.

De fato, alguns trabalhos mostraram a presenca de interneurdnios neuronios
GABA¢rgicos (Nitecka et al.,1987; McDonald et al., 1993) entre 0 BLA e o CeA. Essa
massa de neurdnios recebe informacdes do BLA e as projeta para o CeA (Millhouse,
1986;), constituindo uma importante interface inibitoria entre as duas areas. (Royer et al.,
1999). Essa fun¢do regulatéria poderia entdo explicar em parte os estados aversivos
gerados durante a abstinéncia de DZP ja que a abstinéncia causaria uma diminui¢do das
funcdes GABAérgicas como um todo (Hutchinson et al. 1996; Tietz et al., 1986; Ishirara et
al., 1993) tendo como consequéncia uma diminui¢do da acdo inibitoria do BLA sobre CeA,

promovendo entdo o estado aversivo caracteristico observado nessa condigao.

As aminas biogé€nicas como a dopamina e 5-HT tem sido amplamente estudadas no
campo da neurobiologia do medo e da ansiedade (Graeff et al., 1991; 2004; Millan et al.,
2003). Tém sido proposto que lesdes de todo o BLA (Maisonnette et al., 1996) ou lesdes
seletivas para neuronios 5-HT (Macedo et al.,2002) do BLA, mas ndo do CeA, aumentam a
aversidade da estimulacdo elétrica do CI, confirmando algumas hipdteses na literatura de
que neuronios no CeA - cujas projecdes para areas do tronco encefalico participam da
geracao e elaboragdo das respostas somaticas e autonomicas de medo - estdo sob influencia
inibitéria dos neurdnios do BLA (Davis et al.,1994). Em nosso estudo a administracao de
5-HT no BLA causou um aumento da amplitude dos PEA eliciados no CI tanto dos

animais controle quanto dos animais tratados com diazepam. Por outro lado, a
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administracdo do 8-OH-DPAT (um agonista de receptores serotoninérgicos do tipo 5-

HT,4) produziu um decréscimo significativo dessas amplitudes em ambos os grupos.

A AM possui receptores 5-HTia, 5-HT,, 5-HT;, 5-HTs, e 5-HTg¢ existindo
diferencas na densidade desses receptores em cada regido desta estrutura. Receptores 5-
HT,4 sdo encontrados predominantemente na CeA enquanto receptores 5-HT», 5-HTs3, e 5-
HTs sdo encontrados predominantemente na BLA (Rainnie, 1999). Em muitas areas do
sistema nervoso central o principal receptor que medeia a inibi¢do por serotonina ¢ o
receptor 5-HTa (Saxena, 1995). Entretanto o baixo nivel de receptores 5-HT;» na BLA
sugere que a inibicdo dos disparos celulares por meio da 5-HT podem ndo resultar da
ativagdo direta dos receptores pds-sindpticos 5-HTa, mas, ao invés disso, por inibi¢ao
indireta de vias glutamatérgicas por ativacao de receptores pré-sinapticos 5-HT s (Bobker
et al., 1989). Tem sido demonstrado também que a estimulagdo de auto-receptores
somatodendriticos 5-HT4 pelo agonista 8-OHDPAT hiperpolariza a célula, bloqueando a
atividade elétrica dos neurdnios serotoninérgicos, de maneira dose dependente, e
diminuindo a neurotransmissdo serotoninérgica (Young et al., 1980; Hoyer et al., 1994).
Os efeitos do agonista 5-HT;s, 8-OHDPAT, sdo bastante varidveis dependendo da
estrutura envolvida, podendo apresentar efeitos ansioliticos, quando administrados no
NDR (File et al., 1996; Hogg et al., 1994), ou ansiogénicos, quando administrado no
hipocampo dorsal (Romaniuk et al., 2001), por exemplo. Neste sentido, muitos trabalhos
indicam que os receptores 5-HT;s pOs-sinapticos no NDR quando ativados por buspirona,
ipsapirona, gepirona ou 8-OHDPAT produzem feitos ansioliticos (Jolas et al., 1995;
Plazinik et al., 1994; Przegalinski et al., 1992; Schreiber et al., 1993), indicando que a
diminui¢do da neurotransmissdo serotoninérgica como um todo ocasiona um reducdo dos
estado aversivo, como verificado em testes comportamentais variados.
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Diferente disso, Graeff et al. (1997) demonstraram o papel duplo da serotonina na
modulagdo do comportamento defensivo. Neurdnios 5-HT no NDR sdo supostamente
ativados em situa¢des ameacadoras. Suas projecdes facilitam que neuronios da amigdala
identifiquem uma situagdo de perigo (ansiedade e elaboracdo de respostas de medo
condicionado) e, ao mesmo tempo, inibem o comportamento de fuga em neurdnios da
SCPD (elaboragdo de respostas ao medo incondicionado). Entdo, os dois tratos
serotonérgicos - o trato posencefalico (direcionado a AM) e o trato periventricular do NDR
(direcionado a SCPD) - exercem efeitos opostos nos mecanismos neurais que medeiam o
medo e ansiedade aprendidos ¢ o medo inato, respectivamente. Sendo assim, a 5-HT
diretamente na amigdala, por vias do NDR, promoveria uma facilitacio de estados
relativos a ansiedade e medo condicionado. De modo similar, em nosso experimento a
administracdo de 5-HT na BLA promoveu um aumento dos PEA em animais do grupo
controle. E importante ressaltar que na literatura, o aumento de PEA, indicando um
aumento na reatividade neuronal do CI, tem sido relacionado a expressdo de respostas de
medo incondicionado como: congelamento (Nobre et al. 2003); estimulagdo quimica por
glutamato (Brandao et al.,2001) e estados aversivos gerados pela abstinéncia de drogas

(Chu et al., 1978; Begleiter et al., 1981; Squires et al.,1978; Cabral et al., 2009).

Em nosso estudo, o agonismo de receptores 5-HT;» no BLA promoveu uma
diminui¢do significativa na amplitude dos PEA de ambos os grupos testados indicando que
mecanismos inibitorios entre BLA e CeA mediados por receptores 5-HT,4, podem também
participar da media¢do das respostas aversivas medidas ao nivel do CI. Os efeitos
contrarios observados coma propria 5-HT podem ser devidos ao acdo generalizada da

serotonina nos seus receptores, diferente da acdo do 8-OH-DPAT, cuja acdo ¢ mais seletiva
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para receptores SHT,s pré-sinapticos, cuja acdo ¢ sabidamente inibitoria (Avanzi &

Brandao, 2001; Brandao et al., 1994).

Em resumo, nossos resultados sugerem que a abstinéncia de benzodiazepinicos (do
qual o diazepam ¢é o agente prototipico) que promove uma série de alteragdes no
funcionamento de areas do tronco cerebral estreitamente envolvidas com a expressdo da
resposta incondicionada de medo, leva também a alteragdes funcionais em estruturas
prosencefélicas que apresentam um papel modulador sobre esses comportamentos, como a

amigdala, através de seu nucleo basolateral.
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Conclusoes
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1-

O tratamento cronico com diazepam, ndo altera o processamento da informacao
sensorial auditiva elaborada no nticleo central do CI, como revelado pela registro

dos PEA.

A abstinéncia de diazepam induz um aumento pronunciado na amplitude desses
potenciais, sugerindo que o descompasso homeostatico induzido pelo tratamento

cronico pode alterar a sensibilidade do organismo a estimulos indcuos.

A inativacdo ou excitagdo dos neuronios GABAérgicos do BLA, através da
administracdo do agonista de receptores GABA, muscimol ou do inibidor da
descarboxilase do 4acido glutamico altera amplitude dos PEA dos animais do grupo
controle sem apresentar qualquer influéncia nos PEA dos animais abstinentes. De
DZP. O redugao no nimero de receptores GABA induzidos pelo tratamento cronico
pode estar subjacente a este efeito ja que ambas as drogas produziram os efeitos
esperados, quando administradas nos animais do grupo controle. O retorno a
condi¢cdo basal talvez seja concomitante ao tempo de duragdo da sindrome de

abstinéncia.

O que foi descrito acima parece nao se aplicar aos mecanismos serotoninérgicos do
BLA ja que ambas as drogas utilizadas induziram alteragdes expressivas nos PEA
tanto dos animais tratados com placebo quanto aqueles tratados com diazepam.
Podemos inferir que mecanismos serotoninérgicos na BLA, inclusive aqueles
mediados por receptores 5-HT;,, sdo importantes para a determinacdo do

processamento sensorial no nucleo central do CI.
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Fig.1. Acima, fotomicrografia representativa da estimulagdo quimica do BLA. Os quadros

adicionais mostram os sitios de microinje¢do no BLA segundo o atlas de Paxinos e

Watson (1997).
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Fig.2 Acima, fotomicrografia representativa do ponto de registro dos potenciais evocados
auditivos do CI. Os quadros adicionais mostram os sitios de microinje¢do segundo o atlas
de Paxinos e Watson (1997)
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Efeitos da Abstinéncia sobre o PEA
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Fig.3 Histogramas demonstram os efeitos da interrup¢do do tratamento cronico com
sucrose ou diazepam (48 horas de abstinéncia) sobre a amplitude dos potenciais evocados
auditivos (PEA) registrados no nucleo central do CI. # Diferenga significativa entre
tratamentos (sucrose x diazepam). * Diferenca significativa entre condi¢des (efeito do
tratamento cronico x abstinéncia). Os dados, normalizados, estdo apresentados como
médiatEPM. Para comparacdo estatistica foi utilizada a ANOVA de dois fatores com
medidas repetidas. As comparagdes a posteriori foram feitas com o teste de Newman-
Keuls. P<0.05 para significancia estatistica.
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Fig.4. Forma de onda caracteristica do potencial evocado auditivo eliciado no ntcleo
central do CI de dois animais submetidos a interrup¢ao do tratamento cronico com sucrose
(controle) ou diazepam (abstinente). Os testes foram conduzidos 48 horas apds a
interrup¢ao dos tratamentos. A amplitude do sinal (eixo Y) ¢ dada em microvolts (LV).
Notar o aumento pronunciado da amplitude da primeira onda positiva (P1) do animal
abstinente (abaixo) quando comparado com seu controle (acima).
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Fig.5. Histogramas demonstram os efeitos da microinjecdo do agonista de receptores
GABA muscimol, diretamente no ntcleo basolateral da amigdala (BLA), sobre o aumento
na amplitude dos potenciais evocados auditivos (PEA) registrados no nucleo central do CI
de ratos abstinentes de diazepam (48 horas de abstinéncia), quando comparado com o
grupo controle (sucrose). # Diferenca significativa entre tratamentos (sucrose x diazepam).
* Diferenca significativa entre condic¢des (efeito da abstinéncia x muscimol). Os dados,
normalizados, estdo apresentados como média=EPM. Para comparagdo estatistica foi
utilizada a ANOVA de dois fatores com medidas repetidas. As comparagdes a posteriori
foram feitas com o teste de Newman-Keuls. P<0.05 para significancia estatistica.
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Fig.6. Histogramas demonstram os efeitos da microinjecdo do inibidor indireto da sintese
de GABA semicarbazida (SMC), administrado diretamente no nucleo basolateral da
amigdala (BLA), sobre o aumento na amplitude dos potenciais evocados auditivos (PEA)
registrados no nucleo central do CI de ratos abstinentes de diazepam (48 horas de
abstinéncia), quando comparado com o grupo controle (sucrose). # Diferenca significativa
entre tratamentos (sucrose x diazepam). * Diferenca significativa entre condi¢des (efeito da
abstinéncia x SMC). Os dados, normalizados, estdo apresentados como média+EPM. Para
comparacao estatistica foi utilizada a ANOVA de dois fatores com medidas repetidas. As

comparagdes a posteriori foram feitas com o teste de Newman-Keuls. P<0.05 para
significancia estatistica.
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Efeitos da 5-HT sobre o PEA
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Fig.7. Histogramas demonstram os efeitos da microinjecdo de serotonina (5-HT),
administrada diretamente no nucleo basolateral da amigdala (BLA), sobre o aumento na
amplitude dos potenciais evocados auditivos (PEA) registrados no nucleo central do CI de
ratos abstinentes de diazepam (48 horas de abstinéncia), quando comparado com o grupo
controle (sucrose). # Diferenga significativa entre tratamentos (sucrose x diazepam). *
Diferenca significativa entre condigdes (efeito da abstinéncia x 5-HT). Os dados,
normalizados, estdo apresentados como médiatEPM. Para comparagdo estatistica foi
utilizada a ANOVA de dois fatores com medidas repetidas. As comparagdes a posteriori
foram feitas com o teste de Newman-Keuls. P<0.05 para significancia estatistica.
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Efeitos do 8-OH-DFAT sobre o PEA
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Fig.8. Histogramas demonstram os efeitos da microinjecdo do agonista de receptores de
serotonina do tipo 1A (5HT;s), administrada diretamente no nucleo basolateral da
amigdala (BLA), sobre o aumento na amplitude dos potenciais evocados auditivos (PEA)
registrados no nucleo central do CI de ratos abstinentes de diazepam (48 horas de
abstinéncia), quando comparado com o grupo controle (sucrose). # Diferenca significativa
entre tratamentos (sucrose x diazepam). * Diferenca significativa entre condigdes (efeito da
abstinéncia x 8-OH-DPAT). Os dados, normalizados, estdo apresentados como
médiatEPM. Para comparacao estatistica foi utilizada a ANOVA de dois fatores com
medidas repetidas. As comparacdes a posteriori foram feitas com o teste de Newman-
Keuls. P<0.05 para significancia estatistica.
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