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RESUMO



A Substancia Cinzenta Periaquedutal Dorsal (SCPD) tem sido relacionada com a
mediagdo do comportamento defensivo. A estimulagdo elétrica desta estrutura
mesencefalica evoca reagcbes de fuga acompanhada por mudangas
neurovegetativas, que tém sido associadas a ataques de panico. Varios estudos
indicam que a serotonina (5-HT) inibe a aversao gerada pela estimulagao da SCPD

e que os receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT1A e 5-HT2A modulem o efeito do

tipo panicolitico da serotonina nesta estrutura. Curiosamente, as respostas celulares
promovidas por esses receptores sao opostas, enquanto a ativacao de receptores

do tipo 5—HT2A promove respostas celulares excitatorias a ativagao de receptores 5-
HT1A evoca respostas inibitérias. Desta forma, sugere-se que o efeito antiaversivo

decorrente da ativacédo de receptores do tipo 5-HT2a seja mediado pela ativagao de
interneurénios GABAérgicos na SCPD . No presente trabalho, verificamos se o efeito
antiaversivo decorrente da administracdo de agonistas de receptores do tipo 5-HT2a
e 5-HT,c na porcdo dorsolateral da SCPD é decorrente da facilitacdo da
neurotransmissdo GABAérgica nesta mesma estrutura encefalica. Nossos
resultados mostram que a administragcdo prévia intra-SCPdl do antagonista de
receptores GABAA bicuculina bloqueou o efeito promovido pela inje¢do intra-SCPdI
do agonista endoégeno 5-HT, do agonista de receptores do tipo 5-HT,4 DOI, do
agonista nao seletivo de receptores do tipo 5-HT,c mCPP e do agonista de
receptores do tipo 5-HT,c RO 60-0175. No entanto, o antagonista de receptores do
tipo 5-HT,c, SB-242084 n&o bloqueou a resposta promovida pelo RO 60-0175. Além
disso, a administracdo prévia do antagonista de receptores do tipo 5-HT:a
quetanserina bloqueou o efeito do DOI, mCPP e do RO 60-0175, indicando que tais
drogas atuaram através da interacdo com receptores do tipo 5-HT,a. Em suma,
nossos dados mostram que o efeito antiaversivo promovido pela ativacdo de
receptores do tipo 5-HT,a na SCPdl seja mediado pela facilitagdo da

neurotransmissao GABAérgica.



ABSTRACT



The dorsal periaqueductal gray matter (dPAG) has been implicated in the mediation
of defensive behaviors. Electrical stimulation of this midbrain structure induces
escape reaction and autonomic changes, a response that have been associated with
panic attacks. Studies indicate that serotonin inhibits the aversion generated by the
stimulation of dPAG and both 5-HT1a and 5HT,a receptors are involved in this
panicolitic-like effect. Curiously, at the molecular level these receptors cause
opposite effects, whereas activation of 5-HTa receptors hyperpolarizes the cell
membrane and evokes inibitory effects, activation of 5-HT,a receptors promotes
excitatory effects. It has been proposed that 5-HT,a receptor agonists exert their
inhibitory effect on escape by activation of GABAergic interneurons located in the
dPAG. In the present study we evaluated this hypothesis by investigating whether
previous intra-dorsolateral PAG (dIPAG) administration of the GABAa receptor
antagonist bicuculline blocks the anti-escape effect caused by the injection of
different 5-HT,a and 5-HT,c receptor agonists into the same brain area. Our results
showed that intra-dIPAG administration of 5-HT, the preferential 5-HT,a receptor
agonist DOI, the non-selective 5-HT,c receptor agonist mCPP and the 5-HTac
receptor agonist RO 60-0175 significantly inhibited the escape reaction induced by
electrical stimulation of the dIPAG. In all cases this effect was blocked by previous
microinjection of bicuculline. The inhibitory effect on escape caused by DOI, RO 60-
0175 and mCPP was also blocked by previous intra-dIPAG injection of the
preferential 5-HT,a receptor antagonist ketanserin. Previous injection of the 5-HT,c
receptor antagonist SB-242084 in the dIPAG did not block the anti-escape effect of
RO 60-0175. These later results are indicative that DOI, RO 60-0175 and mCPP
impaired escape by primarily interacting with 5-HT,a receptors in the dIPAG. Taken
together our data support the proposal that the anti-escape effect promoted by the
activation of 5-HTya receptors in the dIPAG is mediated by local facilitation of GABA

neurotransmission.
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Introducéo

1.1. Ansiedade e medo

A ansiedade, assim como o medo, o amor, o 6dio, a alegria e a tristeza séo
emocgdes por nés experimentadas ao longo de toda a vida. Tanto a ansiedade como
o medo possuem fungdes adaptativas que, quando vivenciadas em contextos e em
niveis apropriados, auxiliam o individuo no recrutamento de respostas
comportamentais adequadas e asseguram assim a sua sobrevivéncia (Pratt, 1992;
Graeff, 1994, 1999).

No entanto, o medo e a ansiedade podem se manifestar em intensidade variavel,
passando de um desconforto para uma sensacgao intensa de terror. Quando presente
em niveis maiores do que aqueles considerados normais e benéficos, a ansiedade
passa a ser inconveniente, e o desempenho do individuo é prejudicado por alteragdes
comportamentais (alerta e agitacdo excessivos) e fisiolégicas (tensdo muscular,
problemas digestivos, disturbios do sono com consequente fadiga e doencgas
psicossomaticas) exacerbadas (Graeff & Hetem, 2004). Quando patoldgica, a
ansiedade pode ser a unica manifestacdo do quadro clinico, sendo assim considerada
primaria, ou pode estar associada a outras doencas, de natureza psiquiatrica ou nao.

Os transtornos de ansiedade considerados primarios foram classificados pela
Associacao Psiquiatrica Americana (APA) e descritos, na versao mais recente, do
Manual de Diagndstico e Estatistico das Doengas Mentais, (DSM-IV-RT, 2000) em:
Transtorno de Ansiedade Generalizada, Transtorno do Panico com e sem
Agorafobia, Agorafobia sem histérico de Transtorno do Panico, Transtorno
Obsessivo-Compulsivo, Fobia Especifica, Fobia Social, Transtorno de Estresse Pés-
Traumatico, Transtorno de Estresse Agudo, Transtorno de Ansiedade devido a uma
condicgdo médica geral, Transtorno de Ansiedade induzido por substancias,

Transtorno de Ansiedade sem outra especificacao.
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Introducéo

Embora progressos significativos tenham sido obtidos nas ultimas décadas
em relagcdo a neurobiologia da ansiedade e ao tratamento de seus transtornos,
muitas sdo as questdes a serem investigadas. Além disso, os tratamentos
farmacoldgicos existentes nem sempre sao eficazes e apresentam efeitos
adversos que podem ser inadequados para determinados pacientes (Graeff, 1994,
1999). Dentre as abordagens existentes para investigar tais problemas, os
modelos experimentais de ansiedade, tanto clinicos como aqueles que envolvem
experimentagao animal, sdo de grande utilidade.

A correlacdo das emogdes humanas com as respostas comportamentais
emitidas pelos animais baseia-se nos estudos pioneiros realizados por Charles Darwin
e apresentados em seu livro “A expressao das emog¢des nos homens € nos animais”,
publicado em 1872. Com base na similaridade observada entre alguns comportamentos
humanos e de outros animais, o naturalista sugeriu que além de caracteristicas fisicas,
o ser humano também herdaria caracteristicas comportamentais dos animais (apud
Graeff, 1994; Panksepp, 1982). Sob esta perspectiva evolutiva, estados emocionais de
ansiedade e medo experimentados pelos seres humanos teriam raizes filogenéticas
nas reagoes defensivas que os animais apresentam frente a estimulos representativos
de ameagca a sua integridade fisica, bem estar e sobrevivéncia (Panksepp, 1982; Graeff,

1994; Hofer, 1995; Stein & Bouwer, 1997).

1.2. Transtorno do Péanico

As primeiras descrigdes do quadro nosoldégico hoje classificado como
transtorno do panico foram realizadas por Jacob Mendes da Costa, durante a guerra
civil americana (1871). Este médico descreveu um quadro observado em soldados,

que passou a ser conhecido como “sindrome do coragao irritavel” ou “sindrome
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Introducéo

DaCosta”, caracterizado por dor toracica intensa, palpitacdes e outros sintomas
cardiacos, sem a presencga de lesdes estruturais identificaveis (Fyer et al.,1995).

Alguns anos depois, Freud (1895, apud Pereira, 2004) descreveu uma
sindrome denominada de neurose da angustia, caracterizada por “irritabilidade geral,
expectativa angustiada, ataques de angustia, vertigem e parestesias”. Freud propés
que a neurose da angustia poderia ser apresentada sob duas formas: como um
estado crénico de ansiedade e como ataques de ansiedade. Embora ele tenha
detectado essas duas formas da neurose da angustia, Freud ndo as considerou
como distintas, mas sim como variantes de uma mesma sindrome.

Em 1980, na terceira edicdo do DSM, a APA adotou a distingdo entre o
transtorno do panico e o transtorno de ansiedade generalizada. Tal distingdo foi
baseada em uma série de trabalhos realizados por Donald Klein (1962, 1964, 1980)
sobre as acbes terapéuticas da imipramina. Nestes estudos os autores relatam que
nos casos de neurose da angustia, em que predominam os ataques da ansiedade, a
resposta a imipramina era mais positiva e o tratamento com os tranquilizantes
habituais mostrava-se pouco eficaz. Por outro lado, nos casos em que a
sintomatologia era caracterizada por um estado de angustia crénica e flutuante, sem
a presenca de ataques recorrentes, ndo havia beneficio consideravel com o uso da
imipramina e o tratamento convencional, com benzodiazepinicos, obtinha melhor
resultado. Essa dissociagao farmacolégica levou Klein a propor que a ansiedade do
tipo “panico” era qualitativamente diferente da ansiedade “nao panico”.

O transtorno do panico de acordo com a mais recente classificacdo do DSM é
caracterizado pela recorréncia de ataques de panico inesperados, que sao

acompanhados por mudangas significativas no comportamento do individuo e por
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Introducéo

preocupacdes persistentes por parte deste quanto a ocorréncia, as implicagdes e as
consequéncias de outros ataques (DSM-IV-RT, 2000).

Por sua vez, o ataque de panico € caracterizado como um periodo distinto de
intenso temor ou desconforto, um estado de apreensao intensa desencadeado
subitamente e que esta frequentemente associado a sentimentos de falta de controle.
Durante esses ataques, estdo presentes sintomas tais como palpitacdes, dor ou
desconforto toracico, tremores, nauseas, tonturas, sensacao de sufocamento e
medo de “ficar louco” ou de morte iminente. Alguns relatos de pacientes, também
incluem a resposta de congelamento e o desejo de fuga imediata da situagao
(Cassano & Savino 1993; Goetz etal., 1994).

Os ataques de panico também ocorrem em outros transtornos de ansiedade
(Transtorno de estresse pos traumatico, fobias, entre outros), podendo ser
espontaneos ou induzidos pela exposigcdo a objetos fobicos (insetos, aracnideos,
sangue) ou por situagdes predisponentes, tais como lugares fechados, altura ou
multiddes. No entanto, os ataques de panico situacionais estdo relacionados a
expectativa do individuo de sentir-se ameacado em determinado local ou contexto,
nao apresentando qualquer relagdo com os ataques de panico espontidneos que
constituem o elemento central do transtorno do panico.

Em geral, em torno de dois tergos dos pacientes com transtorno do panico
também desenvolvem agorafobia (DSM-IV-RT, 2000), que é definida como uma
ansiedade ou esquiva de locais ou situagdes, dos quais o auxilio pode nao estar
disponivel no caso de ter um ataque de panico, ou sintomas do tipo panico. O
transtorno do panico pode acarretar grandes prejuizos ao paciente, principalmente
se estiver acompanhado de agorafobia, limitando as atividades profissionais e

sociais do individuo.
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Estudos epidemiolégicos em todo mundo indicam que a prevaléncia do
transtorno do panico (com ou sem agorafobia) durante toda a vida encontra-se em
1,5% a 3,5% (DSM-IV-RT, 2000). Especificamente, na populagédo brasileira a
prevaléncia do transtorno do panico, em periodos de seis meses a um ano, € de
0,4% a 2,3% e de até 3,5% ao longo da vida. Esta pequena diferenca entre periodos
discretos e a prevaléncia ao longo da vida sugere uma tendéncia a cronicidade

desta condigéo clinica (Bernik., 2001)

1.3. A Substancia Cinzenta Periaquedutal e sua relagdo com o panico

Diferentes estruturas cerebrais que modulam as reacbes de defesa e
representam os substratos neurais do medo e da ansiedade tém sido implicadas no
transtorno do panico. Varias evidéncias ressaltam a importdncia da Substancia
Cinzenta Periaquedutal (SCP) como uma estrutura chave na génese do transtorno
do panico (para revisao ver Graeff 2002, 2003, Del-Ben & Graeff, 2009).

A SCP é uma estrutura mesencefélica longitudinalmente organizada, que
contorna o aqueduto cerebral até a comissura posterior, onde margeia o terceiro
ventriculo no diencefalo. Anatdomica e funcionalmente, a SCP pode ser dividida em
quatro colunas longitudinais denominadas dorsolateral, dorsomedial, lateral e
ventrolateral (Bandler & Shipley, 1994). Estudos recentes sugerem que as diversas
funcdes atribuidas a SCP sejam integradas diferencialmente pelas colunas
neuroniais longitudinais que se estendem ao longo do eixo rostrocaudal (Bandler et
al., 2000).

A SCP faz parte do chamado sistema cerebral de defesa, que inclui também
estruturas como o complexo amigdaléide e o hipotalamo medial (Graeff., 2003). As

primeiras associagdes entre a estimulacao elétrica destas areas com a geracgao de
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reacdes defensivas partem dos estudos pioneiros de Walter Rudolf Hess (1943,
apud Schenberg., 2001), mostrando que a estimulagdo elétrica de areas
subcorticais eliciavam respostas defensivas. Neste trabalho, os autores relatam que
a estimulagao elétrica do hipotalamo medial de gatos desencadeava reacbes de
defesa bem estruturadas do tipo luta e fuga. Como este quadro se assemelha ao
verificado quando o animal € ameacado por um predador, Hess o denominou de
‘reacdo de defesa afetiva”.

Posteriormente, os estudos de Fernandez de Molina e Hunsperger (1959)
estenderam os achados de Hess e mostraram que a estimulagao elétrica de outras
estruturas, como a substdncia cinzenta periaquedutal (SCP) e o complexo
amigdaldéide, também provocavam mudangas comportamentais e autondmicas
semelhantes a estimulacio do hipotalamo medial.

De interesse para o presente trabalho, a estimulacdo da SCP promove
reagdes de fuga com saltos nao direcionados, que séo alternados com periodos de
congelamento (Schmitt P., et al 1986), acompanhados por manifestagdes
neurovegetativas como midriase, piloeregao, micgao, defecagao, hiperventilagao, e
aumento da frequéncia cardiaca e da pressao arterial. Tais reacdes defensivas,
promovidas pela estimulagcdo da SCP mais especificamente de sua por¢cao dorsal
(SCPD), que compreende as colunas dorsolateral e dorsomedial, sdo similares
aquelas evocadas por situagbes naturais de perigo como no confronto com o
predador (para revisao ver Graeff, 2003).

Neste sentido, um estudo recente de Mobbs e colaboradores (2009) ilustra a
relacdo da SCP na modulagao das respostas defensivas frente a perigos proximais.
Neste estudo, os autores avaliaram atraves de neuroimagem os efeitos da ativagao

cerebral em seres humanos apresentados a um predador virtual. Desta forma,
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voluntarios sadios poderiam controlar os movimentos de uma presa virtual
(representado como um ponto) em um labirinto afim de evitar o contato com um
predador virtual (representado por um tridngulo). No caso em que o predador
capturasse a presa choques elétricos, eram aplicados ao dedo do participante. Os
autores observaram, que quando o predador estava longe da presa estruturas como
o cortex pré-frontal e o nucleo lateral do complexo amigdaléide eram ativados. Ja
quando o predador estava mais proximo da presa o nucleo central do complexo
amigdaldide e a SCP eram ativados. Tais resultados reforcam o papel da SCP nas
reacdes evocadas por situagdes naturais de perigo relacionadas com o panico.
Diversas evidéncias sugerem que exista similaridade entre as reacdes
defensivas evocadas pela estimulacido elétrica da SCPD e os ataques de panico
(para revisao ver Schenberg, 2001). Nesta dire¢ao, Nashold e colaboradores (1969,
1974) relataram que, em humanos, a estimulagao elétrica de areas mesencefalicas
dorsais desencadeava fortes sensagdes desagradaveis, como medo, pavor,
ansiedade intensa e sensacado de morte eminente, além de alteragdes fisioldgicas
como dor toracica profunda, taquicardia, dispnéia, sensagcao de calor ou frio e
urgéncia de micgdo. Tais respostas sdo evocadas pela estimulacdo de baixa
intensidade da porcéo dorsal, mas nao da ventral, da SCP. Adicionalmente, estudos
de tomografia por emissdo de pésitrons (PET), realizados também em humanos,
demonstraram que o complexo amigdaléide e o teto mesencefélico, que inclui a
SCPD, e as camadas profundas do coliculo superior, sdo ativados durante ataques
de panico induzidos em voluntarios sadios pela infusdo de lactato de sédio (Reimam

et al.,1989).
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1.4. Validagao da estimulagao elétrica da SCPD como modelo de panico

Apesar das respostas defensivas induzidas na SCPD terem sido
originalmente tomadas como um modelo de ansiedade em procedimentos de
condicionamento operante (Graeff et al.,1988; Schenberg & Graeff , 1978;
Schenberg et al 2001), a partir da proposicao original do psiquiatra Valentil Gentil em
1988, a associagcao das mesmas com os ataques de panico passou a ser explorada
(Gentil, 1988).

Dentro desta perspectiva, Jenck e colaboradores (1995), utilizando a
estimulacgao elétrica da SCPD em uma caixa vai-e-vem (Shuttle-box), observaram
gue a administragao sistémica de drogas que atenuam os ataques de panico como o
alprazolam e o clonazepam eram capazes, de maneira dose-dependente, de reduzir
a aversao induzida pela estimulacao elétrica desta estrutura. Por outro lado, drogas
que induzem ataques de panico, como a ioimbina e a cafeina, aumentavam a
aversao provocada pela estimulagao da SCPD.

Ja nos trabalhos realizados por Schenberg e colaboradores (2001) as reagdes
defensivas eliciadas pela estimulacao elétrica sdo aferidas em uma arena circular.
Os autores relatam uma sequéncia de mudancas comportamentais e
neurovegetativas desencadeadas com o aumento gradual da frequéncia de
estimulagao elétrica. Tais comportamentos incluem: imobilidade, corrida, saltos,
exoftalmia, mic¢do e defecacdo. As analises farmacolégicas indicam que a corrida e
os saltos sao as respostas defensivas preferencialmente afetadas por drogas que
atuam no panico.

Mais precisamente, tem sido observado que a frequéncia de estimulacéo
elétrica para eliciar estas respostas € aumentada pela administragdao cronica, mas

nao pela aguda, de drogas panicoliticas como a clomipramina e a fluoxetina. Por
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outro lado, a administragdo crénica dos ansioliticos diazepam e buspirona, bem
como do inibidor seletivo de recaptacdo de noradrenalina, maprotilina, € ineficaz.
Além disso, foi observado que a droga panicogénica pentilenotetrazol (PTZ) reduz a
frequéncia para eliciar a fuga.

De maneira interessante, em relagcdo ao substrato neuroquimico as drogas
por eles empregadas atuam primariamente por mecanismos farmacologicos distintos,
sugerindo que diferentes sistemas de neurotransmissores/ neuromoduladores
possam atuar sobre a resposta de fuga induzida pela estimulagdo da SCPD. Dentre
0os neurotransmissores/neuromoduladores envolvidos estdo a serotonina (5-
hidroxitriptamina ou 5-HT), o acido gama-aminobutirico (GABA), glutamato e a
colecistocinina (Nutt & George, 1990; Guimaraes et al.,1991; Graeff 1994, 2002,
2003; Brandao et al., 1994; Teixeira & Carobrez.,1999; Zanoveli et al., 2003, 2004).

A observagcdo de que drogas que modulam a neurotransmissao
serotoninérgica como os antidepressivos triciclicos e os inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina sdo eficazes no tratamento do transtorno do panico,
propiciou o desenvolvimento de hipéteses de que o sistema serotoninérgico estaria
fortemente envolvido na fisiopatogenia deste transtorno (para revisdo ver Graeff

2002,2003).

1.5. Papel da serotonina na modulagao das respostas defensivas relacionadas
a SCPD

Os primeiros estudos que buscaram elucidar a funcdo da serotonina na
mediacdo dos comportamentos defensivos relacionados a SCPD foram realizados
por Kiser & Lebovitz (1975). Os autores relataram que comportamento de pressionar

uma alavanca para reduzir ou finalizar a estimulacao elétrica aplicada na SCPD de
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ratos € facilitado pela administracdo sistémica de drogas que inibem a
neurotransmissao serotoninérgica, como o para-cloro-fenilalanina (p-CPA), que atua
como inibidor da sintese de serotonina e por antagonistas nao seletivos de
receptores serotoninérgicos, como a ciproheptadina (Kiser & Lebovitz., 1975; Kiser
et al., 1978). De maneira oposta, a facilitacdo da neurotransmissao serotoninérgica,
causada pela administracao sistémica do precursor da sintese de serotonina 5-
hidroxitriptofano e do inibidor de recaptagdao de serotonina clomipramina, inibia o
comportamento dos animais para cessar o estimulo na SCPD (Kiser et al., 1978).

Neste contexto, € interessante ressaltar que o aumento da liberacdo de
serotonina causada pela estimulagdo elétrica do nucleo dorsal da rafe, que envia
projecdes serotoninérgicas para varias estruturas prosencefalicas e mesencefalicas,
dentre elas a SCP (Vertes, 1991), promoveu respostas semelhantes a administragéao
de drogas que causavam aumento na neurotransmissao serotoninérgica (Kiser et al.,
1980).

Ademais, Jenck e colaboradores (1989), empregando a estimulagéo elétrica
da SCPD em uma caixa vai-e-vem, relataram que a administragao sistémica do
agonista nao seletivo para receptor do tipo 5-HT,c mCPP e do agonista preferencial
de receptores do tipo 5-HT,a DOI inibiam a resposta de fuga. Por outro lado, a
administragao sistémica do agonista preferencial de receptores do tipo 5-HT 4 8-OH-
DPAT tinha efeito oposto (Jenk et al., 1989, 1990).

Com a introducdo de técnicas que permitiam a analise do efeito de drogas
injetadas diretamente na SCPD, em 1981, Brandao e colaboradores demonstraram
gue a microinjecao de serotonina diretamente na SCPD promovia um efeito inibitério
sobre a resposta de fuga induzida pela estimulacdo elétrica desta estrutura.

Posteriormente, Schutz e colaboradores (1985) também observaram que a injegao
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intra-SCPD de serotonina e do agonista nao seletivo de receptores serotoninérgicos,
o 5-metoxi-N,N- dimetiltriptamina(5-MeODMT), aumentava o limiar de corrente
elétrica que, aplicada a SCPD, era capaz de induzir o comportamento de fuga. Além
disso, 0s pesquisadores observaram que este efeito inibitério dos agonistas sobre a
fuga era bloqueado pelo pré-tratamento local com o antagonista ndo seletivo de
receptores serotoninérgicos metergolina, ou com o antagonista preferencial de
receptores do tipo 5-HT,a quetanserina, implicando a participagcéo dos receptores do
tipo 5-HT,a na regulacao da resposta de fuga.

Mais tarde, Nogueira & Graeff (1995) demonstraram que a injecao intra-SCPD

do agonista preferencial de receptores do tipo 5—HT2A DOI aumentava o limiar de

estimulacgao elétrica da SCPD para induzir resposta de fuga. Este efeito antiaversivo
do DOI foi bloqueado pela injegao prévia intra-SCPD do antagonista de receptores
5-HT,a espiperona. Neste mesmo estudo, um efeito inibitério sobre a resposta de
fuga também foi obtido com a injecéo intra-SCPD dos agonistas de receptores do
tipo 5-HT1a 8-OH-DPAT e BAY-R-1530. Ambos os agonistas tiveram seus efeitos
bloqueados pela administragdo prévia do antagonista de receptores 5-HT1a NAN-
190. Estes resultados levaram a sugestdo de que a ativagéo direta de receptores

tanto do tipo 5-HT1A como 5-HT2A poderiam inibir a aversao na SCPD.
Embora os receptores do tipo 5-HT1A e 5-HT2A parecam modular igualmente

efeitos antiaversivos na SCPD, o mecanismo de resposta celular dos mesmos sao
opostos. Enquanto a ativacdo de receptores do tipo 5-HTa leva a uma
hiperpolarizagéo, causada pelo aumento na permeabilidade de membrana ao K*
evocando um efeito inibitério sobre a averséo, a ativacdo de receptores do tipo 5-
HT.» promove despolarizacdo, devido a um aumento de Ca*' intracelular,

promovendo efeitos excitatorios (Hoyer et al., 2002; Brandao et al.,1991).
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Buscando elucidar esta aparente contradicdo, Nogueira e Graeff (1994)
propuseram que a serotonina poderia, em parte, exercer sua agao ativando
neurénios inibitérios da SCPD. Em suporte a esta idéia, Griffiths e Lovick (2002)
demonstram que aproximadamente mais de 70% dos receptores do tipo 5-HTa
encontram-se localizados em interneurdnios GABAérgicos em todas as colunas da
SCP, inclusive na SCPD.

Desta forma, se a hipotese de Nogueira e Graeff (1994) estiver correta, a
ativagcao de receptores do tipo 5-HT,a poderia excitar os interneurdnios GABAérgicos
com a consequente liberacdo de GABA na SCPD. Este efeito seria condinzente com
evidéncias da literatura demonstrando que a facilitacdo da neurotransmissao
GABAérgica nesta estrutura mesencefalica inibe a resposta de fuga gerada pela
estimulacdo elétrica da SCPD. Estes resultados foram obtidos tanto apds a
microinje¢ao do agonista de receptores do tipo GABAA muscimol, como também de
agonistas de receptores benzodiazepinicos, como o clordiazepdxido e o midazolam
(Audi & Graeff, 1984, Graeff et al., 1986). Por outro lado, a admistragao intra-SCPD
de antagonistas de receptores do tipo GABAA, como a bicuculina, evoca reagdes
defensivas que mimetizam as reacdes induzidas pela estimulagao elétrica desta
mesma area encefalica (Brandao et al., 1982,1986,1988; DiSclala & Sandnet; 1989)
Sendo assim, tais resultados sugerem que, diferentemente da 5-HT, o GABA exerce
uma acao inibitoria tbnica sobre a aversao gerada na SCPD (Brandao et al., 1986,
2005;Graeff 2004).

No presente trabalho, a hipotese de que o efeito antiaversivo resultante da
administragdo intra-SCPdl de agonistas serotoninégicos de receptores 5-HTza
decorra da facilitagdo da neurotransmissdao GABAérgica foi avaliada sobre uma

perspectiva comportamental. Mais precisamente, avaliamos se a administragao
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prévia de bicuculina na porgao dorsolateral da SCP (SCPdI) bloqueia a inibicao da
fuga induzida pela administracdo do agonista enddogeno 5-HT e do agonista
preferencial de receptores do tipo 5-HT,n DOI. Adicionalmente, baseado em
evidéncias da literatura mostrando a co-localizagdo de receptores 5-HT,c sobre
neurénios GABAérgicos em diversas areas cerebrais (Serrats., 2004; Boothmam et
al.,2006; Bubar et al., 2007; Liu et al.,2007), verificamos também se o efeito da
ativacao deste subtipo de receptor pode ser bloqueado pela administracdo prévia de

bicuculina.

27



2. OBJETIVOS



Objetivos

2.1. Objetivo geral
Testar a hipotese de que o efeito antiaversivo decorrente da administracao de
agonistas de receptores do tipo 5-HT,a € 5-HT,c na SCPdI é mediado pela facilitagdo da

neurotransmissdo GABAérgica nesta mesma estrutura encefalica.

2.2. Objetivos Especificos

 Experimento 1: verificar o efeito da administracdo prévia intra-SCPdl do
antagonista de receptores GABAAa bicuculina sobre a inibicdo da fuga promovida pela
injecao local do agonista enddgeno 5-HT, do agonista preferencial de receptores 5-HTza
DO, do agonista nao seletivo para receptores 5-HT,c mMCPP e do agonista de receptores
5-HT,c RO 60-0175 . Para fins comparativos, verificar o efeito da administragdo prévia de
bicuculina sobre a inibicdo da fuga induzida pela administragcao do agonista de receptores
5-HT1a 8-OH-DPAT.

+ Experimento 2A: a fim de confirmar se o efeito inibitério gerado pela
administracao intra-SCPdI do DOI sobre a resposta de fuga € decorrente da ativagao
de receptores do tipo 5-HTa verificamos se o antagonista preferencial de receptores
5-HT,a quetanserina é capaz de prevenir tal efeito.

 Experimento 2B: a fim de verificar se o efeito inibitério gerado pela
administragao intra-SCPdl de RO 60-0175 sobre a resposta de fuga é decorrente da
ativagdo de receptores do tipo 5-HT,c, verificamos se o antagonista deste subtipo de
receptor, o SB-242084, é capaz de prevenir tal efeito.

+ Experimento 2C: a fim de investigar se o efeito inibitério gerado pela
administragao intra-SCPdI de mCPP e RO 60-0175 sobre a resposta de fuga é
decorrente da ativacao de receptores do tipo 5-HT2a verificamos se a quetanserina é

capaz de prevenir tal efeito.
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Materiais e Métodos

3.1. Animais
Foram utilizados ratos Wistar, provenientes do Biotério Central do Campus da
Universidade de Sao Paulo - Ribeirdo Preto, com peso entre 270-300g no inicio do
experimento, mantidos em grupos de 5, em caixas de acrilico (42 x 24 x 17cm), com livre
acesso a agua e comida. Os animais permaneceram no biotério do préprio laboratério, com
ciclo claro-escuro de 12 horas (7:00 as 19:00 horas) e temperatura controlada em 22 £ 1°C.
As analises comportamentais descritas neste trabalho foram realizadas no

periodo entre 13:00 e 19:00 horas.

3.2. Drogas
Foram utilizadas as seguintes drogas:

* 5-HT (serotonina creatinina sulfato; Sigma, EUA);

* Cloridrato de DOI ([1-(2,5-dimetoxi-4-iodofenil)-2-aminopropano], Sigma, EUA);

* 8-OH-DPAT ([8-hidroxi-2-(di-n-propilamino)tetralin],Sigma,EUA);

* mCPP ( [1-(3-(clorofenil) piperazina], Sigma, EUA);

* RO 60-0175 (2-[cloro- 5 fluor- indol 1 metilamina], Tocris,EUA);

* Quetanserina(R41468;3-[2-[4-(4-fluorobenzoil)-1-piperidinil}ethil}-2,4(1H,3H)-
quinazolinadiona tartrato, Sigma, EUA);

» SB-242084 (6-Chloro-2,3-dihydro-5-methyl-N-[6-[(2-methyl-3-pyridinyl)oxy]-3-pyridinyl]-
1H-indole-1-carboxyamide dihydrochoride hydrate; Tocris, EUA).

* Bicuculina Methiodato (Sigma, EUA).

Com excegao do RO 60-0175, que foi dissolvido em salina com 4% de

DMSO, e da quetanserina, que foi dissolvida em salina estéril, contendo Tween 80 a

2%, todas as outras drogas foram dissolvidas em salina estéril a 0,9%.
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3.3. Quimitrodo

O quimitrodo consiste de um eletrodo conectado a uma céanula-guia que foi
construida a partir de uma agulha hipodérmica comercial, possuindo 13,0 mm de
comprimento e 0,6 mm de didmetro externo. A mesma teve em seu interior um
mandril de aco de 0,3 mm de didmetro e 13,0 mm de comprimento que a manteve
desobstruida. Este mandril foi retirado da canula-guia apenas durante a sesséao
experimental. O eletrodo, por sua vez, foi confeccionado a partir de um fio de ago
inoxidavel flexivel, de 250 um de didmetro, isolado em toda sua extensdo, exceto
nas secgdes transversas das extremidades. Um segmento desse fio foi soldado a
um pino inoxidavel e colado paralelamente a metade distal de uma canula-guia,
ultrapassando-a em 1 mm. A extremidade proximal do eletrodo foi soldada a um pino
de ago que juntamente com a extremidade superior da canula-guia constituem os
polos de estimulagdo. A estimulagao elétrica do tecido cerebral ocorria a partir da

secc¢ao transversa distal do eletrodo.

3.4. Aparatos Experimentais

3.4.1. Arena para estimulagao elétrica

A estimulagéo elétrica da SCPdI foi realizada em uma arena de acrilico (25,5
cm de didmetro na base, 40 cm de didmetro na borda e 36 cm de altura), com
serragem em seu assoalho para reproduzir as condigdes da gaiola-viveiro do animal.
Uma tela de nylon disposta na parte superior da cuba impedia que os animais
saltassem para fora da area de teste durante as sessdes de estimulagéo elétrica. A
tela de nylon possuia uma abertura em seu centro, que permitia a passagem de um

conector elétrico giratorio de teflon ligado a dois canais de saidas. A primeira saida
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estava ligada a um estimulador, que gerava corrente senoidal de 60 Hz e corrente
constante (Marseillan, 1977). A corrente elétrica aplicada era monitorada por meio
de um osciloscopio (Pantec — 5205 — 10mHz) ligado em paralelo ao aparelho
estimulador. A segunda saida era conectada a um cabo flexivel, que se encaixava
ao eletrodo fixado ao cranio do animal, permitindo a passagem de corrente elétrica

para a SCPdI. Este aparato permitia a livre movimentacédo do animal na cuba.

3.5. Procedimentos Experimentais:

3.5.1. Cirurgia para implantagao do quimitrodo

Os animais foram anestesiados com 2,2,2 tribromoetanol (Aldrich, EUA) a
2,5% (10 mL/Kg, i.p.). Apds a inducdo anestésica, uma associagcao antibiética de
amplo espectro (Pentabidtico, Fontoura-Wyeth-Brasil) foi administrada (0,2
mL/animal, i.m.) a fim de prevenir possiveis infecgdes. Além disso, neste mesmo
periodo, foi administrado (2,5 mg/mL/kg, s.c.) o agente analgésico com atividade
antiinflamatodria e antipirética, flunixina meglumina (Banamine, Schering-Plough S/A-
Brasil)

Os animais foram entdo adaptados a um aparelho estereotaxico (David-Kopf,
EUA), com a barra dos incisivos 2,5 mm abaixo da linha interaural e a seguir, foi
realizada a limpeza do campo cirurgico com uma solugao hidroalcodlica contendo
iodo a 2%. Na regido da incisdo foi administrado, por via subcutanea, o anestésico
local cloridrato de lidocaina associado a um vasoconstritor (Novocol 100, S.S. White-
Brasil). Poucos minutos apds, foi realizada uma incisao longitudinal, a fim de expor a

calvaria e remover o peridsteo por raspagem.
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Na sequéncia, dois orificios foram perfurados, com o auxilio de uma broca
dental tipo Dremel, para a introducdo de parafusos de ago inoxidavel. Estes
parafusos serviram como ancora da protese de acrilico a ser disposta no cranio do
animal. Outro orificio foi perfurado para a introdugcdo do quimitrodo a uma distancia
de 1,9 mm lateralmente ao lambda, a uma profundidade de 5,2 mm a partir da
superficie craniana e inclinagdo de 22° em relagdo ao plano sagital, evitando-se,
assim a perfuragao do seio venoso. Apds o implante, o quimitrodo foi fixado a calota
craniana por meio de resina dental autopolimerisavel. Finalmente, foi introduzido
pela canula-guia um mandril de ago inoxidavel, de mesmo comprimento, para evitar
possiveis entupimentos da canula.

Apdés a cirurgia, os animais foram levados ao biotério do laboratério, onde

permaneceram até a realizacdo dos testes comportamentais.

3.5.2. Testes Comportamentais

Entre cinco a sete dias apds a cirurgia foram iniciadas as sessbes de
estimulacdo elétrica visando a determinacdo do limiar de fuga de cada animal.
Primeiramente, o mandril era retirado da canula-guia e a seguir, uma simulagao de
microinje¢ao era realizada, a fim de igualar as condigbes experimentais de pré e
pods-injecdo de droga. Nessa simulagdo, a agulha dental ndo ultrapassava o
comprimento da canula-guia e nenhuma substancia era microinjetada. Em seguida,
o cabo flexivel era conectado ao quimitrodo e o animal era colocado na cuba por 5
minutos para adaptar-se as condigdes experimentais. Apds este tempo, era iniciada
a determinacao dos limiares aversivos, por meio da estimulagao da SCPdI.

A determinacdo dos limiares de fuga (limiar aversivo) era iniciada com a

apresentacao de um estimulo elétrico com intensidade de 20 pA. A corrente elétrica
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foi monitorada pico-pico por meio de um osciloscopio. O tempo de cada estimulo
elétrico era de 10 segundos, seguidos de intervalos de 10 segundos.

Apos cada intervalo, um novo estimulo, 4 yA maior que o precedente, era
aplicado ao animal, até a obtencao dos limiares de fuga. O limiar de fuga foi
considerado como a menor intensidade de corrente elétrica capaz de induzir fuga
por trés tentativas consecutivas. Caso nao fosse observada a fuga até a intensidade
de corrente elétrica de 152 pA, o animal era excluido do experimento.

Uma vez determinado o limiar basal, grupos independentes de animais foram
utilizados para avaliar o efeito da administracdo intra-SCPdI de drogas. Sendo
assim, no experimento 1, apds sorteio prévio, os animais receberam administracao
intra- SCPdl do antagonista de receptores GABAa bicuculina (5 pmol/0,2uL) ou
salina 5 minutos anteriores a inje¢dao local de 5-HT (20 nmol/0,4 uL), DOI (16
nmol/0,2 uL), mCPP (40 nmol/0,2 uL), RO 60-0175 (40 nmol/0,4uL) ou seus
respectivos veiculos. Neste experimento, como em todos os demais experimentos
deste trabalho, a agulha foi retirada da canula-guia 60 segundos apds a microinjegéao
das drogas. Este procedimento foi adotado a fim de evitar o refluxo das mesmas.
Dez minutos apds a administragcao de 5-HT, 8-OH-DPAT, mCPP e RO-600175 ou 20
minutos apdés a de DOI, o limiar de fuga foi redeterminado. Estudos prévios
demonstram que nao ha diferenga entre os animais testados 10 ou 20 minutos apés
a injecao intra-SCPD de salina (Nogueira & Graeff, 1995). Entao, todos os animais
controles foram testados 10 minutos apds a microinje¢ao de salina.

A dose do antagonista GABAérgico bicuculina foi escolhida com base no
estudo de Cassaroto e colaboradores (2009), mostrando que na dose de 5 pmol este
antagonista nao interfere com o limiar de fuga no modelo da estimulacéo elétrica

SCPD. Enquanto que as doses de 5-HT, DOI e 8-OH-DPAT foram baseadas em
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estudos anteriores que demonstraram o efeito inibitério destas drogas sobre a
resposta de fuga na SCPD (Schutz et al., 1985; Nogueira & Graeff, 1995; Zanoveli et
al., 2005; de Bortoli et al ., 2006). Ja a dose do agonista mCPP foi baseada nos
estudos de Zanoveli e colaboradores (2003), mostrando que a dose de 40 nmol
deste agonista inibe a resposta de fuga no labirinto em T elevado. Ja a escolha da
dose de RO 60-0175 foi baseada em de estudos pilotos conduzidos em nosso
laboratorio.

No experimento 2A, foram administrados (10 nmol/0,2uL) de quetanserina ou
solugdo veiculo 10 minutos anteriores a inje¢do de DOI (16 nmol/0,2 uL) ou salina. O
limiar de fuga foi redeterminado 20 minutos apdés a administracdo de DOI ou 10
minutos apos a administragcao de salina. A dose de quetanserina foi escolhida com
base no estudo de Paula Soares e colaboradores (2004).

No experimento 2B, foram administrados (10 nmol/0,2uL) de SB- 242084 ou
salina 5 minutos anteriores a injecdo de RO 60-0175 (40 nmol/0,4uL) ou salina. A
dose do antagonista foi escolhida com base no em estudos de Paula Yamashita &
Hélio Zangrossi Junior (2010, dados nao publicados). O limiar de fuga foi
redeterminado 10 minutos apds a microinje¢do de RO 60-0175 ou salina.

No experimento 2C, foram administrados (10 nmol/0,2uL) de quetanserina ou
salina, 10 minutos anteriores a injegdo de mCPP (40 nmol/0,2 uL) ou RO 60-0175
(40 nmol/0,4uL) ou salina. Apesar da solubilizagdo do mCPP ter sido realizada em
salina e o RO 60-0175 ter sido solubilizado em DMSO a 4%, a escolha da salina
como controle ocorreu devido a um experimento realizado no decorrer deste
trabalho demonstrando que nao existem diferencas entre os limiares de animais

microinjetados com salina, salina mais DMSO a 4% ou salina com Tween 80 a 2%
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(ver apéndice 1). O limiar de fuga foi redeterminado 10 minutos apds a microinjegao
de mCPP , RO 60-0175 ou salina.

Durante a injegao intra-SCPDI da drogas, os animais permaneciam com livre
movimentacdo em uma gaiola viveiro (39 x 32 x 16 cm) com serragem no assoalho.
A injecao foi realizada por meio de uma agulha odontolégica do tipo Mizzy, 0.3 mm
de didmetro externo inserida pela canula- guia, até atingir o alvo, localizado a 1mm
abaixo da extremidade da canula. A agulha era conectada a uma microsseringa
(Hamilton, EUA) de 10 uL através de um tubo de polietileno (PE-10), o qual foi
preenchido previamente com agua destilada. Uma bolha de ar dentro do tubo de
polietileno separava a agua destilada da droga a ser administrada. Durante a
injecao, o deslocamento desta bolha foi utilizado para monitorar a microinjegédo. Para
controle do volume e tempo de injeg&o, foi utilizada uma bomba microinjetora digital
(Harvard Apparatus).

Para cada animal, a variagdo do limiar em uA causada pela microinjecdo da
droga ou veiculo na SCPdI foi considerada como a diferenga entre o limiar de fuga

redeterminado apoés o tratamento farmacoldgico e o limiar basal de fuga.

3.6.Perfusao

ApoOs o téermino dos testes comportamentais, os animais foram anestesiados
com cloral 3% e submetidos a microinjegdo na SCPdI de 0,2ul de corante azul de
Evans a 1% e posterior perfusdo intracardiaca com salina (NaCl a 0,9%) e formol
(10%). Apos a perfuséo, os encéfalos foram retirados e fixados em formol a 10%

para posterior analise histologica.
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3.7. Histologia

Os cérebros foram cortados em secg¢des coronais de 60 um de espessura em
um criostato de congelagao (Leica CM1850) para verificagdo microscépica, segundo
as fotomicrografias do Atlas de Paxinos e Watson (2007). Foram utilizados somente

os dados dos animais que tiveram a ponta do eletrodo localizada dentro da SCPdI.

3.8. Analise dos resultados
Os efeitos das inje¢cdes intra-SCPdl de drogas foram avaliados por uma
analise de variancia de dois fatores (ANOVA), seguida pelo teste de comparagdes

multiplas de Duncan. Os dados foram expressos pela media £+ EPM
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4. RESULTADOS



Resultados

Analise histolégica

Para a realizacdo do experimento 1, foram operados 186 animais. Destes,
160 tiveram o sitio de injecdo na SCPdI. Em 13 animais, esta estrutura nao foi
atingida, em 5 animais, o quimitrodo ndo conduziu corrente elétrica e 8 animais nao
apresentaram o comportamento de fuga até 152uA no dia do teste.

Para o experimento 2, foram operados 136 animais, 111 tiveram seus dados
incluidos na analise estatistica. Dos 25 animais restantes, em 12, a SCPD n&o foi
atingida, em 5, o quimitrodo ndo conduziu corrente elétrica e 8 animais néao
apresentaram o comportamento de fuga até 152uA no dia do teste.

Uma ilustracdo dos sitios de injegdo atingidos nos dois experimentos esta

apresentada na figura1.
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Figura 1: Diagrama de seccdes coronais (de 1,92 a 2,28 posterior a linha interaural
(IA), Atlas de Paxinos e Watson, 2007) do encéfalo de ratos mostrando o sitio de
injecdo na SCPdl. O numero de pontos na figura € menor que o numero total de
ratos, devido as sobreposi¢des dos sitios de injegao.
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Resultados

Experimento 1
Efeito da administracao intra-SCPdI de bicuculina sobre o aumento no limiar
de fuga causado pela serotonina.

A figura 2 ilustra a variagdo de limiar de fuga de animais que receberam
injecdbes na SCPdI de bicuculina previamente a injecdo de 5-HT. A analise de
variancia de duas vias mostra o efeito do tratamento com o agonista [F(1, 32) =
10,030; p < 0,05], mas ndao com o antagonista [F(1, 32) = 0,976; NS] e que ocorreu
interacéo entre os tratamentos [F(3, 63) = 6,429; p < 0,05].

O teste de comparagdes multiplas mostrou que a variagao do limiar de fuga
foi significativamente maior no grupo de animais que recebeu sal/5-HT (p < 0,05). A

administragao prévia de bicuculina foi capaz de bloquear esse efeito.
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Figura 2: Efeito (Média + EPM) da injecao intra- SCPdl de bicuculina (5 pmol) ou
salina 5min antes da microinje¢ao de salina ou 5-HT (20 nmol) sobre o limiar de fuga
(n=8-10 por grupo).” p <0,05 em relagado aos demais grupos.
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Resultados

Efeito da administracao intra-SCPdI de bicuculina sobre o aumento no limiar
de fuga causado pelo DOI.

A figura 3 ilustra a variagdo de limiar de fuga de animais que receberam
injecdbes na SCPdl de bicuculina previamente a injecao de DOI. A analise de
variancia de duas vias mostra o efeito do tratamento com o agonista [F(1,34) =
26,561; p < 0,05], mas ndo com o antagonista [F(1,34) = 8,709; NS] e que ocorreu
interacéo entre os tratamentos [F(3,69) = 15,351; p < 0,05].

O teste de comparagdes multiplas mostrou que a variagado do limiar de fuga
foi significativamente maior no grupo de animais que recebeu sal/DOI (p < 0,05). A

administragao prévia de bicuculina foi capaz de bloquear esse efeito.
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Figura 3: Efeito (Média + EPM) da injecao intra- SCPdl de bicuculina (5 pmol) ou
salina 5min antes da microinje¢do de salina ou de DOI (16 nmol) sobre o limiar de
fuga (n=7-10 por grupo).* p <0,05 em relagao a todos os demais grupos.
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Resultados

Efeito da administracao intra-SCPdI de bicuculina sobre o aumento no limiar
de fuga causado pelo 8-OH-DPAT.

A figura 4 ilustra a variagdo de limiar de fuga de animais que receberam
injecoes na SCPdI de bicuculina previamente a injecao de 8-OH-DPAT. A analise de
variancia de duas vias mostra o efeito do tratamento com o agonista [F(1,32) =
48,247; p < 0,05], mas ndo com o antagonista [F(1,32) = 0,016; NS] e que n&o ha
interacao entre os tratamentos [F(3,65) = 0,198; NS].

O teste de comparagdes multiplas mostrou que a variagdo do limiar de fuga
foi significativamente maior nos grupos de animais que recebeu sal/8-OH-DPAT (p <

0,05) independentemente do tratamento prévio com bicuculina.
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Figura 4: Efeito (Média £+ EPM) da injecdo intra- SCPdI de bicuculina (5 pmol) ou
salina 5min antes da microinjecédo de salina ou 8-OH-DPAT (8 nmol) sobre o limiar
de fuga (n=7-10 por grupo).* p <0,05 em relagédo ao grupo sal/sal.
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Resultados

Efeito da administracao intra-SCPdI de bicuculina sobre o aumento no limiar
de fuga causado pelo mCPP.

A figura 5 ilustra a variagdo de limiar de fuga de animais que receberam
injecdbes na SCPdI de bicuculina previamente a injecao de mCPP. A analise de
variancia de duas vias mostra o efeito do tratamento com o agonista [F(1,32) = 4,671;
p < 0,05], mas ndo com o antagonista [F(1,32) = 2,189; NS] e que ocorreu interagao
entre os tratamentos [F(3,67) = 6,242; p < 0,05].

O teste de comparagdes multiplas mostrou que a variagado do limiar de fuga
foi significativamente maior no grupo de animais que recebeu sal/mCPP (p < 0,05). A

administragao prévia de bicuculina foi capaz de bloquear esse efeito.
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Figura 5: Efeito (Média £+ EPM) da injegcdo intra- SCPdl de bicuculina (5 pmol) ou
salina 5min antes da microinjecéo de salina ou de mCPP (40 nmol) sobre o limiar de
fuga (n= 8-9 por grupo).* p <0,05 em relagdo a todos os demais grupos.



Resultados

Efeito da administracao intra-SCPdI de bicuculina sobre o aumento no limiar
de fuga causado pelo RO 60-0175.

A figura 6 ilustra a variagdo de limiar de fuga de animais que receberam
injecdes na SCPdI de bicuculina previamente a injegdo de RO 60-0175. A analise de
variancia de duas vias mostra o efeito do tratamento com o agonista [F(1,27) = 6,362;
p < 0,05], mas ndo com o antagonista [F(1,27) = 4,020; NS] e que ocorreu interagao
entre os tratamentos [F(3,55) = 11,657; p < 0,05].

O teste de comparagdes multiplas mostrou que a variagado do limiar de fuga
foi significativamente maior no grupo de animais que recebeu sal/RO 60-0175 (p <

0,05). A administracao prévia de bicuculina foi capaz de bloquear esse efeito.
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Figura 6: Efeito (Média + EPM) da injecao intra-SCPdI de bicuculina (5 pmol) ou
salina 5min antes da microinjecdo de salina ou de RO 60-0175(40 nmol) sobre o
limiar de fuga (n= 7 -8 por grupo).” p <0,05 em relacéo a todos os demais grupos.
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Resultados

Experimento 2A: Efeito da administragao intra-SCPdI| de quetanserina sobre o
aumento no limiar de fuga causado pelo DOI.

A figura 7 ilustra a variagdo de limiar de fuga de animais que receberam
injecdes na SCPdI de quetanserina previamente a injecdo de DOI. A analise de
variancia de duas vias mostra o efeito do tratamento com o agonista [F(1,28) =
11,684; p < 0,05], mas nao com o antagonista [F(1,28) = 8,719; NS] e que ocorreu
interacéo entre os tratamentos [F(3,57) = 10,939; p < 0,05].

O teste de comparagdes multiplas mostrou que a variagado do limiar de fuga
foi significativamente maior no grupo de animais que recebeu sal/DOI (p < 0,05). A

administracao prévia de quetanserina foi capaz de bloquear esse efeito.
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Figura 7: Efeito (Média + EPM) da injec&o intra-SCPdI de quetanserina (10 nmol) ou
salina 10min antes da microinjecao de salina ou de DOI (16 nmol) sobre o limiar de
fuga (n=7-9 por grupo).* p <0,05 em relagao a todos os demais grupos.
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Resultados

Experimento 2B: Efeito da administragao intra-SCPd| de SB-242084 sobre o
aumento no limiar de fuga causado pelo RO 60-0175.

A figura 8 ilustra a variagdo de limiar de fuga de animais que receberam
injecoes na SCPdI de SB-242084 previamente a injecao de RO 60-0175. A analise
de variancia de duas vias mostra o efeito do tratamento com o agonista [F(1,30) =
12,834; p < 0,05], mas ndao com o antagonista [F(1,30) = 1,318; NS] e que ndo ha
interacéo entre os tratamentos [F(3,61) = 0,63; NS].

O teste de comparagdes multiplas mostrou que a variagdo do limiar de fuga
foi significativamente maior nos grupos de animais que recebeu sal/RO 60-0175 (P <

0,05) independentemente, do tratamento prévio com SB-242084.
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Figura 8: Efeito (Média £ EPM) da injecao intra-SCPdl de SB-242084 (10 nmol) ou
salina 5min antes da microinjecdo de salina ou de RO 60-0175 (40 nmol) sobre o
limiar de fuga (n= 6 -9 por grupo).” p <0,05 em relacéo a todos os demais grupos.
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Resultados

Experimento 2C: Efeito da administragao intra-SCPdI| de quetanserina sobre o
aumento no limiar de fuga causado pelo mCPP e RO 60-0175.

A figura 9 ilustra a variagdo de limiar de fuga de animais que receberam
injecdes na SCPdI de quetanserina previamente a injegdao de mCPP ou RO 60-0175.
A analise de variancia de duas vias mostra o efeito do tratamento com os agonistas
[F(1,29) = 9,924; p < 0,05], mas ndo com o antagonista [F(1,29) = 3,845; NS] e que
ocorreu interagao entre os tratamentos [F(3, 59) = 4,366; p < 0,05].

O teste de comparagdes multiplas mostrou que a variagdo do limiar de fuga
foi significativamente maior no grupo de animais que recebeu sal/mCPP ou sal/RO
60-0175 (p < 0,05). A administracao prévia de quetanserina foi capaz de bloquear o

efeito de ambos os tratamentos.
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Figura 9: Efeito (Média + EPM) da injecao intra-SCPdI de quetanserina (10 nmol) ou
salina 10min antes das microinjegcdes de salina, mCPP (40 nmol) ou de RO 60-0175
(40 nmol) sobre o limiar de fuga (n= 8-10 por grupo).* p <0,05 em relagdo ao grupo
sal/sal e respectivos grupos tratados com quetanserina.
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5. DISCUSSAO



Discussao

No presente trabalho avaliamos a hipétese de que o efeito antiaversivo
resultante da administragao intra-SCPdI de agonistas serotoninégicos de receptores
5-HT,a e 5-HT,c decorra da facilitagao da neurotransmissao GABAérgica local.

Os resultados obtidos no presente estudo corroboram com evidéncias prévias
da literatura mostrando que a administragdo do agonista enddégeno 5-HT, do
agonista preferencial de receptores do tipo 5-HT,4 DOI e do agonista de receptores
5-HT1a 8-OH-DPAT inibe os efeitos aversivos da estimulacdo elétrica da SCPD
(Nogueira & Graeff, 1995; Schutz et al., 1985).

Adicionalmente, o presente trabalho estende tais investigagbes ao demonstrar
que a administragdo do agonista nao seletivo para receptores do tipo 5-HT,c mCPP
e do agonista de receptores do tipo 5-HT,c RO 60-0175 também inibe a resposta de
fuga promovida pela estimulagdo elétrica da SCPD. E interessante ressaltar que,
embora em trabalhos prévios de Nogueira e Graeff (1995) o mCPP, na doses de 16
e 32 nmol, ndo promoveu aumento no limiar de fuga induzida pela estimulagéo
elétrica da SCPD, no presente estudo, o emprego de uma dose maior deste agonista
(40nmol), levou a um aumento neste limiar.

Tal resultado assemelha- se ao obtido por Zanoveli e colaboradores (2003),
em que a injecao intra-SCPD de 40 nmol de mCPP inibiu o comportamento de fuga
evocada no labirinto em T elevado (para revisao deste teste ver Graeff et al 1988),
sugerindo um efeito do tipo panicolitico. Neste mesmo estudo foi observado que o
mCPP facilitou a aquisi¢gao da resposta de esquiva inibitéria, sugerindo um efeito do
tipo ansiogénico. Ja quanto ao agonista RO 60-0175, nossos resultados fornecem
as primeiras evidéncias do efeito inibitério deste agonista sobre a resposta de fuga

evocada pela estimulacdo da SCPdI.
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Nossos resultados mostraram ainda que a administragdo de 5 pmol do
antagonista de receptores GABAa bicuculina bloqueou o efeito inibitério sobre a
resposta de fuga promovido pela inje¢ao intra-SCPdI de 5-HT ou de DOI. Embora, o
mesmo nao ocorre quando a bicuculina foi administrada previamente ao 8-OH-DPAT.

Adicionalmente, observamos no experimento 2A que a administragdo intra-
SCPdI de quetanserina promoveu o bloqueio sobre a resposta de fuga induzida pelo
agonista DOI. Tais resultados, em conjunto indicam que o efeito do DOI ocorra
primariamente pela sua interacdo com receptores do tipo 5-HT;a. Ademais, em
estudos prévios de Soares & Zangrossi (2004), o efeito do DOI sobre a resposta de
fuga evocada no labirinto em T elevado também foi bloqueado pela administragéao
prévia de quetanserina. Desta forma, nossos resultados suportam a hipétese de que
a ativagao de receptores do tipo 5-HTa facilite a neurotransmissao GABAérgica na
SCPdI, promovendo a inibicdo da resposta de fuga evocada pela estimulagao
elétrica desta estrutura encefalica.

Outros estudos na literatura sustentam a relacdo entre a ativacdo de
receptores do tipo 5-HT,a € a facilitagdo da neurotransmissdo GABAérgica. Assim,
Massé e colaboradores (2007) demostraram que a administracao sistémica de dois
antagonistas de receptores GABAa, a bicuculina e a picrotoxina, bloqueia o efeito
ansiolitico causado pela administragdo aguda de DOl no teste das quatro
plataformas. Ja a administracdo de doses subeficazes do agonista de receptores
GABAA muscimol potencializou o efeito do DOI. Neste mesmo estudo, os autores
relataram que a administracdo de doses subeficazes de agonistas
benzodiazepinicos, como o alprazolam e o diazepam, potencializa o efeito ansiolitico
do DOI, tanto no teste das quatro plataformas, como no labirinto em cruz elevado.

No entanto, a administragdo do antagonista benzodiazepinico flumazenil ndo altera a
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resposta comportamental induzida pelo DOI (Massé et al., 2007). Desta maneira, os
autores sugerem que a interagao entre o sistema GABAérgico e o DOI nao envolva
o sitio de ligagao para benzodiazepinicos.

Nesta mesma direcdo, Donatti e Panissi (2009) demonstraram que a injegao
prévia de bicuculina no nucleo basolateral do complexo amigdaléide foi capaz
bloquear a reducdo da resposta defensiva de imobilidade tbénica resultante da
administragao do agonista de receptores 5-HT, a-metil-5-HT nesta mesma estrutura.
Vale aqui mencionar que a resposta de imobilidade tbnica tem sido associada a
situagdes de perigo intenso e inescapavel (Donatti & Panissi., 2009). Tal resultado
corrobora com estudos eletrofisiolégicos demonstrando que os receptores do tipo 5-
HT,a do nudcleo basolateral do complexo amigdaléide modulam a facilitagdo da
neurotransmissdo GABAérgica nesta estrutura pela administracdo de a-metil-5-HT
(Jiang et al., 2009).

De maneira semelhante ao ocorrido com a injecéo intra-SCPdl dos agonistas
DOI e 5-HT, nossos resultados mostram que a administracdo prévia de bicuculina
bloqueou o efeito inibitério sobre a resposta de fuga promovido pelo agonista nao
seletivo para receptores do tipo 5-HT,c mCPP e pelo agonista desse mesmo subtipo
de receptor, o RO 60-0175.

Apesar destes resultados indicarem que o efeito antiaversivo resultante da
ativacao de receptores do tipo 5-HT,c decorra da facilitagdo da neurotransmissao
GABAérgica na SCPdI. No experimento 2B, a administragao prévia de 10nmol do
antagonista seletivo para receptores do tipo 5-HT,c SB-242084 nao bloqueou o
efeito sobre a resposta de fuga promovido pelo RO 60-0175, sugerindo que o efeito
desta droga seja decorrente da ativagao de outros receptores que nao os do subtipo

de receptores 5-HT .
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Neste sentido, Vicente & Zangrossi (2009) mostram que, no nucleo
basolateral do complexo amigdaldide, o SB-242084 antagonizou o efeito do tipo
ansiogénico promovido pela 5-HT no labirinto em T elevado, com uma dose 1000
vezes menor que a utilizada no presente trabalho. Curiosamente, nessa estrutura, a
microinje¢gdo do agonista MK-212 ndo alterou a resposta de fuga promovida no
labirinto em T elevado, sugerindo que os receptores do tipo 5-HT,c nao participam
da regulagao da resposta de fuga neste modelo.

Desta forma, no experimento 2C verificamos se o efeito antiaversivo dos
agonista mCPP e do RO 60-0175 poderia ser decorrente da ativacao de receptores
do tipo 5-HT,a, Embora a afinidade do mCPP por receptores do tipo 5-HT,c seja 3
vezes maior que por receptores do tipo 5-HT2a (Knight et al., 2004) e o RO 60-0175
apresente afinidade 6 vezes maior pelos receptores do tipo 5-HT,c que por
receptores 5-HTza, (Knight et al., 2004) ndo podemos descartar a possibilidade de
que ambas as drogas tenham atuado através da ligagcdo com receptores do tipo 5-
HT2a.

Nossos resultados mostram que o antagonista quetanserina, que apresenta
afinidade aproximadamente 8 vezes maior pelo receptor do tipo 5-HT,5 comparado
ao receptor do tipo 5-HT,¢c (Knight et al., 2004), foi capaz de bloquear o efeito destes
agonistas sobre a resposta de fuga promovida pela estimulagéo elétrica da SCPdI.
Nossos resultados assemelham- se aos obtidos em estudos com camundongos, em
que a administracao intra-SCPD de quetanserina, também promoveu o bloqueio do
efeito ansiolitico causado pelo agonista mCPP no labirinto em cruz elevado (Nunes-
de-Souza el al., 2008).

Como no presente estudo, resultados recentes do nosso grupo de pesquisa

(Paula S. Yamashita & Hélio Zangrossi Junior 2010, dados nao publicados) reforgcam
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a idéia de que a ativagao do subtipo de receptores 5-HT,c na SCPD nao altera a
resposta de fuga promovida pela estimulagao elétrica desta mesma estrutura. Mais
precisamente, a administragdo do agonista de receptores do tipo 5-HTyc MK-212
que apresenta afinidade 20 vezes maior para receptores do tipo 5-HT,c que para os
receptores do tipo 5-HT,a (Knight., 2004), ndo altera o limiar de fuga induzida pela
estimulacao elétrica da SCPD. Curiosamente, os receptores do tipo 5-HT,c na SCPD
modulam a resposta de esquiva inibitéria no labirinto em T elevado. Tal resposta tem
sido associada a ansiedade generalizada (Graeff et al.,1988).

Em suma, os dados do presente trabalho sustentam a hipétese de Nogueira
Graeff (1995) de que a ativacdo de receptores do tipo 5-HT,a presentes em
interneurénios GABAérgicos, facilita a liberagdo de GABA com a consequente
inibicdo da resposta de fuga promovida pela estimulagdo elétrica da SCPdI. Tal
mecanismo é condizente com o bloqueio promovido pela bicuculina sobre o efeito do
tipo panicolitico gerado tanto pela administragdo do agonista endégeno 5-HT como
do agonista preferencial de receptores do tipo 5-HT,4 DOIl. De maneira semelhante,
o efeito antiaversivo promovido pela administracdo dos agonistas mCPP e RO 60-
0175 parece ser decorrente da ativagdo de receptores do tipo 5-HT,a 0 que levaria
ao aumento da neurotransmissdo GABAérgica com a consequente inibicdo da

resposta de fuga.



6. CONCLUSAO



Concluséao

Os resultados do presente estudo sugerem que:

« A ativacdo de receptores do tipo 5-HT,n na SCPdlI presentes em

interneurénios GABAérgicos, facilita a liberagdo de GABA com a consequente

inibicdo da resposta de fuga promovida pela estimulagao elétrica da SCPdlI

A ativacao de receptores do tipo 5-HT,c na SCPdI ndo altera a resposta de

fuga promovida pela estimulacao elétrica desta mesma estrutura.
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Anexo

Anexo 1

Efeito da administragcao intra-SCPdI dos controles sal, sal+DMSO e sal+Tween

sobre a resposta de fuga

A figura 10 ilustra a variagdo de limiar de fuga de animais que receberam
injecoes de 0,2uL, na SCPdI de salina, salina+ DMSO 4% e salina +Tween80 a 2%.
A anadlise de variancia de uma via mostra que nao ocorreu diferengca entre os

tratamentos [F(1, 17) = 2,574; NS].
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Figura 10: Efeito (MédiatEPM) da injec&o intra-SCPdI dos controles sal, sal+DMSO,
sal+Tween ( n=5-7 por grupo). Os resultados demonstram que né&o existe diferenca
entre os grupos.
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