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RESUMO

As projecdes serotoninérgicas do nucleo dorsal da rafe (NDR) para o
locus coeruleus (LC) desempenham um importante papel na modulagao da dor.
Modelos de antinocicepcado induzidos pelo medo tém sido amplamente
utilizados para melhor compreendermos os processos de modulagcdo da dor.
Com efeito, o bloqueio dos receptores GABAérgicos no hipotalamo medial
(HM) induz tanto respostas comportamentais quanto uma antinocicepg¢ao
subsequente aos comportamentos defensivos. O objetivo do presente estudo
foi investigar o envolvimento do sistema serotoninérgico do sistema enddgeno
de inibicao de dor, no NDR e no LC, nos processos antinociceptivos elaborados
pelo bloqueio dos receptores GABA4 do hipotalamo medial. A microinje¢gao do
antagonista de receptores GABA,, bicuculina (40ng/0,2uL) no HM, induziu
comportamentos defensivos, elaborados concomitantemente com processos
antinociceptivos. A administragdo de 5,7-di-hidroxitriptamina (1ug/0,2uL), uma
neurotoxina especifica para neurbnios serotoninérgicos, no NDR diminuiu a
frequéncia e duragdo dos comportamentos de alerta defensivo e de fuga. Além
disso, reduziu a antinocicepg¢ao induzida pela administracdo de bicuculina 5 e
14 dias apods a lesdo. Grupos independentes de animais pré-tratados no LC
com os antagonistas de receptores serotoninérgicos metisergida (ndo seletivo)
e cetanserina (com maior afinidade pelos receptores 5-HTanc), ha
concentracédo de 5ug/0,2uL, tiveram reducdo dos limiares nociceptivos que
seguem os comportamentos de fuga elaborada, organizada pelo HM, sem
alteracao significativa nos comportamentos defensivos. Esses dados sugerem
que neurbnios serotoninérgicos do nucleo dorsal da rafe encontram-se
diretamente envolvidos na organizacéo das respostas de fuga elaborada, bem
como na subsequente antinocicepc¢ao induzida pelo medo inato. Os presentes
achados sugerem, ainda, que os neurdnios serotoninérgicos do NDR que se
projetam para o LC, modulam apenas a antinocicep¢ao induzida pelo medo e
pelo panico, sem alteragdo na organizagdo de comportamentos induzidos pelo

bloqueio de receptores GABAA no HM.



ABSTRACT

The serotonergic projections from dorsal raphe nucleus (DRN) to the locus
coeruleus (LC) play an important role in pain modulation. Models of fear-
induced antinociception have been widely used to better understand the
processes of pain modulation. Indeed, the blockade of GABAA receptors in the
medial hypothalamus evokes behavioral responses followed by antinociception.
The aim of the present study was to investigate the involvement of monoamine-
mediated systems of the endogenous pain inhibitory system, such as the dorsal
rafe nucleus and the locus coeruleus in the antinociceptive processes
elaborated blockade of GABAergic receptors of the medial hypothalamus (MH)
by microinjection of the GABAA receptor antagonist bicuculline (at 40ng/0.2uL).
The GABAa receptor blockade in the MH elicited defensive behaviours more
elaborated, and interspread with exploratory responses. This oriented escape
behaviour was followed by significant antinociception. The GABAergic receptors
blockade in the HM 5 and 14 days after the serotonin-containing neurons
damage with the selective neurotoxin 5,7-di-hidroxitriptamina (5,7-DHT at
1ug/0,2uL) microinjected in the DNR changed both the defensive behaviour,
evidenced by decrease in the frequency and duration of defensive attention and
escape, as well as the nociceptive thresholds, reducing the innate fear-induced
antinociception. Independent groups pretreated with serotonin receptors
antagonists methysergide (non-specific) and ketanserin (more specific for 5-
HT2anc serotoninergic receptor) at 5ug/0,2uL, in the LC decreased the fear-
induced antinociception, without significant changes in defensive behaviours.
These data suggest that serotonergic neurons of the dorsal raphe nucleus are
directly involved in organization of the escape responses as well as in the
elaboration of the innate fear-induced antinociception. On the other hand, inputs
from NDR serotonergic neurons to LC, modulate only the antinociception
induced by fear but not panic-like behaviours evoked by the GABAA receptors
blockade in the MH.



SUMARIO

INTRODUGAO .......oiieieeeeeeeeeeeee ettt na, 15
Neurobiologia do medo e do comportamento defensivo............ccc......... 15
Sistema hipotalamico medial de defesa..........cceevvviiiiiiiie, 18
Sistema GABAErgico hipotal@miCo.........ccceeiiiiiiiiiieiicciee e 20
Sistema de defesa e modulag8o da dor........ccoooeiiiiiiieiieeee s 24
Nucleo dorsal da rafe: ProjecOes serotoninérgicas para o locus
COBIUIBUS ... 26
O Sistema serotoninérgico e a ANtiNOCICEPCAD ....cvvvvvieieeeeereeeeiiiiiiieennn 28

OBUJETIVOS. ...ttt ettt e e e e e e e s et e e e e e e e e s e nnnsbbaeeeeaeeas 32
ODBJEEIVO GEIAL. .. e e e eeane 32
ODbjetiVoS ESPECITICOS ...ciiiiiiiiicie e 32

MATERIAL E METODOS ......coeiiiiieetecteete ettt sttt ettt 34
LN 110 = U P RUUPPPTRPPRN 34
TESTE NOCICEPTLIVO it e e e et e e e e e e eeeanne 34
DIOGAS .. e 35
Procedimento CirUrQiCO ....cciciiiiieeeiiiie et e e e e e e 35
Procedimento EXperimental ...........coooiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 36

Estudo NeurofiSiolOQICO ...........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 36
IMUNOFIUOIESCENCIA ... e 38
HISTOIOGIA ... 39
Estudo neurofarmacoldgico ...........cooeeeiiiiiiiiiiicie e 39
HISTOIOGIA ... 40
EQUIPAMENTOS ...t r e 41
ANAlise EStatiStiCa.....cccvvviiiiiiiiiiiiiiii 42

RESULTADOS ...ttt ettt e e e e e e sttt e e e e e e e e e s annabeeeeeeaaeeeenanns 44
Efeito da lesé@o neurotdxica seletiva de neurbnios serotoninérgicos
do nucleo dorsal da rafe na analgesia induzida pela fuga orientada..... 44

Estudo das respostas comportamentais .............cccceeeeiiiiiiiii e, 44

Estudo do Limiar NOCICEPLIVO.........ciiiiiiiiiiiiiccie e 49



Estudo neurofarmacolégico do envolvimento do sistema

serotoninérgico na analgesia induzida pela fuga orientada................... 56
Estudo das respostas comportamentais ............ccccooeieiiiiiiiii e, 56
Estudo do limiar NOCICEPLIVO .....eeeneiieeee e 60

DISCUSSAO ... oottt ettt ettt ettt s e ese s s 67
CONCLUSAOD ...ttt 76
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ccviiiieeeeeeee e, 78



INTRODUCAO




Introdugédo | 15

INTRODUCAO

Neurobiologia do medo e do comportamento defensivo

Nos primérdios da neuroetologia e da neurobiologia do medo, Darwin
sugere um carater evolutivo do comportamento emocional do homem. E as
analises comportamentais em diversas espécies animais fornecem subsidios
para a compreensdo do sistema neural que as organiza (BRANDAO e cols.,
2003a).

O estado emocional do medo é manifestado através de respostas
adaptativas mediante o prenuncio de perigo real ou potencial (MILLAN, 2003).
Modelos animais de medo e ansiedade tém sido utilizados para melhor
compreendermos 0s circuitos neurais recrutados na organizacéo e elaboracao
das reagdes defensivas frente as mais diversas condigdes aversivas
(BLANCHARD & BLANCHARD, 2008).

Um estimulo condicionado ou incondicionado de ameaca e dano
corporal ativa circuitos neurais encefalicos responsaveis pela génese e
elaboragdo de estados aversivos, que sao interpretados em nossa espécie
como estado motivacional do medo (PANKSEPP, 1990; FANSELOW, 1991).

O comportamento defensivo € um conjunto de respostas induzidas pela
presenca de estimulo aversivo caracterizadas pela inibigdo comportamental,
vigilancia, fuga (COIMBRA & BRANDAO, 1993), imobilidade defensiva ou
“congelamento” (FANSELOW, 1980; COIMBRA e cols., 1989; ZHANG e cols.,
1990), ou imobilidade ténica (GRAEFF, 1993; MENESCAL-DE-OLIVEIRA &
HOFFMANN, 1993) e por um conjunto de posturas ameagadoras e
vocalizagdes seguidas por ataque na impossibilidade de fuga (MCNAUGHTON
& CORR, 2004). Essas respostas comportamentais sdo acompanhadas por
alteragdes neurovegetativas, tais como aumento da pressao arterial, frequéncia
cardiaca e da respiracdo, piloeregcédo, micgao, defecacao e exoftalmia (KEIM &
SHEKHAR, 1996) e por antinocicepcédo (COIMBRA e cols., 1992, 2006; para
revisdo BRANDAO e cols, 1999).
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Baseando-se nas observagdes de que a estimulagdo de algumas
estruturas encefdlicas induz respostas comportamentais de defesa, Graeff
(1981) propbés que o complexo amigdaloide, o hipotalamo e a substéncia
cinzenta periaquedutal (SCP) seriam responsaveis pela elaboragcdo e
coordenacao de respostas comportamentais relacionadas a estimulos
aversivos. Reuniram-se tais estruturas em um sistema inicialmente
denominado de Sistema Encefalico Aversivo (GRAEFF, 1981), posteriormente
chamado de Sistema Encefalico de Defesa (GRAEFF & GUIMARAES, 1999).

Através de trabalhos com estimulacdo das estruturas do Sistema
Encefalico de Defesa, foi proposto que a substancia cinzenta periaquedutal
parece ser crucial para a organizagcao de respostas rapidas e eficientes de
comportamentos de defesa, primeiro engajando o animal em um
comportamento de fuga explosiva e, em seguida, apos a ativagao do complexo
amigdaloide ou do hipotalamo, pode ser elaborado um comportamento de
defesa mais organizado (MCNALLY e cols., 2004). O complexo amigdaloide
ainda estaria relacionado a elaboragcdo de comportamentos defensivos
relacionados aos estimulos sensoriais (LEDOUX, 1991), e o hipotdlamo seria
responsavel por integrar respostas defensivas mais elaboradas em relagédo a
SCP, pois os comportamentos induzidos pela estimulagdo daquela estrutura
sao caracterizados pelo aumento na atividade locomotora intercaladas por
tentativas de fuga coordenada e direcionada (DI SCALA e cols., 1984,
BRANDAO e cols., 1986; FREITAS e cols., 2009).

Além das estruturas mencionadas, uma ampla interconexao anatomo-
funcional entre outras estruturas encefalicas, como o coliculo superior
(COIMBRA & BRANDAO, 1993), o coliculo inferior (BRANDAO e cols., 1988,
1993; CARDOSO e cols., 1994), no mesencéfalo, e o sistema septo-
hipocampal (GRAY & MCNAUGHTON, 2000), no prosencéfalo, tem sido
considerada estar relacionada com a elaboracdo das respostas

comportamentais de defesa.

Com efeito, alguns estudos demonstraram que a estimulagao elétrica de
algumas estruturas mesencefalicas como as camadas profundas do coliculo

superior e o nucleo central do coliculo inferior de ratos, elicia varios
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comportamentos defensivos, como alerta, congelamento e fuga (COIMBRA &
BRANDAO, 1993; BRANDAO e cols., 1993). Também foram observadas
alteracbes autondmicas, como aumento da pressao arterial, da frequéncia
cardiaca, respiratoria, micgcao e defecacdo (VARGAS, 2000). Antinocicepgao
(COIMBRA e col., 1992; COIMBRA & BRANDAO, 1997) é outro fenédmeno

comumente observados apos a estimulagado dessas estruturas.

Em relacdo ao sistema septo-hipocampal, tem sido descrito que esse
sistema seria responsavel pela percepgéo e avaliagdo de estimulos (GRAY &
MCNAUGHTON, 2000). Gray (1982) prop0s a participacéo da area septal e do
hipocampo em um sistema neurénico que denominou Sistema de Inibicao
Comportamental, baseado na observacdo de que a lesdo da area septal e do
hipocampo determina efeitos comportamentais semelhantes aqueles

produzidos por administragdo de drogas ansioliticas benzodiazepinicas.

O estudo da neurobiologia do medo e da ansiedade utilizando modelos
etoldgicos contribui para a compreensao das respostas de defesa em funcéo
da distancia ou da intensidade do estimulo aversivo (MCNAUGHTON & CORR,
2004; GUIMARAES-COSTA e col., 2007).

Nesse sentido, alguns autores sugerem que a distancia que a presa se
encontra do predador ou a intensidade dos sinais emitidos por ele podem
determinar quais substratos neurais sao ativados ou, ainda, o padrao de
respostas defensivas do animal que melhor se adeque a situagao aversiva.
Portanto, estimulos ameacgadores potenciais induzem um aumento das
respostas de avaliagao de risco e inibicdo comportamental, recrutando, para
isso, estruturas como o complexo amigdaloide e o sistema septo-hipocampal. A
medida que o predador se aproxima, os comportamentos de defesa se alteram
para congelamento, luta e fuga desordenada sendo coordenados pela
substancia cinzenta periaqueductal dorsal. Quando o estimulo aversivo é distal,
comportamentos defensivos de fuga ordenada e inibicdo da agressdo séao
coordenados pelo hipotalamo medial, uma estrutura supraespinal relevante
para a organizagdo das emogdes, sendo também considerada como a

estrutura suprassegmentar mais importante do sistema neurovegetativo
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(BLANCHARD & BLANCHARD, 1988; GRAEFF, 1994; GRAY &
MCNAUGHTON, 2000).

Sistema hipotalamico medial de defesa

O hipotalamo, uma das estruturas encefalicas que compdem o sistema
limbico, controla a produ¢gao hormonal e também algumas fungdes do sistema
nervoso autdbnomo, respondendo aos estimulos ambientais, emocionais e as
necessidades basicas do organismo. Localizado no diencéfalo, ventralmente ao
talamo e formando parte das paredes laterais do terceiro ventriculo, abaixo do
sulco hipotalamico, é constituido por trés areas: periventricular, lateral e
medial.Essas areas sao divididas em quatro regides: pré-optica, anterior,
tuberal e mamilar (MARTIN, 2003).

Com o propésito de investigar a anatomia funcional das estruturas
diencefalicas, um estudo pioneiro de estimulagao elétrica, realizado por Hess
and Brugger (1943) mostrou o envolvimento das redes neurais do sistema
limbico na organizagao das emocdes. Através da estimulacéo do hipotalamo de
gatos, foi descrito que a regido perifornical do hipotalamo lateral elicia
comportamentos  defensivos  seguidos por reagbes  autondmicas.
Posteriormente, um trabalho de lesdo eletrolitica, realizado por Wheatley
(1944), identificou o envolvimento dos nucleos dorsomedial e ventromedial na

elaboragao das respostas defensivas.

Estudos mais recentes, utilizando técnicas para expressao da proteina
Fos, demonstraram que a exposicédo de ratos ao seu predador natural, o gato,
ou ao seu odor, ativa redes neuroniais em alguns nucleos do hipotalamo
medial, como o nucleo anterior (NAH), a parte dorsomedial do nucleo
ventromedial (dmHVM) e o nucleo pré-mamilar dorsal (dPM) (CANTERAS e
cols. 1997; DIELENBERG cols., 2001). Estudos de investigagdes de projecdes
axoniais utilizando a técnica de Phaseolus vulgaris leucoagglutinin, um tracador
axonial anterégrado, microinjetado na area medial do hipotalamo de ratos,
demonstrou que o NAH, dmHVM e o dPM estao profusamente interconectados.

Dessa maneira, o NAH e o dmHVM enviam densas proje¢cdes para o dPM,
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enquanto que o NAH recebe projegbes provenientes do dmHVM e dPM e,
finalmente, o dmHVM recebe projecbées do NAH (CANTERAS e cols., 1994;
RISOLD e cols., 1994).

Nesse sentido, Canteras (2002) propbés a existéncia de um sistema
envolvido na elaboracdo de respostas defensivas inata, o qual denominou

Sistema Hipotalamico Medial de Defesa.

O sistema defensivo hipotalamico possui, ainda, importantes conexdes
aferentes e eferentes com estruturas procencefalicas e mesencefalicas
responsaveis pela elaboragédo das respostas comportamentais de defesa (para
revisdo, CANTERAS, 2002).

Recentes estudos mostraram projegbes entre o sistema defensivo
hipotalamico e o complexo amigdaloide. A parte posterior do nucleo basolateral
do complexo amigdaloide, parte relacionada com a detec¢ado de predadores,
envia projecdes para o HVM e, através dessa via neural, o hipotalamo medial
recebe projecdes diretas durante a exposigdo ao predador ou ao seu odor,
sinalizando sobre as caracteristicas aversivas dos estimulos sensoriais que

chegam ao complexo amigdaloide (DIELENBERG e cols., 2001).

Dentre as conexdes entre o sistema defensivo hipotalamico e estruturas
mesencefalicas, tem sido descrito que a SCP possui conexdes eferentes
provenientes do NAH que se projetam especificamente para as colunas
dorsomedial rostral e ventrolateral caudal da SCP. O dmHVM, por outro lado,
envia densas projegcdes para as colunas dorsolateral e dorsomedial da SCP.
Finalmente, projecbées do dPM para a coluna dorsolateral da SCP também ja
foram descritas (RISOLD e cols., 1994). Assim, o NAH, o dmHVM e o dPM
estabelecem conexdes com diferentes substratos neurais da SCP, que podem
participar da elaboragdo das respostas defensivas inatas (CARRIVE, 1993).
Com efeito, durante a exposicdo do rato a um de seus predadores naturais
(gato), ha aumento da expressado da proteina Fos principalmente observado
nas colunas dorsomedial e dorsolateral da porgao rostral da SCP e nas colunas
lateral e ventrolateral da por¢ao caudal da SCP (CANTERAS & GOTO, 1999).
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O NAH e o dmHVM, constituintes do sistema defensivo hipotalamico,
enviam projecbes para outro importante nucleo relacionado com reagdes
defensivas, o nucleo dorsomedial do hipotalamo (HDM) (THOMPSON e cols.,
1996).

Recentes estudos demonstraram o envolvimento do HDM nas respostas
comportamentais e enddcrinas relacionadas ao comportamento defensivo
(EVANS e cols., 2004; FREITAS e cols., 2009). Desse modo, tem sido descrito
que a inativacdo do HDM, através da microinje¢ao local de lidocaina, diminui a
liberagdo do horménio adrenocorticotropina (ACTH) e corticosterona pelas
glandulas adrenais, sugerindo, assim, a participacdo do HDM nas repostas
relacionadas ao eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA) (EVANS e cols., 2004).
O HPA comanda as alteragbes endocrinas que acompanham o comportamento
emocional através da secrecdo do hormdnio liberador de corticotropina e
vasopressina, 0s quais estdo diretamente envolvidos na liberagcdo do ACTH
pela glandula pituitaria. Esse hormdnio, por sua vez, atinge as glandulas
adrenais atraveés da qual € liberado cortisol na corrente sanguinea do homem e
corticosterona em roedores (KUPFERMAN, 1991; LEDOUX, 1991; GRAEFF,
2007).

Em harmonia com esses estudos, verificou-se que o bloqueio dos
receptores GABAA, no HDM de ratos também diminui a concentragao
plasmatica dos mesmos hormoénios, ACTH e corticosterona, além de promover
alteragdes fisiologicas, tais como aumento da pressao arterial e da frequéncia
cardiaca (KEIM & SHEKHAR, 1996). Baseando-se nessas observagdes, foi
sugerido que uma inibicdo tbnica mediada pelos receptores GABAx do HDM
desempenhasse algum papel na regulacdo de respostas fisioldgicas e
neuroenddcrinas, o que tem sido estendido a modulagdo de respostas
comportamentais de defesa (SHEKHAR & KEIM, 1997).

Sistema GABAZérgico hipotalamico

Varias evidéncias tém implicado claramente mecanismos GABAérgicos,

serotoninérgicos, opidides e mediados por aminoacidos excitatorios, como
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glutamato e homocisteina, no controle de substratos neurais responsaveis pela
geracao do comportamento defensivo em estruturas ligadas a elaboragcdo do
medo no sistema nervoso central (BANDLER e cols. 1985; BANDLER &
CARRIVE 1988; BRANDAO e cols. 1988, 1993, 1994; COIMBRA e cols. 1989,
1992, 1998; ZANG e cols.,, 1990; COIMBRA 1991, 1995; COIMBRA &
BRANDAO 1993, 1997; BRANDAO e cols. 1999; EICHENBERGER e cols.,
2002).

O acido gama-aminobutirico (GABA) é o neurotransmissor inibitorio de
maior prevaléncia no sistema nervoso central. Sintetizado a partir do glutamato
pela agcdo da enzima acido glutamico descarboxilase, atua em trés tipos de
receptores, 0 GABAA, 0 GABAg e 0 GABAc. O receptor GABAA consiste em um
receptor ionotropico, controlador dos canais de cloro, e € formado a partir de
cinco unidades protéicas, composta por trés tipos de subunidades (duas a,
duas B2 e uma y2) (CHEBIB & JOHNSTON, 1999; ZWANZGER &
RUPPRECHT, 2004).

Baseado em pesquisas experimentais de comportamento, foi sugerido
uma funcdo inibitéria tbnica do GABA em neurbnios responsaveis pela
elaboragao de respostas de defesa no hipotalamo (SHEKHAR, 1987; 1993).

Além das alteragbes fisioldgicas e neuroendocrinas descritas
anteriormente, o bloqueio dos receptores GABAa, no HDM, tem sido
relacionado com respostas comportamentais defensivas. Utilizando o teste de
interacdo social, modelo de ansiedade pelo qual se estuda o tempo de
interacdo entre dois animais (rato), foi observado um aumento da atividade
locomotora e uma diminui¢do no tempo de interacdo entre os animais apods a
microinje¢ao de bicuculina, um antagonista competitivo de receptores GABAa,
no HDM (SHEKHAR & KATNER, 1994).

Posteriormente, Shekhar (1994) sugeriu que o sistema GABAérgico do
DMH poderia estar envolvido com respostas relacionadas ao ataque de panico,
visto que a administragdo crénica de um inibidor da sintese de GABA (L-
alilglicina) no HDM, ap6s a infusdo endovenosa de lactato de sédio, promove
um aumento nas respostas fisiolégicas de batimento cardiaco, pressao arterial

e frequéncia respiratoria, além de induzir os comportamentos sugestivos de
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ansiedade similares aqueles observados em pacientes com ataques de panico
(SHEKHAR e cols., 1996; SHEKHAR & KEIM, 1997).

Baseando-se nessas observacbes, foi sugerido que a desinibicdo
GABAérgica do HDM parece modular respostas comportamentais relacionadas
a ansiedade e ao estresse e, ainda, parece exercer um controle sobre as
alteragdes fisiolégicas relacionadas ao medo (DIMICCO e cols., 2001;
ZARETSKAIA, e cols., 2008).

Estudos de analise imuno-histoquimica de dupla marcagcédo para
receptores NMDA (receptor glutamatérgico) e para expressao da proteina c-
Fos, observou-se um aumento da imunorreatividade neuronial da dupla
marcac¢ao no HDM, em modelos animais de ataques de panico, induzidos pela
diminuicao da sintese de GABA apds a infusdo endevenosa de lactato de
sodio. Além disso, a administragdo de um antagonista de receptores NMDA
(MK-801) no HDM resulta em uma diminuicdo dose-dependente das respostas
fisiologicas relacionadas ao ataque de pénico e nas respostas
comportamentais observadas no teste de interacido social. Dessa maneira, foi
sugerido que as respostas comportamentais relacionadas ao panico induzidas
pela inibigdo dos receptores GABAérgicos do HDM seriam mediadas pelos
receptores NMDA (JOHNSON & SHEKHAR, 2006).

Outros estudos sugerem o envolvimento do sistema noradrenérgico na
modulacdo do medo inato e do panico induzidos pelo bloqueio dos receptores
GABAérgicos. Assim, foi observado através de estudo de microdialise que o
bloqueio intradiencefalico dos receptores GABAa, com administracdo de
bicuculina no HDM resultou em um aumento da liberacdo de noradrenalina
nesse nucleo. Ademais, a lesao seletiva dos terminais noradrenérgicos, com
administragcdo de 6-hidroxidopamina, diminuiu significativamente as respostas
fisiologicas relacionadas ao ataque de panico e induzidas pela administragédo
de bicuculina no hipotalamo medial (SHEKHAR e cols., 2002).

Tomando-se como base essas observagdes, foi sugerido que as
alteragdes fisioldgicas e comportamentais causadas tanto pelo bloqueio dos

receptores GABAA quanto pela diminuicdo da sintese de GABA poderiam estar
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sob controle neuroquimico glutamatérgico e noradrenérgico (SHEKHAR &
KEIM, 2000; SHEKHAR e cols., 1994).

Um recente trabalho mostrou, também, a participagado de outros nucleos
hipotalamicos, como o dmHVM, nas respostas comportamentais relacionadas
ao ataque de panico e a ansiedade. Assim, foi observado que a microinjecéo
de um agonista benzodiazepinico, o midazolam, no dmHVM de ratos produz
efeito ansiolitico, resultando em um aumento do tempo gasto nos bragos
abertos do labirinto em cruz elevado (JARDIM e cols, 2005). No mesmo
sentido, foi observado no labirinto em T-elevado que a microinjegcdo de
midazolam, muscimol (agonista de receptores GABAa) e de baclofen (agonista
dos receptores GABAg) na divisdo dorsomedial do hipotalamo ventromedial
diminui os comportamentos de esquiva inibitéria e de fuga, relacionados com
um efeito ansiolitico e panicolitico, respectivamente, dos tratamentos efetuados

no diencéfalo (Bueno e cols., 2007).

O bloqueio dos receptores GABAA no HDM e no dmHVM de ratos induz
comportamentos defensivos similares, caracterizados por fuga orientada
(corridas moderadas, com ou sem saltos) e fuga retrograda (movimentos
defensivos de cabega e membros rapidos, para tras) além de aumento do
numero de levantamentos e da atividade locomotora. Além disso, foram
observadas alteragdes nos limiares nociceptivos, apds essas respostas
comportamentais, caracterizando uma antinocicepg¢éo induzida pelo medo inato
(FREITAS e cols., 2009).

Efetivamente, a desinibigdo do sistema GABAérgico, tanto no HDM
quanto no dmHVM, induz respostas comportamentais relacionadas ao medo e
a ansiedade, além das alteragdes autonOmicas relacionadas ao panico. Com
efeito, o bloqueio dos receptores GABAérgicos no HM também parece induzir a
elaboragdo de processos de modulacdo da dor subsequentemente aos
comportamentos defensivos induzidos farmacologicamente, como também ja
foi observado através da desinibicado GABAérgica e da estimulagao elétrica de
estruturas do teto mesencefalico (COIMBRA e cols., 2000, 2006).



Introducdo | 24

Sistema de defesa e modulacao da dor

A antinocicepgéao induzida pelo medo tem sido considerada como parte
integrante da reagdo de defesa, e uma importante resposta adaptativa do
organismo em situagdes de emergéncia devido a redugado da capacidade de
percepcao da dor (COIMBRA e cols 1995).

Bolles e Fanselow (1980) elaboraram uma teoria para explicar a relacao
entre os comportamentos de medo e dor denominado modelo perceptivo
recuperativo. O comportamento recuperativo induzido pela dor seria
responsavel pelo restabelecimento do individuo que sofrera uma dada lesao,
enquanto a fase defensiva seria 0 momento onde ocorre a reagao ao estimulo
aversivo com o aumento do medo e diminui¢gado da dor, por ativagado do sistema
endogeno de inibicdo da dor. O estado motivacional do medo ativa
mecanismos opioides enddégenos, 0s quais inibem os comportamentos
motivacionais da dor, contribuindo para a sobrevivéncia do individuo, por
exemplo, em situagdes que envolvem a presenca de predador (BASBAUM &
FIELDS, 1984). Nao obstante, mecanismos ndo-opioides também tém sido
relatados como possiveis bases neurofarmacoldgicas dos processos de
modulagdo da dor, durante situagdes aversivas (COIMBRA e cols., 1992;
2006).

O processo de modulacdo da dor ou antinocicepgcao tem sido
caracterizado pela inibicdo da propagac¢ao dos potenciais de agado gerados por
um estimulo nociceptivo periférico, por exemplo, no corno dorsal da medula
espinal (CDME). Tem sido sugerido que a SCP, o nucleo magno da rafe e o
bulbo rostral ventromedial s&do importantes estruturas supraespinais também
envolvidas no controle de modulagédo da dor, devido as suas projegdes diretas
ao CDME. Acrescentem-se, ainda, nessa extensa rede neural, outras
estruturas ainda mais rostrais, como o cortex cerebral, talamo e hipotalamo,
além de outras estruturas do tronco encefalico, como o locus coeruleus e o
nucleo dorsal da rafe, que também podem participar do controle descendente
inibitorio da dor (para revisdo BASBAUM & FIELDS, 1984).
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Nesse sentido, inumeros trabalhos demonstraram, através da
estimulacdo elétrica de estruturas encefadlicas, que algumas estruturas
prosencefalicas e mesencefalicas eliciam tanto comportamentos defensivos
quanto antinocicepcdo (REYNOLDS, 1969; FARDIN e cols., 1984a,b;
BANDLER & DEPAULIS, 1988; LOVICK, 1991; DEPAULIS e cols., 1992;
PARRY e col., 2006).

Com a finalidade de investigar o envolvimento do hipotalamo no
processo de modulagdo da dor, alguns trabalhos de estimulagdo quimica e
elétrica do tecido nervoso tém sido realizados em diferentes nucleos do
hipotalamo. Para citar um exemplo, alguns estudos realizados por Aimone e
cols., na década de 80, sugerem a participagdo do hipotalamo lateral (HL), um
subnucleo sabidamente relacionado com o controle do comportamento
alimentrar, no sistema descendente de inibicado da dor, apds a observagao de
que a estimulagao elétrica dessa estrutura aumenta a laténcia de retirada de

cauda, o que foi aferido pelo teste “tail-flick”.

Com relagao as estruturas mesencefalicas, muitas evidéncias indicam
que a estimulagdo das colunas dorso-lateral e ventro-lateral da SCP pode
produzir efeito antinociceptivo, sendo a analgesia que segue a ativagdo dos
aspectos dorsais da SCP quase que invariavelmente precedida por reagdes
motoras explosivas (comportamento de fuga) induzidas pelo medo (COIMBRA
& BRANDAO, 1993; COIMBRA e cols., 1997; 2006).

Outras investigacdes localizaram pontos, cuja estimulagéo desperta forte
analgesia, no nucleo dorsal da rafe (NDR), um regidao mesencefalica rica
neurdnios serotoninérgicos, localizada ventralmente a SCP (OLIVEIRAS e
cols., 1979). As fibras serotoninérgicas da rafe, envolvidas no processo
antinociceptivo, projetam-se pelo funiculo dorsolateral ao nucleo espinal do
nervo trigémeo e para o CDME, onde inibem seletivamente os neurbnios da
substéncia gelatinosa e wuma populagdo de neurbnios de projecéo
espinotalamica e espinorreticular (BASBAUM & FIELDS, 1984).

Outras evidéncias apontam para a participagao de um importante nucleo
pontino, o locus coeruleus (LC), na via descendente de modulagdo da dor.

Através de estudos neuroanatdmicos, realizados por meio da administracao de



Introdugdo | 26

um neurotragcador retrogrado no CDME, foi sugerido que as principais
projecdes noradrenérgicas que se projetam para o CDME sao provenientes do
LC (KWIAT & BASBAUM, 1992), as quais modulam a entrada do impulso
nociceptivo no neuroeixo, através de suas conexdes descendentes com o0s
interneurénios opiodes enddgenos presentes nas proximidades da primeira

sinapse da via nociceptiva ascendente (para revisdo, MILLAN, 2002).

Nucleo dorsal da rafe: Projecdes serotoninérgicas para o locus coeruleus

Os nucleos da rafe sao formados por estruturas situadas rostral e
caudalmente ao longo da rafe, sendo que, a porgao rostral € constituida pelos
nucleos mediano da rafe, nucleo linear caudal e pelo nucleo dorsal da rafe,
enquanto os nucleos magno da rafe, obscurus da rafe e pallidus da rafe,
juntamente com a parte adjacente da formagao reticular lateral compdem a
divisdo caudal da rafe (HORNUNG, 2003), a qual se estende ao longo do eixo
mediano e do plano paramediano do mesencéfalo rostral ao bulbo caudal
(FIELDS & BASBAUM, 1977).

Além de participar na elaboragdo dos comportamentos emocionais, tem
sido sugerido que os neurdnios serotoninérgicos do NDR participam da
modulagdo do sistema inibitério da dor. Com efeito, Basbaum e Fields (1984)
propuseram um circuito neural endégeno de modulagdo de dor, envolvendo
estruturas da rafe e da formacao reticular mesencefalica e pontina, como o
nucleo dorsal da rafe e o locus coeruleus, ricas em neurdnios
monoaminérgicos, que poderiam estar modulando a entrada do impulso

nociceptivo no corno dorsal da medula espinal.

Dessa maneira, foi proposto que, o sistema descendente de inibigcdo de
dor, via NDR, para a medula espinal € interconectado com a uma via que liga a
SCP ao nucleo magno da rafe (NMgR). As fibras serotoninérgicas percorrerem
o trato espinal do nervo trigémeo e os fasciculos dorso-laterais da medula
espinal e terminam em neurénios internunciais encefalinérgicos, situados no
nucleo do trato espinal do trigémeo e na substancia gelatinosa do corno

posterior da medula espinal. Esses neurbnios inibem a sinapse entre os
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neurdnios de primeira e segunda ordem da via nociceptiva ascendente, através
da liberagdo de um neurotransmissor opioide endégeno, como a encefalina
(FIELDS & BASBAUM, 1977; WILLIS & WETLUND, 1997).

No mesmo sentido, foi proposto que o sistema monoaminérgico do locus
coeruleus (LC), uma regido pontina, rica em noradrenalina, localizada
lateralmente ao quarto ventriculo (BERRIDGE & WATERHOUSE, 2003),
também parece exercer um papel fundamental nos processos antinociceptivos.
Dessa maneira, foi proposta uma via especificamente noradrenérgica de
modulagao da dor, pela qual os neurdnios noradrenérgicos do LC modulariam a
entrada do impulso nociceptivo no CDME, por meio de conexdes com

interneurdnios encefalinérgicos (para revisao MILLAN, 2002).

Nao obstante, estudos neuroanatdmicos mais recentes sugerem uma
conexao reciproca entre o NDR e o LC (KIM, e cols., 2004; LEE e cols., 2005),
a qual poderia estar relacionada com a modulagdo da liberacdo de seus
respectivos  neurotransmissores. Essa hipotese corrobora  estudos
neurofisiolégicos, por meio dos quais foi observado que a lesdo especifica de
neurdnios serotoninérgicos do NDR modula a taxa de disparos dos neurdnios
noradrenérgicos do LC, aumentando a liberagcdo de noradrenalina, e sugerindo
uma funcdo inibitéria dos neurbnios serotoninérgicos na liberacédo de
noradrenalina do LC (HADDJERI e cols., 1997).

As primeiras evidéncias, a respeito das proje¢des dos neurbnios
serotoninérgicos do NDR para o LC, foram obtidas na década de 70. Estudos
neuroanatdmicos mostraram conexdes serotoninérgicas eferentes provenientes
do NDR e direcionadas ao LC, as quais foram observadas através do método
de transporte retrogrado de neurotragador marcado com a enzima peroxidade
(CEDARBAUM & AGHAJANIAN, 1978).

Outros estudos, utilizando técnicas de radioautografia, mostraram os
padrées de densidade e distribuicdo de corpos celulares neuroniais positivos
para neurdnios serotoninérgicos em diferentes estruturas encefalicas, incluindo
o LC, onde foi particularmente observada alta densidade dos ligantes [3H]

paroxetina e de [3H] imipramina (marcadores seletivo e nao seletivo,
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respectivamente, para neurdnios serotoninérgicos, devido a sua ligagdo ao

transportador de serotonina) (HRDINA e cols., 1989).

Nesse mesmo sentido, estudos utilizando técnicas de radioautografia em
encéfalos humanos corroboraram o trabalho anterior ao identificar a
distribuicdo de diferentes subtipos de receptores serotoninérgicos das familias
5-HT; e 5-HT, no LC (PAZOS e cols., 1987; VARNAS e cols., 2004).

Uma abordagem eletrofisiolégica do tronco encefalico sugeriu, ainda,
que a conexao entre o NDR e o LC poderia estar envolvida em processos de
modulagao da dor. Com efeito, foi demonstrado que um estimulo nocivo, como
a puncgao das pernas do animal, promove excitabilidade neuronial no LC. Essa
excitabilidade, por sua vez, pode ser revertida pela estimulagdo dos neurdnios
do NDR. Nesse mesmo estudo, foi observado que a administragdo um
antagonista serotoninérgico, a metisergida, no LC bloqueia o efeito inibitério
local causado pela estimulagdo dos neurdnios no NDR. Com base nessas
observagoes, foi sugerido que os neurdnios serotoninérgicos, que se projetam
do NDR para o LC, poderiam estar envolvidos nos processos de modulacio da
dor (SEGAL, 1979).

Investigacbes mais recentes demonstraram, ainda, que a administragao
de antagonistas serotoninérgicos, como a metisergida e a cetanserina, no locus
coeruleus, antagoniza processos antinociceptivos de outra natureza, como é o
caso da analgesia pos-ictal, (FREITAS, 2010).

O processo de modulagdo da dor elaborado pelos neurbnios
serotoninérgicos que se projetam do NDR para o LC sera o enfoque deste
trabalho, sendo abordado em um modelo antinociceptivo induzido por
comportamentos defensivos induzidos pelo bloqueio dos receptores GABAA no
hipotalamo medial (HDM e dmHVM).

O Sistema serotoninérgico e a Antinocicepc¢éao

A serotonina, inicialmente denominada enteramina, devido a sua

presenca nas células cromafins do trato gastrointestinal, identificada
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quimicamente em 1948, e denominada  5-hidroxitriptamina, foi
subsequentemente encontrada no sistema nervoso central (SNC). Esse
neurotransmissor é sintetizado a partir do triptofano, o qual sofre acdo da
enzima triptofano-hidroxilase, convertendo-se em 5-hidroxitriptofano, sendo
posteriormente descarboxilado, e originando a 5-hidroxitriptamina (5-HT)
(OWENS & NEMEROFF, 1994). E predominantemente encontrada nos nticleos
da rafe, produzindo sua ag¢ao farmacoldgica ao atuar em diferentes tipos e
subtipos de receptores da familia 5-HT1 a 5-HT; ,0s quais apresentam perfis

farmacoldgicos distintos (para reviséo, ver HOYER e cols., 1994).

Como descritas anteriormente, inUmeras evidéncias sugerem uma
integracao entre o sistema de defesa e os processos de modulagdo da dor.
Assim, tem sido descrito que o sistema serotoninérgico poderia modular os

processos antinociceptivos que seguem os comportamentos defensivos.

Evidéncias que dao suporte a essa teoria foram obtidas por Nichols e
cols. (1989), com base em resultados obtidos através da administragédo de um
antagonista serotoninérgico, a metisergida, na substancia cinzenta
periaqueductal, estrutura, cuja estimulacdo elétrica causa significativa
antinocicepgdo (REYNOLDS, 1969). Assim, foi descrito que a administragdo de
metisergida bloqueou o efeito antinociceptivo eliciado pela estimulagéo elétrica
da SCP, sugerindo, assim, que a neurotransmissdo serotoninérgica poderia
modular os processos antinociceptivos induzidos pela estimulagéo de aspectos
dorsais dessa estrutura mesencefalica, ao passo que em seus substratos
ventrais, tanto mecanismos opioides como n&o opioides seriam recrutados

durante a antinocicepc¢ao induzida por estimulagao elétrica da SCP.

Posteriormente, um trabalho realizado por Coimbra e cols. (1992)
mostrou que a microinjegdo do mesmo antagonista no teto mesencefalico (TM),
bloqueou a antinocicepgdo que segue os comportamentos defensivos de fuga
induzidos pela estimulagdo elétrica e pelo bloqueio GABAérgico das colunas
dorsais da SCP e das camadas profundas do coliculo superior. Corroborando
esses achados, outros estudos sugeriram, ainda, que a antinocicepgao
induzida pela estimulagdo do TM, seja em sitios mais craniais, seja em sitios

mais caudais, poderia ser modulada por diversos subtipos de receptores
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serotoninérgicos, incluindo o subtipo 5-HT2aoc, (COIMBRA & BRANDAO, 1997;
CASTILHO & BRANDAO, 2001).

Em particular, o nucleo dorsal da rafe encontra-se dentre os nucleos
mesencefalicos que possuem um papel relevante na integragdo de processos
antinociceptivos através de proje¢cdes descendentes para a medula espinal
(YAARI e cols., 1985). Entretanto, o envolvimento do sistema endégeno de
inibicdo de dor nos processos antinociceptivos induzidos por estimulagdo do
diencéfalo, como nos nucleos hipotalamicos, ainda esta pouco claro. Também
nao esta elucidado se o recrutamento de receptores monoaminérgicos, tais
como o receptor serotoninérgico da subfamila 5-HT,, modula os processos
antinociceptivos unicamente no mesencéfalo dorsal (COIMBRA e cols., 1992;
COIMBRA & BRANDAO, 1997), e se 0 mecanismo serotoninérgico de
modulacdo da dor também se estende a nucleos hipotalamicos ou para os

nucleos do sistema endégeno de inibigcdo de dor, como o LC.

Dessa forma, foi presentemente realizado um estudo neurofisioldgico
investigando o envolvimento das redes neurais do NDR na antinocicepg¢ao
induzida pelo medo inato, através da lesdo neurotoxica seletiva (com 5,7-di-
hidroxitriptamina) de neurdnios serotoninérgicos ali localizados. Foi também
investigada a participagdo dos receptores serotoninérgicos da via que conecta
o NDR ao LC nas respostas comportamentais de defesa e na antinocicepgao
que segue a reacao de fuga orientada induzida pelo bloqueio de receptores
GABAérgicos no HM, através da microinjegdo no LC dos antagonistas
farmacologicos de receptores serotoninérgicos metisergida e cetanserina.
Dessa maneira, pressupomos que os neurdnios serotoninérgicos do NDR que
se projetam para o LC poderiam modular os processos antinociceptivos
subsequentes as respostas comportamentais de fuga elaborada induzidas pelo

bloqueio dos receptores GABAérgicos do HM.



OBJETIVOS




Objetivos | 32

OBJETIVOS

Objetivo geral

Estudar o envolvimento da via serotoninérgica que conecta o NDR ao LC
nas reagdes de defesa e nos processos antinociceptivos induzidos pelo

bloqueio dos receptores GABAAa do hipotalamo medial (HM).

Objetivos especificos

v Estudar o efeito da lesdo neurotdxica seletiva de neurdnios
serotoninérgicos do NDR, com 5,7-di-hidroxitriptamina, sobre o comportamento
de defesa organizado pelo hipotalamo medial e sobre a antinocicepgéo

induzida pelo medo inato.

4 Estudar o efeito da microinjecdo de metisergida (antagonista nao-
seletivo para receptores serotoninérgicos) ou de cetanserina (antagonista com
maior afinidade para receptores 5HTa2c), randomicamente, no LC, sobre o
comportamento de defesa organizado pelo hipotadlamo medial e sobre a

antinocicepc¢ao induzida pelo medo inato.
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MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados, no presente trabalho, ratos albinos (Rattus norvegicus,
Rodentia, Muridae), de linhagem Wistar, pesando entre 220-260 g, os quais
foram colocados em caixas com dois exemplares, e nelas ficaram
acondicionados sob ciclo claro/escuro de 12/12h (luzes ligadas as 7h). A
temperatura foi mantida entre 22-23°C, sendo permitido aos animais livre
acesso a comida e agua, durante todo o experimento. Os experimentos foram
realizados segundo os principios éticos elaborados pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal da FMRP-USP (CETEA), que estdo em conformidade
com os principios éticos do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) (processo 130/2008).

Teste nociceptivo

Todos os ratos tiveram seus limiares nociceptivos aferidos, utilizando-se
para o isso o teste de retirada de cauda. Cada animal foi colocado em uma cela
de contencdo com paredes de acrilico, e tiveram sua cauda colocada sobre o
sensor de uma fonte de calor (Tail-Flick Instrument; Stoelting), cuja elevagéo
progressiva de calorimetria foi automaticamente interrompida tdo logo o animal
retirasse a cauda do dispositivo. Um pequeno ajuste da intensidade de corrente
foi realizado no inicio do experimento, com o propésito de se obterem trés
laténcias consecutivas de retirada de cauda (LRC), entre 2,5 e 3,5 s. Caso o
animal n&o tivesse removido a cauda da fonte de calor dentro de 6 s, o

dispositivo era desligado para prevenir danos teciduais.

A linha de base foi formada pela média de trés LRC, tomadas em
intervalos de 5 min. O limiar nociceptivo foi igualmente aferido por um periodo
de 60min, tdo logo as respostas comportamentais induzidas pelo bloqueio

GABAérgico no hipotalamo chegasse ao fim.
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Drogas

Foram utilizadas 5,7-di-hidroxitriptamina (Sigma®) na concentragdo de
1ug/0,2uL, sendo microinjetado 0,2uL por minuto no NDR, e bicuculina na
concentragdo de 40ng/0,2uL, microinjetada a 0,2uL por 30 segundos no HM,
dissolvidas em salina fisiolégica (NaCl a 0,9%). Esta foi igualmente utilizada

para controle das drogas injetadas.

Também foram utilizados os antagonistas farmacologicos metisergida
(Sigma®) e cetanserina (Sigma®) na concentracdo de 5ug/0,2uL, dissolvidos
em veiculo (NaCl a 0,9% + Tween 80 a 20%;), que foi igualmente utilizado para
controle das drogas injetadas (tendo sido administrado 0,2uL por minuto) no
LC. A concentragao dos antagonistas foi estipulada segundo estudos prévios, a
guisa de comparacéo (COIMBRA e cols., 1992; COIMBRA & BRANDAO, 1997;
COIMBRA e cols., 2006).

Procedimento Cirurgico

Os animais foram anestesiados com uma solucdo de cetamina na dose
de 20mg/kg (Ketamina®) e xilasina na dose de 16mg/kg (Dopaser®) e levados
a um aparelho estereotaxico (David Kopf, EUA), onde suas cabegas foram
fixadas pelo rochedo temporal e incisivos superiores. Antes da exposicdo da
calota craniana, a pele e o tecido subcutaneo foram anestesiados com solucgéo
de lidocaina a 2% (0,2 mL, s.c.). Uma céanula-guia, confeccionada a partir de
agulhas de injecao hipodérmica (diametro externo = 0,6mm; didmetro interno =
0,4mm), foi implantada no diencéfalo e direcionada para o HM, segundo
coordendas AP= -2,80mm, ML= 0,5mm, DV= 7,8mm, de acordo com o atlas de
Paxinos e Watson (1997).

Outra canula-guia independente foi implantada no tronco encefalico. No
estudo neurofisiolégico, a canula-guia foi dirigida ao NDR, segundo as
coordenadas AP= -7,80mm, ML= 0,0mm e DV= 5,20mm. No estudo

neurofarmacolégico, realizado em grupos independentes de animais, outra
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canula-guia foi dirigida ao LC, segundo coordenadas AP= -9,80mm, ML=
1,5mm e DV= 6,0mm, tendo o bregma como referéncia, e estando as suturas
lambddide e bregmatica em um mesmo plano horizontal. Depois de implantada,
a canula-guia foi fixada na calvaria por uma protese de acrilico
autopolimerizavel que, por sua vez, foi ancorada por dois parafusos de fornitura
de aco inoxidavel. Todas as canulas-guias foram implantadas 1mm acima das

estruturas de interesse.

ApoOs a cirurgia, 60.000U.1. de penicilina G benzatina foram aplicados,

por via intramuscular, em cada animal.

Procedimento Experimental

Estudo Neurofisiologico

Os animais (N=8) tiveram os registros dos valores da linha de base dos
limiares nociceptivos aferidos. Posteriormente, foram submetidos ao
procedimento cirurgico para implantagdo da canula-guia direcionada ao HDM e
ao NDR. Apds o procedimento cirurgico, foi realizada a microinjecéao
(microagulha de 14mm X 0,3mm) de 5,7-di-hidroxitriptamina (5,7-DHT) na
concentragédo de 1ug/0,2ulL ou a introdu¢do da agulha injetora (grupo sham) no
NDR. A administracédo de 5,7-DHT foi realizada com uma seringa Hamilton de

5uL com o auxilio de uma bomba de microinjegéo.

Passado o periodo pos-operatorio de cinco ou quatorze dias, os limiares
nociceptivos foram novamente aferidos, com a finalidade de verificar se a
microinje¢ao de 5,7-DHT, por si s0, altera o limiar nociceptivo. Em seguida, os
animais foram gentilmente envolvidos em uma flanela, e uma agulha injetora
(microagulha de 16mm X 0,3mm) foi introduzida na canula-guia direcionada ao
HDM, por meio da qual 40ng/0,2uL de bicuculina ou 0,2uL de salina fisioldgica
(grupo controle) foram microinjetados no HDM com uma seringa Hamilton de

5uL com o auxilio de uma bomba de microinjegéo.
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Em seguida, os animais foram submetidos a analise quantitativa do
comportamento de defesa, sendo registrado o numero e a duragao do alerta
defensivo (interrupcdo do comportamento em curso, seguida de imobilidade
com farejo do ar circunjascente) e da imobilidade defensiva (imobilidade
perfeita com mais de 6s, com arqueamento do dorso, piloerecao, exoftalmia e
miccao e/ou defecacdo). Além de laténcia e duragdo do comportamento de
fuga orientada (corridas moderadas para frente, com ou sem saltos,
intercaladas por intenso comportamento exploratério, e interrupcdes repetidas
da fuga em curso) e da laténcia e duracédo de fuga retrograda (movimentos
defensivos rapidos, para tras). As respostas comportamentais de cruzamento
(cruzamento com as quatro patas de uma das linhas divisorias de um dos 12
compartimentos do assoalho da arena), levantamento (apoio das patas
anteriores nas amuradas da arena, ou erguimento da parte dianteira do corpo
sobre as patas traseiras) e autolimpeza (movimentos sequenciais de limpeza
da cabeca e pata) foram registrados através de uma camera filmadora (Sony)

de minuto a minuto, por 10 minutos.

Ao término das reacbdes de defesa, os animais tiveram seus limiares
nociceptivos aferidos segundo o protocolo do teste nociceptivo descrito

anteriormente.

Apos a analise experimental, os animais foram sacrificados e seus
encéfalos foram retirados e processados segundo a técnica de
imunofluorescéncia, para verificar o efeito da lesdo causada pela administracao
de 5,7-DHT, ou histoquimica, com a finalidade de verificar se o sitio de

microinje¢ao dos antagonistas ou seu veiculo atingiram o nucleo de interesse.

Animais que nao apresentaram comportamento de fuga orientada apods a
microinjegao de bicuculina foram descartados do experimento, considerando
apos a analise histologica que o sitio estimulado n&o coincide com as areas
visadas no presente trabalho. Contudo, tais dados foram registrados e podem

ser considerados a posteriori, como um controle adicional.
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Imunofluorescéncia

Os animais foram anestesiados com uma solugcdo de cetamina na dose
de 20mg/Kg (Ketamina®) e xilasina na dose de 16mg/Kg (Dopaser®) e
perfundidos através do ventriculo esquerdo com solugao de NaCl a 0,9%, em
volume suficiente para retirar todo o sangue do animal, seguida de solugao
tamponada de paraformaldeido a 4%, em volume suficiente para fixar os
tecidos encefalicos. Os encéfalos foram retirados e mantidos no fixador por no
minimo 4 horas, e posteriormente foram crioprotegidos em uma solugdo de
sacarose a 10% e a 20% durante 12h em cada solugdo. Em seguida, os
encéfalos foram congelados em isopentano resfriado em gelo seco. A parte
rostral do encéfalo com ponto de microinjegdo no HDM foi tratada pela técnica
histolégica descrita abaixo. A parte caudal com ponto de microinjecao
localizado no NDR foi cortada com o auxilio de um criostato (Zeiss) em fatias
de 16 um de espessura. Os cortes foram montados em laminas de vidro,
gelatinizadas, secos ao ar e mantidos em solugdo salina tamponada no
pernoite. No dia seguinte, os cortes foram lavados em solugdo de salina
tamponada e glicina a 0,1M (30 min) e incubados com o anticorpo primario (IgG
de coelho antisserotonina e IgG de camundongo anti-GFAP na propor¢ao de
1:1000) diluidos em salina e soro bovino a 1% durante 1h. Foram realizadas
seis lavagens de 5min cada, e os cortes foram incubados com anticorpo
secundario (Fa,b de IgG de cabra anti-Fc de IgG de coelho marcado com
AlexaFluor 488; Fa,b de IgG de cabra anti-Fc de IgG de camundongo marcado
com AlexaFluor 594, na proporcédo de 1:200, cada), por 30 min, no escuro e
lavados seis vezes, durante 5min por procedimento de lavagem. Utilizou-se
Fluoromount para a montagem das laminas. Posteriormente, os cortes
histolégicos foram analisados com o auxilio de microscopia de luz (Axiolmager
Z1, Zeiss), utilizando filtros de excitagao 44 (para AlexaFluor 488) e 00 (para
AlexaFluor 594) em campo escuro.
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Histologia

A parte rostral dos encéfalos reservados, como descrito no procedimento
de imunofluorescéncia, foi cortada com o auxilio de um criostato (Zeiss) em
fatias de 40 ‘m de espessura. Os cortes foram montados em laminas de vidro
gelatinizadas, secos ao ar e corados com hematoxilina-eosina. Posteriormente,
os cortes histolégicos foram analisados com o auxilio de microscopia de luz
(fotomicroscopio Axiolmager Z1, Zeiss) e a posigdo das extremidades finais
das agulhas de microinjecdo do neuroeixo foi assinalada em anagramas do
atlas de Paxinos e Watson (1997). Somente animais com sinais de presenca
da extremidade final da agulha injetora dentro dos nucleos presentemente

estudados, tais como, HDM e NDR foram incluidos na analise estatistica.

Estudo neurofarmacoldgico

Este estudo foi realizado em grupos independentes de animais (N=8), os
quais foram anestesiados e submetidos a cirurgia estereotaxica para a
introdugdo de uma céanula-guia (de 13mm, fixada 1 mm acima), segundo

coordenadas descritas no procedimento cirurgico.

Apds um periodo pés-operatério de cinco dias, os registros dos valores
da linha de base dos limiares nociceptivos foram aferidos. Posteriormente, os
animais foram gentiimente envolvidos em uma flanela, e receberam
microinje¢cdes (microagulha de 14mm x 0,3mm) no LC de metisergida
(Sigma®), cetanserina (Sigma®) ou do veiculo das solugbes administradas na
ponte, randomicamente, e em grupos independentes de animais. A
administragdo dos antagonistas ou seu veiculo foi realizada com o auxilio de

uma seringa Hamilton de 5uL aclopada a uma bomba de microinjeg&o.

A administragédo de bicuculina ou salina foi feita por meio de microinje¢ao
(microagulha de 16mm x 0,3mm) intra-hipotalamica (HM), 5 minutos apés o pré-
tratamento com um dos bloqueadores farmacoldgicos ou de seu veiculo no LC. O
procedimento de microinjegdo também foi realizado com o auxilio de uma seringa

Hamilton de 5uL aclopada a uma bomba de microinjecao.
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Assim, os animais foram submetidos a analise quantitativa das mesmas
respostas comportamentais descritas no estudo neurofisioldgico: Cruzamento
(quatro patas em um dos compartimentos do assoalho da arena), levantamento
(apoio das patas anteriores nas amuradas da arena) e autolimpeza
(movimentos sequenciais de limpeza da cabeca e pata), bem como o numero e
duracao do alerta defensivo (interrupgdo do comportamento em curso, seguida
de imobilidade com farejo do ar circunjascente) e da imobilidade defensiva
(imobilidade perfeita de mais de 6s, com arqueamento do dorso, piloerecao,
exoftalmia e micgdo e/ou defecacdo), além de laténcia e duragdo do
comportamento de fuga orientada (corridas moderadas, com ou sem saltos,
intercaladas por intenso comportamento exploratério, e interrupgcdes repetidas
da fuga em curso) e da laténcia e duracédo de fuga retrograda (movimentos
defensivos rapidos, para tras), o que foi registrado através de uma camera

filmadora de minuto a minuto, por 10 minutos.

Ao término das reacbes de defesa, os animais tiveram seus limiares
nociceptivos aferidos por um periodo de 60 minutos, utilizando-se, para isso, o

teste de retirada de cauda.

Histologia

Apds a analise experimental, os animais foram anestesiados com uma
solugcdo de cetamina na dode de 20mg/Kg (Ketamina®) e xilasina na dose de
16mg/Kg (Dopaser®) e perfundidos através do ventriculo esquerdo com
solugdo de NaCl a 0,9%, em volume suficiente para retirar todo o sangue do
animal, seguida de solugdo tamponada de paraformaldeido a 4%, em volume
suficiente para fixar os tecidos encefalicos. Os encéfalos foram retirados e
mantidos no fixador por no minimo 4 horas, e posteriormente foram
crioprotegidos em uma solugdo de sacarose a 10% e a 20% durante 12h em
cada solugdo. Em seguida, os encéfalos foram congelados e cortados com o

auxilio de um criostato (Zeiss) em fatias de 40 um de espessura.

Os cortes foram montados em Iaminas de vidro gelatinizadas, secos ao

ar e corados com hematoxilina-eosina. Posteriormente, os cortes histologicos
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foram analisados com o auxilio de microscopia de luz (Axiolmager Z1, Zeiss) e
a posigao das extremidades finais das agulhas de microinje¢cao do neuroeixo foi
assinalada em anagramas do atlas de Paxinos e Watson (1997). Somente
animais com sinais de presenga da extremidade final da microagulha dentro
dos nucleos presentemente estudados, tais como, HDM e LC foram incluidos

na analise estatistica.

Equipamentos

v As cirurgias estereotaxicas foram realizadas por meio de um
estereotaxico ultrapreciso, desenvolvido para pequenos animais (David Kopf,
902, EEUU).

v As microinjegcbes dos farmacos foram realizadas através de uma

bomba de microinjecédo de drogas (Stoelting).

4 A estimulagao intradiencefalica foi realizada em uma arena
circular (teste do “campo aberto”), de acrilico transparente, medindo 60 cm de

altura x 50cm de largura, cujo assoalho é dividido em doze seg¢des iguais.

v Os comportamentos de fuga orientada foram filmados de minuto a
minuto por 10 min por meio de uma filmadora (Sony Handycam) e foram

analisados por meio de um microcomputador.

v Os testes nociceptivos de laténcia retirada de cauda foram feitos
através do aparelho de avaliacdo de dor pelo tempo de laténcia do reflexo de

retirada de cauda ( Tail-Flick Instrument; Stoelting).

v Os animais foram perfundidos, utilizando-se para isso, uma
bomba de perfusdo (Master Flex® L/S ™)

v A analise histologica foi feita através de um micrétomo de
congelacdo (HM 505 E, Zeiss, Alemanha), e os resultados foram avaliados
através de um fotomicroscopio de luz motorizado (Axiolmager Z1, Zeiss),

munido com “software” para captura e analise de imagens histoldgicas.
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Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como meédia + erro padrao da média. Os
dados referentes ao estudo do efeito da lesdo do NDR, bem como do efeito da
administragdo dos antagonistas no LC sobre as diversas respostas
comportamentais induzidas pelo bloqueio de receptores GABAA no hipotalamo
medial foram submetidos ao teste de One-Way ANOVA, seguido pelo teste
post hoc de Newman-Keuls. Os limiares nociceptivos foram analisados através
da analise de variancia (split-plot ANOVA) para medidas repetidas, seguida
pelo teste post hoc de Duncan considerando as medidas repetidas de laténcia

de retirada de cauda.
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RESULTADOS

Efeito da lesdo neurotéxica seletiva de neurbnios serotoninérgicos do

nucleo dorsal da rafe na analgesia induzida pela fuga orientada

Estudo das respostas comportamentais

O bloqueio dos receptores GABAérgicos do hipotalamo dorsomedial,
através da microinjecao intradiencefalica do antagonista de receptores GABAA,
a bicuculina  (40ng/0,2uL), promoveu aumento significativo nos
comportamentos exploratérios quando comparados com o grupo controle,
Sham (intra-NDR) + Salina (0,2uL de NaCl 0,9%, intra-HM) N=8. Péde-se
observar um aumento estatisticamente significante no numero de cruzamentos
(F(3,32=6,37; P<0,01), de levantamentos (F332=6,16; P<0,05) e também no
tempo de levantamento (F32=7,09; P<0,05) em todos os grupos tratados com
bicuculina (intra-HM) em comparagao ao grupo controle (Sham (intra-NDR) +
Salina (intra-HM)). A analise estatistica mostrou diminuicdo na frequéncia de
autolimpeza (F332)=5,81; P<0,05) nos grupos tratados com 5-7-DHT (intra-
NDR) + Bicuculina (intra-HM ) 5 e 14 dias apos a leséo e no grupo sham (intra-

NDR) + salina (intra-HM); dados representados na figura 1.

O Dbloqueio dos receptores GABAérgicos também promoveu
comportamentos defensivos relacionados ao medo e ansiedade, caracterizados
pelo alerta defensivo, congelamento, e comportamentos de fuga. A analise de
post hoc de Newman-Keuls mostrou aumento no numero (F332 =17,55;
P<0,001) e tempo (F(332=6,51; P<0,01) de alerta defensivo nos grupos tratados
com bicuculina quando comparados com o grupo tratado com salina (intra-HM).
O pré-tratamento do NDR com neurotoxina especifica para neurdnios
serotoninérgicos, a 5,7-di-hidroxitriptamina (5,7-DHT), diminuiu as respostas
comportamentais induzidas pela administracdo de bicuculina 5 e 14 dias apds a
lesdo (N=8), quando comparados com o grupo Sham (intra-NDR) + Bicuculina
(intra-HM), N=12. A analise de varidancia mostrou uma diminuigao da freqiéncia
(F(3,32) =17,55; P<0,05) do alerta, quando comparados com o grupo Sham

(intra-NDR) + Bicuculina (intra-HM). A analise de variancia de uma via (one-
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way ANOVA) mostrou aumento no numero (F332) =3,84; P<0,05) e tempo
(F(3,32) =3,40; P<0,01) de congelamento no grupo submetido ao procedimento
Sham (intra-NDR) + Bicuculina (intra-HM) em comparagdo com o grupo Sham

(intra-NDR) + Salina (intra-HM); dados apresentados na figura 2.

Houve aumento estatisticamente significativo na frequéncia (F332)=5,05;
P<0,01) e no tempo (F332=2,88; P<0,05) de fuga induzida pelo grupo Sham
(intra-NDR) + Bicuculina (intra-HM) quando comparado com o grupo Sham
(intra-NDR) + Salina (intra-HM), e diminuigdo na frequéncia da fuga induzida
pelo grupo tratado com 5,7-DHT + Bicuculina (intra-HM 14 dias apds a leséo)
comparado com o grupo Sham (intra-NDR) + Bicuculina (intra-HM). Também
houve aumento na frequéncia (F332=6,91; P<0,05) de fuga retrégrada (fuga
para tras) nos grupos Sham (NDR) + Bicuculina (intra-HM) e 5-7-DHT (intra-
NDR) + Bicuculina (intra-HM 5 dias ap6s a les&o) em comparagdo com o grupo
tratado com salina (intra-HM) e ainda aumento no tempo (F332)=2,88; P<0,05)
de fuga retrégrada induzida pelo grupo submetido ao procedimento Sham
(intra-NDR) + Bicuculina (intra-HM) em comparag&o com o grupo Sham (intra-
NDR) + Salina (intra-HM). O tratamento com 5,7-DHT + Bicuculina (intra-HM 14
dias apés a les&do) diminuiu a frequéncia (F332=6,91; P<0,05) da fuga
retrograda em comparagao com os grupos Sham (NDR) + Bicuculina (intra-HM)
e 5-7-DHT (intra-NDR) + Bicuculina (intra-HM 5 dias apds a les&o); dados

mostrados na figura 3.

N&do houve diferenga estatisticamente significativa nas reagdes de
defesa induzida pela administracdo de bicuculina 5 dias apds o procedimento
sham, quando comparados com a administracao de bicuculina 14 dias apds o
procedimento sham (teste t pareado t= variando de 0,244 a 1,519; p> 0,05 em
todos os casos, de acordo com o teste t de Student); dados apresentados em

anexo ao presente trabalho.
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Figura 1: Efeito da administragcao de bicuculina no hipotalamo medial (HM), em
animais lesados no nucleo dorsal da rafe (NDR) com 5,7-di-hidroxitriptamina
(5,7,-DHT) sobre os comportamentos de cruzamento (A), frequéncia (B e D) e
tempo (C e E) de levantamento e autolimpeza, respectivamente. As colunas
representam a média, e as barras, o erro padrdo da média. * P<0,05; **
P<0,01; *** P<0,001 quando comparados com o grupo controle (Sham intra-
NDR + Salina intra-HM), segundo a analise de variancia de uma via (ANOVA),
seqguida, pelo teste post hoc de Newman-Keuls .
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Figura 2: Efeito da lesdo neurotdxica do nucleo dorsal da rafe (NDR), com 5-7-
di-hidroxitriptamina (5,7-DHT) ou do procedimento Sham seguido pela
microinje¢ao de bicuculina no HM em 5 ou 14 dias apés a lesao ou sham, na
frequéncia (A e C) e no tempo (B e D) dos comportamentos defensivos de
alerta e congelamento, respectivamente. As colunas representam a média +
EPM. ** P<0,01, *** P<0,001, quando comparado com o grupo controle Sham +
Salina, segundo a analise de variancia de uma via (ANOVA), seguida, pelo
teste post hoc de Newman-Keuls; # P<0,05, # # P<0,01 quando comparados
com o grupo Sham + Bicuculina.
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Figura 3: Efeito do pré-tratamento do nucleo dorsal da rafe (NDR) com
neurotoxina especifica para neurbnios serotoninérgicos 5,7-di-hidroxitriptamina
(5,7-DHT) ou o procedimento Sham, seguido pela microinjecdo de bicuculina
ou salina no hipotalamo medial (HM) 5 ou 14 dias apds a lesdo ou sham, na
frequéncia (A e C) e no tempo (B e D) dos comportamentos defensivos de fuga
e fuga retrograda, respectivamente. As colunas representam a média £ EPM. *
P<0,05; ** P<0,01; quando comparados com o grupo controle (Sham + Salina);
# P<0,05; # # P<0,01quando comparado com o grupo Sham + Bicuculina; +
P<0,05 quando comparado com o grupo 5,7-DHT + Bicuculina 5 dias apos a
lesdo, segundo a analise de variancia de uma via (ANOVA), seguida, pelo teste
post hoc de Newman-Keuls .
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Estudo do Limiar Nociceptivo

Houve um efeito estatisticamente significante do tratamento
[F3,32=22,54; P<0,001], do tempo [F(023) = 5,31; P>0,001] e interagédo entre

tratamento versus tempo [F(z0,65 = 4,01; P>0,001 ].

Os comportamentos defensivos induzidos pela administragcdo de
bicuculina induziram elevagao dos limiares nociceptivos no grupo Sham (intra-
NDR) + Bicuculina (intra-HM) N=12, perdurando por 20 minutos. Muito embora
o grupo tratado com 5,7-DHT (intra-NDR) + Bicuculina (intra-HM 5 dias apés a
lesdo) N=8, tenha apresentado alguma analgesia induzida pelo medo inato
imediatamente apds o término do comportamento de fuga (tempo zero) ,
quando comparado com o grupo controle (Sham intra-NDR + Salina intra-HM)
N=8, a analise de post hoc de Duncan mostrou que os dois grupos pré-tratados
no NDR com a neurotoxina seletiva para neurénios serotoninérgicos (5,7-DHT)
apresentaram diminuigado da elevacao dos limiares nociceptivos causada pelo
medo inato, quando comparado com o grupo Sham (intra-NDR) + Bicuculina
(intra-HM). Também houve diminuicdo estatisticamente significativa da
antinocicepgao induzida pelo medo no grupo tratado com 5,7-DHT (intra-NDR)
+ Bicuculina (intra-HM 14 dias apés a lesdo) N=8, quando comparado o grupo
tratado com 5,7-DHT (intra-NDR) + Bicuculina (intra-HM 5 dias apds a lesé&o)
no tempo O (zero). A analise de variancia de medidas repetidas mostrou efeito
significante do tratamento sobre o limiar nociceptivo, de 0 até 20min [F32) =

variando de 12,91 até 24,40; P<0,001], como demonstrado na figura 8.

Ndo houve diferenca estatisticamente significativa nos limiares
nociceptivos pela administracdo de bicuculina 5 dias apds o procedimento
sham, quando comparados com a administracao de bicuculina 14 dias apds o
procedimento sham (teste t pareado de Student, t= 0,41; P>0,05); dados

apresentados em anexo.

Uma representagdo esquematica dos sitios de microinje¢ao de salina ou

bicuculina no HM ¢ ilustrada na figura 5.

Uma fotomicrografia representativa de um sitio de microinjecdo da

bicuculina a 40ng/0,2uL intra-HM é demonstrada na Figura 6.
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O sitio de microinjecdo de 5,7-DHT ou do procedimento sham é

representado esquematicamente na figura 7.

A técnica de imunofluorescéncia, uma analise qualitativa, evidenciou
diminuicdo de corpos celulares positivos para a serotonina em animais lesados
no NDR e aumento de células positivas para GFAP, demonstrando a rarefacao
dos neurdnios serotoninérgicos e a gliose causada pelo tratamento do NDR
com 5,7-DHT (Figura 8).
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Figura 4: Efeito da lesdo neuroquimica, com microinjegcbes de 5,7-di-
hidroxitriptamina (5,7-DHT) no nucleo dorsal da rafe (NDR) sobre o limiar
nociceptivo, N=8 ou 12. * P<0,001 quando comparado com o grupo submetido
ao procedimento Sham no NDR + Salina no HM; # diferenca estatisticamente
significante (p<0,001) quando comparado com o grupo Sham (intra-NDR) +
Bicuculina (intra-HM); + p<0,001 quando comparado com o grupo tratado com
5,7-DHT (intra-NDR) + Bicuculina (intra-HM 5 dias apo6s a leséo), de acordo
com a analise de variancia de medidas repetidas, seguida pelo teste post hoc
de Duncan. LB: Linha de base, medida antes do procedimento cirurgico. LBT:
Linha de base verificada antes do procedimento experimental. A: indica a
administragdo da neurotoxina no NDR (lesdo) ou procedimento sham. B:
Administracdo de bicuculina ou salina intra-HM. Aumentos nos limiares
nociceptivos foram representados como médias + EPM.
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Figura 5: Representagdo esquematica dos sitios de microinje¢do de salina ou
bicuculina no HM: (o-o) grupo controle submetido ao procedimento sham intra-
NDR + salina intra-HM; (m-m) grupo tratado com 5,7-DHT intra-NDR 5 dias
antes da administragao de bicuculina no HM; (e-e) grupo tratado com 5,7-DHT
intra-NDR 14 dias antes da administragcdo de bicuculina no HM ; (A-A) grupo
submetido ao procedimento Sham (intra-NDR), 5 ou 14 dias antes da
microinjegao de bicuculina no HM, dispostos em anagramas do atlas de
Paxinos e Watson (1997). NDR: Nucleo dorsal da rafe; HM: hipotalamo medial,
SHAM: procedimento de pseudo-injegdo no NDR; 5,7-DHT: 5,7-di-
hidroxitriptamina.
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Bregma -3.14 mm

Figura 6: Fotomicrografia de seccdo coronal do diencéfalo em nivel do
hipotalamo medial. A seta indica o ponto de microinjecdo de Bicuculina a
40ng/0,2uL no hipotalamo dorsomedial. DMD: Hipotalamo dorsomedial. VMH:
Hipotalamo ventromedial. Coloragao: Hematoxilina-eosina. Barra: 200um.
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Figura 7: Representagao esquematica de sitios de microinjecao de (m-m) 5,7-di-
hidroxitriptamina (1ug/0,2uL intra-NDR) + Bicuculina (40ng/0,2uL intra-HM 5
dias apds a lesao) e (e-e) 5,7-DHT intra-NDR + Bicuculina (40ng/0,2uL intra-
HM 14 dias apos a lesdo) ou (A-A) Sham (intra-NDR) + Bicuculina (40ng/0,2uL
intra-HM) e (o-o) procedimento Sham (intra-NDR) + Salina (NaCl a 0.9%-
0.2uL, intra-HM) em anagramas do atlas de Paxinos e Watson (1997). NDR:
Nucleo dorsal da rafe; HM: hipotdlamo medial; SHAM: procedimento de
pseudo-inje¢do no NDR.
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Figura 8: Fotomicrografias de secc¢des coronais do mesencéfalo em nivel do
nucleo dorsal da rafe. A: Procedimento Sham (introdugédo da agulha injetora no
nucleo dorsal da rafe). B: Lesdo resultante da microinjegdo de -5,7-di-
hidroxitriptamina (1ug/0,2uL) no nucleo dorsal da rafe. Setas grandes indicam
neurdnios positivos para serotonina. As setas pequenas indicam células gliais.
Marcagédo celular: AlexaFluor 488 (coloracdo verde) e AlexaFluor 594
(coloragao vermelha). Barra: 50um na figura A e 20um na figura B.
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Estudo neurofarmacolégico do envolvimento do sistema serotoninérgico

na analgesia induzida pela fuga orientada

Estudo das respostas comportamentais

A microinjecdo do antagonista de receptores GABA,, a bicuculina, na
concentragao de 40ng/0,2uL no hipotalamo medial, promoveu aumento significativo
nos comportamentos exploratorios e defensivos quando comparados com o grupo
controle (veiculo intra-LC + Salina Fisiolégica intra-HM). A analise de variancia de
uma via (one-way ANOVA) mostrou um aumento estatisticamente significativo no
numero (F328=8,38; P<0,05) de cruzamentos, e na frequéncia (F(28=13,92;
P<0,001) e no tempo (F(328=13,13; P<0,001) de levantamento nos grupos tratados
com bicuculina intra-HM e com antagonistas farmacologicos (metisergida e
cetanserina) ou seu veiculo intra-LC, randomicamente, quando comparados com o
grupo controle. Houve diminuigdo na frequéncia (F28=5,73; P<0,05) e no tempo
(Fz.28=4,88; P<0,05) de autolimpeza entre os grupos tratados com cetanserina ou

veiculo intra-LC e o grupo controle; dados mostrados na figura 9.

A andlise de “post hoc” de Newman-Keuls mostrou aumento no numero
(F328=7,29; P<0,01) e no tempo (F328=5,15; P<0,05) de alerta defensivo, sem
variagdo no comportamento de congelamento (P>0,05) em comparagéo com todos

0s grupos tratados com bicuculina intra-HM e o grupo controle, como mostrado na 10.

A andlise estatistica mostrou, também, aumento na frequéncia
(F(3,28/=5,73; P<0,05) e no tempo (F328=5,73; P<0,05) de fuga dos todos os
grupos tratados com bicuculina, quando comparados com o grupo controle, e
aumento no numero (F328=5,73; P<0,05) e no tempo (F328=5,73; P<0,05) do
comportamento de fuga retrograda nos grupos pré-tratados no LC com
metisergida ou seu veiculo em comparagdo com O grupo controle, como

mostrado na figura 11.

Porém, n&do houve alteragbes estatisticamente significativas (F328)=
variando de 5,15 a 13,92; P>0,05) do tratamento do LC com antagonistas
serotoninérgicos nas respostas comportamentais induzidas pela administragcéao

de bicuculina no HM, quando comparado com o controle.
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Figura 9: Efeito da microinjecao de metisergida, cetanserina ou veiculo no
locus coeruleus (LC), seguida pela microinje¢do de bicuculina ou salina no hi-
potalamo medial (HM), sobre os comportamentos exploratérios de cruzamento
(A), e levantamento (B e C), e sobre a frequéncia (D) e tempo (E) de
autolimpeza (N=8). As colunas representam a média + EPM. * P<0,05; **
P<0,01; *** P<0,001 quando comparado com os controles, segundo a analise
de variancia de uma via (one-way ANOVA), seguida pelo teste post hoc de
Newman-keuls.
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Figura 10: Efeito da microinjegdo de metisergida, cetanserina ou veiculo no
locus coeruleus (LC), seguida pela microinjegdo de bicuculina no hipotalamo
medial (HM), na frequéncia (A e C) e no tempo (B e D) dos comportamentos
defensivos de alerta e congelamento, respectivamente. (N=8); * P<0,05; **
P<0,01; quando comparados com o grupo controle, segundo a anadlise de
variancia de uma via (one-way ANOVA), seguida pelo teste post hoc de
Newman-keuls. As colunas representam a média £ EPM.
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Figura 11: Efeito da microinjecdo de metisergida, cetanserina ou veiculo no
locus coeruleus (LC), seguida pela microinjegcdo de bicuculina ou salina no
hipotalamo medila (HM), na frequéncia (A e C) e no tempo (B e D) dos
comportamentos defensivos de fuga e fuga retrégrada, respectivamente. (N=8).
As colunas representam a média + EPM.* P<0,05; ** P<0,01, quando
comparado com o grupo controle, segundo a analise de variancia de uma via
(one-way ANOVA), seguida pelo teste post hoc de Newman-keuls.
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Estudo do limiar nociceptivo

Houve um efeito estatisticamente significante do tratamento [F
2,28)=25,17; P<0,001], interagdo do tratamento versus tempo [F(s033)=2,35;
P<0,01] e do tempo [F1s,11)=11,86; P>0,001].

Os resultados presentemente obtidos sugerem a participagéo dos receptores
serotoninérgicos, especificamente do subtipo de receptores 5-HT,aoc Na analgesia
induzida pelos comportamentos defensivos observados apdés o bloqueio dos
receptores GABAérgicos do hipotalamo medial. A analise de varidncia de medidas
repetidasmostrou efeito significante do tratamento sobre o limiar nociceptivo, de 0
até 30min [F32g) variando de 5,66 até 27,43; P<0,05].

A andlise de variancia para medidas repetidas (split-plot ANOVA) mostrou
que o bloqueio de receptores GABAérgicos no hipotalamo medial, através da
administracdo de bicuculina (40ng/0,2uL) nos nucleos mediais do hipotalamo
aumentou os limiares nociceptivos, quando comparado com O grupo controle
(veiculo das solugdes intra-LC + salina fisiologica intra-HM). O pré-tratamento da
ponte com administragcdes de metisergida (antagonista serotoninérgico nao-seletivo)
intra-LC diminuiu a analgesia induzida pelo medo imediatamente apds o término
dos comportamentos defensivos, sendo este antagonismo mais expressivo que o
pré-tratamento do LC com cetanserina (droga com maior afinidade pelos receptores
5-HT2a2c), 0 qual também promoveu diminuicdo da antinocicepgéo induzida pelo
medo em 5, 15 e 20 minutos apds o fim dos comportamentos de defesa, quando
comparado com seu veiculo (0,2uL de NaCl 0,9% + Tween 80 a 20% intra-LC +

Salina NaCl 0,9%/0,2uL), como representado na figura 12.

Uma fotomicrografia representativa de um sitio de microinjecdo da
bicuculina (intra-HM) é mostrada na figura 13, e uma fotomicrografia
representativa de um sitio de microinjegdo da bicuculina a 40ng/0,2uL intra-HM

€ mostrada na Figura 14.

Microinjegbes de antagonistas de receptores serotoninérgicos
metisergida e cetanserina ou seu veiculo s&o representadas
esquematicamente na figura 15, e outra fotomicrografia de um sitio de

microinje¢ao de metisergida (intra-LC) é representada na figura 16.
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Figura 12: Efeito da microinjecdo de metisergida, cetanserina ou veiculo das
solugdes no locus coeruleus (LC), seguida pela microinjecdo de bicuculina ou
salina no hipotalamo medial (HM) nos limiares nociceptivos. N=8; * diferencas
estatisticamente significantes (P<0,05) quando comparado com o grupo
Veiculo das solugdes no LC + Salina no HM; # P<0,05 quando comparado com
o grupo Veiculo no LC + Bicuculina no HM; + P<0,001 quando comparado com
o grupo tratado com metisergida no LC + bicuculina no HM, segundo a analise
de variancia de mediadas repetidas, seguida pelo teste post hoc de Duncan.
LB: Linha de base, medida antes do procedimento experimental. As setas
indicam a administragdo dos antagonistas serotoninérgicos ou de seu veiculo
no LC (A) e de bicuculina ou salina no HM (B). Eixo x: tempo (em minutos) em
que medidas consecutivas da laténcia de retirada de cauda foram tomadas.
Eixo y: Limiar Nociceptivo (aferido em segundos) medido pelo teste de laténcia
de retirada da cauda. Aumentos nos limiares nociceptivos foram representados
como médias + EPM.
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Figura 13: Representacdo esquematica dos sitios de microinje¢cao de bicuculina
ou salina no HM: (o-o) grupo controle, tratado com administragdo de veiculo
intra-LC + salina intra-HM; e os grupos pré-tratados com (m-m) metisergida (e-
e) cetanserina ou (A-A) com o veiculo das solugdes no LC, e bicuculina no HM,
dispostos em anagramas do atlas de Paxinos e Watson (1997). LC: locus
coeruleus; HM: hipotalamo medial.
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Bregma -3.30 mm

Figura 14: Fotomicrografia de secgdo coronal do diencéfalo em nivel do
hipotalamo medial. A seta indica o ponto de microinje¢do de Bicuculina a
40ng/0,2uL no hipotalamo dorsomedial. DM: Hipotalamo dorsomedial. VMH:
Hipotalamo ventromedial. Coloragao: Hematoxilina-eosina. Barra: 500um.
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Figura 15: Representacdo esquematica dos sitios de microinjecdo de
metisergida, cetanserina ou salina no LC: (o-ao) microinjecdo do veiculo das
solugdes intra-LC + salina intra-HM, e os grupos pré-tratados com (m-m)
metisergida, (e-e) cetanserina ou (A-A) com o veiculo das solugbes no LC
microinjegao de bicuculina intra-HM, dispostos em anagramas do atlas de
Paxinos e Watson (1997). LC: locus coeruleus; HM: hipotalamo medial.
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Bregma -10.04 mm

Figura 16: Fotomicrografia de seccdo coronal da ponte em nivel do locus
coeruleus. A seta indica o ponto de microinjecdo de metisergida no locus
coeruleus. LC: locus coeruleus. Barra: 500um.



DISCUSSAO




Discussdo | 67

DISCUSSAO

No presente estudo, a desinibicdo GABAérgica do diencéfalo com
microinje¢cdes de antagonista de receptores GABAa no hipotalamo medial
induziu respostas comportamentais de defesa, principalmente caracterizadas
por atencdo defensiva e comportamentos de fuga, além de intenso
comportamento exploratério, seguidas de uma significativa antinocicepcao,

quando comparado com o grupo controle.

As bases neurais das respostas comportamentais de defesa tém sido
extensamente investigadas através da aplicagdo de estimulos aversivos
naturais ou por procedimentos experimentais baseados na estimulagao quimica
com aminoacidos excitatérios, na desinibicio GABAérgica e na estimulacao
elétrica de estruturas prosencefalicas e mesencefalicas (CARDOSO e cols.,
1994; SHEKHAR e cols., 2003; BORRELI e cols., 2004; GUIMARAES-COSTA
e cols., 2007). Dessa maneira, trabalhos prévios mostraram o envolvimento do
neurotransmissor GABA na modulacido de respostas defensivas induzidas por
estimulacao elétrica e pela desinibicaio GABAérgica do teto mesencefalico
(SCHENBERG e col., 1983; COIMBRA e cols., 1989). Assim, tem sido descrito
que a desinibicdo GABAérgica da substancia cinzenta periaquedutal induz
respostas autonOmicas caracteristicas da reacdo de defesa qualitativamente
similares as respostas observadas apds a estimulacdo do hipotalamo. As
respostas comportamentais eliciadas pela estimulacido de estruturas do teto
mesencefalico tém sido descritas como explosivas e n&o direcionadas,
enquanto os comportamentos de defesa eliciados pela estimulacdo do
hipotalamo sdo mais orientados, de menor intensidade e precedidos por
exuberante comportamento exploratério (DI SCALA e cols., 1984; BRANDAO
et al., 1994).

Em harmonia com esses trabalhos, estudos mais recentes observaram
respostas comportamentais defensivas de fuga mais elaborada observadas
apos a desinibicdo GABAérgica do hipotalamo medial (FREITAS e col, 2009).

Tais respostas comportamentais sdo também normalmente induzidas por um
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estimulo ameagador iminente, como observado no confronto proximal entre
presa e predador (CANTERAS, 2002).

De fato, o hipotalamo medial exerce um importante papel na expressao
das respostas comportamentais defensivas. Além disso, os resultados
presentemente obtidos sugerem, ainda, um papel relevante do hipotalamo na
modulacdo dos estimulos nociceptivos. Com efeito, apds a elaboracdo de
respostas defensivas, induzidas pelo medo, houve aumento do limiar
nociceptivo, o que ja foi, no entanto, recentemente descrito, no que se refere ao
hipotalamo medial (FREITAS e cols., 2009). Resultados semelhantes também
foram obtidos em outros modelos animais de panico e ansiedade, observados
ap6s os comportamentos defensivos induzidos pela estimulacdo de outras
estruturas do sistema encefalico da aversdo e de estruturas mesencefalicas
(BRANDAO e cols. 1982, 1991; COIMBRA e cols., 1992; COIMBRA e cols.,
2006). A atividade integrada das estruturas envolvidas no processo modulatério
da dor e na elaboragao dos comportamentos defensivos, favorece as respostas
comportamentais de fuga, ao invés de comportamentos recuperativos
induzidos pela dor, em casos de eventuais ferimentos nas situacbes de
confronto entre presa e predador (MENESCAL-DE-OLIVEIRA & HOFFMAN,
1993).

Os resultados do estudo neurofisiolégico do presente trabalho sugerem
a participagcdo de neurdnios serotoninérgicos do NDR na modulagédo dos
comportamentos defensivos. Essa proposicédo é sustentada pelo fato de que a
les&o neurotdxica seletiva de neurdnios serotoninérgicos do NDR (com 5,7-di-
hidroxitriptamina intra-NDR) diminuiu a frequéncia dos comportamentos de
alerta defensivo e fuga retrégrada, e também a duracéo e frequéncia da fuga

induzidos pela estimulagao do hipotalamo medial.

De acordo com a literatura, as vias ascendentes serotoninérgicas
provenientes do NDR desempenham um papel modulatério também nos
comportamentos relacionados ao medo, primariamente relacionadas com a
ansiedade generalizada e possivelmente também implicadas no transtorno do
panico (GRAEFF e cols., 1996). Apesar de haver conexdes reciprocas entre o
HM e o NDR (PERYON e cols., 1998), em modelos animais de ansiedade ndo
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foi observado aumento da liberagdo de serotonina no HM (SAJDYK e cols.,
1997). Além disso, curiosamente, os neurbnios serotoninérgicos presentes no
HDM nao sintetizam serotonina; ao invés disso, promovem recaptacao
exdgena daquele neurotransmissor por um mecanismo de transporte especifico
inerente ao sistema serotoninérgico (VANHATALO & SOINILA, 1998). Dessa
forma, as alteragcbes comportamentais decorrentes da lesdo seletiva dos
neurénios serotoninérgicos do NDR, podem estar envolvidas diretamente com
a citoarquitetura desse nucleo. Evidéncias que suportam essa hipotese foram
baseadas nas observacdes de que a estimulacdo quimica do NDR induz

respostas comportamentais de defesa (ABRAMS e cols., 2005).

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que a lesao seletiva
de neurbnios serotoninérgicos do NDR produz um efeito ansiolitico e
panicolitico em animais tratados com microinje¢des de bicuculina no HM. Essa
hipétese se sustenta pela observacdo de que ha diminuicdo estatisticamente
significativa dos comportamentos de alerta e fuga induzidos pela administracéao
de bicuculina no HM, apds a lesdo do NDR. Corroborando os resultados
obtidos no presente estudo, outros trabalhos mostraram que a administracéo
de agonista 5-HT1a no NDR produz um efeito ansiolitico através diminuigdo da
liberagao de serotonina no proprio NDR, em modelos animais (JAHANSHAHI e
cols., 2010).

Outro fator relevante destacado pelos presentes resultados relaciona-se
com o tempo de ativagdo comportamental observado apos a lesdo neurotoxica
do NDR. Como foi observado no presente estudo, o bloqueio de receptores
GABAérgicos no HM realizado 5 dias apos a lesao seletiva dos neurbnios
serotoninérgicos diminuiu o limiar de alerta defensivo. Porém, quando o
procedimento experimental de inducdo de respostas de defesa hipotalamicas
se realizou 14 dias apdés a administracdo da neurotoxina especifica no NDR,
além do alerta defensivo, os comportamentos de fuga orientada também foram
significantemente diminuidos em relagao ao grupo controle. Além disso, foram
observadas diferengas estatisticamente significantes no que se refere a
expressao da fuga retrograda, uma resposta muito comum apds “estimulacéo
quimica” (desinibicao GABAérgica) do hipotalamo medial (FREITAS e col.,

2009), entre os grupos tratados com bicuculina 5 e 14 dias apds a lesdo do
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NDR; fato possivelmente relacionado com a inervagao serotoninérgica de
outras estruturas do neuroeixo. Estudos utilizando técnicas de microdialise
mostraram que, uma semana apos a lesdo dos nucleos da rafe, ha diminui¢cao
da liberacdo serotoninérgica apenas no hipocampo (NETTO e cols., 2002), ao
passo que 14 dias apds a lesdo observa-se deplegcao serotoninérgica no
striatum, cortex pré-frontal e no complexo amigdaloide (SENA e cols., 2003).
Assim também, trés semanas apds o mesmo procedimento, foi observado
diminuicdo de serotonina no cortex pré-frontal e no hipocampo (LIU e cols.,
2007). Dessa maneira, ndo apenas 0s mecanismos intrinsecos de neurdnios do
NDR, mas também as inervacbes serotoninérgicas especificas de outras
estruturas envolvidas na regulagcdo dos estados emocionais podem
desempenhar um importante papel na elaboragdo dos comportamentos

emocionais defensivos (LOWRY e cols., 2008).

Além das alteracbes observadas nos comportamentos relacionados ao
medo e ao panico, apos lesdo do NDR, o estudo do efeito da lesao seletiva dos
neurdnios serotoninérgicos dessa estrutura pode sugerir a participagdo do NDR
na modulacdo da antinocicepcado decorrente do comportamento defensivo
elaborado pelo HM. O aumento dos limiares nociceptivos induzido pela
administragcao de bicuculina no HM foi parcialmente ou totalmente revertido,
respectivamente, 5 dias e 14 dias apds a lesdo do NDR. De acordo com outros
estudos, a lesdo neuroquimica dos neurbnios do NDR também tem a
propriedade de diminuir a magnitude de outros processos antinociceptivos,
como a antinocicepgao pos-ictal, possivelmente por interferir na integridade das
vias descendentes serotoninérgicas que se originam no NDR (FREITAS e cols.,
2005). De fato, o NDR desempenha um importante papel no controle da
percepcao do estimulo doloroso, através das vias ascendentes e descendentes
que se projetam para outras estruturas do tronco encefalico, também
envolvidas na modulagdo da dor, como o nucleo pré-tectal anterior, a
substancia cinzenta periaqueductal dorsal e as camadas profundas do coliculo
superior (ROSA e cols., 1998; COIMBRA e cols., 2006)

Ha evidéncias de que conexdes serotoninérgicas adjacentes apresentam
nao apenas importancia na modulacdo de comportamentos defensivos

relacionados com o panico e ansiedade, como observado no presente trabalho,
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mas também na integracdo dos processos antinociceptivos decorrentes dos
estados emocionais de medo intenso (NOGUEIRA & GRAEFF, 1995;
COIMBRA E COLS., 2000; CASTILHO E COLS., 2001; COIMBRA e cols.,
2006). Nao obstante, pelo menos no que se refere as respostas de defesa
organizadas pelo hipotalamo medial, esta é a primeira evidéncia de que os
neurdnios serotoninérgicos do NDR podem desempenhar um papel de
destaque na modulagcdo tanto do comportamento de defesa como dos

processos antinociceptivos a ele inerentes.

Efetivamente, a antinocicep¢do que segue tais reagbes defensivas
parece ter parte de seus mecanismos sediados nos nucleos do sistema
endégeno de modulagdo da dor (FREITAS e cols., 2005; COIMBRA e cols.,
2006), pois a diminuigdo da atividade de neurdnios serotoninérgicos, causada
pela lesdo neurotdxica seletiva de tais pericarios no nucleo dorsal da rafe,
antagonizou consistentemente a antinocicepcgao induzida pelos
comportamentos de fuga elaborada, cujo substrato neural tem sido proposto

situar-se no hipotalamo medial.

O efeito da diminuigdo da neurotransmissao serotoninérgica proveniente
do NDR na organizagdo de comportamentos defensivos induzidos pelo
bloqueio dos receptores GABAA do HM, como observado no presente estudo,
causando diminuigao da frequéncia e da duragao do alerta defensivo e da fuga
elaborada, além da antinocicepgao induzida pelo medo sugere uma possivel
correlagdo entre tais respostas de defesa e os processos enddgenos de
modulagdo da dor. Essa proposi¢cao é sustentada pelo fato de que a lesao
seletiva do NDR alterou a freqiéncia e duragdo dos comportamentos
defensivos e da antinocicepgado que segue sua eliciagao; porém, nao alterou as
respostas motoras de cruzamentos, de levantamento, e do comportamento de
autolimpeza, que também se mantiveram aumentadas apds o bloqueio
GABAérgico no hipotalamo dorsomedial em animas lesados no NDR. Esse fato
também é um indicativo de que a diminuigdo da antinocicepgao induzida pela
fuga elaborada pelo hipotalamo medial apos a lesdo do NDR n&o se deve a um
eventual comprometimento motor, mas sim a diminuicdo de atividade de

serotoninérgicas descendentes.



Discussdo | 72

A técnica de imunofluorescéncia, realizada no presente trabalho,
identificou abundantes pericarios serotoninérgicos distribuidos no NDR.
Evidéncias da localizagao histolégica dos corpos celulares serotoninérgicos no
neuroeixo ja estdo bem demonstradas na literatura (STEINBUCH, 1981;
HORNUNG, 2003; COIMBRA e col., 2006). A abordagem imuno-histoquimica,
realizada no nucleo dorsal da rafe, em animais controles e lesados com a
neurotoxina, permitiu avaliar, por meio da observacdo de caracteristicas
morfologicas do tecido nervoso estudado, a agdo da neurotoxina especifica
para os neurbnios serotoninérgicos. Através dessa técnica, foi possivel
observar a rarefacdo neuronial, como uma evidéncia da diminuicado da
densidade de neurbnios serotoninérgicos no nucleo estudado.. Além disso, foi
possivel visualizar a proliferagdo da neurdglia ou a gliose reacional dos
astrécitos, corroborando trabalhos prévios, que sugerem que a lesao neuronial
serotoninérgica dos nucleos da rafe apds a administracao local de 5,7-DHT,
causa eficaz deplecdo de serotonina no neuroeixo (TOMAZ e cols., 2000;
ANDRADE & GRAEFF, 2001; REX e cols., 2003).

A andlise estatistica dos dados referentes aos grupos controles, néo
mostrou diferengca com relagéo ao tempo de administragdo de bicuculina (intra-
HM) 5 ou 14 dias apdés o procedimento sham intra-NDR.em relacdo a
expressao das diversas respostas comportamentais de defesa induzidas pelo
bloqueio GABAérgico no hipotalamo medial e a magnitude da antinocicepg¢ao
induzida pelo medo. Portanto, o intervalo de tempo entre os procedimentos
invasivos realizados no NDR e a desinibicdo GABAérgica do hipotalamo medial

€ relevante apenas no que se refere ao tratamento do NDR com 5,7-DHT.

Além da participagcdo do sistema serotoninérgico no NDR, os dados
neurofarmacolégicos do presente estudo sugerem a presenca de receptores
serotoninérgicos no LC, os quais podem participar da modulagdo dos
processos antinociceptivos induzidos pelo medo inato organizado pelo
hipotalamo medial. Axbénios dos corpos celulares serotoninérgicos,
provenientes do NDR, se projetam para diversas regides diencefalicas,
mesencefalicas (LEE e cols., 2005) e pontinas, como o LC (KIM e cols., 2004),
modulando respostas comportamentais defensivas e processos nociceptivos
(SEGAL, 1979; COIMBRA, 1995).
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Com efeito, os presentes achados demonstram que, a Vvia
monoaminérgica, que se origina no NDR e se projeta ao LC, esta intimamente
relacionada com a modulacdo dos processos antinociceptivos desencadeados
pelas respostas comportamentais defensivas organizadas no hipotalamo
medial, através de receptores da subfamilia 5-HT,, localizados em neurdnios
do LC, pois o tratamento do LC com antagonista nao-seletivo de receptores
serotoninérgicos (metisergida) e com um antagonista farmacolégico com maior
afinidade para receptores 5-HT,anc reduziu significantemente a elevagdo do
limiar nociceptivo subsequentes as respostas defensivas organizadas no
hipotalamo medial. Esses achados reforcam a hipétese do envolvimento da via
serotoninérgica que conecta o NDR ao LC na elaboragdo dos processos

antinociceptivos.

Possivelmente, a acdo do sistema serotoninérgico que conecta o NDR
ao LC, na antinocicepc¢éo induzida pelo medo, ainda envolve outros subtipos de
receptores da serotonina, uma vez que a agao do antagonista serotoninérgico
seletivo ndo reverteu a elevagcao dos limiares nociceptivos durante a
elaboracdo das respostas defensivas induzidas pelo medo tanto quanto o
antagonista serotoninérgico néo seletivo. E também possivel que essa conex&o
ainda envolva outros sistemas neurais e outros tipos de neurotransmissores,
muito provavelmente o sistema noradrenérgico, do qual o LC é ricamente

constituido.

Os resultados obtidos demonstraram auséncia do efeito do tratamento
com antagonistas serotoninérgicos no LC nas respostas comportamentais
induzidas por estimulos de natureza aversiva, sugerindo que essa via
serotoninérgica descendente que parte do NDR ao LC esteja modulando mais
propriamente as vias nociceptivas, e nao os sistemas neurais que elaboram os

comportamentos defensivos.

Em conclusédo, os dados obtidos no presente estudo demonstram a
participacdo do sistema serotoninérgico tanto na modulagdo dos padrdes
comportamentais de defesa organizados pelo hipotalamo medial,
possivelmente através de uma via serotoninérgica que conecta o NDR ao

hipotalamo medial, como na modulagdo da antinocicepg¢ao induzida pelo medo
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inato, também organizado pelo hipotalamo medial, mas agora através da via
serotoninérgica que conecta o NDR ao LC, possivelmente, influenciando a
atividade da classica via noradrenérgica que conecta o LC ao corno posterior
da medula espinal. Contudo, ndo podemos afastar a possibilidade de outras
projecdes ascendentes e descendentes que partem do nucleo dorsal da rafe e
mesmo do LC para outras estruturas mais craniais do neuroeixo e mesmo para
a formagao reticular, rica em serotonina e em noradrenalina. Estruturas estas
que poderiam estar modulando respostas defensivas e antinociceptivas. Neste
ultimo caso, por influenciar a entrada do impulso nociceptivo no corno dorsal da
medula espinhal e no nucleo espinal do nervo trigémeo (BASBAUM & FIELDS,
1984; JULIUS & BASBAUM, 2001).



CONCLUSAO
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CONCLUSAO

v Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem a participagdo do
sistema GABAérgico do hipotdlamo medial na modulagao ténica de neurbnios
que elaboram os comportamentos defensivos que tém sido associados ao
medo e ao panico e, de certo modo, na organizagdo da antinocicepg¢ao
subsequente ao medo inato, pois a microinje¢do de bicuculina (antagonista de
receptores GABAA) no hipotalamo medial induziu comportamentos defensivos

mais bem elaborados, seguidos pela elevagao nos limiares nociceptivos.

v Os neurdnios serotoninérgicos do nucleo dorsal da rafe participam da
elaboragdo dos comportamentos de alerta e fuga elaborada, pois a leséo
especifica de neurdnios serotoninérgicos através da microinjecdo de 5,7-DHT
no nucleo dorsal da rafe diminuiu a frequéncia e duracdo desses

comportamentos defensivos organizados pelo hipotalamo medial.

v Neurdnios serotoninérgicos do nucleo dorsal da rafe podem estar
crucialmente envolvidos na elaboragao da antinocicepcao induzida pelo medo
inato, pois a lesado especifica desses pericarios reduziu a elevacao dos limiares
nociceptivos que segue os comportamentos defensivos elaborados pelo

hipotalamo medial.

v Aferéncias serotoninérgicas ao locus coeruleus modulam os processos
antinociceptivos induzidos pelo medo, mas nao participam da elaboragcao das
respostas comportamentais organizadas no hipotalamo medial, considerando
que a microinjegao de metisergida (antagonista serotoninérgico n&o seletivo) e
de cetanserina (antagonista farmacolégico competitivo com maior afinidade
para receptores 5-HT,anc) No locus coeruleus antagonizou a antinocicepgao
que segue os comportamentos defensivos induzidos pelo bloqueio GABAA no
hipotalamo medial, sem influenciar a expressido das diversas respostas

comportamentais de defesa.

v Receptores serotoninérgicos da subfamilia 5-HT2a2c do locus coeruleus
parecem mediar pelo menos parte da modulacdo serotoninérgica da
antinocicepgao induzida pela fuga elaborada pelo hipotalamo medial, o que

pode também depender da integridade do eixo conectivo entre o NDR e o LC.
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ANEXO

Analise Comportamental: Efeito da agao da bicuculina no hipotalamo medial
(HM) (40ng/0,2uL intra-HM) 5 e 14 dias apds o procedimento sham no nucleo
dorsal da rafe (intra-NDR) (N=6), em grupos independentes de animais, sobre
as respostas comportamentais. A analise estatistica ndo mostrou diferenca
estatisticamente significativa nos comportamentos exploratérios e defensivos
(t= 0,244 a 1,519; P>0,05 em todos os casos de acordo com o teste t de
Student).
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Efeito da microinjecdo de bicuculina no hipotalamo medila (HM), 5 ou 14 dias apés o
procedimento Sham no nudcleo drosal da rafe (intra-NDR), sobre os comportamentos
exploratérios de cruzamento (A), frequéncia (B e D) e tempo (C e E) de levantamento
e autolimpeza, respectivamente (N=6); P>0,05 em todos os casos, segundo o teste t
de Student. As colunas representam a média £ EPM.
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Efeito da microinje¢cdo de bicuculina no hipotalamo medial (HM), 5 ou 14 dias
ap6s o procedimento controle no nucleo dorsal da rafe (NDR) (Sham intra-
NDR), na frequéncia (A, C, E e G) e no tempo (B, D,F e H) dos
comportamentos de alerta defensivo, congelamento, fuga e fuga retrégrada,
respectivamente. (N=6); P>0,05 em todos os casos, segundo o teste t de

Student. As colunas representam a média £ EPM.
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Analise do limiar nociceptivo: Efeito da administragdo de bicuculina no
hipotalamo medial (HM) (40ng/0,2uL intra-HM) 5 e 14 dias apos o
procedimento sham no nudcleo dorsal da rafe (intra-NDR) (N=6), em grupos
independentes de animais, sobre o limiares nociceptivos aferidos pela laténcia
de retirada da cauda. A analise estatistica ndo mostrou diferenca significativa
na analgesia induzida pelos comportamentos defensivos (teste t pareado de
Student, t= 0,41; P>0,05).
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—— Sham (intra-MDR) + Bicuculina (intra-HM 5 dias apos a lesdo)
—e— Sham (intra-MOR) + Bicuculina (intra-HM 14 dias apos a lesao)

Efeito da administragdo de bicuculina no hipotalamo medial (HM) 5 e 14 dias
apo6s o procedimento sham no nucleo dorsal da rafe (NDR) nos limiares
nociceptivos, N=6. P>0,05 em todos os casos, de acordo com o teste t de
Student. LB: Linha de Base, medida antes do procedimento cirurgico. LBT:
Linha de base verificada antes do procedimento experimental. A: indica o
procedimento sham. B: Administracdo de bicuculina intra-HM. Eixo x: tempo
(minutos) em que medidas consecutivas da laténcia de retirada de cauda foram
tomadas. Eixo y: Limiar Nociceptivo (em segundos) medido pela laténcia de
retirada da cauda. Aumentos nos limiares nociceptivos foram representados

como médias + EPM.
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Baixar livros de Literatura

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

Baixar livros de Medicina

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

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

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

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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