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RESUMO

A estimulagdo de regides mesencefalicas como a substincia cinzenta
periaqueductal, camadas profundas do coliculo superior e nucleo central do coliculo
inferior, eliciam respostas defensivas semelhantes aquelas que caracterizam a sindrome
do panico. Tem sido estabelecido que o bloqueio do receptor GABA, no hipotalamo
medial induz reagdes defensivas mais organizadas e menos intensas. Métodos utilizando
neurotragadores de captagdo e transporte retrogrado tém identificado conexdes do
hipotadlamo medial com o nucleo dorsal da rafe e o locus coeruleus, assim como
conexoes reciprocas entre esses dois nucleos do tronco cerebral. O objetivo do presente
projeto foi estudar o papel das redes neurais do locus coeruleus e da neurotransmissao
noradrenérgica no nucleo dorsal da rafe e no hipotdlamo nas reagdes de panico evocadas
pela estimulagdo quimica do hipotadlamo medial. O projeto foi dividido em trés estudos.
1) Estudo Neurofisioldégico: Ratos Wistar machos foram submetidos a cirurgia
estereotaxica para implantacdo de cannulas-guias no locus coeruleus e no hipotalamo
medial. Durante a cirurgia, microinjecdes da neurotoxina noradrenérgica DSP-4
(1ng/0.2ul) (n=8) ou procedimentos sham (n=8) foram realizadas diretamente no locus
coeruleus. Cinco dias depois, microinjegdes de bicuculina (40ng/0.2 ul) foram
realizadas no hipotalamo medial. 2) Estudo Neurofarmacoldgico no nucleo dorsal da
rafe: Ratos Wistar machos foram submetidos a cirurgia estereotaxica para implantagdo
de cannulas-guias no nucleo dorsal da rafe e no hipotdlamo medial. Cinco dias apos a
cirurgia, os animais foram pré-tratados no ntcleo dorsal da rafe com solugdo salina
(NaCl a 0,9%; 0.2uL, n=8) ou um dos antagonistas noradrenérgicos WB4101 (a;, n=8),
RX 821002 (a2, n=8) ou propanolol (B, n=8) em uma concentracdo de 5 pg/0.2ul. Dez
minutos depois, foi administrada bicuculina (40ng/0.2 pl) no hipotdlamo medial. 3)
Estudo Neurofarmacolégico no hipotdlamo medial: Ratos Wistar machos foram
submetidos a cirurgia estercotdxica para a implantagdo de uma cannula-guia no
hipotalamo medial. Cinco dias ap6s a cirurgia, os animais foram pré-tratados com
solugdo salina (NaCl a 0,9%; 0.2uL, n=8) ou um dos antagonistas noradrenérgicos
WB4101 (a;, n=8), RX 821002 (0, n=8) ou propanolol (B, n=8) em uma concentragdao
de 5 pg/0.2ul. Dez minutos depois, foi administrada bicuculina (40ng/0.2 pl) no

hipotdlamo medial. Nos estudos citados, imediatamente apds a microinjecdo de



bicuculina, os animais foram colocados no teste de campo aberto, onde ntimero de
cruzamentos e freqiiéncia e duragdo dos seguintes comportamentos foram registrados
durante 15 minutos: levantamentos, avaliacdo de risco, atencdo defensiva, movimento
defensivo retrogrado, comportamento rotatério, fuga e saltos. Os dados obtidos mostram
que a lesdo do locus coeruleus e o antagonismo de receptores o; € § no ntcleo dorsal da
rafe e no hipotdlamo medial induzem uma diminui¢do significativa na expressao dos
comportamentos defensivos evocada pela estimulacdo do hipotdlamo medial. Também,
observou-se um aumento significativo em algumas respostas comportamentais apos o
bloqueio dos receptores a, nas duas estruturas. Assim, os achados do presente trabalho
indicam que as vias que conectam o locus coeruleus com o nucleo dorsal da rafe e o
hipotdlamo medial, através de sua ag@o sobre os receptores o, o, €  noradrenérgicos,

modulam as respostas defensivas evocadas pela estimulagao do hipotalamo medial.

Palavras-Chaves: Comportamento Defensivo; Hipotailamo Medial; Neurotransmissdo

Noradrenérgica; Locus Coeruleus; Nucleo Dorsal da Rafe; Receptores Noradrenérgicos



ABSTRACT

Stimulation of mesencephalic regions such as periaqueductal gray matter, deep
layers of the superior colliculus and central nucleus of the inferior colliculus evoke
defensive responses very similar to those that characterize panic disorder. It has been
established that GABA, receptor blockade in the medial hypothalamus induces more
organized and less intense defensive reactions. Methods employing retrograde
neurotracers have identified pathways connecting the medial hypothalamus with the
dorsal raphe nucleus and the locus coeruleus together with reciprocal connections
between these two brainstem nuclei. The aim of the present project was to study the role
played by the neural networks of the locus coeruleus and the noradrenergic
neurotransmission in the dorsal raphe nucleus and the medial hypothalamus on panic-
like reactions evoked by the chemical stimulation of the medial hypothalamus. The
present work was divided in three studies. 1) Neurophysiological Study: Male Wistar
rats were submitted to stereotaxic surgery for the implantation of guide cannulae in the
locus coeruleus and medial hypothalamus. During surgery, microinjections of the
noradrenergic neurotoxin DSP-4 (1ug/0.2ul) (n=8) or sham procedures (n=8) were
performed directly in the locus coeruleus. Five days later, microinjections of bicuculine
(40ng/0.2 pul) were made in the medial hypothalamus. 2) Dorsal raphe nucleus
neuropharmacological study: Male Wistar rats were submitted to stereotaxic surgery
for the implantation of guide cannulae in the dorsal raphe nucleus and the medial
hypothalamus. Five days later, the animals were pretreated in the dorsal raphe nucleus
with saline solution (NaCl a 0,9%; 0.2uL, n=8) or with one of the noradrenergic
antagonists WB4101 (a;, n=8)  RX 821002 (a2, n=8) ou propanolol (B, n=8) in a
concentration of 5 pg/0.2ul. Ten minutes later, bicuculine (40ng/0.2 pl) was
administered in the medial hypothalamus. 3) Medial hypothalamus
neuropharmacological study: Male Wistar rats were submitted to stereotaxic surgery
for the implantation of a guide cannula in the medial hypothalamus. Five days after
surgery, the animals were pretreated with saline solution (NaCl 0,9%; 0.2uL, n=8) or
with one of the noradrenergic antagonists WB4101 (a;, n=8), RX 821002 (0, n=8) or
propanolol (B, n=8) in a concentration of 5 pg/0.2ul. Ten minutes later, bicuculine

(40ng/0.2 pl) was administered in the medial hypothalamus. In the mentioned studies,



immediately after the microinjection of bicuculine, all animals were placed in an arena
(open field test) where number of crossings and frequency and duration of the following
behaviors were recorded during a 15- minute period: Rearing, risk assessment,
defensive attention, defensive retrograde movement, turning behavior, escape and
jumps. Data obtained show that the lesion of the locus coeruleus together with the
antagonism of a; and P receptors in the dorsal raphe nucleus and medial hypothalamus
induces a significant decrease in the expression of defensive behaviors evoked by the
stimulation of the medial hypothalamus. In addition, a significant increase in some of
the behaviors under study was observed after the blockade of a, receptors in these both
structures. Therefore, the present findings suggest that the noradrenergic output from
the locus coeruleus to the dorsal raphe nucleus and medial hypothalamus, through its
actions on noradrenergic o, o, and B receptors, modulate defensive responses elicited by

the stimulation of the medial hypothalamus.

Keywords:  Defensive  Behavior; Medial Hypothalamus;  Noradrenergic

Neurotransmission; Locus Coeruleus; Dorsal Raphe Nucleus; Noradrenergic Receptors



1.INTRODUCAO

Através da evolucdo, com o surgimento do sistema nervoso central, surge a
possibilidade de incrementar o repertério comportamental dos organismos e, assim, de
aumentar a probabilidades de sobrevivéncia dos individuos, o que, por sua vez, aumenta as
possibilidades da espécie sobreviver (SWANSON, 2004). E claro que, na medida em que
avanca a evolucdo e cresce a complexidade do ambiente ao qual os organismos tinham que se
adaptar, ¢ cada vez mais necessaria a implementacdo de novas estratégias adaptativas que
beneficiem a continuidade da espécie. Conforme se vao desenvolvendo novos repertorios de
conduta, inicia uma competicdo entre diferentes espécies pela sobrevivéncia e aumenta a
pressdo do ambiente sobre os animais. Nesse contexto, surgem as emogdes com um grande
valor adaptativo, ja que permitem aos organismos gerar padrdes comportamentais de
aproximacao ou de retirada frente a diferentes estimulos, dependendo do valor que eles tém
para a propria sobrevivéncia. Naturalmente, o aparecimento das emocdes implica na presenga
de um substrato bioldgico que permita as suas manifestacdes. Assim, comeca a evoluir uma
série de subsistemas, dentro do sistema nervoso central, capazes de organizar conjuntos de
respostas tanto fisioldgicas quanto motoras em situagdes que representam extremo perigo.
Desta maneira a aversdo comecga exercer um papel fundamental nos processos adaptativos,
guiando também a evolugdo do proprio sistema nervoso (MOTA e cols., 2009; CABANAC e
cols., 2009).

Em termos gerais, uma resposta emocional estd composta por trés componentes:
comportamental, autonomico e hormonal. Por sua vez, o componente comportamental
consiste em movimentos musculares que devem guardar relacdo com a situagdo particular na
qual se encontra o organismo. Quanto as respostas autdnomas, elas facilitam a execucdo dos
comportamentos, provendo uma rapida mobilizagdo da energia, permitindo, assim, a
elaboragdo dos vigorosos movimentos necessarios. Em relagdo as respostas hormonais, elas
reforcam as respostas auténomas e possibilitam a organizacdo de acdes eficazes em um
contexto aversivo (MIKHEENKO e cols., 2010; REEKIE ¢ cols., 2008; MILLAN, 2003;
BOUDARENE e cols., 2002; RITTENHOUSE e cols., 1992).



E notério, entdo, o papel dos estados aversivos no favorecimento dos processos
adaptativos durante a evolugdo. Contudo, em nossa espécie, existem circunstancias nas quais
eles se revelam sem uma clara funcionalidade e dao lugar ao aparecimento de condigdes
patologicas que obstruem a capacidade da pessoa de se adaptar ao ambiente (CHECHKO e
cols., 2009). Particularmente, a sindrome de panico e os distirbios de ansiedade constituem
entidades cronicas e recorrentes que incluem um conjunto de alteragdes emocionais,
fisiologicas e comportamentais que possuem um impacto significativo no comportamento,
deste modo, prejudicando a qualidade de vida do individuo (ROBERGE et al., 2008).
Particularmente, a sindrome de panico caracteriza-se por apresentar ataques de ansiedade
discretos de maneira recorrente acompanhados por uma série de sintomas somaticos como
palpitagdes, parestesias, hiperventilagdo, dor no peito, enjoo, tremores e dispnéia (FREIRE e
cols., 2010). Geralmente, essa condigdo apresenta-se junto com agorafobia, que consiste na
presenga de um medo excessivo patologico de ambientes abertos, ou mesmo aquelas
situacdes contextuais que o paciente associa aos ataques de panico, deixando de se expor a
situagdes como dirigir, frequentar lugares sejam abarrotados, ou ermos, entre outros locais ¢
acdes, nos quais existem dificuldades para pedir ajuda ou organizar uma fuga orientada a

algum local seguro (COELHO e cols., 2010; MARKS e cols., 2010).

Usualmente, a sindrome de panico comeca com um ataque espontaneo que
freqlientemente leva ao individuo a procurar tratamento médico, por exemplo, apresentando-
se numa sala de emergéncia sob o pensamento de que esta sofrendo um ataque ao coragao,
um acidente vascular cerebral, perdendo a razao ou sofrendo alguma outra condi¢do médica.
Pode passar algum tempo antes de sofrer subsequentes ataques ou o paciente pode continuar
tendo ataques frequentes. Geralmente, os pacientes comecam a se sentir amedrontados e
ansiosos depois do primeiro ataque, esperando isso ocorrer de novo. Usualmente, os
pacientes comecam a temer gradualmente o enfrentamento de situagdes que associam com 0s
ataques de péanico, nas que ndo existe uma forma facil de fugir, caso ocorra um ataque,
daquelas em que n3o haverd ajuda disponivel, ou daquelas em que eles possam se sentir
embaragados caso outras pessoas percebam o ataque (RUFEL e cols., 2010; BEESDO-
BAUM e cols., 2009; BEESDO e cols., 2009).

Dentro da patofisiologia da sindrome de panico, existem claras evidéncias de

irregularidades da fun¢do noradrenérgica, ja que, com frequéncia, os pacientes relatam



alteracdes cardiovasculares, gastrointestinais e respiratorias (BAILEY e cols., 2003). Devido
ao papel desempenhado pela noradrenalina, como neurotransmissor, no controle desses
sistemas, e tendo em mente a relevancia do locus coeruleus (LC), como principal fonte de
noradrenalina do tronco encefilico, pequenas mudangas fisioldgicas nesses pacientes podem
resultar numa ativagao anormal dos neuronios do LC. (SINGEWALD e¢ SHARP, 2000;
SULLIVAN e cols., 1999). Essas interagdes funcionais poderiam explicar a associa¢dao entre
os ataques de ansiedade e taquicardia, taquipneia, hipoglicemia e distensao visceral. Por sua
vez, a importancia do sistema noradrenérgico no medo condicionado pode ser responsavel
pelo desenvolvimento dos sintomas fobicos nesses pacientes. Também, o envolvimento dos
neurdnios noradrenérgicos na aprendizagem e memoria pode explicar a persisténcia de
memorias traumaticas. Igualmente, a atribuicdo do sistema noradrenérgico na geracao de
alguns sintomas tem sido demonstrada utilizando antagonistas do receptor o, os quais,
quando administrados em pacientes, produzem um ataque de panico (CHARNEY e cols,
1984; CHARNEY e cols., 1987; CHARNEY e cols., 1992). Da mesma forma, infusdes de
isoproterenol, uma droga seletiva para receptores P-adrenérgicos que age perifericamente,
desencadeiam respostas de ansiedade, quando administradas em pacientes com sindrome de
panico, o que concorda com a hipotese de uma hipersensibilidade do receptor ; na sindrome

de panico (POHL e cols, 1988; POHL e cols., 1990).

Naturalmente, o sistema noradrenérgico ndo age sozinho para produzir os citados
sintomas. Assim, cabe esperar que a interacdo entre o sistema noradrenérgico e outros
sistemas neurotransmissores também possa estar envolvida na geracao dessa patologia. Um
estudo feito em pacientes com sindrome de panico encontrou uma diminui¢do significativa
nos niveis de serotonina (5-HT) em comparagdo com sujeitos controles (SCHNEIDER e
cols., 1987). Portanto, tem sido proposto que interagdes entre o sistema noradrenérgico € o
serotoninérgico poderiam mediar algumas propriedades antipanico dos inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina tais como clomipramina, fluvoxamina, zimelidina e fluoxetina. Por
sua vez, a administragcdo em pacientes do agente liberador de 5-HT, a flenfluramina, tem sido
seguida de efeitos ansiogénicos, ao lado de incrementos nos niveis plasmaticos de prolactina

e cortisol (TARGUM e MARSHALL, 1989).

E claro que, além das mencionadas alteragdes, existem multiplas disfungdes que agem

em conjunto para produzir as manifestagoes clinicas que apresentam esses pacientes € que



dificultam a sua integracdo aos diferentes contextos da vida cotidiana. Apesar de ter
conseguido grandes avangos na compreensao de alguns dos eventos neurofisiologicos que
acompanham este sindrome, ainda persistem multiplas interrogacdes que precisam ser
esclarecidas. Consequentemente, o estudo dos eventos neurobioldgicos e neuroquimicos que
desencadeiam os sintomas do panico ¢ relevante devido ao seu potencial para o

desenvolvimento de alternativas mais eficazes de intervencao farmacoldgica.

Grande parte do conhecimento alcancado até agora respeito ao substrato neural do
medo e da ansiedade ¢ derivado de trabalhos realizados em modelos animais, particularmente
em felinos e roedores. Com a utilizagdo de diferentes abordagens cientificas, tém sido
identificadas as diversas estruturas que participam na elaboragdo e modulacdo de estados
aversivos que muito se assemelham aqueles experimentados por pacientes com sindrome de
panico. Dessa forma, procedimentos neuroanatdmicos, neurofisiolégicos e farmacologicos
tém distinguido diferentes estruturas mesencefalicas e prosencefalicas com participacdo na
elaboracdo de reagdes emocionais induzidas por estimulos aversivos (CABRAL e cols, 2006;
DEL-BEM e GRAEFF, 2009; CARVALHO-NETTO e cols., 2009). Em geral, sabe-se que
areas como a substancia cinzenta periaqueductal (SCP), as camadas profundas do coliculo
superior, o nucleo central do coliculo inferior, o complexo amigdaloide, ¢ o hipotadlamo
medial t¢ém um papel fundamental na manifestacao das respostas defensivas. Concebe-se que
ndo seria muito adaptativo se somente uma ou outra estrutura estivesse a cargo da elaboragao
de padroes tdo complexos de comportamento, j4 que a sua lesdo ou alteracdo provocaria
consequéncias muito sé€rias para o organismo. Pelo contrario, se a funcao estivesse distribuida
numa série de estruturas interconectadas, existiria a possibilidade de elaborar condutas mais
ricas e diversificadas, capazes de alteracdes plasticas com maior facilidade para se adaptar
melhor ao ambiente. E por isso, entdo, que nenhuma de essas estruturas age de maneira
independente para causar o conjunto de respostas fisiologicas e motoras que distinguem os
comportamentos de medo e péanico. Pelo contrario, existem circuitos neurais que se
comunicam uns com os outros € permitem uma ampla rede de atuacdo que muito beneficia o
organismo. Baseado nisso, esse conjunto de estruturas tem sido categorizado como o sistema
encefalico da aversao (REIMER e cols., 2008; CABRAL e cols., 2006; TRONCOSO e cols.,
1998).



Em termos gerais, a resposta de medo necessariamente deve comecar com a
percepcao. A respeito disso, a maior parte da informagao sensorial ¢ dirigida, pelo tdlamo, em
direcdo ao cortex sensorial responsavel pelo reconhecimento e a avaliacdo cognitiva da
ameaca. Duas excecdes a essa organizacdo da informagdo aversiva sdo as aferéncias olfativas,
que atingem o complexo amigdaloide e o cortex entorrinal diretamente, e as aferéncias
provenientes das visceras (OHMAN e cols., 2007; GOOSENS e cols., 2007; BOATMAN e
KIM, 2006).

Por sua vez, a SCP esta localizada no mesencéfalo, uma regido do tronco cerebral que
conecta a ponte e o cerebelo com o prosencéfalo. O mesencéfalo estd atravessado pelo
aqueduto cerebral, um canal estreito que contém liquido cefalorraquidiano e conecta o
terceiro e quarto ventriculos, e ao redor do qual se encontra a SCP dividida em quatro
colunas: dorsomedial, dorsolateral, lateral e ventrolateral. O papel da SCP na organizacdo de
padrdes comportamentais de defesa tem sido amplamente estudado. Particularmente, os
efeitos de estimulos aversivos sobre a atividade dessa estrutura t€ém sido estudados utilizando
modelos animais de ansiedade e situagdes de confronto com predadores. Assim, apds a
exposi¢do a esses estimulos, aumentos na expressao da proteina CREB na SCP foram
observados, o que sugere uma maior plasticidade nas redes neurais dessa estrutura
relacionada com situagdes que sinalizam perigo tanto potencial quanto proximal
(BLUNDELL e ADAMEC, 2006). O papel diferencial desempenhado pelas quatro colunas
que compdem essa estrutura mesencefalica foi recentemente abordado utilizando-se o fator
liberador de corticotropina (CRF), o qual, junto com seus receptores, estd implicado na
regulagdo das respostas enddcrinas, comportamentais e autondmicas relacionadas ao estresse,
o medo ¢ a ansiedade. Desta maneira, a administracdo do CRF ovino na coluna dorsomedial
da SCP produz uma diminui¢ao do niumero de entradas no brago aberto no teste do labirinto
em cruz elevado, um teste de ansiedade muito utilizado em neurociéncias, o que sugere um
aumento nas respostas de ansiedade. Por outro lado, ndo foram observados efeitos apos a
microinjecdo do CRF ovino nas colunas dorsolateral e lateral da SCP, o que indica que existe
uma especificagdo funcional dentro de cada uma das colunas que compdoem a SCP
(BORELLI ¢ BRANDAO, 2008). Com o objetivo de estudar as diferengas entre o padrio
comportamental defensivo evocado pela estimulagcdo quimica da SCP dorsal e o conjunto de
respostas defensivas expressado espontaneamente na presenga de um predador, microinjegoes

de um aminoacido excitatorio foram realizadas na SCP em duas situagdes diferentes, sendo
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que uma delas envolvia o confronto com um predador natural. Os resultados obtidos mostram
que o comportamento defensivo elaborado pela estimulagdo quimica da SCP também
depende das condi¢des ambientais nas quais se encontra o organismo (CARVALHO-NETTO
e cols., 20006).

Também no mesencéfalo, sobre a superficie dorsal do mesmo, encontram-se quatro
eminéncias redondeadas, conhecidas como tubérculos quadrigémeos ou coliculos, os quais
estdao divididos em pares superiores e inferiores por um sulco vertical e um transverso.
Existem, também, diversas evidéncias na literatura sobre o papel desempenhado por estas
estruturas mesencefalicas dorsais na elaboragdo de estados aversivos, o que tem levado os
neurocientistas a inclui-las dentro do sistema encefalico da aversdo. Assim, existem
consideraveis evidéncias apoiando a hipotese segundo a qual estimulos visuais aversivos
acessariam o complexo amigdaloide através de um circuito que inclui o coliculo superior.
Esses dados sdo consistentes com o argumento evolutivo centrado no papel aversivo de
estimulos visuais como, por exemplo, a visdo de uma serpente, a qual representa uma

inegavel fonte de perigo para os primatas (OHMAN e cols., 2007) e outros animais.

Além das mencionadas estruturas, situadas no tronco encefalico, o sistema encefalico
da aversdo engloba também regides prosencefalicas que se mostram fundamentais para o
processamento das emogdes. Um claro exemplo disso refere-se ao complexo amigdaloide, o
qual ¢ constituido por aproximadamente 12 regides, compostas por varios agrupamentos de
nucleos, cada um com diferentes padroes de aferéncias e eferéncias, localizados no interior
dos lobos temporais. Essa regido ¢, talvez, uma das mais estudadas no cérebro e possui um
forte vinculo com a organizagdo de respostas de medo e ansiedade. Essa estrutura
desempenha um papel muito importante na organizacdo de reacdes fisiologicas e
comportamentais evocadas por situagdes que guardam um alto significado biologico. A
respeito disso, pesquisadores em diferentes laboratorios t€ém demonstrado que neurdnios em
nucleos especificos dessa estrutura ativam-se quando estimulos emocionalmente relevantes
sdo apresentados. A estimulacdo elétrica do complexo amigdaloide produz reagdes
fisiologicas e comportamentais sugestivas de medo em animais, € aumenta a sensagao de
medo em humanos. Assim também, essa estimulacdo leva a secrecao de corticosterona e a
ativacdo do eixo hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA) em animais, muito provavelmente

através de eferéncias ao hipotalamo e ao nucleo do leito da estria terminal. Tem sido sugerido
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que o complexo amigdaloide pode acionar uma espécie de gatilho para a elaboracdo do medo
e, ao ser ativado, enviaria a informacdo aversiva para uma variedade de areas do sistema
encefalico da aversao (FIGUEIREDO e cols., 2003; CECCHI e cols., 2002; KUSNECOV e
cols., 1999).

No diencéfalo, abaixo do sulco hipotalamico, encontra-se um conjunto de nucleos
muito relevantes para a expressdo dos estados aversivos. Juntos, esses nucleos formam o
hipotalamo, que pode ser delimitado, rostralmente, pela l1amina terminal do hipotalamo e pelo
quiasma optico, um trato de fibras mielinizadas formado pela decussacdo parcial dos nervos
opticos. Os pontos de reparo anatdmico que caracterizam a face ventral do hipotadlamo
consistem no tuber cinéreo, na eminéncia média e haste hipotdlamo-hipofisaria, e nos corpos
mamilares. Uma linha imagindria que liga os nucleos mamilares a comissura epitalamica
delimita a regido postertior do hipotdlamo e o proprio diencéfalo. O hipotdlamo forma o piso
e as paredes laterais do terceiro ventriculo e se comunica, através da haste hipotalamo-
hipofisarisa com a neuro-hipéfise. Devido a sua localizagdo central no diencéfalo e a sua
proximidade com a hipoéfise, ¢ de se esperar que o hipotalamo participe na integracdo da
informacao do prosencéfalo, do tronco encefalico, e da medula espinal, integrando-se ainda
ao sistema endocrino e ao sistema nervoso neurovegetativo. Ele ¢ formado por uma grande
quantidade de pequenos nucleos, cada um com um padrao especifico e complexo de conexdes
e funcdes. Contudo, esses nicleos ndo funcionam separados, pois existem conexdes muito
precisas entre eles. Historicamente, o hipotalamo tem sido dividido em areas que podem ser
diferenciadas nos eixos longitudinal e mediolateral do diencéfalo. Evidéncias recentes se
harmonizam com a proposta de trés regides organizadas longitudinalmente que podem ser
divididas em quatro niveis ou grupos de nucleos, baseados na sua posi¢do no eixo
rostrocaudal. As trés regioes longitudinais sao: periventricular, medial e lateral (PURVES e

cols., 2004; SQUIRE e cols., 2003).

Os nucleos da regido periventricular sao adjacentes ao tecido ependimal do terceiro
ventriculo. Seus neurdnios estdo densamente agrupados no interior de uma area estreita
adjacente ao epéndima e ocasionalmente expandem-se em grupos de nucleos
citoarquitectonicamente diferentes. Esses nucleos incluem os nucleos paraventricular e
supraoptico, os quais contém neurdnios secretores, cujos axonios estendem-se até a hipofise

posterior. Neuronios dispersos na regido periventricular elaboram neuropeptidios conhecidos
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como fatores de liberacdo ou inibi¢do, que vao controlar a secrecdo de hormonios na hipofise
anterior. Os axOnios desses neurdnios projetam-se para a eminéncia mediana, regido
localizada na unido do hipotdlamo com o tronco hipofisiario, onde sdo secretados os
peptideos na circulagdo que irriga a hipdfise anterior. Outros neur6nios no nucleo
paraventricular projetam-se para o tronco encefalico e a medula espinal, onde inervam os
neurdnios autonomos pré-ganglionares. A regido periventricular também contém o ntcleo
supraquiasmatico, o qual recebe aferéncias retinianas diretas e regula os ritmos circadianos,
tanto viscerais quanto comportamentais. Esses nlcleos recebem multiplas aferéncias de

outras areas do hipotdlamo (PURVES e cols., 2004; SQUIRE e cols., 2003).

Quanto a regido lateral do hipotalamo, ela contém neurdnios difusamente distribuidos,
fenotipicamente diferentes e com conexdes muito diversas. E melhor considera-la como uma
continuacao rostral da formacao reticular mesencefalica. Por esse motivo, os neurdnios dessa
regido ndo estdo agrupados em nucleos, mas encontram-se dispersos entre as fibras do feixe
prosencefalico medial, o qual percorre através do hipotalamo lateral. Essas células controlam
a ativacdo cognitiva e a focalizacdo dos processos atencionais, especialmente em relacao a

atividades reprodutivas e homeostase (PURVES e cols., 2004; SQUIRE e cols., 2003).

A regido medial encontra-se imediatamente adjacente a regido paraventricular e
contém uma série de grupos celulares que variam em tamanho e morfologia celular. Os
nucleos da area medial incluem o nticleo dorsomedial e o ventromedial junto com os nucleos
dos corpos mamilares, participando, assim, na alimentacdo, comportamento reprodutivo,
comportamento paternal, termorregulacdo, balanco hidrico e respostas a estimulos aversivos.
Esses nucleos recebem aferéncias desde as estruturas do sistema limbico aos nucleos
viscerais do tronco encefalico, o que faz com que eles possam desempenhar um papel
fundamental no processamento € na integragdo da informagdo correspondente a estimulos
aversivos e na elaboracdo das reacdes fisiologicas que acompanham as respostas de medo na

presenga de ameacas no ambiente (PURVES e cols., 2004; SQUIRE e cols., 2003).

O Hipotalamo tem sido considerado como um centro cerebral integrador essencial
para a sobrevivéncia dos organismos. Na medida em que foi avangcando a evolugdo, os
sistemas reguladores foram emergindo e permitindo a cada organismo se adaptar a seu

ambiente, facilitando também o controle das complexas interagdes entre fisiologia e



comportamento. O papel regulador do hipotdlamo esta evidenciado pela sua organizacao
estrutural e o seu padrao de conexdes. Poderia ser afirmado que quase toda subdivisdo maior
do neuroeixo comunica-se com o hipotdlamo e ¢ susceptivel de ser influenciada por ele.
Some-se a isso o fato de que o hipotdlamo comunica-se com sistemas periféricos através da
conversao da informagdo sindptica em sinais humorais que viajam pelo sangue. Assim
também, o hipotdlamo responde as aferéncias dos sistemas periféricos que ele mesmo regula.
Assim, o hipotdlamo constitui um importante complexo de neuronios dedicados ao controle
de fungdes homeostaticas e comportamentais essenciais para a sobrevivéncia (SQUIRE e

cols., 2003).

Por sua vez, fortes evidéncias indicam que as manifestades emocionais sdo, pelo
menos em parte, coordenadas e integradas ao nivel hipotalamico. Dessa maneira, tanto em
homens quanto em animais, modificagdes comportamentais t€ém sido obtidas como
consequéncia de alteragdes do hipotdlamo (DUCROCQ et al., 2001; SCMITT et al., 1986).
Com respeito ao papel dessa estrutura diencefalica na organizacdo das emocgdes, a andlise de
sua anatomia e de suas conexdes com diferentes regides do sistema limbico sugere que o
hipotdlamo desempenha um papel muito importante no controle e na expressdo do
comportamento emocional. Alguns experimentos classicos na literatura t€m demonstrado seu
papel na elaboracdo dos estados emocionais. Em 1928, utilizando técnicas de ablagado, Phillip
Bard evidenciou a importancia do hipotdlamo na elaboracdo das respostas defensivas de
ataque em gatos. Foi sugerido que, enquanto a experiéncia subjetiva da emocdo poderia
depender do cortex cerebral, a coordenacao dos comportamentos defensivos nao dependeria
de estruturas corticais, mas sim de regides subcorticais. Também sugeriu que o fato das
respostas emocionais estarem presentes em distintas espécies de animais, unido a importancia
que representam os estados aversivos para a propria sobrevivéncia, implicaria na participagao
de regides do sistema nervoso central filogeneticamente mais antigas. Posteriormente, esses
resultados foram complementados utilizando procedimentos de estimulacdo intracerebral em
diferentes nucleos hipotalamicos, eliciando respostas de raiva, medo e ataque (PURVES e

cols., 2004; BRANDAO e cols., 2003a; BRANDAO e cols., 2003b).

De fato, o hipotalamo encontra-se diretamente envolvido nos mecanismos neurais que
controlam as fungdes hipofisarias, comandando, assim, as alteracdes endocrinas que

acompanham o comportamento emocional (KUPFERMAN, 1991; LEDOUX, 1991;
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MARTIN, 1998). Geralmente, toda conduta emocional estd composta por uma série de
respostas fisiologicas e motoras. Por sua vez, o padrio de respostas fisiologicas que
acompanha os comportamentos de medo estd ligado a atividade do sistema nervoso
auténomo, o qual constitui uma via efetora fundamental para a criacdo do perfil metabdlico
necessario na execugdo de comportamentos defensivos. Contudo, ndo ¢ tarefa facil separar as
respostas autdbnomas das respostas motoras esqueléticas que acompanham as reagdes de
defesa. As redes neurais do hipotdlamo apresentam uma grande vantagem quanto a
organizacdo do repertdrio que caracteriza os comportamentos defensivos, devido a sua
complexa rede de conexdes tanto com o sistema nervoso autonomo quanto com o sistema
motor somatico. Projecdes descendentes do hipotalamo para grupos celulares autondmicos do
tronco cerebral e a medula espinal afetam as divisdes simpatica e parassimpatica do sistema
nervoso autonomo. Os principais alvos das eferéncias hipotaldmicas estdo localizados na
formacdo reticular do tronco cerebral, onde estdo os circuitos que controlam a fungao
cardiovascular, a respiracdo, a mic¢do, o vomito ¢ a degluticdo. Esses neurdnios recebem
aferéncias hipotalamicas e dos sistemas efetores somaticos e autbnomos do tronco cerebral e
da medula espinal. Por isso, a sua atividade pode produzir respostas autdbnomas e somaticas
difusas, que podem até anular a funcdo reflexa e afetar quase todos os 6rgdos do corpo
(PURVES ¢ cols., 2004; SQUIRE ¢ cols., 2003; STANLEY e cols., 2010; UYAMA e cols.,
2004).

Através da sua influéncia sobre a atividade do sistema nervoso auténomo, o
hipotdlamo pode organizar ajustes continuos na quimica sanguinea, respiragdo, circulagdo,
digestdo e respostas imunes que protegem a integridade do meio interno e permitem a
coordenacao dos musculos esqueléticos em situagdes de alta conotagdo aversiva. Um
exemplo claro ¢ aquele dado pelos experimentos fisiologicos de Cannon, em 1939, nos quais
a destruicao do sistema nervoso autdbnomo prejudicou enormemente a capacidade dos animais
para ajustar a sua temperatura corporal, seu equilibrio eletrolitico e os niveis de acucar
séricos para mobilizar o organismo em resposta a ameacas externas. Os ajustes autondmicos
caracterizam-se por serem respostas rapidas e fasicas que ocorrem com laténcias e
velocidades tipicas dos reflexos neurais (SQUIRE e cols., 2003, CAVDAR e cols., 2001;
BANDLER e cols., 2000).
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E sabido que os estados aversivos caracteristicos de fuga ou luta, nos quais o animal
encontra-se em situagdes de risco iminente, demandam amplas mudangas metabodlicas no
organismo que sao efetivadas pela influéncia hipotalamica sobre a subdivisdo simpatica do
sistema nervoso autonomo, a qual cumpre uma funcdo catabdlica. Nessas circunstancias,
deve ocorrer um aumento na frequéncia cardiaca e na pressdo arterial que permita aos
musculos terem um maior nivel de oxigénio para a atividade fisica intensa. Também acontece
uma redistribuicdo das colunas sanguineas, aumentando-se o didmetro das artérias e dos
capilares na musculatura estriada esquelética e diminuindo-o no trato gastrointestinal,
favorecendo, assim, a mobilizacdo dos recursos energéticos para as regides cuja atividade ¢
fundamental na execu¢ao de respostas motoras explosivas. As pupilas se dilatam, melhorando
a visdo e possibilitando reagir a estimulos no ambiente que sinalizem perigo. A digestao no
trato gatrointestinal € inibida e a liberagdo de glicose no figado ¢ facilitada. Em acréscimo, o
organismo comeca a transpirar, reduzindo, assim, a fric¢do entre os membros e o tronco,
melhorando a tragdo e promovendo a dissipacdo do calor para que os musculos possam
trabalhar de maneira mais eficiente nos comportamentos de defesa ou escape, caso for
necessario. Essa sinergia de ajustes indica a execucdo de um programa coordenado de
respostas adaptativas que acontecem imediatamente e sem uma avaliacdo cognitiva. Talvez a
caracteristica mais importante do mencionado padrao comportamental seja a laténcia curta na
execucao dessas respostas (SQUIRE e cols., 2003; BLECHERT e cols., 2007, MELZIG ¢
cols., 2007). Assim, € possivel que além do papel essencial do mesencéfalo dorsal na geracao
e elaboracdo das respostas rapidas e eficientes de defesa, o hipotdlamo seja uma estrutura
igualmente importante na produ¢do de um comportamento defensivo mais bem organizado
(GRAEFF, 1994). Contudo, o papel dos diferentes nucleos hipotaldmicos na organizagao

desse padrao comportamental ainda ndo estd muito claro.

A esse respeito, CANTERAS e cols. (2002) tém sugerido a presenga de um circuito
diencefalico que inclui as redes neurais hipotaldmicas e que participaria na elaboracdo dos
estados aversivos. Assim, empregando abordagens farmacoldgicas, anatomicas, imuno-
histoquimicas e comportamentais, tem sido proposto que regides do hipotdlamo medial
encontram-se crucialmente envolvidas na organizacdo dos comportamentos defensivos
innatos. Dessa maneira, utilizando paradigmas experimentais de confronto entre presa e
predador, aumentos na expressao da proteina c-fos foram observados no ntcleo hipotalamico

anterior, na subdivisdo dorsomedial do nticleo ventromedial e no ntcleo pré-mamilar dorsal
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do hipotalamo. Lesdes quimicas dessa tltima estrutura praticamente eliminaram componentes
relevantes das respostas defensivas causadas pela presenca do predador, sugerindo, assim,
que esse nucleo hipotalamico caudal desempenha um papel fundamental na execucdo de
comportamentos fundamentais para a sobrevivéncia do individuo (CANTERAS e cols.,
1997). Naturalmente, a expressdo desses comportamentos em nivel diencefalico encontra-se
modulada por influéncias cognitivas que provém dos hemisférios cerebrais, incluindo
estruturas como o complexo amigdaloide e a formacdao hipocampal. Assim, utilizando
algumas das técnicas j4 mencionadas, tem sido demonstrado que existem células no
complexo amigdaloide que se projetam topograficamente para o sistema defensivo
hipotalamico direta e indiretamente, via aferéncias ao hipocampo ventral que, por sua vez,

projetam-se para o hipotalamo medial (PETROVICH e cols., 2001).

Conclusdes similares as descritas previamente foram elaboradas, utilizando
procedimentos farmacoldgicos e anatomicos em um modelo de confronto entre individuos da
mesma espécie com diferentes niveis de dominancia, o que sugere que as redes neurais
hipotalamicas sdo necessarias para a expressao do padrdo comportamental defensivo tanto na
presenga de predadores quanto na de outros estimulos aversivos que ameacam a integridade

corporal do individuo (MOTTA e cols., 2009).

Com respeito as conexdes do hipotdlamo que podem desempenhar um papel muito
importante na organizac¢do dos estados aversivos, a administragdo de neurotracadores
retrogrados no hipotdlamo medial e lateral tem identificado neurénios marcados no nucleo
dorsal da rafe, substancia negra, camadas profundas do coliculo superior e no locus coeruleus
(CARSTENS, 1990; SAKAI et al., 1990). Assim também, a microinje¢cdo de tracadores
retrogrados feita no NDR e no LC mortrou marcagdes positivas no hipotdlamo, o que pode
sugerir que as conexoes entre esta estrutura diencefalica e os nucleos do tronco cerebral sdao
reciprocas (LEE et al., 2005; LUPPI et al., 1995). Além disso, métodos radioautograficos tém
evidenciado a existéncia de circuitos que comunicam o hipotdlamo ventromedial com o LC
(SAPER et al., 1976). De qualquer modo, ainda € necessario determinar com precisdo as vias
existentes entre os nucleos especificos do hipotdlamo medial e os ntcleos do tronco cerebral

envolvidos nas reacoes de defesa.

Por sua vez, empregando abordagens farmacologicas, ensaios bioquimicos, técnicas

de neuroimagem e modelos animais, um numero variado de sistemas neuroquimicos junto
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com seus relevantes circuitos neurais tem sido implicado nas respostas de medo e ansiedade.
Assim, diferentes sistemas neuroquimicos tém sido propostos como moduladores das
respostas a estimulos aversivos, modificando direta ou indiretamente a atividade de algumas
das estruturas ja mencionadas. O sistema GABAérgico ¢ um deles, constituindo o alvo
principal no tratamento de quadros de ansiedade generalizada com benzodiazepinicos; por
exemplo, com a administragdo de alprazoalm para tratar a ansiedade antecipatdéria ou os

proprios ataques de panico.

O neurotransmissor GABA constitui o principal sistema neuroquimico inibitério do
sistema nervoso central e tanto ele quanto a sua enzima de sintese, a acido glutamico-
decarboxilase (GAD), parecem ter distribui¢cdo tanto no encéfalo quanto na medula espinal. O
GABA ¢ produzido do acido glutamico pela agdo da enzima acido glutamico-descarboxilase
(GAD), através de uma reagdo irreversivel, culminando na remogdo do grupo carboxil. Nos
vertebrados, os receptores GABAérgicos tém sido amplamente identificados, principalmente
nas membranas celulares de neurdnios localizados no sistema nervoso central. Até o
momento, dois receptores GABA¢érgicos foram claramente definidos: 0 GABAg e 0 GABAA.
Ambos subtipos mostram localizagdes pré e pds-sindpticas e agem de maneira independente
na transmissdo sinaptica. O primeiro ¢ metabotropico e controla um canal de potassio. Por
sua vez, o receptor GABA, é o maior receptor inibitorio do encéfalo e constitui o alvo de
muitas drogas clinicamente relevantes. Esse subtipo de receptor medeia efeitos ansioliticos,
sesativos, anticonvulsivantes e amnésicos. Ele ¢ ionotropico e ¢ considerado o mais
prevalente dos dois subtipos de receptores GABAérgicos no SNC. De maneira similar ao
receptor nicotinico, ele ¢ composto de cinco subunidades, dentre os 18 subtipos existentes,
que formam um canal i6nico transmembrana condutor de ions de cloreto. Devido ao fato de
que o potencial de equilibrio do cloreto ¢ muito proximo ao potencial de repouso na maioria
de neurdnios, o incremento na permeabilidade dos ions de cloreto hiperpolariza o neurdnio e
diminui os efeitos despolarizantes da aferéncia excitatdria, reduzindo, assim, a excitabilidade
da membrana pos-sinaptica (HASHIMOTO e cols., 2010; MACDONALD e cols., 2010;
OLSEN e BETZ, 2006).

O receptor GABA4 pode ser alostericamente modulado por duas classes de drogas: os
benzodiazepinicos e os barbitlricos. Ele contém pelo menos cinco diferentes sitios de

ligacdo. O principal €, naturalmente, o sitio de ligacdo para o neurotranmissor GABA, o qual
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¢ bloqueado pela droga bicuculina, que age como um antagonista competitivo seletivo para o
receptor GABA-A. Um segundo sitio de ligacdo no receptor GABA4 € aquele no qual agem
algumas drogas trangqiiilizantes, os ja mencionados benzodiazepinicos, como o diazepam ¢ o
clordiazepoxido, drogas muito utilizadas para reduzir a ansiedade. Drogas que interagem com
os receptores GABAérgicos podem ser classificadas em duas categorias: antagonistas e
agonistas. A acdo do GABA no complexo receptor-canal idnico pode ser bloqueada por
antagonistas de maneira direta, por competicdo com o GABA pelo seu sitio de ligacao, ou
indiretamente, modificando o receptor ou inibindo o canal i6nico ativado pelo
neurotransmissor. Os dois anatonistas GABAérgicos classicos, a bicuculina e a picrotoxina,
parecem agir por mecanismos diferentes. A bicuculina age como um antagonista competitivo
direto do GABA em nivel de receptor, entanto que a picrotoxina age como um antagonista
ndo competitivo, possivelmente devido a sua capacidade para bloquear o canal i6nico ativado

pelo GABA (ANDRE e cols., 2010; OLSEN e BETZ, 20006).

A maior parte dos receptores GABA, presentes no cérebro constitui um alvo para o
diazepam e outros BDZ. Por esse motivo, existe um consideravel interesse em caracterizar os
efeitos dos BDZ em fungdo da sua agdo sobre os diferentes subtipos de receptores GABA4.
Com esse fim, utilizando-se camundongos knockout, tem sido demonstrado que os efeitos
sedativos, anticonvulsivantes ¢ amnésicos do diazepam, mas ndo os ansioliticos, devem-se a
sua ac¢do sobre uma subunidade especifica do receptor GABAérgico. Por sua vez, uma outra
subunidade do mesmo receptor presente predominantemente no cortex e no hipocampo
parece ser a responsavel pelos efeitos ansioliticos do diazepam (MOHLER e cols., 2002;

SIEGEL e cols., 2006).

Com respeito ao papel da neutransmissao GABAérgica no hipotdlamo medial na
geracdo e controle das respostas de defesa, BUENO e cols., (2007) realizaram microinjecoes
de agonistas GABAérgicos no hipotdlamo ventromedial (HVM) e encontraram uma
diminuicdo no comportamento de fuga, o que é equivalente a um efeito panicolitico,
enquanto que a administragdo de agonistas GABAérgicos inversos na mesma estrutura
produziu aumento nas respostas de defesa, ou seja, um efeito panicogénico. Além disso, o
bloqueio na sintese de GABA no hipotalamo dorsomedial (HDM) tem demonstrado uma
exacerbagdo na resposta de panico e o surgimento de um maior nimero de receptores NMDA

nessa estrutura, o que indica que o sistema glutamatérgico tem uma importante participagao
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nos comportamentos de defesa organizados no hipotdlamo medial (JOHNSON e SHEKHAR,
2006). Além disso, abordagens farmacoldgicas com microinjecdo de agonistas do receptor
GABA-A diretamente no hipotdlamo dorsomedial, ttm demonstrado a importancia dessa
subdivisdo diencefalica na elaboraccao de respostas de fuga, o que sugere que o citado ntcleo

encontra-se envolvido na expressdo de comportamentos defensivos e ¢ modulado por

neurdonios GABAérgicos (NASCIMENTO e cols., 2010).

Outro sistema neurotransmissor muito relacionado com a expressdo dos estados
aversivos ¢ o sistema noradrenérgico, o qual faz parte do conjunto das catecolaminas. O
termo catecolamina refere-se genericamente a todos os compostos organicos que contém um
anel de benzeno com dois radicais hidroxil adjacentes mais um grupo amina. As
catecolaminas sdo formadas no encéfalo pela apartir do aminoacido precursor tirosina por
uma sequéncia de passos enzimaticos nos quais a tirosina hidroxylase converte a L-tirosina
em 3,4-di-hidroxifenilalanina (DOPA). Em seguida, a enzima DOPA-descarboxilase remove
um grupo carboxil o que leva a formacdo de noradrenalina. Enquanto os corpos celulares
noradrenérgicos contém concentragdes relativamente baixas do neurotransmissor (10-
100mg/g), os terminais nervosos e as varicosidades apresentam concentragdes muito altas
(1000-3000 mg/g). Seus axoOnios consistem em fibras altamente ramificadas e pouco
mielinizadas. Existem basicamente dois grandes agrupamentos de corpos -celulares
noradrenérgicos no sistema nervoso central, dos quais se projetam axdonios que vao inervar
diferentes estruturas do neuroeixo. O locus coeruleus (LC) é uma das mais imnportantes
fontes de vias noradrenérgicas do tronco encefalico e esta localizado na por¢ao caudal da
ponte. Suas eferéncias sdo bastante ramificadas, formando extensos colaterais que se
projetam amplamente ao longo de tratos bem definidos, como o trato tegmental central, o
fasciculo longitudinal dorsal e o trato prosencefalico ventral. Essas vias sdo, em sua maioria,
ipsilaterais, mas existem decussacdes em algumas espécies de aproximadamente 25% das
fibras. Essas trés proje¢des ascendentes inervam o cortex, nucleos especificos do tdlamo e
hipotalamicos e o bulbo olfatoério. Outro grande fasciculo integra o pedunculo cerebelar
superior para inervar o cortex cerebelar. Outro importante trato toma um sentido descendente,
em dire¢dao a medula espinal,projetando-se para o local da primeira sinapse da via nociceptiva
ascendente, no corno posterior da medula espinal (TULLY, e BOLSHAKOV, 2010; SIEGEL
e cols., 2006; NAKASHIMA e cols., 2009).
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Uma outra origem de projecdes noradrenérgicas no sistema nervoso central sdao
neurdnios que se encontram na area tegmental lateral da ponte.. De maneira geral, essas
fibras se misturam com aquelas que provém do LC e proporcionam grande parte da inervagao
noradrenérgica da amigdala e do septum. Quando a noradrenalina ¢ liberada de um terminal
nervoso ou da glandula adrenal, ela é reconhecida por uma série de moléculas receptoras
especificas na membrana plasmatica das células neuroefetoras culminando em uma dada
resposta fisiologica. Classicamente, os receptores noradrenérgicos t€m sido divididos em dois
grupos: a e B. O desenvolvimento de drogas sintéticas que agem sobre esses receptores tem
permitido a classificacdo desses receptores em o, o, B1 € Bo. Os genes para esses subtipos de
receptores noradrenérgicos tém sido clonados, mostrando que essas moléculas sao
componentes de uma familia maior de receptores hormonais, cuja atividade depende da
interacdo com uma das proteinas regulatérias que se ligam a guanina (Proteina G). Além da
classificagdo tradicional baseada em seu perfil farmacolédgico, os receptores noradrenérgicos
podem ser divididos em trés grandes classes, dependendo da sua ligacdo especifica com as
proteinas G. Assim, os receptores P-adrenérgicos ativam a proteina Gy para estimular a
adenilil ciclase. J& os receptores ap, quando ativados, diminuem a atividade dessa enzima
através da ligagcdo com a proteina Gj. Por sua vez, os receptores adrenérgicos o, estimulam a
acdo da fosfolipase C, através da proteina G, (FUXE E COLS., 2010; KASPAROV e
TESCHEMACHER, 2009)

Diferentes mecanismos tém sido propostos como moduladores da liberacdo da
noradrenalina na fenda sindptica. Talvez o principal mecanismo homeostitico para a
regulacdo da quantidade de neurotransmissor liberado envolva a interagdo da catecolamina
liberada com receptores pré-sindpticos especificos localizados nos diferentes terminais
nervosos. Na maioria dos sistemas que contém catecolaminas, a administracdo de agonistas
catecolaminérgicos diminui a liberagdo de catecolaminas induzida pela estimulacdo local,
entanto que a administracdo de antagonistas noradrenérgicos aumenta a liberacdo de
catecolaminas. Essas abordagens farmacologicas tém sugerido que os receptores pré-
sindspticos modulam a recaptagdo de noradrenalina, respondendo a concentragdo das
catecolaminas na sinapse. No sistema noradrenérgico, diferentes tipos de autorreceptores t€ém
sido demonstrados no processo de inibicdo da liberacdo de neurotransmissores, incluindo
receptores noradrenérgicos oy, muscarinicos, opioides e dopaminérgicos. A esse respeito, a

ativacdo dos receptores o, inibe a liberacdo de noradrenalina através de diferentes
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mecanismos, tais como a redugdo da quantidade de Ca®" no terminal pré-sinaptico, pela
inibicio dos canais de Ca®" ativados por voltagem, a abertura de canais de potassio no
terminal pré-sindptico que leva a hiperpolarizagdo da membrana pré-sindptica, ou a inibigao
da adenilil-ciclase, resultando em uma diminui¢do nas concentra¢des de cAMP e Ca’'

intracelular (KUHAR e cols., 20006).

Estudos pré-clinicos, utilizando manipulagdes farmacoldgicas e procedimentos de
estimulagdo elétrica, tém sugerido o envolvimento do sistema noradrenérgico ¢ do LC na
organizacdo dos estados aversivos (SIEGEL e cols., 2006). Por um lado, as eferéncias
noradrenérgicas parecem ter uma func¢do fundamental no controle da resposta periférica
simpatica. Assim, a atividade do LC parece necessaria para a geracdo de uma resposta
fisiologica aos estimulos ansiogénicos. Além disso, o LC poderia agir como mediador da
informacdo sensorial na via que comunica o coértex com o tdlamo, também cumprindo um
papel na focaliza¢do dos recursos atencionais em dire¢do a estimulos ameagadores. J4 em
pacientes com sindrome de panico, acréscimos nos niveis séricos, na urina e no liquido
cefalorraquidiano de norepinefrina e alguns de seus metabolitos t€ém sido demonstrados, o
que sugere que o desequilibrio do sistema noradrenérgico poderia estar na base da expressao

patoldgica dos estados aversivos (KALK e cols., 2010, DE BERARDIS e cols., 2008).

Por sua vez, os receptores noradrenérgicos o, encontram-se presentes nos corpos
celulares e terminais sinapticos dos neurdnios noradrenérgicos, onde regulam a taxa de
disparos e a quantidade de norepinefrina liberada por cada potencial de acdo. Em relagdo a
esse achado, alguns estudos feitos em pacientes com sindrome de péanico utilizando
antagonistas seletivos desses receptores, como a yohimbina, mostraram um aumento nos
estados de ansiedade e na frequéncia dos ataques de panico quando comparados com sujeitos
controles (CHARNEY e cols., 1984; UHDE e cols., 1984). Além dos efeitos
comportamentais, dados neurobioldgicos mostram que a yohimbina incrementa as respostas
cardiovasculares e os niveis plasmaticos de cortisol em pacientes com sindrome de panico.
Contribui¢des farmacologicas adicionais tém esclarecido o papel das projegdes
noradrenérgicas que partem do LC na ansiedade. Estudos utilizando clonidina, um agonista
de receptores a,, que mostraram uma diminui¢do tanto na taxa de disparos no LC quanto na
quantidade de norepinefrina liberada na fenda sinaptica. Dessa maneira, a clonidina possui

alguma eficacia no tratamento da ansiedade e da sindrome de panico (SIEGEL e cols., 2006).
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Ja no que diz respeito ao papel da neurotransmissdo noradrenérgica na elaboragdo do
medo pelo sistema hipotalamico de defesa, tem sido sugerido que aferéncias noradrenérgicas
ao nucleo pré-mamilar dorsal que agem sobre receptores [ poderiam participar na
organiza¢do do padrdo comportamental do medo inato e condicionado (DO MONTE e cols.,

2008).

Com respeito a participacdo da neurotransmissdo noradrenérgica nas reagdes de
defesa evocadas pelo hipotdlamo medial, tem sido comprovado que a microinjecdo de
bloqueadores de receptores GABA, ou do fator liberador de corticotropina no HDM elicia
um aumento nos niveis extracelulares de norepinefrina nesta estrutura. Consequentemente, a
lesdo dos neurdnios noradrenérgicos no HDM com 6-hidroxydopamina (6-OHDA) produz
uma reduzdo dos componentes fisiologicos associados a resposta de panico. Assim, 0s
terminais noradrenérgicos no HDM sao indispensaveis para a o conjunto de respostas que
acompanham os comportamentos de defesa (SHEKHAR et al., 2002; SWIERGIEL et al.,
2008).

Além dos sistemas neuroquimicos ja mencionados, diversas evidéncias sugerem que o
sistema serotoninérgico, e particularmente as projecdes que partem dos nucleos de rafe,
poderia estar implicado no controle da ansiedade e do medo. As principais origens das
projecdes serotoninérgicas no encéfalo encontram-se em nove grupos celulares, a maioria dos
quais localizados nos nucleos da rafe do mesencéfalo, da ponte e do bulbo. De maneira
similar a noradrenalina, a serotonina ¢ liberada principalmente de varicosidades ao longo dos
axonios, ¢ ndo em terminais sinapticos. Os dois grupos celulares serotoninérgicos mais
importantes sdo os nucleos dorsal da rafe e mediano da rafe. Ambos os citados nucleos
projetam seus axonios para o cortex cerebral, para os nucleos da base, para o giro denteado e
outras partes da formagdo hipocampal, entre outros alvos sindpticos, proporcionando, assim,
uma extensa inervagao serotoninérgica ao telencefalo e diencefalo. O precursor da serotonina
¢ 0 amino4cido triptofano. A enzima triptofano- hidroxilase adiciona ao triptofano um grupo
hidroxil, produzindo o 5-hidroxitriptofano (5-HTP). Logo depois, a enzima 5-HTP-
descarboxilase remove um grupo carboxil do 5S-HTP e produz a serotonina (5-HT). Quanto a
seus receptores, em torno de nove tipos de receptores serotoninérgicos foram identificados
até o presente: 5-HTa.18, 5-HTip.1r, 5-HT2a2c, € 5-HTs. Entre esses, o 5-HT g € 5-HTp

agem como autorreceptores pré-sinapticos. Todos os receptores sdo metabotropicos, a

18



exce¢do do 5-HT; que ¢€ ionotrdpico e controla um canal de cloreto, produzindo, assim, um

efeito pos-sinaptico inibitorio (KRIEGEBAUM e cols., 2010; HENSLER, 2006).

Com respeito ao papel das projecdes serotoninérgicas no controle dos
comportamentos defensivos, os dados presentes na literatura ainda sdo muito controversos.
Com efeito, trabalhos utilizando marcadores da densidade e/ou atividade dos transportadores
de serotonina t€ém mostrado aumentos, decrementos ou auséncia de efeitos sobre expressao
dessa proteina em pacientes com sindrome de panico, dependendo do estudo e das condigdes
experimentais. Porém, a administracdo do agente liberador de serotonina, fenfluramina, tem
demonstrado um efeito ansiogénico junto com aumentos nos niveis plasmaticos de prolactina
e cortisol em pacientes com sindrome de panico. Assim também, o agonista serotoninérgico
m-chlorophenyl-piperazina (mCPP) tem produzido acréscimos nos estados de ansiedade e
nos niveis plasmaticos de cortisol em pacientes (CHARNEY e DREVETS, 2002; CHARNEY
¢ BREMMER, 1999). Além disso, outros estudos tém demostrado incrementos nos niveis de
serotonina e de triptofano- hidroxilase no HVM e HDM apos a estimulagdo do NDR ou apos
a submissao de animais a um modelo de estresse, o que propde a presenca de mecanismos
serotoninérgicos no hipotdlamo medial na elabora¢do de respostas emocionais ao estresse
(CULMAN et al., 1984; DE FANTI et al., 2000). De modo similar, a estimula¢do quimica do
HDM em ratos pré-dispostos a presentar respostas de panico diminui a expresdo de proteina
c-Fos no NDR, o que sugere que a disfunc¢do do sistema serotoninérgico pode contribuir para
os estados de panico (JHONSON et al., 2008). Em acréscimo, a ativagdo do NDR provoca
uma inibi¢do da resposta de fuga induzida pela estimulacdo do hipotalamo medial, o que
mostra o papel da serotonina no controle dos comportamentos de defesa eliciados pelo
hipotdlamo medial (SCHMITT et al., 1983). Contudo, ainda estd pouco claro o papel
desempenhado por esse sistema neurotramissor nos estados aversivos organizados ao nivel

hipotalamico.

Quanto a interagdo entre os sistemas noradrenérgico e serotoninérgico no controle dos
estados aversivos, tem sido descrita uma via excitatoria que comunica o LC com o nucleo
dorsal da rafe (NDR) e que poderia ser importante na liberagao de serotonina observada no
cortex pré-frontal, o complexo amigdaloide e o hipotdlamo em resposta a estimulos
ansiogénicos. Por sua vez, existem projecdes que partem do NDR e estendem-se até o LC,

exercendo um efeito inibitorio sobre essa estrutura, sugerindo, entdo, um possivel mecanismo
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de retroalimentagdo negativa. Dessa forma, a administragao cronica de inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina diminui a taxa de disparos no LC em ratos. Assim também, a
administracao de serotonina (5-HT) diretamente nos neurdnios do LC resulta numa inibi¢ao
tonica da atividade elétrica desse nucleo (SEGAL, 1979). Por sua vez, agonistas ndo seletivos
para receptores noradrenérgicos injetados no NDR produzem aumentos nos influxos

catidnicos nestes neurdnios, com acréscimos nas taxas de disparos (BROWN et al., 2002).

Tomando-se como premissa que o LC, através de vias noradrenérgicas
ascendentes, modula a atividade de neurdnios tanto do NDR como do HM, pretende-se
estudar, no presente trabalho, a resposta de medo elaborada pelas subdivisdes ventromedial e
dorsomedial do hipotdlamo através de uma abordagem neurofisioldgica, com lesdo
neurotdxica seletiva dos neurdnios noradrenérgicos do locus coeruleus, e por meio de uma
abordagem neurofarmacologica da conexdo noradrenérgica ascendente, estudando-se o efeito
do pré-tratamento do NDR e do HM com antagonistas seletivos e nao seletivos de receptores
noradrenérgicos sobre a resposta de medo induzida pela desinibicio GABAérgica do HM. No
presente trabalho, ap6s a desinibi¢do GABAérgica diencefélica, serdo causadas mudangas
comportamentais que, por sua vez, serdo estudadas dentro do repertério de reagdes
defensivas, o que constitui o alvo do presente estudo. Segundo um estudo prévio (Freitas e
col., 2009), tais respostas incluem comportamentos de aten¢do defensiva, de avaliacdo de
risco, comportamento defensivo retrégrado, rotagdo, fuga em linha reta, expressa por corridas

e saltos verticais.
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2.0BJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar o papel desempenhado pelas vias neurais noradrenérgicas que partem do
locus coeruleus e se projetam para o nucleo dorsal da rafe e para o diencéfalo nos estados

aversivos organizados pelo hipotdlamo medial.

2.2 Objetivos Especificos

1. Estudar o efeito da lesdo neurotoxica seletiva das projegcdes noradrenérgicas do LC com
DSP-4 sobre os comportamentos defensivos evocados pelo bloqueio de receptores

GABA no hipotdlamo medial.

2. Estudar o efeito da microinje¢do de salina, WB4101 (antagonista seletivo para receptores
a-noradrenérgicos), RX 821002 (antagonista seletivo para receptor a,-noradrenérgico)
ou propanolol (antagonista ndo-seletivo para receptor [(-noradrenérgico),
randomicamente, no NDR (uma estrutura rica em serotonina, mas que recebe aferéncias
noradrenérgicas provenientes do LC) sobre as respostas de medo induzidas por

desinibi¢ado GABA¢érgicas dos nicleos do HVM e HDM.

3. Estudar o efeito da microinje¢@o de salina, WB4101 (antagonista seletivo para receptores

a-noradrenérgicos), RX 821002 (antagonista seletivo para receptor o,-noradrenérgico)
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ou propanolol (antagonista ndo-seletivo para receptor [-noradrenérgico),

randomicamente, no HM, sobre as respostas de medo evocadas por estimulacdo quimica

do HM.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados, no presente trabalho, ratos albinos (Rattus norvegicus, Rodentia,
Muridae), de linhagem Wistar, pesando entre 200-250 g. Esses animais foram colocados em
caixas com cinco exemplares, e ficaram acondicionados sob ciclo claro/escuro de 12/12h
(luzes ligadas as 7h), e com temperatura entre 22-23°C, sendo-lhes permitido livre acesso a
comida e agua, durante todo o experimento. Os experimentos foram realizados segundo os
principios éticos elaborados segundo as normas que regulamentam aspectos éticos da
utilizagio de animais de laboratorio, elaboradas pela Comissdo de Etica em Experimentagio
Animal da FMRP-USP, que estdo em conformidade com os principios éticos do Colégio

Brasileiro de Etica em Pesquisa Animal (COBEA).

3.2 Estudo Neurofisioldgico

Os animais foram anestesiados com uma solu¢do na propor¢do de 0,1ml de cetamina
(Ketamina, frasco de 10ml) para 0,2ml de xilasina (Dopaser, frasco de 10ml) e levados a um
aparelho estereotaxico (David Kopf, EUA), onde suas cabegas foram fixadas pelo rochedo
temporal e incisivos superiores. Uma céanula-guia, confeccionada a partir de agulhas de
injecdao hipodérmica (didmetro externo = 0,6mm; didmetro interno = 0,4mm), foi implantada
no diencéfalo e direcionada para o HM, segundo coordendas AP= -2,5mm, ML= 0,4mm,

DV=7,4mm,, respectivamente, de acordo com o Atlas de Paxinos e Watson (1997).

Outra canula-guia independente foi implantada no tronco encefélico e dirigida ao
locus coeruleus (LC) unilateralmente, segundo coordenadas AP= -9,80mm, ML= 1,5mm, e
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DV= 6,0mm, tomando-se o bregma como referéncia, e estando as suturas lambdoide 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.

Terminada a cirurgia, foi introduzida uma microagulha na canula direcionada ao locus
coeruleus e foi realizada a microinjecdo da neurotoxina seletiva para neurdnios
noradrenérgicos, DSP-4, na concentragao de 1pg/0.2ul (n=8). Como um controle, foi
introduzida a microagulha sem a administragdo da neurotoxina (Grupo Sham) na intimidade
do LC (n=8). Apo6s um periodo pos-operatdorio de cinco dias, uma microagulha foi
introduzida na canula-guia direcionada ao HM, por meio da qual 40ng/0,2uL de bicuculina
foram microinjetados. Apo6s a administracdo intra-diencefalica do antagonista de receptores
GABA¢érgicos (bicuculina), o comportamento dos roedores foi registrado de minuto a minuto,

durante 15 minutos.

3.3 Estudo Neurofarmacolédgico no Nucleo Dorsal da Rafe

3.3.1) Cirurgia

Os animais foram anestesiados com uma solugdo na propor¢ao de 0,1ml de cetamina a
10% (Agener, na dose de 25mg/kg, i.p.) para 0,2ml de xilasina a 4% (Dopaser, na dose de
10mg/kg, 1.p.), e levados a um aparelho estereotaxico (David Kopf, EUA), onde suas cabegas
foram fixadas pelo rochedo temporal e incisivos superiores. Antes da exposi¢do da calota
craniana, a pele e o tecido subcutdneo foram anestesiados com solug¢do de lidocaina a 2%
(0,ImL, s.c.). Uma canula-guia, confeccionada a partir de agulhas de inje¢ao hipodérmica
(didametro externo = 0,6mm; didmetro interno = 0,4mm), foi implantada no diencéfalo e
direcionada para o HM, segundo coordendas AP= -2,5mm, ML= 0,4mm, DV= 7,4mm, de

acordo com o atlas de Paxinos e Watson (1997). Outra canula-guia independente foi
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implantada no tronco encefalico e dirigida ao NDR, segundo coordenadas AP= -7,80mm
ML= 0,0mm ¢ DV= 4,80mm, tomando-se o bregma como referéncia, ¢ estando as suturas
lambdoide e bregméatica em um mesmo plano horizontal. Depois de implantadas, as canulas-
guias foram fixadas na calvaria por uma prétese de acrilico autopolimerizavel que, por sua
vez, foi ancorada por dois parafusos de fornitura de ago inoxidavel. Apds a cirurgia,

60.000U.1. de penicilina G benzatina eram aplicados, por via intramuscular, em cada animal.

3.3.2) Drogas

Cinco dias ap0s a cirurgia, os animais foram gentilmente envolvidos em uma flanela e
receberam microinje¢des de WB4101 (Sigma), RX 821002 (Sigma), propranolol (Sigma) ou
salina (NaCl a 0,9%; 0.2uL) no NDR, randomicamente e em grupos independentes de
animais. Os bloqueadores farmacologicos foram dissolvidos em salina fisiologica
imediatamente antes do uso. A estimulagdo quimica, que foi feita por meio da microinje¢ao
intra-hipotalamica de bicuculina (40ng/0,2ul), apdés o pré-tratamento com um dos
bloqueadores farmacoldgicos ou de seu veiculo, foi realizada 10 minutos apds a

administracao dos antagonistas noradregérgicos no NDR.

3.4 Estudo Neurofarmacolégico no Hipotalamo Medial

3.4.1) Cirurgia

Os animais foram anestesiados com uma solugdo na propor¢ao de 0,1ml de cetamina a
10% (Agener, na dose de 25mg/kg, i.p.) para 0,2ml de xilasina a 4% (Dopaser, na dose de
10mg/kg, 1.p.), e levados a um aparelho estereotaxico (David Kopf, EUA), onde suas cabegas
foram fixadas pelo rochedo temporal e incisivos superiores. Antes da exposi¢do da calota
craniana, a pele e o tecido subcutdneo foram anestesiados com solug¢do de lidocaina a 2%
(0,ImL, s.c.). Uma canula-guia, confeccionada a partir de agulhas de inje¢ao hipodérmica
(diametro externo = 0,6mm; didmetro interno = 0,4mm), foi implantada no diencéfalo e
direcionada para o HM, segundo coordendas AP= -2,5mm, ML= 0,4mm, DV= 7,4mm, de
acordo com o atlas de Paxinos e Watson (1997). Depois de implantada, a canula-guia foi

fixada na calvéaria por uma protese de acrilico autopolimerizavel que, por sua vez, foi
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ancorada por dois parafusos de fornitura de ago inoxidavel. Apds a cirurgia, 60.000U.I. de

penicilina G benzatina eram aplicados, por via intramuscular, em cada animal.

3.4.2) Drogas

Cinco dias ap0s a cirurgia, os animais foram gentilmente envolvidos em uma flanela e
receberam microinje¢des de WB4101 (Sigma), RX 821002 (Sigma), propranolol (Sigma) ou
salina (NaCl a 0,9%; 0.2uL) no HM, randomicamente € em grupos independentes de animais.
Os bloqueadores farmacologicos foram dissolvidos em salina fisioldgica imediatamente antes
do uso. A estimulacdo quimica, que foi feita por meio da microinjecao intra-hipotalamica de
bicuculina (40ng/0,2uL), ap6s o pré-tratamento com um dos bloqueadores farmacologicos ou
de seu veiculo, foi realizada 10 minutos apds a administracio dos antagonistas

noradregérgicos no HM.

3.5 Procedimento Experimental

Imediatamente apo6s a estimulagdo quimica das redes neurais hipotaladmicas e durante
um periodo de 15 minutos, o nimero de cruzamentos e a frequéncia e duragdo de
levantamentos (apoio das patas anteriores nas amuradas da arena), avaliagao de risco (posicao
esticada da por¢do anterior do corpo, com um aumento concomitante da superficie abarcada
pelo animal e acompanhado por movimentos da cabeca e farejamento do ar), atengdo
defensiva (interrupg¢do do comportamento em curso, seguida de imobilidade efémera de até
6s, com farejo do ar circunjascente), movimento retrogrado defensivo (deslocamento do
animal em dire¢do retrograda, com movimento tanto das patas anteriores quanto das
posteriores ¢ mantendo o focinho em dire¢dao a frente), rotacdes (giros de 360 graus), fuga
(corridas moderadas em forma de galope, intercaladas por intenso comportamento
exploratorio), e saltos (levantamento concomitante das quatro patas), foram registrados

através de uma camera filmadora (Sony) de minuto a minuto.
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3.6 Histologia

Os animais foram anestesiados com uma solu¢do na propor¢ao de 0,1ml de cetamina
(Ketamina, frasco de 10ml) para 0,2ml de xilasina (Dopaser, frasco de 10ml) e perfundidos
através do ventriculo esquerdo com solu¢ao de NaCl a 0,9%, em volume suficiente para
retirar todo o sangue do animal, seguida de solu¢do tamponada de paraformaldeido a 4%, em
volume suficiente para fixar os tecidos. Os encéfalos foram retirados e mantidos no fixador
por no minimo 4 horas, apds o que foram congelados e cortados com o auxilio de um
criostato (Leica) em fatias de 40um de espessura. Os cortes foram montados em ldminas de
vidro, gelatinizadas, secos ao ar e corados com azul de metileno. Posteriormente, os cortes
foram analisados com o auxilio de microscopia de luz e a posi¢ao das pontas das agulhas de
microinje¢ao do neuroeixo foi assinalada em anagramas do atlas de Paxinos ¢ Watson (1997).
Somente animais com sinais de presenca da extremidade final da microagulha dentro dos
nicleos presentemente estudados, tais como, o HVM, o HDM, o LC ou o NDR foram

incluidos na analise estatistica.

3.7 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média. Os dados do
estudo neurofisiologico foram analisados através do teste t de Student para amostras ndo-
pareadas com corre¢do de Welch. Por sua vez, os resultados dos estudos neurofarmacologicos
foram analisados através da analise de variancia (ANOVA), seguida, quando apropriado, pelo

teste post hoc de comparagdo multipla de Dunnet.
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3.8 Equipamentos

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

As microinjecdes dos farmacos foram realizadas através de uma bomba de
microinjecdo de drogas (Stoelting).

A estimulagdo 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
¢ dividido em doze secdes iguais.

Os comportamentos de fuga orientada foram filmados minuto a minuto por 15 min
por meio de uma filmadora (Sony) e foram analisados por meio do software X-plorat.

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

A andlise 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

histologicas.
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4. RESULTADOS

4.1 Estudo Neurofisiologico

No presente trabalho, o antagonismo dos receptores GABAA no Hipotdlamo Medial
cinco dias apds o procedimento sham no LC (n=8) induziu um padrdo de comportamentos
caracterizados por levantamentos, aten¢do defensiva, avaliagdo de risco, movimento
defensivo retrogrado, comportamento rotatorio, fuga e saltos. Ja no grupo de animais com
microinjecdes de bicuclina no hipotdlamo medial cinco dias ap6s a lesdo do LC com
microinjecdes de DSP-4 (n=8), o repertério motor da estimulacdo ndo apresentou maiores
diferengas qualitativas do eliciado no grupo sham, salvo por uma auséncia de saltos e poucas
respostas de fuga. Nao obstante, a intensidade dos comportamentos apresentados pelo grupo

lesado parega ser menor quando comparada com o grupo sham.

A respeito aos comportamentos defensivos registrados depois da administracdo de
bicuculina intra-hipotaldmica cinco dias apds o procedimento sham ou a microinje¢do de
DSP-4, o teste t ndo pareado mostrou uma auséncia de efeitos significativos para frequéncia e
duracdo de avaliagdao de risco, movimento defensivo retrogrado e comportamento rotatorio
(teste t ndo pareado; t variando de 0.03117 até 1.528, P>0.05)( Figuras 1, 3, e 4). Por sua vez,
a microinje¢do de bicuculina no hipotalamo medial cinco dias apds a lesao do LC com DSP-4
mostrou uma redugdo significativa na frequéncia (teste t ndo pareado; t= 4.288, P<0.01) e
duracdo (teste t ndo pareado; t=4.307, P<0.01) de levantamentos (Ver Figura 7), na
frequéncia (teste t ndo pareado; 1=3.862, P<0.01) e duragdo (teste t ndo pareado; t=2.719,
P<0.05) de atencao defensiva (Figura 2), na frequéncia (teste t ndo pareado; t=3.237, P<0.05)
e duragdo (teste t ndo pareado; t=3.287, P<0.05) de saltos e na frequéncia (teste t ndo
pareado; t=8.183, P<0.0001) e duragdo (teste t ndo pareado; t=6.866, P<0.001) da fuga (

Figura 5) quando comparado com o grupo sham.
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[ ] Procedimento Sham intra-LC + Bicuculina intra-HM.

!JMicroinj ecao DSP-4 intra-LC + Bicuculina intra-HM.

Fig 1. Efeito da microinje¢do de bicuculina (40ng/0.2ul) no hipotdlamo medial cinco dias
apos o procedimento sham (n=8) ou a microinjecao de DSP-4 (1pg/0.2ul) (n=8) no locus
coeruleus sobre (A) frequéncia e (B) duragdo do comportamento de avaliagdo de risco. Os
dados foram representados como média e erro padrao da média; p>0.05 , em ambos os casos,
quando comparado com o grupo controle (sham), segundo o teste t de Student para amostras
nao-pareadas, com correcdo de Welch.
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|:| Procedimento Sham intra-LC + Bicuculina intra-HM.

!JMicroinj ecao DSP-4 intra-LC + Bicuculina intra-HM.

Fig 2. Efeito da microinje¢ao de bicuculina (40ng/0.2ul) no hipotdlamo medial cinco dias
apos o procedimento sham (n=8) ou a microinje¢do de DSP-4 (1pug/0.2ul) (n=8) no locus
coeruleus sobre (A) frequéncia e (B) duracdo de atencdo defensiva. Os dados foram
representados como média e erro padrao da média; *p<0.05 , **P<0.01 , comparado com o
grupo controle (sham), segundo o teste t de Student para amostras ndo-pareadas, com
corre¢ao de Welch.
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[ ] Procedimento Sham intra-LC + Bicuculina intra-HM.

_!J Microinje¢do DSP-4 intra-L.C + Bicuculina intra-HM.

Fig 3. Efeito da microinjecdo de bicuculina (40ng/0.2ul) no hipotdlamo medial cinco dias
apos o procedimento sham (n=8) ou a microinje¢do de DSP-4 (1pug/0.2ul) (n=8) no locus
coeruleus sobre (A) frequéncia e (B) duragdo do movimento defensivo retrogrado. Os dados
foram representados como média e erro padrio da média; P>0.05, em ambos os casos,
quando comparado com o grupo controle (sham), segundo o teste t de Student para amostras
ndo-pareadas, com corre¢cdo de Welch.
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|:| Procedimento Sham intra-LC + Bicuculina intra-HM.

!Microinjegéo DSP-4 intra-LC + Bicuculina intra-HM.

Fig 4. Efeito da microinjecdo de bicuculina (40ng/0.2ul) no hipotdlamo medial cinco dias
apos o procedimento sham (n=8) ou a microinje¢do de DSP-4 (1pug/0.2ul) (n=8) no locus
coeruleus sobre (A) frequéncia e (B) duracdo do comportamento rotatorio. Os dados foram
representados como média e erro padrdo da média; P>0.05, em ambos os casos, quando
comparado com o grupo controle (sham), segundo o teste t de Student para amostras nao-
pareadas, com corre¢do de Welch.

33



1501 125
| > 1004 |
3 100 %
g ~ 75
«@ o
> 1(‘&
o 50
E 50+ g
O  25-
*k%k *kk
0 0

|:| Procedimento Sham intra-LC + Bicuculina intra-HM.

. l,\/]icroinjegéo DSP-4 intra-LC + Bicuculina intra-HM.

Fig 5. Efeito da microinje¢do de bicuculina (40ng/0.2ul) no hipotdlamo medial cinco dias
apos o procedimento sham (n=8) ou a microinjecdo de DSP-4 (1pg/0.2ul) (n=8) no locus
coeruleus sobre (A) frequéncia e (B) duracdo da fuga. Os dados foram representados como
média e erro padrdo da média; ***P<0.001, quando comparado com o grupo controle
(sham), segundo o teste t de Student para amostras ndo-pareadas, com corre¢do de Welch.
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[ ]Procedimento Sham intra-LC + Bicuculina intra-HM.
. Microinjecdo DSP-4 intra-LC + Bicuculina intra-HM.

Fig 6. Efeito da microinje¢do de bicuculina (40ng/0.2ul) no hipotdlamo medial cinco dias
apos a pseudo-lesdo (procedimento sham) (n=8) ou a microinje¢do de DSP-4 (1ug/0.2ul)
(n=8) no locus coeruleus sobre (A) frequéncia e (B) duragdo dos saltos. Os dados foram
representados como média e erro padrao da média; *P<0.05, , quando comparado com o
grupo controle (sham), segundoo teste t de Student para amostras ndo-pareadas, com corre¢ao
de Welch.
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Fig 7. Efeito da microinjecdo de bicuculina (40ng/0.2ul) no hipotdlamo medial cinco dias
apos a pseudo-lesdo (sham) (n=8) ou a microinje¢do de DSP-4 (1ug/0.2ul) (n=8) no locus
coeruleus sobre (A) frequéncia e (B) duragdo de levantamentos. Os dados foram
representados como média e erro padrao da média; **p<0.01, quando comparados com o
grupo controle (sham) utilizando-se o teste t de Student para amostras nao-pareadas, com
correcao de Welch.
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Fig 8. Efeito da microinjecdo de bicuculina (40ng/0.2ul) no hipotdlamo medial cinco dias
apos a pseudo-lesdo (sham) (n=8) ou a microinje¢do de DSP-4 (1ug/0.2ul) (n=8) no locus
coeruleus sobre (A) frequéncia de cruzamentos no centro e (B) na periferia do campo aberto.
Os dados foram representados como média e erro padrdo da média; **p<0.01, quando
comparados com o grupo controle (sham) utilizando-se o teste t de Student para amostras
ndo-pareadas, com corre¢cdo de Welch.

37



Bregma: B fllmm

Preae 3

38



Bregma -1.72 mm < Y“. — :
.; . i
Bregma -2.04 mm A A N
A -"- ’ \ ’!1
JEANTE) ; {
Bregma -2.16 mm A w0y, Q=
Bregma -2.28 mm
e bt
: 8
! - \\_
Bregma -2.40 mm ! B\ AN o !
SaTaDy ’ = = \
Bregma -2.52 mm AN ey ,. '/ 4 <h\
Bregma -2.64 mm I /7
\ AN N 7
‘ = ; Bregma -2.76 mm
v \ (( — =
.\ o ; & . ‘
Bregma -2.92 mm Vs Y e~ \ = =)
Bregma -3.00 mm U S ATo &G { N0
Bregma -3.12 mm ' : \ IV l“ A .

Bregma -3.24 mm

{:j' Procedimmento Sham (intra-LC1 + Bimeoulina (40haz0 2ul, intra-HR)
. DEP-4 [ lugi 2ul, intra-LC) + Bimamlina (4Chag0 2l intra-HB)

Fig 9. Representacdo esquematica dos sitios do procedimento Sham intra-LC + Bicuculina
(40ng/0,2pL) intra-HM (circulos brancos) e da microinjecdo da neurotoxina DSP-4

(1ng/0.2pL) intra-LC + Bicuculina (40ng/0,2uL) intra-HM (circulos pretos) em anagramas
de secgodes coronais do encéfalo de Rattus norvegicus do Atlas de Paxinos e Watson (1997).
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4.2 Estudo Neurofarmacoldgico no Nucleo Dorsal da Rafe

No presente trabalho, o antagonismo dos receptores GABAA no Hipotdlamo Medial
10 minutos apés a administracdo de salina (n=8) no nucleo dorsal da rafe produziu um
conjunto de respostas motoras caracterizadas por levantamentos, aten¢ao defensiva, avaliagao
de risco, movimento defensivo retrogrado, comportamento rotatdrio, fuga e saltos. Por sua
vez, foram observadas algumas diferencas qualitativas entre os grupos de animais pré-
tratados com antagonistas seletivos dos receptores o; (n=8), o, (n=8) ou B (n=8)
noradrenérgicos nos comportamentos defensivos eliciados pelo bloqueio de receptores
GABA¢érgicos nos nucleos hipotalamicas mediais. Assim, tanto o grupo pré-tratado com
salina quanto aquele pré-tratado com o antagonista do receptor a; apresentaram saltos em
sentido vertical quando os animais encontravam-se apoiados sobre a parede da arena circular,
entanto que os animais com bloqueio dos receptores o, apresentaram saltos em sentido
horizontal, sempre que o animal encontrava-se com as quatro patas sobre a superficie da
arena. Por sua vez, a fuga observada nos animais pré-tratados com salina € com o antagonista
do receptor a; caracterizou-se por apresentar corridas prolongadas ao lado da amurada da
arena, entanto que o grupo pré-tratado com o antagonista o, mostrou corridas muito curtas e
efémeras. Nao obstante, a intensidade dos comportamentos apresentados por esse ultimo
grupo de animais parece ter sido maior, quando comparado com o controle, pois muitas vezes
superaram em frequéncia e duragdo tanto em relagdo ao grupo controle quanto ao grupo pré-
tratado com o antagonista a;. Com respeito a fenomenologia comportamental no grupo de
animais pré-tratados com o antagonista de receptores [, observou-se uma evidente
manifestacdo de comportamentos rotatorios junto a comportamentos defensivos retrogrados

que nao foi eliciado nos demais grupos de animais.

Quanto aos comportamentos de defesa observados apds a administragdo de salina ou
dos antagonistas dos receptores a;, 0, ou B no nicleo dorsal da rafe e a estimulagdo quimica
do hipotalamo medial, a ANOVA de uma via mostrou efeitos significativos para nimero de
cruzamentos no centro e na periferia da arena, frequéncia e duracdo de levantamentos,
avaliagdo de risco, atencdo defensiva, movimento defensivo retrogrado, comportamento
rotatorio, fuga e saltos. A analise post hoc, utilizando o teste de comparagdo multipla de

Dunnet, evidenciou uma diminuicdo significativa no nimero de cruzamentos no centro ¢ na
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periferia da arena (F(3, 36)=variando de 10.66 a 42.31, P<0.05 e P<0.01, respectivamente,
Figura 17), na frequéncia e duragdo dos levantamentos (F(3,36)= variando de 15.49 a 18.65,
P<0.01, Figura 16), atencao defensiva (F(3,36)= variando de 13.74 a 20.81, P<0.01 e P<0.05,
respectivamente, Figura 11), fuga (F(3, 36)= variando de 5.369 a 12.62, P<0.01, Figura 14) e
frequéncia de saltos (F(3,36)= 4.213, p<0.05, Figura 15) no grupo pré-tratado com o
antagonista para receptores o; no nucleo dorsal da rafe quando comparado com o grupo
controle. Em relacdo ao pré-tratamento com antagonistas para receptores ap, o post hoc
revelou uma diminui¢do significativa no numero de cruzamentos na periferia da arena
(F(3,36)=42.31, P<0.01, Figura 17B) quando comparado com o grupo controle. Por sua vez,
a analise post hoc mostrou aumentos significativos no grupo de animais pré-tratados com o
antagonista para receptores o, na frequéncia e duragdo da avaliagdo de risco
(F(3,36)=variando de 4.901 a 5.912, P<0.05; Figura 10) e atencdo defensiva (F(3,36)=
variando de 13.74 a 20.81, P<0.01, Figura 11). A mesma andlise indicou uma diminui¢ao
significativa no grupo de animais pré-tratado com propanolol no nlimero de cruzamentos na
periferia da arena (F(3,36)=42.31, P<0.01, Figura 17B), na frequéncia e duracao dos
levantamentos (F(3,36)=variando de 15.49 a 18.65, P<0.01, Figura 16), frequéncia de fuga
(F(3,36)=12.62, P<0.01, Figura 14) e saltos (F(3,36)=4.213, P<0.05, Figura 15) quando
comparado com o grupo controle. Por fim, o teste de comparacdo multipla de Dunnet
evidenciou aumentos significativos no numero de cruzamentos no centro da arena
(F(3,36)=10.66, P<0.05, Figura 17A), na frequéncia e duracdo do movimento defensivo
retrogrado (F(3,36)=variando de 4.512 a 5.054, P<0.05, Figura 12) e comportamento
rotatdrio (F(3,36)=variando de 10.02 a 10.29, P<0.01, Figura 13) no grupo pré-tratado com

propanolol quando comparado com o grupo controle.
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. Propanolol intra-NDR + Bicuculina intra-HM

Fig 10. Efeito da microinje¢ao de bicuculina (40ng/0.2ul) no hipotalamo medial 10 minutos
apos a microinjecdo de salina fisiologica (NaCl a 0,9%; 0.2uL) (n=8), WB4101 (5ug/0.2ul)
(n=8), RX 821002 (5ung/0.2ul) (n=8) ou propanolol (5pg/0.2ul) (n=8) no nucleo dorsal da rafe
sobre (A) frequéncia e (B) duracdo da avaliagdo de risco. Os dados foram representados
como média e erro padrao da média; *p<0.05, comparado com o grupo controle, utilizando-
se analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida, quando apropriado, pelo teste post
hoc de comparag@o multipla de Dunnett.
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Fig 11. Efeito da microinjecao de bicuculina (40ng/0.2ul) no hipotalamo medial 10 minutos
apos a microinjecdo de salina fisiologica (NaCl a 0,9%; 0.2uL)(n=8), WB4101 (5ug/0.2ul)
(n=8), RX 821002 (5ung/0.2ul) (n=8) ou propanolol (5pg/0.2ul) (n=8) no nucleo dorsal da rafe
sobre (A) frequéncia e (B) duracdo da atencdo defensiva. Os dados foram representados como
média e erro padrido da média; *p<0.05, **P<0.01, comparado com o grupo controle,
segundo a andlise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida, quando apropriado, pelo teste
post hoc de comparagao multipla de Dunnett.
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' Propanolol intra-NDR + Bicuculina intra-HM

Fig 12. Efeito da microinje¢do de bicuculina (40ng/0.2ul) no hipotdlamo medial 10 minutos
apoOs a microinje¢do de salina fisiologica (NaCl a 0,9%; 0.2uL)(n=8), WB4101 (5pg/0.2ul)
(n=8), RX 821002 (5ng/0.2ul) (n=8) ou propanolol (5ug/0.2ul) (n=8) no nucleo dorsal da rafe
sobre (A) frequéncia e (B) duracdo do movimento defensivo retrégrado. Os dados foram
representados como média e erro padrao da média; *p<0.05, comparado com o grupo
controle, segundo a analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida, quando apropriado,
pelo teste post hoc de comparagao multipla de Dunnett.
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Fig 13. Efeito da microinje¢do de bicuculina (40ng/0.2ul) no hipotdlamo medial 10 minutos
apos a microinjecdo de salina fisiologica (NaCl a 0,9%; 0.2uL) (n=8), WB4101 (5ng/0.2ul)
(n=8), RX 821002 (5ng/0.2ul) (n=8) ou propanolol (5ng/0.2ul) (n=8) no nucleo dorsal da rafe
sobre (A) frequéncia e (B) duracdo do comportamento rotatério. Os dados foram
representados como média e erro padrdo da média; **P<(.01, comparado com o grupo
controle, segundo a analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida, quando apropriado,
pelo teste post hoc de comparagdo multipla de Dunnett.
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|:| Salina intra-NDR + Bicuculina intra-HM
. WB4101 intra-NDR + Bicuculina intra-HM
. RX 821002 intra-NDR + Bicuculina intra-HM

. Propanolol intra-NDR + Bicuculina intra-HM

Fig 14. Efeito da microinjecao de bicuculina (40ng/0.2ul) no hipotalamo medial 10 minutos
apos a microinjecdo de salina fisiologica (NaCl a 0,9%; 0.2uL) (n=8), WB4101 (5ug/0.2ul)
(n=8), RX 821002 (5ng/0.2ul) (n=8) ou propanolol (5ug/0.2ul) (n=8) no nucleo dorsal da rafe
sobre (A) frequéncia e (B) duragdo da fuga. Os dados foram representados como média e erro
padrdo da média; **P<(.01, quando comparado com o grupo controle, segundoa analise de
variancia (ANOVA) de uma via, seguida, quando apropriado, pelo teste post hoc de
comparagdo multipla de Dunnett.

46



30+ 6+

_|

Frequéncia
=
o
1

Duracao (Seg)
w

|:| Salina intra-NDR + Bicuculina intra-HM
. WB4101 intra-NDR + Bicuculina intra-HM
. RX 821002 intra-NDR + Bicuculina intra-HM

. Propanolol intra-NDR + Bicuculina intra-HM

Fig 15. Efeito da microinje¢do de bicuculina (40ng/0.2ul) no hipotdlamo medial 10 minutos
apos a microinjecdo de salina fisiologica (NaCl a 0,9%; 0.2uL) (n=8), WB4101 (5ug/0.2ul)
(n=8), RX 821002 (5ung/0.2ul) (n=8) ou propanolol (5pg/0.2ul) (n=8) no nucleo dorsal da rafe
sobre (A) freqiiéncia e (B) duragdo dos saltos. *p<0.05, quando comparado com o grupo
controle, segundo a analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida, quando apropriado,
pelo teste post hoc de comparagao multipla de Dunnett.
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. Propanolol intra-NDR + Bicuculina intra-HM

Fig 16. Efeito da microinjecdao de bicuculina (40ng/0.2ul) no hipotalamo medial 10 minutos
apos a microinjecdo de salina fisiologica (NaCl a 0,9%; 0.2uL) (n=8), WB4101 (5ug/0.2ul)
(n=8), RX 821002 (5ng/0.2ul) (n=8) ou propanolol (5ug/0.2ul) (n=8) no nucleo dorsal da rafe
sobre (A) freqiiéncia e (B) duragdo do comportamento de levantamentos. Os dados foram
representados como média e erro padrao da média; **P<0.01, comparado com o grupo
controle, segundo a analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida, quando apropriado,
pelo teste post hoc de comparagido multipla de Dunnett.
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Fig 17. Efeito da microinjecdao de bicuculina (40ng/0.2ul) no hipotalamo medial 10 minutos
apos a microinjecdo de salina fisiologica (NaCl a 0,9%; 0.2uL) (n=8), WB4101 (5ug/0.2ul)
(n=8), RX 821002 (5ng/0.2ul) (n=8) ou propanolol (5ug/0.2ul) (n=8) no nucleo dorsal da rafe
sobre (A) freqiiéncia de cruzamentos no centro da arena e (B) freqiiéncia de cruzamentos na
periferia da arena. Os dados foram representados como média e erro padrio da média;
*p<0.05, **P<0.01, quando comparado com o grupo controle, segundo a analise de variancia
(ANOVA) de uma via, seguida, quando apropriado, pelo teste post hoc de comparagio
multipla de Dunnett.
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Fig 18. Representagdo esquematica dos sitios de microinje¢do de salina fisiologica (0.9%)
intra-NDR + Bicuculina (40ng/0,2uL) intra-HM (circulos brancos); WB4101 (5ug/0.2ul)
intra-NDR + Bicuculina (40ng/0,2uL) intra-HM (circulos pretos); Rx821002 (5ug/0.2ul)
intra-NDR + Bicuculina (40ng/0,2uL) intra-HM (quadrados pretos) and Propanolol
(5ng/0.2ul) intra-NDR + Bicuculina (40ng/0,2uL) intra-HM (diamantes pretos) em
anagramas de seccdes coronais do encéfalo de Rattus norvegicus do Atlas de Paxinos e
Watson (1997).
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4.3 Estudo Neurofarmacoldgico no Hipotalamo Medial.

O bloqueio de receptores GABAérgicos no HM 10 minutos apds a microinje¢ao de
salina (n=8) no mesmo substrato neural eliciou uma série de reagdes defensivas e ndo
defensivas tais como levantamentos, aten¢do defensiva, avaliagdo de risco, movimento
defensivo retrogrado, fuga e saltos. O pré-tratamento do HM com os diferentes antagonistas
farmacologicos para os receptores a; (n=8), o, (n=8) e B (n=8) noradrenérgicos, causou
algumas diferencas estatisticamente significantes no comportamento de defesa evocado pela
diminui¢do da atividade GABAérgica no HM. O pré-tratamento do HM com antagonista para
receptores B causou saltos em sentido vertical quando os animais encontravam-se apoiados
sobre as paredes da arena e sempre antecedidos por um comportamento exploratorio de
levantamento, entanto que os animais com microinjecdes do antagonista para receptores oy
exibiu também saltos em sentido horizontal, quando o animal se encontrava com as quatro
patas sobre a superficie da arena. Ja os animais pré-tratados com antagonistas para receptores
o) mostraram uma auséncia de saltos. Por sua vez, o comportamento de fuga expressado nos
grupos de animais pré-tratados com antagonistas para receptores o € 3 consistiu em corridas
prolongados ao lado da amurada da arena. Por outro lado, os animais pré-tratados com
antagonistas para receptores o, mostrou-se mais agitado, com sacudidas ocasionais € com

corridas muito curtas e efémeras.

Com respeito as reacdes de defesa induzidas pela microinje¢do de bicuculina nas
subdivisdes ventromedial ou dorsomedial do hipotdlamo 10 minutos apds a administracao de
salina ou dos antagonistas para receptores o, o, ou [ noradrenérgicos também no HM, a
ANOVA de uma via mostrou uma auséncia de efeitos significativos na duragdo do
comportamento rotatorio e na frequéncia e duragdo do movimento defensivo retrogrado e de
saltos (F(3,31)= variando de 0.8612 a 2.754, P>0.05, Figuras 21, 22B, 24). Por sua vez, a
ANOVA de uma via mostrou efeitos significativos para frequéncia de comportamento
rotatdrio, frequéncia e dura¢do de levantamentos, avaliacdo de risco, atengdo defensiva e
fuga. A analise post hoc, utilizando o teste de compara¢do multipla de Dunnet, evidenciou

uma diminui¢cdo significativa na frequéncia do comportamento rotatorio (F(3,31)= 3.762,
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P<0.05, Figura 22A), frequéncia e duragdo dos levantamentos (F(3,31)= variando de 5.417 a
6.202, P<0.01 e P<0.05, respectivamente, Figura 25), aten¢do defensiva (F(3,31)= variando
de 6.516 a 17.02, P<0.01 e P<0.05, respectivamente, Figura 20) e fuga (F(3,31)= variando de
3.794 a 11.13, P<0.01 e P<0.05, respectivamente) no grupo de animais pré-tratado com o

antagonista para receptores o; no HM quando comparado com o grupo controle.

Em relacdo aos animais pré-tratados com o antagonista para receptores o, no HM,
houve um aumento significativo na frequéncia e duragcdo da avaliagdo de risco (F(3,31)=
variando de 4.084 a 4.451, P<0.01, Figura 19) apds a microinjecdo de bicuculina no HM,
quando comparado com o grupo controle. O grupo de animais é-tratados com propanolol
mostrou diminui¢do na frequéncia do comportamento rotatorio (F(3,31)= 3.762, P<0.05), na
frequéncia e duragdo dos levantamentos (F(3,31)= variando de 5.417 a 6.202, P<0.01 e
P<0.05, respectivamente, Figura 25), na aten¢do defensiva (F(3,31)= variando de 6.516 a
17.02, P<0.01 e P<0.05, respectivamente, Figura 20) e na fuga (F(3,31)= variando de 3.794 a

11.13, P<0.01 e P<0.05, respectivamente) quando comparado com o grupo controle.

53



125- 80+

**
1004

~
a1
[l

Frequéncia
g
Duracéo (Seg)
&

N
(4]
1

|:|Salina intra-HM + Bicuculina intra-HM
. WB4101 intra-HM + Bicuculina intra-HM
B R 821002 intra-HM + Bicuculina intra-HM

. Propanolol intra-HM + Bicuculina intra-HM

Fig 19. Efeito da microinje¢do de bicuculina (40ng/0.2ul) no hipotdlamo medial 10 minutos
apoOs a microinje¢do de salina fisiologica (NaCl a 0,9%; 0.2uL) (n=8), WB4101 (5pg/0.2ul)
(n=8), RX 821002 (5ng/0.2ul) (n=8) ou propanolol (5pg/0.2ul) (n=8) no hipotadlamo medial
sobre (A) Freqiiéncia e (B) duracdo da avaliagdo de risco. Os dados foram representados
como média e erro padrdo da média; **P<0.01, quando comparado com o grupo controle,
segundo a analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida, quando apropriado, pelo teste
post hoc de comparagao multipla de Dunnett.
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. Propanolol intra-HM + Bicuculina intra-HM

Fig 20. Efeito da microinje¢do de bicuculina (40ng/0.2ul) no hipotdlamo medial 10 minutos
apos a microinjecdo de salina fisiologica (NaCl a 0,9%; 0.2uL) (n=8), WB4101 (5ng/0.2ul)
(n=8), RX 821002 (5ng/0.2ul) (n=8) ou propanolol (5pg/0.2ul) (n=8) no hipotadlamo medial
sobre (A) Freqiiéncia e (B) duracdo de atencdo defensiva. Os dados foram representados
como média e erro padrdo da média; *p<0.05, **P<0.01, comparado com o grupo controle,
segundo a analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida, quando apropriado, pelo teste
post hoc de comparagdo multipla de Dunnett.
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. Propanolol intra-HM + Bicuculina intra-HM

Fig 21. Efeito da microinjecao de bicuculina (40ng/0.2ul) no hipotalamo medial 10 minutos
apos a microinjecdo de salina fisiologica (NaCl a 0,9%; 0.2uL) (n=8), WB4101 (5ug/0.2ul)
(n=8), RX 821002 (5ug/0.2ul) (n=8) ou propanolol (5ug/0.2ul) (n=8) no hipotalamo medial
sobre (A) Freqiiéncia e (B) duragdo do movimento defensivo retrogrado. Os dados foram
representados como média e erro padrao da média; p>0.05, em ambos os casos, comparado
com o grupo controle, segundo a analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo
teste post hoc de comparagao multipla de Dunnett.
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. Propanolol intra-HM + Bicuculina intra-HM

Fig 22. Efeito da microinjecao de bicuculina (40ng/0.2ul) no hipotalamo medial 10 minutos
apos a microinjecdo de salina fisiologica (NaCl a 0,9%; 0.2uL) (n=8), WB4101 (5ug/0.2ul)
(n=8), RX 821002 (5ug/0.2ul) (n=8) ou propanolol (5ug/0.2ul) (n=8) no hipotalamo medial
sobre (A) Frequéncia e (B) duracdo do comportamento rotatéorio. Os dados foram
representados como média e erro padrdo da média; *p<0.05, comparados com o grupo
controle, segundoa analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste post hoc de
comparagdo multipla de Dunnett.
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Fig 23. Efeito da microinje¢do de bicuculina (40ng/0.2ul) no hipotdlamo medial 10 minutos
apoOs a microinje¢do de salina fisiologica (NaCl a 0,9%; 0.2uL) (n=8), WB4101 (5pg/0.2ul)
(n=8), RX 821002 (5ug/0.2ul) (n=8) ou propanolol (5pg/0.2ul) (n=8) no hipotadlamo medial
sobre (A) Freqiiéncia e (B) duracdo da fuga. Os dados foram representados como média e
erro padrdo da média; *p<0.05 , **P<(0.01, comparado com o grupo controle, segundo a
analise de varidancia (ANOVA) de uma via, seguida, pelo teste post hoc de comparagio
multipla de Dunnett.
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. Propanolol intra-HM + Bicuculina intra-HM

Fig 24. Efeitos da microinje¢ao de bicuculina (40ng/0.2ul) no hipotalamo medial 10 minutos
apos a microinje¢do de salina fisiologica (NaCl a 0,9%; 0.2uL) (n=8), WB4101 (5ug/0.2ul)
(n=8), RX 821002 (5ug/0.2ul) (n=8) ou propanolol (5ug/0.2ul) (n=8) no hipotalamo medial
sobre (A) Frequéncia e (B) duragdo dos saltos. Os dados foram representados como média e
erro padrao da média; p>0.05 em ambos os casos, quandocomparado com o grupo controle,
segundo a analise de varidancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste post hoc de
comparagdo multipla de Dunnett.
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Fig 25. Efeito da microinje¢do de bicuculina (40ng/0.2ul) no hipotdlamo medial 10 minutos
apos a microinjecdo de salina fisiologica (NaCl a 0,9%; 0.2uL) (n=8), WB4101 (5ng/0.2ul)
(n=8), RX 821002 (5ng/0.2ul) (n=8) ou propanolol (5pg/0.2ul) (n=8) no hipotadlamo medial
sobre (A) Freqiiéncia e (B) duragdo dos levantamentos. Os dados foram representados como
média e erro padrdo da média; *p<0.05, **P<0.01, comparado com o grupo controle,
segundo a analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste post hoc de
comparac¢ao multipla de Dunnett.
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Fig 26. Efeito da microinjecao de bicuculina (40ng/0.2ul) no hipotalamo medial 10 minutos
apos a microinjecdo de salina fisiologica (NaCl a 0,9%; 0.2uL) (n=8), WB4101 (5ug/0.2ul)
(n=8), RX 821002 (5ug/0.2ul) (n=8) ou propanolol (5ug/0.2ul) (n=8) no hipotalamo medial
sobre (A) Freqiliéncia de cruzamentos no centro e (B) na periferia do campo aberto. Os dados
foram representados como média e erro padrado da média; *p<0.05, **P<0.01, comparado
com o grupo controle, segundo a analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo
teste post hoc de comparagdo multipla de Dunnett.
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Fig 27. Representacdo esquematica dos sitios de microinje¢do de salina fisiologica (0.9%)
intra-HM + Bicuculina (40ng/0,2uL) intra-HM (circulos brancos); WB4101 (5pg/0.2ul)
intra-HM + Bicuculina (40ng/0,2uL) intra-HM (circulos pretos); Rx821002 (5ug/0.2ul) intra-
HM + Bicuculina (40ng/0,2uL) intra-HM (quadrados pretos) e Propanolol (5ug/0.2ul) intra-
HM + Bicuculina (40ng/0,2ul) intra-HM (tridngulos pretos) em anagramas de seccoes
coronais do encéfalo de Rattus norvegicus do Atlas de Paxinos e Watson (1997).
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Fig 25. Fotomicrografia de uma sec¢do coronal do cérebro de Rattus norvergicus,
mostrando um sitio representativo de uma administragdo central de bicuculina (seta preta)
com uma concentragdo de 40ng/0.2ul no nucleo ventromedial do hipotdlamo. Pode-se
observar, desde o aspecto mais dorsal até o mais ventral, o trajeto da canula-guia e da agulha

de microinjecdo. DMH: hipotdlamo dorsomedial; VMH: hipotidlamo ventromedial.
Coloracao: Hematoxilina-cosina.
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5 DISCUSSAO

5.1 Estudo Neurofisiologico

No presente estudo, o antagonismo dos receptores GABA, nas divisdes
ventromedial e dorsomedial do hipotdlamo no grupo controle provocou um conjunto de
respostas caracterizadas por interrup¢do do comportamento em curso, € extensdo das patas
anteriores com elevacdo da cabeca e farejamento do ar circundante (atencdo defensiva),
alongamento da por¢do anterior do corpo sem movimentar a por¢cao posterior do mesmo
(avaliagdo de risco), deslocamento abrupto do corpo em dire¢do retrograda com a cabeca riste
a frente (movimentos defensivos retrogrados), comportamento rotatério (rotagdo de 360°),
corridas (fuga) e saltos. Esse padrao comportamental ¢ semelhante ao registrado em
circunstancias de conota¢do aversiva, onde estimulos especificos indicam a existéncia de um
perigo real para a integridade corporal do organismo. Portanto, os presentes dados sugerem a
existéncia de mecanismos GABA¢érgicos presentes nas redes neurais do hipotalamo medial,
0s quais mantém uma inibi¢ao tonica dos circuitos neurais que, quando ativados, organizam
uma série de condutas adaptativas na procura da sobrevivéncia do organismo (FREITAS e

cols, 2009; SANTOS e cols., 2008; JOHNSON ¢ SHEKHAR, 2006).

Por sua vez, vale a pena considerar o fato de que o padrdo de respostas registradas
apds a interrupcdo da neurotransmissdo GABAérgica nos nucleos hipotaldmicos
ventromedial e dorsomedial resulta em um conjunto de respostas comportamentais
sensivelmente diferente daquele eliciado depois de administrar o mesmo antagonista
farmacologico de receptores GABAA em outras estruturas mais caudais do sistema encefalico
da aversdo, como, por exemplo a substincia cinzenta periaquedutal dorsal e os corpos
quadrigémeos (GRAEFF e cols., 1993, RIBEIRO e cols., 2005, CASTELLAN-BALDAN ¢

cols., 2006). Com efeito, quando comparados ambos os repertorios comportamentais, ¢
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possivel observar que existem algumas diferencas tanto na frequéncia quanto na duracdo das
respostas de defesa, apresentando as respostas estudadas no presente trabalho uma menor
intensidade, o que poderia sugerir que as divisdes ventromedial e dorsomedial do hipotalamo
estdo envolvidas na organizacdo de comportamentos aversivos mais elaborados e menos
explosivos. A esse respeito, o fato dos animais, apds a estimulagdo quimica prosencefélica,
apresentarem corridas de curta duracdo e a constatacdo de que os saltos serem sempre
direcionados a porcao superior do campo aberto e precedidos por um comportamento
exploratorio de levantamento na parede lateral da arena suportam essa hipdtese. Também,
observaram-se situagdes nas quais os roedores tentavam escavar na superficie de vidro da
arena ou morder as paredes de acrilico da mesma aparentemente a procura de uma saida.
Dessa maneira, o substrato neural abordado no presente projeto poderia ser empregado para o

estudo da expressao patologica de estados aversivos.

O padrao comportamental observado no presente estudo apos a administragcdo intra-
hipotaldmica de bicuculina em animais com lesdo do LC mostra uma diminui¢do significativa
nos levantamentos, o que poderia sugerir um decremento nas respostas exploratorias dos
animais apos a lesdo daquela importante fonte de eferéncias noradrenérgicas. Alguns estudos
na literatura tém sugerido o papel do LC na expressdo de comportamentos exploratdrios
motivados, dando apoio a teoria segundo a qual a atividade tonica das vias noradrenérgicas
que partem do LC exerce um efeito direto sobre a execucdo de comportamentos alternativos
em diferentes situagdes (STONE e cols., 2009; STON-JONES e COHEN, 2005). Por sua vez,
achados farmacolégicos tém permitido a proposi¢cdo de que quando o organismo encontra-se
na presen¢a de ambientes novos, ocorre uma ativagdo dos neuronios noradrenérgicos do LC,
0s quais participam ativamente na expressdao da atividade exploratoria (LIN e cols., 2008).
Assim, os resultados do presente trabalho podem sugerir que o LC encontra-se envolvido na

modulacdo de condutas direcionadas a exploracdo de ambientes novos.

Também ¢ importante mencionar que a citada diminuicao nos levantamentos apos a
administracdo de bicuculina no hipotdlamo medial cinco dias depois da lesdo do LC
apresenta-se acompanhada por um decremento significativo na frequéncia e duracdo dos
saltos. A esse respeito, a resposta de panico eliciada pelo bloqueio da transmissdao
GABAérgica no hipotalamo medial parece estar caracterizada pela procura de uma saida do

contexto aversivo no qual se encontra o organismo submetido a uma diminui¢do aguda da
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neurotransmissdo GABA¢érgica no hipotalamo medial (FREITAS e cols, 2009). Levando em
consideragdo as caracteristicas fisicas do teste comportamental empregado no trabalho, o
teste de campo aberto, a unica via de escape vidvel encontra-se na por¢do superior da
amurada. De fato, no grupo controle, todos os saltos eliciados pela desinibicio GABAérgica
no HM apresentaram-se quando o animal encontrava-se apoiando suas patas traseiras na
superficie do campo aberto ¢ as anteriores sobre a parede lateral do mesmo, direcionando os
saltos para por¢ao superior da amurada. Desta maneira, nesse grupo, todo salto esteve
precedido por um levantamento, mas ndo todo levantamento esteve seguido por um salto.
Assim, o mencionado decremento na frequéncia e duragdo dos levantamentos induzida pelo
antagonismo dos receptores GABA4 no hipotdlamo medial 5 dias apds a lesdo do LC poderia

também estar relacionado ao efeito antiaversivo da lesao noradrenérgica.

Os resultados obtidos no presente estudo também mostram uma diminuicao
significativa na frequéncia e duragdo das respostas de atencao defensiva no grupo de animais
com lesdo do LC quando comparado com o grupo sham. Sabe-se que existe uma gradagdo
dos estados aversivos que depende do contexto no qual se encontra o organismo. Assim, em
situacdes nas quais ainda ndo tem sido claramente identificada a fonte de perigo ou em que a
distancia existente entre o estimulo aversivo e o organismo ainda ¢ grande, o sistema
encefalico da aversdo executa uma série de respostas fisiologicas que aumentam os niveis de
vigilancia e preparam o organismo para agir no caso do nivel de perigo aumentar.
Geralmente, esse aumento nos estados de vigilancia envolve um recrutamento dos recursos
atencionais, que permitem ao organismo focalizar a atengao sobre estimulos no ambiente que
sinalizem uma ameaga para a sua sobrevivéncia. Muitos autores tém caracterizado esse
estado de ativacdo como um alerta defensivo, e sdo muitas as evidéncias que vinculam esse
alerta com as projecdes noradrenérgicas que partem do LC. De tal modo que as redes neurais
do LC induziriam um aumento nos estados de alerta que, por sua vez, reduziriam a janela
atencional ao redor de um ponto no ambiente (TRACY e cols, 2000). Dessa maneira, tem
sido sugerido que as eferéncias do LC facilitariam o processamento de informacao relevante,
modulando a coleta de informacdo sensorial saliente, através de uma série de circuitos
sensoriais, atencionais € mnésicos, tanto corticais quanto subcorticais. Assim, a desrregulacao
da neurotransmissdo noradrenérgica que parte do LC poderia contribuir para disfungdes
cognitivas associadas com trastornos psiquiatricos, tais como a sindrome de estresse pos-

traumatico (BERRIDGE e WATERHOUSE, 2003; SARA ¢ SEGAL, 1991). Resumindo, a
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diminui¢do significativa observada no presente estudo na frequéncia e duragdo das respostas
de atencdo defensiva apos a lesdo das eferéncias noradrenérgicas que partem do LC sugere
que essa estrutura desempenha um papel fundamental na execugao do padrao fisiologico e

comportamental que prepara ao organismo para agir em situagcdes de conotagdo aversiva.

Quanto a frequéncia e duragdo dos saltos e da fuga, o bloqueio da neurotransmissao
GABA¢rgica nas divisdes ventromedial e dorsomedial do hipotalamo cinco dias apds a lesdao
do LC evidenciou uma significativa diminuicdo de sua expressao, quando comparado com o
grupo controle. Comumente, quando o organismo estd em um contexto aversivo, no qual o
nivel de risco representa um dano iminente para a integridade corporal, o sistema encefalico
da aversdo exerce um conjunto de respostas fisioldogicas e motoras que ajudam ao organismo
para agir com eficacia e posicionar-se ao abrigo da fonte de perigo. Em geral, esse padrdo
comportamental inclui condutas que envolvem um alto gasto energético, pois requerem agdes
rapidas que consigam deslocar ao organismo fora da situacao de perigo na qual se encontra.
Nesse caso, os saltos e a fuga representam respostas que obedecem a essas necessidades.
Com respeito ao papel do LC na elaboracdo de tais comportamentos, estudos utilizando
estimulagdo quimica de estruturas mesencefalicas tém demonstrado um aumento na
expressao da proteina c-fos no LC quando eliciado o comportamento de escape (FERREIRA-
NETTO e cols., 2007; BORELLI e cols., 2006). Por sua vez, utilizando abordagens
farmacologicas, tem sido proposto que a lesdo do LC produz uma diminui¢do nas respostas
de escape perante estimulos nocivos que sinalizam dano corporal iminente, sugerindo que as
projecdes noradrenérgicas que partem dessa estrutura desempenham um papel muito
importante na modulagdo de comportamentos aversivos que favorecem a sua
autoconservacdo (HAJOS ¢ ENGBERG, 1991). Assim também, tem sido descrita uma
significativa projecdo noradrenérgica que parte do LC e se projeta para o hipotdlamo, a qual
poderia modular as respostas neuroendocrinas que seguem uma situacdo altamente
estressante mediante sua agdo sobre neurdnios, por exemplo, liberadores do fator liberador de
corticotropina  (ITOI e¢ SUGIMOTO, 2010). E provavel, entio, que as eferéncias
noradrenérgicas que partem do LC e conectam com o hipotdlamo participem nas mudangas
metabolicas necessdrias para a rapida utilizagdo dos recursos energéticos em situacoes
aversivas. Isso ajudaria a explicar o efeito da lesdo do LC na frequéncia e duracdo da fuga e

dos saltos apds a estimulagdo quimica do hipotdlamo medial.
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Conforme os resultados obtidos no presente trabalho e os mencionados achados na
literatura, que vém ao encontro do presente trabalho, ¢ possivel supor, entdo, que a lesdo do
LC gera um efeito depressor nos comportamentos defensivos eliciados pela interrupgao da
neurotransmissdo GABAérgica nas redes neurais do hipotdlamo medial. Contudo, a
abordagem empregada no presente estudo ndo permite determinar com precisdo se os efeitos
da lesdo das vias noradrenérgicas devem-se ao bloqueio das conexdes existentes entre o LC e
o hipotdlamo medial ou se tais efeitos sao produto da ablagao das vias que comunicam o LC
com estruturas recrutadas pelo hipotdlamo medial na elabora¢do das respostas de panico,
como, por exemplo o nucleo dorsal da rafe. No primeiro caso, existiria uma modulagdo direta
sobre o substrato neural responsavel da organiza¢do dos estados aversivos. Ja no caso de
afetar as eferencias do LC para outras regides que possam também interferir na atividade de
neurdnios do hipotdlamo medial, estar-se-ia falando de uma modulacdo indireta
noradrenérgica nas condutas de medo elaboradas ao nivel hipotaldmico. Nao obstante, ndo
podemos afastar a possibilidade de que as duas hipoteses sejam verdadeiras. Sabe-se que o
LC constitui a principal origem das proje¢des noradrenérgicas no sistema nervoso central,
particularmente, que se projetam ao prosencéfalo. Assim, as eferéncias que partem dessa
estrutura localizada no tronco cerebral oferecem uma ampla possibilidade de conexdes com
diferentes estruturas que podem, por sua vez, interferir com a atividade de nucleos mais
caudais, como o hipotdlamo. Naturalmente, tém sido descritas conexdes entre o LC e nucleos
hipotalamicos, o que poderia sugerir que existe uma influéncia direta, noradrenérgica, nas
areas diencefalicas que controlam os estados aversivos. Nao obstante, também tém sido
descritas conexdes entre o LC e outras estruturas do sistema limbico que participam na
organizagdo das respostas defensivas.. Assim, a organizagdo neuroanatdmica do sistema
noradrenérgico faz com que ele consiga modular rapidamente e globalmente a fungao
encefdlica em resposta a mudancas do ambiente, tais como o surgimento de estimulos
aversivos. Portanto, o incremento na taxa de disparos no proprio LC pode induzir
manifestagdes comportamentais sugestivas de medo, tais como dorso arqueado e piloereg¢ao
no gato (Bremner e cols., 1996). Em harmonia com esse achado, microinjecdes de bicuculina
diretamente no LC produzem ataques de panico em camundongos (PRIOLO e cols., 1991).
Enfim, os presentes dados sugerem que a disfun¢do das projecdes que partem do LC diminui
significativamente o padrdo comportamental de medo induzido pelo bloqueio da

neurotransmissao GABA¢érgica no hipotalamo medial.
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5.2 Estudo Neurofarmacolégico no Nucleo Dorsal da Rafe

Os resultados obtidos no presente trabalho mostram uma diminuicdo significativa nos
levantamentos e saltos no grupo de animais tratados com administra¢do intra-hipotalamica de
bicuculina 10 minutos apds o pré-tratamento do NDR com antagonistas de receptores o; ou
B. Apesar dos levantamentos em geral serem considerados uma medida do comportamento
motor e exploratorio do animal (YAGUCHI e cols., 2010, KLENEROVA e cols., 2009), ¢
importante mencionar que o aspecto organizado da resposta de panico do modelo fisiologico
de medo empregado no presente trabalho caracteriza-se por apresentar tentativas de escape
direcionadas a uma possivel saida da area aversiva (FREITAS e cols, 2009). Por sua vez,
devido as propriedades fisicas do campo aberto, a unica saida disponivel para o animal
encontra-se na porc¢ao superior da arena. De acordo com isso, a maioria das tentativas de
escape estaria direcionada a tnica saida disponivel no teste de open-field. De fato, no grupo
controle, todos os saltos ocorreram quando o animal encontrava-se levantado sobre as suas
patas traseiras e apoiado sobre uma das paredes da arena, com o focinho direcionado para a
porcdo superior do campo aberto.. J4 no grupo pré-tratado com os antagonistas para
receptores o; ou [, observou-se uma diminui¢do significativa nos levantamentos
acompanhada por uma auséncia de saltos, o que sugere que o decréscimo nos levantamentos
ndo estd necessariamente associado a uma deficiéncia no comportamento motor e
exploratorio dos animais, mas também poder-se-ia encontrar diretamente relacionado com as

respostas elaboradas de medo organizadas ao nivel hipotalamico visadas no presente trabalho.

Ainda em relagdo ao comportamento motor, o grupo de animais pré-tratados com
antagonista para receptores a; no nucleo dorsal da rafe evidenciou uma diminui¢do no
nimero de cruzamentos nas duas regides do campo aberto estudadas. E claro que esses
efeitos poderiam guardar uma relagdo com os comportamentos defensivos estudados no
presente trabalho, j4 que o citado antagonismo também produziu uma diminui¢do na
frequéncia e duracdo da fuga, comportamento que estd caracterizado por um excesso de
atividade locomotora e que envolve amplos deslocamentos, portanto, dando lugar a um

elevado nimero de cruzamentos. Contudo, também existem dados na literatura sugerindo que
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aumentos na liberagdo de serotonina em diferentes regides do sistema nervoso central,
incluindo o hipotalamo medial, podem afetar o comportamento exploratério dos animais no
teste experimental do campo aberto (BRODERICK e PHELIX, 1997; LI e cols., 2004).
Assim também, utilizando técnicas de imuno-histoquimica, tem sido demonstrado que, apds a
exposicao ao campo aberto, ocorre um aumento significativo na expressao de c-fos no ntcleo
dorsal da rafe, o que sugere o envolvimento das projegdes serotoninérgicas que partem dessa
estrutura na organizacao de respostas exploratérias (HALE e cols., 2008). Os presentes
achados indicam que, devido ao efeito excitatoério dos receptores o, seu antagonismo no
nicleo dorsal da rafe poderia diminuir a atividade dessa estrutura e, consequentemente,
reduzir a liberagdo de serotonina em regides encefalicas relacionadas com a execucdo do
comportamento exploratorio. Assim, os receptores a; presentes no NDR poderiam também
desempenhar um papel na elaboracdo de condutas direcionadas a exploragdo de ambientes

novos.

Quanto a diminuicdo em respostas como aten¢do defensiva e fuga, os dados obtidos
indicam que as aferéncias noradrenérgicas ao nucleo dorsal da rafe que agem sobre
receptores o modulam a atividade do circuito que conecta o nucleo dorsal da rafe com os
nucleos do hipotalamo medial ou com outras estruturas recrutadas pelo hipotalamo medial na
elaboracdo de respostas defensivas (LOWRY, 2002; JOHNSON e cols., 2008; STONE e
cols., 2007; JUDGE e GARTSIDE, 2006). De fato, tem sido demonstrado que o antagonismo
de receptores a; no nucleo dorsal da rafe bloqueia os processos de condicionamento aversivo,
0 que sugere que a ativagdo desses receptores cumpre um papel fundamental na elaboragdo de
respostas defensivas (GRAHN e cols., 2002). Deste modo, os receptores o, presentes no
nucleo dorsal da rafe desempenham um papel importante no controle das respostas defensivas
eliciadas pela alteragdo do sistema GABAérgico no hipotdlamo medial. Sabe-se que o
receptor a,; € geralmente pos-sinaptico e produz um efeito fisiologico excitatdrio no neuronio,
quando ativado. Baseando-se nisso, ¢ de se esperar que seu antagonismo no nucleo dorsal da
rafe produza uma diminuicdo da atividade nesse nucleo, a qual, por sua vez, vai diminuir a

sua influéncia sobre as conexdes que possui com o hipotalamo medial.

Com respeito ao bloqueio dos receptores GABA4 no hipotdlamo medial 10 minutos
apos o antagonismo dos receptores o, no nucleo dorsal da raphe, os dados revelaram

aumentos significativos na frequéncia e duragao dos comportamentos de avaliagdo de risco e
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atencao defensiva. Sabe-se que o sistema encefélico da aversdo responde diferencialmente em
funcdo da situagdo na qual se encontra o organismo, organizando padrdes de resposta que
correspondam ao grau de perigo e permitam ao animal agir com eficiéncia. Assim, em
circunstancias em que ainda ndo tem sido claramente identificada a fonte de perigo ou em
que o estimulo aversivo ainda ¢ distal, o sistema encefilico da aversdo elabora
comportamentos de modo a preparar ao organismo caso o nivel de perigo aumente, exercendo
um aumento nos estados de alerta. A esse respeito, condutas como avaliagdo de risco e
aten¢do defensiva sdo executadas quando existe uma ameaca potencial no ambiente e ainda ¢
necessario definir com mais precisdo o risco que corre o organismo. Por sua vez, os
receptores noradrenérgicos o, geralmente localizam-se no neurénio pré-sinaptico, perto do
terminal sindptico, e cumprem um papel regulador da neurotransmissao noradrenérgica, pois,
quando ativados, geram um efeito fisiologico inibitdrio, o que diminui a excitabilidade do
neurdnio e faz com que ele libere menos noradrenalina na fenda sindptica (STARKE, 2001;
BYLUND, 1992; BOEHM e HUCK, 1996). Desta maneira, quando antagonizados os
receptores o, no nucleo dorsal da rafe, os neurdnios noradrenérgicos ndo conseguiriam mais
regular a liberagdo de noradrenalina através do auto-receptor inibitdrio, o que poderia
aumentar os niveis do neurotransmissor na fenda sindptica junto com as probabilidades de
ativar os receptores poOs-sinapticos excitatorios (como o ao; € o P), fazendo com que
aumentasse a atividade fisioldgica das vias que conectam o nucleo dorsal da rafe com o
hipotdlamo medial, causando os citados acréscimos na frequéncia e a duracdo nos
comportamentos ja mencionados. Dessa forma, dos presentes achados pode-se concluir que
ha efeitos antagonicos causados pelo bloqueio de receptores a; € o, no NDR, sobre as
respostas de defesa organizadas pelo hipotalamo medial, j4 que enquanto o primeiro
tratamento possui a propriedade de diminuir a frequéncia e a duragdo das respostas de defesa
hipotalamicas, o segundo foi capaz de induzir alguns aumentos significativos nas respostas

defensivas.

Contudo, o possivel aumento na atividade das aferéncias noradrenérgicas sobre o
nucleo dorsal da rafe, induzido pelo bloqueio de receptores a,, parece nao ter um correlato
comportamental significativo em respostas aversivas como a fuga e os saltos, fundamentais

na proposta de modelo de ataques de panico.
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O sistema das catecolaminas, particularmente o sistema noradrenérgico, modula a
liberagdo de noradrenalina através de dois mecanismos diferentes. Um deles esta
representado pela presenca de autorreceptores inibitdrios que, quando ativados pelo
neurotransmissor (noradrenalina), diminuem a atividade fisioldgica do neuronio pos-sinaptico
e reduzem a quantidade de neurotransmissor liberado. O receptor a, ¢ um deles (PUPO e
MINNEMAN, 2001; ALTMAN e cols., 1999, KABLE ¢ cols., 2000). Nao obstante, além do
receptor ap, existem autorreceptores de tipo muscarinico, opioide e dopaminérgico que se
encontram nos neurdnios noradrenérgicos e regulam a quantidade de noradrenalina liberada
na fenda sindptica (KUBISTA e cols.,, 2009; KREIBICH e cols., 2008). O segundo
mecanismo consiste na recaptacao do neurotransmissor através de uma proteina da membrana
celular que capta o neurotransmissor para o interior do neuronio, sendo que uma porgao dele
¢ armazenada e a outra degradada (AMARA e KUHAR, 1993; ZIGMOND e cols., 1989;
AXELROD, 1971). No caso da noradrenalina, quando ela é recaptada e armazenada, ela se
liga a enzima tirosina- hidroxilase e consegue inibir a sintese de novo neurotransmissor
(ALOUSI e WEINER, 1966). Baseado nisso, ¢ muito provavel que s6 o antagonismo dos
autorreceptores o, ndo seja suficiente para produzir aumentos significativos em
comportamentos defensivos, como a fuga e os saltos, eliciados pelo bloqueio dos receptores
GABAA no HM. Talvez, para observar um efeito significativo nesse sentido seria necessario

bloquear os demais sistemas de modulacao da libera¢dao noradrenérgica ja mencionados.

Em relagdo aos efeitos do bloqueio dos receptores B adrenérgicos no NDR sobre os
cruzamentos na arena, eles mostram um padrdo caracterizado por uma diminuicdo
significativa no nimero de cruzamentos na periferia da arena e um aumento significativo nos
cruzamentos no centro da mesma. Em relacdo aos testes comportamentais para estudar
atividade exploratéria em roedores, alguns autores t€ém proposto que a parte do assoalho da
arena que se encontra proxima a uma parede sdo preferidas pelos roedores, devido a
informagdes tigmotéaxicas, o que lhes poderia proporcionar um efeito ansiolitico. J& nas
regides centrais, existe uma auséncia de estimulagdo tigmotéaxica, o que poderia sinalizar um
perigo potencial para o roedor devido a sua clara exposi¢do aos predadores, o que torna o
animal um alvo facil e faz com que a dita regido adquiria um carater ansiogé€nico
(TRZCTNSKA et al., 1999, LIM et al., 2008; DAVIDSON et al., 2007). Assim, o aumento
significativo no nimero de cruzamentos na por¢ao central da arena apds o antagonismo dos

receptores [ adrenérgicos no NDR e a estimulacdo quimica do HM, sugere um efeito
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antiaversivo do pré-tratamento do NDR com o antagonista de receptores beta-
noradrenérgicos, o que possibilita a exploragdo de areas mais ansiogénicas do teste
comportamental de open-field, quando comparado com o grupo controle.

Ainda em relagdo ao grupo de animais tratados com bicuculina no hipotalamo medial
10 minutos apds a administragdo de propanolol diretamente no NDR, a andlise estatistica
revelou uma diminui¢do significativa de levantamentos, de fuga e de saltos, tendo havido
aumentos significativos no movimento defensivo retrogrado € no comportamento rotatério.
Através do processo evolutivo, o sistema encefalico da aversdo foi desenvolvendo estratégias
mais eficazes e adaptativas para permitir aos organismos agir com eficiéncia, dependendo das
circunstancias das diversas situagdes aversivas. Assim, em func¢do do tipo de estimulo e do
risco que ele representa para o organismo, diferentes padrdes comportamentais poderiam ser
eliciados. As manifestagdes comportamentais que acompanham os estados de ansiedade
caracterizam-se por apresentar respostas defensivas menos explosivas. Pelo contrario, em
casos de extremo perigo, o sistema encefalico da aversdo participa na elaboragdo de
comportamentos motores explosivos que favorecem a sobrevivéncia do animal
(BLANCHARD e cols., 2003; BLANCHARD e BLANCHARD, 1999). No presente
trabalho, ambos os tipos de respostas foram registradas. Comportamentos como a fuga e os
saltos sdo geralmente eliciados em condi¢des de alto risco, que envolvem confrontos
proximais com predadores. Por sua vez, respostas como atencdo defensiva, avaliacdo de
risco, movimentos defensivos retrégrados e comportamento rotatdrio sao executadas pelo
organismo quando a fonte de perigo ainda nio tem sido totalmente identificada ou quando a
distancia entre ela e o animal ¢ suficientemente grande a ponto de ainda ndo representar um
perigo real. Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que os receptores f3
noradrenérgicos do nucleo dorsal da rafe possuem efeitos diferenciais sobre as respostas de
ansiedade em comparacdo com as respostas de panico. Assim, enquanto o antagonismo
apresenta diminuicdo de comportamentos de panico, também induz aumentos nas respostas

de ansiedade.

O papel modulador das projecdes serotoninérgicas que partem do nucleo dorsal da
rafe sobre os comportamentos defensivos organizados por diferentes estruturas do sistema
encefalico da aversdo tem sido amplamente descrito na literatura (LEE e cols., 2007,
ABRAMS e cols., 2004; ISHIDA e cols., 2002). Assim, tem sido sugerido que um aumento

na atividade das vias serotoninérgica que comunicam o nucleo dorsal da rafe com as redes
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neurais hipocampais tem efeito ansiogénico (MERALI e cols., 2006). Por sua vez, outro
estudo utilizando técnicas de microdidlise mostrou que, apdés a administracdo do fator
liberador de corticotropina no nucleo dorsal da rafe, ocorrem aumentos nos niveis de
serotonina no nucleo central do complexo amigdaloide que correlaciona positivamente com
um aumento no comportamento de immobilidade defensiva (FORSTER e cols., 2006).
Igualmente, a administragdo de aminoéacidos excitatérios no nucleo dorsal da rafe induz
comportamentos defensivos associados a situagdes que envolvem a presenca de um estressor

inescapavel (GRAHN e cols., 2000).

Com respeito ao controle serotoninérgico da atividade das redes neurais
hipotalamicas, tem sido proposto que existem sistemas serotoninérgicos topograficamente
organizados e funcionalmente diversos, que exercem efeitos opostos sobre as respostas
fisioloégicas associadas ao medo, eliciadas pelo hipotdlamo. Desse modo, neurdnios
serotoninérgicos do nucleo dorsal da rafe projetam-se diretamente para o sistema
hipotalamico e sensibilizam a atividade do eixo Hipotalamico-Pituitario-Adrenal,
incrementado as reagdes fisioldgicas que acompanham as respostas de medo e ansiedade. Por
sua vez, um outro grupo de neurdnios serotoninérgicos, localizado no nucleo mediano da
rafe, projeta-se para o subiculum ventral e potencia a atividade inibitoria do circuito limbico

sobre a fun¢@o neuroenddcrina associada ao estresse (LOWRY, 2002).

Conforme mencionado anteriormente, os dados apresentados no presente trabalho
sugerem que os efeitos das conexdes existentes entre o nicleo dorsal da rafe e o hipotalamo
medial sobre os estados aversivos organizados nessa estrutura diencefalica encontram-se
regulados por aferéncias noradrenérgicas que agem sobre receptores a;, o, € B. Os resultados
também indicam que cada um desses receptores contribui de maneira diferente na regulacao
dos comportamentos defensivos. Por exemplo, o receptor a; no nucleo dorsal da rafe parece
cumprir uma fun¢do pro-aversiva para estados tanto de ansiedade quanto de panico, o que
poderia ser explicado pelo seu efeito excitatoério sobre as projecdes serotoninérgicas que
partem para o hipotdlamo. J4 o receptor a,, através da regulagdo da liberagdo de
noradrenalina, poderia modular a atividade da via NDR-HM e, assim, diminuir alguns
comportamentos associados aos estados aversivos organizados ao nivel hipotalamico.
Finalmente, o receptor B presente no nucleo dorsal da rafe, quando ativado, favoreceria

estados de medo intenso, possivelmente também pelo seu efeito excitatdrio sobre as vias
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serotoninérgicas que se projetam para os nucleos hipotalamicos responsaveis pela elaboragao

de estados aversivos.

5.3 Estudo Neurofarmacolégico no Hipotalamo Medial

De maneira similar aos demais estudos realizados no presente projeto, a interrupcao
da neurotransmissdo GABAergica nos nucleos ventromedial e dorsomedial do hipotdlamo
apos a administragdo de salina na mesma estrutura diencefalica produziu um conjunto de
comportamentos motores caracterizados por levantamentos, aten¢ao defensiva, avaliagao de
risco, movimentos defensivos retrégrados, rotacdes, corridas e saltos, o que sugere que a
administracdo da salina nas diferentes estruturas ndo afetou a fenomenologia das respostas
eliciadas pela estimulagdo quimica do hipotalamo medial. Contudo, podem-se observar
algumas leves diferengas quanto a frequéncia e duragdo dos mencionados comportamentos
entre os grupos tratados com salina, que podem obedecer a variagdes interespecificas entre os
sujeitos utilizados nos diferentes estudos. Por mais uma vez, esses dados indicam a presenca
de neurdnios GABAérgicos diencefalicos que modulam tonicamente a atividade dessas redes
neurais e participam na elaboracdo de estados aversivos (FREITAS e cols, 2009; SANTOS e
cols., 2008; JOHNSON e SHEKHAR, 2006; DIELENBERG e cols., 2001).

Vale a pena esclarecer que os presentes dados permitem incluir os nucleos
hipotalamicos abordados no conjunto de estruturas que integram do sistema encefalico da
aversao, pois o padrdo de respostas observadas apés a sua estimula¢do guarda relagcdo com os
comportamentos eliciados ap6és a mesma manipulacdo farmacoldgica em outras estruturas
mesencefalicas que formam o citado sistema, tais como a substancia cinzenta periaqueductal
e os corpos quadrigémeos (GRAEFF e cols., 1993, RIBEIRO e cols., 2005, CASTELLAN-
BALDAN e cols., 2006). Entretanto, a magnitude das condutas registradas no atual projeto

apresenta um carater menos explosivo em compara¢ao com aquele mencionado na literatura
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para as estruturas mesencefalicas, o que alude ao papel do hipotdlamo medial na organizagdo

de estados aversivos de menor intensidade ou, pelo menos, mais direcionados.

O bloqueio dos receptores GABAA no HM dez minutos apds a administragdo dos
antagonistas para receptores o, € 3 noradrenérgicos na mesma estrutura foi seguido por uma
diminuicdo significativa nos levantamentos. Sabe-se que ao se enfrentar a ambientes novos,
os organismos geralmente elaboram uma série de comportamentos exploratorios que lhes
permitem obter informacdo respeito as caracteristicas do lugar e identificar possiveis
estimulos que possam indicar a presenca de algum risco. Assim, a elaboragdo de respostas
exploratorias guarda alguma relagdao com os estados aversivos ja que permite estabelecer o
nivel de perigo. Por isso, ¢ de se esperar que regides como o HM possam mediar a
organiza¢do dessas condutas (GALVIS-ALONSO e cols., 2010; GOELHER e cols., 2008;
VEENEMA e cols., 2007). De fato, tem sido proposto que o hipotdlamo desempenha um
papel muito importante nos estados de ativagao ou alerta, permitindo aos organismos manter
niveis adequados de aten¢do ao ambiente para reagir em caso de mudancas salientes ou de
aparecer algum estimulo que sinalize perigo para o animal (BONNAVION e LECEA, 2010;
BOUTREL e cols., 2010; MURILLO-RODRIGUEZ ¢ cols., 2008). Quanto ao papel das
projecdes noradrenérgicas no HM na elaboragdo dessas atividades, existem evidéncias na
literatura sugerindo o envolvimento das vias noradrenérgicas que partem do LC na
exploracdo de ambientes novos (VANKOV e cols., 1995; SARA e cols., 1994).

A esse respeito, também vale a pena considerar que a mencionada diminuicao
significativa esteve acompanhada por uma auséncia de saltos no grupo de animais pré-
tratados com o antagonista para receptores a; no HM. Devido ao carater aversivo da
desinibicdo GABA¢érgica empregada no presente trabalho, ¢ possivel que o comportamento
exploratorio eliciado estivesse encaminhado a obtencdo de informagao util para o organismo
quanto a existéncia de possiveis vias de escape do ambiente de estimulo. Como ja
mencionado, baseando-se nas caracteristicas do teste comportamental utilizado, a tinica saida
disponivel encontra-se na por¢do superior da arena. Precisamente, apds o antagonismo dos
receptores GABA, no HM, o comportamento aversivo evidenciado pelo grupo salina
caracterizou-se por apresentar saltos em sentido vertical nas paredes da arena enquanto o
animal encontrava-se apoiando suas patas traseiras sobre a superficie e as anteriores sobre as
paredes laterais. Desta maneira, todo salto foi antecedido por um levantamento, o que denota

um padrao de atividade motora organizado e encaminhado a unica via de escape. Tais
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achados sugerem que a reducdo significativa nos levantamentos ap6s o antagonismo dos
receptores GABA, no HM no grupo de animais pré-tratados com antagonista de receptores
o) ha mesma estrutura, poderia guardar alguma relagdo com o componente aversivo das

respostas observadas.

J& entrando na expressdo dos comportamentos defensivos, os presentes dados
mostram uma diminui¢do significativa na frequéncia e dura¢do da aten¢do defensiva apds a
estimulag¢do quimica do HM nos animais pré-tratados com antagonistas para receptores o, € 3
noradrenérgicos no HM. E de se esperar que diante contextos nos quais ainda ndo tem sido
identificada a fonte de perigo ou naquelas em que o estimulo aversivo ainda ¢ distal, ocorrem
uma série de mudangas fisioldgicas no organismo que o preparam para agir caso o nivel de
risco aumente. Assim, nesses casos, o sistema encefalico da aversdo organiza um padrao de
respostas com carater antecipatorio que ajudam ao animal para focalizar seus recursos
atencionais no ambiente ¢ diminuem seus limiares para reagir com eficacia caso se apresente
uma alteragdo subita na situagao (POURTOIS e VUILLEUMIER, 2006; GODDARD e cols.,
2010; TSIGOS ¢ CHROUSOS, 2002). E aqui onde comportamentos, como a atengio
defensiva, desempenham um papel fundamental. A esse respeito, os presentes dados
sugerem que existem aferéncias nodradrenérgicas no HM que agem sobre receptores o, € 3
que poderiam modular a elaboracdo desses estados defensivos. Em harmonia com esses
achados, tem sido proposto que o hipotdlamo, através de suas conexdes coma substincia
cinzenta periaquedutal, a qual conecta-se com a formagdo reticular ativadora ascendente
(COIMBRA e col.,, 2006), se encarrega de incrementar os estados de vigilancia no
prosencéfalo, resposta muito necessaria em situagdes de conotacao aversiva (LIN, 2000).

Além dos mencionados resultados, também foi observado um decremento
significativo na frequéncia do comportamento rotatério apds o bloqueio dos receptores
GABAA no HM nos grupos de animais pré-tratados com antagonistas de receptores a; €  na
mesma regido diencefélica. Conforme alguns achados na literatura, existe uma rela¢do entre
os estados aversivos € o comportamento rotatorio, entendido como uma alteracdo do
equilibrio corporal, que vincula o hipotadlamo as projecdes noradrenérgicas que partem do
LC. Assim, existem dados sugerindo que uma regido do nucleo parabraquial contém células
que respondem a rotacdo corporal e a posicao relativa do corpo, € que mantém conexdes com
o hipotdlamo e outras estruturas do sistema limbico. De acordo com o autor, esse circuito

poderia desempenhar um papel muito importante no processamento da convergéncia da
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informagdo somadtica vestibular e visceral que medeiam estados de ansiedade e de medo
inato. Por sua vez, existiria uma regulagdo noradrenérgica do citado circuito mediante
projecdes que partem da porcao caudal do LC e que provavelmente mediariam efeitos de

alerta e vigilancia sobre a sensibilidade dos ciruitos vestibulo-motores (BALABAN, 2002).

O pré-tratamento do HM com antagonistas para receptores ao; € B noradrenérgicos
seguido pela desinibicdo GABAérgica da mesma regido diencefalica produziu uma
diminui¢do significativa na frequéncia e duracdo da fuga orientada. Esses resultados
permitem concluir que as aferéncias noradrenérgicas no hipotdlamo medial que agem sobre
receptores a,; € B noradrenérgicos modulam também as respostas motoras mais enérgicas do
padrdo comportamental eliciado pela disfuncdo GABAérgica nessa estrutura. Tem sido
proposto que o sistema noradrenérgico que parte do LC constitui um modulador geral da
atividade do sistema nervoso central devido as suas amplas conexdes com diferentes
estruturas do encéfalo (BREMNER e cols., 1996). Também, tem sido sugerido seu papel na
regulacdo dos estados de panico eliciados pela atividade de diferentes regides do sistema
encefalico da aversao (USUNOFF e cols., 2006; BAAS ¢ cols., 2006, TANAKA e cols.,
2000). Conforme o exposto até agora, os dados obtidos propdem que os receptores ao; € B
presentes no HM ajudam o hipotalamo na elaboracdo de comportamentos defensivos em
circunstancias de perigo potencial ou distal. Além disso, os presentes resultados sugerem que
tais receptores participam também na organizacdo de padrdes motores vigorosos que
poderiam vir se apresentar em situacdes nas quais existe uma clara ameaca a integridade

corporal do organismo, sendo a conduta de escape uma alternativa prioritaria.

Sabe-se que o efeito fisioloégico decorrente da ativacdo desses receptores
noradrenérgicos ¢ um efeito excitatorio. Assim, a sua ativacao poderia induzir um aumento
na atividade fisioldgica dos neurdnios presentes nas divisdes ventromedial e dorsomedial do
hipotalamo, apdés o que ocorreria uma facilitagdo do substrato neural responsavel pela
organizacao de estados aversivos. Os resultados obtidos no presente trabalho se harmonizam
com dita hipotese j& que o bloqueio desses receptores diminuiria a excitabilidade dos
neurdnios hipotalamicos e, assim, reduziria os efeitos produzidos pela sua excitacdo apos a

administracao local de bicuculina. E isso precisamente o que foi observado no atual estudo.

Com respeito ao bloqueio dos receptores GABAA no hipotdlamo medial 10 minutos

apos o antagonismo dos receptores o, no mesmo substrato neural, os dados revelaram
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aumentos significativos na frequéncia e duragdo do comportamentos de avaliacdo de risco.
Talvez uma das maiores vantagens da distribuicdo do substrato neural das respostas
defensivas em diferentes circuitos neuroniais constitui a possibilidade de coordenar uma
ampla gama de padrdes comportamentais especificos em fun¢do das condicdes de perigo que
circundam ao organismo. De acordo com isso, situagcdes nas quais a distdncia entre a fonte de
perigo e o organismo ainda ¢ grande ou em que a origem da ameaga ndo ter sido claramente
identificada, o sistema encefalico da aversdo organizaria um conjunto de reagdes
encaminhadas a preparacdo das condi¢des fisioldgicas necessarias para agir com eficécia,
caso o grau de perigo aumentasse. Naturalmente, a mencionada especificidade estaria
caracterizada ndo so pela existéncia de circuitos exclusivos, mas também por modulagdes
exercidas por receptores particulares. Assim, os presentes achados sugerem que os receptores
noradrenérgicos de tipo o, poderiam participar na regulagdo da atividade dos nucleos
ventromedial e dorsomedial do hipotdlamo apenas em situagdes aversivas nas quais o risco de

vida ainda nio ¢é iminente.

Contudo, para a melhor compreensdo do papel desempenhado por esses receptores
noradrenérgicos nas respostas defensivas organizadas pelo HM, ainda € necessario ter em
consideragdo algumas das suas caracteristicas. Assim, os receptores o, com localizagdo pré-
sindptica modula a liberagcdo de noradrenalina através da diminui¢do de potencial elétrico do
neurdnio. Desta maneira, esses receptores, quando ativados, produzem um efeito fisiologico
inibitoério com o que conseguem diminuir a quantidade de noradrenalina liberada na fenda
sindptica (STARKE, 2001; BYLUND, 1992; BOEHM e HUCK, 1996). Ao serem
antagonizados esses receptores no HM, as proje¢des noradrenérgicas ndo poderiam mais
modular a quantidade de noradrenalina liberada, fazendo com que essa aumentasse e ativasse

um maior niumero de receptores pos-sinapticos excitatorios (o, e B).

Entretanto, pode-se observar que a disfuncdo dos mecanismos de retroalimentacao
negativa do sistema noradrenérgico no HM e, portanto, o possivel aumento na quantidade de
noradrenalina liberada consequentemente, ndo conseguiu aumentar outras reacdes defensivas,
produtos da estimulacdo quimica do HM. Isso se poderia dever ao fato de que esse ndo ¢ o
unico mecanismo regulatdrio do sistema noradrenérgico. Pelo contrério, existem diversas
formas mediante as quais esse sistema neuroquimico se autorregula, como especificado

anteriormente. E possivel que a modulagao dos neuronios responsaveis pela execucao de
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respostas mais enérgicas como a fuga ou os saltos, estivessem também reguladas por algum

outro neurotransmissor ou neuromodulador nas estruturas hipotalamicas.

Em conclusdo, os dados obtidos no presente estudo sugerem que existem aferéncias
noradrenérgicas nas subdivisoes ventromedial e dorsomedial do hipotalamo que muito
provavelmente provém do LC e cujos efeitos sobre os comportamentos defensivos eliciados
pelo bloqueio de receptores GABAA no HM dependem da ativacdo de pelo menos dois
subtipos especificos de receptores noradrenérgicos. Assim, a ativagdo dos receptores a; e B
noradrenérgicos poderia aumentar a atividade fisioldgica desses nucleos e incrementar a sua
excitabilidade, ajudando na manifestacdo do conjunto de respostas defensivas diante de uma
situacdo de perigo, induzindo, por exemplo aumentos nos levantamentos e nas respostas de
aten¢do defensiva, comportamento rotatério e fuga, Por sua vez, a ativagdo dos
autorreceptores inibitorios o, diretamente no HM, devido a seu papel regulador da liberagao
de noradrenalina, poderia diminuir a manifestacdo de respostas motoras de ansiedade, tais

como a avaliac¢ao de risco, exercendo um controle sobre os estados aversivos.

Baseado nos resultados apresentados no presente trabalho, caberia a possibilidade de
que a expressdo patologica de estados aversivos nos humanos fosse em parte um resultado de
uma disfunc¢do na regulacdo tonica das redes neurais hipotalamicas mediais, o que daria lugar
a sua estimulagdo e, por tanto, a manifestacao de reagdes aversivas em situagdes em que nao
existe uma conotacdo que sinalize perigo. Assim, o modelo fisioldgico de medo empregado
no presente estudo poderia servir como alvo para o estudo de patologias como distirbios de
ansiedade, sindrome de panico e trastorno de estresse pos-traumatico, nos quais emergem
estados emocionais de medo sem uma clara funcionalidade que afetam grandemente a

qualidade de vida dos pacientes e impedem a sua adaptag¢do aos contextos cotidianos.

Enfim, o presente trabalho sugere que o sistema noradrenérgico e, particularmente as
projecdes que partem do LC, poderiam agir como um modulador fasico da atividade tanto no
HM quanto em outras estruturas, ¢ em sistemas neuroquimicos recrutados pelo HM na
elaboracdo do padriao comportamental de medo. Assim, é provavel que em situacdes de risco
de vida, em que existem estimulos salientes com uma elevada significancia biologica, ocorra
um recrutamento das redes neurais do LC, as quais, através de sua agdo sobre receptores o €
B noradrenérgicos, incrementam a excitabilidade do HM e facilitam a elaboracdo das

respostas de panico.
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6. CONCLUSAO

e Os presentes dados sugerem que as redes neurais diencefélicas das subdivisdes
ventromedial e dorsomedial do hipotdlamo estdo envolvidas na organizagao de

comportamentos defensivos

e O substrato neural hipotalamico responsavel pela elaboragdo do padrdo
comportamental sugestivo de medo apresenta-se sob uma modulacdo tonica

GABA¢érgica que depende da ativacao de receptores GABA4

e O modelo fisiologico de medo empregado no presente estudo pode servir
como alvo para o estudo de patologias como distlirbios de ansiedade, sindrome
de panico e trastorno de estresse pos-traumatico, nos quais emergem estados
emocionais de medo intenso sem uma clara funcionalidade que afetam a
qualidade de vida dos pacientes ¢ impedem a sua adaptagdo aos contextos

cotidianos.

e O locus coeruleus exerce uma forte influéncia nas reagdes de defesa
organizadas pelo hipotalamo medial, j& que a sua lesdo diminui o conjunto de

respostas elaboradas apds a desinibicio GABAérgica dienceflica.

e As projecdes noradrenérgicas que inervam os nucleos ventromedial e
dorsomedial do hipotdlamo, através da ativagdo de receptores a; € [, parecem
aumentar a atividade fisioldégica desses nilicleos e incrementar a sua
excitabilidade, ajudando na manifestagdo do conjunto de respostas defensivas

diante de uma situagao de perigo.

e Os autorreceptores inibitorios noradrenérgicos o, presentes no HM, devido a
seu papel regulador da liberagdo de noradrenalina, diminuem a manifestacao
de respostas motoras de panico, exercendo um controle sobre os estados

aversivos organizados no hipotalamo medial.
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e As vias noradrenérgicas podem controlar a atividade das redes neurais
hipotalamicas também através de mecanismos indiretos, modulando a acdo de
outros sistemas neuroquimicos que, por sua vez, podem estabelecer conexdes

com os nucleos hipotaldmicos visados no presente estudo.

e Aferéncias noradrenérgicas ao NDR, cuja acdo sobre os receptores a;, oz € f3
afetam a atividade fisioldgica das projecdes possivelmente serotoninérgicas
que partem desse nucleo e desempenham algum papel no controle dos

comportamentos defensivos induzidos pela desinibicdo GABAérgica do HM.

e O sistema noradrenérgico, e particularmente as projecdes que partem do LC,
podem agir como um modulador fasico da atividade tanto no HM como no
NDR, modulando a atividade de neurdnios do HM durante a elaboracao do

padrao comportamental de medo inato.
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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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