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1 INTRODUGAO



A resposta do homem amedrontado foi primeiramente descrita por Charles
Darwin, ha mais de um século, em “A Expressdo das Emog¢bées no Homem e nos
Animais” (1872). Darwin descreve que ‘o homem amedrontado, inicialmente,
permanece imovel e sem respirar, como uma estatua, ou agacha-se instintivamente
como para escapar a observacdo... Em outras situagdes, ocorre uma tendéncia

repentina e incontida para a fuga desabalada”.

Os comportamentos defensivos compreendem um conjunto de respostas
inatas e aprendidas apresentadas por um animal diante de uma situagcdo ameacadora
ou aversiva (Adams, 1979). Respostas similares aos comportamentos incondicionados
de defesa s&o obtidas em laboratério através de estimulagao intracraniana (EIC) de
animais. A EIC de animais intactos, livres e n&do-anestesiados iniciou-se na primeira
metade do século passado com os experimentos de Walter Rudolph Hess, em Zurich.
Hess observou que a estimulagdo hipotalamica de gatos produzia uma “reagdo de
defesa” caracterizada por um comportamento agressivo, isto é, uma postura imével
com dorso levemente arqueado, retragao auricular, silvar, rosnar, exposigao das garras
e presas, piloerecdo e acentuada midriase (Hess e Brugger, 1943) a qual denominou

“reacéo afetiva de defesa” (affektiven abwehrreaktion).

Estas respostas podem ser obtidas por estimulacéo elétrica ou quimica de
areas que se estendem da base do telencéfalo a ponte, denominadas “sistema
encefalico de defesa”. Este sistema compreende a amigdala, algumas regides do
hipotalamo medial, a matéria cinzenta periaquedutal (MCPA) e partes adjacentes do
teto do mesencéfalo, bem como suas conexdes reciprocas (Hess e Brlgger, 1943;
Hunsperger, 1956; Fernadez de Molina e Hunsperger, 1959, 1962; Ursin e Kaada,
1960; Wolfle et al., 1971; Waldbilling, 1975; Lipp e Hunsperger, 1978).

Tal como no gato, a reacdo de defesa do rato também é composta de
inimeras respostas. Em particular, estudos de nosso laboratério mostraram que as
respostas de imobilidade, exoftalmia, trote, galope, saltos, miccdo e defecacdo podem
ser obtidas pela estimulacdo de um unico sitio da MCPA com variagbes pequenas da
intensidade (Schenberg et al., 1990, 2001; Sudré et al., 1993; Vargas e Schenberg,
2001; Bittencourt et al., 2004).

Por outro lado, Schenberg et al. (2000) demonstraram o envolvimento dos

canais de calcio voltagem-dependentes tipo-L no surgimento das respostas produzidas



por estimulagdo da MCPA. De fato, o verapamil e o CoCl,, antagonistas destes canais,
bloquearam todas as respostas de defesa exceto a defecacdo e micgdo. O presente
estudo prossegue esta investigagéo, verificando o efeito do mibefradil (Posicor®), um
bloqueador seletivo dos canais de calcio tipo-T, nos limiares das respostas de
imobilidade, exoftalmia, trote, galope, saltos, miccao e defecagao, induzidas por

estimulacéo elétrica da MCPA de ratos albinos machos da linhagem Wistar.

1.1 TOPOGRAFIA NEURAL DA REACAO DE DEFESA.

O sistema neural de defesa foi proposto inicialmente por Fernandez de
Molina e Hunsperger (1962) baseado em experimentos com gatos. Segundo estes
autores, este sistema seria constituido de duas zonas nucleares (core zones), que
controlariam a postura de imobilidade agressiva, envolvidas por uma zona mais difusa

que controlaria a resposta de fuga.

As zonas nucleares estariam localizadas na regido do hipotalamo
perifornicial e MCPA, e a zona difusa se estenderia desde a area pré-optica ao
mesencéfalo caudal. Baseados em estudos com combinacédo de estimulacao elétrica e
lesdo destas areas, Fernandez de Molina e Hunsperger (1962) também sugeriram que
a reacao de defesa originada por estimulacédo elétrica da amigdala era mediada por
estas areas de defesa. Entretanto, esta topografia ndo foi corroborada em ratos, uma
vez que nem a estimulacio elétrica, nem quimica, da MCPA produz ataques contra
outros animais ou experimentador. Adicionalmente, a fuga também pode ser obtida por
estimulacdo da MCPA com intensidades de corrente elétrica reduzidas (Sudré et al.,
1993; Bittencourt et al., 2004, 2005).

Mais recentemente, a MCPA foi dividida em colunas funcionalmente distintas
distribuidas ao longo do aqueduto (Carrive, 1993). Dentre estas colunas, as colunas
dorsomedial (MCPAdm), dorsolateral (MCPAdI) e lateral (MCPAI) sdo fundamentais na
eliciacdo dos comportamentos defensivos ( Schenberg e Graeff, 1978; Graeff, 1981;
Brandao et al., 1982; Sandner et al., 1982; Schenberg et al., 1983). De fato, Adams
(1968) ja havia demonstrado que os neurdnios da metade dorsal da MCPA respondiam
especificamente a estimulos nocivos ou ameacgadores. A estimulagao elétrica e quimica

das colunas dorsais e lateral também causam alteragbes cardiovasculares e



respiratorias que preparam o organismo para o exercicio da fuga ou luta (Adams et al.,
1971; Carobrez et al., 1983; Castro e Schenberg, 1989; Schenberg et al., 1993).

Estudos recentes mostraram que os componentes individuais da reacao de
defesa produzida por estimulagao elétrica ou quimica da MCPA também apresentam
uma organizagao colunar (Bittencourt et al., 2004). Assim, enquanto a resposta de
defecagao parece estar restrita "a MCPAI, a exoftalmia, micgcao e respostas somaticas
de defesa estdo igualmente organizadas na MCPAdI e MCPAI. Por outro lado, a coluna
ventrolateral nao parece estar envolvida primariamente na produgcdo das respostas
incondicionadas de defesa (Bittencourt et al., 2004). N&o obstante, esta regido esta

reconhecidamente associada ao controle de dor (Fardin et al., 1984).

E importante destacar que os menores limiares de defesa foram
consistentemente obtidos por estimulagdo da MCPAdI (Bittencourt et al., 2004).
Contudo, como a MCPAdI ndo envia projecbes diretas para as regides caudais do
tronco cerebral e medula espinhal, mas se projeta para as outras colunas da MCPA,
locus coeruleus (LC) e nucleo cuneiforme, as respostas devidas a estimulagdo desta
coluna parecem ser mediadas por estas estruturas ( Holstege, 1991; Cameron et al.,
1995; Sandkuhler and Herdegen, 1995, apud Bittencourt et al., 2004).

Além da MCPA, existem evidéncias do envolvimento do nucleo pré-mamilar
dorsal do hipotalamo no controle das respostas defensivas. De fato, lesbes quimicas
deste nucleo aboliram as respostas de congelamento e fuga a apresentacédo de um
gato, intensificando as atividades exploratérias (Canteras et al., 1997). Estudos de
nosso laboratério com estimulacéo elétrica e quimica do nucleo pré-mamilar dorsal do
hipotalamo corroboraram estas observagbes (Cezario, 2001). Este autor demonstrou
que a estimulacdo deste nucleo produz as respostas de esquadrinhar, exoftalmia,
imobilidade, trote, saltos, miccao e defecacao. Contudo, enquanto os limiares elétricos
da resposta de salto foram trés vezes superiores aqueles da MCPAdI, a imobilidade
nao foi eliciada pela estimulagdo quimica e o galope néo foi eliciado por ambos os tipos

de estimulagéo (Schenberg et al., 2001).

O hipotdlamo medial também tem sido envolvido nas respostas
incondicionadas de defesa. (Hess e Brugger, 1943) Contudo, estudos realizados em
ratos e macacos sugerem que O hipotalamo seja a estrutura responsavel pelos

aspectos autonémicos da resposta condicionada, enquanto a MCPA caudal participaria



com o controle motor desta, assim como pela resposta de vocalizacdo (Floody e
O’Donohue, 1980; Yajima et al., 1980; Ploog, 1981).

Por outro lado, os nucleos central e lateral da amigdala participariam com os
aspectos autonbmicos e motores de respostas defensivas aprendidas (Smith et al,,
1980; lwata et al., 1986; Le Doux et al., 1988). Existem ainda, indicios de participacéo
do LC, o principal nucleo noradrenérgico do encéfalo, como um importante substrato
nos estados de atencdo e emocgao (Buney,1976; Servan-Schreiber,1990; Aston-Jones,
2000)

Edwards (1980) sugeriu uma conexdo da MCPA com extratos profundos,
branco e cinzento, do coliculo superior (CS). A MCPA e o CS na verdade,
compartiiham conexdes reciprocas. A estimulagdgo da MCPA e das camadas
adjacentes do coliculo produzem respostas como congelamento (imobilidade tensa) e
fuga (trote, galope e salto) com exoftalmia (abertura ocular completa) e mais

raramente, mic¢ao e defecacgéao (Bittencourt et al., 2004).

Sendo uma estrutura classicamente relacionada ao controle visuomotor, o
CS tem sido proposto como uma estrutura importante na deteccdo de predadores
(Blanchard et al., 1981; Redgrave e Dean, 1991; Bittencourt et al., 2005).

1.2 PAPEL DOS CANAIS DE CALCIO NA GERAGCAO DE PADROES
DE DISPARO NEURONAL.

Os canais de calcio voltagem-dependentes desempenham papel
fundamental em nosso organismo, estando presentes em células neuronais centrais e
periféricas, nas quais desempenham importantes fungdes. Dentre estas destacamos
seu papel na excitabilidade, neurotransmissdo, vias de sinalizacdo intracelular e
regulagdo da expressao génica (McDonough e Bean, 1998). O calcio também é o

principal sinal para a sintese de 6xido nitrico em neurdnios (Snyder e Bredt, 1992).

Além de seu papel ibnico na bioeletrogénese, o calcio age como segundo
mensageiro, principalmente, ativando fosfoquinases que regulam outras enzimas,
canais ibnicos e expressao génica, inclusive, participando da potencializag&o sinaptica

prolongada (long-term potentiation) (Bertolino e Llinas,1992).



Llinas e Yarom (1981) conduziram experimentos fundamentais para a
compreensao do papel dos canais de calcio voltagem-dependentes na produc¢do dos
padrées de disparo neuronal. Estes autores mostraram que os neurdnios do nucleo
olivar inferior da cobaia geram potenciais de despolarizagao rapida (fast depolarizing
potentials) seguidos por um potencial de pds-despolarizacdo lento (ADP, after-
depolarizing potential), de duragao variavel e amplitude de 49+8mV, e por um periodo
prolongado de hiperpolarizagdo, o potencial de poés-hiperpolarizagao (AHP, after-
hiperpolarizing potential), com duragcéo de 250 ms e amplitude de -12+3mV. Enquanto
a fase de despolarizacdo rapida € bloqueada por tetrodotoxina, demonstrando sua
dependéncia da condutancia de sédio, tanto o ADP quanto o AHP sao bloqueados por
cations divalentes ou pela remocéo de calcio do meio, mostrando sua dependéncia de
calcio. Assim, o calcio tem um efeito direto na geragdo do ADP e indireto na geragao do
AHP mediante a ativagao de correntes de potassio. Conseqlientemente, o potencial de
acao devido ao aumento da condutancia do calcio subsequente ao potencial de sodio,
desencadeia o aumento da condutancia do potassio, fazendo o potencial da célula

oscilar numa freqtiéncia relativamente baixa de 4 a 10 Hz.

Adicionalmente, demonstraram que a hiperpolarizacdo do neurdnio revela
uma corrente de calcio de baixo limiar, que esta inativa no repouso, e apresenta
propriedades farmacoldgicas similares ao ADP. Contudo, esta tem amplitude muito
menor e nao € seguida por AHP de longa duracdo. Estes autores propuseram que
estas correntes sao fundamentais para o retorno da membrana a condi¢do de repouso
apos o AHP. Devido ao carater transiente desta corrente, os canais de calcio de baixo

limiar foram denominados ‘canais do tipo-T'.

A atividade oscilatéria neuronal produzida pela ativagao do canal de calcio
tipo-T é uma flutuagdo do potencial de membrana que pode ser espontanea, pois suas
correntes sao ativadas em potenciais proximos ao potencial de repouso (Bertolino e
Llinas, 1992), ou depender de atividade sinaptica (Steriade e Llinas, 1988).

Steriade e Llinas (1988) estudaram a atividade oscilatoria de neurdnios do
talamo, correlacionando-a a atividade dos canais de calcio. Esta atividade exerce um
importante papel na regulagéo do ciclo sono-vigilia. Estes autores demonstraram que
em neurdnios talamicos de cobaias a condutancia voltagem-dependente gera 2
padrdes de atividade, quais sejam, (1) disparos repetitivos tdnicos e (2) disparos

fasicos (Steriade e Llinas, 1988; Bertolino e Llinas,1992). Estes padrbes de atividade



permitem que os neurdnios talamicos se comportem como osciladores em freqiiéncias
distintas. Desta forma, mudangas no potencial de membrana permitem ao neurdnio
mudar de um modo de oscilagao para outro. Em potenciais mais positivos que -60mV,
a célula exibe atividade de disparo repetitiva com uma frequiéncia de aproximadamente
10 Hz, que se deve a ativacado persistente da condutdncia do sédio (Bertolino e
Llinas,1992). Entretanto, em potenciais de membrana mais negativos que -60 mV,
potenciais de ag&do na frequéncia de 5 Hz sao disparados devido a de-inativagao (de-
inactivation) da condutancia do canal de calcio tipo-T. Enquanto, a atividade tdnica (10
Hz) foi correlacionada a vigilia, o disparo fasico (5 Hz) parece corresponder as ondas
lentas do sono. O disparo do tipo fasico € dependente da entrada de calcio por canais

tipo-T.

1.3 VARIEDADE DE CANAIS DE CALCIO VOLTAGEM-DEPENDENTES.

Como resultado destes e outros estudos, admite-se que as células
neuronais tenham uma grande variedade de canais de calcio voltagem-dependentes
que diferem na sua cinética, dependéncia de voltagem e caracteristicas farmacoldgicas
(Bean, 1989; Tsien et al., 1995; Todorovic e Lingle, 1998).

Estes canais s&o classificados segundo varios critérios. Porém, uma
classificagdo amplamente aceita € sua divisdo em canais de calcio ativados por alta

voltagem (HVA, high-voltage activated) ou baixa voltagem (LVA, low voltage-activated).

Os canais HVA foram subdivididos farmacologicamente em 5 tipos

(Speeding e Paoletti,1992; Kim et al., 1997), quais sejam:

1. Tipo-L ou de longa duragéao: sensivel as diidropiridinas (DHP).

2. Tipo N ou neuronal: sensivel a w-conotoxina (GVIA).

3. Tipo P (célula de Purkinje): sensivel a w-agatoxina (IVA).

4. Tipo Q: sensivel a w-conotoxina MVIIC, mas insensivel a DHP, w-conotoxina
GVIA e w-agatoxina IVA.

5. Tipo R ou resistente.

A seguir, descrevemos, sucintamente, as propriedades farmacolégicas dos

principais canais:



Canal tipo-L: Amplamente distribuido nos tecidos. E altamente sensivel a
DHPs, fenilalquilaminas (verapamil) e benzotiazepinas (diltiazem). E constituido de
varias subunidades conhecidas como a4, o2, B, vy, 6. A subunidade o¢ contém
importantes sitios de fosforilagdo e sitios de ligagdo para antagonistas do calcio. A
proteina tem 4 sequéncias repetidas, denominadas de S4 a S4, das quais a regido Ss é
0 sensor putativo de voltagem. A subunidade o4 lembra fortemente os canais de sddio.
De fato, algumas drogas que apresentam afinidade pelos canais de sddio, também se
ligam aos canais de calcio tipo-L (Speeding e Paoletti,1992). Ela também é a
subunidade responsavel tanto pelo sensor de voltagem, assim como pela fungédo de
poro do canal. Aparentemente, os sitios receptores para drogas classificadas como
antagonistas de calcio localizam-se nesta subunidade. O papel das demais
subunidades nao foi tdo bem elucidado como a a4, mas ao que tudo indica, elas

parecem modular a atividade desta subunidade (Singer et al., 1991).

Canal tipo-N: sua fungdo parece estar relacionada a liberagdo do
neurotransmissor (Miller, 1987; Hirning et al., 1988). Apesar de serem voltagem-
dependentes, a condutancia de calcio dos canais tipo-N € inibida pela ativagao dos

adrenoceptores a,. Portanto, parecem ser modulados por sistemas de 2° mensageiros.

Canal tipo-P: esta variedade de canal de calcio é responsavel pela maior
proporgdo de canais de calcio cerebrais (Speeding e Paoletti,1992) e talvez seja
responsavel pela liberagdo neurotransmissora em varias areas do cérebro (Hillman et
al., 1989). Esses canais tém como caracteristica eletrofisiolégica o fato de

apresentarem pouca inativagao. Os canais tipo-Q tém propriedades similares.

Canal tipo-R: é resistente as DHPs e w-conotoxina MVIIC (Tottene et al,
1996). Recentemente foi descoberta uma toxina, denominada SNX-482, proveniente do

veneno da aranha Hysterocrates gigas, que bloqueia este canal (IUPHAR, 2000).

Por sua vez, os canais LVA compreendem os canais tipo-T. Conforme
mencionamos, a existéncia de um canal de calcio de baixo limiar de disparo ou “low-
threshold”, foi proposta por Llinas e Yarom (1981) em neurdnios do nucleo olivar
inferior de cobaias. Em potenciais negativos de membrana, estes canais sdo ativados
por fraca despolarizagao, produzindo correntes transientes e inativando-se rapidamente

durante um pulso de longa duragéao.



Experimentos ‘patch-clamp’ do tipo ‘whole-cell em neurbnios do ganglio da
raiz dorsal de frangos e ratos (Bertolino e Llinas,1992) demonstraram que a corrente
tipo-T é ativada em cerca de -50mV, alcangando seu valor maximo entre -40 e -10mV.
Em potenciais mais positivos que -60mV o canal se encontra totalmente inativado. Esta
inativacao € abolida em potenciais bastante negativos, a medida que o potencial passa
de -60 a -100mV. A constante de tempo da fase de declinio € de aproximadamente 10

a 50 ms e a corrente € rapidamente inativada com a manutencéo da despolarizagao.

O potencial do canal de calcio tipo-T apresenta duracido de 20 a 25 ms, com
rapida ascensédo e lento declinio, gerando uma onda de negatividade extracelular que

indica sua localizagdo somatica.

Embora a corrente tipo-T de neurbénios do géanglio da raiz dorsal ter sido
uma das primeiras correntes descritas (Carbone e Lux, 1984), a estrutura deste canal e
sua descricdo farmacolégica continuam incompletas (Todorovic e Lingle, 1998). As
correntes de calcio tipo-T, foram observadas em grande variedade de tipos celulares
excitaveis como as células neurosecretoras e células do cortex e medula adrenal,
células justa-glomerulares e neurénios (Pitt, 1997). Seu papel no SNC parece estar
relacionado a regulagdo fisiolégica de varias propriedades neuronais, incluindo
oscilagao neuronal intrinseca e potenciais de baixo limiar (low-threshold spikes), tendo
ainda relacdo com a geragao de condi¢cdes patolégicas como as crises de auséncia
(Lee et al, 2002). De fato, Coulter et al. (1989 apud Todorovic e Lingle, 1998)
demonstraram que o antiepilético etossuximida reduz a corrente tipo-T nos neurdnios

taldmicos.

No cérebro do rato, Snutch et al. (1990) estimam que haja no minimo oito
transcricbes diferentes de canais de calcio. Em particular, Kim et al. (1997)
demonstraram que os neurdnios da MCPA contém canais de calcio de alto limiar do
tipo-L, N, P, Q e R. Mais importante para o presente estudo, demonstraram que os
efeitos celulares do DAMGO, um agonista de receptores opidides do tipo y, dependem
basicamente dos canais do tipo-N que, presumivelmente, estdo envolvidos na
exocitose. Os outros tipos de canais HVA poderiam, desta forma, exercer fungcbes nao
relacionadas a analgesia. De fato, estudos anteriores do nosso laboratério
demonstraram o envolvimento de canais de calcio do tipo-L no surgimento de
respostas de defesa produzidas por estimulagdo da MCPA dorsal (Schenberg et al.,

2000). Assim, as respostas de imobilidade, exoftalmia, corrida e saltos, mas néo
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mic¢ao e defecacao, produzidas por estimulacdo da MCPA dorsal, foram atenuadas
pela injecao local de verapamil, um bloqueador de canais de calcio tipo-L, ou CoCl; um

modulador competitivo ndo-seletivo dos canais de calcio (Schenberg et al., 2000).

Os canais de calcio também parecem ser importantes no desenvolvimento
encefalico. Mize et al. (2002) observaram que eles s&0 expressos nos primeiros quatro
dias pods-natais, podendo ser encontrados em varias estruturas das vias visuais, em
particular, CS, nucleo geniculado lateral e cértex visual. Possivelmente, contribuem no
desenvolvimento destas vias, bem como em suas fung¢des. Por outro lado, Wallace e
Stein (1997) demonstraram que a integragdo multissensorial no CS surge no mesmo
periodo. Como o CS participa da deteccédo visual de predadores (Blanchard et al.,
1981), podendo contribuir para respostas de ateng¢ao implicadas nos comportamentos
de defesa (Bittencourt et al. 2005), estes canais podem estar envolvidos nas respostas
de imobilidade e exoftalmia caracteristicas dos estados de hipervigilancia. De fato,
observacgdes nao publicadas de nosso laboratorio mostraram que a reacao de defesa
de ratos selvagens emerge no mesmo periodo de desenvolvimento dos canais de
calcio tipo-L (Povoa, 2003).

1.4 ANTAGONISTAS DOS CANAIS DE CALCIO

Os antagonistas do calcio constituem uma classe heterogénea de drogas,
diferindo na estrutura quimica e efeitos clinicos. Possuem trés classes principais: as
DHP (nifedipina, amlodipina, etc), benzotiazepinas (diltiazem) e as fenilalquilaminas
(verapamil). Os antagonistas do calcio de uso clinico produzem seus efeitos através do
bloqueio do canal tipo-L (Pitt, 1997). Contudo, ndo existem antagonistas para canais de
calcio tipo-T com poténcia e seletividade comparaveis aquelas das toxinas que
bloqueiam os canais tipo N ou P, ou das DHP para os canais tipo-L (Bean, 1989). Este
canal de calcio pode ser antagonizado pelo niquel em alguns tipos celulares e pelo
inseticida tetrametrim (Tsien et al, 1988; Bean, 1989; Mc Donough e Bean,1998). Nao
obstante, descobriu-se recentemente que a curtoxina (kurfoxin), uma toxina
proveniente do veneno do escorpiao, produz o bloqueio seletivo de algumas correntes
do tipo-T, mas também de correntes de sédio (Chuang et al, 1998; IUPHAR, 2000;
Sidach e Mintz, 2002; Lopez- Gonzalez et al, 2003).
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Embora parte do efeito de varios anticonvulsivantes e anestésicos gerais
pareca ser devido ao bloqueio de canais tipo-T, este bloqueio ndo é seletivo. Por
exemplo, o acido valpréico é um anticonvulsivante cujos efeitos primarios envolvem o
bloqueio da corrente de sddio (Van den Berg et al., 1993 apud Todorovic e Lingle,1998)
e da transmissao gabaérgica (MacDonald e MclLean, 1986 apud Todorovic e
Lingle,1998). Contudo, ele exerce um pequeno bloqueio da corrente tipo-T de
neurénios do ganglio nodoso de ratos (Kelly et al., 1990 apud Todorovic e Lingle,1998).
Os barbituratos, classe de drogas usadas tanto como anticonvulsivantes como
anestésicos hipnéticos, também bloqueia correntes tipo-T e facilitam a transmissao
gabaérgica. Contudo, o bloqueio de correntes tipo-T somente se expressa em
concentracdes bem superiores as observadas na clinica. Também foi demonstrado que
o anticonvulsivante fenitoina bloqueia correntes do tipo-T em neuroblastomas e em
neurdnios hipocampais (Todorovic e Lingle, 1998). Por fim, conforme mencionado, a
etossuximida é um anticonvulsivante de amplo uso nas crises de auséncia que parece
exercer um bloqueio relativamente mais seletivo dos canais do tipo-T de neurdnios
taldmicos (Coulter et al., 1989 a, b apud Todorovic e Lingle,1998). Por outro lado, é
interessante destacar que embora as doses reduzidas dos anticonvulsivantes fenitoina,
valproato e metil-fenil-succinimida (MPS) exer¢cam algum bloqueio da corrente tipo-T,
este bloqueio permanece incompleto mesmo em concentragdes elevadas (Todorovic e
Lingle, 1998).

Também existem evidéncias de bloqueio da corrente tipo-T por drogas
utilizadas em anestesia geral, como o propofol, etomidato e quetamina. Porém, é
improvavel que estes efeitos sejam responsaveis pelos seus efeitos clinicos. Também
foi demonstrado que o isoflurano, um anestésico inalatério amplamente utilizado,
bloqueia correntes tipo-T de células neonatais do ganglio da raiz dorsal (Takenoshito e
Steinbach, 1991 apud Todorovic e Lingle,1998) e em neurdnios hipocampais (Study,
1994 apud Todorovic e Lingle,1998). Estudos sugerem que 50% da corrente tipo-T
encontram-se bloqueadas nos neurbnios do ganglio da raiz dorsal na concentragdo
alveolar minima (CAM) de isoflurano, sugerindo que a indugdo anestésica com
isoflurano possa envolver alguns efeitos sobre a transmissdo aferente primaria
(Todorovic e Lingle, 1998). A CAM de halotano, um anestésico volatil estruturalmente
distinto do isoflurano, bloqueia 20% da corrente tipo-T de neurdnios do ganglio da raiz
dorsal de ratos. A maior poténcia do isoflurano em inibir as correntes tipo-T parece ser

um dos fatores responsaveis pela superioridade clinica deste anestésico, quais sejam,
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a maior poténcia anestésica, o maior relaxamento muscular e a inibicdo mais
acentuada dos potenciais evocados somatossensoriais e atividade

eletroencefalografica esponténea (Todorovic e Lingle, 1998).

O mibefradil (Posicor®), uma droga desenvolvida para o tratamento da
hipertensdo, € um antagonista de canais de calcio nao-diidropiridinico e de longa
duracao, que apresenta seletividade maior para os canais tipo-T. A seguir descrevemos

suas propriedades.

1.5 FARMACOLOGIA DO MIBEFRADIL

O mibefradil apresenta elementos estruturais das fenilalquilaminas
(verapamil) e benzimidazolinas (McDonough e Bean,1998). Sua denominacg&o quimica
€ diidrocloreto de (1S, 2S) -2 -[2 -[3 -(2 — benzimidazolil) propil] metilamina] etil] -6 —
fluor -1, 2, 3, 4-tetrahidro-1-isopropil-2-naftil methoxiacetato (Fig.1). Ele € um derivado

do tetralol com peso molecular 568,56.
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Figura 1: Férmula estrutural do mibefradil.

O mibefradil bloqueia os canais tipo-T com poténcia 5 a 15 vezes maior que
as outras variedades de canais de calcio (IUPHAR, 2000; Xi e Angus, 2001). Embora
ele ndo interaja com os receptores das DHP e ligar-se aos receptores fenilalquilaminas,
sua farmacocinética e efeitos cardiovasculares lembram estas drogas (Triggle, 1996).
Contudo, em humanos e preparagdoes de motoneurbnios espinhais de ratos, o
mibefradil também parece inibir canais tipo N, P ou Q (Viana et al., 1997; Meder et al.,

1997;., 1997; Meder et al., 1999 apud Xi e Angus, 2001). Porém, nas concentragdes de
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0,3 a 30 yM, nao foram observados efeitos sobre canais tipo-N em preparagdes de

nervos simpaticos de ratos e cobaias (Xi e Angus, 2001).

O mibefradil tem alta biodisponibilidade e lento inicio de acdo (Triggle,
1996). Atinge a concentrac&do plasmatica maxima em 24 horas e apresenta meia-vida
superior a 12 horas (ty,3 = 17-25 h). (Triggle, 1996; Welker et al., 1998). Sua ligagéo a
proteinas plasmaticas € superior a 99,5%, predominando a a1- glicoproteina acida. O
clearance nao parece ser afetado por raga, sexo, idade ou peso corporal (Welker et al.,
1998). No homem, a droga é completamente metabolizada por duas vias, quais sejam,
hidrolise e oxidagdo catalisadas por esterase e citocromo P450(CYP)3A4,
respectivamente. Consequentemente, menos de 3% da dose oral é excretada na urina
na forma intacta. Assim, a fung¢ao renal ndo altera sua farmacocinética (Welker et al.,
1998). A administracdo de doses orais multiplas (50 a 100 mg) esta associada a
inibicdo da via do CYP3A4, causando o aumento da meia-vida e da biodisponibilidade.
As inumeras interacbes medicamentosas que resultam destes efeitos levaram a

retirada da droga do mercado (Welker et al., 1998).

Todorovic e Lingle (1998) afirmam que os efeitos clinicos do mibefradil sdo
predominantemente periféricos, visto que ele n&o penetra a barreira hematoencefalica
in vivo. De fato, a despeito do comprovado efeito do mibefradil de bloqueio dos canais
de calcio neuronais in vitro, Viana et al. (1997) relatou que os unicos efeitos centrais

da administragao periférica do mibefradil sdo tonteiras leves ou cefaléia.

Nao obstante, apesar de inapropriado como medicamento, o mibefradil é
uma importante ferramenta para a investigacéo das fungdes dos canais de calcio tipo-
T.

1.6 DETERMINANTES AMBIENTAIS E NEURAIS DA HIERARQUIA DAS
RESPOSTAS DE DEFESA DE RATOS

O repertério de defesa dos ratos selvagens depende tanto da distancia presa-
predador quanto da disponibilidade de fuga. Na impossibilidade de fuga, os ratos
apresentam a resposta de congelamento (imobilidade e exoftalmia) quando o predador
encontra-se a 2,5 m de distancia, ameacas (guinchos, exposi¢cao das presas) a 1 m de

distancia e ataques com saltos dirigidos ao predador na iminéncia do contato fisico, ou
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seja, em distancias inferiores a 0,5 m. Quando ha uma via de escape, os ratos nao
congelam. Ao contrario, fogem quando o predador encontra-se a 2,5 m de distancia, e

apresentam ameacas e saltos na iminéncia da captura (Blanchard et al., 1990) (Fig. 2).
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Figura 2: Hierarquia das respostas de defesa do rato selvagem em fungéo da distancia
entre presa e predador e da possibilidade de fuga (redesenhado de Blanchard et al.,
1990).

Embora os ratos albinos raramente ataquem o experimentador, as
respostas de defesa eliciadas pela estimulacdo da MCPA assemelham-se aquelas do
rato selvagem na auséncia de uma via de escape (Sudré et al., 1993; Bittencourt et al.,
2004, 2005). De fato, tanto a estimulagao elétrica quanto quimica da MCPA produz os
comportamentos de congelamento (imobilidade e exoftalmia) e fuga (trote e galope)
com estimulos progressivamente maiores, reproduzindo as respostas da presa a
aproximagao gradual do predador. Nas intensidades mais elevadas os ratos também
apresentam saltos ‘de fuga’, uma vez que sao dirigidos a borda da arena. Estes saltos
podem ser interpretados como um vestigio ‘domesticado’ dos saltos de ataque do rato
selvagem. Sudré et al. (1993) também demonstraram que a hierarquia destas
respostas desaparece quando os estimulos sdo apresentados de forma abrupta e

aleatdria. Nesta condicdo, as respostas de imobilidade, corrida (galope ou trote) e
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saltos tém a mesma probabilidade de ocorréncia. Este repertério nao-hierarquico €

similar aquele das presas surpreendidas por uma emboscada (Sudré et al., 1993).

Sudré et al. (1993) sugeriram que o repertdrio hierarquico da estimulagao
da MCPA com intensidades crescentes era devido as correntes de potassio (Kg)
ativadas pela entrada de calcio nos estimulos anteriores de menor intensidade. Assim,
os limiares crescentes de imobilidade, corrida e saltos seriam devidos aos potenciais
de pos-hiperpolarizagdo (AHP) dependentes da saida de potassio. Diferentemente, na
estimulacdo da MCPA com estimulos isolados aplicados em intervalos de 24h, nao
haveria a ativagcao preliminar das correntes de calcio, rompendo a hierarquia e
simulando as respostas dos ratos a um ataque de emboscada. Contudo, este modelo
nao explica porque as respostas de congelamento (exoftalmia e imobilidade) s&o as

respostas de menor limiar.

As propriedades eletrofisiolégicas dos neurénios da MCPA foram pouco
estudadas, bem como a participagao do calcio no controle destes fenébmenos. Porém,
evidéncias de experimentos in vitro sugerem que a atividade dos neurénios da MCPA
tenha alta dependéncia do calcio extracelular (Sanchéz et al, 1988). Visto que os
canais de caélcio voltagem-dependentes exercem um importante papel na modulagao
da atividade neural de varias areas do SNC (Llinas e Yarom, 1981), as diversas
respostas da reacao de defesa do rato poderiam ser controladas pela atividade de tipos
diferentes de canais de calcio dos neurénios pds-sinapticos. De fato, Schenberg et al.
(2000) verificaram a participacao diferencial dos canais de calcio tipo-L na produgéo
das respostas de defesa produzidas por estimulagdo da MCPA. Demonstraram, assim,
que o verapamil e CoCly, respectivamente, um antagonista e um modulador de canais
de calcio, bloqueiam todas as respostas de defesa, exceto a defecacdo e a micgédo. No
entanto, estas drogas produziram a atenuagao indiscriminada das respostas de
exoftalmia, imobilidade, corrida (trote e/ou galope) e saltos. Espera-se, por outro lado,
que as menores intensidades associadas as respostas de exoftalmia e imobilidade
ativem, primeiramente, as correntes de calcio de baixo limiar que sdo operadas por

canais tipo-T em potenciais préximos ou inferiores aos potenciais de repouso.

Portanto, o presente estudo investigou o papel dos canais de calcio tipo-

T na génese das respostas de defesa do rato produzidas por estimulagédo da MCPA.
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2 OBJETIVOS
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O presente estudo teve como objetivo analisar o papel dos canais de
calcio tipo-T nos limiares das respostas de defesa induzidas por estimulagao da MCPA.
Para isto, foi utilizado o mibefradil, um antagonista seletivo de canais de calcio tipo-T,
e seus efeitos sobre estes limiares foram examinados por meio da analise logistica de
limiares (Schenberg et al., 1990; Bittencourt et al., 2004, 2005).
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3 MATERIAL E METODOS
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3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos albinos Wistar (Rattus norvegicus albinus), machos,
pesando 290 + 20 g, fornecidos pelo biotério do Programa de Pé6s-Graduagdo em
Ciéncias Fisiolégicas, da Universidade Federal do Espirito Santo. Os animais eram
mantidos em gaiolas individuais com paredes de vidro (25 x 15 x 30 cm) e assoalho
coberto com jornal e maravalha. Os ratos tinham livre acesso a agua e comida e eram
mantidos em ambiente com ciclo de iluminagcdo de 12 h (luzes acesas as 6:00 h) e
temperatura controlada (20-25°C). Dos 72 animais utilizados, 20 foram incluidos na
analise estatistica pois tiveram os eletrodos localizados nas areas de interesse deste

trabalho.

3.2 QUIMITRODO

Os quimitrodos eram confeccionados com uma canula-guia de acgo
inoxidavel de 600 um de diametro externo e 11 mm de comprimento, a qual era colado
um fio de ago inoxidavel (Califérnia Fine Wire Company, Grover City, EUA) de 250 um
de didmetro externo e 5 mm de comprimento, isolado em toda extensdo exceto na
secado transversal de sua extremidade. A canula-guia, que servia de eletrodo
indiferente, e o eletrodo, eram soldados a um soquete de circuito integrado (Cellis,
BCPT), permitindo a fixacdo deste na protese de acrilico e posterior conexado ao cabo

de estimulagéo elétrica, ou a agulha de microinfus&o da droga (Fig. 3).
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Figura 3: Quimitrodo, agulha de injecdo e cabo de estimulagdo. O painel
superior mostra o quimitrodo e a agulha de injecdo separada (esquerda) e
acoplados (direita). Note-se que a agulha e o eletrodo atingem pontos
contiguos. Somente a regido delimitada pelas setas menores é introduzida no
cérebro do rato. Os ganchos de aco inoxidavel servem para fixar a agulha de
injecdo ao quimitrodo por meio de pequenos elasticos e ganchos similares
ancorados a protese cirurgica.
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3.3 CIRURGIA ESTEREOTAXICA

Os animais eram anestesiados com hidrato de cloral (0,4 g/kg, IP) e fixados
em aparelho estereotaxico (ICB-USP, Brasil), com bregma e o lambda situados no
mesmo plano horizontal.

Apos a tricotomia da parte superior da cabeca, era feita a assepsia com
alcool a 70% e infiltragdo subcutanea da area exposta com 0,2 ml de solugdo de
cloridato de Lidocaina 1% com adrenalina a 1:200.000. A calota craniana era exposta
através da remog¢ao de um segmento oval de pele e tecido subcutdneo com
aproximadamente 10 mm de didmetro, na altura da sutura lambdodide.

Apos a superficie 6ssea estar completamente seca, eram feitos 5 orificios na
calota craniana com o auxilio de uma broca odontolégica, na parte anterior e posterior
de cada osso parietal e o ultimo na linha mediana , no osso occipital, nas quais eram
inseridos 5 parafusos, que auxiliavam na fixagao de protese. (Fig.4 A)

A seguir, o centro do campo cirurgico era desgastado com a broca
odontoldgica adiamantada (KG Sorensen 1016) até permitir a completa remog¢ao do
0SSO com o auxilio de uma pinga.

O quimitrodo era entdo introduzido verticalmente através do orificio e
implantado 0,4 mm lateral ao lambda e introduzidos a profundidade de 4,8 mm a partir
da superficie do seio venoso.(Figs.4 B e C)

ApoOs a hemostasia do campo cirurgico, recobria-se a superficie craniana
com resina acrilica autopolimerizavel de secagem rapida (Jet®, SP, Brasil) para
ancoragem do quimitrodo, permitindo que a resina aderisse as bordas do campo
cirargico para evitar a entrada de microorganismos.

O quimitrodo era protegido por um cilindro de plastico com 10 mm de altura e
diametro. Dois ganchos de aco inoxidavel eram presos neste cilindro para facilitar a

conexao do cabo de estimulagdo ao quimitrodo.(Fig. 4D)
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Figura 4. Sequéncia dos procedimentos cirurgicos: A) exposi¢cdo da calota craniana ao
nivel do lambda e fixagao dos parafusos, B) trepanagéo e aproximagao do quimitrodo,
C) insercdo do quimitrodo, D) fixagdo com acrilico autopolimerizavel da prétese e
protetor, bem como dos ganchos de conex&o ao cabo de estimulagéo.

Um mandril de ago inoxidavel, do mesmo comprimento da canula, evitava

sua obstrucao.

No final da cirurgia aplicava-se penicilina-G-benzatina (24.000 Ul, IM) e
alojava-se o animal em uma gaiola aquecida para evitar hipotermia até que o mesmo

se recuperasse da anestesia.

Cinco dias ap0ds a cirurgia, os animais eram submetidos as sessoées de EIC.
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3.4 EQUIPAMENTOS

O registro comportamental era feito com a observagado dos animais em uma
arena cilindrica de acrilico transparente com 50 cm de altura e diametro.

Os animais eram estimulados com pulsos senoidais (60 Hz, CA) gerados por
um estimulador de corrente alternada (Marseillan, 1977). A intensidade dos pulsos era
aumentada em passos de 5 pA em intervalos de trés minutos, até o limite maximo de
70 pA. Os estimulos eram aplicados através de um cabo flexivel (Fig. 3) acoplado a um
conector giratério de mercurio € monitorados através de um osciloscépio (V-121
Hitachi-Denshi, Malasia).

Os experimentos eram realizados em sala com atenuacido acustica e com

temperatura ambiente em 25° C.

3.5 REGISTROS COMPORTAMENTAIS

Os itens comportamentais foram registrados de modo binario, isto €, se
foram emitidos ou nao, durante os 30 s de EIC, ndo importando laténcia ou o numero
de vezes que ocorria durante este periodo, para cada animal. Somente a resposta
limiar de cada item comportamental, ou seja, a resposta observada com a menor
intensidade de estimulagao foi utilizada para analise. A frequéncia acumulada das
respostas limiares em fung¢ao da intensidade de estimulacdo foi computada para o

ajuste das fungdes logisticas.

3.5.1 Etograma do Rato
As respostas de defesa do rato a EIC foram registradas diretamente pela

experimentadora segundo um etograma elaborado previamente, conforme se segue:

Dormir — Postura horizontal com olhos fechados e sem atividade olfativa, e
com relaxamento muscular indicado pelo rebaixamento do tronco,

cabeca e pescoco e pela flexdo dos membros.

Repouso — Postura horizontal com olhos abertos ou semi-abertos, atividade
olfativa reduzida e relaxamento muscular indicado pelo
rebaixamento do tronco e pela flexdo dos membros, e/ou
rebaixamento da cabecga e pescog¢o. Com a cabecga erguida o rato

assume uma “postura de esfinge”.



Olfacao — Jorros de atividade olfativa indicada pelo movimento do focinho e
vibrissas.
Esquadrinhar — Exploragao visuo-motora do ambiente caracterizada por

movimentos laterais da cabecga, geralmente, acompanhados de

olfacao.

Autolimpeza — Postura ereta sobre as patas posteriores flexionadas (“rato
sentado”), acompanhada da manipulagao repetitiva e seqtiencial
dos pélos da cabeca, tronco e genitalias, usando as patas

dianteiras ou a boca.
Levantar — Postura ereta com extensao das patas posteriores.

Marcha — Locomocao lenta do animal com movimentos de apoio e balango

em oposigao de fase das patas contralaterais.

Imobilidade Tensa— Cessar brusco de todos os movimentos, exceto da respiragao,
frequentemente acompanhado, da extens&o dos membros,
elevacédo do tronco, orelhas e pescoco e, as vezes, da cauda,
indicando o aumento do ténus muscular. O cessar brusco das

atividades podia resultar em posturas anémalas.

Trote — Locomogao rapida do animal ao longo do perimetro da arena

(peritaxia) mantendo o padrdo da marcha.

Galope — Locomogao muito rapida ao longo do perimetro da arena,
alternando movimentos de apoio e projecédo dos membros

anteriores e posteriores.
Saltos — Impulso vertical ou obliquo em direcédo a borda da arena.

Exoftalmia — Abertura maxima dos olhos que assume a forma esférica e cor

brilhante, presumivelmente, devida a uma maior entrada de luz.
Defecagao — Eliminagao de fezes.

Miccao — Eliminacao de urina.

24
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3.6 DROGAS

O di-hidrocloreto de mibefradil (Posicor®) foi gentilmente doado pelos
Laboratorios Roche da Suiga. Como anestésico, utilizamos o hidrato de cloral (Reagen,
Brasil). O mibefradil foi dissolvido em soluc¢édo salina (NaCl 0,9%) na concentragcéo de
18,7 mM.

3.7 PROCEDIMENTO ESPECIFICO.

Os animais foram submetidos a 4 sessdes de estimulacido em intervalos de
24 h, quais sejam: 1) sessao de triagem, 2) sessdo 10 min apdés a administracdo de
mibefradil, 3) sessdo 24 h apds a administragao de mibefradil e 4) sess&o 48 h apos a

administragcao de mibefradil.

Cinco dias apdés a cirurgia, os animais (n=20) foram conectados ao cabo de
estimulacao e colocados na arena. Apds um periodo de 10 a 15 minutos de habituagao
ao novo ambiente, os ratos eram estimulados com estimulos sequenciais com 30 seg
de duragdo em intervalos regulares de 3 min. A intensidade de cada estimulo era
aumentada em passos de 5 ys até que o rato apresentasse a resposta de fuga.
Somente os ratos que apresentaram as respostas de defesa com intensidades
inferiores a 50 YA na sessao de triagem foram selecionados para o tratamento com
mibefradil. Através de injegdes intracranianas, 24 horas apos a sessao de triagem, o
mibefradil a 18,7 mM foi administrado num volume de 400nL (7,5 nanomoles) ao longo
de 8 min (50 nL/min), utilizando-se uma microseringa de 1,0 ul (Hamilton 7001 H,
Reno, EUA) e uma bomba de microinjecdo (Harvard 906, Dover, EUA) (fig.5). A
microseringa foi acoplada a um tubo de polietileno (PE -10, Clay Adams, EUA) em cuja
extremidade fixou-se uma agulha odontoldgica de 0,3 mm de didmetro externo e com

comprimento igual ao do eletrodo.
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Figura 5. Bomba de microinjecédo (Harvard 906, Dover, EUA).

Para impedir o refluxo da solugdo injetada, um pequeno cilindro de
polietileno ajustava a agulha firmemente a canula-guia. Em seguida, os animais eram
conectados ao cabo de estimulacédo e colocados na arena. Apds periodo de 10 a 15
min de adaptacéo ao ambiente, iniciava-se a estimulagdo seguindo o mesmo padrao da

sessao triagem.

ApOs 24 e 48 horas os animais foram novamente estimulados com a

finalidade de se verificar a resposta do mibefradil e sua duracéo.

3.8 ANALISE HISTOLOGICA

Ao término dos experimentos, os animais eram perfundidos por método
gravimétrico para analise histologica dos cérebros. Apds a exposigao do coragéo e da
ligadura da aorta descendente, introduzia-se uma agulha no ventriculo esquerdo do
rato. A agulha estava conectada a 2 frascos, contendo salina (NaCl 0,9 %) ou solugéo
de formaldeido (10%), situados 1,5 m acima do rato. O atrio direito era entao
seccionado e a preparagao era sequencialmente perfundida com 100 mL salina e 100

mL de formaldeido. Os ratos eram decapitados e suas cabecas mantidas em
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formaldeido (10%) por, pelo menos, 3 dias. Em seguida, os cérebros eram retirados da
caixa craniana e colocados em solu¢do de formaldeido 10% (pH 7,6) por um periodo

de, pelo menos, 4 dias.

Os cérebros eram preparados em blocos da regido mesencefalica que eram
posicionados em um micrétomo de congelamento (Ernst Leitz, Wetzlar, Germany) e
seccionados em cortes de 60 um de espessura. Os cortes eram montados em laminas
previamente gelatinizadas e submetidos a secagem em estufa de baixa temperatura
(38 °C). Em seguida, os cortes eram corados com vermelho neutro (Sigma, EUA) e
montava-se as laminas com DPX (Aldrich Chemical Company, EUA). Os sitios
estimulados eram identificados com o auxilio de uma cédmera lucida de projegéao e
registrados em diagramas coronais do atlas do cérebro de rato de Paxinos e Watson
(1986).

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos ratos cujos eletrodos localizaram-se nas colunas dorsais,
na coluna lateral da MCPA e camadas adjacentes do coliculo superior foram
submetidos a analise estatistica. As curvas de probabilidade de resposta foram obtidas
por ajuste logistico das frequéncias acumuladas de resposta em funcdo do logaritmo

das intensidades de corrente, freqiéncia ou volume, de acordo com o modelo,
P(yilxj) = [1+exp-(ay+Bix;)]”
onde P é a probabilidade esperada da resposta y; para um dado estimulo Xj, o; € 0

intercepto e P a inclinagdo da jésima curva intensidade-resposta (sessdes dos dias 1 —
4).

Efeitos significantes do estimulo foram avaliados pelo chi-quadrado de Wald
(x?w = [B/e.p.]?), onde e.p. é o erro padrdo de f;. As curvas intensidade-resposta foram
parametrizadas por meio de variaveis indicadoras (0 e 1) e comparadas através de
testes de coincidéncia por razao de verossimilhangas, para locagao ou paralelismo das
regressoes. As regressdes foram comparadas pela diferenca dos desvios de
verossimilhanga do modelo completo (k parametros) e dos respectivos modelos
reduzidos (k-r parametros), proporcionando valores de y2 com r graus de liberdade
(x%). Os y? dos testes gerais de locacao e paralelismo (6 e 3 g.l., respectivamente),

assim como o x? de Wald, foram considerados significantes ao nivel de 5%. Os y? dos
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testes pareados de locagao e paralelismo (1 g.l.) foram considerados significantes ao
nivel de 5% segundo o critério de Bonferroni (p=0,008 para a comparagao de 4 curvas
de limiares). O ajuste por maxima verossimilhanca foi realizado pelo procedimento
“Logistic” do programa SAS (SAS®, Cary, EUA). A intensidade mediana (lsg) assim
como seu erro padrao (e.p.) e o respectivo intervalo de confianga (I.C. 95%) foram

computados pelas formulas que se seguem,
Log(lso) = -a/B
lso = 10°P
s.e.{Log (Iso)} = {[Var(a)-2(a/B)Cov(aw B)*+(a/B)2Var(B))/pz"
s.e.(lso) = Isofs.e.[Log(lso)]}
1.C. 95% (Iso) = +1,96{s.e.(Is0)}

Onde as variancias (Var) e covariancias (Cov) dos parametros foram obtidas
pela matriz estimada de covariancia do procedimento Logistic. A descrigdo detalhada

destes métodos pode ser encontrada em Collett (1991).
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4 RESULTADOS
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Os eletrodos dos ratos cuja estimulagdo na sessado de triagem induziu a
reacao de defesa com intensidades inferiores a 50 pA localizaram-se majoritariamente
na MCPA (75%) (Fig.6). Em adicdo, 4 eletrodos (20%) localizaram-se nas camadas
profundas do CS e apenas um na camada intermediaria do CS (5%). Dentre os 15
eletrodos localizados na MCPA, a maior parte localizou-se na MCPAdm (40%) e
MCPAdI (47%), e apenas 2 (13%) na MCPAI. Por fim, a maioria dos eletrodos da
MCPA (67%) localizou-se no tergo intermediario desta estrutura (-7,04 a -7,8 mm

posterior ao bregma), 2 no tergo rostral (13%) e 3 no caudal (20%).

Exceto pela resposta de defecacdo na sessdao com administracdo de
mibefradil, todas as respostas apresentaram regressdes estatisticamente significantes
(P<0,05) (Figs.7-8).

Nao foram observadas diferencas significantes de paralelismo em relagao a
sessao triagem (Fig.7, Tab.1). Contudo, a administracdo aguda de mibefradil causou
um aumento acentuado dos limiares das respostas de defesa em relagcdo aqueles da
sessdo triagem (Figs.7-9). Dentre as respostas somaticas, o maior aumento foi
observado para os limiares de imobilidade (Al50=95%; %?=85,7; g...=1; P<0,0001). Nao
obstante, aumentos acentuados também foram observados para as respostas de trote
(Alsp=68%; x*=17,9; g.1.=1; P<0,0001), galope (Also=43%; x*=17,3; g..=1; P<0,0001) e
salto (Alsp=38%; ¥?=20,9; g.l.=1; P<0,0001). Por outro lado, dentre as respostas
autonbmicas, a defecagdo foi virtualmente abolida, ndo apresentando ajuste
significante da regressao logistica (Fig.7). O mibefradil também causou aumentos
acentuados dos limiares de micgdo (Alsp=115%; %°=20,9; g.l.=1; P<0,0001) e
exoftalmia (Als;=39%; 3?=26,0; g.l.=1; P<0,0001).

Aumentos significantes dos limiares ainda foram observados um dia apds a
administracdo de mibefradil para as respostas de imobilidade (Al50=24%; x2=‘|3,2;
g.l.=1; P<0,001), exoftalmia (Al5=22%; x*=10,9; g.l.=1; P<0,001) e, em menor grau,
miccdo (Also=17%; %*=8,6; g.l.=1; P<0,005). Os limiares retornaram aos valores basais

48h apos a administracdo de mibefradil (Figs.7,9).
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Figura 6. Sitios de estimulagao dos ratos tratados com mibefradil (N = 20). Os numeros
indicam as coordenadas antero-posteriores em relagdo ao bregma (mm),— 6,80 no
terco rostral, de -7,04 a -7,80 no tergo intermediario e a -8.00 no ter¢o caudal.
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Tabela 1. Efeitos do mibefradil sobre os parametros das curvas intensidade-resposta
dos comportamentos de defesa produzidos por estimulacdo elétrica da matéria
cinzenta periaquedutal. lsp — mediana, Bmax — inclinagéo da curva dose-resposta em
Iso. * P<0,05, valores significativamente diferentes da sesséao triagem.

Resposta Sessao I50xEP (pA) BmaxtEP
Exoftalmia Triagem 31,7 + 0,2 252 + 0,34
Mibefradil 44,3 + 0,0 1,70 £ 0,25
+24h 38,7 + 0,2* 1,70 + 0,24
+48h 30,9 + 0,2 293 £+ 0,36
Imobilizagao Triagem 37,3 + 0,2 2,47 + 0,32
Mibefradil 72,8 + 2,2* 1,64 = 0,33
+24h 46,2 + 0,00 2,00 = 0,28
+48h 37,0 + 0,2 263 £ 0,34
Trote Triagem 514 + 0,2 1,95 =+ 0,31
Mibefradil 86,6 + 6,1* 1,14 * 0,35
+24h 664 + 21 1,27 = 0,32
+48h 527 + 0,2 1,81 =+ 0,38
Galope Triagem 551 + 0,3 214 + 0,37
Mibefradil 78,9 + 3,5* 1,71 + 0,48
+24h 72,3 + 3,0 1,37 = 0,40
+48h 53,8 + 2,0 253 + 0,44
Salto Triagem 583 + 0,5 2,34 + 0,40
Mibefradil 80,4 + 3,4 2,10 = 0,57
+24h 79,7 + 47 1,25 + 0,41
+48h 61,7 + 0,8 217 = 0,51
Miccao Triagem 56,9 + 0,7 1,55 =+ 0,29
Mibefradil 122,1 + 15,1 0,94 + 0,29
+24h 66,6 + 1,3 2,27 £ 0,55
+48h 60,0 + 0,7 1,90 + 0,48
Defecagéao Triagem 951 + 10,0 0,75 = 0,25
Mibefradil - --
+24h 75,7 + 31 1,63 = 0,45
+48h 64,1 + 1,1 1,94 + 0,43




N
o

33

o

Probabilidade de Resposta (rsp/n)
o
(&)

= -24h * Mibefradil +24h v +48h
Imobilidade Exoftalmia_ Defecacao Miccéo
.
o ’b
/ Vo
/d e, |
K . [ ,0
e 1, ] 060
e u/. g X
] o | ° ‘®
O .e® ... v
10 30 70 10 30 70 10 30 70
10 Trote Galope Salto
n
0,5 , s
[ ]
\4 4 n
K o
'AI/'. ’
wAse
nfee
v
/v
) ° ®
10 30 70 10 30 70 10 30 70

Intensidade (uA)

Figura 7. Efeitos do mibefradil sobre os limiares das respostas de defesa induzidas por
estimulacdo da matéria cinzenta periaquedutal. As curvas
representam as fungdes de distribuicdo de probabilidade das sessbdes triagem (-24h),
10 min apds a administracdo de mibefradil (mibefradil) e nos dois dias subsequentes
(+24h e +48h) ajustadas segundo o modelo logistico. rsp — niumero de animais que
apresentaram a resposta, n — numero total de ratos estimulados. As linhas tracejadas
indicam as diferencas significantes em relacdo a sessao triagem (teste do y? da raz&o
de verossimilhangas, critério de Bonferroni).

intensidade-resposta
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—— -24h — Mibefradil +24h +48h
Imobilidade Exoftalmia Defecagéao Miccéao

10 30 70
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Figura 8. Efeitos do mibefradil sobre a distribuigdo dos limiares (fun¢cdes de densidade
de probabilidade) das respostas de defesa induzidas por estimulagcdo da matéria
cinzenta periaquedutal. As linhas tracejadas indicam as diferengas significantes em
relacdo a sessdo triagem (teste do % da razdo de verossimilhancas, critério de
Bonferroni). Outros detalhes como na Fig.7.
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Figura 9. Intervalos de confianga (1.C.95%) dos efeitos do mibefradil sobre os limiares
das respostas de defesa induzidas por estimulagdo da matéria cinzenta periaquedutal.
Os 1.C.95% estao representados pelas barras horizontais. As linhas conectam os
valores medianos (Isp) dos limiares. Os 1C95% vermelhos indicam distribuigcdes
estatisticamente diferentes da sessdo triagem. # mediana n&o estimavel devido a
auséncia de ajuste logistico.
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5 DISCUSSAO
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A reacao de defesa de ratos, tanto natural quanto induzida por estimulagao
da MCPA, é composta por um conjunto heterogéneo de respostas somaticas e
autonémicas. Embora este fato seja conhecido desde os estudos pioneiros de Hess e
colaboradores de meados do século passado (Hess e Brugger, 1943; Hess, 1954), os
mecanismos subjacentes a cada resposta, bem como a sua organizagao temporal
(hierarquia), ainda nao foram esclarecidos. Possivelmente, as dificuldades de registro e
quantificacdo destas respostas foram os principais impedimentos para a consecugao
desta tarefa. Em vista destes fatos, elas passaram a serem genericamente
denominadas de ‘reagcdo de defesa’, desconsiderando-se 0s mecanismos de sua
produgao, individualmente. Nao por acaso, a maioria dos estudos sobre a reacdo de
defesa induzida por estimulagdo intracraniana € apenas qualitativa ou, no maximo,
semiquantitativa. Tal como foi demonstrado em estudos anteriores (Sudré et al., 1993;
Schenberg et al., 1998; Bittencourt et al., 2004, 2005), a estimulacdo da MCPA e
camadas profundas do CS com pulsos senoidais de intensidades crescentes eliciou as
respostas de exoftalmia, imobilidade, mic¢ao, defecacéo, trote, galope e salto em forma
sequencial. Este repertdrio reproduz a hierarquia natural do repertério de defesa do
rato selvagem (Blanchard et al., 1981). No presente estudo utilizamos um método
original para a quantificagdo destas respostas, a analise logistica de limiares
(Schenberg et al., 1990). De posse deste método, avaliamos os efeitos do mibefradil,
um bloqueador seletivo de canais de calcio tipo-T, sobre as respostas de defesa

induzidas pela estimulacao do teto do mesencéfalo.

Por outro lado, os canais de calcio voltagem-dependentes exercem um papel
fundamental na determinagcdo do padrdo de disparo neuronal. Embora estes
mecanismos tenham sido relacionados aos ritmos de disparo de neurdnios talamicos
durante o ciclo sono-vigilia (Steriade e Llinas, 1988), ou aos ritmos de disparo da oliva
inferior (Llinas e Yarom, 1981), é possivel que eles também tenham amplas fun¢des no
SNC. O presente estudo baseou-se na possibilidade de que as varias respostas da
reacao de defesa possam exprimir padrdes distintos de disparo neuronal, nos quais os
canais de calcio desempenhariam um papel fundamental. Em particular, estudos
anteriores de nosso laboratério ja haviam mostrado que bloqueio do canal de calcio
tipo-L atenua todas as respostas de defesa, exceto a defecagao e a micgao (Schenberg
et al., 2000). Contudo, enquanto os limiares da reagdo de defesa retornaram aos
valores basais apds o bloqueio destes canais pelo verapamil, o cloreto de cobalto, um

modulador competitivo dos canais de calcio, causou o aumento permanente dos
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limiares, sugerindo a morte celular (Schenberg et al., 2000). De fato, existem
evidéncias de que o niquel, um cation que também exerce modulacdo competitiva dos
canais de calcio, provoque a morte celular por inibicdo intracelular da captagao
mitocondrial de calcio (Taylor e Broad, 1998). Notavelmente, o cloreto de cobalto
apenas teve efeitos permanentes sobre os limiares das respostas de defesa que foram
atenuadas pela sua administracdo (Schenberg et al., 2000). Ou seja, os aumentos
permanentes dos limiares ndo foram observados para a micgdo e defecacado, que nao
sofreram atenuacao pelos bloqueadores de canais tipo-L. Estes resultados sugerem a
necessidade da entrada do cobalto para a produgao dos efeitos toxicos, possivelmente,
pelo bloqueio da captagdo mitocondrial de calcio. Em contraste, nem o verapamil
(Schenberg et al., 2000), nem o mibefradil tiveram efeitos téxicos, havendo o retorno
dos limiares aos niveis pré-droga 48 h apdos a administragdo de ambos os
bloqueadores. Nao obstante, parte dos efeitos do mibefradil persistiu por mais de 24 h,
corroborando o curso prolongado de agao deste bloqueador que se inicia lentamente e
atinge concentracéo plasmatica maxima em 24 horas, apresentando meia-vida entre 17
e 25 h (Triggle, 1996; Welker et al., 1998). Contudo, estes efeitos prolongados somente
foram observados para imobilidade, exoftalmia e, em menor grau, micg¢ao, indicando
um papel relativamente mais importante destes canais no controle destas respostas.
Presumivelmente, o sistema de defesa encontra-se totalmente inibido na
auséncia de estimulos ameacadores. Esta inibicdo deve-se a inibicdo tdnica de
interneurénios gabaérgicos do sistema de defesa. De fato, as respostas de defesa sao
deflagradas pela administragdo de bicuculina, um antagonista competitivo do receptor
GABA-A, sugerindo a natureza ténica da atividade gabaérgica (Brand&o et al., 1982;
Schenberg et al., 1983). E igualmente plausivel que em condigdes naturais, a visdo
e/ou odor do predador revertam a inibicdo gabaérgica mediante a liberagdo de
neurotransmissores excitatérios (glutamato, peptideos, etc), tal como indicam os
estudos com administracao local de aminoacidos excitatorios (Carrive,1993; Bittencourt
et al., 2004, 2005). Contudo, além de promover a liberagdo de neurotransmissores, 0s
estimulos elétricos ou quimicos produzem a despolarizagao direta dos neurbnios da
MCPA. Como os limiares das respostas de imobilidade e exoftalmia sao
consistentemente inferiores aos das demais respostas de defesa, e como os canais de
calcio tipo-T operam em niveis proximos ou inferiores ao potencial de repouso,
esperava-se que o bloqueio destes canais tivesse uma acao predominante sobre os

limiares destas respostas. De fato, embora o mibefradil tenha produzido o aumento
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indiscriminado dos limiares de todas as respostas de defesa, os limiares de exoftalmia
e imobilidade permaneceram elevados 24 h apds administragdo da droga. A atenuagao
indiscriminada das respostas de defesa apds a administragdo aguda do mibefradil pode
ser devida a seletividade parcial deste bloqueador, que também apresenta agao
significante em canais tipo-L e acbes de menor importancia nos canais tipo-N, P e Q.
Porém, nas concentragdes de 0,3 a 30 uM, ndo foram observados efeitos sobre canais
tipo-N em preparagdes de nervos simpaticos de ratos e cobaias (Xi e Angus, 2001).
Adicionalmente, Viana et al. (1997) demonstraram em culturas de motoneurénios de
ratos que todas as correntes de calcio sdo inibidas em concentragdes micromolares do
mibefradil, com pequenas diferencas de poténcia para os diferentes tipos de canais.
Estes efeitos inibitérios foram rapidos, reversiveis e concentracdo-dependentes. Por
outro lado, a poténcia e o curso temporal dos efeitos inibitérios do mibefradil em
motoneurdnios foram comparaveis aos observados em subunidades-a clonadas,
sugerindo a semelhancga estrutural destes canais com os canais nativos (Viana et al.,
1997). Entretanto, Todorovic e Lingle (1998) ressaltaram que o bloqueio dos canais
tipo-T por mibefradil é revertido apenas parcialmente nas preparacdes in vitro, de forma
similar ao que ocorre com canais clonados (Bezprozvanny e Tsien, 1995). A reversao
parcial do bloqueio pode explicar o curso prolongado de agao deste bloqueador.

As acodes prolongadas do mibefradil foram comprovadas num ensaio prévio,
no qual 10 ratos foram administrados com o bloqueador na concentracéo de 37,4 mM
(15 nanomoles), ou seja, o dobro da dose utilizada no grupo de ratos aproveitado para
este estudo. Nesta dose obtivemos o bloqueio total de todas as respostas de defesa
por mais de 72 horas. Contudo, no presente estudo, a permanéncia dos limiares
elevados para exoftalmia e, principalmente, imobilidade, 24 h apés a administragéo do
mibefradil, sugere a atenuacgao seletiva destas respostas apds a eliminagao parcial da
droga. Tais resultados sugerem que concentragdes inferiores as utilizadas podem
produzir uma atenuag¢do mais seletiva destas respostas devido ao bloqueio exclusivo
dos canais tipo-T.

Por outro lado, a administragdo aguda de mibefradil praticamente aboliu a
resposta de defecacdo e causou um aumento acentuado dos limiares de micgao. No
ultimo caso o aumento dos limiares persistiu por mais de 24 h. Estes resultados séo
surpreendentes uma vez que estas respostas apresentam os maiores limiares da
reacao de defesa, sendo iguais ou superiores aos limiares de galope e saltos.

Conseqguentemente, elas também apresentam as menores frequéncias de ocorréncia,
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com respostas maximas de apenas 45% (micgdo) e 65% (defecacdo) dos ratos
estimulados na sessdo de triagem. Dentre outros fatores, os limiares elevados da
miccdo e defecagdo podem ser devidos tanto ao numero reduzido dos neurdnios
mesmos. De fato, ao contrario das demais respostas de defesa, a miccao e defecagcao
sdo marginalmente atenuadas pelos benzodiazepinicos (Schenberg et al., 2001;
Vargas, 2002). Em ambos os casos — menor numero de neurénios ou maior inibicao
gabaérgica - o bloqueio de quaisquer canais excitatorios, incluindo os canais tipo-T,
pode levar a atenuacdo, ou mesmo abolicdo, destas respostas. Alternativamente, os
neurdnios responsaveis pela micgao e defecacdo podem ter uma densidade maior de
canais tipo-T, tornando-os particularmente sensiveis ao mibefradil. Por fim, os circuitos
periaquedutais subjacentes a estas respostas poderiam apresentar um menor numero
de neurbnios combinado a uma intensa inibicao gabaérgica e alta densidade de canais
tipo-T. Nesta condicéo, o mibefradil atenuaria, de um lado, a exoftalmia e imobilidade, e
de outro, defecacédo e micgao, por mecanismos distintos devidos aos graus diferentes
de inibicdo gabaérgica. A hipdtese de participagdo dos canais tipo-T na deflagracéo
das respostas de baixo limiar somente se aplicaria aos circuitos que controlam a
imobilidade e exoftalmia.

As respostas de defesa tém sido associadas tanto a ansiedade fisiolégica
quanto aos transtornos de ansiedade em psiquiatria (Schenberg e Graeff, 1978, Graeff,
1988; Gentil, 1988; Deakin e Graeff, 1991; Jenck et al., 1995; Vargas e Schenberg,
2001). Até meados do século passado os transtornos de ansiedade eram chamados de
neurastenias (Francés et al, 1993; Graeff, 1999). O Manual de Estatistica e
Diagnostico da Sociedade Psiquiatrica Norte-americana, em sua 3% edicdo revisada
(DSM — Il — R, 1987), passou a classificar a neurose crénica como transtorno de
ansiedade generalizada e separou o transtorno de panico deste e dos demais
transtornos de ansiedade (fobias, transtorno obsessivo-compulsivo, etc).

O ataque espontaneo de panico, primeiramente descrito por Freud (1895), é
o fenbmeno central do transtorno do panico, que também inclui: ansiedade
antecipatoéria e agorafobia (Klein, 1981). Tipicamente, os ataques compreendem uma
experiéncia subita de intenso desconforto, temor catastrofico e ansiedade severa,
acompanhados por sintomas autonémicos e neuroldgicos incluindo dispnéia,
hipertensdo, palpitagdo, dor precordial, sudorese, tremores e tonteiras. Fuga da

situacao imediata, congelamento, sensacao de asfixia ou sufocamento, ou dificuldade
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em respirar profundamente, sdo bastante frequentes. Além disso, alguns pacientes
temem perder o controle dos esfincteres anal e vesical (Cassano e Savino, 1993).

Os ataques de panico podem ser provocados por drogas, particularmente,
através da infusdo de lactato de sédio (Liebowitz et al., 1984). As comparagdes entre
os ataques de panico espontaneo e os induzidos por lactato mostram que a maioria
dos sintomas s&o similares, vale dizer, pavor em geral, desejo de fuga, dispnéia, dor

precordial e sensacgéo de frio e/ou calor (Goetz ef al., 1994).

Existem semelhancas marcantes entre os ataques de panico e as respostas
aversivas evocadas por estimulacdo da MCPAd. Em humanos, a estimulagao elétrica
da MCPAd (0-5mm lateral ao aqueduto) produz ansiedade intensa, panico, terror e
sensacdes de morte iminente acompanhadas por dor medial difusa na face e “préximo
ao coragao” ou “profundamente no peito”, aumento na pulsagéo (ndo correlacionada a
dor precordial), dispnéia (apnéia, suspiros ou respiracdo profunda, exoftalmia,
sensacgao de queimacao e/ou frio, urgéncia vesical, urgéncia de vomitar e sensagao de
vibrag&o na cabeca, face ou peito (Nashold et al., 1969). Estas respostas sdo evocadas
pela porgédo dorsal mas nao ventral da MCPA (Young, 1989).

De fato, embora o medo e ansiedade tenham sido relatados apoés
estimulacdo do hipotalamo medial, amigdala e hipocampo, somente a amigdala e o
teto do mesencéfalo (MCPA e camadas coliculares profundas) foram ativados durante
a tomografia de emissdo positrénica dos ataques de panico induzidos por lactato
(Reiman et al., 1989). Mais importante, retratagdo posterior de um dos autores do
ultimo estudo sugere que a ativagcdo da amigdala tenha sido ocasionada pelos
movimentos mandibulares (Drevets et al., 1992). Por fim, em contraste a amigdala e ao
hipotalamo, a ‘raiva' ndo é produzida pela estimulagao elétrica da MCPA em seres
humanos. Este aspecto € importante uma vez que a raiva nao é considerada como um
sintoma do ataque de panico. A estimulacdo da amigdala também difere da MCPA ao
evocar uma larga gama de emocgoes, incluindo prazer intenso, associado a imaginagao
vivida e a recordagéo de experiéncias emotivas passadas (Ervin e Mark , 1969).

Notavelmente, os ataques de panico situacionais ou induzidos por lactato em
seres humanos e os comportamentos de defesa induzidos por estimulagdo da MCPA
de ratos ndo sdo acompanhados por aumentos dos niveis plasmaticos de cortisol
(seres humanos), ACTH e prolactina (humanos e ratos) mostrando que estes
comportamentos n&o sdo devido a reacdo de stress generalizado (Schenberg et al,
1998; Silva, 2003).
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O isomorfismo entre os ataques de panico e os comportamentos de defesa

por estimulagcdo da MCPA estao apresentados na tabela 2.

Tabela 2: Isomorfismo dos ataques de panico e das respostas induzidas por
estimulacdo da MCPd em homens e ratos. Abreviagbes: n.d. — dados nao
disponiveis, n.o. — resposta nao observada.(Schenberg et al., 2001)

Ataques de panico
espontaneos ou induzidos
por lactato em homens
(Reiman et al., 1989)

Estimulagdo da MCPD em
homens (Nashold et al.
1969)

Estimulagéo da
MCPD em ratos

Sensacgoes/
Comportamento

Respostas
Autondmicas

Respostas
Endécrinas

Respostas
Neurologicas

Areas cerebrais
estimuladas ou
ativadas

“bloqueio do andar”

desejo de fugir

intenso desconforto
ansiedade severa

panico, terror

sensacgao de morte iminente
medo de ficar louco

medo de perder o controle

taquipnéia
hiperventilagao
dispnéia

sensacgao de asfixia
taquicardia1
hipertensao
urgéncia de esvaziamento
da bexiga
peristalse

n.d.

sudorese

n.d.

auséncia de resposta da
prolactina

auséncia de resposta do
ACTH

auséncia de resposta do
cortisol

sensagao de tremor
dor toracica
sensagao de calor/frio
tonteira

n.d.

n.d.

MCPD, camadas profundas
do coliculo superior, amigdala
(PETY

n.d.

interrupgéo do estimulo
intenso desconforto
ansiedade severa
panico, terror

“medo de morrer”

n.d.

n.d.

n.d.

hiperventilagao
apnéia

respiragao profunda
taquicardia

n.d.

urgéncia de esvaziamento
da bexiga

n.d.

abertura dos olhos
n.d.

piloeregéo

n.d.
n.d.

n.d.

sensacgao de vibragéo
dor toracica e no coragéo
sensagao de calor/frio
n.d.

entorpecimento

dor facial medial

MCPD e teto adjacente (0-
5mm lateral ao aqueduto)
(raio-X)

congelamento
fuga
aversao

taquipnéia
hiperventilagao

n.o.

respiragao profunda
taquicardia
hipertensao

micg¢ao

defecagao
exoftalmia
n.d.
n.o.

auséncia de resposta
da prolactina
auséncia de resposta
do ACTH

auséncia de resposta
da corticosterona

MCPD, camadas
profundas do coliculo
superior

; Estudos recentes parecem contradizer o consenso anterior acerca da resposta taquicardica.
Tomografia por emisséo positronica. Retratagdo posterior de um dos autores sugere que a
ativacéo da amigdala tenha sido um artefato devido aos movimentos mandibulares (Drevets

et al., 1992).
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De fato, a administracdo crbnica, mas nao aguda, dos panicoliticos
clormipramina e fluoxetina atenuou a resposta de galope induzida por estimulagdo da
MCPAd no rato em doses e curso similares aos observados na terapia do panico. No
mesmo sentido, o agente panicogénico pentilenotetrazol facilitou esta resposta. Em
contraste, enquanto os benzodiazepinicos de baixa poténcia (diazepam e midazolam) e
um antidepressivo nao-panicolitico (maprotilina) foram ineficazes na atenuacédo da
resposta de galope, a injecdo aguda de uma dose sedativa de midazolam e a
administragcdo cronica de maprotilina atenuaram a resposta de imobilidade. Tais
resultados sugerem que enquanto a imobilidade seria uma resposta de atencéao
mediada pela norepinefrina, o galope seria o melhor representante do ataque de panico
(Schenberg et al., 2001).

Como a administragdo aguda de mibefradil atenuou todas as respostas da
reacdo de defesa, incluindo as relacionadas ao aumento da atencdo e medo, os
resultados do presente estudo sugerem a possibilidade de utilizacdo de doses sub-
cardiacas de bloqueadores de canais de calcio tipo-T, principalmente, associadas aos

panicoliticos, para promover um tratamento mais eficaz do transtorno do panico.
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6 CONCLUSOES
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Os canais de calcio voltagem-dependentes desempenham um papel
fundamental na determinacdo do padrao de disparo neuronal, dessa forma podemos
pressupor que as varias respostas de defesa sejam controladas por padrdes distintos
de disparo neuronal, sendo estes canais 0s responsaveis pela génese e hierarquia das
respostas de defesa apresentadas pelo animal numa sessido de EIC da MCPA. Em
particular, estudos anteriores demonstraram que bloqueio do canal de calcio tipo-L
atenua todas as respostas de defesa, exceto a defecagao e a micgao ja demonstrando

que tais canais apresentam efeito seletivo sobre essas respostas.

Como no atual estudo observamos que o bloqueio seletivo dos canais de
calcio tipo-T promove um aumento acentuado dos limiares de todas as respostas de
defesa, principalmente, da defecagao e da imobilidade, persistindo esse efeito sobre as
respostas de imobilidade, exoftalmia e, em menor grau, da micgédo, 24 horas apos a
administracdo do mibefradil, podemos entdo desse modo concluir que os canais de
célcio voltagem-dependentes sejam os responsaveis pelo desencadeamento seletivo
destas respostas, tendo o canal tipo-T um papel mais proeminente sobre a resposta de

imobilidade.
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7 RESUMO
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A reacao de defesa de ratos, tanto natural quanto induzida por estimulagao
elétrica ou quimica da matéria cinzenta periaquedutal (MCPA), € composta por um
conjunto heterogéneo de respostas somaticas e autonémicas. A estimulagdo da MCPA
com intensidades crescentes elicia as respostas de exoftalmia, imobilidade, micgao,
defecacao, trote, galope e salto em forma sequencial. A hierarquia destas respostas
reproduz aquela do repert6rio natural de defesa do rato. Os mecanismos subjacentes a
producao hierarquica destas respostas ainda ndo foram elucidados. Por outro lado, os
canais de calcio voltagem-dependentes desempenham um papel fundamental na
determinacdo do padrdao de disparo neuronal. Como as varias respostas de defesa
podem ser controladas por padrdes distintos de disparo neuronal, estes canais podem
desempenhar um papel fundamental na génese e hierarquia destas respostas. Em
particular, estudos anteriores demonstraram que bloqueio do canal de calcio tipo-L
abole todas as respostas de defesa, exceto a defecacédo e a miccdo. O presente estudo
investigou o efeito do bloqueio dos canais de calcio voltagem-dependentes do tipo-T
sobre os limiares das respostas de defesa induzidas por estimulacdo da MCPA. Para
isto, ratos adultos machos Wistar (n = 20) foram implantados com quimitrodos na
MCPA e submetidos a sessdes de estimulagao intracraniana (0-70 yA, 60 Hz, AC). No
dia seguinte, os ratos foram estimulados 10 min apdés a administragao local de 7,5
nmoles/400 nL de mibefradil (Posicor®), um bloqueador seletivo destes canais.
Adicionalmente, os ratos foram submetidos a sessbes de estimulacido conduzidas, um
e dois dias apds a administracdo da droga. O mibefradil causou um aumento
acentuado dos limiares de todas as respostas de defesa, principalmente, da defecacao,
que foi virtualmente abolida, e da imobilidade (Al50=95%). Aumentos significantes dos
limiares de imobilidade (Als0=24%), exoftalmia (Al50=22%) e, em menor grau, da
miccao (Alsg=17%), ainda foram verificados 24 horas apds a administracdo do
mibefradil. Os limiares retornaram aos valores basais 48 horas apds a microinfusao da
droga, descartando efeitos toxicos neuronais. Assim, o presente estudo sugere que os
canais de calcio tipo-T tenham um papel importante no surgimento das respostas de
defesa da MCPA. Contudo, eles parecem exercer um papel mais importante na

resposta de imobilidade.
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8 ABSTRACT
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The defense reaction of the rat, both natural or elicited by electric or chemical
stimulation of the periaquedutal gray matter (PAG), is composed by an heterogeneous
group of somatic and autonomic responses. The stimulation of the PAG by stepwise
increasing currents elicit responses like exophtalmus, immobility, micturition, defecation,
running and jumping in a sequential way. These responses hierarchy reproduce that
one of the natural repertory of defense of the rat. The mechanisms responsible for the
hierarchical production of these responses still not explained. On the other hand, the
voltage-dependent calcium channels occupy an important place determining the
neuronal pattern of overshooting. As the many responses of defense could be controled
by distinct neuronal discharge, these channels could be responsible for the genesis and
hierarchy of these responses. In fact, previous studies showed that the blockage of the
L-type calcium channel abolish all the defense response, except defecation and
micturation. The present study investigated the effect of the blockage of T-type voltage-
dependent calcium channels on the defensive responses threshold induced by
stimulation of the periaquedutal gray matter. For that, adult Wistar male rats (n = 20)
were implanted with chemitrodes in PAG and submitted to intracranial stimulation (0-70
MA, 60 Hz, AC). In the day after, the rats were stimulated 10 minutes after local
administration of 7,5 nmol/400 nL of mibefradil (Posicor®), a selective antagonist of
these channels. Then, the rats were stimulated in sessions carried out in two
consecutive days after the administration of the drug. Mibefradil induced an increasing
thresholds of all defense response, specially in defecation wich was virtually abolished,
and immobility(Al50=95%). Significant increasing thresholds of immobility(Als50=24%),
exophtalmus(Al50=22%) and in a lesser degree, of micturation(Also=17%), still present
24 hours after mibefradil administration. The thresholds returned to basal scores 48
hours after the microinfusion of the drug, discarding toxical effects. Hence, the present
study suggest that T-type calcium channels play an important role in arising of defense
response of periaquedutal gray matter. Nevertheless, they seems to be more important

for immobility response.
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Rato: E20

EXPERIMENTO: mibefradil

SESSAO: triagem

DATA: 23/04/03 PROCEDIMENTO: infusdo de 7,5 nm/400nl RESPONSAVEL: Erika
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GELATINIZACAO DE LAMINAS PARA A HISTOLOGIA

As laminas foram previamente gelatinizadas para a montagem dos cortes

permanentes da area cerebral estudada, seguindo a técnica descrita a seguir:

Procedimentos:

1.

As laminas foram colocadas em “racks” e submersas em agua quente e

detergente por 2 hora.

. A seguir, estas foram lavadas diversas vezes com agua quente até a

remogao completa do detergente.

3. As laminas foram lavadas varias vezes com agua fria durante %2 hora.

4. Finalmente, as laminas foram lavadas com agua destilada durante 15

minutos.

. No final da lavagem as laminas foram mantidas na agua destilada até o

momento de gelatinizar.

. A solugédo de gelatinizagdo consistia de 5g de gelatina dissolvidos em

500ml de agua destilada, acrescidos de 0,5g de sulfato de crémio e
potassio. A mistura foi aquecida até 50 °C sendo rapidamente filtrada a

vacuo.

. Escorridos os “racks”com as laminas lavadas, estes foram colocados na

solugéo de gelatinizagdo, numa temperatura de 50 °C, por 2 minutos.

. Decorrido este tempo, as laminas foram mantidas em estufa a 45 °C por

um periodo minimo de 24 horas para secagem.
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SEQUENCIA DE EVENTOS PARA A COLORAGAO DOS CORTES DO CEREBRO

© N O O K~ W Ddh -

9.

Vermelho neutro 1% .......ccccveeeeenneee. 6min
HoO destilada ........oovvevveieinii. 10seg
AlCOOl 70%......oieieeeeeeeeeeeeeee 10seg
AICOOI 95°.....oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 10seg
AICOOl 100°. ... e 10seg
AlCOOl 1000w 10seg
Alcool / Xilol 1:1 ..o, 10seg
Xilol 100%....ccvveeieiiiiiee e, 2min

Colocacao de DPX

10.Colocacgao da laminula
11.Secagem e estufaa 36 °C................. 48 hs
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PRINT OUT DO PROGRAMA DE ANALISE LOGISTICA
(Exemplo de uma resposta — imobilidade)
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REGRESSAO LOGISTICA DAS CURVAS DE LIMIARES DA REACAO DE DEFESA

COMPARACAO
OBS RSP
157 IMO
158 IMO
159 IMO
160 IMO
161 IMO
162 IMO
163 IMO
164 IMO
165 IMO
166 IMO
167 IMO
168 IMO
169 IMO
170 IMO
171 IMO
172 IMO
173 IMO
174 IMO
175 IMO
176 IMO
177 IMO
178 IMO
179 IMO
180 IMO
181 IMO
182 IMO
183 IMO
184 IMO
185 IMO
186 IMO
187 IMO
188 IMO
189 IMO
190 IMO
191 IMO
192 IMO
193 IMO
194 IMO
195 IMO
196 IMO
197 IMO
198 IMO
199 IMO
200 IMO
201 IMO
202 IMO
203 IMO
204 IMO
205 IMO
206 IMO
207 IMO

208

IMO

INTRA ENTRE TRIAGEM, AGUDO, MIBEFRADIL 24H, MIBEFRADIL
48H
N EST1 EST2 EST3 EST4 LE1 LE2 LE3 LE4 INT FA PCT
20 1 0 0 0 1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 10
20 1 0 0 0 1.1761 0.0000 0.0000 0.0000 15 . .
20 1 0 0 0 1.3010 0.0000 0.0000 0.0000 20 2 0.10
20 1 0 0 0 1.3979 0.0000 0.0000 0.0000 25 3 0.15
20 1 0 0 0 1.4771 0.0000 0.0000 0.0000 30 5 0.25
20 1 0 0 0 1.5441 0.0000 0.0000 0.0000 35 9 0.45
20 1 0 0 0 1.6021 0.0000 0.0000 0.0000 40 11 0.55
20 1 0 0 0 1.6532 0.0000 0.0000 0.0000 45 14 0.70
20 1 0 0 0 1.6990 0.0000 0.0000 0.0000 50 14 0.70
20 1 0 0 0 1.7404 0.0000 0.0000 0.0000 55 17 0.85
20 1 0 0 0 1.7782 0.0000 0.0000 0.0000 60 18 0.90
20 1 0 0 0 1.8129 0.0000 0.0000 0.0000 65 19 0.95
20 1 0 0 0 1.8451 0.0000 0.0000 0.0000 70 19 0.95
20 0 1 0 0 0.0000 1.0000 0.0000 0.0000 10 . .
20 0 1 0 0 0.0000 1.1761 0.0000 0.0000 15 1 0.05
20 0 1 0 0 0.0000 1.3010 0.0000 0.0000 20 1 0.05
20 0 1 0 0 0.0000 1.3979 0.0000 0.0000 25 1 0.05
20 0 1 0 0 0.0000 1.4771 0.0000 0.0000 30 1 0.05
20 0 1 0 0 0.0000 1.5441 0.0000 0.0000 35 2 0.10
20 0 1 0 0 0.0000 1.6021 0.0000 0.0000 40 2 0.10
20 0 1 0 0 0.0000 1.6532 0.0000 0.0000 45 3 0.15
20 0 1 0 0 0.0000 1.6990 0.0000 0.0000 50 4 0.20
20 0 1 0 0 0.0000 1.7404 0.0000 0.0000 55 6 0.30
20 0 1 0 0 0.0000 1.7782 0.0000 0.0000 60 8 0.40
20 0 1 0 0 0.0000 1.8129 0.0000 0.0000 65 9 0.45
20 0 1 0 0 0.0000 1.8451 0.0000 0.0000 70 11 0.55
20 0 0 1 0 0.0000 0.0000 1.0000 0.0000 10 . .
20 0 0 1 0 0.0000 0.0000 1.1761 0.0000 15 1 0.05
20 0 0 1 0 0.0000 0.0000 1.3010 0.0000 20 1 0.05
20 0 0 1 0 0.0000 0.0000 1.3979 0.0000 25 2 0.10
20 0 0 1 0 0.0000 0.0000 1.4771 0.0000 30 4 0.20
20 0 0 1 0 0.0000 0.0000 1.5441 0.0000 35 5 0.25
20 0 0 1 0 0.0000 0.0000 1.6021 0.0000 40 6 0.30
20 0 0 1 0 0.0000 0.0000 1.6532 0.0000 45 9 0.45
20 0 0 1 0 0.0000 0.0000 1.6990 0.0000 50 11 0.55
20 0 0 1 0 0.0000 0.0000 1.7404 0.0000 55 15 0.75
20 0 0 1 0 0.0000 0.0000 1.7782 0.0000 60 15 0.75
20 0 0 1 0 0.0000 0.0000 1.8129 0.0000 65 15 0.75
20 0 0 1 0 0.0000 0.0000 1.8451 0.0000 70 16 0.80
20 0 0 0 1 0.0000 0.0000 0.0000 1.0000 10
20 0 0 0 1 0.0000 0.0000 0.0000 1.1761 15 . .
20 0 0 0 1 0.0000 0.0000 0.0000 1.3010 20 1 0.05
20 0 0 0 1 0.0000 0.0000 0.0000 1.3979 25 3 0.15
20 0 0 0 1 0.0000 0.0000 0.0000 1.4771 30 5 0.25
20 0 0 0 1 0.0000 0.0000 0.0000 1.5441 35 9 0.45
20 0 0 0 1 0.0000 0.0000 0.0000 1.6021 40 13 0.65
20 0 0 0 1 0.0000 0.0000 0.0000 1.6532 45 13 0.65
20 0 0 0 1 0.0000 0.0000 0.0000 1.6990 50 16 0.80
20 0 0 0 1 0.0000 0.0000 0.0000 1.7404 55 18 0.90
20 0 0 0 1 0.0000 0.0000 0.0000 1.7782 60 18 0.90
20 0 0 0 1 0.0000 0.0000 0.0000 1.8129 65 18 0.90
20 0 0 0 1 0.0000 0.0000 0.0000 1.8451 70 19 0.95
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REGRESSAO LOGISTICA DAS CURVAS DE LIMIARES DA REACAO DE DEFESA
COMPARACAO INTRA ENTRE TRIAGEM, AGUDO, MIBEFRADIL 24H, MIBEFRADIL 48H
TESTE DE COINCIDENCIA: MODELO COMPLETO: 8 PARAMETROS

The LOGISTIC Procedure

Data Set: WORK.AREAS
Response Variable (Events):
Response Variable (Trials):

FA
N

Number of Observations: 46
Link Function: Logit
Response Profile
Ordered Binary
Value Outcome Count
1 EVENT 413
2 NO EVENT 507

WARNING: 6 observation(s) were deleted due to missing values for the response

or explanatory variables.

Criteria for Assessing Model Fit

Without With
Criterion Covariates Covariates Chi-Square for Covariates
AIC 1275.391 860.788
SC 1275.391 899.383 .

-2 1LOG L 1275.391 844.788 430.603 with 8 DF (p=0.0001)
Score 360.200 with 8 DF (p=0.0001)
Analysis of Maximum Likelihood Estimates

Parameter Standard Wald Pr > Standardized Variable
Variable Estimate Error Chi-Square Chi-Square Estimate Label
EST1 -15.5239 2.0982 54.7400 0.0001 -3.652748 TRIAGEM
EST2 -12.1959 2.2747 28.7467 0.0001 -2.954160 MibAGUDO
EST3 -13.3062 1.8565 51.3723 0.0001 -3.223094 Mib24h
EST4 -16.4930 2.1969 56.3595 0.0001 -3.880779 Mib48h
LEL 9.8757 1.2997 57.7321 0.0001 3.797623 TRIAGEM
LE2 6.5502 1.3292 24.2858 0.0001 2.543502 MibAGUDO
LE3 7.9954 1.1176 51.1808 0.0001 3.104707 Mib24h
LE4 10.5179 1.3647 59.4016 0.0001 4.044558 Mib48h
Association of Predicted Probabilities and Observed Responses
Concordant = 85.8% Somers' D = 0.729
Discordant = 12.9% Gamma = 0.739
Tied 1.4% Tau-a = 0.361
(209391 pairs) c = 0.864



Variable

EST1
EST2
EST3
EST4

LE1l
LE2
LE3
LE4

Variable

EST1
EST2
EST3
EST4
LE1l
LE2
LE3
LE4

Estimated Covariance Matrix

EST1

4.4024670343
0
0
0

-2.717682227
0
0
0

LE1

-2.717682227
0
0
0
1.6893461719
0
0
0

EST2

0
5.1741797599
0
0

0
-3.01463773
0
0

LE2

0
-3.01463773
0

0

0
1.7666559242
0

0

EST3

0
0
3.4465006852
0

0
0
-2.067297024
0

LE3

0

0
-2.067297024
0

0

0

1.24903503

0

68

EST4

~ O O O

4.826492619

o o O o

-2.98808951

LE4

o O O

-2.988089519
0

0

0
1.862329343
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REGRESSAO LOGISTICA DAS CURVAS DE LIMIARES DA REACAO DE DEFESA
COMPARACAO INTRA ENTRE TRIAGEM, AGUDO, MIBEFRADIL 24H, MIBEFRADIL 48H
TESTE DE COINCIDENCIA: MODELO REDUZIDO: 2 PARAMETROS
HO: EST1=EST2=EST3=EST4

The LOGISTIC Procedure

Data Set: WORK.AREAS

Response Variable (Events): FA
Response Variable (Trials): N
Number of Observations: 46
Link Function: Logit

Response Profile

Ordered Binary

Value Outcome Count
1 EVENT 413
2 NO EVENT 507

WARNING: 6 observation(s) were deleted due to missing values for the response
or explanatory variables.

Criteria for Assessing Model Fit

Without With
Criterion Covariates Covariates Chi-Square for Covariates
AIC 1275.391 975.117
SC 1275.391 984.765 .
-2 LOG L 1275.391 971.117 304.274 with 2 DF (p=0.0001)
Score . . 258.910 with 2 DF (p=0.0001)

Analysis of Maximum Likelihood Estimates

Parameter Standard Wald Pr > Standardized
Variable Estimate Error Chi-Square Chi-Square Estimate
ESTO0O -12.7459 0.9207 191.6415 0.0001 0
LEOO 7.7084 0.5557 192.4169 0.0001 0.800620

Association of Predicted Probabilities and Observed Responses

Concordant = 77.8% Somers' D = 0.616
Discordant = 16.1% Gamma = 0.657
Tied = 6.1% Tau-a = 0.305
(209391 pairs) e} = 0.808
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REGRESSAO LOGISTICA DAS CURVAS DE LIMIARES DA REACAO DE DEFESA
COMPARACAO INTRA ENTRE TRIAGEM, AGUDO, MIBEFRADIL 24H, MIBEFRADIL 48H
TESTE DE COINCIDENCIA: MODELO REDUZIDO: 2 PARAMETROS
HO: EST1=EST2=EST3=EST4

The LOGISTIC Procedure

Data Set: WORK.AREAS

Response Variable (Events): FA
Response Variable (Trials): N
Number of Observations: 39
Link Function: Logit

Response Profile

Ordered Binary

Value Outcome Count
1 EVENT 222
2 NO EVENT 558

WARNING: 13 observation(s) were deleted due to missing values for the
response or explanatory variables.

Criteria for Assessing Model Fit

Without With
Criterion Covariates Covariates Chi-Square for Covariates
AIC 1081.310 840.934
SC 1081.310 850.252 .
-2 LOG L 1081.310 836.934 244.376 with 2 DF (p=0.0001)
Score . . 208.913 with 2 DF (p=0.0001)

Analysis of Maximum Likelihood Estimates

Parameter Standard Wald Pr > Standardized
Variable Estimate Error Chi-Square Chi-Square Estimate
ESTO0O -10.8002 1.2110 79.5328 0.0001 0
LEOO 5.8774 0.7067 69.1721 0.0001 0.538378

Association of Predicted Probabilities and Observed Responses

Concordant = 67.0% Somers' D = 0.427
Discordant = 24.3% Gamma = 0.468
Tied = 8.8% Tau-a = 0.174
(123876 pairs) e} = 0.714



REGRESSAO LOGISTICA DAS CURVAS DE LIMIARES DA REACAO DE DEFESA
COMPARACAO INTRA ENTRE TRIAGEM, AGUDO, MIBEFRADIL 24H, MIBEFRADIL 48H
TESTE DE COINCIDENCIA: MODELO REDUZIDO: 6 PARAMETROS
HO: ESTI1=EST2

The LOGISTIC Procedure

Data Set: WORK.AREAS

Response Variable (Events): FA
Response Variable (Trials): N
Number of Observations: 46
Link Function: Logit

Response Profile

Ordered Binary

Value Outcome Count
1 EVENT 413
2 NO EVENT 507

71

WARNING: 6 observation(s) were deleted due to missing values for the response

or explanatory variables.

Criteria for Assessing Model Fit

Without With
Criterion Covariates Covariates Chi-Square for Covariates
AIC 1275.391 945.663
SC 1275.391 974.609 .
-2 LOG L 1275.391 933.663 341.728 with 6 DF (p=0.0001)
Score . . 286.852 with 6 DF (p=0.0001)

Analysis of Maximum Likelihood Estimates

Parameter Standard Wald Pr > Standardized Variable

Variable Estimate Error Chi-Square Chi-Square Estimate Label
EST12 -11.7702 1.2892 83.3603 0.0001 -3.246401

EST3 -13.3062 1.8564 51.3750 0.0001 -3.223094 Mib24h
EST4 -16.4930 2.1969 56.3601 0.0001 -3.880779 Mib48h
LE12 6.9276 0.7715 80.6338 0.0001 3.105612

LE3 7.9954 1.1176 51.1833 0.0001 3.104707 Mib24h
LE4 10.5179 1.3647 59.4022 0.0001 4.044558 Mib48h

Association of Predicted Probabilities and Observed Responses

Concordant = 81.6% Somers' D = 0.655
Discordant = 16.1% Gamma = 0.671
Tied = 2.3% Tau-a = 0.325
(209391 pairs) e} = 0.828
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REGRESSAO LOGISTICA DAS CURVAS DE LIMIARES DA REACAO DE DEFESA
COMPARACAO INTRA ENTRE TRIAGEM, AGUDO, MIBEFRADIL 24H, MIBEFRADIL 48H
TESTE DE COINCIDENCIA: MODELO REDUZIDO: 6 PARAMETROS
HO: ESTI1=EST3

The LOGISTIC Procedure

Data Set: WORK.AREAS

Response Variable (Events): FA
Response Variable (Trials): N
Number of Observations: 46
Link Function: Logit

Response Profile

Ordered Binary

Value Outcome Count
1 EVENT 413
2 NO EVENT 507

WARNING: 6 observation(s) were deleted due to missing values for the response
or explanatory variables.

Criteria for Assessing Model Fit

Without With
Criterion Covariates Covariates Chi-Square for Covariates
AIC 1275.391 871.205
SC 1275.391 900.151 .
-2 LOG L 1275.391 859.205 416.186 with 6 DF (p=0.0001)
Score . . 349.936 with 6 DF (p=0.0001)

Analysis of Maximum Likelihood Estimates

Parameter Standard Wald Pr > Standardized Variable
Variable Estimate Error Chi-Square Chi-Square Estimate Label
EST13 -13.9241 1.3474 106.7874 0.0001 -3.840458
EST2 -12.1959 2.2747 28.7467 0.0001 -2.954160 MibAGUDO
EST4 -16.4930 2.1969 56.3595 0.0001 -3.880779 Mib48h
LE13 8.6152 0.8215 109.9913 0.0001 3.862174
LE2 6.5502 1.3292 24.2858 0.0001 2.543502 MibAGUDO
LE4 10.5179 1.3647 59.4016 0.0001 4.044558 Mib48h

Association of Predicted Probabilities and Observed Responses

Concordant = 84.9% Somers' D = 0.719
Discordant = 13.0% Gamma = 0.734
Tied = 2.0% Tau-a = 0.3506
(209391 pairs) e} = 0.859
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REGRESSAO LOGISTICA DAS CURVAS DE LIMIARES DA REACAO DE DEFESA
COMPARACAO INTRA ENTRE TRIAGEM, AGUDO, MIBEFRADIL 24H, MIBEFRADIL 48H
TESTE DE COINCIDENCIA: MODELO REDUZIDO: 6 PARAMETROS
HO: ESTI1=EST4

The LOGISTIC Procedure

Data Set: WORK.AREAS

Response Variable (Events): FA
Response Variable (Trials): N
Number of Observations: 46
Link Function: Logit

Response Profile

Ordered Binary

Value Outcome Count
1 EVENT 413
2 NO EVENT 507

WARNING: 6 observation(s) were deleted due to missing values for the response
or explanatory variables.

Criteria for Assessing Model Fit

Without With
Criterion Covariates Covariates Chi-Square for Covariates
AIC 1275.391 856.967
SC 1275.391 885.913 .
-2 LOG L 1275.391 844.967 430.424 with 6 DF (p=0.0001)
Score . . 360.129 with 6 DF (p=0.0001)

Analysis of Maximum Likelihood Estimates

Parameter Standard Wald Pr > Standardized Variable
Variable Estimate Error Chi-Square Chi-Square Estimate Label
EST14 -15.9936 1.5169 111.1634 0.0001 -4.407097
EST2 -12.1959 2.2747 28.7467 0.0001 -2.954160 MibAGUDO
EST3 -13.3062 1.8565 51.3723 0.0001 -3.223094 Mib24h
LE14 10.1871 0.9409 117.2121 0.0001 4.602208
LE2 6.5502 1.3292 24.2858 0.0001 2.543502 MibAGUDO
LE3 7.9954 1.1176 51.1808 0.0001 3.104707 Mib24h

Association of Predicted Probabilities and Observed Responses

Concordant = 85.5% Somers' D = 0.728
Discordant = 12.6% Gamma = 0.743
Tied = 1.9% Tau-a = 0.361
(209391 pairs) c = 0.864
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REGRESSAO LOGISTICA DAS CURVAS DE LIMIARES DA REACAO DE DEFESA
COMPARACAO INTRA ENTRE TRIAGEM, AGUDO, MIBEFRADIL 24H, MIBEFRADIL 48H
TESTE DE COINCIDENCIA: MODELO REDUZIDO: 6 PARAMETROS
HO: EST2=EST3

The LOGISTIC Procedure

Data Set: WORK.AREAS

Response Variable (Events): FA
Response Variable (Trials): N
Number of Observations: 46
Link Function: Logit

Response Profile

Ordered Binary

Value Outcome Count
1 EVENT 413
2 NO EVENT 507

WARNING: 6 observation(s) were deleted due to missing values for the response
or explanatory variables.

Criteria for Assessing Model Fit

Without With
Criterion Covariates Covariates Chi-Square for Covariates
AIC 1275.391 890.529
SC 1275.391 919.475 .
-2 LOG L 1275.391 878.529 396.862 with 6 DF (p=0.0001)
Score . . 331.180 with 6 DF (p=0.0001)

Analysis of Maximum Likelihood Estimates

Parameter Standard Wald Pr > Standardized Variable
Variable Estimate Error Chi-Square Chi-Square Estimate Label
EST23 -12.0960 1.3561 79.5632 0.0001 -3.333087
EST1 -15.5239 2.0982 54.7400 0.0001 -3.652748 TRIAGEM
EST4 -16.4930 2.1969 56.3595 0.0001 -3.880779 Mib48h
LE23 6.8953 0.8035 73.6396 0.0001 3.063918
LEL 9.8757 1.2997 57.7321 0.0001 3.797623 TRIAGEM
LE4 10.5179 1.3647 59.4016 0.0001 4.044558 Mib48h

Association of Predicted Probabilities and Observed Responses

Concordant = 84.0% Somers' D = 0.701
Discordant = 13.9% Gamma = 0.7106
Tied = 2.1% Tau-a = 0.347
(209391 pairs) c = 0.851
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REGRESSAO LOGISTICA DAS CURVAS DE LIMIARES DA REACAO DE DEFESA
COMPARACAO INTRA ENTRE TRIAGEM, AGUDO, MIBEFRADIL 24H, MIBEFRADIL 48H
TESTE DE COINCIDENCIA: MODELO REDUZIDO: 6 PARAMETROS
HO: EST2=EST4

The LOGISTIC Procedure

Data Set: WORK.AREAS

Response Variable (Events): FA
Response Variable (Trials): N
Number of Observations: 46
Link Function: Logit

Response Profile

Ordered Binary

Value Outcome Count
1 EVENT 413
2 NO EVENT 507

WARNING: 6 observation(s) were deleted due to missing values for the response
or explanatory variables.

Criteria for Assessing Model Fit

Without With
Criterion Covariates Covariates Chi-Square for Covariates
AIC 1275.391 951.998
SC 1275.391 980.944 .
-2 LOG L 1275.391 939.998 335.393 with 6 DF (p=0.0001)
Score . . 282.385 with 6 DF (p=0.0001)

Analysis of Maximum Likelihood Estimates

Parameter Standard Wald Pr > Standardized Variable
Variable Estimate Error Chi-Square Chi-Square Estimate Label
EST24 -11.9920 1.2995 85.1563 0.0001 -3.307554
EST1 -15.5239 2.0982 54.7402 0.0001 -3.652748 TRIAGEM
EST3 -13.3062 1.8564 51.3750 0.0001 -3.223094 Mib24h
LE24 7.0751 0.7779 82.7275 0.0001 3.171721
LEL 9.8757 1.2997 57.7323 0.0001 3.797623 TRIAGEM
LE3 7.9954 1.1176 51.1833 0.0001 3.104707 Mib24h

Association of Predicted Probabilities and Observed Responses

Concordant = 81.2% Somers' D = 0.647
Discordant = 16.5% Gamma = 0.662
Tied = 2.3% Tau-a = 0.321
(209391 pairs) c = 0.824
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REGRESSAO LOGISTICA DAS CURVAS DE LIMIARES DA REACAO DE DEFESA
COMPARACAO INTRA ENTRE TRIAGEM, AGUDO, MIBEFRADIL 24H, MIBEFRADIL 48H
TESTE DE COINCIDENCIA: MODELO REDUZIDO: 6 PARAMETROS
HO: EST3=EST4

The LOGISTIC Procedure

Data Set: WORK.AREAS

Response Variable (Events): FA
Response Variable (Trials): N
Number of Observations: 46
Link Function: Logit

Response Profile

Ordered Binary

Value Outcome Count
1 EVENT 413
2 NO EVENT 507

WARNING: 6 observation(s) were deleted due to missing values for the response
or explanatory variables.

Criteria for Assessing Model Fit

Without With
Criterion Covariates Covariates Chi-Square for Covariates
AIC 1275.391 874.053
SC 1275.391 902.999 .
-2 LOG L 1275.391 862.053 413.338 with 6 DF (p=0.0001)
Score . . 348.170 with 6 DF (p=0.0001)

Analysis of Maximum Likelihood Estimates

Parameter Standard Wald Pr > Standardized Variable
Variable Estimate Error Chi-Square Chi-Square Estimate Label
EST34 -14.2423 1.3673 108.4942 0.0001 -3.928227
EST1 -15.5239 2.0982 54.7400 0.0001 -3.652748 TRIAGEM
EST2 -12.1959 2.2747 28.7467 0.0001 -2.954160 MibAGUDO
LE34 8.8263 0.8342 111.9386 0.0001 3.956811
LEL 9.8757 1.2997 57.7321 0.0001 3.797623 TRIAGEM
LE2 6.5502 1.3292 24.2858 0.0001 2.543502 MibAGUDO

Association of Predicted Probabilities and Observed Responses

Concordant = 84.7% Somers' D = 0.715
Discordant = 13.2% Gamma = 0.731
Tied = 2.1% Tau-a = 0.354
(209391 pairs) e} = 0.858
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REGRESSAO LOGISTICA DAS CURVAS DE LIMIARES DA REACAO DE DEFESA
COMPARACAO INTRA ENTRE TRIAGEM, AGUDO, MIBEFRADIL 24H, MIBEFRADIL 48H
TESTE DE PARALELISMO: MODELO REDUZIDO: 5 PARAMETROS
HO: LE1=LE2=LE3=LE4

The LOGISTIC Procedure

Data Set: WORK.AREAS

Response Variable (Events): FA
Response Variable (Trials): N
Number of Observations: 46
Link Function: Logit

Response Profile

Ordered Binary

Value Outcome Count
1 EVENT 413
2 NO EVENT 507

WARNING: 6 observation(s) were deleted due to missing values for the response
or explanatory variables.

Criteria for Assessing Model Fit

Without With
Criterion Covariates Covariates Chi-Square for Covariates
AIC 1275.391 860.240
SC 1275.391 884.361 .
-2 LOG L 1275.391 850.240 425.151 with 5 DF (p=0.0001)
Score . . 333.201 with 5 DF (p=0.0001)

Analysis of Maximum Likelihood Estimates

Parameter Standard Wald Pr > Standardized Variable
Variable Estimate Error Chi-Square Chi-Square Estimate Label
EST1 -13.8599 1.0421 176.8754 0.0001 -3.261205 TRIAGEM
EST2 -16.1303 1.1185 207.9587 0.0001 -3.907167 MibAGUDO
EST3 -14.7081 1.0733 187.7850 0.0001 -3.562666 Mib24h
EST4 -13.8028 1.0398 176.2182 0.0001 -3.247783 Mib48h
LEOO 8.8413 0.6394 191.2220 0.0001 0.918285

Association of Predicted Probabilities and Observed Responses

Concordant = 85.7% Somers' D = 0.729
Discordant = 12.9% Gamma = 0.739
Tied = 1.4% Tau-a = 0.361
(209391 pairs) c = 0.864



78

REGRESSAO LOGISTICA DAS CURVAS DE LIMIARES DA REACAO DE DEFESA
COMPARACAO INTRA ENTRE TRIAGEM, AGUDO, MIBEFRADIL 24H, MIBEFRADIL 48H
TESTE DE PARALELISMO: MODELO REDUZIDO: 7 PARAMETROS
HO: LE1=LE2

The LOGISTIC Procedure

Data Set: WORK.AREAS

Response Variable (Events): FA

Response Variable (Trials): N

Number of Observations: 46

Link Function: Logit
Response Profile

Ordered Binary
Value Outcome Count

1 EVENT 413
2 NO EVENT 507

WARNING: 6 observation(s) were deleted due to missing values for the response

or explanatory variables.

Criteria for Assessing Model Fit

Without With
Criterion Covariates Covariates Chi-Square for Covariates
AIC 1275.391 861.904
SC 1275.391 895.674 .

-2 LOG L 1275.391 847.904 427.487 with 7 DF (p=0.0001)
Score 342.389 with 7 DF (p=0.0001)
Analysis of Maximum Likelihood Estimates

Parameter Standard Wald Pr > Standardized Variable
Variable Estimate Error Chi-Square Chi-Square Estimate Label
EST1 -13.2785 1.5237 75.9466 0.0001 -3.124414 TRIAGEM
EST2 -15.5067 1.6332 90.1457 0.0001 -3.756113 MibAGUDO
EST3 -13.3062 1.8565 51.3723 0.0001 -3.223094 Mib24h
EST4 -16.4930 2.1969 56.3595 0.0001 -3.880779 Mib48h
LE12 8.4798 0.9416 81.0977 0.0001 3.801477
LE3 7.9954 1.1176 51.1808 0.0001 3.104707 Mib24h
LE4 10.5179 1.3647 59.4016 0.0001 4.044558 Mib48h
Association of Predicted Probabilities and Observed Responses

Concordant = 85.8% Somers' D = 0.730

Discordant = 12.8% Gamma = 0.741

Tied 1.5% Tau-a = 0.361

(209391 pairs) c = 0.865
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REGRESSAO LOGISTICA DAS CURVAS DE LIMIARES DA REACAO DE DEFESA
COMPARACAO INTRA ENTRE TRIAGEM, AGUDO, MIBEFRADIL 24H, MIBEFRADIL 48H
TESTE DE PARALELISMO: MODELO REDUZIDO: 7 PARAMETROS
HO: LE1=LE3

The LOGISTIC Procedure

Data Set: WORK.AREAS

Response Variable (Events): FA

Response Variable (Trials): N

Number of Observations: 46

Link Function: Logit
Response Profile

Ordered Binary
Value Outcome Count

1 EVENT 413
2 NO EVENT 507

WARNING: 6 observation(s) were deleted due to missing values for the response

or explanatory variables.

Criteria for Assessing Model Fit

Without With
Criterion Covariates Covariates Chi-Square for Covariates
AIC 1275.391 860.000
SC 1275.391 893.770 .

-2 LOG L 1275.391 846.000 429.391 with 7 DF (p=0.0001)
Score 356.826 with 7 DF (p=0.0001)
Analysis of Maximum Likelihood Estimates

Parameter Standard Wald Pr > Standardized Variable
Variable Estimate Error Chi-Square Chi-Square Estimate Label
EST1 -13.8995 1.3822 101.1221 0.0001 -3.270535 TRIAGEM
EST2 -12.1959 2.2747 28.7467 0.0001 -2.954160 MibAGUDO
EST3 -14.7490 1.4247 107.1675 0.0001 -3.572575 Mib24h
EST4 -16.4930 2.1969 56.3595 0.0001 -3.880779 Mib48h
LE13 8.8659 0.8529 108.0597 0.0001 3.974555
LE2 6.5502 1.3292 24.2858 0.0001 2.543502 MibAGUDO
LE4 10.5179 1.3647 59.4016 0.0001 4.044558 Mib48h
Association of Predicted Probabilities and Observed Responses

Concordant = 85.8% Somers' D = 0.729

Discordant = 12.9% Gamma = 0.739

Tied 1.4% Tau-a = 0.361

(209391 pairs) c = 0.864
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REGRESSAO LOGISTICA DAS CURVAS DE LIMIARES DA REACAO DE DEFESA
COMPARACAO INTRA ENTRE TRIAGEM, AGUDO, MIBEFRADIL 24H, MIBEFRADIL 48H
TESTE DE PARALELISMO: MODELO REDUZIDO: 7 PARAMETROS
HO: LE1=LE4

The LOGISTIC Procedure

Data Set: WORK.AREAS

Response Variable (Events): FA

Response Variable (Trials): N

Number of Observations: 46

Link Function: Logit
Response Profile

Ordered Binary
Value Outcome Count

1 EVENT 413
2 NO EVENT 507

WARNING: 6 observation(s) were deleted due to missing values for the response

or explanatory variables.

Criteria for Assessing Model Fit

Without With
Criterion Covariates Covariates Chi-Square for Covariates
AIC 1275.391 858.904
SC 1275.391 892.675 .

-2 LOG L 1275.391 844.904 430.487 with 7 DF (p=0.0001)
Score 360.165 with 7 DF (p=0.0001)
Analysis of Maximum Likelihood Estimates

Parameter Standard Wald Pr > Standardized Variable
Variable Estimate Error Chi-Square Chi-Square Estimate Label
EST1 -16.0278 1.5243 110.5631 0.0001 -3.771330 TRIAGEM
EST2 -12.1959 2.2747 28.7467 0.0001 -2.954160 MibAGUDO
EST3 -13.3062 1.8565 51.3723 0.0001 -3.223094 Mib24h
EST4 -15.9653 1.5204 110.2623 0.0001 -3.756611 Mib48h
LE14 10.1890 0.9411 117.2104 0.0001 4.603058
LE2 6.5502 1.3292 24.2858 0.0001 2.543502 MibAGUDO
LE3 7.9954 1.1176 51.1808 0.0001 3.104707 Mib24h
Association of Predicted Probabilities and Observed Responses

Concordant = 85.8% Somers' D = 0.729

Discordant = 12.9% Gamma = 0.738

Tied 1.3% Tau-a = 0.361

(209391 pairs) c = 0.864
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GRESSAO LOGISTICA DAS CURVAS DE LIMIARES DA REACAO DE DEFESA

INTRA ENTRE TRIAGEM, AGUDO, MIBEFRADIL 24H, MIBEFRADIL 48H
TESTE DE PARALELISMO: MODELO REDUZIDO: 7 PARAMETROS
HO: LE2=LE3
———————————————————————— RSP=IMO ——=———==—=——————————mm

The LOGISTIC Procedure

: WORK.AREAS
Variable (Events): FA
Variable (Trials): N
f Observations: 46
ction: Logit
Response Profile
Ordered Binary
Value Outcome Count
1 EVENT 413
2 NO EVENT 507
observation(s) were deleted due to missing values for the response
r explanatory variables.

Criteria for Assessing Model Fit

Without With
Criterion Covariates Covariates Chi-Square for Covariates
AIC 1275.391 859.468
SC 1275.391 893.238 .

-2 LOG L 1275.391 845.468 429.923 with 7 DF (p=0.0001)
Score 352.855 with 7 DF (p=0.0001)
Analysis of Maximum Likelihood Estimates

Parameter Standard Wald Pr > Standardized Variable
Variable Estimate Error Chi-Square Chi-Square Estimate Label
EST1 -15.5239 2.0982 54.7400 0.0001 -3.652748 TRIAGEM
EST2 -13.7229 1.4791 86.0789 0.0001 -3.324031 MibAGUDO
EST3 -12.3922 1.4227 75.8647 0.0001 -3.001691 Mib24h
EST4 -16.4930 2.1969 56.3595 0.0001 -3.880779 Mib48h
LE23 7.4426 0.8562 75.5648 0.0001 3.307124
LE1 9.8757 1.2997 57.7321 0.0001 3.797623 TRIAGEM
LE4 10.5179 1.3647 59.4016 0.0001 4.044558 Mib48h
Association of Predicted Probabilities and Observed Responses

Concordant = 85.8% Somers' D = 0.730

Discordant = 12.9% Gamma = 0.739

Tied 1.3% Tau-a = 0.361

(209391 pairs) c = 0.865
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REGRESSAO LOGISTICA DAS CURVAS DE LIMIARES DA REACAO DE DEFESA

COMPARACAO INTRA ENTRE TRIAGEM, AGUDO, MIBEFRADIL 24H, MIBEFRADIL 48H
TESTE DE PARALELISMO: MODELO REDUZIDO: 7 PARAMETROS
HO: LE2=LE4
—————————————————————————————————— RSP=IMO ——=———==—=——————————mm

The LOGISTIC Procedure

Data Set: WORK.AREAS

Response Variable (Events): FA

Response Variable (Trials): N

Number of Observations: 46

Link Function: Logit
Response Profile

Ordered Binary
Value Outcome Count
1 EVENT 413
2 NO EVENT 507
WARNING: 6 observation(s) were deleted due to missing values for the response
or explanatory variables.

Criteria for Assessing Model Fit

Without With
Criterion Covariates Covariates Chi-Square for Covariates
AIC 1275.391 863.026
SC 1275.391 896.796 .

-2 LOG L 1275.391 849.026 426.365 with 7 DF (p=0.0001)
Score 340.601 with 7 DF (p=0.0001)
Analysis of Maximum Likelihood Estimates

Parameter Standard Wald Pr > Standardized Variable
Variable Estimate Error Chi-Square Chi-Square Estimate Label
EST1 -15.5239 2.0982 54.7400 0.0001 -3.652748 TRIAGEM
EST2 -16.0755 1.6777 91.8170 0.0001 -3.893879 MibAGUDO
EST3 -13.3062 1.8565 51.3723 0.0001 -3.223094 Mib24h
EST4 -13.7518 1.5594 77.7666 0.0001 -3.235787 Mib48h
LE24 8.8095 0.9661 83.1461 0.0001 3.949261
LE1 9.8757 1.2997 57.7321 0.0001 3.797623 TRIAGEM
LE3 7.9954 1.1176 51.1808 0.0001 3.104707 Mib24h
Association of Predicted Probabilities and Observed Responses

Concordant = 85.8% Somers' D = 0.729

Discordant = 12.9% Gamma = 0.739

Tied 1.4% Tau-a = 0.361

(209391 pairs) c = 0.865
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REGRESSAO LOGISTICA DAS CURVAS DE LIMIARES DA REACAO DE DEFESA
COMPARACAO INTRA ENTRE TRIAGEM, AGUDO, MIBEFRADIL 24H, MIBEFRADIL 48H

TESTE DE PARALELISMO: MODELO REDUZIDO:
HO: LE3=LE4

The LOGISTIC Procedure

Data Set: WORK.AREAS

Response Variable (Events): FA

Response Variable (Trials): N

Number of Observations: 46

Link Function: Logit
Response Profile

Ordered Binary
Value Outcome Count

1 EVENT 413
2 NO EVENT 507

WARNING:

6 observation(s)
or explanatory variables.

Criteria for Assessing Model Fit

7 PARAMETROS

were deleted due to missing values for the response

Without With
Criterion Covariates Covariates Chi-Square for Covariates
AIC 1275.391 860.863
SC 1275.391 894.634 .

-2 LOG L 1275.391 846.863 428.527 with 7 DF (p=0.0001)
Score 356.024 with 7 DF (p=0.0001)
Analysis of Maximum Likelihood Estimates

Parameter Standard Wald Pr > Standardized Variable
Variable Estimate Error Chi-Square Chi-Square Estimate Label
EST1 -15.5239 2.0982 54.7400 0.0001 -3.652748 TRIAGEM
EST2 -12.1959 2.2747 28.7467 0.0001 -2.954160 MibAGUDO
EST3 -15.1962 1.4568 108.8029 0.0001 -3.680896 Mib24h
EST4 -14.2746 1.4090 102.6372 0.0001 -3.358785 Mib48h
LE34 9.1353 0.8716 109.8465 0.0001 4.095303
LE1 9.8757 1.2997 57.7321 0.0001 3.797623 TRIAGEM
LE2 6.5502 1.3292 24.2858 0.0001 2.543502 MibAGUDO
Association of Predicted Probabilities and Observed Responses

Concordant = 85.7% Somers' D = 0.727

Discordant = 12.9% Gamma = 0.738

Tied 1.4% Tau-a = 0.360

(209391 pairs) c = 0.864



