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RESUMO: Efeitos dos glicocorticoides sobre os limiares da reagdo de defesa induzida
pela estimulagdo elétrica da matéria cinzenta periaquedutal dorsal de ratos. Rangel,
T.C., Dissertacao de Mestrado, Universidade Federal do Espirito Santo, Vitéria, Brasil,
2007.

Em estudo anterior de nosso laboratoério (Vargas, 2002) verificamos que enquanto a
imobilidade induzida por estimulagdo da matéria cinzenta periaquedutal dorsal
(MCPAAQ) foi facilitada 3 h apds a injecao intraperitoneal (IP) de dexametasona (DEXA),
a micgao foi inibida. Como a DEXA ndo atravessa a barreira hematoencefalica em
condi¢cdes normais, estes efeitos foram, mais provavelmente, causados pela supressao
periférica do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (HHA). Contudo, eles também poderiam
ter sido causados por uma acao central da DEXA favorecida pelo aumento da
permeabilidade da barreira na regido do eletrodo. O presente estudo avaliou os efeitos
da administragdo intracerebroventricular (i.c.v.) de DEXA (0,8 pg /15 pL, n=20),
corticosterona (CORT, 40 ug /15 pL, n=20) ou salina (NaCl 0,9%, 15 pL, n=20) sobre
os limiares da reacdo de defesa induzida pela estimulagéo elétrica da MCPAd, assim
como sobre o comportamento exploratério no labirinto-em-cruz elevado (LCE), um
equipamento sensivel a alteracdes da ansiedade. Ratos com eletrodos implantados na
MCPAd cuja estimulacéo eliciou as respostas de galopes ou saltos com intensidades a
85 A foram submetidos a 4 sessdes de estimulagao senoidal (0-90 pA, 60 Hz, c.a.) em
3 dias consecutivos: Dia 1 — controle, Dia 2 — 15 minutos e 3 horas apos a inje¢ao das
drogas, Dia 3 — washout. O teste do LCE foi realizado no Dia 2, 1 hora e 30 minutos
apos a administracdo da DEXA, CORT ou salina. Os limiares medianos (IsptEPM) das
respostas de imobilidade (IMO), exoftalmia (EXO), trote (TRT), galope (GLP), salto
(SLT), miccao (MIC) e defecagdo (DEF) foram estimados por regressao logistica das
frequéncias acumuladas e comparados por razdo de verossimilhangas (P<0,05,
Bonferroni). A DEXA facilitou o SLT, reduzindo o limiar desta resposta de forma
significativa (Alsp= -16,8 %). Ao contrario, a DEXA atenuou o GLP (Al5p=17,1% aos 15
minutos e 31,2% apos 24 horas) e a DEF (Al50=22,3%). A CORT teve efeitos similares
sobre o SLT (Also= -14,3% apds 3 horas) e GLP (Als5p=17,8% aos 15 minutos e 13,8%
apos 3 horas), porém, facilitou a MIC (Alsp= -29,3% aos 15 minutos) e a DEF (Also= -
31,4% apods 3 horas). A salina atenuou a MIC (Al50=12,3% aos 15 minutos e 42,2%
apos 24 horas) e a IMO (Al5p=13,5% apos 24 horas), contudo, as respostas de

defecacdo e micgdo foram virtualmente abolidas 3 h apds. As outras respostas nao
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foram alteradas significativamente. Nenhum dos tratamentos realizados teve efeitos
significantes sobre os valores percentuais de exploragdo dos bragos aberto e fechado
do LCE, sugerindo a auséncia de efeitos ansioliticos ou ansiogénicos. Contudo, os
tratamentos tiveram um efeito significante sobre a exploragdo da plataforma central.
Comparado ao grupo salina, estes efeitos foram devidos, principalmente, a reducao
acentuada da exploragao da plataforma central pela CORT. Uma redugcdo menor,
porém, marginalmente significante também foi observada apds a administragdo de
DEXA. Os efeitos distintos sobre as respostas de MIC e DEF podem ter sido devidos a
afinidade distinta das drogas pelos receptores | e Il. Portanto, os efeitos anteriores de
facilitagdo da IMO e atenuagcdo da MIC foram, muito provavelmente, devidos a
supressao periférica do eixo e redugdo dos niveis circulantes de CORT. Embora a
atenuacao do GLP possa ter sido devida a sua substituigdo pelo SLT, a redugédo dos
limiares de SLT € compativel com a facilitacdo dos ataques de panico pelo estresse.
Assim, embora o eixo HHA nado seja ativado nem nos ataques de panico, nem na
estimulacdo da MCPAd, situagdes estressantes poderiam predispor o individuo a estes

ataques.

Palavras-Chave: Corticosterona, Dexametasona, Eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal,

Matéria Cinzenta Periaquedutal Dorsal, Reagao de Defesa, Panico, Estresse.
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ABSTRACT: Effects of glucocorticoids on the thresholds of the defense reaction
induced by electrical stimulation of dorsal periaqueductal gray matter of rats. Rangel,
T.C., MSc Thesis, Universidade Federal do Espirito Santo, Vitdria, Brazil, 2007.

Prelimminary results (Vargas, 2002) showed that after 3 hours peripheral injections of
dexamethasone (DEXA) caused a reduction in the thresholds of DPAG-evoked
immobility. In contrast, DPAG-evoked micturition thresholds were raised. Because
DEXA is supposed to suppress the hypothalamus-pituitary-adrenal (HPA) axis
peripherally. The present study evaluated the effect of intracerebroventricular (i.c.v.)
injections of DEXA (0.8 ug /15 yL, n=20), corticosterone (CORT, 40 ug /15 uL, n=20) or
salina (NaCl 0,9%, 15 pL, n=20) on the thresholds of the defense reaction induced by
electrical stimulation of DPAG, as well as by the exploration behaviour in the elevated-
plus-maze (EPM), a sensitive equipment the changes the anxiety. Rats which
stimulation induced gallops or jumps with less than 85 pA were submitted to 4
stimulation sessions with sine-wave increasing intensities (0-90 pA, 60 Hz, a.c.) in 3
consecutive days: Day 1 - control, Day 2 - 15 min and 3 h after the central injection of
DEXA, CORT or salina, Day 3 — washout. The EPM performance was assessed in the
Day 2, 1.5 h after its administration. The thresholds median (I50+SE) of responses of
immobility (IMM), exophthalmus (EXO), trotting (TRT), galloping (GLP), jumping (JMP),
micturition (MIC) e defecation (DEF) were compared through likelihood ratio tests (P<
0.05, Bonferroni’s criterion). The DEXA facilitated JMP (Also= -16.8 %), they attenuated
GLP (Al50=17.1% 15 minutes and 31.2% after 24 hours) and DEF (Al50=22.3%).
Whereas the CORT had similar effects on JMP (Also= -14.3% after 3 hours) and GLP
(Al50=17.8% 15 minutes and 13.8% after 3 hours), but facilitated DEF (Also= -31.4%
after 3 hours) and MIC (Alsp= -29.3% after 15 minutes). The salina attenuated MIC
(Al50=12.3% 15 minutes and 42.2% after 3 hours) and the IMM (Al50=13.5% after 24
hours), but the responses DEF and MIC were virtually aboliteds after 3 h. Remaining
defensive responses were not changed significantly. Nobody of the drugs produced an
anxiolytic-like effect significant by the open-arm and close-arm exploration in the EPM.
Although, the treatments were the effect significant by the exploration in the central
platform. Compared with the salina, these effects were due the marked reduction of
exploration in the central platform by CORT. A significant reduction was observed too,
after injections of DEXA. Glucocorticoids diverse effects on MIC and DEF were most

likely due to their distinct affinity for type- | and Il receptors. Because DEXA present
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results were the opposite of the previous studies with peripheral injections, the latter
results should be ascribed to the peripheral suppression of HPA axis and ensuing
reduction in CORT plasma levels. GLP attenuation was most likely due to its
replacement by JMP, which thresholds were significantly facilitated. The decrease in
JMP thresholds is compatible with the stress facilitation of panic attacks. Although panic
attacks do not activate the HPA axis, there are evidences of the hyperactivity of HPA
axis in panic disorder. Likewise to panic attacks, DPAG stimulation does not activate the
HPA axis. Nevertheless, stress-induced increases in HPA axis activity are likely to

influence the functioning of DPAG.

Keywords: Corticosterone, Dexamethasone, Hipothalamus-Pituitary-Adrenal axis,

Periaquedutal Gray Matter, Defense Reaction, Panic, Stress.
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FUNGAO HIPOTALAMO-HIPOFISE-ADRENAL NOS TRANSTORNOS

PSIQUIATRICOS

Eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal

O eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (HHA) integra um sistema
neural e endocrino que visa a manutengdo da homeostase. A regulacéo
apropriada do eixo é essencial para a saude e sobrevivéncia do individuo, o
eixo sofre influéncias do ritmo circadiano, estresse, estruturas neurais e,
principalmente, da retroalimentagao negativa exercida pelos glicocorticoides.

O hipotalamo € a parte do diencéfalo localizado abaixo do talamo
entre a lamina terminal e os corpos mamilares, formando as paredes e o
assoalho do 3° ventriculo. No assoalho do 3° ventriculo, as duas metades do
hipotdlamo se reunem, para formar uma regidao semelhante a uma ponte,
conhecida como eminéncia mediana. O hipotalamo esta ligado a hipdfise
anterior e posterior pelo sistema porta hipotalamico-hipofisario. As artérias
hipofisaria superior, medial e inferior suprem o estoque arterial sanguineo para
a eminéncia mediana e hipdfise. Os neurbnios magnocelulares dos nucleos
supraédptico (SO) e paraventricular (PVN) apresentam longos axbnios que
terminam na hipofise posterior. Os axbénios dos neurdnios parvocelulares
terminam na eminéncia mediana, onde eles liberam seus neuropeptideos. A

veia portal longa drena a eminéncia mediana, transportando os peptideos do
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plexo capilar primario para o plexo secundario, que supre o estoque sanguineo
da hipdfise anterior (Molina, 2006).

Os hormdnios produzidos pela hipéfise anterior sdo: a prolactina
(PRL), o horménio estimulante da tiredide ou tireotrofina (TSH), o horménio do
crescimento (GH), o horménio luteinizante (LH), o horménio foliculo estimulante
(FSH) e os pré-hormdnios originados da clivagem da pré-opiomelanocortina
(POMC). Entre os sintetizados a partr da POMC temos: o horménio
adrenocorticotrofico ou corticotrofina (ACTH), as p-endorfinas, a p-lipotrofina (-
LPH) e o a-horménio estimulante dos melandcitos (a-MSH). Esta glandula
exerce o controle central da maioria dos horménios enddcrinos através da
producgao e liberacao dos hormdnios troficos.

Os neuropeptideos produzidos pelos neurénios magnocelulares
liberados na hipofise posterior sdo a ocitocina (OT) e a arginina-vasopressina
(AVP). Como os axonios partem do SO e do PVN, eles originam colaterais,
algumas das quais terminam na eminéncia mediana. O efeito classico da OT é
a estimulacado da contragao de células mioepiteliais que envolvem o alvéolo e
os ductos das glandulas mamarias e a contracdo miometrial ritmica no utero,
ajudando na expulsdo do feto. Contudo, a OT também potencializa a liberagéo
de ACTH pelo CRH, interage com o receptor da AVP para produzir
vasoconstriccdo, estimula a liberacdo de prolactina e tem uma influéncia
proeminente sobre o comportamento maternal. O efeito principal da AVP
consiste no aumento da reabsor¢gdo de agua no tubulo contorcido distal e nos
ductos coletores medulares do rim (Griffin e Ojeda, 1996).

A AVP, isoladamente, € um secretagogo fraco de ACTH, mas

apresenta acgéo sinérgica com o hormoénio liberador de corticotrofina (CRH),
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potencializando a liberacdo do primeiro. Acredita-se que o CRH e a AVP
mobilizem estoques diferentes de ACTH hipofisario durante a resposta ao
estresse (Salomé et al., 2006).

Os principais horménios do eixo HHA s&o o cortisol, em humanos,
e a corticosterona (CORT), em roedores e outras espécies. Os corticosterdides
s&o derivados do colesterol e sintetizados na zona fasciculada do cortex da
adrenal sob controle do ACTH (Griffin e Ojeda, 1996; Boyle et al., 2006).

O ACTH provém da clivagem da POMC e é sintetizado por
células especializadas da hipofise anterior (corticotrofos). Sua liberagdo é
controlada pela acdo coordenada de dois neuropeptideos, o CRH e a AVP.
Contudo, embora a AVP seja secretada pelos neurénios do PVN e SO, a
secrecao de ACTH induzida por AVP deve-se apenas a secrecdao do PVN
(Aguilera e Rabadan-Diehl, 2000). Ambos os horménios sao liberados no leito
capilar da eminéncia mediana, de onde alcangam a hipdfise anterior (CRH) via
circulagao porta hipotalamica-hipofisaria (Aguilera e Rabadan-Diehl, 2000;
Molina, 2006).

A liberacdo de ACTH também é facilitada, em menor grau, pela
angiotensina Il OT, peptideo intestinal vasoativo e aferéncias
catecolaminérgicas que desaguam no hipotalamo, provenientes dos nucleos
adrenérgicos e noradrenérgicos do tronco cerebral (bulbo ventrolateral, nucleo
dorsal motor do vago, nucleo do trato solitario e locus ceruleo (LC)) (Palkovits,
1987).

O PVN recebe numerosas aferéncias de outros nucleos
hipotalamicos, do tronco encefalico, do 6rgdo subfornicial (que monitora a

composicao do liquor) e de varias estruturas do sistema limbico (Mormeéde et
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al., 2007). Em particular, o hipocampo, mediante neurdnios do subiculum
ventral, € a principal influéncia neurogénica, inibindo o eixo HHA (Sapolsky et
al., 1984; Mueller et al., 2004). Além do hipocampo, o cortex préfrontal também
inibe a secregao do eixo, enquanto a amigdala esta relacionada a sua ativagao
(Herman et al., 2005). A multiplicidade de sinais convergindo para o PVN,
explica a sensibilidade do eixo HHA para uma ampla variedade de estimulos,
tanto de origem interna quanto externa.

A expressao de CRH no hipotalamo sofre influéncias de varios
fatores, como catecolaminas, serotonina (5—-HT), acetilcolina, citocinas, acido
gama-aminobutirico (GABA) e glicocorticoides. Os neurdnios do PVN com
imunopositividade para o CRH recebem aferéncias adrenérgicas do nucleo do
trato solitario, LC e bulbo ventrolateral (Holsboer e Barden, 1996). Existem
evidéncias de que o CRH funcione como um neurotransmissor nessas regioes.
Desta maneira, acredita-se que os sistemas neuronais de CRH, tanto
hipotalamicos quanto da amigdala (Kalin et al, 1994), estejam
estrategicamente situados para integrar respostas enddcrinas,
comportamentais, autonédmicas e imunes do estresse (Kalin et al., 1988, 1994;
Kalin e Takahashi, 1990; Arborelius et al., 2000).

As acdes do CRH s&o mediadas por receptores de membrana de
alta afinidade (CRH-R) acoplados a guanilato ciclase. Portanto, sua
estimulacdo resulta na elevagdo dos niveis intracelulares de monofosfato
ciclico da guanosina (GMPc). Foram identificados dois subtipos de receptores
de CRH (CRH-1 e CRH-2) tanto em humanos quanto em ratos. O receptor
CRH tipo-1 é encontrado nos corticotréfos, neocortex, cerebelo, estruturas

limbicas, incluindo a amigdala e matéria cinzenta periaquedutal (MCPA). O
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CRH-2 esta distribuido no PVN, area septal lateral, nucleo ventromedial,
adrenal, além da MCPA (Arborelius et al., 2000; Gutman et al., 2003). Além
disto, ambos os receptores sdo encontrados em inumeros orgaos periféricos. A
MCPA é uma regido que contém tanto neurbnios quanto receptores de CRH.
Os efeitos fisiolégicos do CRH nesta estrutura sdo desconhecidos, porém
existem evidéncias de que o CRH exergca efeitos pos-sinapticos
predominantemente excitatérios (Bowers et al., 2003). A participagao fisiologica
do CRH-1 esta relacionada com a regulagdo do eixo HHA em resposta ao
estresse, enquanto o CRH-2 esta envolvido com o efeito anorexigénico do CRH
e da urocortina (um peptideo analogo ao CRH) na homeostase do balango
energético (Arborelius et al., 2000; De Kloet, 2003; Gutman et al., 2003).

A atividade do eixo é altamente variavel e a secre¢ao do cortisol €
pulsatil, com uma periodicidade de 90 minutos (Morméde et al., 2007). Na
maioria dos vertebrados a secreg¢ao de corticosterdides apresenta um ritmo
circadiano com picos no inicio da fase ativa. A ritmicidade circadiana dos
glicocorticéides depende do nucleo supraquiasmatico. Lesdes desta estrutura
produzem um nivelamento do ritmo de corticosterdides para niveis
intermediarios entre o nadir e acrofase circadianas (Herman et al., 2005).

O eixo HHA é raramente inibido, sendo sensivel a uma variedade
enorme de estimulos. As respostas dos corticosterdides podem ser iniciadas
por ativagcédo direta do PVN através de vias nociceptivas (dor), recrutamento de
programas defensivos inatos (aversdao ao predador) ou por estimulagéo
sensorial multimodal (medo condicionado) (Herman et al., 2005). Além dessas
condicdes, o eixo HHA ¢ influenciado por fatores ambientais como temperatura

e humidade (Morméde et al., 2007).
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Receptores de Corticosterdides

O sistema nervoso central expressa dois tipos de receptores
citosélicos de glicocorticoides com padrdes similares de expresséo: o receptor
mineralocorticéide (MR) ou tipo-l e o receptor glicocorticoide (GR) ou tipo-Il. O
MR apresenta a mesma afinidade por glicocorticdides e mineralocorticoides,
enquanto o GR apresenta baixa afinidade por mineralocorticéides. (Erdeljan et
al. 2001; Gesing et al., 2001; Kalman e Spencer, 2002; Boyle et al., 2006).

Usando ensaios de ligagao citosolica, Reul e De Kloet (1985)
mostraram que os MRs estao presentes principalmente no septo dorsolateral e
sitios heterogéneos do hipocampo, tendo sido observados altos niveis de MR
na camada piramidal CA1 e CA2, na camada granular do giro denteado e na
MCPA (Reul et al., 2000; Gesing et al.,, 2001). Os GRs sao encontrados
majoritariamente em toda a extens&do do cérebro, com altos niveis no cortex
cerebral, hipocampo, amigdala, MCPA, talamo, PVN e SO (Reul et al., 2000).

As diferengas de afinidade e distribuicdo no sistema nervoso
sugerem que o receptor tipo-l, de alta afinidade, esteja envolvido com a
atividade basal do eixo HHA, enquanto o receptor tipo-ll, de baixa afinidade,
seja responsavel pela modulagdo do eixo em presenca dos altos niveis de
glicocorticéides no estresse (Holsboer e Barden, 1996).

O GR é um fator de transcricao pertencente a uma superfamilia
de receptores nucleares. Em seu estado inativo, os GRs estdo localizados no
citoplasma. Contudo, ao se ligarem aos glicocorticoides, os GRs s&o ativados e
translocados para o nucleo da célula, influenciando a transcricdo mediante

ligacdo em sequéncias especificas, chamadas ‘elementos responsivos aos
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glicocorticéides’ (GRE, glucocorticoid responsive elements), situadas na regido
promotora de genes alvos ou pela interagdo com outros fatores de transcricéo
(Kitchener et al., 2004; Morméde et al., 2007). Um mecanismo adicional, isto &,
o antagonismo dos fatores de transcricdo, pode resultar na atenuagédo ou
suspensao das atividades transcricionais. Em particular, a interacdo entre o GR
e o fator nuclear de transcrigdo kappa B (NF kB) regula a expressao de varios
componentes predominantemente envolvidos nas respostas imune e
inflamatdria (Ferreira et al., 2005; Mikics et al., 2005). Ambos os tipos de
receptores esterdides (GRs ou MRs), ligam-se aos GRE na regido regulatoria
de promotores de genes alvos como homodimeros ou formando um complexo
heterodimérico com propriedades transcricionais diferentes dos respectivos
homodimeros (Figura 1) (Holsboer e Barden, 1996). Estes mecanismos
realcam muitos efeitos fisiolégicos dos GRs, incluindo regulagdes do
metabolismo, respostas imunes e comportamento (Kitchener et al., 2004;
Mormeéde et al., 2007). Os GRs somente sao ocupados de forma extensa
quando os niveis de glicocorticbides estdo altos como em situagdes de
estresse, na acrofase do ciclo circadiano e na vigéncia de inibicdo da
retroalimentagcdo negativa do eixo HHA (Boyle et al., 2006; Herrero et al.,
2006).

O GR é mantido em seu estado inativo, formando um
heteroligdmero com imunofilinas, ou com ‘proteinas de choque térmico’ (HSP,
heat shock proteins), tais como a HSP-90, as quais, dependendo do conteudo
celular, podem conduzir a expressdo génica ativada por GR numa diregéo
tecido-especifica. Depois da ligagdo do glicocorticoide e da dissociacdo das

HSPs, este receptor pode ligar-se ao DNA e agir como um fator de transcrigéo



23

dimérico, aumentando ou diminuindo a expressao dos genes responsivos aos

glicocorticéides (Holsboer e Barden, 1996).
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Figura 1: Um modelo dos receptores glicocorticoides (GR) e
mineralocorticéides (MR), ligando-se aos elementos responsivos de
glicocorticéides (GRE) na regido regulatoria de promotores de genes alvos
(Holsboer e Barden, 1996).

Descoberto no final de 1960, o MR é um membro da superfamilia
de receptores esteroides de fatores de transcrigdo regulados por ligantes (Reul
et al., 2000; Gomez-Sanchez et al., 2006). O MR tem afinidade similar para o
mineralocorticdide aldosterona e pelos glicocorticéides cortisol e CORT, mas
nao para a dexametasona (DEXA), um glicocorticoide sintético que se liga aos
GRs (Reul et al., 2000; De Kloet, 2003; Gomez-Sanchez et al., 2006; Oliveira et
al., 2006).

Estudos sobre a maturagdo cerebral mostraram que a DEXA
pode causar prejuizos neuronais irreversiveis ou morte celular no estriado e no
hipocampo. Por outro lado, enquanto a ocupagadao dos MRs confere

neuroprotecdo, a ativagdo concomitante dos GRs e MRs, por altos niveis de
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CORT, resulta em atrofia dendritica transitéria e dano sinaptico (Oliveira et al.,
2006). Ao contrario da DEXA, o cortisol liga-se preferencialmente aos MRs do
hipocampo e, somente em altas concentragdes, por exemplo, nas situagdes de
estresse, aos GRs (Holsboer, 1999).

Considerando a fungdo cognitiva, estudos em animais
demonstraram que o MR esta envolvido na interpretacdo de informacdes
novas, na recuperagcdo da memoria e no aprendizado visuoespacial. Além
disso, a fungdo do MR esta alterada na depressdo maior (DM), na qual foi
associada aos déficits cognitivos (Otte et al., 2007).

As funcbes desempenhadas pelo receptor tipo-l incluem a
prevencao dos disturbios da homeostase celular, o controle da sensibilidade do
sistema em resposta ao estresse e a sele¢cdo da resposta comportamental. Os
receptores tipo-ll sdo responsaveis pelo controle do metabolismo energético,
pelo armazenamento de informacéo, pela homeostase celular, pela inibicdo da
resposta induzida pelo estresse e promovem a adaptagdo comportamental (De
Kloet, 2003).

Os MRs e os GRs operam em duas modalidades de estresse. A
primeira envolve agdes rapidas, tal como nas respostas neuroenddécrinas e
simpaticas das reagdes de luta ou fuga, e € mediada pelos receptores CRH-1.
Este sistema pode ter a participagdo dos neurdnios CRHérgicos localizados na
MCPA, no PVN, na amigdala, nos neurénios do LC e em outras células
aminérgicas do tronco encefalico. Na periferia o cortex adrenal produz, entre
outros hormoénios, o cortisol, enquanto a medula secreta as catecolaminas,
particularmente, a adrenalina, que também estdo envolvidas com as respostas

imediatas ao estressor. A segunda modalidade representa um sistema mais
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lento, responsavel pela recuperacédo e adaptacdo ao estresse, que parece ser
ativado pela urocortina via receptores CRH-2 (De Kloet, 2003). Os peptideos
urocortina-ll e Ill apresentam localizacbes diferentes do CRH e foram
identificados como ligantes seletivos para o receptor CRH-2. A urocortina-l é
sintetizada numa regido discreta do mesencéfalo, o nucleo de Edinger-
Westphal, e se liga a ambos receptores de CRH. A urocortina-Il € encontrada
no PVN e LC e a urocortina-lll na area hipotalamica rostral do PVN e nos
nucleos do hipotalamo e medial da amigdala. Seus campos terminais
localizam-se no hipotalamo e no tronco encefalico e sdo similares aqueles do

receptor CRH-2 (Arborelius et al., 2000; De Kloet, 2003).

Funcgbes dos Corticosteroides

As glandulas adrenais possuem duas camadas de origem e
funcdes diferentes; a porgéo interna (medula) provém do endoderma e produz
principalmente adrenalina, mas também noradrenalina. A regido externa
(cortex) origina-se do mesoderma e sintetiza cortisol e andrégenos nas zonas
fasciculada e reticular, respectivamente, e aldosterona na zona glomerulosa
(Griffin e Ojeda, 1996; Molina, 2006).

A classe de hormbnios denominados corticosteroides € formada
pelos glicocorticdides e mineralocorticoides. O cortisol, também conhecido
como hidrocortisona, é o principal glicocorticéide humano, enquanto a CORT é
encontrada principalmente nos roedores (Griffin € Ojeda, 1996; Yu et al., 2004;

Molina, 2006). A estrutura basica desses esterdides & caracterizada pelo
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nucleo ciclopentanoperidrofenantreno. As alteragbes na molécula do cortisol
deram origem aos compostos glicocorticoides sintéticos, com propriedades
farmacocinéticas e farmacodinamicas diferentes, mais potentes como
antiinflamatorios, e com menor capacidade de retencao de sodio. A DEXA € um
desses analogos, com agao glicocorticoide 30 vezes maior do que a CORT,
porém com atividade mineralocorticoide quase nula. A aldosterona, por outro
lado, € o mais importante mineralocorticéide, mas tem acg&o glicocorticoide
minima (Griffin e Ojeda, 1996; Molina, 2006).

Os dglicocorticéides regulam processos homeostaticos e neurais
relevantes para o metabolismo energético, crescimento, mecanismos
inflamatorios, imunidade, humor e cogni¢do. Devido aos seus efeitos centrais e
periféricos, os niveis de corticosterbéides no plasma estdo sobre o rigido
controle do eixo HHA (Gesing et al., 2001; Mueller et al.,, 2004). Esses
horménios também desempenham uma fungdo importante na mediacdo da
resposta de estresse e na sobrevivéncia de populagdes neuronais especificas,
regulando a neurogénese e remodelando terminagbes dendriticas no
hipocampo e em outras estruturas limbicas (Lindholm et al., 1994; Metz et al.,
2005).

Devido a sua estrutura lipofilica, os glicocorticoides naturais
podem atravessar facilmente a barreira hemato-encefalica e entrar no cérebro,
onde influenciam inumeras atividades, incluindo a cognicdo e a emocéo,
inclusive a ansiedade (Joéls et al., 1991; Herrero et al., 2006). Contudo, alguns
corticosterdides sintéticos como a DEXA n&o atravessam a barreira devido a
presenca da glicoproteina-P 1a multidroga-resistente (GMDR) (multidrug-

resistant glycoprotein-P 1a) que é expressa nas membranas apicais das células
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endoteliais da barreira hemato-encefalica. Em baixas doses, a GMDR age
como uma bomba, limitando a passagem de agentes xenobidticos, incluindo a
DEXA, para o cérebro (Holsboer, 1999).

Os efeitos terapéuticos dos glicocorticoides naturais e de seus
analogos sintéticos sdo determinados pela concentragdo da droga no tecido
efetor, poténcia, meia-vida de eliminagdo e meia-vida das respostas biolégicas
(Tabela 1). Por exemplo, a afinidade do glicocorticoide sintético DEXA ao GR é
sete vezes maior que aquela do cortisol ou CORT. Contudo, a DEXA é 150
vezes mais potente na supressao da funcio adrenal.

Tabela 1. Comparagao das propriedades do cortisol e dexametasona (Wilson et
al., 1998).

CORTISOL DEXA
Dose equipotente (mg) 20 0,75
Poténcia relativa glicocorticéide 1 20-50
Poténcia relativa mineralocorticéide 1 0
Meia-vida de eliminacgéo (h) 1,5-2 3,5
Duracgao do efeito (h) 8-12 18-36

Os mineralocorticéides atuam ao nivel dos tubulos distais do rim,
aumentando a reabsorcdo de sodio para o plasma e a excrecado urinaria dos
ions hidrogénio e potassio. Como consequéncia, ocorre a retengédo de agua, o
aumento do volume sanguineo e do débito cardiaco, o qual pode aumentar em
até 10 a 20%. Adicionalmente, observa-se a elevagao da resisténcia vascular
sistémica e presséao arterial (Griffin e Ojeda, 1996; Molina, 2006).

A deficiéncia de mineralocorticoides € normalmente consequéncia
da destruicao dos cortices adrenais, tal como na doencga de Addison, na qual
se observa sintomas da caréncia de mineralocorticoides (hipercalemia,
acidose, hipovolemia) e glicocorticéides (anorexia, fraqueza e perda de peso).

A deficiéncia de mineralocorticdides pode resultar em hipotensao postural,
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edemas, redugao do débito urinario e redugédo do volume extracelular (Griffin e
Ojeda, 1996; Molina, 2006).

O cortisol afeta varias fungdes celulares e fisioldgicas envolvidas
na homeostase; suprime a inflamacdo e certas reagdes imunes, inibe a
secrecao de varios horménios e neuropeptideos e induz a apoptose dos
linfécitos. Por exemplo, o cortisol aumentado (hipercortisolismo) &
frequentemente encontrado em pacientes com DM, e a redugédo do cortisol
(hipocortisolismo) foi observada no transtorno de estresse pods-traumatico
(TEPT) em ex-combatentes da Guerra do Golfo, na fatiga pds-infeccdo e na
sindrome da fatiga cronica (Musselman e Nemeroff, 1996; Gupta et al., 2007).
Embora ndo se saiba se a desregulacdo do eixo seja um efeito primario ou
secundario destes transtornos, existem evidéncias de que os transtornos
relacionados ao estresse sejam influenciados por experiéncias adversas da
vida precoce que afetam a arquitetura neural e a expressé&o génica no cérebro.
Eventos na infancia como infecgéo severa, desnutricao, abuso fisico, sexual ou
emocional tém sido associados ao desenvolvimento de inumeras enfermidades
cronicas tardias (Gupta et al., 2007).

O horménio CORT também regula a transcricdo dos genes
responsivos no hipocampo dos roedores atravées dos GR e MR nucleares.
Através de mecanismos genémicos ja mencionados, o horménio promove uma
alteracao lenta nas propriedades de células hipocampais, incluindo mudancas
na sinalizagao hipocampal (Karst et al., 2005).

Na clinica, a DEXA também é utilizada num teste combinado ao
CRH (teste dexametasona/CRH), com o objetivo de diagnosticar disfungdes do

eixo HHA na sindrome de Cushing (hipersecregdo de glicocorticoides) e nas
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desordens afetivas (Holsboer, 1999; Keck et al., 2002; Karssen et al., 2005).
Este teste baseia-se numa das diferengas mais importantes entre a CORT e
DEXA, qual seja, no fato da ultima ndo atravessar a barreira hemato-encefalica,

suprimindo o eixo apenas perifericamente (Holsboer, 1999).

Corticosterdides e estresse

A teoria de estresse de Hans Selye teve um grande impacto na
medicina e, em particular, na psiquiatria (Selye, 1936; 1976). De fato, estudos
clinicos e experimentais conduzidos nas ultimas décadas implicam a resposta
de estresse no desenvolvimento do transtorno do panico (TP), DM e TEPT
(Strohle e Holsboer, 2003). Embora a maior parte das questdes apontadas por
Selye permanega sem resposta até os dias atuais (Selye, 1976), a marca de
Selye foi o conceito da ndo-especificidade da ativagado do eixo HHA que ocorre
apo0s a exposicdo de um organismo a uma variedade extraordinaria de
estressores, tanto fisicos como psicolégicos (Selye, 1976; Pacak et al., 1998).
A ativacdo do eixo HHA tornou-se, portanto, emblematica de estresse, e os
hormonios do eixo, CRH, ACTH e cortisol, passaram a ser referidos como os
“‘horménios do estresse” (DeVries et al., 2003). Contudo, estudos adicionais
mostraram que outros eixos além do HHA, respondem ao estresse. Por
exemplo, a prolactina é liberada consistentemente a uma variedade de
estressores (Siegel et al., 1980).

O conceito de inespecificidade proposto por Selye parece ser

responsavel pelo uso indiscriminado que se faz do termo “estresse” na
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atualidade. A hipotese de inespecificidade supde que variagdes na intensidade
de diferentes estressores ativem os mesmos sistemas (adrenocorticais,
simpatomedulares, imunes, etc) de forma proporcional a intensidade do
estressor. Pacak e colaboradores (1998) testaram esta hipotese avaliando as
respostas adrenocorticais e simpatomedulares em fungdo da variacdo da
magnitude de diversos estressores. Entretanto, este estudo mostrou que
estressores diferentes (hemorragia, insulina, injecdo subcutanea de
formaldeido, frio ou imobilizagdo) produzem padrdes distintos de respostas.
Adicionalmente, a variacdo da intensidade do estressor resultou em respostas
adrenocorticais e simpatomedulares de magnitudes diferentes. Assim, o frio
eliciou respostas maiores de noradrenalina, a insulina respostas maiores de
epinefrina, e a hemorragia respostas reduzidas para ambas as catecolaminas.
Por sua vez, a imobilizagao eliciou respostas acentuadas dos trés hormdnios.
As taxas de variagao das respostas também foram bastante distintas para os
varios estressores. Estes e outros resultados sugerem que cada estressor
tenha sua propria “assinatura” neuroendocrina (Pacak et al., 1998).

A exposicdao prolongada do organismo aos estressores
desenvolveria uma “sindrome geral de adaptag&do” caracterizada por hipertrofia
das adrenais, ulceragdo gastrointestinal e involugao timolinfatica (Selye, 1976).
A sindrome consistiria em 3 estagios das respostas do eixo HHA. O primeiro
estagio, a ‘reagdo de alarme’ seria representada pela descarga maciga de
horménios adrenais. O estagio seguinte seria a ‘resisténcia’, onde a secregao
de corticosterdides continuaria alta, porém estavel, e o organismo se adaptaria
ao estresse, com a consequente melhora ou desaparecimento dos sintomas.

Caso o estimulo persista por um longo periodo, a sindrome evoluiria para o
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‘estagio de exaustdo’, na qual a hipofise e as adrenais esgotariam seus
horménios e o organismo perderia a capacidade de adaptagéo. Nesta condi¢cédo
de estresse severo, as defesas do organismo ficam comprometidas, havendo o
colapso de 6rgéos e fungdes, como o do sistema imunoldgico e gastrointestinal
(Gray, 1991).

Niveis de cortisol cronicamente elevados podem interferir na
estrutura e funcdo do hipocampo e, possivelmente, em outras areas do
cérebro, amplificando a sua vulnerabilidade a danos neurais e produzindo
alteragcdes de memoria, aprendizado e cognigdo. Ao lado dos efeitos diretos
causados pelos horménios do estresse sobre a funcdo do sistema nervoso,
mudang¢as emocionais associadas ao estresse, como a ansiedade, também
podem afetar a atividade motora e o desempenho, variando de acordo com a
duracdo e tipo de estressor (Margis et al., 2003; Metz et al, 2005).
Adicionalmente, o debiltamento do sistema imune pode facilitar o
desenvolvimento de inumeras doencgas sistémicas. Existem evidéncias, por
exemplo, de que a ativagao persistente do eixo na DM contribua para o
desenvolvimento e progressao de alguns tipos de cancer (Reiche et al., 2004).

Muitos autores se mantém fiéis as concepg¢des de Selye. Por
exemplo, para Tsigos e Chrousos (2002) o sistema de estresse coordenaria
respostas adaptativas do organismo aos estressores de qualquer espécie e
compreenderia o sistema CRHérgico central, o sistema noradrenérgico do LC,
0 eixo hipdfise-adrenal, o sistema simpatico e até mesmo os seus efetores
periféricos. A despeito da inclusédo injustificada de efetores periféricos como
parte do ‘sistema de estresse’, a ativagao deste sistema conduziria a alteracdes

comportamentais e periféricas que facilitariam os controles homeostaticos,
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aumentando as possibilidades de sobrevivéncia. Os sistemas de CRH e do LC
estimulariam a vigilia e atengdo. Por sua vez, o sistema B-endorfinérgico do
hipotdlamo estaria envolvido na analgesia e o sistema dopaminérgico
mesocorticolimbico nos mecanismos de recompensa e antecipagao (Tsigos e
Chrousos, 2002). A referéncia a tipos de estresse envolvidos com recompensa
€ mais recente na investigagao cientifica. Embora Selye (1936, 1956) em seus
estudos iniciais tenha viculado o estresse a emocdes aversivas e nocivas a
saude, ele propds nos ultimos estudos dois tipos de estresse, quais sejam, o
estresse ‘agradavel’ (eustress) e o ‘desagradavel’ (distress), o qual estaria
relacionado a concepgéo do estressor ‘nocivo’ a saude. Selye chegou a afirmar
que ‘o estresse é o sal da vida; poucas pessoas gostariam de viver uma vida
sem correria, sem acertos, sem erros’ (stress is the salt of life; few people
would like to live an existence of no runs, no hits, no errors) (Selye, 1976).
Portanto, em seus ultimos estudos, Selye introduziu definicdes ambiguas que
contradizem os conceitos iniciais que foram tdo caros a medicina.

Mais recentemente, foram propostas novas abordagens do
estresse. Por exemplo, Herman e Cullinan (1997) propdéem que a integragao da
resposta neuroenddcrina do estresse ocorre por meio de interagdes entre a
circuitaria cerebral sensivel aos estressores e os neurdnios do PVN. Contudo,
propuseram que enquanto os ‘estressores fisioldgicos’ (systemic stressors)
envolvidos nos disturbios da homeostase ativam o PVN de forma quase
imediata, provavelmente, através das projegdes catecolaminérgicas do tronco
encefalico a este nucleo, os ‘estressores psicoldgicos’ (processive stressors)
necessitam ser interpretados por estruturas superiores dos circuitos limbicos

prosencefalicos, principalmente, amigdala e nucleo do leito da estria terminal,
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que tém conexdes intimas com o PVN. Os dados funcionais e neuroanatémicos
sugerem que as doengas envolvidas com o controle inadequado do estresse
envolvem a disfungdo das vias do estresse psicologico (Herman e Cullinan,
1997).

Nos pacientes com hiperatividade do eixo HHA, tal como ocorre
na maioria dos pacientes com DM, a redu¢do na expressao ou na sensibilidade
dos GRs tem sido postulada como a causa de uma retroalimentagéo deficiente
que subjacente a hiperatividade e reducdo da responsividade do eixo aos
novos estressores (Ridder et al., 2005). A sensibilidade reduzida aos efeitos
inibitérios dos glicocorticoides na auséncia de uma reducdo da expressao do
GR, pode ser um componente essencial dos transtornos relacionados ao
estresse. Glicocorticoides elevados, juntamente com aumento do glutamato e
liberagdo do oOxido nitrico, tém sido considerados elementos centrais da
apoptose e de danos estruturais da glia e neurdnios hipocampais e corticais
encontrados nos transtornos depressivos (Pekary, 2006). A desregulagdo dos
GRs dos macrofagos resulta no aumento da liberagdo de leucotrienos e
citocinas que também tém sido aventados como a causa de um tipo de
depressdao denominada “comportamento de enfermo”, uma condigdo
caracteristica dos pacientes com cancer ou infecgbes virais crénicas, como
hepatites B ou C, tratados com citocinas (Leonard, 2001; Pekary, 2006).

As acbes dos glicocorticoides na resposta ao estresse sdo de
dois tipos: permissivas ou protetivas. Na atividade permissiva, os esteroides
controlam a atividade basal do eixo HHA, ajustam o seu limiar de resposta ao
estresse e normalizam sua resposta ao estressor. No modo supressivo (ou

protetor), a agdo dos glicocorticéides capacita o organismo para lidar, adaptar-
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se ou recuperar-se do estresse. As potentes acgdes antiinflamatérias e
imunossupressivas, o redirecionamento do metabolismo para atender as
demandas energéticas, a inibicdo do crescimento e das fung¢des reprodutoras
fazem parte das condi¢cdes protetoras. As acdes permissivas ocorrem em
concentragdes fisiologicas reduzidas de esterdides e sdo majoritariamente
mediadas pelos MRs. Em contraste, suas acdes supressivas manifestam-se
nas concentracbes elevadas do estresse, sendo mediadas pelos GRs

(Buckingham, 2000).

Corticosterdides e ansiedade

Os fundamentos da nosologia dos transtornos de ansiedade
foram desenvolvidos por Sigmund Freud, em colaboragdo com Joseph Breuer,
nos ‘Estudos Selecionados sobre a Histeria’ (1895). Freud denominou os
transtornos de ansiedade ‘neuroses de angustia’ (Angstneuroses) e separou-as
das neurastenias que incluiam uma ampla variedade de disturbios, inclusive,
transtornos do humor como a DM (melancolia). Em sua descrigdo sobre as
neuroses de angustia, Freud notou que irritabilidade, aumento da preocupacéao
com a saude (hipocondria) e ansiedade generalizada, que ele denominava
‘expectativa ansiosa’ (anxious expectation), eram os sintomas mais evidentes
destes pacientes. Freud descreveu a expectativa ansiosa como um ‘quantum
de ansiedade livre e flutuante (quantum of freely floating anxiety) que controla a
escolha das idéias por antecipagao’. Pessoas artomentadas por este tipo de
ansiedade antecipam o pior de qualquer evento, interpretando cada

acontecimento como um mau pressagio. Na concepgao de Freud (1895; 1920),
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a expectativa ansiosa era o sintoma mais essencial dentre os transtornos de
ansiedade. Esta sindrome corresponde ao transtorno de ansiedade
generalizada da psiquiatria contemporanea (APA, 1994).

A ansiedade € um transtorno psiquiatrico que também existe
como estado emocional em condigbes normais ou fisiologicas de ameaca (File,
1992). A ansiedade tem valor adaptativo e pode ser considerada como uma
evolugdo da reacdo de “fuga ou luta”. Para lidar com estas alteragbes os
animais usam uma de quatro estratégias defensivas basicas que s&o:
imobilidade, fuga, ataque defensivo e submissédo (Blanchard e Blanchard,
1988). A ‘escolha’ de uma estratégia particular tem relagdo com varios fatores,
tais como as caracteristicas do ambiente/predador, distdncia do estimulo
ameacador e experiéncia prévia com o estimulo e/ou ambiente (Graeff e
Zangrossi, 2002). De forma similar ao medo, a ansiedade protege o individuo
de danos fisicos ou psicoldgicos futuros. No entanto, a ansiedade patoldgica é
desproporcional a ameacga e pode originar comportamentos inadequados como
a esquiva fébica ou paralisia (inibicdo, congelamento), fazendo com que o
individuo perca toda e qualquer iniciativa para lidar com a situagao (Salomé et
al., 2006).

Existem varias teorias sobre as bases neurais da ansiedade.
Segundo Gray (1981) a ansiedade é decorrente da ativagdo do ‘sistema de
inibicdo comportamental’. Este seria formado, basicamente, pelo sistema
septo-hipocampal e seus aferentes serotonérgicos e noradrenérgicos, mas
também pelas vias e estruturas associadas, assim como, pelo circuito de
Papez (subiculum — corpos mamilares — talamo anterior — cértex cingulado

— subiculum), a area entorrinal (que fornece aferéncias neocorticais para o
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hipocampo) e o cortex pré-frontal (que se projeta para area entorrinal e giro
cingulado).

O sistema de inibicdo comportamental seria ativado pelos
seguintes estimulos: punigdo (apresentacdo de um estimulo aversivo),
frustragdo (remocgdo do reforgo), novidade (situagdes desconhecidas) e
estimulos inatos aversivos (odor de predador, locais elevados, etc). A ativagao
deste sistema geraria respostas de inibigdo comportamental, aumento na
vigilancia e aumento da atengao (Gray 1981; Gray e McNaughton, 2000). As
drogas ansioliticas inibiriam o sistema de inibigdo comportamental. Este

modelo esta ilustrado na Figura 2.

AFERENCIAS EFERENCIAS
/
Sinais de punicao : Inibicdo comportamental
Sistema de
Sinais de ndo-recompens Inibicao < Aumento na vigilia
Comportamental
Estimulo novo Aumento da atencao
N\
Inibem
Drogas
Ansioliticas

Figura 2: Sistema de Inibicdo Comportamental (Gray, 1981).

De acordo com Gray (1981), o sistema septo-hipocampal
compara a situagdo presente a esperada, funcionando em dois modos, quais
sejam, ‘verificagdo’ (checking mode) ou ‘controle’ (control mode). Se o estimulo
atual corresponder as expectativas, o sistema septo-hipocampal funcionara no

‘modo verificagdo’ dando prosseguimento aos comportamentos em curso
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(alimentar, exploratorio, etc) comandados por diversas estruturas cerebrais. Se,
ao contrario, o estimulo atual for diferente do esperado, ou se for um estimulo
aversivo, o sistema septo-hipocampal passara a funcionar no ‘modo controle’,
assumindo o comando do comportamento, inibindo os comportamentos em
curso e aumentando a atencéo aos estimulos ambientais. A ultima resposta - o
aumento do estado de alerta — seria devida as fibras monoaminérgicas
ascendentes do LC e nucleos da rafe que se projetam para o sistema septo-
hipocampal e outras estruturas. O programa motor em execug¢do durante a
detecgdo do ‘erro’ ficaria registrado, sendo executado com maior restricdo em
ocasides futuras nas quais o sistema septo-hipocampal exerceria sua fungao
de verificagdo e comparagdo de maneira mais rigorosa (Gray 1981; Gray e
McNaughton, 2000). Tal como as drogas ansioliticas, as lesbes hipocampais
atenuam os comportamentos relacionados a ansiedade. Adicionalmente, o
hipocampo apresenta uma atividade elétrica caracteristica em situagdes
aversivas, de 7 a 14 Hz (ritmo teta hipocampal), que é atenuada ou abolida
pelos ansioliticos (Gray 1981; Gray e McNaughton, 2000). De fato, estudos
recentes com lesdes hipocampais apresentaram evidéncias convincentes do
processamento da ansiedade pelo hipocampo ventral, mas nao dorsal, de
ratos, aumentando a exploracdo dos bragos abertos do labirinto-em-cruz
elevado (LCE) e bloqueando o aumento da CORT a alta luminosidade
(Kjelstrup et al., 2002). E importante notar que os ratos com lesdes do
hipocampo ventral ndo apresentaram déficits de aprendizagem no labirinto
aquatico de Morris, indicando que os resultados n&do foram devidos a
disfuncdes de aprendizado ou orientagao espacial. Por fim, como o hipocampo

€ o principal alvo de corticosterdides no cérebro, Herrero e colaboradores
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(2006) investigaram se a expressao hipocampal de MR e GR difere em ratos
de alta e baixa ansiedade e se estes receptores estdo relacionados a
exploracéo diferencial dos bragos do LCE. Estes autores observaram que os
ratos com baixa ansiedade tém uma expressdo maior de MR do hipocampo e
que a densidade destes receptores apresentou uma correlagcdo direta com o
tempo gasto nos bragos abertos no LCE. Ao contrario, os ratos de alta
ansiedade apresentaram uma expressdo maior de GR e menor de MR que os
ratos de baixa ansiedade (Herrero et al., 2006). Os estudos de Kjelstrup e
colaboradores (2002) sugerem que a inibicdo pelo hipocampo da resposta de
estresse do eixo HHA (Sapolsky et al., 1984) seja devida ao hipocampo dorsal,
mas nao ventral. No mesmo sentido, outros estudos sugerem que o hipocampo
tenha uma fungdo estimulatoria do eixo durante o estresse a um ambiente
novo, a restricdo, ou ao contexto/condicionamento aversivo (Herman et al.,
2005).

Por sua vez, LeDoux (2000) propdée que a amigdala seria a
estrutura responsavel pelo processamento dos estimulos aversivos
condicionados, inclusive, medo e/ou ansiedade, uma vez que sua lesdo abole
as respostas de congelamento e hipertensdo a um som previamente pareado a
um choque. LeDoux (2000) também mostrou que enquanto a resposta pressora
podia ser seletivamente abolida por lesdo do hipotalamo, o congelamento o era
pela lesdo da MCPA. Nao obstante, o mesmo autor também mostrou que as
lesbes da amigdala que abolem a resposta de congelamento a um som
previamente pareado a um choque nao tém efeitos sobre a supressao induzida
por choque do comportamento alimentar (Amorapanth et al., 1999). Kjelstrup e

colaboradores (2002) corroboraram estes dados, mostrando que ratos com
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lesbes da amigdala evitam os bracos abertos do LCE de forma tdo acentuada
quanto os controles. Os Ultimos estudos fornecem evidéncias do
processamento distribuido da ansiedade por varios sistemas cerebrais, dentre
0s quais se destaca o hipocampo ventral na inibicdo comportamental do
conflito, e a amigdala no medo associado ao condicionamento Pavloviano. Por
fim, existem evidéncias que as informacdes aversivas sobre contexto e
localizagdo sejam codificadas no hipocampo. Em particular, a averséo
condicionada ao contexto é abolida por lesdo do hipocampo, mas nao da
amigdala (Deakin e Graeff, 1991).

Por outro lado, acredita-se que a amigdala exer¢ga uma influéncia
excitatéria sobre o eixo HHA mediante proje¢cdes diretas ou indiretas, via
nucleo do leito da estria terminal, ao PVN (Herman et al., 2005). De fato, a
estimulacdo da amigdala aumenta a atividade do eixo HHA (Dunn e Whitener,
1986) e lesbes extensas ou restritas dos nucleos central ou medial da
amigdala, reduzem a secregao pés-estresse de ACTH e/ou CORT (Feldman et
al., 1994, Dayas e Day, 2002). Os efeitos estimulatérios do eixo HHA s&o
consistentes com as outras fungées da amigdala, incluindo a ativagdo das
respostas autonémicas e o seu envolvimento no medo e ansiedade (LeDoux,
2000, Herman et al., 2005). A influéncia da amigdala sobre o eixo HHA parece
depender de nucleos especificos e do tipo de estressor. Assim, a amigdala
medial apresenta uma intensa imunorreatividade a proteina c-fos apds os
estresses de restricdo, natacéo, exposi¢ao ao predador e interagcédo social, mas
uma imunorreatividade consideravelmente menor apos a injegcdo de [-
interleucina 1, hipéxia ou hemorragia (Figueiredo et al., 2003). Em contraste, o

nucleo central da amigdala respondeu, preferencialmente, aos estimulos
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inflamatdrio e hemodinamico, tanto que as lesdes desta estrutura atenuaram a
ativacdo do eixo HHA pela B-interleucina 1, mas nao pela restricdo (Dayas et
al., 1999). De fato, Prewitt e Herman (1997) ja haviam mostrado que as lesdes
deste nucleo n&o afetavam as respostas ao estresse agudo de restricdo, quais
sejam, aumento da secrecdo de CORT e ACTH, aumento da expresséo de
RNAmM de CRH e do numero de neurbnios do PVN que expressam a AVP, e
indugdo da proteina c-FOS na regido parvocelular do PVN. Estas lesdes
também nao tiveram efeito algum sobre as respostas do estresse cronico por
aplicagao de choques imprevisiveis, tais como involugdo do timo, hipertrofia
das adrenais e aumento da expressao de CRH e dos respectivos neurénios no
PVN.

A amigdala também parece estar relacionada ao TEPT, um dos
principais transtornos de ansiedade (Adamec et al., 1999). Adamec e
colaboradores (2007) estudaram o papel dos GR e MR, bem como dos
receptores (3-noradrenérgicos, na consolidagao dos efeitos ansiogénicos tardios
do estresse ao predador, um modelo de TEPT. Estes autores mostraram que o
propranolol bloqueia os efeitos tardios ansiogénicos do estresse ao predador
em varios modelos de ansiedade (LCE, prancha com furos, caixa claro-escuro
e teste de interagédo social). O bloqueio do receptor GR com mifepristona foi
ineficaz. Entretanto, a combinagdo da mifepristona com uma dose ineficaz de
propranolol aboliu os efeitos tardios ansiogénicos do estresse em todos os
testes, sugerindo o sinergismo dos receptores [(3-adrenérgicos e GR.
Surpreendentemente, o bloqueio dos MR com espironolactona preveniu a
consolidagdo dos efeitos ansiogénicos em todos os testes, exceto na caixa

claro/escuro. Em contraste, o pés-tratamento com clordiazepéxido n&o teve
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efeitos significantes sobre as consequéncias do estresse ao predador, tal como
ocorre nos pacientes portadores de TEPT (Adamec et al., 2007). Estes
resultados sugerem a influéncia dos glicocorticoides e mineralocorticéides na
consolidagao dos efeitos tardios do estresse, presumivelmente, envolvendo os

nucleos da amigdala.

Diversos neurotransmissores tém sido implicados nos
mecanismos da ansiedade. Em particular, existem evidéncias da participacao
do LC, o principal nucleo noradrenérgico do SNC, nos comportamentos e
respostas associadas ao medo e ansiedade (Charney et al., 1990; Gray e
McNaughton, 2000). As proje¢cdes noradrenérgicas do LC estdo presentes em
todo o cértex cerebral, incluindo o hipocampo e multiplas estruturas
subcorticais, abrangendo a amigdala, talamo e o PVN, podendo modular
estados emocionais e atividade do eixo HHA. Sabe-se, por exemplo, que a
ativagao elétrica ou farmacoldgica (iombina) do LC causa ansiedade e que a
lesao bilateral desta estrutura diminui a ocorréncia natural das respostas de
medo em macacos (Charney et al.,, 1990). Contudo, a estimulagdo do LC de
humanos implantados com eletrodos permanentes ndo causou sinal algum de
ansiedade, durante ou apdés o estimulo (Libet e Gleason, 1994). Estes
resultados devem ser analisados com cautela uma vez que se referem a
estimulacao isolada do LC. De fato, embora o LC n&o parega ser responsavel
pela produgao de ansiedade, isoladamente, ele pode ser importante, ou mesmo
fundamental, no processamento da ansiedade em outras estruturas, cumprindo
uma fungido ‘permissiva’ na expressao desta emocao. De fato, os estimulos
estressantes ou 0 medo produzem um aumento rapido e vigoroso da atividade

do LC (Charney et al., 1990). Adicionalmente, embora a administragédo
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periférica de maprotilina (10 mg/kg), um inibidor seletivo da recaptagcdo de
noradrenalina, ndo tenha tido efeitos sobre os comportamentos de defesa
induzidos pela estimulagdo da MCPA, estes foram fortemente atenuados pela
administracao intracerebroventricular (i.c.v.) da mesma dose do antidepressivo
(Lugon, 2006). Por outro lado, a ansiedade patologica produz respostas
autondémicas, em particular, palpitagdes e hiperventilacdo, que poderiam
resultar numa ativacdo anormal do LC, precipitando os ataques de panico,
cujos mecanismos discutiremos adiante (Charney et al., 1990; Sullivan et al.,
1999).

A ansiedade também poderia ser um produto de disfungdes
inerentes do eixo HHA. Embora a desregulagdo do eixo nos transtornos do
humor seja amplamente reconhecida, a influéncia do eixo nos transtornos de
ansiedade permanece obscura. Ndo obstante, existem evidéncias de que tanto
o CRH quanto a AVP, um poderoso liberador de ACTH, contribuam para o
controle dos comportamentos relacionados a ansiedade. Neste sentido, é
importante ressaltar que a CORT regula seletivamente o RNAm do CRH do
nucleo central da amigdala de ratos (Boyle et al., 2006). Adicionalmente,
Corodimas e colaboradores (1994) verificaram que as altas doses de CORT
potencializam a resposta de congelamento a um estimulo auditivo que foi
previamente pareado a um choque. Estas observagdes sédo consistentes com a
hipétese de que as altas concentragdes de CORT prevalentes nas situagdes de

estresse potencializem a ansiedade (Adamec et al., 2007).
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Corticosteroides e depresséo

A hiperfuncdo do eixo HHA tem sido aventada como uma das
causas fundamentais da DM. A hipotese da hiperfuncéo do eixo HHA baseia-se
na observacao de que os pacientes portadores de DM apresentam um numero
maior de pulsos secretorios de ACTH, niveis mais elevados de CRH no liquor e
de cortisol no plasma e na urina. Adicionalmente, eles apresentam uma
densidade elevada de neurénios secretores de CRH no sistema limbico e uma
reducdo dos sitios de ligagdo deste hormdnio no cértex frontal,
presumivelmente, devido a mecanismos de subregulagédo. Estas evidéncias
foram corroboradas avaliando-se a funcédo do eixo HHA previamente suprimido
por DEXA durante a recuperacdo espontdnea ou na resposta ao CRH
(Holsboer, 1984, 2000; Musselman e Nemeroff, 1996; Erhardt et al., 2006).

A hipersecrecéo de glicocorticéides na DM é acompanhada pela
atenuacdo da retroalimentagdo negativa do eixo HHA, sugerindo a
subregulacdo dos GRs centrais. Entretanto, a sensibilidade destes receptores
retorna a normalidade apd6s o tratamento da DM (Leonard et al., 2001). A
hipersecrecdo de glicocorticoides também esta associada a respostas proé-
imunes expressas tanto pela secregao excessiva de citocinas pré-inflamatorias,
prostaglandinas e o6xido nitrico, quanto pelo aumento da atividade das
proteinas hepaticas da fase aguda, sugerindo uma hipofungdo dos GRs dos
macrofagos. Como consequéncia, ha uma reducao do efeito imunossupressor

dos glicocorticéides.
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Erhardt e colaboradores (2006) mostraram que os pacientes de
DM que apresentam resisténcia a DEXA tém uma resposta maior de cortisol ao
CRH, constituindo um subgrupo com desregulagédo profunda do eixo HHA, a
qual tem sido descrita como o processo fisiopatoldgico primario da DM
(Holsboer, 2000). Como a DM é considerada uma condicdo de estresse
cronico, Erhardt e colaboradores (2006) sugeriram que o fenbmeno de nao-
supressdo a administracdo de DEXA também € devido a subregulagdo dos
GRs do PVN e outras estruturas, tais como a hipofise anterior, atenuando os
mecanismos retroalimentagdo negativa.

Estes achados também sugerem que o CRH tenha uma fungéo
modulatéria importante na ansiedade pois, além desta ser um dos sintomas
centrais dos pacientes com depressdo, existe uma alta comorbidade entre
transtornos de ansiedade e depressdo. Em adi¢cdo, os transtornos de
ansiedade geralmente precedem o desenvolvimento da depresséo, sugerindo a
existéncia de caracteristicas fisiopatologicas comuns. De fato, ambas as
condigdes sdo vistas como alteragdes relacionadas ao estresse, sugerindo a
desregulacédo do eixo HHA (De Kloet et al., 2005). Por fim, a ansiedade e o
estresse cronicos, bem como os eventos traumatizantes da infancia, tais como
a ansiedade de separacgao (privacdo materna), também foram aventados como
causas da depressao e da ansiedade patoldgica (Herman et al., 1995, Durand
et al.,, 1998, Plotsky et al., 1998, Bertram e Hanson, 2002, Matthews, 2002,
Maccari et al., 2003, Neumann, 2003, Genest et al., 2004, Slotten et al., 2006).

A depressao apresenta alta comorbidade com o TP (Figura 3)
(Ballenger, 1998; Johnson e Lydiard, 1998; Erhardt et al, 2006).

Adicionalmente, Schreiber e colaboradores (1996) mostraram que tanto os
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pacientes com DM quanto aqueles com TP apresentam hiperfuncdo basal do
eixo HHA no teste DEXA/CRH. Contudo, embora as respostas do cortisol dos
pacientes com TP tenham sido maiores que as dos controles sadios, elas
foram menores que as apresentadas pelos pacientes com DM. Recentemente,
Erhardt e colaboradores (2006) corroboraram a hiperresponsividade do eixo

HHA nos pacientes com DM e TP. Contudo, estes autores ndo observaram

Diagnostico aos 30 anos
de idade (%)

Pacientes TP 7
com DM . TP+DM 15
aos 20 anos DM 39
de idade Sem Diagnéstico 40

Figura 3. Comorbidade da depressao maior (DM) com o transtorno de panico
(TP) de 75 pacientes portadores de DM que foram acompanhados por 10 anos
a partir dos 20 anos de idade (Montgomery, 1993).
diferengas significantes entre os dois grupos de pacientes. Como os pacientes
com DM e TP apresentaram diferengas acentuadas na severidade dos
sintomas depressivos, mas a mesma hiperresponsividade do eixo HHA, os
sintomas mais severos dos depressivos nao podem ser explicados pela
disfuncédo do eixo, isoladamente, devendo ser atribuidos ao papel diferenciado
do estresse nos dois tipos de transtorno (Holsboer, 2000; De Kloet et al., 2005).
Portanto, as causas subjacentes a hiperresponsividade no teste DEXA/CRH
nos pacientes com panico e DM podem ser diferentes para os pacientes de DM
e TP.

Por fim, Deakin e Graeff (1991) propuseram que o0s niveis

plasmaticos elevados de cortisol sob condicbes de estresse cronico
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subregulariam os receptores 5-HTio do hipocampo, desorganizando um
‘sistema de resiliéncia comportamental’ (behavior resilience system) que teria
por fungdo dissociar os eventos aversivos das tarefas do dia-a-dia. Este
sistema seria basicamente composto pelas proje¢des do nucleo mediano da
rafe ao hipocampo. Esta hipotese baseia-se na observacédo de que a densidade
dos receptores 5-HT 14 do hipocampo € aumentada pela adrenalectomia e sua
taxa de renovacgao reduzida pela CORT (Beigon et al., 1985, De Kloet et al.,
1986). Este mecanismo poderia ter um papel proeminente no desenvolvimento
da depressao associada ao estresse psicossocial cronico (Deakin e Graeff,

1991).

Corticosteroides e Ataques de Panico

Além da ‘expectativa ansiosa’, Breuer e Freud (1895)
descreveram outro transtorno de ansiedade, menos frequente, porém,
igualmente importante. Neste transtorno, que ele denominou ‘ataques de
angustia’, a ansiedade irrompia repentinamente na consciéncia sem ter sido
provocada por nenhuma idéia. Segundo Freud estes ataques poderiam se
manifestar como ansiedade ‘pura’, sem qualquer pensamento associado, ou
como uma sensacgao de perda da razdo ou morte iminente. Notou ainda que os
pacientes comumente enfatizavam disturbios fisicos e psicologicos,
principalmente respiratorios e cardiacos. Os outros sintomas incluiam suor,
tremor, vertigem, diarréia, insénia e pavor. Freud também sugeriu que as fobias

simples eram associadas a expectativa ansiosa e a agorafobia aos ataques de
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angustia. Os ataques de angustia correspondem aos ataques de panico da
psiquiatria contemporéanea.

A despeito da distingdo freudiana entre neurose crénica
(expectativa ansiosa) e aguda (ataques de angustia), os transtornos de
ansiedade continuaram a ser classificados, até meados do século passado,
como neurastenias (Graeff e Guimaraes, 1999). A reintrodugédo do transtorno
de panico na psiquiatria decorreu do estudo pioneiro de Donald Klein (1964)
que mostrou que a ansiedade generalizada e os ataques de panico tém
sensibilidade farmacologica especifica. Ndo obstante, o TP somente foi
reconhecido como entidade nosoldgica 16 anos apdés, quando foi incluido no
Manual de Estatistica e Diagnostico da Associagdo Psiquiatrica
Norteamericana, o DSM-III (APA, 1980).

Segundo o DSM-IlIl, o panico, ou a ansiedade episodica
paroxistica, € um estado emocional recorrente, ou persistente, no qual a
ansiedade patoldgica desempenha o papel fundamental. O TP é uma sindrome
tripartite caracterizada pela ocorréncia de ataques espontaneos de panico,
ansiedade antecipatoria e esquiva fobica (agorafobia). A caracteristica central
do transtorno é o ataque espontaneo, ou seja, episodios agudos de medo, ou
emocao similar, que ocorrem de forma recorrente na auséncia de qualquer
ameaca identificavel. Geralmente sao precedidos por ansiedade crescente
(ansiedade antecipatoria), podendo resultar em esquiva fobica das situagdes
que os favorecem (panico situacional). Os sintomas caracteristicos s&o
sudorese, dispnéia, sensagdo de sufocacdo, palpitacdo ou taquicardia,
desconforto ou dor toracica, nausea ou dor abdominal, vertigem, desfiguragéo

da realidade, despersonalizagéo, receio de fazer algo fora do controle ou de
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ficar louco, medo de morrer, sensacido de dorméncia nas maos, rubor ou
calafrios. Os relatos também incluem o desejo de fuga da situagéo imediata e a
“resposta de congelamento”. Além disso, também ha relatos de receio de urinar
ou defecar durante o ataque (Cassano e Savino, 1993; Goetz et al., 1994).

O DSM-IV adiciona que os ataques de panico também podem
ocorrer em outros transtornos de ansiedade (como depressao, fobias e TEPT),
podendo ser espontaneos ou induzidos pela exposi¢cao a objetos fébicos (como
sangue) ou situagdes que os predispdem (como altura). Ressalta, no entanto,
que os ataques espontaneos constituem o elemento central do diagnostico do
TP. Por sua vez, os ataques de panico situacional estdo relacionados a
expectativa do paciente de sentir-se mal em um determinado local ou contexto.
Essa ansiedade é gradual, flutuante e crescente, até que o individuo se
confronte com a situacdo temida, podendo entdo, o ataque de panico, ser
desencadeado (Gentil e Lotufo-Neto, 1996).

Os humanos, assim como outras espécies, apresentam
comportamentos distintos se a ameaga esta proxima ou distante. O panico
assemelha-se ao estado emocional do medo a uma ameaga proximal.
Caracteriza-se por respostas comportamentais e viscerais que ocorrem diante
de ameacgas explicitas, sendo deflagrado por situagdes de perigo com
alternativas reduzidas de escape. As respostas induzidas pela estimulagao
intracraniana do sistema de defesa tém sido associadas ao medo a ameacgas
proximais e aos ataques de panico, principalmente, aquelas produzidas por
estimulacdo da metade dorsal da MCPA (MCPAd) (Gentil, 1988; Graeff, 1990;

Deakin e Graeff, 1991; Vargas e Schenberg, 2001).
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Nashold e colaboradores (1969) realizaram uma descrigao
extremamente cuidadosa das sensagdes e sinais neurolégicos evocados pela
estimulacéo do teto do mesencéfalo em voluntarios implantados com eletrodos
cronicos. Os pacientes com eletrodos na MCPAd, mas ndo no tegmento lateral
adjacente, relataram que a estimulagcdo causava intenso desconforto,
ansiedade severa, panico, terror, ‘medo de morrer’ (scare to death) e que eles
nao tolerariam sua repeticdo. Além disto, relataram dispnéia, exoftalmia,
sentimento de calor ou frio, sensagbes vesicais, urgéncia de evacuagao,
sensagdes de vibracdo da cabeca, face ou peito e dor difusa nas regides
centrais do corpo (cabega, pescogo, peito e abdémen). Em particular, relataram
uma sensacgao de asfixia referida a caixa toracica. Por outro lado, embora a dor
no peito fosse sentida na regido ‘préxima ao coragao’, ela n&o era
acompanhada de alteragdes na frequéncia cardiaca.

Estudos mais recentes de tomografia por emissao positronica
(PET) dos ataques de panico induzidos por infusdo endovenosa de lactato de
sddio demonstraram que o teto do mesencéfalo, compreendendo a MCPAd e
as camadas profundas do coliculo superior, € o polo rostral do lobo temporal
foram as principais estruturas ativadas (Reiman et al., 1989). Contudo, estudos
posteriores com tomografia por ressonancia magnética (MRI) mostraram que a
ativacdo do lobo temporal foi, em realidade, devida a alteracbes do fluxo
extracraniano (Drevets et al., 1992). A comparag¢ao dos ataques de panico em
humanos com a estimulacdo das respostas eliciadas pela estimulacéo elétrica
da MCPAd de homens e ratos esta ilustrada na Tabela 2 .

Deakin e Graeff (1991) propuseram que os ataques de panico sdo

by

analogos a sindrome de defesa provocada por estimulos aversivos
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incondicionados agudos, tais como dor e estimulos inatos de medo, que
causam ativagdo autonOmica, analgesia e reflexos comportamentais que
incluem, a medida da aproximag&do da ameaga, congelamento, fuga e agresséo
defensiva. Esta sindrome pode ser evocada pela ativacdo elétrica ou quimica
de um sistema neuronal no cérebro que compreende a MCPA, hipotalamo
medial e amigdala. As respostas comportamentais e autonédmicas da reagao de
defesa expressam um estado emocional aversivo uma vez que a ativagao da
MCPA motiva o comportamento de desligar o estimulo, inibe as respostas em
curso, facilita o escape de um estimulo elétrico aplicado a pata do animal e age
como um estimulo incondicionado aversivo no condicionamento Pavloviano e
de aversao ao contexto (DiScala et al., 1987; Graeff, 1990).

De fato, estudos farmacolégicos do nosso laboratério sugerem
que o galope induzido por estimulagdo da metade dorsal da MCPA seja a
resposta que melhor representa o ataque de panico. Particurlamente, o galope
foi acentuadamente atenuado pela administracdo crénica de clomipramina (5-
10 mg/kg/dia por 21 dias) e virtualmente abolido por um tratamento similar com
fluoxetina (1 mg/kg/dia por 21 dias), um inibidor seletivo da recaptagéo de S5HT.
Em contraste, a administragdo croénica de maprotilina (MPT, 10 mg/kg/dia por
21 dias), um inibidor seletivo da recaptacdo de noradrenalina desprovido de
acao antipanico, causou aumentos seletivos dos limiares da resposta de
imobilidade. Tal como ocorre na clinica, a administragdo aguda destes
antidepressivos e do diazepam (1,8 mg/kg) foi ineficaz, ndo tendo nenhum
efeito sobre os comportamentos de congelamento ou fuga induzidos pela
estimulacdo da MCPA (Schenberg et al., 2001; 2002; Vargas e Schenberg,

2001).
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Tabela 2: Isomorfismo dos ataques de panico e das respostas induzidas por estimulagdo da
MCPAd em homens e ratos. Abreviagdes: n.d. — nao disponivel, n.o. — resposta nao observada
(referéncias veja o texto).

Ataques de panico
espontaneos ou induzidos
por lactato em homens

Estimulacdo da MCPAd em
homens

Estimulagéo da
MCPAd em ratos

Sensagdes/
Comportamento

Respostas
Autondmicas

Respostas
Enddcrinas

Respostas
Neuroldgicas/
Parestesias

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
hiperventilagcao
dispnéia

sensacao de asfixia
taquicardia1
hipertensao
urgéncia de esvaziamento
da bexiga
peristalse

n.d.

sudorese

n.d.

auséncia de resposta da
prolactina

auseéncia de resposta do
ACTH

auséncia de resposta do
cortisol

sensacgao de tremor
dor toracica
sensagdo de calor/frio
tonteira

n.d.

n.d.

MCPAd, camadas profundas

do coliculo superior, amigdala

(PETY?

n.d.

interrupc¢ao do estimulo
intenso desconforto
ansiedade severa
panico, terror

“medo de morrer”

n.d.

n.d.

n.d.

hiperventilagcao
apnéia

respiragéo profunda
taquicardia

n.d.

urgéncia de esvaziamento
da bexiga

n.d.

exoftalmia

n.d.

piloerecao

n.d.
n.d.

n.d.

sensacao de vibragdo
dor toracica e no coragao
sensagdo de calor/frio
n.d.

entorpecimento

dor facial medial

MCPAd e teto adjacente
(0-5mm lateral ao
aqueduto)

(raio-X)

congelamento
fuga
aversao

taquipnéia
hiperventilagcao

n.o.

respiragéo profunda
taquicardia
hipertensao

miccao

defecagao
exoftalmia
n.d.
n.o.

auseéncia de resposta
da prolactina
auseéncia de resposta
do ACTH

auséncia de resposta
da corticosterona

MCPAd, camadas
profundas do coliculo
superior

"Estudos recentes parecem contradizer o consenso anterior acerca da
resposta taquicardica. 2Tomografia por emissdo positrénica. Retratacao
posterior de um dos autores sugere que a ativagdo do polo rostral do lobo
temporal tenha sido um artefato devido aos movimentos mandibulares
(Drevets et al., 1992).



52

Recentemente, Mobbs e colaboradores (2007) apresentaram
evidéncias contundentes do envolvimento da MCPA na ameaga proximal.
Estes autores utilizaram ressonancia magnética funcional (fMRI) para investigar
a influéncia da proximidade da ameaga em humanos num paradigma de
esquiva ativa no qual os voluntarios eram perseguidos num labirinto por um
predador virtual dotado da habilidade de perseguir, capturar e infligir dor (1 ou 3
choques aplicados aos dedos do individuo). Estes autores mostraram que a
aproximacgao do predador virtual deslocava a atividade do cortex pré-frontal
ventromedial e amigdala basolateral para a amigdala central e MCPA. Esta
mudanga foi maxima na antecipagao da dor intensa (3 choques). Além do mais,
o0 aumento da atividade da MCPA associado a iminéncia do ataque
correlacionou-se com o aumento do medo e com a redugdo da confiangca de
escape.

Surpreendentemente, apesar da natureza extremamente aversiva
dos ataques de panico, ndo foram demonstradas respostas significantes de
cortisol, ACTH e prolactina apds ataques de panico situacionais (Woods et al.,
1987) ou induzidos por infusdo endovenosa de lactato de sddio (Liebowitz et
al., 1985; Hollander et al., 1989; Kellner et al., 1998). Nao obstante, niveis mais
elevados de cortisol, assim como valores maiores de frequéncia cardiaca,
foram observados imediatamente antes da infusdo de lactato nos pacientes de
panico, refletindo niveis mais elevados de ansiedade antecipatéria (Liebowitz et
al., 1985; Coplan et al., 1998).

De forma similar, estudos de nosso laboratorio mostraram que os
comportamentos de congelamento e fuga evocados pela estimulagao elétrica

da MCPAd de ratos ndo sdo acompanhados da ativagdo do eixo HHA e do
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aumento da secreg¢ao de prolactina (Silva, 2003). Portanto, nem os ataques de
panico, nem a reacado de defesa induzida por estimulagdo da MCPAd, podem
ser considerados como uma reagao de estresse. De fato, numa reviséo recente
sobre este topico, Graeff e colaboradores (2005) concluiram que enquanto os
ataques de pénico naturais ou provocados por agentes panicogénicos
seletivos, tais como o lactato de sodio e diéxido de carbono (CO3), ndo séo
acompanhados pela ativagao do eixo HHA, os panicogénicos inespecificos, tais
como os agonistas do receptor tipo-B da colecistocinina (CCK), elevam os
horménios de estresse na presenga ou auséncia de ataques de panico,
sugerindo a ativagdo do eixo HHA por via indireta (aferentes vagais) ou direta
(estimulagéo do PVN), tal como foi demonstrado por Kamilaris e colaboradores
(1992). Por outro lado, embora o antagonista benzodiazepinico flumazenil ndo
eleve o nivel dos horménios de estresse, ele ndo € um agente panicogénico
consistente. Agentes farmacolégicos que produzem ansiedade em pacientes
de panico e em voluntarios saudaveis elevam o nivel dos horménios de
estresse, entre estes o0 antagonista a2-adrenérgico ioimbina, os agentes
serotonérgicos 1-(m-clorofenil)piperazina (mCPP) e fenfluramina, bem como a
cafeina. Portanto, ao contrario da ansiedade antecipatoria, o ataque de panico
nao parece ativar o eixo HHA. Devido a natureza altamente aversiva tanto dos
ataques de panico quanto da estimulacdo da MCPAd, a explicacdo mais
razoavel para a auséncia de resposta hormonal seria a inibigdo ativa do eixo
HHA. Os resultados sobre o efeito dos agentes panicogénicos em relagao ao

eixo, estao resumidos na Tabela 3.
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Tabela 3. Acao de agentes panicogénicos sobre o eixo HHA (Graeff et al.,
2005).

Agente Panicogénico Numero de Atividade do eixo
estudos HHA
Lactato 10 Inalterada
CO2 4 Inalterada
CCK-4 7 Ativada
1 Inalterada
Pentagastrina 3 Ativada
1 Inalterada
Flumazenil 3 Inalterada
loimbina 3 Ativada
mCPP 7 Ativada
1 Inalterada
Fenfluramina 4 Ativada
Cafeina 2 Ativada

Contudo, embora o eixo HHA n&o pareca ser ativado nem nos
ataques espontaneos de panico, nem na estimulagdo da MCPAd, situacdes
estressantes poderiam predispor o individuo a estes ataques, alterando o
funcionamento da MCPAd. De fato, em pacientes livres de medicacgao,
Schreiber e colaboradores (1996) revelaram diferengas significantes na fungéo
do eixo HHA dos pacientes com TP e DM. Assim, embora a atividade do eixo
HHA dos pacientes com TP tenha sido maior que a dos controles, ela foi menor
que aquela dos pacientes de DM. No entanto, Erhardt e colaboradores (2006)
nao observaram diferencas quando este estudo foi replicado em pacientes
medicados com antidepressivos. Estes autores sugeriram que a diferenga entre
os dois estudos tenha sido devida a conhecida acdo dos antidepressivos sobre
o eixo HHA (Holsboer, 2000). De fato, o tratamento com antidepressivos é

acompanhado por uma atenuagdo na desregulagdo do eixo HHA que,
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frequentemente, precede a atenuacado dos sintomas depressivos. Em adigao,
Erhardt e colaboradores (2006) sugeriram que no TP, as estruturas cerebrais
envolvidas na hiperatividade, percepcdo de estimulos externos e internos e
julgamento cognitivo podem ter uma importancia primaria na regulagéo do eixo
HHA. Neste contexto, a amigdala, o hipocampo e o cértex pré-frontal teriam
uma maior significancia neste transtorno que na depressdo, na qual os
disturbios do eixo HHA e dos mecanismos de retroalimentacdo ao nivel
hipotalamico seriam mais importantes.

Por outro lado, em estudo anterior do nosso laboratorio
verificamos que enquanto a imobilidade induzida por estimulagdo da MCPAd
era facilitada 3 h apds a injecéo intraperitoneal (IP) de DEXA, a micgao era
marcadamente inibida por este glicocorticoide. Embora a DEXA nao atravesse
a barreira hemato-encefalica em condigbes normais, estes efeitos poderiam ter
sido causados tanto por uma agéo central deste glicocorticoide favorecida pelo
aumento da permeabilidade da barreira na regido do eletrodo quanto pela
supressao periférica do eixo HHA. O presente estudo complementou estes
experimentos, analisando os efeitos da administracdo i.c.v. deste
glicocorticéide e da CORT sobre a reagcdo de defesa. Os efeitos destes
glicocorticéides no LCE, um equipamento utilizado para a detecgédo de efeitos
ansioliticos, também foram examinados. Os resultados sdo apresentados no

estudo a seguir.
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O estudo a seguir apresentou os seguintes objetivos:

1. Avaliar os efeitos da administracdo central de DEXA e CORT, sobre os
limiares da reacao de defesa induzida por estimulacao elétrica da MCPAd.

2. Analisar os efeitos da DEXA e da CORT, no LCE, um aparelho utilizado para
detectar os efeitos ansioliticos.

Objetivo de Publicagao: Neuropsychoendocrinology (impacto 4,8).



RESULTADOS



EFEITOS DA DEXAMETASONA E DA
CORTICOSTERONA SOBRE OS LIMIARES DA REAGAO
DE DEFESA INDUZIDOS PELA ESTIMULAGAO
ELETRICA DA MATERIA CINZENTA PERIAQUEDUTAL
DE RATOS

Tathiana Corréa Rangel

Pesquisa apoiada por CNPq e CAPES.



77

INTRODUGAO

A teoria de estresse de Hans Selye teve um grande impacto na
medicina e, em particular, na psiquiatria (Selye, 1936; 1976). De fato, estudos
clinicos e experimentais conduzidos nas ultimas décadas implicam a resposta
de estresse no desenvolvimento do transtorno do panico (TP), depressao maior
(DM) e transtorno de estresse pés-traumatico (TEPT) (Strohle e Holsboer,
2003). Embora a maior parte das questdes apontadas por Selye permaneca
sem resposta até os dias atuais (Selye, 1976), a marca de Selye foi o conceito
da nao-especificidade da ativagao do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HHA) a
exposi¢cao do organismo a uma variedade extraordinaria de estressores, tanto
fisicos como psicologicos (Selye, 1976; Pacak et al., 1998).

Surpreendentemente, apesar da natureza extremamente aversiva
dos ataques de panico, ndao foram demonstradas respostas significantes nos
‘hormdnios do estresse’, cortisol, corticotrofina (ACTH) e prolactina, apds
ataques de panico situacionais (Woods et al., 1987) ou induzidos por infusdo
endovenosa de lactato de sodio (Liebowitz et al., 1985; Hollander et al., 1989;
Kellner et al., 1998). Ndo obstante, valores mais elevados de cortisol, assim
como de frequéncia cardiaca, foram observados no periodo imediatamente
anterior a infusao de lactato nos pacientes de panico, refletindo niveis mais
elevados de ansiedade antecipatéria (Liebowitz et al., 1985; Coplan et al.,
1998).

N&do obstante, Schreiber e colaboradores (1996) observaram
diferencas significantes na atividade basal do eixo HHA em pacientes n&o-

medicados portadores de TP e DM. Assim, embora a atividade do eixo dos
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pacientes com TP tenha sido maior que a dos controles, ela foi menor que
aquela dos pacientes de DM. Por outro lado, Erhardt e colaboradores (2006)
nao observaram diferengas entre pacientes de DM e TP medicados com
antidepressivos. Estes autores sugeriram que as diferengcas entre os dois
estudos foram devidas a conhecida agao dos antidepressivos sobre o eixo HHA
(Holsboer, 2000). De fato, o tratamento com antidepressivos é acompanhado
pela atenuagao da desregulagédo do eixo HHA que, frequentemente, precede a
melhora nos sintomas depressivos. Em adi¢ao, Erhardt e colaboradores (2006)
sugeriram que enquanto a DM é ocasionada por um disturbio primario nas
estruturas que regulam o eixo HHA (hipotdlamo paraventricular, hipéfise e
adrenal), o TP seria o resultado de disfungbes nas estruturas cerebrais
envolvidas na hiperatividade, na percepcao de estimulos externos e internos e
no julgamento cognitivo, repercutindo sedundariamente na regulagdo do eixo
HHA. Neste contexto, a amigdala, o hipocampo e o cértex pré-frontal teriam
uma importancia maior neste transtorno que na depressao.

Estudos farmacolégicos do nosso laboratério sugerem, no
entanto, que o galope induzido pela estimulagdo da metade dorsal da matéria
cinzenta periaquedutal (MCPAd) seja a resposta que melhor representa o
ataque de péanico. Particularmente, o galope foi acentuadamente atenuado pela
administracdo crénica de clomipramina (5-10 mg/kg/dia por 21 dias) e
virtualmente abolido por um tratamento similar com fluoxetina (1 mg/kg/dia por
21 dias), um inibidor seletivo da recaptacao de serotonina (5HT). Em contraste,
a administragdo cronica de maprotilina (MPT, 10 mg/kg/dia por 21 dias), um
inibidor seletivo da recaptacido de noradrenalina desprovido de agao antipanico,

somente causou aumentos dos limiares da resposta de imobilidade. Tal como
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ocorre na clinica, a administragcao aguda destes antidepressivos e do diazepam
(1,8 mg/kg) foi ineficaz, ndo tendo efeito algum sobre os comportamentos de
congelamento ou fuga induzidos pela estimulagdo da MCPAd (Schenberg et
al., 2001; 2002; Vargas e Schenberg, 2001). Mais importante, estudos de
nosso laboratério mostraram que os comportamentos de congelamento e fuga
evocados pela estimulacdo elétrica da MCPAd de ratos nao sao
acompanhados da ativacdo do eixo HHA e do aumento da secrecdo de
prolactina (Silva, 2003). Portanto, nem os ataques de péanico, nem a reagao de
defesa induzida por estimulacdo da MCPAd, devem ser considerados como
reacdes de estresse.

Embora o eixo HHA n&o pareca ser ativado nem nos ataques
espontaneos de panico, nem na estimulagdo da MCPAd, situacdes
estressantes poderiam predispor o individuo a estes ataques. De fato, estudos
anteriores de nosso laboratdrio mostraram que enquanto a imobilidade induzida
por estimulagio da MCPAd foi facilitada 3 h apdés a injecdo IP de
dexametasona (DEXA), a micgcao foi marcadamente inibida por este
glicocorticéide (Vargas, 2002). A estrutura lipofilica dos glicocorticéides naturais
facilita a passagem pela barreira hemato-encefalica e, consequentemente,
suas acgdes no cérebro (Joéls et al, 1991; Herrero et al., 2006).
Contrariamente, a DEXA e seus analogos sintéticos, ndo atravessam a barreira
devido a presenga da glicoproteina-P 1a multidroga-resistente (GMDR)
(multidrug-resistant glycoprotein-P 1a) que € expressa nas membranas apicais
das células endoteliais da barreira hemato-encefalica (Holsboer, 1999).
Portanto, os efeitos daquele estudo parecem ter sido devidos a supressao

periférica do eixo HHA e consequente reducéo dos niveis circulantes de CORT.
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Contudo, eles também poderiam ter sido devidos a uma agéo central da DEXA
favorecida pelo aumento da permeabilidade na regido do eletrodo. Por fim, os
efeitos inibitérios da DEXA sobre a micgdo podem ter sido causados pela
inibicdo direta da motilidade da bexiga, de forma similar ao que foi observado
nos estudos in vitro com ileo isolado de cobaia (Persico et al., 1991; Morat et
al., 1987). Nao obstante, a administracdo periférica de DEXA n&o teve efeitos
sobre a defecacao induzida por estimulagcdo da MCPAD e experimentos in vivo
sugerem que os glicocorticoides aumentam a motilidade gastrointestinal
(Calignano et al., 1992).

Por outro lado, os glicocorticdides tém afinidade por dois tipos de
receptores, o receptor mineralocorticéide (MR) ou tipo-l, que apresenta a
mesma afinidade por glicocorticoides e mineralocorticéides, e o receptor
glicocorticéide (GR) ou tipo-ll, que apresenta baixa afinidade por
mineralocorticoides (Erdeljan et al. 2001; Gesing et al, 2001; Kalman e
Spencer, 2002; Boyle et al., 2006). Destes, a DEXA tem alta afinidade pelo
tipo-Il (GR) e a corticosterona (CORT), predominantemente, pelo tipo | (MR)
(De Kloet, 2003). As diferencas de afinidade e distribuicdo no sistema nervoso
central sugerem que o receptor tipo-l, de alta afinidade, esteja envolvido nas
concentragdes baixas de glicocorticdides da atividade basal do eixo HHA,
enquanto o receptor tipo-ll, de baixa afinidade, seja responsavel pela
modulagdo do eixo em presenga dos altos niveis de glicocorticdides no
estresse (Holsboer e Barden, 1996).

Portanto, o presente estudo analisou os efeitos da administragéao
central de DEXA e CORT, drogas com afinidades distintas para os receptores

de glicocorticoides | e Il, sobre os limiares da reacdo de defesa induzida por
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estimulacéao elétrica da MCPAd, um modelo de ataque de panico. Os efeitos da
DEXA e CORT no labirinto-em-cruz elevado (LCE), um modelo de ansiedade

generalizada, também foram examinados para fins de comparagao.

MATERIAL E METODOS

Animais.

Foram utilizados ratos albinos Wistar (Rattus novergicus albinus),
machos, pesando entre 240 e 290 g, fornecidos pelo biotério do Programa de
Pdés-Graduagao em Ciéncias Fisiolégicas, da Universidade Federal do Espirito
Santo. Os animais eram mantidos em gaiolas individuais com paredes de vidro
(25x15x30 cm) e assoalho coberto com jornal e maravalha. As gaiolas eram
colocadas em ambiente com ciclo de iluminagéo de 12 h (luzes acesas as 6:00)
e temperatura controlada (20-25°C). Os ratos tinham acesso livre a agua e

comida.

Cirurgia.

Os animais eram anestesiados com cetamina (100 mg/kg, IP) e
xilazina (10 mg/kg, IP) e tratados com 12000 Ul de benzilpenicilina procaina e
4000 Ul de benzilpenicilina potassica (IP). Em seguida eram fixados num
aparelho extereotaxico (David Koff, USA) e realizava-se a tricotomia da parte
superior da cabecga e uma infusdo de 0,2 ml de solugao de lidocaina no tecido
subcutédneo. Apdés a exposi¢cado, raspagem e secagem da calota craniana,

realizava-se 3 orificios, com o auxilio de uma broca odontolégica, no ossos
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frontal e parietal para a fixagdo de pequenos parafusos de acgo inoxidavel que

serviam de ancora para a proétese cirurgica.

Em seguida, realizava-se o orificio para implantacdo da canula-
guia no ventriculo lateral direito (VL). A canula-guia era confeccionada com um
segmento de agulha hipodérmica com 12 mm de comprimento e 0,7 mm de
didmetro externo. As coordenadas de implantagdo com relagdo ao bregma
foram de 3,8 mm antero-posterior e 4,7 mm lateral e, verticalmente, 6,2 mm
abaixo da superficie do cortex. Apds a implantagdo da canula, ela era soldada
a um dos parafusos e fixada com resina acrilica autopolimerizavel (JET, Séo
Paulo, Brasil). Em seguida, procedia-se a trepanagao da regiao do lambda com
o auxilio de uma broca adiamantada (KG Sorensen 1016).

Os eletrodos eram confeccionados com um fio de aco inoxidavel
(Califérnia Fine Wire Company, Grover City, EUA) de 250 ym de didametro
externo, isolado em toda extensdo exceto na secdo transversal de sua
extremidade. Um outro fio de ago inoxidavel, ndo isolado, servia de eletrodo
indiferente e era soldado a um dos parafusos de fixagdo. Os eletrodos eram
soldados aos pinos de um soquete de circuito integrado (Celis, BCPT, Sao
Paulo, Brasil) que permitia a conexao com o cabo de estimulagao elétrica.

O eletrodo da MCPA era implantado utilizando-se o lambda
(confluéncia dos seios sagital e lateral) como referéncia das coordenadas
antero-posterior e lateral e a superficie do coértex como referéncia da
coordenada vertical. Os eletrodos eram implatados 0,7 mm lateral e 4,3 mm
vertical a altura do lambda (AP=0).

Apds a implantagdo dos mesmos, O campo cirurgico era

preenchido com resina acrilica autopolimerizavel, unindo-se o eletrodo, canula-
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guia e parafusos numa protese sélida. Um tubo plastico de 1 cm de altura e
didmetro era cortado ao meio e aplicado sobre a protese para protecédo do
eletrodo.

Durante a cirurgia, a hipotermia era evitada envolvendo-se o
animal numa flanela. Ao término da cirurgia os animais eram alojados em
gaiolas individuais e mantidos sobre uma placa térmica (36°C) até sua

completa recuperacgao e transferéncia ao biotério.

Estimulagéo intracraniana (EIC).

A EIC era conduzida num ambiente com som atenuado e
temperatura controlada (23-25 °C). A estimulagado elétrica era realizada por
meio de um conector giratério de mercurio que permitia a livre movimentagao
dos animais. Os ratos eram estimulados com pulsos senoidais (0-90 pA, 60 Hz,
30 s) de intensidades crescentes, em passos de 5 pA, aplicados em intervalos
de 5 min. Os estimulos eram gerados por um estimulador de corrente alternada
(Marseillan, 1977) e monitorados por meio de um osciloscopio (V-121 Hitachi-
Denshi, Malasia).

Os comportamentos eram classificados de acordo com um
etograma (Schenberg et al., 2000). As respostas limiares, quais sejam, aquelas
emitidas com a menor intensidade de corrente, eram registradas de modo
binario, como ‘emitidas’ ou ‘nao’, independentemente de sua frequéncia ou
duragdo num unico periodo de estimulagao.

Nas intensidades baixas, a estimulagdo produzia um

comportamento de congelamento (freezing behavior) caracterizado por
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imobilidade tensa, abertura total dos olhos (exoftalmia) e paralisia das vibrissas
(mistacioplegia). As intensidades mais elevadas produziram comportamentos
de fuga caracterizados por trotes, galopes e saltos. Embora menos
frequentemente, os ratos também apresentaram respostas de defecagéo ou

miccgao.

Avaliagcéo do desempenho no labirinto-em-cruz elevado (LCE).

O LCE situava-se numa sala de 10 m?, com atenuacao sonora,
luminosidade de 6,5 lux e um exaustor que permitia a ventilacdo do ambiente.
O LCE era feito de madeira revestida com férmica branca e possuia 4 bragos
de 50 cm de comprimento e 10 cm de largura, montados perpendicularmente,
formando uma plataforma central de 10 cm? em sua intersecéo. Dois bracos
opostos eram circundados por paredes de 40 cm de altura (bragos fechados) e
os outros 2 por uma borda de 1 cm de altura (bragos abertos). O labirinto
situava-se 70 cm acima do assoalho.

Os comportamentos eram registrados por 2 observadores
situados cerca de 60 cm do LCE. Inicialmente, o rato era colocado numa arena
de acrilico transparente com 60 cm de diametro e altura, onde permanecia por
5 min para se habituar ao ambiente. Em seguida, ele era transportado para a
plataforma central do labirinto e posicionado com a face voltada para o brago
aberto. O tempo e a frequéncia de entradas (invasdo de um brago com as 4
patas) nos bragos abertos e fechados (mas n&do da plataforma central) eram
registrados por 5 min. Se o rato saltasse ou caisse dos bragos abertos, ele era

recolocado no braco em que estava explorando.
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Administrac&o intracerebroventricular (i.c.v.)

A DEXA (9o-fluor-16a-metilprednisolona, Decadron®, Prodome,
Campinas, Brasil) foi dissolvida em agua destilada e injetada no ventriculo
lateral na dose de 0,8 ug/15 pL. Considerando-se o peso médio do cérebro em
cerca de 2 g, esta dose foi similar a utilizada no estudo anterior com
administracado periférica da DEXA (Vargas, 2002). O corticosteroide era
microinjetado manualmente, numa velocidade aproximada de 2 s, por meio de
uma agulha de injecdo de comprimento igual ao da canula-guia e 0,3 mm de
diametro externo. A agulha era acoplada a uma microseringa de 100 pl
(Hamilton 710-N, Reno, NV, EUA) por meio de um tubo de polietileno (PE10,
Clay Adams, EUA) estirado sob calor. A microseringa era preenchida com
mercurio que, além de imiscivel, facilitava na visualizagdo do deslocamento do
menisco. A CORT (Sigma, St. Louis, MO, EUA) foi preparada da mesma
maneira na dose de 40 pg /15 pL. Os ratos administrados com CORT e salina

(NaCl 0,9%, 15 pL) foram tratados de forma similar.

Protocolo experimental

Cinco dias ap6s a cirurgia, os ratos eram colocados numa arena
de acrilico transparente com 60 cm de didmetro e altura e conectados ao cabo
de estimulacdo. Depois de um periodo de habituagcao de 10 minutos, os ratos
eram submetidos a primeira sessao de estimulagao (Dia-1, sessao de triagem).

Os ratos que apresentaram a resposta de galope com intensidade igual ou
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inferior a 85 YA foram selecionados para os experimentos com administragéo
i.c.v. de CORT, DEXA (n=20) ou salina (n=10). Os efeitos das drogas sobre os
limiares da reagao de defesa foram avaliados no Dia 2, 15 min e 3 h apds sua
administragao, e no Dia 3 ap6s um intervalo de 24 h. Os testes do LCE também
foram realizados no Dia 2, 1,5 h apés a administracdo das drogas. O
experimento seguiu um protocolo balanceado de 2 etapas separadas por um
intervalo de 5 dias (washout). Assim, dos 20 ratos administrados com
glicocorticéides, 10 ratos foram tratados com CORT na primeira etapa e DEXA
na segunda, invertendo-se os tratamentos para os demais. Contudo, a
administracdo de salina foi realizada em apenas 10 ratos, agrupando-se as
sessdes (triagem, 15 min, 3 h, 24 h) das duas etapas para fins de analise
estatistica. Desta forma, cada animal do grupo salina foi testado em duplicata.

O delineamento experimental esta ilustrado na Tabela 1.

Tabela 1. Protocolo experimental. Foram administrados 10 ratos por etapa.
Contudo, ao contrario dos grupos CORT e DEXA, no qual os 20 ratos foram
diferentes, os ratos do grupo SAL foram administrados em duplicata.

Hora do Dia
Etapas Dias
9:00 9:15 11:30 12:00
1 EIC
17 2 CORT/DEXA/SAL EIC LCE EIC
3 EIC
Intervalo 4-7 WASHOUT
8 EIC
2?2 9 DEXA/CORT/SAL EIC EIC

10 EIC Sacrificio
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Histologia.

Ao término dos experimentos, injetava-se 5 pl de azul de Evans
para marcar o sitio da injecdo. Em seguida, os animais eram anestesiados com
1,5 doses anestésicas de hidrato de cloral (600 mg/kg IP, Isofar, Rio de
Janeiro, Brasil) e perfundidos, sequencialmente, com 200 ml das solu¢des de
NaCl (0,9 %) e formaldeido (10 %). A perfusédo era realizada por via
transcardiaca, no fluxo de 35 ml/min, por meio de uma bomba peristaltica (Cole
Parmer, Masterflex C/L, mod. 77120-70, Barrington, IL, EUA).

Os ratos eram decapitados e suas cabecas mantidas em
formaldeido (10 %) por 10 dias. Em seguida, os cérebros eram removidos e
preparados para microtomia, descartando-se os ratos cuja inje¢éo foi externa
ao ventriculo lateral. Em seguida, os cérebros eram seccionados num
vibratomo (Vibratome Série 1000 Plus, St. Louis, MO, EUA) em cortes coronais
de 100 um de espessura. Os cortes eram montados em Iaminas previamente
gelatinizadas, desidratados em estufa de baixa temperatura (38°C), corados
com vermelho neutro (Sigma, EUA) e montados com DPX (Aldrich Chemical
Company, EUA). Os sitios estimulados foram identificados com o auxilio de
uma camera lucida e microscopia de baixa magnitude (Nikon, Eclipse, Jap&o) e
registrados em diagramas coronais do atlas do cérebro de rato de Paxinos e

Watson (1986).
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Analise estatistica.

As variaveis do LCE foram submetidas a andlise de variancia
(ANOVA). Os efeitos dos tratamentos sobre os limiares da reacdo de defesa
foram avaliados por analise logistica de limiares (Bittencourt et al., 2004). Para
isto, as curvas de probabilidade das respostas limiares foram obtidas pelo
ajuste logistico das frequéncias acumuladas de resposta. Regressodes
significantes foram avaliadas pelo 2 de Wald. As curvas de limiares pré- e pés-
droga dos grupos DEXA, CORT e salina foram comparadas por testes de razéo
de verossimilhangas. A descrigdo abrangente dos métodos de regresséo
logistica pode ser encontrada em outros estudos (Bittencourt et al., 2004;
Collett, 2003). As diferengas foram consideradas significantes para o nivel

descritivo de 5% (critério de Bonferroni).
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RESULTADOS

Sitios estimulados ou microinjetados.

Os sitios estimulados localizaram-se principalmente na MCPA
(24/30, 80%). Destes, a maioria localizou-se na coluna dorsolateral (12/30,
40%) e os demais na dorsomedial (9/30, 30%) e lateral (3/30, 10%), mas
também nas camadas profundas do coliculo superior (5/30, 16,6%) e na

comissura do coliculo superior (1/30, 3,3%) (Fig. 1).

Efeitos da administragdo central de salina.

Comparado a sesséao pré-droga, o grupo controle apresentou um
aumento significante do limiar de micgao 15 min apds a administragdo da salina
(Alsg=12,3%; %°=6,49; g.l. 1; P<0,01) (Fig. 2, Tab. 2). Contudo, houve uma
virtual abolicdo das respostas de defecagédo, 15 min e 3 h apds a injegdo de
salina, e da micgcao 3 h apods este tratamento. Apds 24 h, os limiares de
defecagdo retornaram aos niveis basais, mas os de imobilidade apresentaram
um aumento leve, porém significante (Alsp=13,5%; X2=5,73; g.l. 1; P<0,05). Em
contraste, os limiares de micgcdo permaneceram significantemente elevados

(Also=42,2%; %?=16,30; g.l. 1; P<0,0001) (Fig. 2, Tab. 2).
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Figura 1. Sitios de estimulagdo dos ratos tratados por Vvia
intracerebroventricular com dexametasona (0,8 pg /15 L) (tridngulos),
corticosterona (40 pg /15 pL) (quadrados) ou salina (NaCl 0,9%, 15 pL)
(circulos). Os diagramas foram extraidos do atlas do cérebro do rato de
Paxinos e Watson (1986). Os numeros representam as coordenadas antero-
posteriores em relagdo ao bregma.
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Figura 2. Efeitos da administragao intracerebroventricular de salina (NaCl 0,9%,
15 L, i.c.v.) sobre os limiares das respostas de defesa induzidas por
estimulacdo da matéria cinzenta periaquedutal. As curvas sigmoidais de
representam as funcdes de distribuicao de probabilidade da sessao-controle
(Dia 1) e das sessdes realizadas 15 min (Dia 2), 3 h (Dia 2) e 24 h (Dia 3) apos
o tratamento. As curvas foram ajustadas segundo o modelo logistico e
comparadas por testes de y’ da razdo de verossimilhancas. As linhas
tracejadas indicam as diferengas significantes em relacédo a sessao-controle
(P<0,05, critério de Bonferroni). O ajuste dos comportamentos representados
por linha-e-simbolo ndo alcancgou significancia estatistica. — numero de animais
que apresentaram a resposta, n — numero total de ratos estimulados.

Efeitos da administragdo central de DEXA.
Comparado a sessao pré-droga, observou-se um aumento

discreto nos limiares de defecacdo (Als;=22%; x*= 7,59; g.I. 1; P<0,01) e galope

(Also=17%; x2=7,28; g.l.1; P<0,01) 15 min apds a administracdo da DEXA (Fig.
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3, Tab. 2). Por outro lado, enquanto os limiares de galope foram
moderadamente aumentados 24 h apds a administragdo da droga (Also=31%;
X2=13,7; g.l. 1; P<0,0005), os limiares de salto sofreram uma redugao pequena,
porém, significante (Alsp= -17%; %?=8,03; g.l. 1; P<0,005) (Fig. 3, Tab. 2). Por
outro lado, a defecacgao foi praticamente abolida 24 h apds a administragdo de

DEXA.

= CONTROLE e 15 min 3h v 24h

0 Imobilidade* ) ExoftalmiaF Defecagao Micgéo

Probabilidade de Resposta (r/n)

10 Trote Galope Salto
s |

20 40 70 20 40 70
Intensidade (uA)

Figura 3. Efeitos da administragdo central de dexametasona (DEXA, 0,8 ug /15
ML, i.c.v.) sobre os limiares das respostas de defesa induzidas por estimulagéo
da matéria cinzenta periaquedutal. Demais detalhes como na Fig.2.
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Efeitos da administragcéo central de CORT.

O tratamento com administragdo i.c.v. de CORT causou uma
reducdo moderada dos limiares de micgdo (Alsp= -29%; %x°=14,56; g.l. 1;
P<0,0001) e um aumento leve, porém altamente significante, dos limiares de
galope (Also=18%; %%=12,96; g.I. 1; P<0,0005) 15 min apds sua administracéo
(Fig.4, Tab.2). Os limiares de galope permaneceram levemente aumentados 3
h apés a administragdo da CORT (Also= 14%; %*=6,6; g.l. 1; P<0,0005).
Adicionalmente, houve uma redugéo dos limiares de defecacgdo (Alsp=-24,6%;
¥°=6,5; g.l. 1; P<0,01) e salto (Alsg= -14,3%; x*=6,39; g.l. 1; P<0,01) (Fig. 4,
Tab. 2). Os limiares retornaram aos valores basais 24 h apds a administragéao

da CORT.
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Figura 4. Efeitos da administracdo central de corticosterona (CORT, 40 pg /15
ML, i.c.v.) sobre os limiares das respostas de defesa induzidas por estimulacéo
da matéria cinzenta periaquedutal. Demais detalhes como na Fig.2.
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Tabela 2. Efeitos da administragdo central de dexametasona (DEXA, 0,8 ug /15
ML), corticosterona (40 ug /15 pL) ou salina (SAL, NaCl 0,9%, 15uL) sobre os
limiares medianos da reagao de defesa (lso tEP, yA) induzida por estimulagéo

elétrica da matéria cinzenta periaquedutal dorsal.

* P<0,05, diferencas

significantes em relacdo & sessdo pré-droga (Dia 1) (x> da razdo de
verossimilhancgas, critério de Bonferroni). EXO — exoftalmia, IMO — imobilidade,
TRT — trote, GLP — galope, SLT - salto, MIC — micgédo, DEF — defecagédo. n.e. —
valores nao-estimaveis devido a baixa freqliéncia de resposta e auséncia de
ajuste significante.

Dia 1 Dia 2 Dia 3
Resposta  Droga Pré-droga 15 min 3 horas 24 h
EXO SAL 31,7+0,2 30,2+0,2 35,7+0,2 35,840,2
DEXA 30,1+0,2 33,940,2 31,4+0,2 30,2+0,2
CORT 31,3+0,1 35,0+0,1 32,9+0,1 33,340,2
IMO SAL 36,0 0,2 35,9+40,2 38,1+0,2 40,8+0,2*
DEXA 36,3+0,2 40,140,2 37,6+0,1 38,1+0,1
CORT 36,7+0,1 40,0+0,1 36,0+0,2 38,3+0,1
TRT SAL 45,9+40,1 49,8+0,1 50,7+0,1* 49,2+0,1
DEXA 45,9+0,2 49,8+0,1 45,2+0,1 46,0+0,1
CORT 49,840,1 54,2+0,1 47,5+0,1 49,0+0,1
GLP SAL 55,4+0,0 56,7+0,0 56,4+0,0 58,7+0,2
DEXA 53,6+0,1 62,8+0,2* 51,9101 70,3+0,7*
CORT 57,5+0,1 67,7+0,4* 65,4+0,2* 55,540,0
SLT SAL 58,1+7,8 69,3+6,8 64,1+3,4 75,846,6
DEXA 62,8+ 0,3 62,6+0,3 57,2+0,2 52,2+0,1*
CORT 57,0+0,1 58,6+0,1 48,9+0,1* 54,8+0,1
MIC SAL 74,0£3,5 83,1+7,8* n.e. 105,3+16,1*
DEXA 61,2+0,8 86,6+9,1 55,0+0,9 59,0+1,1
CORT 65,5+2,3 46,3+0,1* 54,2+0,5 64,8+0,9
DEF SAL 109,6+12,4 n.e. n.e. 85,449,0
DEXA 92,8+4,6 113,5+9,4* 73,3144 n.e.
CORT  108,3+10,7 81,6+2,7 74,3+2,1* 87,8+45,7
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Efeitos dos tratamentos sobre o desempenho no labirinto-em-cruz elevado

(LCE).

Nenhum dos tratamentos realizados teve efeitos significantes
sobre os valores percentuais de exploracdo dos bracos aberto e fechado.
Contudo, os tratamentos tiveram um efeito significante sobre a exploragao da
plataforma central (F227= 4,15; P< 0,03). Comparado ao grupo salina, estes
efeitos foram devidos, principalmente, a reducéao significante da exploragédo da
plataforma central pela CORT (A=-63%, t =2,84, P< 0,01). Uma redu¢ado menor,
porém, marginalmente significante (A=-23%, t= 1,80, P< 0,08) também foi

observada apds a administragdo de DEXA (Tab. 3).

Tabela 3. Efeitos da administragdo central de dexametasona (DEXA, 0,8 ug /15
ML), corticosterona (CORT, 40 ug /15 pL) ou salina (SAL, NaCl 0,9%, 15uL)
sobre o desempenho no LCE. Os valores representam a médiatEPM. *P<0,01,
diferengas significantes em relagdo ao grupo SAL. EBA - entrada no brago
aberto, TBA — tempo no brago aberto, EBF — entrada no brago fechado, TBF —
tempo no braco fechado, PC — plataforma central.

Droga EBA TBA EBF TBF PC
SAL 4,2+0,8 58,819,3 4,4+1,0 164+£20,0 77,7£14,8
DEXA 4,5+1,2 67,7+16,1 3,3+1,0 172+24,0 59,9+£10,2

CORT 4,111 112+29,5 3,841,0 159+£29,0 29,1+10,7*
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DISCUSSAO

Exceto pela exoftalmia, os tratamentos produziram efeitos sobre
todas as respostas de defesa induzidas pela estimulagéo elétrica da MCPAd do
rato. Contudo, estes efeitos diferiram quanto ao tratamento, direcdo e sesséao
de estimulagcdo. Embora a salina tenha causado aumentos discretos dos
limiares de trote (Also=11%) e imobilidade (Alsp=14%) nas sessdes realizadas 3
e 24 h apos sua administragdo, os glicocorticoides nao tiveram efeito algum
sobre estas respostas.

Surpreendentemente, no entanto, os limiares de defecacgado e
miccdo aumentaram acentuadamente apds a administracdo de salina. Em
particular, a defecagédo foi virtualmente abolida 15 min e 3 h apdés a sua
administracdo. Os limiares da micgdo também sofreram aumentos
significantes, porém menos acentuados (Al5p=12%), 15 min apos a
administracdo. Entretanto, tal como a defecagao, a micgcado foi praticamente
abolida 3 h apds o tratamento. No dia seguinte, os limiares de micgao
permaneceram significativamente elevados (Als0=42%), enquanto os da
defecacao retornaram aos valores basais. Estes resultados devem ser aceitos
com cautela uma vez que o grupo salina foi formado pelo agrupamento dos
dados de apenas 10 ratos testados em duplicata. Portanto, os resultados deste
grupo podem ter sofrido um viés devido aos experimentos repetidos em um
numero pequeno de ratos.

Por outro lado, os glicocorticoides tiveram efeitos agudos opostos
sobre estas respostas. Com relagdo a micgao, enquanto a DEXA nao teve

efeito algum, a CORT causou uma reducéao significante dos limiares 15 min
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(Also= -29%) e, ainda que néo significante, 3 h apos sua administracéo (Also= -
17%). Como os efeitos da CORT ocorreram imediatamente apds sua
administracdo (15 min), eles n&o podem ser imputados nem a acgbes
periféricas, nem a inibicdo central do eixo HHA. Assim, a diferenca nos efeitos
destes glicocorticoides sobre a micgdo parece ser atribuida a sua agéo
diferencial sobre os receptores tipo-I (MR) e Il (GR).

Os limiares de defecagéo foram significantemente aumentados 15
min apos a administragdo de DEXA (Al50=22%), retornando aos valores basais
3 h apds o tratamento. Em contraste, a CORT apresentou efeitos apenas
facilitatérios sobre a defecacgéao, atingindo significancia estatistica 3 h apds sua
administragao (Alsp= -31%). Tal como discutido para a micgéo, as diferencas
dos efeitos agudos destes glicocorticoides sobre a defecagdo também podem
ser atribuidas as afinidades distintas pelos receptores tipo-I e Il.

Por outro lado, como os limiares de defecagdo ja haviam se
normalizado e 3 h apds a administracdo de DEXA, o bloqueio tardio desta
resposta no dia seguinte sugere a supressao central do eixo HHA, com a
consequente redugdo dos niveis plasmaticos de CORT. Contudo, evidéncias
da literatura sugerem que a redugao da CORT levaria a uma facilitagdo da
defecacdo, uma vez que os esterdides inibem as contracdes do ileo isolado,
induzidas por estimulagao elétrica ou acetilcolina, e potencializam os efeitos
constipantes dos opidides (Morat et al., 1987; Persico et al., 1991). Por outro
lado, estudos clinicos sugerem que o eixo HHA de pacientes com a sindrome
do cdlon irritavel possa ser tanto hiperativo (Dinan et al., 2006) quanto hipoativo

(Bohmelt et al., 2005). Adicionalmente, a diarréia caracteristica desta sindrome
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correlacionou-se com os percentis dos pacientes de maior ou menor atividade
do eixo HHA (Karling et al., 2007).

Em todo caso, diferentemente do estudo prévio sobre os efeitos
da administragao periférica de DEXA na reagao de defesa (Vargas, 2002), ndo
foi observada a inibicdo da micgao 3 h apdés a administracdo central deste
glicocorticéide. Como a CORT i.c.v. facilitou a micgao, e a DEXA ip inibiu, é
possivel que o ultimo efeito tenha sido devido a redugao dos niveis plasmaticos
de CORT pela supressao periférica do eixo HHA. Tampouco foi observada a
facilitagao da imobilidade 3 e 24 h apds a injecao IP de DEXA. Todavia, devido
a extensa ligacdo dos esterdides as proteinas plasmaticas, nem sempre ha
uma correspondéncia entre os efeitos centrais e periféricos.

Independentemente destes mecanismos, € importante notar que
a matéria cinzenta periaquedutal (MCPA) é a unica fonte mesencefalica das
aferéncias do nucleo de Barrington, a principal estrutura de controle da
motilidade da bexiga e do cdlon (Blok e Holstege, 1998; Valentino et al., 2000).
De fato, estudos de estimulacido elétrica focal por variagdo de frequéncia
sugerem que a defecagdo seja primariamente induzida pela estimulagdo da
MCPA lateral adjacente ao aqueduto (Bittencourt et al., 2004). A MCPA
também envia eferéncias para os dendritos rostrais do locus ceruleo (LC)
(Ennis et al., 1991; Luppi et al., 1995). O LC e o nucleo de Barrington tém
conexdes reciprocas e enviam proje¢cdes para os neurdnios parassimpaticos
lumbo-sacrais (Nadelhaft et al., 1992; Luppi et al., 1995; Valentino et al., 1996,
2000). Portanto, estas estruturas podem estar envolvidas nos efeitos centrais

dos glicocorticoides sobre a defecagdo e micgao.
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Por outro lado, como a salina nao teve efeito algum sobre as
respostas de galope e saltos, os efeitos dos glicocorticéides parecem ter sido
devidos a uma agao genuinamente farmacolégica. Estes efeitos foram, no
entanto, apenas leves ou moderados. Os efeitos mais consistentes foram
observados 15 min apds a administracdo das drogas, quando ambos os
glicocorticéides produziram aumentos pequenos, porém virtualmente idénticos
e significantes, nos limiares de galope (Alsp=17 e 18%), sem alteracédo dos
limiares de salto. Portanto, os efeitos sobre o galope parecem ter sido devidos
a estimulacdo do receptor tipo-ll (GR) que apresenta afinidade para ambos os
glicocorticoides. Os efeitos dos glicocorticdides 3 e 24 h apds sua
administracdo n&o apresentaram a mesma consisténcia. A primeira vista, os
efeitos opostos da CORT sobre o galope (inibicdo) e salto (facilitagcdo)
poderiam ser explicados por uma acdo em receptores distintos. Contudo,
enquanto os limiares de galope permaneceram elevados 3 h apds a
administracdo de CORT (Als0=14%), eles retornaram aos valores basais no
grupo DEXA. Adicionalmente, embora a CORT né&o tenha alterado a resposta
de salto aos 15 min, esta resposta foi facilitada 3 h apdés sua administracao
(Also= -15%). Portanto, a facilitagdo do salto s6 pode ser explicada pelo
desenvolvimento de efeitos tardios, diferentes dos observados 15 min apéds a
administracdo da CORT. Os efeitos do dia seguinte foram mais consistentes
que aqueles da 32 sessdo de estimulagao (3 h), uma vez que s6 ocorreram nos
ratos tratados com DEXA, um glicocorticoide de ac&o prolongada. Nestes ratos,
houve um aumento dos limiares de galope (Al50=31%) e a redugéo nos limiares
de salto (Alsg= -17%). Estes efeitos podem ter sido devidos a supressao central

do eixo HHA. Contudo, como a CORT inibiu o galope aos 15 min, a redugéo
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dos seus niveis plasmaticos deveria ter facilitado a resposta. Portanto, como a
DEXA nao facilitou o salto 15 min apds sua administragdo, uma possivel
explicacéo seria o desenvolvimento de efeitos tardios que facilitaram o salto as
expensas da resposta de galope.

Por fim, nem a CORT, nem a DEXA, alteraram os parametros
relevantes do LCE, quais sejam, os valores percentuais do tempo dispendido e
do numero de entradas nos bracos abertos. Estes resultados afastam efeitos
tanto ansioliticos quanto ansiogénicos dos glicocorticoides neste equipamento
e contradizem os efeitos ansiogénicos de altas doses de CORT (10,0 mg/kg)
no paradigma de medo condicionado (Corodimas et al., 1994).

Em todo caso, os resultados da administracdo aguda (15 min)
sugerem que a CORT tenha efeitos apenas leves ou moderados sobre o
galope, micgao e defecacgao, sendo inibitéria da primeira resposta e facilitatéria
das demais. Estudos farmacoldgicos de nosso laboratério sugerem que o
galope seja a resposta que melhor represente os ataques de panico (Vargas e
Schenberg, 2001; Schenberg et al., 2001, 2002). Portanto, os resultados deste
estudo ndo sugerem a facilitacdo dos ataques espontaneos de panico pela

ativacao do eixo HHA em condi¢gdes de estresse.
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CONCLUSOES



As principais conclusdes destes estudos foram:

e A administracdo central de glicocorticdides causou respostas
generalizadas sobre os limiares das respostas de defesa.

¢ As respostas dos limiares de defesa do grupo salina podem ter sofrido um
viés devido aos experimentos repetidos em um numero pequeno de ratos.

o A diferenca nos efeitos da CORT e DEXA sobre a miccdo e defecagao
parece ser atribuida a sua acao diferencial sobre os receptores tipo-l e Il.

e Como a administracdo central de CORT facilitou a micgao, e a
administracao periférica de DEXA inibiu, é possivel que o ultimo efeito tenha
sido devido a reducdo dos niveis plasmaticos de CORT pela supressao
periférica do eixo HHA.

e Nenhum dos glicocorticéides administrados alterou os valores percentuais
do tempo dispendido e do numero de entradas nos bragos abertos do LCE,
afastando os efeitos tanto ansioliticos quanto ansiogénicos destes
glicocorticéides.

e Os efeitos da DEXA e CORT néao sugerem a facilitagcdo dos ataques
espontaneos de panico pela ativagdo do eixo HHA em condi¢gdes de

estresse.



