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RESUMO: Efeitos da Administracao Central e Periférica de Ligantes dos
Receptores Alfa,-adrenérgicos sobre as Respostas de Defesa Induzidas
por Estimulacao Elétrica da Matéria Cinzenta Periaquedutal Dorsal de
Ratos. Miiller, C. J. T. Dissertagdo de Mestrado, Universidade Federal do
Espirito Santo, Vitéria, Brasil, 2010. Os ataques de panico sao precipitados por
ioimbina (10), um antagonista dos receptores a-adrenérgicos, mas atenuados
pela clonidina (CLO), um agonista destes receptores. Os comportamentos de
defesa produzidos pela estimulagdo da matéria cinzenta periaquedutal dorsal
(MCPD) do rato tém sido propostos como modelo de ataque de panico. A
MCPD projeta-se ao locus ceruleo, principal nucleo noradrenérgico, e este
areas do cortex pré-frontal medial (CG1/CG2) que retornam projegdes a ultima
estrutura, completando um circuito mesencefalico-cortical. O ld6cus ceruleo
também projeta-se a MCPD. Portanto, este estudo examinou os efeitos da 10 e
CLO sobre os limiares das respostas de defesa eliciadas por estimulacao
elétrica da MCPD em 4 grupos (n=20/grupo): 1) ratos tratados com 10 (2, 5 e
10 mg/kg, i.p.); 2) ratos tratados com CLO (1, 2, 4, 8 ug/kg, i.p.); 3) ratos
microinjetados com 10 na MCPD (0,28 nmol/150 nL) e, 4) ratos microinjetados
com 10 em CG1/CG2 (0,07 nmol/150 nL). As drogas foram administradas em
intervalos de 48 h, numa ordem balanceada. Os efeitos da 10 e CLO foram
comparados aos efeitos do veiculo por meio de regressao logistica. A
administracao periférica de |0 facilitou a imobilidade e o trote na dose de 5
mg/kg, e o galope nas doses de 5 e 10 mg/kg. A microinje¢ao de 10 na MCPD
atenuou a defecagao e, em menor grau, a imobilidade e o trote, mas facilitou a
micg¢ao. A microinjecao de IO em CG1/CG2 somente atenuou a defecagéo e a
micgao. A CLO facilitou a defecagao na dose de 2 ug/kg e atenuou o salto nas

doses maiores (4 e 8 pg/kg). Portanto, a 10 facilitou as respostas somaticas de
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defesa induzidas por estimulagao da MCPD e, principalmente, o galope, o qual
tem sido sugerido como o melhor representante do ataque de panico. Em
contraste, a CLO atenuou a resposta de salto. Embora o galope e o salto nédo
tenham sido afetados pelos tratamentos locais, estes tiveram efeitos variados
sobre a defecacdo e micgdo, que nao sdo componentes dos ataques de
panico, e atenuaram a imobilidade e trote que podem estar associados a
respostas antecipatorias. Portanto, os efeitos da 10 e CLO sobre o galope e
salto ndo parecem ser mediados por receptores op-adrenérgicos da MCPD e

CG1/CG2.

Palavras-chave: Ataque de Panico, Matéria Cinzenta Periaquedutal, loimbina,

Clonidina, Receptores alfax-noradrenérgicos, Estimulagao Elétrica.
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ABSTRACT: Effects of Central and Periferal Administration of Ligands of
Alphas-adrenergic Receptors on the Defensive Behaviors Produced by
Eletrical Stimulation of Dorsal Periaqueductal Gray Matter of Rats. Miiller,
C. J. T., MSc Thesis, Universidade Federal do Espirito Santo, Vitéria, Brazil,
2010. Panic attacks are precipitated by the alphaz-adrenergic receptor
antagonist yohimbine, but attenuated by the respective agonist clonidine.
Defensive behaviors produced by eletrical stimulation of dorsal periaqueductal
gray matter (DPAG) of rats have been proposed as a model of panic attacks.
The DPAG projects to the locus coeruleus (LC). In turn, the LC projects to
medial prefrontal cortex areas (CG1/CG2) which project to the DPAG, making
up a midbrain-cortical circuit that may modulate the defensive behaviors. The
LC also sends projections to DPAG. Therefore, this study examined the effects
of the IO and CLO on the thresholds of defensive behaviors produced by
eletrical stimulation of DPAG in four groups (n=20/group): 1) rats peripherally
treated with 10 (2, 5 and 10 mg/kg, i.p.); 2) rats peripherally treated with CLO (1,
2, 4 and 8 ug/kg, i.p.); 3) rats microinjected with 10 into DPAG (0.28 nmol/150
nL, i.c.) and, 4) rats microinjected with 10 into CG1/CG2 (0.07 nmol/150 nL,
i.c.). Drugs were administrated in 48 h (i.p.) or 96 h (i.c.) intervals according to a
balanced order. Drug and vehicle effects were compared through logistic
regression. 10 peripheral administrations facilitated immobility and trotting in the
dose of 5 mg/kg, and galloping with 5 and 10 mg/kg. In turn, the peripheral
administration of CLO attenuated jumping at higher doses (4 and 8 ug/kg), but
facilitated defecation with 2 ug/kg. The microinjection of 10 into the DPAG
attenuated mostly the defecation, but also immobility and trotting. In contrast,
micturition was facilitated the microinjection of 10 into the DPAG.

Microinjections of 10 into CG1/CG2 attenuated the defecation and micturition
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only. Peripheral effects of 10 and CLO are a further validation of DPAG-based
model of panic attack. Microinjections into DPAG or CG1/CG2 had variable
effects on defecation and micturition, which not are typical components of panic
attacks. Although the galloping was not affected, the microinjection of 10 into
DPAG attenuated immobility and trotting, which are most likely associated to
anticipatory anxiety and panic attacks, respectively. The present results suggest
that neither the facilitatory effects of 10, nor the attenuating effects of CLO on
DPAG-evoked defensive responses are mediated by alphaz-adrenergic

receptors in the DPAG and CG1/CG2.

Keywords: Panic Attack, Periaqueductal Gray, Yohimbine, Clonidine, Alphas-

Adrenergic Receptors, Eletrical Stimulation.
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FUNCOES COMPORTAMENTAIS DOS RECEPTORES
ALFA,-ADRENERGICOS

O SISTEMA NORADRENERGICO CENTRAL

A noradrenalina (NA) € um importante neurotransmissor periférico e
central. No sistema nervoso central (SNC), os neurbénios noradrenérgicos estao
restritos a regido pontina e bulbar, onde estdo organizados em 7 grupamentos
de células, designados A1 a A7 (Dahlstrom and Fuxe, 1964).

O grupo A6 é conhecido como Locus Ceruleo (LC), que em latim
significa “lugar celeste”, devido a pigmentacdo azulada de suas células em
cortes frescos. O LC € o nucleo noradrenérgico mais importante e localiza-se
bilateralmente no assoalho do quarto ventriculo na parte rostral da ponte. Ele
reune cerca de 45% a 50% dos neurdnios noradrenérgicos cerebrais e suas
extensdes rostral (A6cg), ventral (A6sc) e caudal (A6/A4) formam o complexo
noradrenérgico do LC (Nieuwenhuys, 1985).

As projecdes ascendentes do LC compreendem o feixe noradrenérgico
dorsal (mais calibroso), o feixe periventricular dorsal (menos calibroso), as
eferéncias para o cerebelo (Lindvall e Bjorklund, 1974a) e inervam quase todo
0 cérebro, projetando-se para o neocortex, hipocampo, amigdala, talamo e
hipotalamo (Moore and Bloom, 1979; Lindvall et al., 1974b, Jones e Moore,
1977 e Ungerstedt, 1971).

As eferéncias descendentes do LC formam o ramo caudal do feixe
periventricular dorsal, o ramo caudal do feixe noradrenérgico dorsal e as fibras
ceruleo-espinhais. Em ratos, o ramo caudal do feixe periventricular dorsal

termina os niveis do nucleo do trato solitario (Takahashi et al., 1979), enquanto
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em macacos rhesus encontrou-se um consideravel numero de fibras do LC
para o nucleo motor dorsal do vago (Westlund e Coulter, 1980). Conforme
estudos de Jones e Friedman (1983), o ramo caudal do feixe noradrenérgico
dorsal de homens e macacos tem projegdes que atingem o nucleo do lemnisco
lateral, o nucleo sensorial principal do trigémio, nucleos cocleares, nucleos
pontinos, nucleo trigeminal espinhal e formacgao reticular rombencefalica. Ja as
fibras ceruleo-espinhais inervam todos os segmentos da medula espinhal, de
forma bilateral e com decussacbes, terminando na parte ventral do corno
dorsal (Ilaminas IV, V e VI), na matéria cinzenta intermediaria e no corno ventral
(Westlund e Coulter, 1980; Karoum et al., 1980).

As aferéncias do LC sao multivariadas e incluem fibras do nucleo
central da amigdala, regidao pré-optica, nucleo intersticial da estria terminal,
area hipotalamica lateral, matéria cinzenta da periaquedutal (MCPA), éarea
ventral tegumentar, formacao reticular mesencefalica e rombencefalica, LC
contralateral, regido parabraquial, nucleos da rafe, complexo vestibular,
nucleos cerebelares profundos, grupos noradrenérgicos (A1, A2, A5) e
adrenérgicos (C1 e C2) e zona marginal do corno dorsal da medula espinhal
(Nieuwenhuys, 1985). Contudo, estudos eletrofisioldgicos e hodoldgicos
revelaram que os corpos celulares do LC recebem aferéncias diretas de um
namero pequeno de estruturas, incluindo o nucleo paragigantocelular, a area
perifascicular do nucleo preposito hipoglosso, a parte dorsal do nucleo
paraventricular do hipotalamo, a lamina X da medula espinhal e duas areas
proximas ao LC, quais sejam, a por¢cao caudal da MCPA e a regiao
pericerulear ventromedial (Aston-Jones et al., 1986, 1991).

Além das projegcbes noradrenérgicas de A6, os grupos noradrenérgicos

A1, A2, A5 e A7 formam o feixe noradrenérgico ventral que ascende através da
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zona reticular do tronco encefalico e segue rostralmente através do feixe
prosencefalico medial, terminando em areas mesencefalicas (MCPA
ventrolateral e formacgao reticular), diencefalicas (todo o hipotalamo e camada
interna da eminéncia mediana) e telencefalicas (area pré-optica e nucleo
intersticial da estria terminal) (Ungerstedt, 1971), Porém, estudos posteriores
mostraram que os feixes noradrenérgicos dorsal e ventral ndo sao facilmente
separados, formando o “trato tegmental central” (Lindvall et al., 1974a;
Swanson et al., 1981), ou “feixe catecolaminérgico longitudinal principal” (Jones
e Friedman, 1983).

O LC é muito sensivel a estimulos ambientais externos e mudancas
homeostaticas. Além disso, suas projecdes estdo envolvidas em respostas de
luta e fuga, na regulacao dos niveis de alerta, no controle do ciclo sono vigilia,
no aprendizado e memoria e modulam respostas do sistema nervoso simpatico
como frequéncia cardiaca, pressdo sanguinea e sinais de perigo para o
organismo (Anand, 2000). Estimulagdes elétricas do LC de macacos
promovem comportamentos que foram relacionados ao medo e ansiedade, e
lesbes Dbilaterais diminuem a ocorréncia natural de alguns destes
comportamentos no meio social (Redmond et al., 1976a,b).

O sistema noradrenérgico central €& sensivel a varios
neurotransmissores, peptideos e drogas. A atividade do LC é diminuida pela
NA, serotonina (5-HT), acido gama-aminobutirico (GABA), encefalinas e glicina,
e aumentada pela acetilcolina (Ach), substancia P, glutamato e hormbnio de
liberagdo da corticotrofina (CRH) (Charney et al., 1990). Agentes com efeitos
ansioliticos ou panicoliticos, incluindo benzodiazepinicos, antidepressivos
triciclicos e clonidina, bem como opidides, diminuem a atividade dos neurbnios

do LC. Contudo, a buspirona, um agonista parcial de receptores 5-HTa que
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tem propriedades ansioliticas, aumenta a taxa de disparo do LC. Drogas
ansiogénicas, como a ioimbina e piperoxano, aumentam a atividade do LC
mediante o bloqueio do autoreceptor inibitério az-adrenérgico (Charney et al.,

1990).

OS RECEPTORES ADRENERGICOS

Assim que a NA é liberada na fenda sinaptica, ela interage com
receptores especificos, chamados de adrenoreceptores, que sao classificados
nos tipos alfa- e beta-adrenérgicos (o, p) e respectivos subtipos (a1a-8p; t2a-c;
B1-3) (Anand et al., 2000).

Os receptores aq-adrenérgicos sado especificamente bloqueados por
prazosina. Trés subtipos de receptores aq-adrenérgicos foram identificados por
clonagem, chamados aa, s € ap. Outro receptor, o a4c, foi identificado no
cérebro de boi. Contudo, mostrou-se que este receptor era idéntico ao receptor
ata. O receptor aqa € sensivel ao antagonista WB4101, mas insensivel a
cloroetilclonidina, € encontrado no coértex cerebral de ratos. O receptor aqg
apresenta baixa afinidade a WB4101, é bloqueado por doses baixas de
cloroetilclonidina e foi primeiramente clonado no musculo liso de hamsters. O
receptor a4p apresenta farmacologia distinta dos outros dois subtipos e é
encontrado em tecidos periféricos. Todos os receptores a¢-adrenérgicos estao
acoplados a proteina G4 que ao ser ativada, aciona a fosfolipase C, levando a
producao de diacilglicerol (DGA) e inositol trifosfato (i.p.3), o qual eleva as
concentracdes citosdlicas de Ca®*, ativando canais de calcio voltagem-

dependentes (Halbach et al., 2002; Bylund et al., 2000).
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Os receptores oap-adrenérgicos estdo envolvidos no principal
mecanismo de regulagao da atividade noradrenérgica central. Definidos como
autoreceptores estdo localizados tanto pré-sinapticamente  quanto nos
dendritos e corpos celulares, além da presenga em membranas pds-sinapticas
(Cooper et al., 2003). Estes receptores controlam a liberagdo de NA na fenda
sinaptica por meio de um mecanismo de retroalimentagcdo negativa (Charney et
al., 1990).

Trés diferentes genes humanos para receptores ay-adrenérgicos sao
encontrados nos cromossomos 10, 2 e 4, chamados, respectivamente de aza,
ooB, € agc (Bylund, 1992 e Bylund et al., 1994). Um receptor azp, descrito em
camundongos e ratos, parece ser um gene especifico de roedores, homdlogo
ao dos receptores apa de humanos, diferindo em apenas um aminoacido
(Halbach et al., 2002). Os receptores a,a sdo encontrados nas plaquetas e no
sistema nervoso central e periférico, azg no figado e nos rins e a,c somente no
cérebro (Lorenz et al., 1990).

Todos os receptores ap-adrenérgicos estdao acoplados a proteina Gi,
que inibe a adenilado ciclase (AC). A consequente redugdo dos niveis
citosélicos de AMPc ocasiona a inibicdo dos canais de calcio voltagem-
dependentes e a ativacdo de canais de potassio dependentes de Ca?* (Bylund
et al., 2000). Contudo as proteinas Gi dos receptores oys, € apc tém
sensibilidades diferenciadas a toxina do pertussis, sendo insensiveis ou
sensiveis a esta toxina, respectivamente (Halbach et al., 2002).

Os receptores f(-adrenérgicos foram originalmente classificados em
dois tipos, B1 € 2. Um terceiro receptor $-adrenérgico, insensivel a maioria dos
antagonista p-adrenérgicos, foi posteriormente classificado como receptor p3. O
receptor B4, esta presente principalmente no coragdo, mas também no cérebro
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e nos adipécitos, e possui alta sensibilidade ao agonista isoproterenol e mesma
sensibilidade a NA e adrenalina. O receptor 2 € encontrado no musculo liso
vascular, uterino e das vias aéreas, e apesar da alta sensibilidade ao
isoproterenol, sua sensibilidade a adrenalina € maior que a NA. O receptor 3
foi identificado no tecido adiposo, promovendo a lipdlise dos adipdcitos e
termogénese. Todos os receptores p-adrenérgicos estdo acoplados a proteina
Gs, que ativa a AC levando ao aumento de AMPc e das concentragdes de Ca?*

(Bylund et al., 2000).

DISFUNGCOES COMPORTAMENTAIS E NEUROLOGICAS ASSOCIADAS

AOS RECEPTORES 0,-ADRENERGICOS

Como os autoreceptores ap-adrenérgicos regulam a liberacdo de NA
dos neurbnios pré-sinapticos, os niveis plamaticos de NA e MHPG podem
refletir a fungdo normal ou anormal destes receptores (Gurguis et al.,1999).

Os receptores ay-adrenérgicos podem estar envolvidos em sindromes
neurolégicas como o mal de Parkinson, o Alzheimer (Szot et al.,2006) e o
transtorno do déficit de atengao e hiperatividade (TDAH) (Arnsten et al.,1996).

Embora a doenca de Parkinson seja caracterizada pela perda dos
neurénios dopaminérgicos do sistema nigroestriatal, ela também promove uma
perda neuronal em outros nucleos catecolaminérgicos, tais como o LC
(Greenfield e Bosanquet, 1953) e a area ventral tegumentar de Tsai, a qual
pode perder cerca de 50% dos seus neurbnios (Dymecki et al., 1996). A
degeneragdo do LC causa a redugdo dos niveis de NA em varias areas
cerebrais, incluindo a substancia negra e os nucleos caudado e accumbens,

podendo causar o agravamento do mal de Parkinson. De fato, evidéncias da
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literatura sugerem que a clonidina potencia a atividade dos antiparkinsonianos
(Hill et al., 1999), sugerindo o sinergismo dos sistemas adrenérgico e
dopaminérgico.

A autdpsia de pacientes com doenca de Alzheimer também mostra
uma perda substancial de neurdnios do LC (German et al.,1992). Contudo, as
funcbes do LC podem ser parcialmente compensadas pelos neurbnios
sobreviventes (Elrod et al., 1997; Szot et al., 2006). Segundo Szot e
colaboradores (2006), a compensagao ocorreria por 4 mecanismos, quais
sejam: 1) aumento da expressdo da tirosina hidroxilase; 2) brotamento dos
dendritos dos neurdnios sobreviventes do LC em dire¢do a regido peri-cerulea
(pLC), 3) brotamento de axdnios que se projetam ao nucleo dorsal da rafe e ao
hipocampo e, 4) redugédo da expressao dos receptores ap- € apc-adrenérgicos
do hipocampo. Curiosamente, estudos com autoradiografia de pacientes
agressivos com mal de Alzheimer mostraram um aumento acentuado da
concentracdo de receptores ap-adrenérgicos no coértex cerebelar quando
comparados aos pacientes nao agressivos, mas nenhuma diferenca em
relacdo aos individuos sadios (Russo-Neustadt e Cotman, 1997).

A disfungdo dos receptores ap-adrenérgicos também parece ser
responsavel pelo funcionamento anormal do sistema noradrenérgico em varios
transtornos psiquiatricos, tais como o transtorno de estresse poés-traumatico
(TEPT) (Southwick et al., 1999), a esquizofrenia (Hertel et al., 1999), reacdes
agudas de estresse (Flugge et al., 1992; 1996), depressdo (Anand e Charney,
2000) e ansiedade (Charney et al., 1984).

Estudos de Southwick e colaboradores (1995, 1997) sugerem que a
atividade noradrenérgica esteja alterada em pacientes com TEPT. Estes

trabalhos sugerem, ainda, que a reatividade aumentada dos neurbnios
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noradrenérgicos esteja associada a uma variedade de sintomas de alerta
extremado e re-experiéncia do trauma, caracteristicos do TEPT. Assim, a
ativagcdo dos receptores ap-adrenérgicos por agonistas seletivos como a
clonidina, promove a diminuicdo do estado de alerta, da insbnia, das respostas
exageradas ao susto, dos pesadelos, irritabilidade e agressividade de ex-
combatentes, ex-refugiados e criangas com TEPT (Southwick et al., 1999).

Embora o aumento da fungédo noradrenérgica possa ser devido a varios
fatores, o estado funcional dos receptores a,-adrenérgicos pode ser testado
pela sua resposta a clonidina. Uma outra abordagem envolve a avaliagdo da
neurotransmissdo ay-adrenérgica em plaquetas. Este método revelou que
veteranos de guerra com TEPT apresentam sobreregulagao dos receptores o-
adrenérgicos e uma eficiéncia aumentada do acoplamento da proteina G;.
(Gurguis et al., 1999).

Em roedores, a deplecao de NA causa inatengao (Carli et al., 1983 e
Roberts et al., 1976) e reduz a hiperatividade motora (Raskin et al.,1983 e
Pearson et al,1981), sugerindo o envolvimento de mecanismos
noradrenérgicos nos sintomas centrais dos pacientes com TDAH. Numerosos
estudos indicam a similaridade entre pacientes com TDAH e pacientes com
lesbes do cortex pré-frontal (CPF). De fato, as fungdes prefronto-corticais
(atengdo, memoria operacional) sdo facilitadas pela neurotransmissao ooa-
adrenérgica pos-sinaptica (Arnsten et al.,1996, 2007).

As alteragcbes da neurotransmissdo noradrenérgica podem ser fatores
importantes na patofisiologia da esquizofrenia, bem como no tratamento dos
sintomas negativos, déficits cognitivos e depressdo de esquizofrénicos
(Arnsten, 2004). Existem evidéncias de que o bloqueio dos receptores aq-

adrenérgicos melhora a agao dos antipsicéticos na esquizofrenia (Svensson,
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2003). Contudo, o bloqueio dos receptores ap-adrenérgicos com racloprida e
idaxozano também tem efeito na eficiéncia dos antipsicéticos (Hertel et al.,
1999). Os efeitos benéficos dos antagonistas ay-adrenérgicos na esquizofrenia
sao provavelmente devidos ao aumento da liberacdo de dopamina no CPF
medial e accumbens/estriado que se segue a administracdo de idaxozano e
racloprida, respectivamente. Contudo a ativacdo dos receptores opoa-
adrenérgicos pos-sinapticos do CPF com clonidina, guanfacina e guanabenz
também tem efeitos benéficos para os pacientes esquizofrénicos (Arnsten,
2004). Estes dados sugerem a disfungdo dos receptores ay-adrenérgicos na
esquizofrenia.

Disfungdes dos receptores ay-adrenérgicos também estdo associadas
ao estresse. Apesar do estresse de restricdo, em ratos, ndo causar alteragdes
da expressao dos receptores aga-adrenérgicos do LC (Sands et al.,, 1999),
estudos com musaranhos (Tupaia belangeri) submetidos a 10 dias de estresse
psicossocial revelou uma subregulagdo dos receptores ay-adrenérgicos
(Flugge et al., 1992). Contudo, o estresse psicossocial crénico (10-28 dias),
causou alteragdes tempo-dependentes dos receptores ap-adrenérgicos,
reduzindo sua afinidade aos agonistas e aumentando ou diminuindo sua
expressdo em regides especificas do cérebro (Fligge, 1996). De fato,
enquanto Fligge e colaboradores (2003) observaram o aumento do numero
dos receptores ay-adrenérgicos apds 6 semanas de estresse psicossocial em
musaranhos, Meyer e colaboradores (2000) observaram uma redugao de 25 %
dos mesmos receptores no LC apdés 4 semanas do mesmo tipo de estresse.
Por outro lado, o estresse psicossocial promoveu a sobreregulacdo dos
receptores ayg-adrenérgico do nucleo paraventricular do tadlamo, uma area

associada ao transporte de informacdes relacionadas ao estresse para o
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prosencéfalo limbico (Heilbronner et al., 2004). Estes estudos sugerem que o
estresse prolongado altera tanto o numero quanto a sensibilidade dos
receptores op-adrenérgicos, bem como a atividade noradrenérgica central.
Estes efeitos podem contribuir para as alteragdes comportamentais e
fisiolégicas dos individuos submetidos a periodos prolongados de estresse, tais
como a alteragao da fungao do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (Fligge et al.,
1996; Heilbronner et al., 2004).

Adicionalmente, os camundongos nocauteados para o gene dos
receptores oapa-adrenérgicos, ou com fungado prejudicada destes receptores,
apresentaram um aumento expressivo (100%) do numero dos neurdnios
noradrenérgicos do LC, bem como o aumento do volume destes neurdnios no
nucleo subceruleo, sugerindo o envolvimento destes receptores no
desenvolvimento do sistema noradrenérgico central. Estes camundongos
também apresentaram uma resposta de congelamento mais intensa aos
estimulos condicionados discretos, mas nao ao contexto, sugerindo a
participacdo dos receptores apa-adrenérgicos no estresse e nas respostas
condicionadas de medo (Davies et al., 2003).

Segundo Anand e Charney (2000), redugdes das concentragdes
sinapticas de NA estao associadas aos sintomas depressivos. As alteracdes da
neurotransmissdo noradrenérgica também podem participar da etiologia da
depressdao. Segundo estes autores, a depressdao é acompanhada por
mudancgas na responsividade e na densidade dos receptores a,-adrenérgicos
pos-sinapticos, um fendmeno que ocorreria secundariamente a deficiéncia de
NA. Porém, ha evidéncias de aumentos na sensibilidade dos receptores ap-
adrenérgicos pré-sinapticos na depressao, o que resultaria na deficiéncia de

NA na fenda sinaptica.
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Estudos experimentais indicam que administracdo de antidepressivos
triciclicos (ADT) que s&o inibidores preferenciais da recaptacédo de
noradrenalina (desipramina, nortriptylina e clordesipramina), promove uma
reducdo aguda do feedback negativo nos neurdnios noradrenérgicos do LC
(Nyback et al., 1975). Em seguida, Svensson e Usdin (1978) mostraram, em
estudos crénicos com o ftriciclico nao-seletivo imipramina, que este efeito é
devido a subregulacdo dos autoreceptores ap-adrenérgicos. Corroborando
estes estudos, Linnér e colaboradores (1999) observaram que ratos tratados
aguda e cronicamente com imipramina e administrados com o antagonista a.-
adrenérgico idazoxano, apresentaram uma redugao da taxa de disparo do LC
apos o tratamento agudo e um aumento da liberagdo de NA no cértex frontal
ap6s ambos os tratamentos. Sugerindo, que os antagonistas ay-adrenérgicos
podem potencializar os efeitos dos antidepressivos na depressao maior.

Estudos preliminares mostraram que a administragao intravenosa dos
antagonistas ay-adrenérgicos ioimbina e piperoxona, em macacos de rabo
curto (Macaca arctoides), produzia efeitos comportamentais semelhantes aos
da estimulacao elétrica do LC e aos comportamentos naturais de medo desta
espécie (Redmond et al., 1979). Estudos posteriores sugeriram que o
transtorno de panico (TP) possa estar relacionado a hiperatividade
noradrenérgica episodica que ocorre durante os ataques de panico (Charney et
al., 1984, 1986, 1987). A hipdtese da disfungado ap-adrenérgica no TP vem de
estudos pré-clinicos e clinicos que utilizaram agonistas e antagonistas deste
receptor. Em estudos clinicos, a infusdo intravenosa do antagonista os.-
adrenérgico ioimbina produziu ataques de panico em 63 % dos pacientes de
panico e em apenas 7% dos individuos saudaveis. Estes efeitos foram

correlacionados ao aumento dos niveis de 3-metil-4-hidroxi-fenilglicol (MHPG),
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principal metabdlito da NA, em pacientes de panico, e aumentos de cortisol em
pacientes e voluntarios. Por sua vez, o agonista op-adrenérgico clonidina
apresentou efeitos benéficos nos pacientes de péanico (Charney et al., 1992;

Liebowitz et al., 1981).

O LC, A MCPA E O TRANSTORNO DE PANICO

Embora as disfungdes dos sistemas gabaérgico (Roy-Burne et al.,
1989), colinérgico (Bataglia e Ogliari, 2005) e opioidérgico (Preter e Klein,
2008) tenham sido propostas como as causas primarias do TP, as
propriedades panicoliticas amplamente conhecidas dos ADTs e inibidores
seletivos da recaptacado de 5-HT (ISRS) sugerem que ataques de panico séo
causados pelo funcionamento anormal dos sistemas serotonérgico e/ou
noradrenérgico. A disfungcéo serotonérgica no TP é fortemente apoiada pela
agao panicolitica estabelecida dos ISRSs (Kahn et al., 1988a,b; Deakin e
Graeff, 1991; Westenberg e Den Boer, 1993). Todavia, também existem relatos
de tratamentos bem sucedidos do TP com inibidores seletivos (reboxetina) ou
preferenciais (desipramina) da recaptacdo de NA. Além disso, enquanto o
antagonista ay-adrenérgico ioimbina apresenta propriedades panicogénicas
confirmadas (Charney et al., 1987; 1992; Bremner et al., 1996), pacientes de
panico mostram uma melhora rapida mas transiente apds o tratamento com
doses apropriadas do agonista ag-adrenérgico clonidina (Liebowitz et al.,
1981). De fato, apesar do tratamento com clonidina bloquear, ou atenuar o
panico induzido por lactato, os ataques continuam a ocorrer em mais de 50 %
dos individuos (Coplan et al., 1992). Estes dados sugerem que os ataques de

panico induzidos por lactato ndo podem ser totalmente explicados por
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anormalidades da fungdo noradrenérgica. Finalmente, a interagdo entre os
sistemas monoaminérgicos ndo pode ser descartada. Desta forma, estudos
recentes demonstraram que o IRSS paroxetina produz uma forte diminui¢cao na
taxa de renovagao de NA (Gilmor et al., 2002).

Embora as propriedades ansioliticas da clonidina, em homens e
animais, sejam amplamente conhecidas ha muitos anos (Davis et al., 1979;
Crawley et al.,1985; Commisaris et al., 1990), a literatura sugere que pacientes
com transtorno de ansiedade generalizada tenham pouco ou nenhum beneficio
com os inibidores da recaptacdo de NA. De fato, McLeod e colaboradores
(2000) sugeriram que os efeitos ansioliticos da imipramina possam ser devidos
a agao ansiogénica do seu principal metabdlito, a desipramina.

Conforme mencionado, a hipétese noradrenérgica do transtorno de
ansiedade baseia-se nas observacées da producido de respostas similares ao
medo pela estimulacao elétrica do LC de macacos em cadeiras de restricao
(Redmond et al., 1976; Redmond e Huang, 1979). Particularmente, enquanto a
estimulacao do LC com estimulos de intensidades baixas provocou a resposta
de alerta (abertura total dos olhos e giro contralateral da cabega e do corpo),
estimulos de alta intensidade produziram os comportamentos do ‘Grupo I’ que,
supostamente, expressam a ansiedade (mastigagdo e movimentos da lingua,
ranger de dentes, agarrar-se a cadeira, cogar, bocejar, puxar o pélo, contragao
das maos, esfor¢os para escapar da cadeira e espasmos isolados) (Redmond
e Huang, 1979). Dentre estes comportamentos, somente a abertura e
fechamento da boca, cogar e bocejar sdo observados em macacos de rabo
curto numa situagcdo ameacadora natural (Bertrand et al., 1969). Todavia,
Redmond e Huang (1979) demonstraram que enquanto os comportamentos

espontaneos do Grupo | foram aumentados pela apresentacdo de uma luz
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previamente pareada a um choque, estes comportamentos foram reduzidos por
lesbes do LC e por doses nao sedativas de diazepam (0,15 mg/kg). A
facilitacdo dos comportamentos do ‘Grupo I’ pelo medo condicionado torna
improvavel a producéo artificial deste comportamento durante a estimulagcao do
LC. Inversamente, comportamentos do ‘Grupo I’ foram aumentados por
estimulacédo do LC por antagonistas ap-adrenérgico (piperoxano e ioimbina) e
reduzidos pelo respectivo agonista (clonidina), endossando um papel
especifico da NA na ansiedade (Redmond e Huang, 1979).

A principal critica da hipotese noradrenérgica da ansiedade foi
formulada por Mason e Fibiger (1979). Estes autores mostraram que a
deplecédo seletiva de NA pela microinje¢cao de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) no
tegumento dorsal ndo teve efeitos nem na aquisi¢gdo, nem na retengéo de uma
grande variedade de comportamentos motivados por medo, incluindo a esquiva
ativa de uma ou duas vias, a esquiva passiva, a esquiva nao-sinalizada de
Sidman, a resposta emocional condicionada (CER) e o teste de interagao
social. Adicionalmente, ratos com deplecdo noradrenérgica e controles,
demonstraram o0 mesmo grau de supressao de resposta no CER.
Inversamente, os ratos com deplegdo noradrenérgica apresentaram um
aumento da inibicdo comportamental a novidade e o aumento da resisténcia a
extincdo da CER, da esquiva de Sidman e da esquiva ativa de duas vias,
sugerindo niveis aumentados de medo.

Contudo, a deplecao de NA também aumentou a resisténcia a extingao
de comportamentos reforcados positivamente e melhorou a aquisicdo da
esquiva de duas vias, aparentemente, devido a reducdo na inibicao
comportamental (imobilidade) que € intrinseca ao procedimento no qual os

animais tém de fugir para o lado da caixa em que foram anteriormente punidos
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(Mason e Fibiger, 1979). De fato, um efeito similar foi descrito para o
tratamento com doses ansioliticas de amobarbital (Gray, 1982).
Adicionalmente, tanto as drogas ansioliticas quanto o FLA-63, um depletor
seletivo de NA, aumentaram as intensidades requeridas para a indugcdo do
ritmo teta hipocampal (7,7 Hz) por estimulagéo do septo medial. Este ritmo esta
associado a inibicdo comportamental que acompanha a frustragao (remogao do
reforgo), o conflito experimental e a novidade e foi proposto como ‘o ritmo
especifico da ansiedade’ (Gray e McNaughton, 2000). Portanto, os resultados
com FLA-63 sugerem o envolvimento da NA no sistema de inibicao
comportamental e na ansiedade.

Contrariamente, Mason e Fibiger (1979) propuseram que as projecdes
ascendentes do LC estdo envolvidas na atencao. De fato, Libet e Gleason
(1994) demonstraram que a estimulagao elétrica do LC de humanos produziu
apenas um estado de alerta, mas nenhuma resposta de medo ou ansiedade
nem durante, nem apoés a estimulagdo. A estimulagao do LC foi confirmada
pelo aumento de 4 a 9 vezes dos niveis plasmaticos de MHPG

Embora os ultimos estudos tornam improvavel a contribuicdo direta do
LC na producdo dos estados ansiosos, este nucleo pode ter um papel
modulatério, ou permissivo, na producdo destes estados. Em particular, as
respostas de defesa induzidas por estimulagao elétrica ou quimica da metade
dorsal da MCPA (MCPD) tém sido propostas como um modelo valido de
ataques de panico (Deakin e Graeff, 1991; Jenck et al., 1995, Schenberg et al.,
2001; Vargas e Schenberg, 2001). Por outro lado, estudos de imunoistoquimica
da proteina c-fos apresentaram evidéncias inquestionaveis da existéncia de
projecdes excitatérias da MCPD para o LC (Sandkuhler, 1991; Sahdkuhler e

Herdegen, 1995). De fato, embora a administragdo aguda de protriptilina (15
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mg/kg), um inibidor preferencial da recaptacdo de NA, nido tenha facilitado o
comportamento de fuga induzido pela estimulagdo da MCPD (Kiser et al.,
1978), a ioimbina facilitou este comportamento na caixa de vaivém (shuttle-
box) (Jenck et al., 1995).

Portanto, com o objetivo de entender a fungdo da MCPD e do LC nos
ataques de panico, estudos recentes de nosso laboratério analisaram as
respostas de defesa induzidas pela estimulagao elétrica da MCPD em ratos
tratados com fluoxetina (FLX), um ISRS com conhecidas propriedades
panicoliticas, ou maprotilina (MPT), um inibidor seletivo da recaptacdao de NA
(ISRN) (Barbaccia et al., 1986) que carece de agdes panicoliticas relevantes
(Westenberg e Den Boer, 1993). As respostas defensivas também foram
avaliadas 6 e 24 h apds a administragao intracerebroventricular (i.c.v.) de N-(2-
cloroetil)-N-etil-2-bromobenzilamina (DSP-4), um inibidor seletivo da sintese de
NA das projec¢des ceruleo-corticais e ceruleo-cerebelares, mas nao ceruleo
diencefalicas (Grzanna et al., 1989).

A administragdo de FLX em doses e regimes similares aos da terapia
do panico (1 a 5 mg/kg/dia, por 21 dias, i.p.) causou uma atenuag¢ao acentuada
e seletiva da resposta de galope, aumentando seus limiares em 840%. Em
contraste, a MPT causou a atenuacdo, também acentuada e seletiva, da
resposta de imobilidade, cujos limiares foram aumentados em 115%
(Schenberg et al., 2001, Vargas e Schenberg, 2001). E importante notar, no
entanto, que a dose de MPT (10 mg/kg/dia, por 21 dias, i.p.) foi maior que as
utilizadas na clinica (1 a 3 mg/kg). Por sua vez, a administragao central de uma
dose de MPT (10 pg/g em 15 i, i.c.v.) proporcional a dose periférica atenuou

todas as respostas de defesa, exceto o salto e a micgado (Lugon, 2006). O
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DSP-4 teve efeitos ainda mais acentuados, atenuando todas as respostas de
defesa 6 e 24 h apds sua administragéao (Lugon, 2006).

Portanto, embora os tratamentos crénicos sugiram o envolvimento mais
pronunciado da 5-HT e NA no comportamentos respectivos de galope e
imobilidade, os tratamentos centrais com drogas adrenérgicas sugerem uma
funcao importante da NA e do LC em todas as respostas de defesa.

Os efeitos dos tratamentos crbénicos sugerem que as respostas de
imobilidade e galope correspondam aos estados de atengao e panico, uma vez
que elas foram atenuadas por MPT e FLX, respectivamente. Durante a reacao
de congelamento, a eliciagdo simultdnea de imobilidade, exoftalmia e paralisia
das vibrissas assemelha-se a resposta de orientacdo visuo-motora em que o
foco da atencdo desloca-se dos objetos proximos (exploragao tactil,
autolimpeza, etc) aos alvos distantes (predadores, etc). Esta resposta parece
envolver o LC (Delangrage et al., 1993; Aston-Jones et al., 2000).

A atividade do LC também ¢é fortemente aumentada durante o
confronto de gatos, sugerindo sua participagdo nos comportamentos de defesa
e agressao (Levine et al., 1990). Embora os estudos eletrofisiolégicos de Ennis
et al. (1991) questionem a presenga de projegcdes diretas significantes da
MCPD ao LC, estudos neuroanatdomicos mostraram que o LC recebe densas
projecbes da MCPD (Meller e Dennis, 1991; Cameron et al., 1995), inclusive,
projecdes excitatorias reveladas por meio de imunoistoquimica da proteina c-
fos (Sandkuhler, 1991; Sahdkuhler e Herdegen, 1995). Portanto, embora os
estudos com imunoistoquimica da proteina c-fos ndo excluam a despolarizagao
de interneurénios inibitorios, estudos eletrofisiolégicos e neuroanatémicos que
sugerem a presencga de projec¢des excitatorias da MCPD ao LC que podem

estar envolvidas com os efeitos acima mencionados das drogas adrenérgicas.
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OBJETIVO GERAL

O presente estudo analisou os efeitos dos ligantes dos receptores op-

adrenérgicos, ioimbina (antagonista) e clonidina (agonista) nas respostas de

defesa eliciadas por estimulagao elétrica da MCPD.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar os efeitos da administragao sistémica (i.p.) de ioimbina
nos limiares das respostas de defesa eliciadas por estimulagao
elétrica da MCPD.

Verificar os efeitos da microinje¢cao de ioimbina na MCPD sobre
os limiares das respostas de defesa eliciadas por estimulagao
elétrica da mesma estrutura.

Verificar os efeitos da microinje¢cao de ioimbina em areas do giro
cingulado anterior (CG1/CG2) que estao associadas ao aumento
da atencao, sobre os limiares das respostas de defesa eliciadas
por estimulagao elétrica da MCPD.

Verificar os efeitos de clonidina periférica nos limiares das

respostas de defesa eliciadas por estimulacao elétrica da MCPD.
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ESTUDO |

EFEITOS DA ADMINISTRAGAO PERIFERICA E
CENTRAL DE IOIMBINA SOBRE OS LIMIARES
DAS RESPOSTAS DE DEFESA INDUZIDAS PELA
ESTIMULAGAO ELETRICA DA MATERIA

CINZENTA PERIAQUEDUTAL DORSAL DE RATOS
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RESUMO

Os ataques de péanico sado precipitados por ioimbina (IO), um
antagonista dos receptores ap-adrenérgicos. Por outro lado, as respostas de
defesa eliciadas pela estimulagdo da matéria cinzenta periaquedutal dorsal
(MCPD) tém sido propostas como um modelo de ataque de panico. Portanto, o
presente estudo examinou os efeitos da administracao de 10, tanto periférica
(i.p.) como intracraniana (i.c.), na prépria MCPD ou em areas pré-frontais
(CG1/CG2) de projegao do sistema noradrenérgico do locus ceruleo. Ratos
com eletrodos na MCPD foram divididos nos seguintes grupos (n=20/grupo): 1)
O i.p. (2, 5 e 10 mg/kg); 2) IO na MCPD (280 pmol/150nL), 3) IO em CG1/CG2
(70 pmol/150 nL). Sessbes controle foram realizadas com o veiculo. Os
tratamentos foram realizados em intervalos de 48 h (i.p.) ou 96 h (i.c.), em
ordem balanceada. Os limiares das respostas de defesa foram analisados por
regressao logistica. A |0 periférica facilitou a imobilidade, o trote e o galope. A
microinje¢cdo de 10 na MCPD atenuou a defecagdo e, em menor grau, a
imobilidade e o trote, mas facilitou a micgdo. A microinjegdo de IO em
CG1/CG2 causou apenas uma atenuacao da defecagcdo e a micgao. A
facilitacdo das respostas somaticas de defesa pela administragao periférica de
IO corrobora 0 modelo de ataque de panico por estimulagdo da MCPD. A
auséncia de efeitos dos tratamentos i.c. sugere agdes em areas diversas da

MCPD e CG1/CG2, possivelmente, no préprio I6cus ceruleo.

Palavras-chave: Ataque de Panico, Matéria Cinzenta Periaquedutal, loimbina,

Receptores alfaz-noradrenérgicos, Estimulagao Elétrica.
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1. INTRODUGAO

O transtorno de panico (TP) é caracterizado por ataques espontaneos
de pénico, ansiedade antecipatoria e, frequentemente, agorafobia (DSM-IV,
2000). As respostas de defesa eliciadas pela estimulagdo da metade dorsal da
matéria cinzenta periaquedutal (MCPD) tém sido propostas como um modelo
de ataque de panico. De fato, estudos conduzidos por Nashold et al. (1969)
mostraram que a estimulagao elétrica da MCPD de voluntarios sadios provoca
reacdes emocionais de ansiedade, terror, sudorese, tremores e sensacao de
morte iminente, dentre outros sintomas associados aos ataques de panico. Em
ratos, a estimulagéo elétrica ou quimica desta regido produz comportamentos
defensivos de congelamento (imobilidade e exoftalmia) e fuga (trote, galope e
salto) (Bittencourt et al., 2004).

Dentre as varias respostas induzidas por estimulacdo da MCPD, o
galope parece ser o melhor representante dos ataques de panico, uma vez que
foi seletiva e acentuadamente atenuado por inibidores da recaptacdo da
serotonina (5-HT) (clomipramina e fluoxetina) administrados em doses e
regimes similares aos da terapia do TP (Schenberg et al., 2001).

Contudo, evidéncias pré-clinicas sugerem que a ansiedade e o medo
também estejam relacionados ao aumento na atividade dos neurbnios
noradrenérgicos centrais do loécus ceruleus (LC) (Redmond 1979).
Adicionalmente, estudos clinicos sugerem a regulacdo anormal do sistema
noredrenérgico no TP (Charney et al., 1990). Ndo obstante, estimulacao
elétrica do LC de humanos que causou aumentos de 4 a 9 vezes dos niveis
plamaticos de MHPG, o principal metabdlito da noradrenalina (NA), somente
produziu um estado de alerta (Libet e Gleason, 1994). Embora os ultimos

estudos tornam improvavel a contribuicdo direta do LC na producdo nos
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estados ansiosos, a NA pode ter um papel tanto modulatério quanto permissivo
na producdo dos ataques de panico, tal como sugerem os relatos de
tratamentos do TP com inibidores seletivos ou preferenciais da recaptacao de
NA (Lydiard, 1987, Lydiard et al., 1993; Kalus et al., 1991; Sasson et al., 1999;
Versiani et al., 2002; Dannon et al., 2002; Seedat et al., 2003; Nardi et al.,
2003; Bertani et al., 2004). Contudo, enquanto o antagonista ay-adrenérgico
ioimbina (I0) é um panicégeno estabelecido, precipitando ataques de panico
em 63% dos pacientes, mas somente em 7% dos controles (Charney et al.,
1987, 1992; Bremner et al., 1996), doses apropriadas do agonista op-
adrenérgico clonidina promovem uma melhora rapida, mas transiente, dos
pacientes com TP (Liebowitz et al., 1981).

Estudos em animais também sugerem a participacdo da NA nos
ataques de panico. De fato, embora a administracdo crénica de maprotilina
(MPT), um inibidor seletivo da recaptacdo de NA que carece de efeitos
panicoliticos relevantes (Westenberg e Den Boer, 1993), néo teve efeito algum
sobre a resposta de galope produzida pela estimulacdo da MCPD, ela atenuou
de forma seletiva e acentuada a resposta de imobilidade, a qual pode ser um
componente da ansiedade antecipatéria dos ataques de panico (Schenberg et
al., 2001). Adicionalmente, a administragao intracerebroventricular (i.c.v.) deste
antidepressivo atenuou a maioria das respostas de defesa produzidas pela
estimulacédo da MCPD (Lugon, 2006). Efeitos ainda mais acentuados foram
obtidos pela administragdo central de DSP-4 (Lugon, 2006), um depletor
seletivo das projegbes ceruleo-corticais e ceruleo-cerebelares noradrenérgicas
(Grzanna et al., 1989). Por fim, a MCPD envia densas proje¢des excitatérias

para o LC (Sandkuhler, 1991; Sandkuhler e Herdegen, 1995).
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Os autoreceptores az-adrenérgicos estdo localizados tanto nos corpos
celulares e dendritos dos neurdnios noradrenérgicos quanto nos botdes
terminais destes neurdnios e em neurdnios pos-sinapticos. De forma mais
notavel, estes receptores estdo envolvidos no controle dos disparos e da
liberacdo de NA dos neurdnios do LC, um efeito que pode estar relacionado a
precipitacdo dos ataques de panico pela administracdo de 0. Portanto, o
presente estudo examinou os efeitos da administracdo de |10, periférica e local
(na MCPD e nas areas CG1/CG2 do coértex pré-frontal), sobre os limiares das

respostas de defesa eliciadas por estimulacao elétrica da MCPD de ratos.

2. MATERIAL E METODOS

Animais: Foram utilizados 60 ratos albinos Wistar (Rattus novergicus albinus),
machos, pesando entre 250 e 300 g, fornecidos pelo biotério da Universidade
Federal do Espirito Santo. Os animais eram mantidos em gaiolas individuais
com paredes de vidro (25 x 15 x 30 cm) e assoalho coberto por maravalha. Os
ratos tinham livre acesso a 4gua e comida e eram mantidos em ambiente com
ciclo de iluminacdo de 12 h (luzes acessas as 6:00 h) e temperatura controlada
(20-25 °C). Os experimentos e cuidados com os animais foram aprovados pelo

Comité de Etica no Uso de Animais desta universidade (CEUA-UFES).

Quimitrodos: Eram confeccionados com um soquete de circuito integrado
(Celis, BCPT 50, Sao Paulo-SP, BR). Um dos pinos era substituido por uma
canula-guia de aco inoxidavel de 600 um de didmetro e 11 mm de comprimento
soldada ao soquete, que servia de guia para a agulha de microinjecéo e de

eletrodo indiferente. O eletrodo era confeccionado com um fio de aco inoxidavel
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(California Fine Wire Company, Grover City, EUA) de 250 um de diametro,

isolado em toda extens&o exceto na secéo transversal.

Cirurgia: Os animais eram anestesiados com 400 mg/kg (i.p.) de hidrato de
cloral (Isofar, RJ, BR) e fixados ao aparelho estereotdxico (David Kopf,
Tujunga, EUA), com o bregma e o lambda no mesmo plano horizontal. Em
seguida, realizava-se uma tricotomia da parte superior da cabega e uma
pequena area oval da pele e tecidos subcutaneos eram removidos, expondo-se
a calota craniana a altura do lambda. Ap6s a limpeza e secagem do campo,
fazia-se 5 orificios com o auxilio de uma broca odontologica, 2 em cada 0sso
parietal e 1 na extremidade caudal do osso interparietal; que serviam para a
introdugcdo de parafusos de aco inoxidavel e fixagdo da protese cirlrgica.
Aseguir, realizava-se a trepanagdo da regido do lambda com uma broca
adiamantada (KG Sorensen 1016), expondo-se o cérebro a altura do seio
venoso. O centro da confluéncia dos seios sagital e posterior era utilizada como
referéncia para a implantacdo do quimitrodo. Com o auxilio de uma agulha
hipodérmica perfurava-se a dura-mater, afastava-se o seio venoso e introduzia-
se 0 quimitrodo em direcdo a regido dorsolateral da matéria cinzenta
periaquedutal de acordo com as coordenadas: 7,4 mm posterior ao bregma, 0,4
mm lateral ao plano sagital e 4,8 mm a partir da superficie do seio venoso. Em
seguida, o campo cirurgico era preenchido com resina autopolimerizavel (JET,
Sao Paulo , Brasil), fixando o quimitrodo aos parafusos e formando uma
protese sélida. O quimitrodo era protegido pela fixacdo de um tubo plastico de
1,0 cm de altura e didametro. Ao final, introduzia-se um estilete de ago inoxidavel

na céanula-guia, de mesmo comprimento da canula, para protegé-la de uma
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eventual obstrucdo. Ao término da cirurgia os animais recebiam tratamento
com 24.000 Ul de penicilina-G benzatina (i.m.) e eram mantidos em placa
aquecida (30 °C) até a recuperacdo anestésica plena, sendo posteriormente
transportados para suas respectivas gaiolas individuais e transferidos para o
biotério.

Os ratos tratados com IO no cértex pré-frontal também eram
implantados com uma céanula-guia de ago inoxidavel, de 0,6 mm de didametro e
7 mm de comprimento, nas coordenadas em relagdo ao bregma: AP - 0 mm,
LAT - 0,2 mm e VERT - 2,2 mm. Para isto, fazia-se um orificio com uma broca
adiamantada e, ap6s a introdugdao da canula, a mesma era fixada aos
parafusos de ancoragem com resina autopolimerizavel. Em seguida, um
estilete de aco inoxidavel, do mesmo comprimento da canula, era introduzido
para sua protecdo contra a eventual obstrugdo. Em seguida, fazia-se o

procedimento de implantacao do quimitrodo, descrito anteriormente.

Estimulagéo elétrica intracraniana: Cinco dias apds a cirurgia, os ratos (n=60)
eram submetidos a uma sessdo triagem de estimulagdo. Os ratos eram
conectados a um estimulador de corrente constante de pulso senoidal (FDV,
Ribeirédo Preto, SP, Brasil) por meio de um cabo leve e flexivel acoplado a um
conector giratorio de mercurio e colocados numa arena de acrilico transparente
(open-field) de 60 cm de diametro e altura. Apés um periodo entre 10 a 30 min
de habituacdo os ratos eram estimulados com pulsos senoidais (0-70 pA, 60
Hz, 30 s) de intensidades crescentes em passos de 5 pA, aplicados em
intervalos de 3 a 5 min e monitorados por um osciloscépio (V-121 Hitachi-
Denshi, Malasia). Os comportamentos eram registrados de acordo com um

etograma descrito em estudos anteriores (Schenberg et al., 2001; Vargas et al.,
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2001; Schenberg et al, 2002; Bittencourt et al, 2004, 2005). Os
comportamentos foram registrados de modo binario, ou seja, como ‘emitidos’
ou ‘ndo’, independentemente de sua frequéncia ou durac&o durante o periodo
de estimulagdo. Os experimentos foram conduzidos num ambiente com som

atenuado e temperatura controlada (23-25 °C).

Drogas: A 10 (hidrocloreto de ioimbina, Tocris, Bristol, RU) era dissolvida em
0,06 ml de Soluthol (Basf, Ludwigshafen, Germany) liquefeito em baixa
temperatura, complementando-se o volume com salina (NaCl 0,9%) até a

obtencéo da concentracéo desejada.

Microinjegbes: As microinjecbes eram feitas por meio de uma seringa de
precisdo de 1 ul (Hamilton, EUA) acoplada a uma bomba de infuséo (Insight,
Ribeirédo Preto, SP, Brasil). As drogas eram injetadas na velocidade de 71,3
nl/min por meio de uma cénula de polietileno (PE10, Clay Adams, EUA) e uma
agulha endodoéntica (0,3 mm de didmetro) introduzida através da canula-guia
implantada em CG1/CG2 ou na MCPD. Para microinjecbes em CG1/CG2 a
agulha possuia 8 mm de comprimento e na MCPD tinha o comprimento exato

do eletrodo de estimulacéo.

Protocolo: Os ratos que na sessao-triagem exibiram galopes ou saltos com
intensidades inferiores a 60 WA foram submetidos aos tratamentos com salina
(NaCl 0,9%), 10 ou o respectivo veiculo. Os ratos foram divididos em 3 grupos:
1) ratos administrados intraperitonialmente (n=20, i.p.) com veiculo ou 10 (2, 5
e 10 mg/kg) e, 30 min apds, submetidos a sessdes de estimulacéo elétrica, 2)

ratos microinjetados na MCPD (n=20, i.c.) com 10 (97,5 ng/150nl, nmol) ou
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veiculo e, 10 min apds, submetidos a sesséo de estimulagéo elétrica e, 3) ratos
microinjetados no CG1/CG2 (n=20, i.c.) com IO (25,3 ng/150 nl; 0,071 nmol) ou
veiculo e, 10 min apds, submetidos a sesséo de estimulacdo elétrica. As
sessOes de estimulagdo eram conduzidas em intervalos de 48 h (i.p) ou 96 h

(i.c.), em ordem balanceada.

Analise histolégica: Ao término do experimento os ratos eram anestesiados
com 1,5 dose anestésica de hidrato de cloral (600 mg/kg, i.p.), fixados a uma
plataforma de perfusdo e submetidos a uma toracotomia. Apds exposicao do
coragdo e da ligadura da aorta descendente, introduzia-se uma agulha no
ventriculo esquerdo e seccionava-se o atrio direito. Com o auxilio de uma
bomba peristaltica (Masterflex CE 77120-70, Barrington, IL, EUA), o cérebro
sequencialmente perfundido com 200 ml de solucdo salina (NaCl 0,9 %) e 200
ml de solugédo de formaldeido (10 %). O sitio das microinje¢des era confirmado
por inje¢cdes post-mortem de 150 nl de azul de Evans (3 %). As cabecas eram
mantidas por cerca de 10 dias em solucédo de formaldeido (10 %) e, em
seguida, os cérebros eram retirados das caixas cranianas e mantidos por mais
2 dias em formaldeido. Por fim, os cérebros eram preparados em blocos e
seccionados num micrétomo de congelamento (Jung AG, Heidelberg,
Alemanha). Os cortes de 40 pm de espessura eram estendidos em laminas
gelatinizadas, desidratados, corados com vermelho neutro (Sigma, EUA) e
montados com laminulas e DPX (Aldrich Chemical Company, EUA). Os sitios
das estimulagbes e microinje¢des foram identificados com o auxilio de uma

lupa (Olympus Optical-SZ40, Japéao), fotografados (Sansung-SDC415ND,
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Coréia), e registrados em diagramas coronais do atlas do cérebro do rato de

Paxinos e Watson (1998).

Analise estatistica: As curvas de probabilidade de resposta foram obtidas pelo
ajuste logistico das frequéncias acumuladas das respostas limiares em fungéao
do logaritimo da intensidade de corrente para cada dose de 10 nos trés locais
de administracdo, de acordo com o modelo:

P (yilx;) = [1+exp-(aj+Bix;)]

Onde: P é a probabilidade esperada da resposta y; para um dado
estimulo xj, 0j € o intercepto e B; a inclinacdo da jésima curva de intensidade-
resposta para as doses de 10 nos 3 locais de administragdo. Ajustes logisticos
significantes foram avaliados pelo x? de Wald (x?. = [B/EP]?), onde EP é o erro
padrdo de ;. As curvas intensidade-resposta dos tratamentos farmacologicos
foram parametrizadas por meio de variaveis indicadoras (0 e 1) e comparadas
pela razao dos desvios de verossimilhanga do modelo completo (k parametros)
e dos modelos reduzidos (k-r parametros), proporcionando valores de x* com r
graus de liberdade (er) das comparacdes para locagao ou paralelismo das
regressdes. Os y°r dos testes gerais de locacdo e paralelismo, assim como o
v* de Wald, foram considerados significantes ao nivel de 5 %. Os %°r dos testes
pareados de locagdo e paralelismo (1 g.l.) foram considerados significantes
segundo o critério de 5 % de Bonferroni. O ajuste por maxima verossimilhanca
foi realizado pelo procedimento “Logistic’ do programa SAS (SAS®, Cary,
EUA). As medianas (lsg) assim como os respectivos erros padroes (EP) e o
intervalo de confianga (IC 95 %) foram computados pelas férmulas que se
seguem:

Log(ls0) = o/B
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lso = 10
EP{Log (Is0)} = {[Var(a) -2(c/B)Cov(a,B) + (a/B)*Var(B)l/B*}"
EP(Mso) = Iso{ EP[Log(l50)]}
1C95% (Is0) = Iso + 1,96{EP(l50)}
Onde, as variancias (Var) e covariancias (Cov) dos parametros foram
obtidas pela matriz estimada de covaridancia do procedimento Logistic. A

descrigao detalhada destes métodos pode ser encontrada em Collett (2003).

3. RESULTADOS

Sitios estimulados eletricamente ou microinjetados com ioimbina. Os ratos
foram majoritariamente (90 %) implantados na MCPA. Os demais eletrodos
localizaram-se nas camadas profundas e intermediarias do coliculo superior.
Os eletrodos foram igualmente distribuidos entre a MCPAdI e MCPAI (Fig. 1).
As cénulas do cortex pré-frontal foram similarmente distribuidas entre as areas

1 e 2 do cortex cingulado (CG1/CG2) (Fig. 2).

Administragcdo periférica de ioimbina. Comparado aos controles, a
administragcao de 5 mg/kg (i.p.) de 10 reduziu os limiares de imobilidade (Alsy =
-16%; P< 0,01), trote (Alsp = -20%; P<0,001) e galope (Also = -21%; P <
0,00001). No mesmo sentido, a dose de 10 mg/kg de 10 reduziu o limiar do
galope (Alsp = -12%; P < 0,001). Em contraste, os limiares da micgéo foram

aumentados pela 10 nas doses de 5 mg/kg (Alsp = 21 %; P <0,00001) e
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Figura 1- Sitios de estimulagao elétrica dos ratos tratados com 10 por via
sistémica (circulos sdélidos) ou por via intracraniana na MCPD (circulos vazios)
ou nas areas CG1/CG2 do cértex pré-frontal (tridngulos). Para evitar
superposicao, os sitios foram representados nos lados esquerdo e direito,
porém foram estimulados do lado esquerdo. Os diagramas foram extraidos do
atlas do cérebro de ratos de Paxinos e Watson (1986). Os numeros
representam as coordenadas antero-posteriores em relagéo ao bregma.

Tabela 1- Efeitos da administragao periférica de ioimbina sobre os limiares
medianos (lso+tEP wA) das respostas de defesa induzidas por estimulagao
elétrica da MCPD. * P < 0,01 * P < 0,001 ***P<0,0001 **** P < 0,00001,
diferencas significantes em relacdo a salina (x? da razdo de verossimilhanca,
critério de Bonferroni), # valor nao estimavel devido ao numero insuficiente de
respostas. EXO - exoftalmia, IMO - imobilidade, TRT - trote, GLP - galope, SLT
- salto, MIC - miccao, DEF - defecacgao.

loimbina (mg/kg, i.p.)

Salina
2 5 10

EXO 28,5 +0,16 28,9+ 0,14 28,5+ 0,16 30,4+ 0,14
IMO 27,6 £0,14 26,7+ 0,13 23,2 £ 0,15* 27,3+ 0,14
TRT 35,0+0,14 31,5+ 0,13 28,1 £ 0,15** 30,7+ 0,13
GLP 41,7 £0,13 38,4+ 0,12 33,1 £ 0,12%*** 36,8+ 0,12**
SLT 57,3 £0,41 55,2+ 0,28 61,5 = 0,65 59,1+ 0,48
MIC 65,2 = 3,21 934+6,12 110,8 = 8,69*** 153,8 £ 12,56****
DEF 103,2 £ 11,94 70,6+ 4,38 # #
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Figura 1- Sitios de microinjecdo de ioimbina nas areas CG1 e CG2 do coértex
pré-frontal (circulos vazios) Os diagramas foram extraidos do atlas do cérebro
de ratos de Paxinos e Watson (1986). Os numeros representam as

coordenadas antero-posteriores em relagéo ao bregma
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Figura 3- Efeitos da administragdo periférica de 10 (0, 2, 5 e 10 mg/kg; i.p.)
sobre os limiares das respostas de defesa induzidas por estimulagao elétrica
da MCPD. As curvas intensidade-resposta representam as funcbes de
distribuicdo de probabilidade ajustadas segundo o modelo logistico para curvas
paralelas. e. r - numero de animais que apresentaram a resposta, n - numero
total de ratos estimulados. As linhas e os simbolos vermelhos indicam as
diferencas significantes em relacdo a salina (teste do ¥* da razdo de
verossimilhangas para locagéo, critério de 5% de Bonferroni,).

10 mg/kg (Alsp = 136%; P < 0,0001). Nao foram observados efeitos
significantes para dose de 2 mg/kg de |0, nem para as doses de 5 e 10 mg/kg
de 10 nas respostas de exoftalmia e salto. Por fim, as respostas de defecacao
nao apresentaram ajustes estatisticamente significantes nos grupos tratados

com 5 e 10 mg/kg de 10 (Figs. 3-4, Tabela 1).
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Figura 4- Efeitos dos tratamentos periféricos com 10 (2, 5 e 10 mg/kg) e salina
(SAL) sobre as intensidades medianas (+95%IC) das respostas de defesa
induzidas por estimulacdo elétrica da MCPD. # Isp ndo estimavel devido a
frequéncia reduzida de resposta. * P < 0,05, diferengas significantes em
relacdo a salina (teste do Xz da razao de verossimilhangcas para locacdo de
curvas paralelas, critério de Bonferroni).

Administragcdo de 10 na MCPD. A administracdo de 10 na MCPD produziu o
aumento significante do limiar de defecacdo (Alsp = 34%; P < 0,0001).
Aumentos pequenos, porém significantes, também foram observados para os
limiares de imobilidade (Also = 9%; P < 0,05) e trote (Alsop = 14%; P < 0,001)
(Fig. 5, Tabela 2). Em contraste, os limiares de mic¢ao foram reduzidos pela 10

(Also = -25,6%; P<0,0001). A 10 ndo causou alteragcbes significantes nos

limiares de exoftalmia, galope e salto.
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Tabela 2- Efeitos da administragcao de IO na MCPD sobre os limiares medianos
(IsoxEP, uA) das respostas de defesa induzidas por estimulagdo elétrica do
mesmo sitio. * P < 0,05 ** P < 0,001 ***P<0,0001), diferengas significantes em
relagao a salina.

Salina loimbina
Exoftalmia 36,6 + 0,2 38,5+ 0,3
Imobilidade 39,5+0,2 43,1+ 0,2*
Trote 47,9 = 0,1 54,6 £ 0,2**
Galope 575+0,2 61,0+ 0,2
Salto 68,0 = 0,1 70,4+ 0,1
Micgéo 83,6 +1,0 62,2 = 0,2***
Defecacéao 63,2+ 0,6 84,5+ 1,5

= \eiculo ¢ loimbina
Imobilidade Exoftalmia Defecacgao Miccao

Probabilidade de Resposta (r/n)

25 50
Trote

25 50 80 25 50 80
Intensidadeyp)

Figura 5- Efeitos da administragdo na MCPD de ioimbina (0,275 nmol/150 nl)
ou veiculo sobre os limiares das respostas de defesa induzidas por
estimulacao elétrica da MCPD. As linhas e os simbolos vermelhos indicam as
diferencas significantes em relacdo a sessdo com veiculo (P < 0,05; teste do x>
da razao de verossimilhangas). Demais detalhes como na Figura 3.
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Tabela 3- Efeitos da administracao de |10 nas areas CG1/CG2 sobre os limiares
medianos (IsoxEP, wA) das respostas de defesa induzidas por estimulagao
elétrica da MCPD. * P < 0,05 ** P < 0,01, diferengas significantes em relagéo

salina (x° da razao de verossimilhanca, critério de Bonferroni).

Salina loimbina
Exoftalmia 27,0+ 0,2 25,8+ 0,2
Imobilidade 29,6 £ 0,3 30,8+ 0,2
Trote 34,5+0,2 35,5+ 0,1
Galope 39,0+ 0,2 41,3+ 0,2
Salto 62,5+ 1,2 70,2+ 0,9
Micgao 55,2+ 0,5 73,9 = 3,3**
Defecacéao 62,7 = 2,1 93,5+ 9,9*
* Veiculo « loimbina
= Imobilidade Exoftalmia Defecagao Miccao
E )
a | ]
a
3 ' :
14
3 05
S
[
je!
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Figura 6- Efeitos da administragao de 10 ou veiculo nas areas CG1/CG2 (0,071
nmol /150 nl) sobre os limiares das respostas de defesa induzidas por
estimulacéo elétrica da MCPD. Detalhes como na Figura 5.
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Efeitos da administracdo de ioimbina em CG1/CG2. Exceto pelo aumento dos
limiares de defecacdo (Alsp = 49,1%; P < 0,05) e miccdo (Alsp = 33,8%; P <
0,01), a administracdo de 10 em CG1/CG2 nao produziu alteragdes
significantes nos comportamentos de defesa eliciados pela estimulagcdo da

MCPD (Fig. 6, Tabela 3).

4. DISCUSSAO

A administracao periférica de 10 facilitou as respostas de imobilidade,
trote e galope. Como os efeitos mais pronunciados foram observados com 5
mg/kg, os efeitos menores da dose de 10 mg/kg podem ter sido devidos a um
bloqueio ja significativo dos receptores a4-adrenérgicos. Embora a dose eficaz
do presente estudo seja maior que a dose panicogénica em humanos (0,4
mg/kg) (Charney et al., 1992), ela € menor que a dose de 10 mg/kg que
facilitou a resposta de galope induzida pela estimulacdo da MCPD de ratos
numa caixa de vaivém (shuttle-box) (Jenck et al., 1995).

A microinje¢cao de 10 na MCPD atenuou as respostas de imobilidade,
trote e defecacdo, mas teve efeitos facilitatérios sobre a micgdo. Os efeitos
opostos da IO sistémica e local sobre a imobilidade e trote, bem como a
auséncia de efeitos da 10 local sobre a resposta de galope, sugerem a
mediacao dos efeitos sistémicos por areas distintas da MCPD. De fato, estudos
neuroanatdmicos de Herbert e Saper (1992) mostraram que as projegcdes
ceruleo-periaquedutais terminam principalmente na metade ventral da MCPA.
Assim, a auséncia de efeitos da microinjecdo de 10 na MCPD deve-se,
principalmente, a escassez de terminais e/ou receptores adrenérgicos nesta
regido. Por outro lado, € importante notar que embora a dose central de 10
tenha sido proporcional a dose periférica de 5 mg/kg, a dose central foi
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certamente maior em vista da auséncia do metabolismo de primeira passagem
e da ligacdo as proteinas plasmaticas. Como a microinjegdo de IO em
CG1/CG2 nao teve efeito algum nos limiares das respostas de imobilidade,
trote e galope, a facilitagdo destas respostas pela administracéo sistémica de
IO foi provsvelmente devida ao aumento da atividade do LC resultante do
bloqueio dos autoreceptores inibitorios az-adrenérgicos.

A facilitagdo das respostas fuga (trote e galope) pela 10 corrobora os
efeitos ansiogénicos e panicogénicos desta droga em humanos (Charney et al.,
1987, 1990, 1992; Bremner et al., 1996). Por outro lado, dentre as varias
respostas induzidas pela estimulagcdo da MCPD, Schenberg e colaboradores
(2001) sugerem que o galope seja o melhor modelo des ataque de panico. De
fato, estes autores mostraram que a administragao crénica de doses clinicas de
fluoxetina (FLX), um inibidor seletivo da recaptacédo de serotonina (ISRS) com
acdes panicoliticas estabelecidas, causa a inibicdo acentuada e seletiva do
galope induzido por estimulagdo da MCPD. Embora a FLX seja um ISRS, estes
resultados nao afastam a possibilidade da interacdo entre sistemas
monoaminérgicos. De fato, Gilmor e colaboradores (2002) mostraram que a
paroxetina, um ISRS, reduz a taxa de renovacdo de NA. Adicionalmente, a
administragcado crénica de clomipramina, um panicolitico ftriciclico que € um
ISRS, mas cujo metabdlito inibe a recaptagdo de NA, produziu o aumento dos
limiares de todas as respostas de defesa da MCPD (Schenberg et al., 2001).
Em todo caso, os efeitos mais pronunciados da IO sobre a resposta de galope
sugerem que os ataques de panico também sejam modulados por receptores
ap-adrenérgicos.

Embora os estudos eletrofisiolégicos em ratos anestesiados nao

tenham revelado projegdes diretas da MCPD aos corpos celulares do LC, eles
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nao excluem proje¢des para os dendritos rostrais deste nucleo (Ennis et al.,
1991). De fato, estudos de imunoreatividade da proteina de c-fos mostraram
que a MCPD envia projecbes excitatérias ao LC (Sandkuhler et al., 1991;
Sandkuler e Herdegen, 1995). Por sua vez, o LC projeta-se para todo o
neocortex, incluindo as areas do giro cingulado (Nieuwenhuys, 1985) e cértex
pré-frontal que estao relacionadas as respostas atencionais do rato (Arnsten et
al., 1996). Por outro lado, estudos de Floyd e colaboradores (2000) mostraram
que a MCPD recebe aferéncias do cortex prefrontal orbitomedial, em particular,
do distrito caudal da area pré-limbica e do giro cingulado anterior dorsal e
ventral (CG1/CG2). Como o giro cingulado anterior parece estar envolvido na
‘atencdo para a agao’ (Devinsky et al., 1995; Posner, 1995), Schenberg e
colaboradores (2005) sugeriram que as proje¢des da MCPD ao LC, e deste a
areas do cortex prefrontal que enviam projecbes descendentes a MCPD,
compdéem um circuito mesencéfalo-ceruleo-cortical relacionado aos
componentes atencionais das respostas de defesa.

Conforme mencionamos, a administracdo crénica de maprotilina
(MPT), um antidepressivo tetraciclico que carece de propriedades panicoliticas
relevantes, produziu a atenuacdo acentuada e seletiva da resposta de
imobilidade produzida pela estimulagédo da MCPD (Schenberg et al., 2001). Por
sua vez, a administracdo central de MPT atenuou todas as respostas de
defesa, exceto o salto e a micgdo (Lugon, 2006). A administracédo
intracerebroventricular de DSP-4, um depletor seletivo do feixe noradrenérgico
dorsal, teve efeitos ainda mais acentuados, atenuando todas as respostas de
defesa 6 e 24 h apdés sua administragao (Lugon, 2006). Nao obstante, a
microinjecdo de 10 em CG1/CG2 n&o produziu efeito algum nem nos

comportamentos supostamente associados a atengcdo (imobilidade e
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exoftalmia), nem nas respostas de fuga (trote, galope e saltos). Portanto,
nossos resultados sugerem que o0s receptores ap-adrenérgicos das areas
CG1/CG2 néao estdo envolvidos nos efeitos de drogas noradrenérgicas (IO,
MPT, DSP4) sobre os comportamentos de defesa induzidos por estimulagado da
MCPD.

Concluindo, a facilitacdo das respostas somaticas de defesa pela
administracao periférica de 10 corrobora o modelo de ataque de panico por
estimulagcao da MCPD. A auséncia de efeitos dos tratamentos locais na MCPD
e em CG1/CG2 sugere que os efeitos pro-panico da 10 sejam mediados por

outras areas, possivelmente, o préprio LC.
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ESTUDO I

EFEITOS DA ADMINISTRAGAO PERIFERICA DE
CLONIDINA SOBRE OS LIMIARES DAS
RESPOSTAS DE DEFESA INDUZIDAS PELA
ESTIMULAGAO ELETRICA DA MATERIA

CINZENTA PERIAQUEDUTAL DORSAL DE RATOS.
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RESUMO

As anormalidades do sistema noradrenérgico tém sido propostas como
fatores causais ou predisponentes dos transtornos de ansiedade, inclusive, do
transtorno de panico. Por outro lado, as respostas defensivas produzidas por
estimulagcao elétrica ou quimica da matéria cinzenta periaquedutal dorsal
(MCPD) de ratos tém sido propostas como um modelo de ataque de panico.
Estudos recentes do nosso laboratério mostraram que a administragao
periférica do antagonista de receptores ay-adrenérgicos, ioimbina (10), facilitou
as respostas imobilidade, trote e galope, eliciadas pela estimulagéo elétrica da
MCPD. Em particular, a facilitagdo do galope mimetiza os efeitos panicogénicos
da 10 em humanos. Em contraste, a clonidina (CLO) é um agonista op-
adrenérgico que apresenta efeitos panicoliticos transientes. Portanto, este
estudo examinou os efeitos da administragao de CLO (1, 2, 4, 8 ug/kg, i.p.) ou
veiculo sobre os limiares das respostas de defesa eliciadas por estimulacéo
elétrica da MCPD de ratos (n=20). Os tratamentos foram realizados em ordem
balanceada, em intervalos de 48 h. Os efeitos sobre os limiares de defesa
foram avaliados por andlise logistica de limiares e comparados por testes de
razao de verossimilhangas (P<0,05). Comparados ao grupo controle, os ratos
tratados com CLO apresentaram uma atenuacéao significante da resposta de
salto nas doses de 4 e 8 pg/kg e uma atenuagéo marginal do galope na dose
de 4 ug/kg. Em contraste, a defecagédo foi facilitada pela dose de 2 pg/kg.
Embora estes resultados sejam limitados, a atenuacéo seletiva das respostas

de salto e galope corrobora o modelo de panico por estimulagédo da MCPD.

Palavras-chave: Ataque de Panico, Matéria Cinzenta Periaquedutal, Clonidina,

Receptores Alfay-noradrenérgicos, Estimulagao Elétrica.
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Introducao

Varios estudos sugerem que o sistema noradrenérgico esteja envolvido
na mediagao da ansiedade (Charney et al., 1984, 1987, 1992; Liebowitz et al.,
1981). Em particular, o locus ceruleo (LC), principal nucleo noradrenérgico, foi
proposto como uma estrutura crucial na producdo de ansiedade. A primeira
evidéncia da relagdo do sistema noradrenérgico com ansiedade e medo
baseou-se na observagao de que a estimulacao elétrica do LC de ‘macacos do
rabo curto’ (stump-tailed monkey, Macaca arctoides) produzia respostas
comportamentais similares as respostas de medo desta espécie na natureza
ou no laboratério (Redmond et al.,1979).

Por outro lado, pacientes com transtorno de panico (TP) apresentam
ataques esponténeos de panico, ansiedade antecipatéria e agorafobia (DSM-
IV, 2000). A estimulacdo elétrica da metade dorsal da matéria cinzenta
periaquedutal (MCPD) de voluntarios sadios provoca reagdes emocionais
similares aos ataques espontaneos de panico (Nashold et al, 1969).
Adicionalmente, as respostas defensivas produzidas por estimulacido elétrica
ou quimica da MCPD de ratos foi proposta como um modelo de ataque de
panico (Gentil, 1988; Deakin e Graeff, 1991; Jenck et al., 1995; Schenberg et
al., 2001; Vargas e Schenberg, 2001). Em ratos, a estimulagcdo da MCPD
produz a reagdo de congelamento (imobilidade e exoftalmia) nas menores
intensidades, e comportamentos de fuga (trote, galope e salto) nas
intensidades mais elevadas (Bittencourt et al., 2004). Dentre estas respostas, o
galope tem sido sugerido como o modelo mais adequado dos ataques de
panico (Vargas e Schenberg, 2001; Schenberg et al., 2001), ja que esta

resposta €& seletivamente atenuada pelo inibidor seletivo da recaptacdo de
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serotonina (ISRS), fluoxetina, em doses e regimes similares aos empregados
na terapia do TP.

Em estudo anterior, mostramos que a administragcdo periférica do
antagonista ay-adrenérgico 1O (5 mg/kg) facilita as respostas de imobilidade,
defecacéo, trote e galope eliciadas pela estimulagao elétrica da MCPD, mas
atenua a resposta de micgdo, mimetizando as ag¢des panicogénicas deste
agente em humanos (Charney et al., 1987, 1990, 1992; Bremner et al., 1996).
Estes efeitos sugerem a participagdo dos receptores oap-adrenérgicos na
modulagdo das respostas de defesa produzidas por estimulacido elétrica da
MCPD.

A clonidina (CLO) é um agonista op-adrenérgico (Abercrombie e
Jacobs, 1987), indicada principalmente para hipertensdo, mas também como
um bloqueador dos sintomas de abstinéncia de opidides e como ansiolitico
(Svensson et al., 1978). Estudos com pacientes com TP mostraram que a CLO
tem um efeito panicolitico rapido, porém transiente (Liebowitz et al., 1981).
Portanto, o presente estudo analisou os efeitos da administragao periférica de
CLO nas respostas de defesa produzidas pela estimulagao elétrica da MCPD

de ratos.

1. MATERIAL E METODOS

Animais: Foram utilizados 60 ratos albinos Wistar (Rattus novergicus albinus),
machos, pesando entre 250 e 300 g, fornecidos pelo biotério da Universidade
Federal do Espirito Santo. Os animais eram alojados em gaiolas individuais
com paredes de vidro (25 x 15 x 30 cm) e assoalho coberto por maravalha. Os
ratos tinham livre acesso a agua e comida e eram mantidos em ambiente com

ciclo de iluminagao de 12 h (luzes acessas as 6:00 h) e temperatura controlada
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(20-25 °C). Os experimentos e cuidados com os animais foram aprovados pelo

Comité de Etica no Uso de Animais desta universidade (CEUA-UFES).

Eletrodos: Os eletrodos eram confeccionados com um fio de aco
inoxidavel(Califérnia Fine Wire Company, Grover City, EUA) de 250 ym de
diametro, isolado em toda extensao exceto na secao transversal. Um outro fio
de aco inoxidavel, nao isolado, servia como eletrodo indiferente. Os eletrodos
eram soldados a um soquete de circuito integrado (Celis, BCPT, Sao Paulo,

SP, Brasil).

Cirurgia: Os animais eram anestesidados com 400 mg/kg (i.p.) de hidrato de
cloral (Isofar, Rio de Janeiro, Brasil) e fixados ao aparelho estereotaxico (David
Kopf, Tujunga, EUA) com bregma e lambda no mesmo plano horizontal. Em
seguida, realizava-se uma tricotomia da parte superior da cabega e uma
pequena area oval da pele e tecidos subcutaneos eram removidos, expondo-se
a calota craniana a altura do lambda. Ap6s a limpeza e secagem do campo,
fazia-se 5 orificios com o auxilio de uma broca odontolégica, sendo 2 em cada
0sso parietal e 1 na extremidade caudal do osso interparietal; que serviam para
a introducdo de pequenos parafusos de aco inoxidavel e fixacdo da protese
cirurgica. Realizava-se a trepanacédo da regido do lambda com uma broca
adiamantada (KG Sorensen 1016), expondo-se o cérebro a altura do seio
venoso. O centro presumido da confluéncia dos seios sagital e porterior era
utilizado como referéncia para a introdugcéo do eletrodo. Durante a implantacéo,
utilizava-se uma agulha hipodérmica para perfurar a dura-mater e afastar o seio
venoso, evitando o seu rompimento. O eletrodo era introduzido em direcéo a
regidao dorsolateral da matéria cinzenta periaquedutal, de acordo com as
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seguintes coordenadas AP 7,4 mm e LAT 0,4 mm em relagdo ao bregma, e
VERT 4,8 mm a partir da superficie do seio venoso. Apdés a implantacédo do
eletrodo ativo, o eletrodo indiferente era soldado a um dos parafusos e o0 campo
cirurgico era preenchido com resina autopolimerizavel (JET, Sao Paulo , Brasil),
formando uma protese sélida. Um tubo plastico, de 1,0 cm de altura e 1,5 cm
de didmetro era fixado com resina ao redor do eletrodo, protegendo-o de danos
eventuais. Ao término da cirdrgia os animais recebiam tratamento com 24.000
Ul de penicilina-G benzatina (i.m.) e eram mantidos em placa aquecida a 30 °C

até a recuperacéao anestésica plena.

Estimulagéo elétrica intracraniana: Cinco dias apés a cirurgia, os ratos (n=20)
eram submetidos a sessdo-triagem de estimulagcéo. Os ratos eram conectados
a um estimulador de corrente constante de pulso senoidal (FDV, Ribeirdo
Preto, Brasil) por meio de um cabo leve e flexivel acoplado a um conector
giratério de mercurio e colocados numa arena de acrilico transparente (open-
field) de 60 cm de diametro e altura. Apdés um periodo de 30 min de habituagao
os ratos eram estimulados com pulsos senoidais (0-60 pA, 60 Hz, 30 s) de
intensidades crescentes em passos de 5 pA, aplicados em intervalos de 3 a 5
min e monitorados por um osciloscopio (V-121 Hitachi-Denshi, Malasia). Os
comportamentos produzidos pela estimulagcado eram registrados de acordo com
um etograma descrito em estudos anteriores (Schenberg et al., 2001; Vargas et
al., 2001; Schenberg et al., 2002, Bittencourt et al., 2004; 2005). As respostas
eram registradas de modo binario, ou seja, como ‘emitidas’ ou ‘nédo’,

independentemente de sua frequéncia ou duragcdo durante o periodo de
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estimulacdo. Os experimentos eram conduzidos num ambiente com som

atenuado e temperatura controlada (23-25 °C).

Administragdo de Clonidina: Os ratos que na sesséo-triagem exibiram o galope
com intensidades inferiores a 60 HA eram selecionados para os tratamentos
com salina ou CLO. Cada rato foi submetido a 5 sessbes de estimulagdo, em
intervalos de 48 h. Nestas, o rato era tratado com salina ou 1, 2, 4 e 8 ug/kg de
CLO (hidrocloreto de clonidina, Sigma, St Louis, EUA), administrados segundo

ordem aleatéria mas balanceada e, 30 min apds, era estimulado eletricamente.

Analise histolégica: Ao término do experimento os ratos eram anestesiados
com 1,5 dose anestésica de hidrato de cloral (600 mg/kg, i.p.), fixados a uma
plataforma de perfusdo e submetidos a uma toracotomia. Apos a exposi¢cao do
coragdo e da ligadura da aorta descendente, introduzia-se uma agulha no
ventriculo esquerdo. Em seguida, o atrio direito era seccionado e realizava-se a
perfusdo com 200 ml de solugao salina (NaCl 0,9 %) e 200 ml de solucéo de
formaldeido (10 %) com o auxilio de uma bomba peristaltica (Masterflex CE
77120-70, Barrington, EUA). As cabecas eram mantidas por cerca de 10 dias
em solucéo de formaldeido (10 %) para ‘moldar’ o trato do eletrodo e, em
seguida, os cérebros eram retirados das caixas cranianas e mantidos por 2
dias adicionais em formaldeido. Por fim, os cérebros eram preparados em
blocos do mesencéfalo e seccionados num micrétomo de congelamento (Jung
AG, Heidelberg, Alemanha) em cortes de 40 um de espessura. Os cortes eram
estendidos em laminas gelatinizadas, desidratados, corados com vermelho
neutro (Sigma, EUA) e montados com DPX (Aldrich Chemical Company, EUA).

Os sitios das estimulagdes foram identificados por lupa (Olympus Optical-SZ40,
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Japéo), fotografados (Sansung-SDC415ND, Coréia), e registrados em

diagramas coronais do atlas do cérebro do rato de Paxinos e Watson (1998).

Analise estatistica: As curvas de probabilidade de resposta foram obtidas pelo
ajuste logistico das frequéncias acumuladas das respostas limiares em fungéao
do logaritimo da intensidade de corrente para cada dose de CLO (ou para a
salina), de acordo com o modelo:

P (yilx;) = [1+exp-(aj+Bx;)] "

Onde: P é a probabilidade esperada da resposta y; para um dado
estimulo xj, 0j € o intercepto e B; a inclinacdo da jésima curva de intensidade-
resposta das doses de CLO. Ajustes logisticos significantes foram avaliados
pelo x? de Wald (x%» = [B/EP]?), onde EP é o erro padrdo de B. As curvas
intensidade-resposta dos tratamentos farmacolégicos foram parametrizadas
por meio de variaveis indicadoras (0 e 1) e comparadas pela diferenga dos
desvios de verossimilhangca do modelo completo (k parametros) e dos modelos
reduzidos (k-r parametros), proporcionando valores de x? com r graus de
liberdade (er) das comparagdes para locagao ou paralelismo das regressdes.
Os %°r dos testes gerais de locacdo e paralelismo, assim como o x? de Wald,
foram considerados significantes ao nivel de 5 %. Os °r dos testes pareados
de locacéo e paralelismo (1 g.l.) foram considerados significantes segundo o
critério de 5 % de Bonferroni. O ajuste por maxima verossimilhanga foi
realizado pelo procedimento “Logistic’ do programa SAS (SAS®, Cary, EUA).
As medianas (lsp) assim como os respectivos erros padroes (EP) e o intervalo
de confianga (IC 95 %) foram computados para um modelo de curvas paralelas
pelas formulas que se seguem:

Log(ls0) = o/B
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lso = 10
EP{Log (Is0)} = {[Var(a) -2(c/B)Cov(a,B) + (a/B)*Var(B)l/B*}"
EP(Mso) = Iso{ EP[Log(l50)]}
1C95% (Is0) = Iso + 1,96{EP(l50)}
Onde, as variancias (Var) e covariancias (Cov) dos parametros foram
obtidas pela matriz estimada de covaridancia do procedimento Logistic. A

descrigao detalhada destes métodos pode ser encontrada em Collett (2003).

3. RESULTADOS

Analise Histologica: Os ratos foram majoritariamente (80%) estimulados na
MCPD. Os outros eletrodos localizaram-se nas camadas profundas do coliculo
superior. Os eletrodos encontrados na MCPA estavam igualmente distribuidos
entre a MCPAd e MCPAI (Fig. 1).

Efeitos da Clonidina: As curvas de limiar diferencas significantemente para as
respostas de defecacdo (y°= 27; g.l.= 4; P< 0,0001), galope (x°= 20; g.l.= 4; P<
0,0005) e salto (X2= 17,5; g.l.= 4; P< 0,001). Diferengcas marginais também
foram observadas para a resposta de trote (x°= 7,8; g.l.= 4; P< 0,09) (Figs. 2-3,
Tabela 1). Comparados aos efeitos da salina, os limiares da resposta de salto
foram aumentados nas doses de 4 ug/kg (Also = 29%; X2= 9,5; gl.=1; P<
0,002) e 8 pg/kg (Alsp = 26%; X2= 7,2; g.l.=1; P<0,01). Também foi observado
um aumento marginal do limiar de galope na dose de 4 ug/kg (Also = 11%; %°=
5,3; gl.= 1; P< 0,02). Este, no entanto, ndo alcancou o critério de 5% de
Bonferroni. Em contraste, os limiares da resposta de defecacdo foram

reduzidos na dose de 2 ug/kg (Also = -28,4%; X2= 6,7;9..=1; P<0,01).
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Figura 1- Sitios de estimulagao elétrica dos ratos tratados com CLO por via
sistémica (circulos sdélidos). Os diagramas foram extraidos do atlas do cérebro

de ratos de Paxinos e Watson (1986). Os numeros representam as
coordenadas antero-posteriores em relagdo ao bregma.

Tabela 1. Efeitos da administracdo periférica de clonidina sobre os limiares
medianos (lsoxEP uwA) das respostas de defesa induzidas por estimulagao
elétrica da MCPD. * P < 0,01, diferencas significantes em relagdo salina (x? da
razao de verossimilhanga, critério de Bonferroni). EXO - exoftalmia, IMO -
imobilidade, TRT - trote, GLP - galope, SLT - salto, MIC - mic¢do, DEF -
defecacao.

Clonidina (pg/kg)

Salina
1 2 4 8
EXO 30,3+0,2 28,8+ 0,2 30,1+ 0,2 33,4+ 0,2 31,0+ 0,2
IMO 35,0 0,1 33,1+ 0,2 33,6+ 0,2 36,9+ 0,2 33,7+0,2
TRT 42,2 0,2 39,7+ 0,2 39,7+ 0,2 45,1+ 0,2 42,6 £ 0,2
GLP 51,6 £0,1 49,0+ 0,1 46,2+ 0,2 57,0+ 0,2 49,8 £ 0,2
SLT 77,2+0,8 80,1+ 0,8 77,3+ 0,6 99,9+ 1,7* 96,9 + 1,4*
MIC 58,9 = 0,1 54,6 = 0,0 52,9+ 0,2 57,9+ 0,1 54,6 + 0,0
DEF 115,9=3,8 101,11+ 2,5 83,0 1,8 106,4= 3,0 152,1 £ 5,7
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Figura 2- Efeitos da administracao periférica de CLO (0, 1, 2, 4 e 8 ug/kg; i.p.)
sobre os limiares das respostas de defesa induzidas por estimulagao elétrica
da MCPD. As curvas intensidade-resposta representam foram ajustadas
segundo o modelo logistico para curvas paralelas. r - numero de animais que
apresentaram a resposta, n - numero total de ratos estimulados. As linhas e os
simbolos vermelhos indicam as diferengas significantes em relagdo a sesséo
com salina (critério de 5% de Bonferroni do teste do x* da razdo de

verossimilhangas para locagdo num modelo de curvas paralelas).
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Figura 3- Efeitos da administragdo periférica de CLO (1, 2, 5 e 8 ug/kg) ou
salina (SAL) sobre as intensidades medianas (lso£1,96EP) das respostas de
defesa induzidas por estimulagcao elétrica da MCPD. * P < 0,05, diferencas
significantes em relacdo a salina (critério de Bonferroni para o teste do %? da
razao de verossimilhangas para locagédo no modelo de curvas paralelas).

4. DISCUSSAO

A administracao periférica de CLO causou aumentos significantes nos
limiares da resposta de salto, nas doses de 4 ug/kg e 8 pg/kg, mas uma
elevagdo apenas marginal dos limiares de galope, na dose de 4 ug/kg. Em
contraste, a CLO facilitou a defecagao na dose de 2 pg/kg. Estes efeitos foram
observados com doses similares as utilizadas em humanos (2-14 ug/kg)
(Charney et al., 1992; Liebowitz et al., 1981).

Estudos anteriores mostraram que a administragao periférica da 10, um

antagonista dos receptores ay-adrenérgicos, facilita o galope da resposta de
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fuga na caixa de vaivém (Jenck et al., 1995) e os comportamentos de
imobilidade, trote e galope induzidos pela estimulagdo da MCPD de ratos
(Muller, 2010). Em particular, os efeitos facilitatérios mais pronunciados foram
observados para a resposta de galope que, presumivelmente, € o melhor
representante dos ataques de panico (Schenberg et al., 2001; Vargas et al.,
2001). Contudo, a 10 nao facilitou a resposta de salto, como seria esperado
com base nos resultados da CLO. Adicionalmente, enquanto o galope foi o
comportamento mais sensivel a 10, ele sofreu uma atenuagédo apenas marginal
apos a administragcao de CLO. A razido destas discrepancias pode estar na
dindmica do repertério de defesa, qual seja, a CLO pode ter deslocado o
repertorio defensivo do rato em diregcao as respostas de menor limiar que sao
ativadas em situagbes de menor risco (Blanchard et al., 1986). Se este for o
caso, a atenuacdo da resposta de salto pode ter resultado no aumento da
freqUéncia das respostas de imobilidade, trote e galope. Um efeito similar foi
observado para a administracdo aguda de fluoxetina, na qual a atenuagao do
galope foi acompanhada pela facilitagcdo do trote (Schenberg et al., 2002).
Contudo, embora a |0 tenha facilitado as respostas de imobilidade, trote e
galope, n&o houve inibicdo da resposta de salto, mostrando que o inverso nem
sempre é verdadeiro (Muller, 2010). Em todo caso, os efeitos inibitérios da CLO
sobre o salto e, em menor grau, galope, sdo compativeis com os estudos com
a |0 e sugerem a participagdo dos autoreceptores ap-adrenérgicos na
modulagao das respostas de defesa em rato e ataques de panico em humanos.

O presente estudo também & compativel com os estudos de Lugon
(2006) que mostraram que tanto a administragao central (i.c.v.) de maprotilina,
um inibidor seletivo da recaptacdo de noradrenalina (NA) que promove a

inibicdo acentuada do LC (Ceci e Borsini, 1996), quanto de DSP-4, um depletor
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seletivo do feixe noradrenérgico dorsal (Fritschy e Grzanna, 1989), causam a
inibicdo acentuada dos comportamentos de defesa induzidos por estimulagao
da MCPD.

Nao obstante, estimulagao elétrica do LC de 4 pacientes neuroldgicos
que produziu aumentos de 4 a 9 vezes dos niveis plamaticos de 3-metoxi-4-
hidroxi-fenilglicol (MHPG), o principal metabdlito da NA, causou apenas um
estado de alerta (Libet e Gleason, 1994). Estas observagdes estdo de acordo
com estudos anteriores que mostraram que a administracido crénica de
maprotilina produz o aumento seletivo dos limiares da resposta de imobilidade
causada por estimulacdo da MCPD, uma resposta que parece estar associada
ao aumento da atencao e, possivelmente, ansiedade antecipatoria que precede
os ataques de panico (Schenberg et al., 2001). Embora os ultimos estudos
tornem improvavel a contribuicdo direta do LC na aversividade dos ataques de
panico, a NA pode ter um papel tanto modulatério quanto permissivo na
deflagragao destes ataques, tal como sugerem os relatos de tratamentos do TP
com inibidores seletivos ou preferenciais da recaptagcao de NA (Lydiard, 1987,
Lydiard et al., 1993; Kalus et al., 1991; Sasson et al., 1999; Versiani et al.,
2002; Dannon et al., 2002; Seedat et al., 2003; Nardi et al., 2003; Bertani et al.,
2004).

Por fim, o presente estudo corrobora as observagdes em humanos que
mostraram que a CLO produz efeitos panicoliticos rapidos porém transientes
(Charney et al., 1992; Liebowitz et al., 1981). Assim, embora estes efeitos
pudessem ter interesse clinico em pacientes de panico com hipertensao, eles
desaparecem a despeito da elevacao das doses de CLO até o maximo tolerado

pelos pacientes (Liebowitz et al., 1981).
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