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RESUMO

A substéancia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPD) é uma estrutura mesencefalica
envolvida na mediagcdo de comportamentos defensivos associados aos transtornos
de ansiedade generalizada (TAG) e de panico (TP). Existem evidéncias que indicam
um envolvimento da neurotransmissédo noradrenérgica da SCPD na modulacdo da
ansiedade, no entanto, ndo existe evidéncia sobre sua participacdo nos ataques de
panico. Neste sentido, o objetivo do presente estudo foi investigar a participacdo da
neurotransmissdo noradrenérgica da SCPD na mediacdo de comportamentos
defensivos relacionados ao TAG e ao TP em animais testados no labirinto em T
elevado (LTE), um modelo animal que associa a resposta de esquiva inibitéria ao
TAG e a resposta de fuga ao TP. Para tal, ratos Wistar receberam a administracéo
intra-SCPD de noradrenalina (10, 30 ou 60 nmoles/0,1uL) ou salina e foram testados
no LTE. Adicionalmente, investigamos o efeito do pré-tratamento intra-SCPD com os
antagonistas nao seletivos de receptores alfa e beta-adrenérgicos, fentolamina e
propranolol, respectivamente, no efeito da injecdo de noradrenalina na mesma
estrutura. Nossos resultados mostram que a administracdo intra-SCPD de
noradrenalina na maior dose prejudicou a aquisicdo da esquiva inibitoria, sugerindo
um efeito do tipo ansiolitico, porém ndo apresentou efeito sobre a resposta de fuga
no LTE. Além disso, a injecdo de noradrenalina ndo alterou a atividade locomotora
dos animais no teste do campo aberto, sugerindo que o efeito ansiolitico ndo foi
devido a um aumento na atividade exploratéria. Os resultados mostram ainda que o
pré-tratamento intra-SCPD de fentolamina ou propranolol atenuou o efeito do tipo
ansiolitico da noradrenalina. Assim, o presente estudo sugere um envolvimento da
neurotransmissao noradrenérgica na SCPD, via receptores alfa e beta-adrenérgicos,
em reacles defensivas associadas com o TAG, mas ndo com o TP em animais

submetidos ao LTE.

Palavras-chave: noradrenalina, substancia cinzenta periaquedutal dorsal, ansiedade,

panico, labirinto em T elevado.



ABSTRACT

The dorsal periaqueductal gray matter (DPAG) is a midbrain structure involved in the
mediation of defensive behaviors associated with generalized anxiety disorder (GAD)
and panic disorder (PD). There is evidence indicating the involvement of
noradrenergic neurotransmission DPAG in the modulation of anxiety, however, there
IS no evidence for their involvement in panic attacks. In this sense, the objective of
this study was to investigate the involvement of noradrenergic neurotransmission
DPAG in mediating defensive behaviors related to GAD and PD in the elevated T-
maze (ETM), an animal model that combines the inhibitory avoidance response to
GAD and the escape response to PD. For this, Wistar rats were given intra-DPAG
administration of noradrenaline (10, 30 or 60 nmol / 0,1uL) or saline and tested in
ETM. In addition, we investigated the effect of pre-treatment with intra-DPAG
nonselective antagonists of alpha and beta-adrenergic receptors, phentolamine and
propranolol, respectively, in effect noradrenaline injection in the same structure. Our
results show that intra-DPAG administration of noradrenaline at the highest dose
impaired the acquisition of inhibitory avoidance, suggesting an anxiolytic-like effect,
but no effect on the escape response in ETM. Furthermore, noradrenaline injection
did not alter locomotor activity of animals in the open field test, suggesting that the
anxiolytic effect was not due to an increase in exploratory activity. The results also
show that pre-treatment with phentolamine or propranolol attenuated anxiolytic-like
effect of noradrenaline. Thus, this study suggests an involvement of noradrenergic
neurotransmission in DPAG partially mediated by alpha and beta-adrenergic
receptors in defensive reactions associated with GAD, but not with PD in the ETM.

Keywords: noradrenaline, periagueductal gray matter, anxiety, panic, elevated T-

maze.
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1. INTRODUCAO

1.1 Ansiedade

A ansiedade, palavra derivada do grego agkho que significa estrangular, sufocar e
oprimir, é caracterizada como um estado apreensivo ou amedrontador, de carater
subjetivo, acompanhado por alteracfes fisioldgicas, cognitivas e emocionais, tais
como: aumento da pressdo arterial, aumento da frequéncia respiratoria,
pensamentos negativos, aumento do estado de vigilia e inquietacdo (BRANDAO,

2001; GRAEFF e GUIMARAES, 2012; PRATT, 1992; VIANA, 2010).

Diferentemente de outras patologias mentais, como a depresséo e a esquizofrenia, a
ansiedade pode ser tanto uma emoc¢do normal quanto um transtorno psiquiatrico
(NUTT, 1990; PRATT, 1992). Pode ser ainda considerada uma emocao semelhante
ao medo, porém, ao passo que o medo € derivado de uma ameaca conhecida, a
ansiedade se relaciona com uma ameaca potencial. Dessa forma, tanto 0 medo
gquanto a ansiedade representam avancos adaptativos, reunindo respostas que
visam manter a integridade fisica ou psiquica do individuo (GRAEFF e GUIMARAES,
2012; KIM e GORMAN, 2005). Contudo, a ansiedade como patologia pode ser
resultante da perda da capacidade do organismo de responder de forma adequada
frente a determinados estimulos, podendo gerar respostas exageradas ou

interferindo em seu funcionamento normal (PRATT, 1992).

Historicamente, no século XIX, a ansiedade passou a despertar um maior interesse
da medicina sendo abordada como um quadro patolégico especifico, juntamente
com o0 nascimento da psiquiatria como uma especialidade médica. Assim, em 1813,

0 meédico francés Augustin-Jacob Landré-Beauvais em seus relatos caracterizou a
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ansiedade por sintomas de inquietude e desconforto emocional. Nesse mesmo
século o médico alemao Otto Domrich descreveu os “ataques de ansiedade”, o que
hoje € denominado de ataque de péanico, associando sintomas como palpitacdo e a
tontura ao quadro clinico, e em 1871 Jacob Mendez DaCosta descreveu esses
sintomas na “sindrome do coragao irritavel” (NARDI, 2006; PAPAKOSTAS et al.,

2003; PEREIRA, 1997 apud VIANA, 2010).

No ano de 1869 George Miller Beard descreveu a neurastenia como um tipo menor
de ansiedade e depressdo. Ele associou a presenca de fadiga fisica de origem
nervosa (exaustdo nervosa), dores de cabeca, dificuldades de concentracdo e
insbnia ao quadro clinico (MILLON, 2005; NARDI, 2006; PEREIRA, 1997 apud

VIANA 2010).

Cabe ressaltar, que em 1895 a ansiedade alcancou destaque na medicina
psiquiatrica com os estudos do meédico austriaco Sigmund Freud. Ele descreveu
uma sindrome, a qual chamou de “neurose de angustia” diferenciando-a da
neurastenia. A “neurose de angustia” foi caracterizada por irritabilidade geral,
ataques de angustia, vertigem e parestesia. Adicionalmente Freud propbs duas
formas de “neurose de angustia”: ataques de angustia e estado crénico, mas nao as
considerou como entidades nosoldgicas distintas, e sim como variantes de uma
mesma sindrome. Além disso, Freud descreveu alguns aspectos que nas
classificagbes contemporaneas sao referentes aos “ataques de panico”, como a
imprevisibilidade dos ataques e a sensacdo de morte iminente (SHORTER, 1997,

VIANA, 2010).

A classificagcdo dos transtornos de ansiedade teve inicio em 1853 com a criagdo da
Classificacdo Internacional de Doencas (CID), uma publicacdo da Organizacao

Mundial da Saude (OMS), com revisbes em intervalos de dez anos. A CID na sua
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quinta edicao (CID-5) continha apenas uma categoria para doencas mentais, contida
na Secdo VI — doencas do sistema nervoso e dos oOrgdos dos sentidos.
Posteriormente, em 1948, como parte da CID na sua sexta edicao (CID-6), surgiu a
primeira classificacdo internacional de doencas mentais, que contava com 26
categorias diagnosticas entre psicoses, transtornos do carater e comportamento

(GRAEFF e HETEM, 2012; VIANA, 2010).

Finalmente, em 1952 a Associacdo Psiquiatrica Americana (APA) publicou o Manual
Diagnéstico e Estatistico dos Transtornos Mentais (DSM, em inglés Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders), motivada pela insatisfacdo dos psiquiatras
norte-americanos com a CID-6 que ndo continha algumas entidades nosoldgicas,
dessa forma, prejudicando o diagndstico. Em sua primeira edicdo os transtornos de
ansiedade aparecem nas psiconeuroses com a nomenclatura de reacdo ansiosa,
reacao fobica e reacdo obsessivo-compulsiva (GRAEFF e HETEM, 2012; VIANA,

2010).

Segundo a classificagdo mais recente dos transtornos mentais publicada na quinta

edicdo (DSM-V, 2013) os transtornos de ansiedade foram classificados em:
- Transtorno de ansiedade de separacéao,

- Mutismo seletivo,

- Fobia especifica,

- Transtorno de ansiedade social (fobia social),

- Transtorno de panico,

- Agorafobia,

- Transtorno de ansiedade generalizada,
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- Transtorno de ansiedade induzido por substancia/medicamento,
- Transtorno de ansiedade devido a outra condicdo médica,

- Outro transtorno de ansiedade especificado,

- Outro transtorno de ansiedade nao-especificado.

Dentre esses transtornos, de especial interesse para o presente trabalho estdo o
Transtorno de ansiedade generalizada e o Transtorno de panico, que serdo

abordados na sec¢éo a sequir.

1.2 Transtorno de panico e Transtorno de ansiedade generalizada

A principal caracteristica do transtorno de péanico (TP) € a ocorréncia espontanea,
inesperada e recorrente de ataques de panico, onde sentimentos de medo extremo
sdo acompanhados de sintomas neurovegetativos (CLARK, 1986; GRAEFF, 2004;

GRAEFF e DEL-BEM, 2008; GRAEFF e HETEM, 2012).

Conforme o DSM-V o ataque de panico € definido como um surto abrupto de medo
ou desconforto intenso, que pode ser iniciado a partir de um estado calmo ou
ansioso, cujo apice ocorre em minutos acompanhado de quatro ou mais dos
seguintes sintomas: palpitacdes, coracao acelerado, taquicardia, sudorese, tremores
ou abalos, sensacdes de falta de ar ou sufocamento, sensacfes de asfixia, dor ou
desconforto toracico, nausea ou desconforto abdominal, sensacdo de tontura,
instabilidade, vertigem ou desmaio, calafrios ou ondas de calor, parestesias

(anestesia ou sensacdes de formigamento), desrealizacdo (sensacbes de
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irrealidade) ou despersonalizacdo (sensacdo de estar distanciado de si mesmo),

medo de perder o controle ou “enlouquecer”’; medo de morrer.

Adicionalmente, pelo menos um dos ataques de panico é seguido no decorrer de um
mEés ou mais por preocupagdo ou apreensdo constante de novos ataques ou suas
consequéncias e/ou por uma mudanca comportamental significativa em relacdo ao
AP, como evitar exercicios fisicos, reorganizacdo da rotina diaria visando haver

ajuda em caso de novos ataques de panico e restricdo de atividades habituais.

Segundo o DSM-V o transtorno de ansiedade generalizada (TAG) tem como
caracteristicas fundamentais a ansiedade e preocupacao excessivas sobre eventos
e atividades cotidianas por pelo menos seis meses, onde o individuo tem dificuldade
de manter a ansiedade em niveis ndo-prejudiciais. Essa ansiedade e preocupacao
estdo associadas a pelos menos trés dos seguintes sintomas: inquietacdo ou
sensacdo de estar com os nervos a flor da pele, fatigabilidade, dificuldade em
concentrar-se ou sensagdes de “branco” na mente, irritabilidade, tensdo muscular,
perturbacdo do sono (dificuldade em conciliar ou manter o sono, ou Sono
insatisfatério e inquieto). Esses sintomas, juntamente com a ansiedade e
preocupacdo excessivas, podem causar um sofrimento que ¢é clinicamente

significativo, além de perturbacdes em diversas areas da vida do paciente.

A epidemiologia dos transtornos de ansiedade em pacientes atendidos pela atencéo
primaria em saude aponta uma meédia de 7,9% de pacientes com TAG, 1,1% com
TP segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em estudos realizados desde
a década de 1990, em quinze paises, incluindo o Brasil. Nos Estados Unidos,
considerando a populacdo em geral, a estimativa de prevaléncia de 12 meses para
ataques de péanico é de 11,2% em adultos. Individuos do sexo feminino sao afetados

com mais frequéncia do que os do masculino. Os ataques de panico podem ocorrer
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em criancas, mas sao relativamente raros até a puberdade, quando a prevaléncia
aumenta. As taxas de prevaléncia declinam em individuos mais velhos,
possivelmente isso reflete uma diminuicdo na gravidade dos sintomas até niveis

subclinicos (DSM-V, 2013).

A prevaléncia média do TAG no Brasil, segundo a OMS é de 22,6% (apud GRAEFF
e HETEM, 2012). Outro estudo, realizado no Hospital Universitario Pedro Ernesto do
Rio de Janeiro mostrou que entre os pacientes atendidos com transtornos mentais
comuns, aproximadamente 40% eram pacientes com algum tipo de transtorno de
ansiedade (FORTES et al., 2008). A prevaléncia de 12 meses do TAG é de 0,9%
entre adolescentes e de 2,9% entre adultos na comunidade em geral nos Estados
Unidos. Individuos do sexo feminino tém duas vezes mais probabilidade do que os
do masculino de apresentar esse transtorno. A prevaléncia do diagndéstico tem seu

pico na meia-idade e declina ao longo dos ultimos anos de vida (DSM-V, 2013).

1.3 Reacdes de defesa e ansiedade

Em seu livro intitulado “A expresséo das emogdes no homem e nos animais” (1872)
Charles Darwin, por meio de sua abordagem sistematica, demonstra a importancia
das emocdes nas diferentes espécies e como algumas podem ter sido preservadas
ao longo das geracfes. Dessa forma, o homem compartilha emogdes basicas com
outros mamiferos possibilitando a comparacdo de comportamentos entre as

espécies.

Com base na teoria evolutiva de Darwin, os estados emocionais de ansiedade e

medo humanos teriam raizes nos comportamentos de defesa dos animais frente ao
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perigo ou algum estimulo prejudicial ao organismo. Por essa perspectiva, patologias
relacionadas com transtornos de ansiedade poderiam ser desencadeadas por
problemas em regides encefalicas envolvidas com reacbes de defesa (GRAEFF,

2004; GRAEFF e HETEM, 2012).

Pelo estudo das reacbes de roedores frente a ameacas predatorias, 0s
pesquisadores Robert e Caroline Blanchard classificaram as respostas defensivas
adotadas pelos animais de acordo com o nivel de ameaca em potencial, distal e
proximal em relacdo a distancia entre a presa e o predador (BLANCHARD e

BLANCHARD, 1988).

A tabela 1 apresenta de forma sucinta essa classificacao relacionando cada nivel de
ameaca com as estratégias comportamentais adotadas pelo animal frente a um

estimulo aversivo.

Tabela 1: Estratégias comportamentais em relacdo ao nivel de ameaca

Nivel de ameaca Estratégia comportamental

Potencial Avaliacéo de risco/inibicdo comportamental
Distal Fuga/congelamento
Proximal Ameaca/luta/fuga

(Adaptado de GRAEFF e HETEM, 2012; GRAEFF e GUIMARAES, 2012)

Além das estratégias comportamentais, os trabalhos dos Blanchard relacionaram

diversas estruturas encefalicas com os diferentes niveis de ameacgas. Dessa forma o
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primeiro nivel, representado pela avaliacdo de risco, esta associado a amigdala e o
sistema septo-hipocampal. O segundo nivel, tendo como respostas a fuga e/ou
congelamento tem a participacdo da amigdala e a substancia cinzenta periaquedutal
ventral (SCPV). Ja no ultimo nivel de ameaca os comportamentos preferencialmente
observados séo fuga, ameaca defensiva ou respostas de agressao defensiva e tem
como principal substrato neural a substancia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPD)
(BLANCHARD et al.,, 1993; GRAY e MCNAUGHTON, 2000). Em trabalhos
posteriores McNaughton e Corr (2004) sugerem que essas estruturas encefalicas
participam em todos o0s niveis de ameaca, porém com maior atuacdo das estruturas
rostrais em ameacas potenciais e de estruturas caudais nas respostas de luta e

fuga.

Adicionalmente, foi sugerido que a avaliacdo de risco, caracterizada principalmente
pela tendéncia de aproximacao ao estimulo ameacador, invocada quando o perigo é
potencial ou incerto gera um conflito entre aproximacao/esquiva e esta relacionada
com a ansiedade, mais precisamente a ansiedade antecipatéria ou transtorno de
ansiedade generalizada. Enquanto que a fuga eliciada pelo perigo proximal esta
relacionada com o medo e panico, observando uma falta de impulso de aproximar
ao perigo. Dessa forma, além da distancia defensiva, pode-se diferenciar essas
respostas pela direcdo defensiva (BLANCHARD, 1988; GRAY e MCNAUGHTON,

2000).

A fim de se estudar essas reacdes defensivas no animal experimental, a utilizacéo
de situacOes aversivas baseadas no repertorio etolégico de roedores apresenta a
vantagem de ndo necessitar da privacdo de agua e/ou alimento e da percepcao de
estimulos dolorosos. Essa abordagem € empregada em modelos como o labirinto

em cruz elevado (LCE; HANDLEY e MITHANI, 1984) e o modelo de transi¢cédo
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claro/escuro (CRAWLEY e GOODWIN, 1980) que sdo extensamente utilizados em
estudos dos transtornos de ansiedade (GRIEBEL e HOLMES, 2013). O modelo
animal utilizado no presente trabalho também se baseia no repertorio etolégico do

animal experimental e sera abordado a seguir.

1.4 Labirinto em T elevado

Com base no estudo etoexperimental do comportamento de roedores e objetivando
testar a teoria dual da participacdo da serotonina de Deakin e Graeff (1991), onde a
serotonina facilita a ansiedade na amigdala e inibe o panico na SCPD, foi
desenvolvido o labirinto em T elevado (LTE), um modelo capaz de eliciar no mesmo
animal experimental duas respostas comportamentais distintas, uma relacionada
com o TAG e outra com o TP (GRAEFF et al., 1998; GRAEFF e HETEM, 2012). Sua
estrutura consiste de dois bracos abertos perpendiculares a um braco fechado de

iguais dimenso@es elevados do chao (Figura 1).

Figura 1: Modelo esquematico do Labirinto em T elevado. Adaptado de
Zangrossi e Graeff, 2014.
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Neste aparelno o animal executa duas tarefas distintas: a esquiva inibitoria,
relacionada com o medo condicionado e a fuga, relacionada com o medo
incondicionado (GRAEFF et al., 1998). A andlise da proteina Fos, utilizada como
marcador da ativacdo neuronial, demonstrou um aumento de sua expressdo em
areas relacionadas com a ansiedade generalizada como o0 nucleo medial
amigdaloide, o nucleo mediano da rafe e nucleo anterior hipotalamico apds a
resposta de esquiva inibitoria, enquanto que a resposta de fuga aumentou a
expressdo desse marcador na amigdala basolateral e na substancia cinzenta

periaguedutal dorsal, areas ligadas ao panico (SILVEIRA et al., 2001).

Desde sua criacao (1993), o modelo do LTE vem demonstrando uma boa validacéo
pelo critério de predictabilidade ou validacdo farmacolégica (ZANGROSSI e
GRAEFF, 2014). Neste sentido, estudo prévio com a administracdo do
benzodiazepinico diazepam, uma droga que possui eficacia clinica no TAG sem
efeitos em doses terapéuticas sobre o TP, prejudicou a esquiva inibitéria sem afetar
a fuga dos bracos abertos no LTE (VIANA et al.,, 1994). Por outro lado, a
administragcdo cronica, mas ndo a aguda, do inibidor seletivo da recaptacdo de
serotonina (ISRS) fluoxetina e do inibidor da recaptacdo de noradrenalina e
serotonina (IRNS) clomipramina prejudicaram a fuga dos bracos abertos, sugerindo
um efeito do tipo panicolitico, sem afetar a esquiva inibitéria. Além disso, a
administracdo de buspirona, um agonista de receptores 5-HT1a, que possui eficacia
clinica no TAG, prejudicou a esquiva inibitéria, porém néo afetou a resposta de fuga.
Em conjunto, esses resultados mostram a sensibilidade do LTE na detec¢édo dos
efeitos de diferentes drogas com eficacia clinica no TP e no TAG (POLTRONIERI et

al., 2003).
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Além da validacdo farmacologica, estudos de validacdo comportamental também
foram realizados com o LTE. Um dos estudos realizados por Zangrossi e Graeff
(1997) indicaram que o contato do experimentador com o animal ndo € o fator
motivador da resposta de esquiva inibitéria, aléem de indicar que a experiéncia do

animal nos bracos abertos é o fator determinante dessa resposta comportamental.

1.5 Sistema noradrenérgico central e substancia cinzenta periaquedutal

As monoaminas estdo entre as principais classes de neurotransmissores centrais e
periféricos e ocorrem em varias regides do sistema nervoso central (SNC) dos
mamiferos. Esse grupo é formado pela serotonina (5-hidroxitriptamina — 5-HT),

dopamina (DA) e noradrenalina (NA) (FUXE, 1965).

Os receptores seletivos para a NA sdo conhecidos como receptores noradrenérgicos
ou adrenoreceptores e pertencem a familia de receptores acoplados a proteinas G,
responsavel por alteracdes nos canais de membrana e em cascatas de sinalizacao
celular. Esses receptores séo divididos em duas classes principais: alfa e beta, que
por sua vez, sao subdivididos em alfa-1, alfa-2, beta-1, beta-2 e beta-3
noradrenérgicos. Esses subtipos de receptores atuam por meio de diferentes
subunidades de proteina G. Como exemplo o subtipo alfa-1 noradrenérgico atua por
ativacdo da proteina Gg enquanto o subtipo alfa-2 atua por ativacdo de uma proteina

Gi (GOLAN, 2009).

Os grupos de neurdnios que produzem monoaminas estdo localizados
principalmente no tronco cerebral e distribuem seus produtos por meio de fibras que

se projetam para muitas regides do encéfalo e medula espinhal (NIEUWENHUYS,
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1985). Assim, 26 grupos celulares monoaminérgicos foram identificados, sendo
denominados Al a Al15 (noradrenérgicos e dopaminérgicos), Bl a B9
(serotoninérgicos) e Cl1 a C2 (adrenérgicos). O grupo noradrenérgico mais
importante, o A6, € conhecido como Locus Coeruleus (LC), termo derivado do latim
que significa “lugar celeste”, visto a pigmentacdo azul escuro de suas células e esta
localizado adjacente ao quarto ventriculo na porcdo rostral pontina
(NIEUWENHUYS, 1985; BERRIDGE e WATERHOUSE, 2003). Suas principais
eferéncias ascendentes constituem dois sistemas de fibras, um dorsal (mais
calibroso) e um periventricular (menos calibroso), além das eferéncias para o
cerebelo. Essas eferéncias inervam praticamente quase todo o encéfalo, projetando
para areas como hipotadlamo, amigdala, hipocampo e neocortéx (NIEUWENHUYS,
1985). O feixe dorsal noradrenérgico atravessa a area tegmental do mesencéfalo na
porcdo ventrolateral em direcdo a substancia cinzenta periaquedutal (SCP). Essa
estrutura possui conexdes ascendentes e descendentes distintas que a conectam
com diversas regides relacionadas ao processamento de estimulos sensoriais,
provavelmente de natureza nociceptiva (medula espinhal) e outras relacionadas a

reacBes emocionais (amigdala, cortex e hipotalamo, por exemplo).

Anatomicamente a SCP é a regido do mesencéfalo que circunda o aqueduto
cerebral. Sua porcdo mais rostral se encontra no nivel da comissura posterior e a
mais caudal esta proxima do nucleo tegmental dorsal (BEHBEHANI, 1995).
Originalmente a SCP foi dividia em trés regibes anatdmicas com caracteristicas
funcionais distintas em forma de colunas que se estendem no plano rostro-caudal,
sendo elas a regiao dorsal, lateral e ventral (OLZEWSKI e BAXTER, 1954 apud
BEHBEHANI, 1995). Posteriormente foi subdividida em quatro regides de acordo

com sua localizacdo ao redor do aqueduto cerebral: dorsomedial, dorsolateral,
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lateral e ventrolateral (CARRIVE, 1993; BANDLER et al., 1991 apud CARRIVE,

1993).

A presenca de monoaminas, mais especificamente a noradrenalina, foi determinada
em diversas areas do SNC como o hipotalamo, hipocampo, cortex frontal, amigdala,
cerebelo, locus coeruleus, nucleo dorsal da rafe, e de particular interesse na SCP no
mesencéfalo (FUXE, 1965; FUXE et al., 1968; HOKFELT et al., 1974; VERSTEEG et
al., 1976), sugerindo que exista alguma participacdo desse neurotransmissor na

modulacdo de comportamentos comandados pela SCP.

A estimulacdo elétrica ou quimica da substancia cinzenta periaquedutal dorsal
(SCPD) em ratos produz respostas semelhantes ao medo, como imobilidade e fuga,
além de alteracGes autonbmicas como elevacdo da pressado arterial e taquicardia
(CARRIVE, 1993). Em humanos, estudos com estimulacao elétrica da SCPD produz
sensacdes de ansiedade intensa, terror, panico e de morte iminente, acompanhadas
de alteracbes fisiologicas (NASHOLD et al., 1964). Assim, baseado nas
similaridades entre os efeitos autonémicos e comportamentais da estimulacado da
SCPD e os sintomas de ataques de panico, a estimulacdo aversiva da SCPD tem
sido utilizada como modelo experimental de ataques de panico (DEAKIN e GRAEFF,
1991; de BORTOLI et al., 2006, 2008; de OLIVEIRA SERGIO et al., 2011; JACOB et
al., 2002; JENCK et al., 1995; LOVICK, 2000; SCHENBERG et al., 1998;
SCHENBERG et al., 2001). Dessa forma, acredita-se que a SCPD possui papel de
destaque na expressdo de comportamentos defensivos relacionados com estados

emocionais (CARRIVE, 1993).
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1.6 Noradrenalina e ansiedade

A administracdo de noradrenalina e adrenalina sobre neurénios da SCP em estudos
de eletrofisiologia mostrou que existem receptores que respondem a esses
neurotransmissores, e que esses tém efeitos diferenciados sobre as propriedades
das membranas desses neurdnios que medeiam as respostas comportamentais
autbnomas (JIANG et al., 1992; VAUGHAN et al., 1996). Assim, considerando que a
SCP esta envolvida em respostas de luta, fuga e imobilidade, é possivel supor que
exista a participacdo do sistema noradrenérgico da SCP na modulacdo dessas

respostas em situacdes aversivas.

Quanto a participacdo do sistema noradrenérgico na ansiedade, as evidéncias
existentes sdo divergentes. Em modelos experimentais de conflito como o LCE e no
teste de Vogel a administracdo intra-SCPD de noradrenalina apresentou efeito do
tipo ansiolitico. Aumentou tanto a exploracao dos bracos abertos quanto o tempo de
permanéncia dos animais nesses bracos do LCE, além de aumentar o nimero de

lambidas punidas no teste de Vogel (PELOSI et al., 2009).

Adicionalmente, estudos clinicos mostraram eficacia nos transtornos de ansiedade
dos antidepressivos triciclicos e inibidores da enzima monoaminoxidase, 0s quais
atuam, em parte, por facilitar a neurotransmissdo noradrenérgica (KLEIN, 1964;
YAMADA e YASUHARA, 2004). Efeitos ansioliticos similares também sao
observados com a utilizagcdo de inibidores seletivos da recaptagcdo neuronial de

noradrenalina (BRUNELLO et al., 2003).

Por outro lado, alguns estudos sugerem que a noradrenalina apresente efeito

ansiogénico. Neste sentido, a estimulagdo elétrica do Locus coeruleus (LC) de
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primatas eliciou comportamentos semelhantes ao ataque de panico (REDMOND et
al., 1976). Outro estudo, utilizando a microinjecdo do antagonista seletivo alfa-1
noradrenérgico benoxatian no nudcleo central da amigdala mostrou que o
antagonismo desse receptor atenuou a resposta de ansiedade induzida pelo stress
agudo em animais expostos ao modelo de interacéo social (CECCHI et al., 2002a).
Além disso, a administracao sistémica de ioimbina, um antagonista seletivo alfa-2
noradrenérgico induziu ataques de panico em pacientes com transtorno do panico,
sugerindo uma relacédo entre o0 aumento da atividade neuronial noradrenérgica e a

fisiopatologia do ataque de panico (CHARNEY et al., 1987).

Apesar da SCPD representar uma importante estrutura para a expressdo do
comportamento defensivo, poucos estudos sugerem o0 envolvimento da
neurotransmissao noradrenérgica dessa estrutura mesencefalica na modulacdo da

ansiedade.



29

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a participagdo da neurotransmissdo noradrenérgica da substancia
cinzenta periaquedutal dorsal na mediagdo de comportamentos defensivos

relacionados aos transtornos de ansiedade generalizada e de panico.

2.2 Objetivos especificos

- Testar a hipétese de que a noradrenalina administrada diretamente na SCPD

apresenta efeito do tipo ansiolitico e/ou panicolitico em animais expostos ao LTE.

- Verificar o envolvimento de receptores alfa e/ou beta-adrenérgicos da SCPD nos

efeitos da noradrenalina em animais expostos ao LTE.



30

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar adultos (240 a 290g) provenientes do Biotério Central
da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), alojados em grupos de 5 animais
por caixa. Os animais tiveram livre acesso a agua e comida, com ciclo claro-escuro
de 12 x 12 horas (luzes acesas as 07:00h). A temperatura da sala era controlada em
21°C (+1°C).

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais

(CEUA-UFES) sob protocolo n° 046/2014.

3.2 Drogas

Foram utilizadas as seguintes drogas, diluidas em salina estéril (NaCl 0,9%):

- DL-Noradrenalina (Sigma-Aldrich, USA) nas doses 10, 30 e 60 nmoles/0,1 pL
(curva dose resposta).

- L-Propranolol (Sigma-Aldrich, USA) antagonista ndo seletivo de receptores beta-
adrenérgicos na dose de 10 nmoles/0,1 uL [dose com base nos estudos de Alves e
colaboradores (2011)].

- Fentolamina (Sigma-Aldrich, USA) antagonista ndo seletivo de receptores alfa-
adrenérgicos na dose de 10 nmoles/0,1 pL [dose com base nos estudos de Hott e

colaboradores (2012)].
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3.3 Cirurgia estereotéxica

Os animais foram anestesiados com 2,2,2 tribromoetanol (250 mg/Kg, i.p., Sigma-
Aldrich, USA), e em seguida fixados a um aparelho estereotaxico (Insight, Brasil)
com a barra dos incisivos 2,5 mm abaixo da linha interaural. O campo cirargico era
limpo com iodo 1% em solucdo alcodlica seguido de uma injecdo subcutanea do
anestésico local cloridrato de lidocaina associado ao vasoconstrictor epinefrina
(DFL, Brasil). Em seguida foi realizada uma incisdo sagital para expor a calvaria e
remover o periésteo. Foram perfurados dois orificios com uma broca dental para a
introducdo de dois parafusos de aco inoxidavel com a finalidade de prender a
prétese ao cranio. Outro orificio era perfurado para o implante de uma céanula-guia
de 13 mm de comprimento confeccionada a partir de uma agulha hipodérmica (25 x
6 mm) nas seguintes coordenadas: Interaural: 1,6 mm; Médio-lateral: 2,0 mm; e
Dorso-ventral: 4,0 mm, angulo de 15° ao plano sagital, com base no Atlas de
Paxinos e Watson, 2007. ApGs o implante, a canula era fixada ao encéfalo por meio
de resina dental autopolimerisavel (Jet, Brasil). Para evitar o entupimento da canula-
guia foi introduzido em seu interior um mandril feito de aco inoxidavel que também

era fixado a protese com resina autopolimerisavel.

No final da cirurgia, todos os animais receberam uma injecédo (i.m.) de 0,2 mL de
uma associacao antibidtica de amplo espectro (pentabidtico de uso veterinério para
animais de pequeno porte; Forte Dodge, Brasil). Em adicdo, flunixina meglumina
(Banamine®, Schering e Plough, Brasil; 2,5 mg/kg), um farmaco com propriedades
analgésica, antipirética e antiinflamatoria também foi administrado subcutaneamente
para analgesia poés-cirtrgica. Os experimentos foram iniciados 5 a 7 dias ap0s a

recuperacéo dos animais.
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3.4 Injecao das drogas

As drogas ou salina foram administrados na SCPD através de uma agulha dental,
0,3 mm de diametro externo e 14 mm de comprimento, introduzida na canula-guia. A
ponta da agulha dental alcancava o tecido cerebral localizado a 1 mm abaixo da
extremidade inferior da canula-guia. A agulha foi conectada a uma microsseringa de
10 pyL (Hamilton 701, Suica) através de um tubo de polietileno (PE-10), o qual era
preenchido com &agua. O deslocamento de uma bolha de ar no polietileno foi
utilizado para monitorar a microinjecdo. Um volume de 0,1 pyL de noradrenalina,
salina ou dos antagonistas (CRESTANI et al.,, 2008) foi injetado durante 15
segundos com o auxilio de uma bomba automética de infusdo (Insight, Ribeirdo
Preto, SP, Brasil). Para evitar o refluxo da droga, a agulha permanecia na posi¢cao
de injecdo durante os 30 segundos subsequentes. Durante a injecdo, 0s animais
permaneciam com livre movimentacdo em uma caixa (30 x 19 x 13 cm) com
serragem no assoalho. As doses para realizagdo da curva dose-resposta para
noradrenalina foram selecionadas com base em resultados prévios mostrando
efeitos do tipo ansiolitico da noradrenalina em dois modelos distintos de ansiedade

(PELOSI et al., 2009).

3.5 Aparelhos Experimentais

3.5.1 Labirinto em T elevado

O labirinto em T elevado (LTE) € constituido de trés bracos de madeira com as

mesmas dimensdes (50 x 12 cm) elevados 50 cm em relacdo ao solo. Um dos
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bracos € fechado por paredes laterais de 40 cm e esta disposto perpendicularmente
aos outros dois bracos, que sao desprovidos de paredes. Os bragcos abertos séo

rodeados por réguas de acrilico de 1 cm de altura para evitar eventuais quedas dos

animais durante os testes.
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Figura 2 A e B: Fotos ilustrativas do aparelho utilizado para o teste do LTE.

3.5.2 Campo aberto

O campo aberto é constituido por uma arena quadrada de 60 x 60 cm dividida em
nove areas de 20 x 20 cm, circundada por paredes laterais de 40 cm de altura,
utilizado para quantificar a atividade locomotora dos animais apos o teste do labirinto

em T elevado.
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Figura 3: Foto ilustrativa da arena utilizada para o teste do campo aberto.

3.6 Testes Comportamentais

3.6.1 Habituacéo

No sexto dia ap0Os o procedimento cirdrgico, os animais foram levados para a sala de
teste a fim de serem habituados as condi¢cdes experimentais. Cada animal era

manuseado pelo experimentador por 5 minutos e em seguida colocado em uma



36

gaiola de acrilico com serragem no assoalho, onde permanecia por 5 minutos. Esse

procedimento era realizado duas vezes no mesmo dia.

3.6.2 Pré-exposicéao

No sétimo dia apds a cirurgia, cada animal foi colocado individualmente em um dos
bracos abertos do LTE, onde permaneceu confinado por 30 minutos. O brago aberto
era isolado do braco fechado, bem como do outro brago aberto, por uma parede de
madeira (50 cm de comprimento por 12 cm de largura), disposta na linha de
separacao entre a area central do labirinto e a por¢cao proximal do braco aberto.

A pré-exposicao teve como objetivo potencializar a expressdo do comportamento de
fuga, reduzindo reacbes comportamentais a novidade, tais como exploracdo e
inibicdo do comportamento, o que pode prejudicar a analise deste comportamento
(TEIXEIRA et al., 2000; ZANOVELI et al., 2003; ZANGROSSI e GRAEFF, 2014).
Durante o procedimento de pré-exposicdo, a sala apresentava as mesmas

condi¢cBes do dia da habituacéo.

3.6.3 Teste no labirinto em T elevado

Vinte e quatro horas ap0s a pré-exposicéo, foi realizada a inje¢éo intra-SCPD das
drogas como descrito acima e realizado o teste no LTE. Inicialmente foi avaliada a
resposta de esquiva inibitéria. Para tal, o animal era colocado na extremidade distal
do braco fechado e cronometrado o tempo gasto para o0 mesmo sair deste braco

com as quatro patas [Laténcia basal (LB)]. A mesma medida era tomada por mais
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duas vezes com intervalos de 30 segundos entre elas [Esquiva 1 (E1) e Esquiva 2
(E2)] sendo que, neste intervalo, o animal permanecia na gaiola de acrilico. O tempo
maximo de permanéncia do animal neste braco, em cada uma das esquivas, era de
5 minutos (300 segundos). Quando atingido este tempo limite, o animal era retirado
do braco fechado do LTE pelo experimentador, colocado na gaiola de acrilico, sendo
dada continuidade ao teste. Trinta segundos apos o término da medida da E2, foi
verificada a laténcia de fuga dos animais de um dos bracos abertos do labirinto. Para
isto, cada animal era colocado na extremidade distal do braco aberto ao qual fora
pré-exposto e o tempo de saida deste braco com as quatro patas foi cronometrado
[Fuga 1 (F1)]. A laténcia de saida do braco aberto foi medida por mais duas vezes
[Fuga 2 (F2) e Fuga 3 (F3)], com intervalos de 30 segundos entre elas sendo que,
neste intervalo, o animal permanecia na gaiola de acrilico. O tempo maximo de
permanéncia do animal no braco aberto, em cada uma das fugas, também era de 5

minutos.

3.6.4 Teste no campo aberto

Imediatamente ap6s a medida da Fuga 3 no LTE, cada animal era colocado no
centro do campo aberto para a observacdo da atividade locomotora durante 5
minutos. A atividade locomotora foi medida por meio da quantificagdo dos
cruzamentos entre os quadrantes realizados pelo animal. Apés o teste de cada

animal, o campo aberto era limpo com alcool a 20%.
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3.7 Grupos experimentais

3.7.1 Experimento 1: Efeito da injec&o intra-SCPD de noradrenalina (curva
dose-resposta) sobre as respostas de esquiva inibitéria e fuga em animais

submetidos ao LTE.

Os grupos experimentais foram: salina, noradrenalina 10 nmoles, noradrenalina 30
nmoles e noradrenalina 60 nmoles. Os animais foram submetidos ao LTE 30

segundos apéds a injecao de noradrenalina ou salina.

3.7.2 Experimento 2: Efeito do pré-tratamento intra-SCPD com fentolamina
(antagonista nédo seletivo de receptores alfa-adrenérgicos) sobre a
administracéo intra-SCPD de noradrenalina em ratos submetidos ao LTE.

Os grupos experimentais foram:  Salina/Salina,  Salina/Noradrenalina,
Fentolamina/Salina e Fentolamina/Noradrenalina. A injecdo do antagonista foi
realizada 10 minutos antes da administracdo da noradrenalina ou salina. Os animais

foram submetidos ao LTE 30 segundos apds a ultima injecao.

3.7.3 Experimento 3: Efeito do pré-tratamento intra-SCPD com propranolol
(antagonista néo seletivo de receptores beta-adrenérgicos) sobre a

administracado intra-SCPD de noradrenalina em ratos submetidos ao LTE.

Os grupos experimentais foram:  Salina/Salina,  Salina/Noradrenalina,
Propranolol/Salina e Propranolol/Noradrenalina. A injecdo do antagonista foi
realizada 10 minutos antes da administracdo da noradrenalina ou salina. Os animais

foram submetidos ao LTE 30 segundos apés a ultima injecao.

3.8 Perfuséo e Histologia

Para a verificacdo da localizacdo do sitio de injecdo, apdés a realizacdo dos

experimentos, os animais foram anestesiados com uretana a 25% e sofreram
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perfusdo intracardiaca com salina seguida de uma solucdo de formol a 10%. Os
encéfalos perfundidos foram fixados em formol 10% até serem cortados em secc¢des
coronais de 55 pum por meio de um criostato (Leica) no Laboratorio de Histologia
Molecular e Imunohistoquimica (LHMI) da UFES. Os cortes foram preparados em
laminas de microscopia e analisados a fresco com o auxilio de um microscépio. O
sitio de injecao foi localizado de acordo com os diagramas do Atlas de Paxinos e
Watson (2007). Foram utilizados somente os dados dos animais que tiveram o sitio

de injecéo localizado na SCPD.

3.9 Analise estatistica

Para avaliar o comportamento nas diferentes esquivas (medidas repetidas) do LTE
foi empregada uma ANOVA multivariada (fator esquiva como medida repetida e fator
tratamento). No caso de ocorrer efeito do tratamento ou interacdo entre o tratamento
e a medida repetida, foi realizada uma ANOVA de uma via seguida de teste de
Tukey quando apropriado para comparar os diferentes grupos entre si para uma
determinada esquiva (linha de base, esquiva 1 ou esquiva 2). O comportamento de

fuga foi analisado através da ANOVA de uma via.

Os dados do teste do campo aberto foram analisados por ANOVA de uma via

seguido pelo teste post hoc de Tukey.
O nivel de significancia foi fixado em p <0,05.

Para a andlise estatistica foi utilizado o software IBM SPSS versao 20.0.



40

4. RESULTADOS

A figura 4 representa os sitios de injecdo de drogas na SCPD dos animais testados
no presente estudo. Os animais que tiveram a injecao fora da coluna dorsal foram

excluidos das andlises.

F R L 28 o -~
o®
Aq S AgE Aq Aq
1A: 2.64mm IA: 2.52mm 1A: 2.40mm I1A: 2.28mm IA: 2.16mm
) ° r
® B f‘: [
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1A: 1.80mm IA: 1.68mm 1A: 1.56mm 1A: 1.44mm 1A: 1.32mm

Figura 4. Diagramas de seccfes coronais do encéfalo de ratos mostrando a

localizac&o dos sitios de injecdo na SCPD |[circulos fechados ( ® )], com base no
Atlas de Paxinos e Watson (2007). O numero de pontos mostrados na figura é
menor que o numero total de animais usados devido a vérias sobreposi¢cbes. AQ:
Aqueduto mesencefalico. IA: Interaural.

4.1 Experimento 1: Efeito da noradrenalina ou salina administradas intra-SCPD

de ratos submetidos ao modelo do LTE

A figura 5A mostra o efeito da administragéo intra-SCPD de noradrenalina nas doses
de 10, 30 e 60 nmoles ou salina sobre as respostas de esquiva inibitoria. A ANOVA
de medidas repetidas mostrou que o0s animais adquiriram a esquiva inibitéria dos
bracos abertos do LTE durante o teste [Fator tentativa: F(2,40) = 29,76; p < 0,0001]
e revelou um efeito estatisticamente significante do tratamento [F(3,41) = 3,80; p <

0,05]. Porém nao foi observada uma interacdo significativa entre esquiva e
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tratamento [F(3,41) = 1,14; p > 0,05). A ANOVA de uma via mostrou que a
administracdo intra-SCPD de noradrenalina alterou a esquiva inibitoria 1 [F(3,41) =
3,50; p < 0,05], mas ndo a esquiva basal [F(3,41) = 1,44; p > 0,05] e a esquiva
inibitéria 2 [F(3,41) = 1,54; p > 0,05]. A analise de post hoc revelou que a
noradrenalina na dose de 60 nmoles prejudicou a esquiva inibitéria 1 se comparada
com o grupo salina (p < 0,05), sugerindo um efeito do tipo ansiolitico.

Em relacdo a resposta de fuga (Figura 5B), a ANOVA de uma via mostrou que a
administracdo intra-SCPD de noradrenalina ndo alterou as trés tentativas de fuga no
LTE {Fuga 1: [F(3,41) = 2,60; p > 0,05]; Fuga 2: [F(3,41) = 0,39; p > 0,05]; Fuga 3:
[F(3,41) = 1,30; p > 0,05]}.

A Tabela 2 mostra que a administracao intra-SCPD de noradrenalina nas doses de
10, 30 e 60 nmoles ndo afetou a atividade locomotora dos animais se comparado

com o grupo salina [F(3,41) = 0,096; p > 0,05].
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Figura 5: Efeito (média + EPM) da injecéo intra-SCPD de noradrenalina (NA) nas
doses de 10 (n= 13), 30 (n = 13) ou 60 nmoles (n = 12) ou salina (n = 9) sobre as
respostas de esquiva inibitéria (A) e de fuga (B). * p < 0,05 quando comparado ao
grupo salina na respectiva esquiva (ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey).
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Tabela 2: Efeito (média £ EPM) da administracao intra-SCPD de noradrenalina ou

salina sobre o nimero de cruzamentos no campo aberto

Tratamento Numero de cruzamentos
Salina 44,89 + 2,29
NA 10 nmoles 43,00 + 4,76
NA 30 nmoles 45,91 + 4,33
NA 60 nmoles 43,58 + 4,38

4.2 Experimento 2: Efeito do pré-tratamento intra-SCPD com fentolamina
(antagonista nao seletivo de receptores alfa-adrenérgicos) sobre a

administracao intra-SCPD de noradrenalina em ratos submetidos ao LTE.

A figura 6 mostra o efeito do pré-tratamento com fentolamina, na dose de 10 nmoles,
sobre a injecdo de noradrenalina na dose de 60 nmoles nas respostas de esquiva
inibitéria e fuga no LTE. A ANOVA de medidas repetidas mostrou que ocorreu a
aguisicdo da aprendizagem da esquiva inibitéria durante o teste [Fator tentativa:
F(2,32) = 16,48; p < 0,0001]. Houve, ainda, um efeito estatisticamente significante do
tratamento [F(3,33) = 7,57; p < 0,05] e da interacdo da esquiva e tratamento [F(3,33)
= 3,20; p < 0,01]. A ANOVA de uma via mostrou que o tratamento afetou a esquiva
inibitéria 1 [F(3,33) = 4,58; p < 0,01] e a esquiva 2 [F(3,33) = 9,85; p < 0,01]. O teste
post hoc mostrou que o tratamento com noradrenalina prejudicou a esquiva inibitéria
1 (p < 0,01) e a esquiva inibitéria 2 (p < 0,001) em comparagdo com O grupo
Salina/Salina. O pré-tratamento, per se, com a fentolamina néo alterou a resposta de
esquiva dos animais (p > 0,05) quando comparado ao grupo Salina/Salina. No

entanto foi capaz de atenuar o efeito do tipo ansiolitico da noradrenalina na esquiva



44

inibitéria 1, pois ndo houve diferenca entre o grupo Salina/Salina e o grupo
Fentolamina/NA (p > 0,05). Porém, ndo houve diferenca estatisticamente significante
entre o grupo Salina/NA e Fentolamina/NA (p > 0,05).

Como pode ser observado na figura 6B o pré-tratamento com fentolamina sobre a
injecdo de NA nao alterou as trés tentativas de fuga no LTE {Fuga 1: [F (3,33) =
0,66; p > 0,05]; [Fuga 2: [F (3,33) = 0,29; p > 0,05]; Fuga 3: [F (3,33) = 3,16; p >
0,05].

Além disso, a atividade locomotora dos animais no campo aberto (tabela 3) nédo foi

alterada pelos tratamentos empregados [F (3,33) = 0,24; p > 0,05].
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Figura 6: Efeito (média + EPM) da injecéo intra-SCPD de fentolamina ou salina 10
minutos antes da injecao intra-SCPD de NA na dose de 60 nmoles ou salina sobre
as respostas de esquiva inibitoria (A) e fuga (B) no LTE. Grupos: Salina/Salina (n =
10); Salina/NA (n = 8); Fentolamina/Salina (n = 8); Fentolamina/NA (n= 11). * p <
0,05 quando comparado ao grupo Salina/Salina na respectiva esquiva (ANOVA de
uma via seguida do teste de Tukey).
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Tabela 3: Efeito (média £ EPM) da injecédo prévia intra-SCPD de fentolamina ou
salina sobre o numero de cruzamentos no campo aberto de animais que receberam

injecdo intra-SCPD de noradrenalina ou salina

Tratamento Numero de cruzamentos
Salina/Salina 42,40 = 3,79
Salina/NA 43,25 + 3,87
Fentolamina/Salina 39,38 + 3,82
Fentolamina/NA 40,00 + 3,29

4.3 Experimento 3: Efeito do pré-tratamento intra-SCPD com propranolol
(antagonista nado seletivo de receptores beta-adrenérgicos) sobre a
administracao intra-SCPD de noradrenalina em ratos submetidos ao LTE.

A figura 7 mostra os resultados do pré-tratamento com propranolol, na dose de 10
nmoles, sobre a injecdo de noradrenalina na dose de 60 nmoles nas respostas de
esquiva inibitéria e fuga no LTE. A ANOVA de medidas repetidas mostrou que
ocorreu a aquisicdo da aprendizagem da esquiva inibitéria durante o teste [Fator
tentativa: F(2,28) = 20,67; p < 0,0001] e mostrou um efeito estatisticamente
significante da interacdo esquiva e tratamento [F(3,29) = 3,53; p < 0,01] e do
tratamento [F(3,29) = 5,19; p < 0,01]. A ANOVA de uma via mostrou que o
tratamento afetou a esquiva inibitéria 1 [F(3,29) = 3,24; p < 0,05] e a esquiva 2
[F(3,29) = 6,57; p < 0,01].

O teste post hoc mostrou que o tratamento com noradrenalina prejudicou a esquiva
inibitoria 1 (p < 0,05) e a esquiva inibitéria 2 (p < 0,01) em compara¢cdo com o grupo

Salina/Salina. O pré-tratamento, per se, com o propranolol ndo alterou o
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comportamento dos animais (p > 0,05) quando comparado ao grupo Salina/Salina.
No entanto, o propranolol foi capaz de atenuar o efeito do tipo ansiolitico da
noradrenalina na esquiva inibitéria 1, pois ndo houve diferenca entre o grupo
Salina/Salina e o grupo Propranolol/NA (p > 0,05). Contudo, ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre o grupo Salina/NA e o grupo Propranolol/NA (p >
0,05).

Em relacdo a resposta de fuga (figura 7B), a ANOVA de uma via revelou que o pré-
tratamento com propranolol sobre a injecdo de NA néo alterou as trés tentativas de
fuga no LTE {Fuga 1: [F(3,29) = 0,34; p > 0,05]; [Fuga 2: [F(3,29) = 0,14; p > 0,05];
Fuga 3: [F(3,29) = 1,65; p > 0,05].

A tabela 4 mostra que o pré-tratamento com propranolol ndo alterou a atividade
locomotora dos animais que receberam NA quando comparado com 0 grupo

Salina/Salina [F(3,29) = 1,46; p > 0,05].
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Figura 7: Efeito (média £+ EPM) da injecao intra-SCPD de propranolol ou salina 10
minutos antes da injecao intra-SCPD de NA na dose de 60 nmoles ou salina sobre
as respostas de esquiva inibitéria (A) e fuga (B) no LTE. Grupos: Salina/Salina (n =
8); Salina/NA (n = 9); Propranolol/Salina (n = 8); Propranolol/NA (n=8). * p < 0,05
guando comparado ao grupo Salina/Salina na respectiva esquiva (ANOVA de uma
via seguida do teste de Tukey).
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Tabela 4: Efeito (média + EPM) da injecdo prévia intra-SCPD de propranolol ou
salina sobre o nUmero de cruzamentos no campo aberto de animais que receberam

a injecao intra-SCPD de salina ou noradrenalina

Tratamento Numero de cruzamentos
Salina/Salina 44,88 + 1,85
Salina/NA 47,11 + 3,04
Propranolol/Salina 46,00 £ 4,52

Propranolol/NA 38,13 + 3,40
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, testamos a hipotese de que a noradrenalina injetada intra-
SCPD teria um efeito do tipo ansiolitico e/ou panicolitico em animais expostos ao
LTE. Inicialmente, investigamos se a administracdo intra-SCPD de noradrenalina
nas doses de 10, 30 ou 60 nmoles (experimento 1) teria efeito sobre as respostas de
esquiva inibitoria e fuga no LTE.

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que as drogas utilizadas néo
alteraram a atividade locomotora dos animais medida no teste do campo aberto.
Este dado indica que os efeitos observados no LTE ndo sejam devidos a acédo
inespecifica das drogas utilizadas sobre a atividade locomotora dos animais.

O experimento 1 mostra que a noradrenalina na dose de 60 nmoles/0,1uL prejudicou
a aquisicao da esquiva inibitéria dos bracos abertos, sugerindo um efeito do tipo
ansiolitico. Esses resultados estdo de acordo com observacdes prévias de Pelosi e
colaboradores (2009) que a injecdo de noradrenalina diretamente na SCPD induz
um efeito do tipo ansiolitico em modelos animais de conflito. Mais especificamente,
foi mostrado que a administracdo intra-SCPD de noradrenalina aumentou tanto o
namero de entradas quanto o tempo de permanéncia nos bragcos abertos em
animais submetidos ao Labirinto em cruz elevado (LCE). Em adicdo, a administracéo
intra-SCPD de noradrenalina aumentou o numero de lambidas punidas em
comparacao ao grupo controle no teste de conflito de Vogel, indicando, também, um
efeito do tipo ansiolitico. Cabe mencionar, que esse efeito ndo foi derivado de uma
possivel acdo analgésica da noradrenalina sobre o beber punido nem resultante de
um aumento do estimulo de beber agua nos animais submetidos ao teste (PELOSI

et al., 2009).
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Além disso, dados ndo publicados de nosso laboratorio reforcam o efeito do tipo
ansiolitico da noradrenalina administrada na SCPD. Assim, foi mostrado que a
noradrenalina aumenta o numero de transicfes no teste Claro/escuro, um modelo
animal de ansiedade desenvolvido por Crawley e Goodwin (1980) que tem como
principio o conflto entre a propensdo do animal em explorar um espaco
desconhecido e estar num ambiente iluminado que tem propriedades aversivas
sobre o comportamento do roedor. Esses pesquisadores mostraram que drogas de
eficacia clinica comprovada no tratamento da ansiedade, como o0s
benzodiazepinicos clonazepam e clordiazep6xido, aumentam o numero de

transicdes entre o compartimento escuro e o iluminado.

Diferentemente da esquiva inibitéria, ainda no experimento 1, ndo foram observadas
alteracdes em relacéo a resposta de fuga dos animais que receberam injecao intra-
SCPD de noradrenalina em comparacao ao grupo salina. Essa auséncia de efeito da
noradrenalina sobre a resposta de fuga também foi observada por Estrada e
colaboradores (2016) em animais expostos ao LTE. Estes resultados indicam que o
sistema noradrenérgico da SCPD nao participa da resposta de fuga no LTE,
sugerindo que outros sistemas de neurotransmissores atuem modulando essa
resposta nesse modelo animal. Na mesma direcdo, Muller (2010) mostrou que a
administracdo sistémica do antagonista seletivo de receptores alfa-2 adrenérgicos
ioimbina facilitou as respostas de imobilidade, trote e galope (respostas do repertorio
etolégico do animal experimental no modelo de estimulacdo elétrica da SCPD
consideradas como fuga do animal), sugerindo um efeito do tipo panicogénico.
Porém, quando administrada diretamente na SCPD, a ioimbina ndo apresentou o
mesmo efeito, sugerindo que o efeito da administracéo sistémica seja mediado por

areas distintas a SCPD.
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Em continuidade aos efeitos da noradrenalina, estudos anteriores de eletrofisiologia
realizados por Jiang e colaboradores (1992) mostraram que a administracao in vitro
de adrenalina sobre 150 neurdnios da substancia cinzenta periaquedutal (SCP)
gerou respostas excitatorias em 35% (52 células) e inibitorias em 45% (68 células)
das células testadas, além de ndo gerar respostas em 20% delas. Além disso,
utilizando uma solucéo de salina modificada com magnésio (bloqueando a liberacao
sinaptica) esses autores mostraram que o efeito inibitorio da adrenalina foi mediado
por mecanismos pré e pos-sinapticos, enquanto o efeito excitatorio estaria
relacionado a um mecanismo pos-sinaptico. Essa sugestdo deriva da observacao
de que 50% (7/14) das células que foram inibidas pela adrenalina apresentaram uma
resposta inibitéria antes e apos a infusdo da salina modificada, enquanto que 75%
(6/8) dos neurdnios que foram excitados pela adrenalina mostraram a resposta
excitatéria antes e apds a infusdo da salina modificada com magnésio.
Semelhantemente, Vaughan e colaboradores (1996) mostraram que a noradrenalina
teve o mesmo efeito sobre os neurdnios em cortes histolégicos da SCP, onde houve
despolarizacdo em 66% dos neurdnios testados e hiperpolarizacdo em 33% deles.
Esses efeitos produzidos pela noradrenalina, semelhante a adrenalina, foram
igualmente distribuidos na SCPD.

Em relacdo ao possivel efeito do tipo ansiogénico da noradrenalina sugerido por
Cecchi e colaboradores (2002a a 2002b), os resultados da participacdo do sistema
noradrenérgico tanto na regiao central da amigdala quanto na porcao lateral do
nacleo leito da estria terminal (NLET) nos modelos de ansiedade utilizados (teste de
interacéo social e LCE) s6 foram observados nos grupos submetidos ao estresse de
imobilizacdo, uma vez que a administracao de antagonistas seletivos alfa-1, beta-1 e

beta2-adrenérgicos ndo alteraram o comportamento dos animais submetidos aos
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modelos de ansiedade sem o estresse de imobilizacdo em comparacdo ao grupo
controle. Esses autores também observaram que o estresse de imobilizacdo causou
um aumento na concentracdo plasmatica do horménio adrenocorticotrofico
(Adrenocorticotropic hormone — ACTH) e de noradrenalina extracelular do NLET
quantificada por microdialise. A administracdo do antagonista seletivo alfal-
adrenérgico benoxatian reduziu a liberacdo do ACTH quando administrado na
porcdo lateral do NLET, sugerindo uma participacdo do sistema noradrenérgico
dessa estrutura na modulacdo do eixo HPA. Porém, o mesmo efeito ndo foi
observado apds a administracdo do benoxatian na porcdo central da amigdala ou da
injecdo de uma associacdo dos antagonistas betal-adrenérgico betaxolol e beta2-
adrenérgico ICI 118,551 na porcao lateral do NLET. Isso reforca a hipétese que a
noradrenalina pode atuar de forma distinta em diferentes estruturas relacionadas a
ansiedade e por mecanismos e receptores especificos.

Em seguida, objetivando verificar a participagdo dos tipos de receptores
noradrenérgicos no efeito do tipo ansiolitico da noradrenalina no presente estudo,
realizamos um pré-tratamento intra-SCPD com os antagonistas nao seletivos alfa-
adrenérgico fentolamina e beta-adrenérgico propranolol nos experimentos 2 e 3,
respectivamente. Nossos resultados mostraram que o pré-tratamento com a
fentolamina, em uma dose que por si ndo teve efeito, atenuou o efeito do tipo
ansiolitico da noradrenalina, visto que, ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos Salina/NA e Fentolamina/NA. Semelhantemente, o pré-tratamento com o
propranolol também atenuou o efeito do tipo ansiolitico da noradrenalina. Assim, de
uma forma interessante, nossos resultados sugerem a possivel participacdo de
receptores alfa e beta-adrenérgicos dos neurbnios da SCPD no efeito da

noradrenalina injetada intra-SCPD sobre a resposta de esquiva no LTE.
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A participacao dos receptores alfa e beta-adrenérgicos no efeito do tipo ansiogénico
da noradrenalina foi observada em estudos anteriores, onde a administracdo do
antagonista seletivo alfa-1 noradrenérgico benoxatian ou de uma mistura de
antagonistas seletivos beta-1 e beta-2, betaxolol e ICI 118,551 respectivamente,
atenuaram o efeito do tipo ansiogénico da noradrenalina, aumentando a exploracéo
dos bracos abertos no LCE em comparacdo ao grupo veiculo (CECCHI et al.,
2002b). Cabe aqui lembrar que esse efeito dos antagonistas foi observado apenas
Nnos grupos que passaram pelo estresse de imobilizacao.

De forma semelhante, Hott e colaboradores (2012) observaram uma participacéo
dos dois tipos de receptores, alfa e beta-adrenérgicos, na expressdo do medo
condicionado contextual, visto que, a administracdo intra-NLET de fentolamina e
propranolol reduziram o freezing e as respostas autonémicas eliciadas pelo modelo
animal utilizado.

Nossos resultados nd&o mostraram efeito da administracdo intra-SCPD dos
antagonistas por si, sugerindo que a neurotransmissdo noradrenérgica na SCPD nao
estaria envolvida na expressao das respostas de esquiva inibitéria e fuga no LTE.
Contudo, quando a noradrenalina é administrada diretamente na SCPD promove um
prejuizo na aquisicdo da esquiva inibitéria que foi atenuado pelos antagonistas alfa e
beta-noradrenérgicos. Essa observacdo também foi realizada por Soares e
Zangrossi (2004) em relagcdo a administragéao intra-SCPD de antagonistas seletivos
para receptores serotoninérgicos 5-HTia, 5HT-2a € 5-HT2c. Os antagonistas nao
foram capazes de por si apresentarem efeitos sobre o comportamento dos animais
no LTE, mas foram capazes de bloquear os efeitos do tipo ansiogénico e panicolitico

da serotonina administrada intra-SCPD.
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Com base nos resultados encontrados em nosso estudo pode-se observar também
o papel modulatério da SCPD nos comportamentos defensivos relacionados com o
TAG. Como dito anteriormente, essa estrutura mesencefalica é largamente
relacionada com o TP e atualmente tem sido implicada também no TAG. A
administracdo de 5-HT na SCPD facilitou a aquisicdo da esquiva inibitoria, o que
sugere um efeito do tipo ansiogénico para esse neurotransmissor, além de
demonstrar a participacdo dessa estrutura mesencefalica na modulacao da resposta
de esquiva inibitéria e, assim, no TAG (ZANOVELI et al., 2003). Conforme
McNaughton e Cor (2004) e Graeff e Guimardes (2012) a SCPD, assim como a
amigada, o cortex pré-frontal e a por¢cdo medial do hipotalamo, participa tanto da
resposta de fuga (relacionando-se com o TP) quanto na esquiva inibitoria
(relacionando-se com TAG). Porém, sua participacdo seria maior na reposta de fuga
do que na esquiva inibitéria, onde poderia estar relacionada com a quiescéncia
defensiva, entendida como uma postura de baixa movimentagdo do animal,
semelhante ao freenzing, mas posturalmente distinto desse comportamento em
situacbes ambientais desfavoraveis geradas em niveis elevados de ansiedade
(MCNAUGHTON e COR, 2004).

Em conjunto, os resultados do presente estudo sugerem um envolvimento da
neurotransmissao noradrenérgica na SCPD, via receptores alfa e beta-adrenérgicos,
em reacgOes defensivas associadas com o TAG, mas ndao com o TP em animais
submetidos ao LTE. Os resultados obtidos nesse trabalho fortalecem outros estudos
relacionados a participacdo da noradrenalina na ansiedade. Para uma melhor
compreensdao dos mecanismos envolvidos no efeito da noradrenalina seréo

necessarios outros estudos visando determinar quais subtipos de receptores
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adrenérgicos estdo mediando a acdo desse neurotransmissor na SCPD sobre as

respostas de esquiva inibitéria e fuga no LTE.
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