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periaquedutal (SCPd) com microinjecdo local de bicuculina (bic; 40 ng/0,2
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comparado ao grupo tratado com veiculo e bicuculina, de acordo com a
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“Q visionério cientista tinha montado seu equipamento no prédio de pes-
quisa amplo e aberto em sua propriedade. Jor-El ndo tinha assistentes porque
ninguém mais em Krypton entendia exatamente o que ele estava fazendo; na
verdade, alguns outros pareciam se preocupar. As pessoas de seu planeta esta-
vam satisfeitas. Muito satisfeitas. Por outro lado, Jor-EIl raramente se deixava
sentir complacente ou satisfeito. Como poderia, quando ele podia imaginar fa-
cilmente tantas maneiras de melhorar o mundo? Ele era uma verdadeira ano-
malia na ‘sociedade perfeita’.

(...) Jor-El deu um passo a frente. Ele j& havia sentido muitas vezes a
deliciosa emocdo da descoberta, a onda do sucesso que vinha quando a experi-
éncia dava os resultados que estavam previstos ou, melhor ainda, quando algo
maravilhosamente inesperado acontecia. Esse portal tinha o potencial de gerar
ambas as situacdes.

Maravilhado, Jor-El se aproximou do portal vazio. Ele ndo via nada -
absolutamente nada -, um vécuo insondavel no ar. (...) O portal continuou em
siléncio, um vacuo que drenava toda luz e som. Para o proximo teste, Jor-El
prendeu uma lente teleobjetiva de cristal a um telescdpio que retirou de um
equipamento ocioso numa das paredes do prédio de pesquisa. Cuidadosamente
ele estenderia a haste com a lente através da barreira, permitiria que ela foto-
grafasse o ambiente do outro lado e depois retiraria a ferramenta. Examinaria
as imagens e determinaria qual seria o préximo passo. E testaria o ar, a tempe-
ratura e o ambiente daquele outro universo.

Mais cedo ou mais tarde, contudo, sabia que estava destinado a explora-
lo.”

(Kevin J. Anderson, Os ultimos dias de Krypton, pags. 13-17.)



RESUMO

DE PAIVA, Y. B. Evidéncias farmacoldgicas de uma interacdo entre vias opioides e
GABAEérgicas reciprocas entre o coliculo inferior e a substancia cinzenta periaquedutal
dorsal: papel do receptor opioide do tipo k¥ na modula¢do do comportamento de defesa.
2020. 102 p. Tese de doutorado. Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP. Ribeirdo Preto,
2020.

A inducdo de comportamentos defensivos em animais de laboratério constitui um
potencial modelo de medo inato para o entendimento de transtornos emocionais humanos. A
microinjecdo de um antagonista de receptores GABA-A (bicuculina) em animais de laboratdrio
provoca respostas defensivas associadas a ataques de panico. Alguns estudos convergentes tém
demonstrado a existéncia de uma complexa interacdo entre conexfes mediadas por peptideos
opioides enddgenos e vias neurais mediadas por GABA. Nosso grupo mostrou a presenca de
um duplo elo conectivo opioide entre neurdnios do coliculo inferior e a substancia cinzenta
periaquedutal dorsal. Tem sido proposto que os neurdnios opioides exercem uma influéncia
sobre os interneurénios GABAEérgicos, 0s quais, por sua vez, exercem um controle inibitério
ténico sobre estruturas mesencefalicas que elaboram o medo. Assim, em nivel mesencefalico,
0s peptideos opioides podem atuar na desinibicdo dos neurdnios tonicamente inibidos pelo
GABA, contribuindo, portanto, para a expressdo dos comportamentos defensivos. No presente
trabalho, utilizamos técnicas de estimulacdo quimica (com administracdo central de bicuculina)
da coluna dorsal da substancia cinzenta periaquedutal (SCPd) com o objetivo de avaliar o efeito
da microinjecédo de antagonistas opioides por via intracolicular ou intra-SCPd na elaboragéo de
respostas defensivas organizadas pela SCPd ou ClI, respectivamente. Nossa hipdtese considera
gue a neurotransmissao opioide deprime a atividade de vias GABAérgicas que se projetam tanto
ao coliculo inferior quando as colunas dorsais da SCP, facilitando a elaboracdo das respostas
defensivas induzidas pelo blogueio de receptores GABAérgicos do tipo A em cada uma das
estruturas abordadas neste estudo. Efetivamente, o bloqueio de receptores opioides kappa seja
no CI, seja na SCPd causou um significante efeito panicolitico, reduzindo a intensidade de
respostas de alerta defensivo, de imobilidade defensiva e de fuga. Esses dados sugerem uma
modulacdo opioide reciproca entre as estruturas do tectum envolvidas com a elaboragéo do
medo e do péanico.

Palavras-chave: comportamento defensivo; antagonista opioide; transtorno de panico; receptor k.



ABSTRACT

DE PAIVA, Y. B. Pharmacological evidence for opioid disinhibitory and GABAergic
inhibitory links between the inferior colliculus and the dorsal periaqueductal grey matter:
the role of k-opioid receptor in the modulation of defensive behaviour. 2020. 102 p. Ph
Thesis. Ribeirao Preto Medical School of the University of Sdo Paulo. Ribeirdo Preto-SP, 2020.

The induction of defensive behaviours in laboratory animals is a potential model of in-
nate fear for understanding human emotional disorders. Microinjection of a GABA-A receptor
antagonist (bicuculline) in laboratory animals elicits defensive responses associated with panic
attacks. Some convergent studies have demonstrated the existence of a complex interaction
between connections mediated by endogenous opioid peptides and neural pathways mediated
by GABA. Our group showed the presence of a disinhibitory opioid connective link between
inferior colliculus and dorsal periaqueductal grey matter neurons. It has been proposed that
opioid neurons exert a modulatory influence on GABAergic interneurons, which, in turn, exert
a tonic inhibitory control over mesencephalic structures that organizes fear-induced behaviours.
Thus, at the mesencephalic level, opioid peptides can exert a disinhibitory actions on GABAer-
gic inhibitory projections to mesencephalic tectum, thus contributing to the expression of de-
fensive behaviours. In the present work, we used a selective GABA-A receptor antagonist
(bicuculline) microinjected either in the dorsal column of the periaqueductal grey matter
(dPAG) or in the inferior colliculus (IC), respectively, to elicit innate fear-related behavioural
responses. Our hypothesis considers that opioid neurotransmission depresses the activity of
GABAergic pathways that project both to the IC and to the dPAG, facilitating the elaboration
of the defensive responses induced by intratectal blockade GABAergic receptors in each of the
structures addressed in this study. Effectively, the blockade of kappa opioid receptors in both
IC and dPAG caused a significant panicolytic-like effect, reducing the intensity of defensive
alert, defensive immobility and escape responses. These data suggest a reciprocal opioid mod-
ulation between the structures of the tectum involved in the elaboration of fear and panic.
Keywords: Defensive behaviour; panic attacks; GABA-A receptor; k-opioid receptor; inferior

colliculus; dorsal columns of the periaqueductal grey matter.
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1.1 Neuroanatomia — revisitando a historia

Este trabalho ndo poderia comecar de outra forma sendo retomando o desenrolar das
descobertas do nosso objeto de estudo: o encéfalo. A curiosidade e a necessidade de desvendar
sua estrutura e mecanismos de agdo, moveu 0 Homem desde a antiguidade e nos move ainda
hoje. Afinal, cada descoberta ao longo dos séculos abriu espaco para novas perguntas, e desco-
brir a etiologia e tratamento de algumas doencgas inerentes a esta estrutura ainda requer trabalho
arduo.

Antes que soubessem com maior acuracia sobre a atividade encefélica, os seres humanos
de civilizacdes pré-historicas ja relacionavam a cabeca e seu contetido com algo mistico e alvo
terapéutico e, neste campo, a trepanacao era uma pratica constante. A trepanacao trata-se do ato
de perfurar o cranio e sua principal indicacdo possivelmente eram dores fortes na cabeca, con-
vulsdes, alteracdes mentais, além das razdes que envolviam as crengas misticas dessas culturas.
Os cranios encontrados com esta perfuracdo continham alguma regeneracao 6ssea nas bordas,
mostrando que muitos sobreviveram por muito tempo apos o procedimento. Esses cranios da-
tam a partir do periodo neolitico (até 10.000 anos) e, dentre as civilizagdes praticantes da tre-
panacao, observa-se que as andinas pré-colombianas foram as que a fizeram esse procedimento
com maior frequéncia, e datam de 2 a 3 mil anos (RIBAS, 2006).

A palavra “cérebro” e as suas caracteristicas circunvolugdes surgem pela primeira vez,
no que se conhece como o registro mais antigo encontrado: um papiro egipcio transcrito por
volta de 2000 a.C.; nele se encontram também varias anotac6es sobre diagnosticos e tratamen-
tos que eram utilizados pelo sumo sacerdote Imhotep. Um dos diversos casos descritos nesse
hierdglifo descreve um paciente que teve uma fratura na cabeca e, ao palpar o cérebro nesta
regido, ocorria a perda da fala. Este relato parece ser a primeira correlacao entre funcdo da fala
e regido cerebral, muito embora esta relacdo entre morfologia e funcdo ainda néo tivesse sido
estabelecida, e os egipcios acreditassem que o coracao era a fonte do espirito, sensacdes e con-
trole motor (BLITS, 1999; GEORGETO et al., 2014).

O Império Persa, também conhecido como Império Aqueménida (550-330 a.C.), pro-
porcionou um grande avango em seu apogeu, permitindo a disseccdo de cadaveres e estudos
anatomicos. Rhazes (nome abreviado de Abu Bakr Muhammad ibn Zakariya ar-Razi) viveu
entre 860 e 930, era seguidor de Hipocrates e Galeno; foi o maior clinico do mundo arabe, e
ganhou grande destaque por seu livro de anatomia, que foi referéncia por séculos. Sua obra

médica mais importante foi o Almansor (REZENDE et al., 2018, pg.131), e foi 0 primeiro a
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utilizar o termo “neuroanatomia” (SHOJA & TUBBS, 2007). Os centros médicos comegaram
a surgir na Grécia por volta de 500-400 a.C., nas regiGes de Crotona, Arigentum e C6s. Em
Crotona, Alcméon correlacionou o cérebro com as sensacfes e a cognicdo. Em virtude da dis-
seccao de cadaveres, foi possivel observar a complexidade das circunvolucbes no cérebro hu-
mano, 0 que, para ele, seria um indicativo de inteligéncia mais agucgada e superior do Homem
quando comparado a outras espécies (BAZOU, 2008). Consta, ainda, em suas reflexdes a res-
peito dos sentidos, a ideia de que as sensacfes chegariam ao cérebro através de canais sensori-
ais, chamados por ¢le de “poroi”: haveriam dois poroi responsaveis pela conexao entre os olhos
e o cérebro. Outro legado importante deixado por Alcméon foi a relagdo entre salde e doenga
(salde seria 0 equilibrio, chamada de “isonomia’’) que, segundo ele, funcionaria como o balango
entre 0s pares opostos (“dynamis”): o imido e seco, o frio e quente, 0 amargo e doce.

Avristoteles (384-322 a.C.) foi um importante filésofo grego que deixou diversas contri-
buicBes em diferentes areas do conhecimento. Foi considerado precursor do estudo das ciéncias
como uma disciplina; considerava o cora¢cdo como o local onde residia a “psyché” (“alma”), as
emoc0es e o intelecto. Acreditava que o homem se diferenciava dos animais pelo intelecto, que
ele caracterizava como a vontade de conhecer e pensar. Além de embriologista e taxonomista,
introduziu o conceito de anatomia comparativa (CASTRO & LANDEIRA-FERNANDEZ,
2011).

O desenvolvimento do estudo da neuroanatomia teve um grande salto através do médico
grego Herophilus (335-255 a.C.), quem desenvolveu uma metodologia criteriosa na disseccdo
de cadaveres, que o permitiu registrar mais de 600 dissecacfes. Acreditava que era a emogcao,
a inteligéncia e consciéncia que residia no cérebro. Descreveu meninges, ventriculos, a mem-
brana aracnoide, diferenciou tenddes de nervos e, também, a protuberancia da confluéncia dos
seios venosos na regido occipital (homenageada como “torcula de Herophilus”) (BAY & BAY,
2010).

Com a consagragdo do Cristianismo e crescimento do Império Romano (200 d.C. e
300 d.C.), houve um declinio consideravel da préatica de dissec¢cdo humana, que s voltou a ser
expressiva novamente com a chegada do Renascimento. Na Idade Média, apesar da criacdo de
universidades prestigiadas até hoje, a influéncia da igreja foi determinante no declinio do de-
senvolvimento cientifico, pois era considerado pecado e desrespeito ao Homem. A Universi-
dade de Padua, na Italia, utilizou cadaveres de pessoas executadas pela justica ou de indigentes,
tornando-se pioneira no ensino da anatomia humana (REZENDE et al., 2018, pg.126). Claudius

Galeno (131-192 d.C.), filésofo e médico do imperador romano Marcus Aurelius Antoninus
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(121-180d.C.), fundamentou a teoria ventricular e sugeriu a ocorréncia de fungdes corticais por
area (GEORGETO et al., 2014).

Com o fim da Idade Média e surgimento do periodo Renascentista, um macigo progresso
no desenvolvimento cientifico passou a se desenvolver, com estudos sobre astronomia, mate-
matica, fisica, anatomia, etc., e esse avan¢o em diversos &mbitos do conhecimento inaugurou
mais tarde a Ciéncia Moderna. Na Renascenca, o cerne dos interesses eram 0 Homem, as cién-
cias e as artes, sendo o século XVI considerado como século da anatomia. A reintroducéo da
disseccdo humana pelo cirurgido e anatomista Remondino de Luzzi (1270-1326 d.C.) reflete o
interesse cada vez maior em conhecer o corpo humano. Ele sistematizou a disseccao de cada-
veres, elaborou 0 manual de disseccédo e o primeiro texto anatdbmico: Anathomia Corporis Hu-
mani (1316), considerado referéncia pelos 250 anos seguintes (PILCHER, 1906).

A arte renascentista trouxe mais realidade em suas obras, e 0 conhecimento anatémico
foi imprescindivel para criar esse efeito. Leonardo da Vinci (1472-1519) destacou a conexdo
direta de nervos com o cérebro, omitindo o sistema ventricular na interpretacdo dos sentidos
(del MAESTRO, 1998). Seu interesse pela medicina comecou atravées da leitura das obras de
autores, como Galeno de Pergamo, Remondino de Luzzi e Avicena. Por um periodo de 15 anos,
Leonardo retratou com detalhes 6rgéos e elementos dos sistemas anatdmicos do corpo humano,
além de participar de diversas disseca¢des do corpo humano e de outros animais.

Os maiores avangos no que tange ao conceito e a0 modo de ensino da anatomia foram
feitos por Andreas Vesalius (1514-1564). Seus métodos de dissec¢do eram inovadores e dis-
pensava a participacdo de cirurgides. O ensino de anatomia na universidade entre o século X1V
e metade do seculo XV1 era feito baseado na leitura de um texto (Anathomia de Mondino dei
Liucci e, no século XVI, por textos de Galeno), com um cirurgido assistente apontando as es-
truturas descritas em um cadaver. Vesalius inovou o ensino de anatomia ao fazer ele mesmo as
dissecacOes e demonstracBes no cadaver. Além disso, a ampla utilizacdo de ilustracfes em seu
livro “De Humani Corporis Fabrica” (1543) conferiu uma compreensdo melhor dos préprios
textos anatbmicos e uma marca incontestavel no ensino da anatomia. Sem qualquer sombra de
duvidas, na Renascenga, a arte tornou-se cientifica (KICKHOFEL, 2003).

Costanzo Varolio (1543-1575), filésofo e médico, exteriorizou por completo o cérebro,
e foi o primeiro a mostrar a ligacao do cérebro com a medula espinal, designada posteriormente
de ponte de Varollo (ZAGO & MERAVIGLIA, 2009). Em uma de suas publicacdes, ele tam-
bém fez comentarios sobre o hipocampo, peddnculos cerebrais e valvula ileocecal. Pela sua
abordagem de dissecacdo valorizar a base do cranio — nunca feita antes — Varolio também des-

creveu os tratos da medula espinhal e o caminho dos nervos cranianos. Sugeriu que a medula
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espinhal tinha quatro tratos: dois anteriores relacionados com a sensacgao e dois posteriores que
carregavam fibras do cerebelo. Sem divida, nosso atual entendimento da neuroanatomia se
deve muito ao seu trabalho (TUBBS et al., 2008). Esta técnica revolucionaria de dissec¢do —
um corte paralelo em nivel da base do cranio — permitiu a Thomas Willis (1621-1675) fazer um
estudo mais acurado sobre a circulacdo da base do cranio. Ele demonstrou a conexao entre a
circulacdo carotidea e a vertebral (posteriormente conhecida como poligono de Willis). Esta
nova informacdo foi imprescindivel para entender esta sobreposicdo de sistemas arteriais na
irrigacao cerebral, podendo, entdo, compreender e esclarecer melhor algumas manifestacdes
clinicas oriundas de déficits de irrigagdo. Willis foi o primeiro a utilizar o termo neurologia, em
seu livro “A anatomia do cérebro e nervos” (FEINDEL, 1962; CAPLAN, 2000). Como médico
e anatomista em Oxford, realizou disseccdes e experimentos em peixes, anfibios, répteis, aves,
mamiferos e em seres humanos, e reuniu todas essas observacfes sobre anatomia e fisiologia,
e sua contribuicdo foi notavel ao dar a nogao de sistema, nesse caso, sistema nervoso (BATES,
1965).

Contemporaneo de Willis, o médico e anatomista Franciscus Sylvius (1614-1672) des-
creveu o aqueduto cerebral (aqueduto de Sylvius), a cavidade do septo pelucido e o sulco lateral
do cérebro (sulco de Sylvius Félix Vicq d’Azyr (1748-1794) foi um expoente da sua época:
médico e historiador, reformador social e anatomista. Em sua obra, ele enfatizou a importancia
das correlagdes anatomo-funcionais, pois era necessario integrar a funcao para estudar a forma,
e vice-versa. Além disso, ele produziu um livro sobre a anatomia do cérebro, o qual continha
ilustracGes coloridas e descricdes sobre diferentes secdes cerebrais (em sua maioria no plano
axial) (VAN GIIN, 2009). Sua principal contribuigéo foi a descrigdo anatdmica da face medial
do cérebro. Acompanhando essa mesma linha de abordagem, combinando anatomia e fisiolo-
gia, Luigio Rolando (1773-1831) foi pioneiro ao descrever a chamada Fissura de Rolando, um
sulco localizado ao longo da regido frontal e parietal (CAPUTI et al., 1995; PARENT, 2007).

Chegando a fase contemporanea, que marca o inicio do século XIX até os dias atuais,
predomina a busca pela compreensdo da capacidade cognitiva do cérebro. Franz Joseph Gall
(1756-1828) afirmava que ndo existia uma funcéo especifica para uma &rea determinada, como
afirmava Rolando. Franz defendia que a organizacdo do comportamento podia ser observada
através de caracteristicas faciais externas. Ele acreditava que cada sentido correspondia a uma
parte do cérebro e, ademais, o tamanho do 0sso subjacente era diretamente proporcional a im-
portancia desta funcdo, bem como a personalidade do individuo (KARENBERG, 2009).

Apesar de muito lembrado pela frenologia, Franz Gall foi também um anatomista e des-

cobridor renomado. Ele e seu aluno, Johann Gaspar Spurzheim, contribuiram com o avango no



23

conhecimento de tratos nervosos, nucleos cranianos, decussagdo do trato piramidal e signifi-
cado das comissuras. Além disso, considerava que 0 comportamento e a aptiddo inatos estavam
relacionados a regides especificas, que poderiam ser grandes (hiperativas) ou pequenas (menos
ativas ou ausentes). Ademais, Gall listou 27 tracos de personalidade que, segundo ele, se refe-
riam a areas especificas do cérebro (WIJDICKS, 2019). A comunidade cientifica criticava essas
ideias, que foram disseminadas até os experimentos do neurologista Jean Baptiste Bouillaud
(1824-1880). Jean criou e apresentou uma de suas teorias a respeito da localizacdo da fala na
Sociedade de Antropologia Francesa, na qual Paul Broca (1824-1880) estava presente (ZOLA-
MORGAN, 1995). Paul era antropologista, médico, cirurgido e anatomista, e em 1861 foi lem-
brado pelo seu relato de um dos casos mais famosos na neurociéncia: o do paciente Monsieur
Leborgne (conhecido com Monsieur Tan), que estava sofrendo de diversos problemas neurolo-
gicos devido a um trauma frontal esquerdo. Ele ndo conseguia se comunicar; tudo o que conse-
guia dizer era “tan tan” (esse déficit hoje conhecido como afasia de Broca), dai como era co-
nhecido no hospital onde esteve internado por pelo menos 21 anos. Apesar de ndo conseguir
controlar sua fala, a expressao e inflexdo da voz eram mantidas. Apos a morte de Leborgne,
Broca realizou autopsia, na qual observou uma expressiva deformacéo no lobo frontal, criando
entdo a hipdtese de que esta area teria grande relevancia com a fala (GEORGETO et al., 2014).

Com a autopsia de um segundo paciente (Lazare Lelong, 84 anos) que nao conseguia
dizer mais que 5 palavras, Broca teve a confirmagéo ao ver a lesdo numa localizagio semelhante
a encontrada em Leborgne. No entanto, Broca s6 publicou sua descoberta em 1865, com base
em mais de 25 casos estudados. Estes dois casos famosos dos senhores Leborgne e Lelong se
tornaram a referéncia desta correlagdo entre a linguagem verbal expressa e o giro frontal inferior
esquerdo, além de terem sido essenciais na fundamentacdo da neurofisiologia e neurociéncia
cognitiva (DRONKERS et al., 2007). Os trabalhos de Broca inspiraram Charcot e Gower. Jean-
Martin Charcot (1825-1893) era médico e cientista, e foi considerado um dos pais da neurologia
moderna, além de precursor da psicanalise.

Em meados de 1870, os fisiologistas Gustav Fritsch e Eduard Hitzig estimularam eletri-
camente pequenas regides cerebrais de cdes acordados; detectaram a localiza¢éo do cortex mo-
tor ao estimular regides cerebrais distintas que acarretavam em contragdes musculares na ca-
beca, pescogo, pernas anteriores ou posteriores destes animais. O impacto positivo desta des-
coberta inspirou o neurologista inglés, David Ferrier (1843-1928) a realizacdo de novos expe-
rimentos utilizando a técnica de estimulag&o elétrica nos giros corticais expostos de cdes e ma-
cacos. Seus trabalhos proporcionaram uma nova fase da neurociéncia (GUSMAO; SILVEIRA;
FILHO, 2000).
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Os trabalhos que se seguiram tomaram por objeto de estudo a pesquisa pelas conexdes
entre as areas cerebrais, em virtude de a topografia funcional n&o ser capaz de explicar incon-
taveis dados clinicos relatados. Alfred Campbel (1868-1937) elaborou um mapa com 17 cam-
pos citoarquiteténicos, associando-0s com anatomia, patologia e fisiologia. Dessa maneira, nas-
cia o pensamento hodolégico, no qual Oskar (1870-1959) e Cecile Vogt (1875-1962) iniciaram
um amplo trabalho, no que se refere as variagdes corticais mieloarquitetdnicas das 43 &reas de
Brodmann. Posteriormente, Georg Koskinas (1885-1975) e Costantin von Economo (1876-
1931) retomaram o trabalho inacabado do casal Oskar, e reconstruiram um mapa com 107 areas
corticais (GEORGETO et al., 2016).

Karl Friedrich Burdach (1776-1847) foi o responsavel pelo conceito de pluralidade fun-
cional dada ao encéfalo, além de ter sido ele a padronizar a nomenclatura das descobertas ana-
témicas em latim. Esta modificacdo se tornou norma e, desde 1989, passou a ser usada pelo
Comité Internacional de Nomenclatura (MEYER, 1970).

Em 1956, Josef Klinger (1888-1963), que era técnico de anatomia em Basel, desenvol-
veu o método de fixacdo encefélica e técnica de disseccdo que possibilitou a demonstracao de
diversas conexdes encefalicas complexas por meio de feixes de fibras. Gragas a nova técnica
de extracdo dos encéfalos, poucas horas apos a morte, ele introduziu o congelamento logo ap6s
a fixacéo pela formalina, permitindo, assim, o refinamento da dissecgéo de fibras, resultando
em preparagdes anatdmicas que trouxeram grandes possibilidades no estudo neuroanatémico.
As contribuictes de Klinger na identificacdo de fibras encefalicas foram significativas, princi-
palmente a respeito do sistema limbico. N&o obstante, através do conhecimento que fora adqui-
rido por seu método, houve o desenvolvimento da cirurgia estereotdxica (HENSCHEN; KLIN-
GER; RIECHERT, 1953), cirurgias para tratamento de epilepsia (KLINGER; GLOOR, 1960;
GLOOR; FEINDEL, 1963), bem como novas estratégias neurocirdrgicas que revolucionaram
o tratamento de lesBes no parénquima cerebral (YASARGIL, 1994, 1999).

O inicio da fase conectiva funcional representou a necessidade de se estabelecer o elo
entre hodologia, funcdo e clinica. Com o tempo, apesar dos inUmeros avangos, as descricdes
anatdmicas macroscépicas ainda deixavam lacunas no entendimento de disfun¢des neuroldgi-
cas. Nesse contexto, no inicio do século XX, a abordagem neuropsicologica comegou a ganhar
espaco no meio cientifico. John Hughlings Jackson (1835-1911) foi um grande destaque dessa
fase, e teve particular interesse na localizacdo das epilepsias. Na época, acreditava-se que as

crises parciais (chamadas até hoje de crises “jacksonianas”) se davam por um espasmo sangui-
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neo “reflexo”, ou seja, fibras nervosas que inervam os vasos sanguineos, por acao reflexa, cau-
sariam o0 espasmo de vasos sanguineos e, assim, a crise epiléptica (KURCGANT & PEREIRA,
2003).

Jackson associou preceitos evolucionarios de Charles Robert Darwin (1809-1882) e fez
uma observacao inovadora sugerindo gque, possivelmente, a causa seria por alguma regido do
cérebro que poderia estar “doente” (GEORGETO et al., 2016). Ele cria numa espécie de hie-
rarquia do sistema nervoso, dividindo-o em centros nervosos superiores, medios e inferiores,
que funcionariam como “maquinas sensoério-motoras”. Sigmund Freud foi o primeiro a assumir
a importancia do pensamento de Jackson, ao utilizar em seu livro sobre a neurologia da afasia,
a teoria sobre a hierarquia do sistema nervoso. Esse modelo proposto permitiu a muitos outros
pesquisadores da época, como T. Ribot, P. Janet, T. Meynert, G. de Clérambault, H. Ey, além
do ja mencionado Freud. Esta abordagem teve grande importancia pois permitiu maior liber-
dade para explorar e investigar ndo s6 o funcionamento cerebral, mas também a consciéncia e
a memoria (KURCGANT & PEREIRA, 2003).

Apds a descoberta da radiacdo X através dos estudos de Wilhelm Konrad Roentgen
(1845-1923; ANDERSON, 1999), em 1895, buscou-se investigar coordenadas para que identi-
ficassem estruturas encefalicas sobre as imagens radioldgicas de cranio que passaram a ser ob-
tidas. P. Marie, Foix e Bertrand, em 1915, durante a | Guerra Mundial, destacaram-se pelo
estudo que fizeram em cadaveres, introduzindo hastes metélicas em perfuragdes cranianas nas
areas pretendidas e obtiveram imagens radiologicas. Apds a aquisicdo das imagens, removeram
0s cérebros e estudaram os locais atingidos pelas hastes. Isto resultou no estudo chamado “Re-
lagoes radiogrdficas existentes entre os sulcos e giros cerebrais e suturas cranianas” (RIBAS,
2006).

Diversos tratados e atlas classicos se seguiram contendo ilustragdes minuciosas relaci-
onando as suturas cranianas com sulcos e giros cerebrais, tal como fizeram naquele trabalho de
1915. Algumas obras de destaque: O Tratado de Anatomia Regional de Medicina e Cirurgia
do Cérebro e da Medula Espinal de Krause (1912), o Tratado de Anatomia Topogréfica de
Testut e Jacob (1932) e o Atlas de Anatomia Humana Topogréfica e Aplicada de Pernkoff
(1980), que foi publicado pela primeira vez em 1963. O cirurgido Victor Horsley (1857-1916),
considerado o “Pai da Neurocirurgia”, realizou diversos trabalhos experimentais em animais de
laboratdrio, destacando-se no desenvolvimento do método estereotaxico (1908), como pioneiro
na estimulacao cortical transoperatdria dos giros pré e pds-central em seres humanos, bem como
descreveu a localizacdo do cortex motor anteriormente ao sulco central, em 1885 (RIBAS,
2006).
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O termo estereotaxia (do grego estereo: espago, e taxia: disposicao, arranjo) foi pensado
por ele juntamente com o matematico e engenheiro R. H. Clark, que trabalharam mutuamente
para elaborar 0 método que possibilitaria a localizacdo com base em coordenadas tridimensio-
nais relacionadas com referéncias cranianas externas. O primeiro atlas sobre o assunto abordou
temas referentes a cranios de macacos Rhesus. Com o desenvolvimento da pneumoencefalo-
grafia por Walter Dandy (1918), os conceitos e técnicas estereotaxicas foram mais bem elabo-
rados para aplicacdo em seres humanos. E.A. Spiegel e H. T. Wycis desenvolveram o primeiro
sistema de estereotaxia para seres humanos, em 1947. Anos mais tarde, eles publicaram o pri-
meiro atlas de coordenadas estereotaxicas do encéfalo humano, utilizando seu proprio método
para tratar epilepsia, dores cronicas, disturbios do movimento e afec¢des psiquiatricas (RIBAS,
2006).

O norte-americano Harvey Cushing (1869-1939) foi o responsavel por desenvolver o0s
pilares da préatica neurocirdrgica nos Estados Unidos, e suas observacdes sobre a anatomia to-
pografica e funcional do cérebro foram mais tarde confirmadas por Wilder Penfield (1891-
1976) em seus estudos, que culminaram no conhecido mapeamento dos cortices motor e sensi-
tivo em 1937 (RIBAS, 2006).

O estudo do neur6nio, bem como a investigacao de sua estrutura e fungéo, foram dando
origem, paulatinamente, a neurociéncia contemporanea, especialmente pelo advento dos exa-
mes de imagem. A neurociéncia moderna retine todas as ferramentas e conhecimentos ja dis-
poniveis em diversas areas do conhecimento, como fisica, biofisica, matematica e sistemas de
informacdo. Os modelos neurofisioldgicos e neuropsicoldgicos, embora fundamentais, ainda
careciam de mais dados para formulacédo das hipoteses, e 0 avango na metodologia de aquisicao
de imagens é, sem duvida, um grande marco.

A partir da descoberta da tomografia computadorizada por G. Hounsfield e posterior
desenvolvimento por volta dos anos 1975 (HOUNSFIELD, 1973), foi possivel observar direta-
mente as estruturas encefalicas das lesdes intracranianas, e isso proporcionou grande avango na
pratica neurolégica e neurocirdrgica. Aos cientistas Felix Bloch e Edward Purcell € atribuida a
descoberta da ressonancia magnética. Com o desenvolvimento dessa técnica, as imagens obti-
das ofereciam uma riqueza no que se refere a definicdo anatdbmica superior as imagens de to-
mografia. Além dessa vantagem, a ressonancia magnética proporcionou um método de estudo
sobre fisiologia e fisiopatologia, estudos de difusdo, de constituicdo bioquimica de lesdes e,
mais recentemente, o estudo de fungdes corticais (ressonancia magnética funcional) e dos tratos

encefalicos (neurotractografia por tensdo de difuséo).



27

Embora a tecnologia continue a favorecer a investigagdo neuroanatémica e neurofunci-
onal, é nitida a riqueza que as imagens e ilustragdes trouxeram ao estudo e ensino da anatomia.
Nesse campo, Frank Henry Netter, artista e médico, largamente conhecido de médicos e outros
profissionais da area médica de todo o mundo, teve grande destaque no seculo XX. Suas ilus-
tracdes eram distribuidas através de folderes ou cartGes para os médicos, quando, em 1989, foi
publicado seu Atlas de Anatomia Humana (NETTER, 2011). Suas ilustragcdes constituem um
dos melhores exemplos de uso desta “ferramenta” para o ensino de conceitos, como o proprio
Frank escreveu em 1949, “...0 esclarecimento de um assunto € 0 objetivo de uma ilustracéo.
N&o importa o quanto é bela a ilustragdo, o quao delicado e sutil um assunto possa ser, mas tem
pouco valor como ilustracdo médica se ndo se presta a esclarecer algum assunto médico” (MI-
SULIS & HEAD, 2008). Cada vez mais contando com recursos como arte, fotografia, exames
de imagem, a obra Microneurosurgery, de M. Gazi Yazargil recebeu grande destaque pela ri-
queza com a qual ilustra vérias estruturas anatdmicas voltadas a neurocirurgia (MOON; FILIS;
COHEN, 2010). Também no século XX, tivemos 0 advento dos exames de imagem que possi-
bilitaram a correlacéo entre anatomia topografica e atividade em determinada funcdo. Esta nova
possibilidade de combinar diversas abordagens de analises estruturais, com analises funcionais,
trouxe uma dimenséo multimodal, conferindo mais possibilidades de interpretagdes sobre fisi-
opatologias.

Recentemente, em um video publicado no canal oficial de sua equipe — Neuroscience
Research Australia (NeuRA) — na plataforma YouTube, o neurocientista George Paxinos dis-
cute o mapeamento encefalico em 3D e revela a descoberta de uma nova estrutura: o “ntcleo
endorestiforme”, localizado dentro do peduinculo cerebelar inferior (também conhecido como
corpo restiforme). Essa estrutura ndo foi encontrada nem em macacos Rhesus, nem em saguis
analisados, sugerindo que esse nucleo possa contribuir para um controle motor fino. Paxinos
confirmou a existéncia desta estrutura enquanto usava uma técnica de coloragdo cerebral que
desenvolveu para tornar imagens dos tecidos cerebrais mais claras, o0 que tornou esse nlcleo
mais evidente por sua densa coloracdo e também porque as areas circundantes sdo negativas
(PAXINOS, 2018).

Por fim, o famoso trecho da carta de Isaac Newton para Robert Hooke, em 5 de fevereiro
de 1676, dizia que “Se eu vi mais longe, foi por estar sobre ombros de gigantes”. Este breve
historico € uma inspiragcdo e também uma homenagem ao trabalho incansavel e instigante de
todos os estudiosos — da Antiguidade aos dias atuais — que buscaram/buscam desvendar a neu-
roanatomia e neurofisiologia, que sdo as bases para compreender os mecanismos de funciona-

mento encefélico, bem como as patologias a ele inerentes.
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1.2 O estudo da emocao sob a perspectiva neurocientifica

Emocdes e sentimentos sdo conceitos diferentes: enquanto o primeiro refere-se a acdes
orquestradas pelo cérebro, que atuam gerenciando altera¢gdes em todo o corpo, sentimentos séo,
por definicdo, a experiéncia mental daquele conjunto de alteragBes que esta ocorrendo interna-
mente. Nao temos controle volitivo das emoc6es: diante de um estimulo externo ou interno, a
emocao surge automaticamente e vem associada a uma escala de valéncia, na qual um estimulo
positivo gera um comportamento de aproximacgao, enquanto o estimulo negativo gera um com-
portamento de afastamento. Sentimentos s&o, portanto, a percepg¢do consciente e parcial de
emoc0es, e esta diferenca é neuroanatdmica e fisioldgica, ja que se consideram circuitos cere-
brais distintos para cada uma dessas funcdes (DAMASIO et al., 2000).

Muito embora o tema tenha sido explanado sob diferentes aspectos desde a Antiguidade,
aqui foi dedicado como ponto inicial da historia, o caso de Phineas Gage, pois dada a descri¢do
do que lhe ocorreu ha quase 172 anos, € que foi impulsionada a elucidacdo das bases neurais
das emocdes.

“Gage ja ndo era Gage”, diziam seus amigos ap6s o acidente em 13 de setembro de
1848, que se tornou um caso classico dos livros-texto de neurologia. A barra de ferro com 3
cm de didmetro e 109 cm de comprimento, entrou pela bochecha esquerda de Phineas P. Gage,
atravessou a parte frontal do cérebro e saiu pela parte superior do cranio, do lado oposto. Apds
perder a consciéncia momentaneamente, teve crises convulsivas e foi atendido pelo médico
John Harlow. Indo além de todas as expectativas, Gage sobreviveu: com fun¢des cognitivas
preservadas, estava apto a novos aprendizados, com memoria intacta, fala e movimento manti-
dos; porém, os sinais de uma drastica mudanca em sua personalidade comecgaram a surgir ainda
em sua convalescenca (DAMASIO et al., 1994).

Quem era Phineas Gage antes do acidente, e qual a importancia do seu caso no estudo
das emocgdes? Os relatos falam sobre um homem responsavel, inteligente, querido por colegas
e idosos. Passados alguns meses do seu acidente, ele se tornou uma pessoa desrespeitosa e
grosseira, sem demonstrar qualquer respeito pelas convencdes sociais e bastante irresponsavel
—morreu em 1861, sem dinheiro e epiléptico. Apds 20 anos do seu acidente, 0s recursos da

neuropsicologia experimental ainda eram limitados, entdo Harlow correlacionou as evidéncias
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perceptiveis da mudanca comportamental de Gage com a leséo na regido frontal, e seu caso foi
tdo extraordinario por levar a hipdtese de que algumas estruturas no cérebro poderiam ser res-
ponsaveis pelo raciocinio moral e comportamento social, mas pela falta de autdpsia e mais evi-
déncias anatémicas sobre a area da lesdo, na época 0 caso ndo recebeu a mesma relevancia
cientifica como os contemporaneos Broca e Wernicke (DAMASIO et al., 1994).

Harlow soube da morte de Gage decorridos 5 anos, entéo insistiu junto a familia para
que fizessem a exumacao do corpo, assim o cranio poderia ser mantido como um registro mé-
dico. Pelo empenho de John Harlow, que coletou informacgdes com parentes e amigos de Gage,
esse caso historico foi registrado em dois artigos: “Passagem de uma Barra de Ferro Pela
Cabeca” (1948) e “Recuperacédo da Passagem de uma Barra de Ferro Pela Cabeca” (1868).
O cranio e a barra de ferro (que havia sido enterrado ao lado de Gage) hoje se encontram no
Museu Médico Anatdmico Warren da Universidade de Harvard e representa o marco historico
da investigaco a respeito das bases bioldgicas do comportamento (DAMASIO et al., 1994;
SABBATINI, 1997).

Vérias teorias foram propostas desde entdo, buscando qual regido do cérebro estaria
envolvida na elaboracao das emocdes, e também compreender qual sua importancia bioldgica.
Charles Robert Darwin (1809-1882), em sua obra “The Expression of the Emotion in Man and
Animals” (1872), abordou principios gerais da expressdo, como 0s meios de expressao nos ani-
mais, expressdes especiais de animais e do Homem (choro e sofrimento; desanimo, ansiedade,
tristeza, abatimento, desespero; alegria, bom humor, amor, ternura, devocao; reflexdo, medita-
¢do, mau humor, determinacdo; odio e raiva; desprezo, nojo, culpa, orgulho, desamparo, paci-
éncia, afirmacdo, negacdo; surpresa, espanto, medo, horror; preocupagéo, vergonha, timidez,
modeéstia) (CASTILHO, 2010). Segundo Darwin, a expressdo das emo¢des tanto em animais
guanto em seres humanos decorria de mecanismos evolutivos — selecdo natural. Outro grande
pensador da época foi William James (1869-1910); filésofo e psicélogo americano, foi consi-
derado o “pai da psicologia” na América. James trabalhou independentemente com o neurolo-
gista e psicélogo dinamarqués Carl Lange (1834-1900) em uma teoria que explicasse a origem
das emocdes, que ficou conhecida como a teoria James-Lange.

O artigo “What is an Emotion?” (1884), marca a busca por trazer a psicologia ao campo
das discussoes cientificas da época. James defendeu a hipotese de que “as mudancas corporais
seguem diretamente a PERCEPCAO do fato excitante, e que a nossa percepcao dessas mesmas
mudancas assim que elas ocorrem E a emo¢do”, e trouxe para o cerne dos avancos da época

sobre neuroanatomia e fisiologia que,
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E claro que a questo fisioldgica surge: como as mudangas sdo sentidas? Depois de
produzidas, através dos nervos sensoriais dos 6rgdos trazendo para o cérebro um re-
latorio das alteracBes que ocorreram? Ou antes de serem produzidas, através de nossa
consciéncia das correntes nervosas que saem em seu caminho descendente para as
partes que estdo para excitar? (JAMES, 1884)

Algumas limitacOes sobre esta perspectiva de James decorrem do fato de que ele tratou
0 processo da emocéo como algo mais inerente ao corpo e trouxe menos questionamentos sobre
0 possivel papel da emocéo no ambito da cognicdo e comportamento (JAMES, 1884).

Em discordancia com a teoria de James-Lange, a Teoria da Emocdo de Cannon-Bard
(1927), desenvolvida pelos fisiologistas Walter Cannon (1871-1945) e Phillip Bard (1898-
1977), prop6s que a informacéo sobre o estimulo emocional entra no cérebro através do tdlamo
e dele seguiria por duas vias: cortex cerebral (cognicdo) ou para a amigdala e hipotdlamo, que
causariam as reacées no corpo (RATEY, 2002). Cannon pesquisava sobre a resposta fisioldgica
do corpo mediante a uma situacao que precisasse de grande energia, a “reagdo de emergéncia”,
sendo essa resposta adaptativa e mediada pelo sistema nervoso simpatico (SNS). Para Cannon,
a resposta para o mecanismo da emocdo estava unicamente no cérebro e seria um processo
independente da interpretacdo da mente a respeito do que estava acontecendo no corpo, con-
forme James acreditava (LEDOUX, 1996).

Na década de 60, Stanley Schacter e Jerome Singer conduziram uma série de experi-
mentos com grupos de pessoas para elucidar como elas explicariam as mudancas fisioldgicas
sentidas. Os participantes eram informados que receberiam uma nova droga para testar a visao;
porém, sem que soubessem, recebiam injecdo de adrenalina ou placebo. Eles deveriam ficar
numa sala com o assistente de laboratério que, como parte do protocolo, estaria euférico ou
irritado. As pessoas submetidas ao teste relataram que se sentiram felizes ou com raiva, depen-
dendo do ambiente criado pelo assistente. Mediante os resultados, observaram que quando uma
emocdo é sentida, a pessoa busca as respostas no contexto ambiental imediato. A teoria Schater-
Singer sugeria que, mediante um estimulo do ambiente, o cérebro receberia esse feedback por
meio da excitacdo fisioldgica do corpo e passaria entdo a avaliar/interpretar/decidir qual emo-
cdo estaria ocorrendo (RATEY, 2001).

Em 1937, Heinrich Kluver e Paul Bucy descobriram e descreveram as alteragdes impor-
tantes que ocorreram no comportamento de macacos apds seus experimentos de lobectomia
bilateral. O comportamento resultante foi denominado como sindrome de “Kluver-Bucy”, ca-
racterizada por “agnosia” visual, exacerbacdo de comportamento oral, hiperfagia, hipermeta-

morfose, comportamento sexual sobreabundante e perda da agressividade e medo (SANVITO
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et al., 1982). Dessa forma, consideraram o complexo amigdaloide como centro da emogéo.
James Wenceslaus Papez (1883-1958) prop6s, no mesmo ano, que o talamo divide a informacéo
através de dois circuitos: um responsavel pela resposta cognitiva e outro pelas reacdes excita-
torias fisiologicas (RATEY, 2001). O circuito de James Papez fazia a interligacdo do hipo-
campo, nucleos mamilares, nicleos taldamicos anteriores e giro do cingulo, e propunha o hipo-
tdlamo como estrutura-chave da expressdo emocional.

O neurocientista canadense Haldor Enger Rosvold (1916-1997) descobriu, junto com
seus colaboradores (1954), que o comportamento social de macacos Rhesus (dominancia social)
era reduzido com a remogédo dos complexos amigdaloides. Pierre Paul Broca, neurologista fran-
cés (ja citado), foi pioneiro no mapeamento das fungdes cerebrais com base nas observacgdes de
seus pacientes com dano na regido medial, e deu o nome desta area de “grand lobe limbique”,
devido ao formato semelhante a uma borda (limbus em latim; PESSOA & HOF, 2015).

Dessa maneira, a retomada do termo criado por Broca para descrever esta area, somada
as evidéncias experimentais sobre as estruturas propostas no circuito de Papez, o conceito de
sistema limbico foi surgindo. Trata-se, entdo, de um circuito neuronal formado pelo hipotalamo,
complexo amigdaloide, nicleos da base, area rostral do lobo frontal, cerebelo e septo (o hipo-
campo se insere por seu papel na consolidacdo da memoria relacionada a emocgao) que atua na
organizacdo das respostas emocionais e impulsos motivacionais (PAPEZ, 1937; COSENZA,
1990; DROR, 2001; PERGUER et al., 2006). Ressalta-se ao leitor, no entanto, que ndo ha um
consenso definitivo sobre todas as estruturas que participam deste sistema, visto que ha outras
aqui ndo mencionadas que possuem comunicacdo direta com 0S processos emocionais e res-
postas autondmicas. Neste ponto, farei uma pausa sobre este assunto para retoma-lo mais adi-
ante, abrangendo mais especificamente as bases neurais aqui mencionadas, ap6s a apresentacdo
das principais teorias subsequentes, de acordo com a linha cronolégica.

Paul MacLean (1913-2007), médico e neurocientista norte-americano, desenvolveu a
teoria do “cérebro trino”, que propde que as trés unidades distintas do cérebro se desenvolve-
riam em tempos evolutivos diferentes também. O cérebro reptiliano, mais primitivo, inicia o
desenvolvimento ainda no Utero e desempenha as fungdes mais bésicas (como o controle da
homeostase, respiracéo, ciclo de sono, etc.). A segunda parte é o cérebro emocional ou limbico:
localizado no centro do Sistema Nervoso Central (SNC), engloba o controle de todas as emo-
cOes e inicia seu desenvolvimento a partir do nascimento do bebé. A terceira parte do chamado
cérebro trino é a mais jovem: o cérebro racional ou neocortex. Abrangendo a maior parte de

nosso cortex cerebral, coordena o planejamento, percebe tempo e contexto, antecipa a¢des, além
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de ser capaz de inibir comportamentos inadequados: pondera e limita impulsos e comportamen-
tos (VAN DER KOLK, 1994) no que se refere a regido rostral do lobo frontal.

Para o neurocientista britdnico Raymond Joseph Dolan, as emocdes contribuem para a
fixacdo de crencas pois, segundo ele, elas influenciam a cognicéo. Por meio da neuroimagem
da atividade cerebral em tempo real, ele observou que as emog6es funcionam como um sistema
que sinaliza situacOes, contexto ou contingéncias, independentemente se sédo boas ou néo. Atra-
ves dessa sinalizacdo, uma representacao de valor é dada (emoc¢es), culminando numa resposta
(agir ou ndo) de acordo com o contexto. O contexto por sua vez, também pode influenciar a
resposta, 0 pensamento e a capacidade de decisdo (DOLAN, 2002).

A abordagem comportamental constitui um outro brago do estudo das emogdes. Ed-
mund Rolls (2014), psicologo e neurocientista britanico da University of Oxford, investigou as
emoc0des observaveis na recompensa e punicao, de forma que, segundo este pesquisador, o re-
forco primario, que € capaz de potencializar o desempenho, foi geneticamente moldado medi-
ante a selecdo natural, para estimular a codificacdo de recompensas e puni¢des primarias. Para
Rolls, as emocdes sdo estados extraidos e detectados; porém, ndo constituem resposta. Para ele,
as estratégias comportamentais visam o alcance de objetivos, como a sobrevivéncia e a repro-
ducdo (ROLLS, 2014).

Anténio Damaésio (2018), neurocientista portugués da University of South California,
estuda as emogdes segundo a perspectiva de uma interacdo corpo-cérebro, por vias quimicas e
nervosas. A emocao seria, portanto, uma expressio mental do estado homeostatico (DAMA-
SIO, 2018). Joseph LeDoux (1949- ), neurocientista da New York University, concentra sua
pesquisa nos mecanismos cerebrais da memaria e da emocgdo. Tem demonstrado o papel crucial
da amigdala nas reac6es defensivas iniciadas por ameagas ambientais (LEDOUX, 2020).

Do que foi exposto até 0 momento a respeito do desenvolvimento do préprio conceito
de emocdo e as teorias sobre seu mecanismo, faz-se necessario a partir de agora ressaltar as
bases neurais deste “sistema das emo¢des”, no qual cada componente interage de forma com-
plexa e ndo-hierérquica, apesar de ndo estar completamente elucidado o seu funcionamento.
Mais especificamente, darei énfase ao que permeia 0 medo e a forma pela qual a resposta a esta
emocdo é elaborada por estas estruturas neurais, pois sera o alicerce para abordar mais adiante
os disturbios deste sistema de forma mais fundamentada.

Responsavel pelas fungdes essenciais que vao de detectar (até mesmo pelas expressodes
faciais), gerar e manter as emocdes envolvidas com o0 medo, a amigdala também coordena as

respostas apropriadas a ameaca e perigo. Como visto anteriormente (experimento de Kluver-
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Bucy), a lesdo desta estrutura causa perda da capacidade de reconhecer o medo, reduz a emo-
cionalidade, ao passo que a estimulagdo produz um estado de vigilancia e atencdo aumentadas,
bem como produz ansiedade e medo. Sabemos atualmente das projecdes para o cortex que a
amigdala envia, que contribuem para que haja o reconhecimento da experiencia¢do do medo,
bem como o processamento emocional a partir de processos cognitivos. No que diz respeito ao
processamento das emog0es, a amigdala estd intimamente ligada ao hipotdlamo que, desde o
circuito proposto por Papez, apresenta-se como uma estrutura crucial neste processamento.

Como uma central que recebe informac6es de areas distintas, a amigdala retne todas as
informagdes recebidas, por meio de conexdes excitatorias e inibitorias, a partir de vias corticais
e subcorticais, de todos os sistemas sensoriais. As vias sensoriais, visuais, auditivas, olfatdrias,
tatil e associadas a dor, chegam ao complexo amigdaloide por meio dos ndcleos basolaterais
(PHELPS & LEDOUX, 2005). Além disso, o0 ndcleo lateral também € um importante nucleo
de onde avia de saida de informacdes relativas as emogdes inatas e respostas fisioldgicas rela-
cionadas as emoc0es se processa. Pela via amigdalofugal ventral, que é uma conexdo eferente,
é que ocorrem as manifestacdes das emocdes percebidas pelo corpo, pela sua conexdo aos nu-
cleos do tronco encefalico relacionados com fungdes viscerais. A via amigdalofugal dorsal,
também eferente, comunica-se com os nlcleos septais, ndcleo accumbens, nicleos hipotalami-
cos e nucleos da habénula (BEAR et al., 2002; WILLIAMS et al., 2006).

Localizado acima da hipéfise, no centro do diencéfalo, o hipotalamo controla a homeos-
tase e também atua na elaboracdo de comportamentos, cuja finalidade primordial é a sobrevi-
véncia. Através das informac@es oriundas do hipocampo e do talamo ventral, atua de forma a
integrar e conduzir respostas do sistema nervoso auténomo e endécrino (CANNON & BRIT-
TON, 1925). O hipotalamo se projeta, ainda, ao tronco encefalico, em especial para a estrutura
denominada substancia cinzenta periaquedutal (SCP), a qual, juntamente com o complexo
amigdaloide, integram um sistema que atua em comportamentos do tipo defensivos, que pro-
move luta, fuga, imobilidade defensiva (“congelamento”) e imobilidade tonica. Diferentemente
da SCP, que mobiliza uma resposta rapida, mediante perigo imediato (como a ameaca de um
predador préximo), o hipotdlamo organiza estas respostas defensivas quando a ameaca esta
distante, e ha, portanto, algum tempo para organizar a estratégia de defesa mais adequada para
a situacdo. No segundo caso, o hipotalamo direciona o comportamento de fuga coordenado pela
SCP, com a participagdo de outras estruturas importantes do tronco encefalico, com os coliculos
superiores (orientacdo), coliculos inferiores (audicdo) e ndcleos cuneiformes (locomogéo)
(BRANDAO et al., 2003).
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1.3 Estratégias de defesa

O trabalho pioneiro elaborado por Darwin a partir de suas observagdes sobre os com-
portamentos defensivos dos animais, permitiu que se estabelecesse um elo comparativo para o
estudo das emocdes e comportamentos humanos (DARWIN, 1872). Com rela¢do ao compor-
tamento de defesa, sabemos que, muito embora haja diferencas intrinsecas entre espécie e gé-
nero animal, existe um padrdo comportamental evocado, e este padrdo de resposta sera depen-
dente da relagdo entre o nivel e/ou distancia da ameaca encontrada. Foi proposto por Blanchard
& Blanchard (1988) que tais estratégias de defesa possuem, ainda, uma relacao direta com es-
truturas neurais especificas que estariam envolvidas na organizacao destas respostas. Ainda de
acordo com esses autores, 0s niveis de ameaca dividem-se em potencial, distal e proximal.

Quando a ameaga nao se apresenta claramente no ambiente, é considerada como poten-
cial. Situacdes que sao potencialmente ameacadoras incluem um ambiente em que néo é possi-
vel identificar de forma precisa a ameaca (0 ambiente pode causar este impacto caso seja des-
conhecido, ou com um nivel de luminosidade que cause apreensdo, como estar muito escuro ou
muito claro). O animal entdo procura por vestigios que possam indicar a presenca de um pre-
dador, tais como o odor, ruidos repentinos, movimento. Ora, sem que haja a identificacdo da
fonte de ameaca, 0 comportamento emitido € a avaliacdo do risco predatorio que, como o pro-
prio nome indica, trata-se de um padrdo comportamental altamente motivado em que o animal
explora o ambiente com cautela, motivado a avaliar se ha ou ndo perigo, a0 mesmo tempo em
que ele o evita. Uma caracteristica importante é o fato de que, caso o animal encontre no ambi-
ente um local de esconderijo, ou que facilite a fuga se necessario, existe a tendéncia de que ele
fuja ou se esconda. No momento em que 0s sinais ou vestigios que poderiam indicar a presenca
de risco se findam, o animal emite um novo comportamento ao, finalmente, explorar a zona de
perigo. Pelo fato de ndo ter certeza ainda se o local é seguro, o0 animal o explora com extrema
lentiddo e cautela, preferindo seguir pelas margens: inicialmente ele faz rapidas incursées com
recuo igualmente rapidos, esticando o corpo para alcancar algum objeto que queira farejar, no
intuito de verificar se é seguro. A medida em que ele prossegue explorando o ambiente, e os
sinais ameacadores continuam ausentes, as incursdes sdo mais frequentes, enquanto que os re-
cuos vao ficando mais esparsos, até que em dado momento o animal volta aos movimentos
iniciais de quando ndo havia suspeita de perigo (BLANCHARD & BLANCHARD, 1988).
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Agora, considerando outra possibilidade dentro do contexto mencionado anteriormente,
numa situagdo em que nado seja possivel a fuga ou o esconderijo, a estratégia de defesa que pode
melhor garantir a sobrevivéncia é a imobilidade defensiva (congelamento). Dessa forma, o ani-
mal pode ficar totalmente imdvel evitando riscos de ser identificado por um dado predador, ou
fazer movimentos discretos com a cabeca, olhos e vibrissas (no intuito de avaliar minimamente
0 risco em seu entorno). Novamente, caso ndo haja mais indicios de ameaga, o animal retorna
ao comportamento normal. Porém, vale ressaltar que os estimulos aversivos podem se alternar
e se repetir, ou seja, podem ser de baixa predictibilidade. Portanto, cada vez que o estimulo
ameacador se repetir, 0 animal interromperd seu curso normal de comportamento, para dar lugar
a avaliagdo de risco e/ou congelamento, e esse ciclo comportamental se repetira por tempo in-
determinado. Um dado importante e que sera abordado com maior profundidade, posterior-
mente, é que este tipo de reacdo frente a estimulos ameacadores com baixa predictibilidade é
bastante similar a ansiedade (BLANCHARD & BLANCHARD, 1969; 1988). Se, por sua vez,
o0 alvo ameacador é encontrado, podem ocorrer dois tipos de comportamento: a fuga, o ataque
defensivo ou ataque especifico. A finalidade destes comportamentos €, sobretudo, a sobrevi-
véncia (BLANCHARD & BLANCHARD, 1987).

Uma vez que o estimulo aversivo (por exemplo, um predador) foi localizado, ndo faz
mais sentido o repertério de comportamentos de aproximacao cautelosa. Logo, o animal recorre
a duas novas possibilidades: fuga ou congelamento. Nao seria evolutivamente viavel que, sa-
bendo a localizacdo de seu predador, o animal permanecesse explorando o ambiente, ou ainda,
que se direcionasse até ele. Neste caso, para garantir sua sobrevivéncia, o animal fugira caso
tenha encontrado uma rota de fuga/esconderijo ou ficara imével caso a fuga ndo seja exequivel
no momento. Caso o predador esteja a uma distancia consideravel, ou seja, a um nivel distal, 0
congelamento é uma estratégia de defesa eficaz, pois, assim, existe a possibilidade de que o
individuo ndo seja visto e possa escapar assim que for mais seguro.

Por fim, o nivel de ameaca proximal se da, como o nome sugere, quando o predador
esta muito proximo ou em contato direto com sua presa. Nesta situagdo, a intensidade dos com-
portamentos de fuga é extrema ou imobilidade ténica, respectivamente, tal qual o contexto re-
guer: ndo ha mais tempo e distancia habeis para fugir de forma direcionada, orientada. As ten-
tativas de fuga dar-se-&o de forma descontrolada, sem rota de fuga, com corridas e saltos inten-
sos e nao direcionados; pode haver, também, o confronto com o predador, com movimentos de
luta defensiva; a postura também muda: o animal assume uma postura ameacadora diante de
seu predador e pode reagir com mordidas para defender-se. No caso da imobilidade tdnica,

eliciada, na maioria das vezes, pelo contado direto com o predador, o animal finge uma morte
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aparente, estando atento a novas rotas de fuga, as quais , qudo mais proximas se apresentem,
mais curta se torna a duracdo da imobilidade Tonica (referéncias: Grupo de Leda Menescal-
de-Oliveira).

A observacéo destes diferentes padrées comportamentais permitiu que fossem estabe-
lecidas correlagfes com os comportamentos de ansiedade, medo e ataques de panico. Ao longo
de muitos anos, diversos pesquisadores vém mostrando por meio de modelos etoexperimentais
que avaliam comportamentos de defesa, tais como os de avaliacao de risco, que sdo compativeis
com ansiedade, estimulados por situacdes potencialmente ameacadoras como a percepcao do
odor de um predador. O conflito entre o aproximar-se ou evitar o estimulo aversivo, ocorre em
estado afetivo similar ao de ansiedade. Ratos na presenca de um predador real e proximo, evo-
cam comportamentos de fuga ou de congelamento, representativos de medo ou panico, onde a
fuga passa a ser ndo orientada para a toca ou um local seguro, diferente do que ocorre quando
a ansiedade prevalece: o animal foge de forma orientada para a toca/local seguro (BLAN-
CHARD et al., 1993; BIAGIONI et al., 2016; COIMBRA et al., 2017; ULLAH et al., 2017;
PASCHOALIN-MAURIN et al, 2018). Ademais, por meio de abordagem farmacoldgica, essa
diferenciacéo também se estabelece. Trabalhos classicos demonstraram que 0s comportamentos
vistos em estado de medo (fuga e congelamento), relacionados com o panico, foram sensiveis
a imipramina (droga com efeito panicolitico); ao passo que 0os comportamentos de avalia¢do de
risco, compativel com estado de ansiedade, foram revertidos por ansioliticos cléssicos, como
0s benzodiazepinicos (GRAY & MCNAUGHTON, 2000; BLANCHARD et al., 2001).

Uma parte consideravel do que sabemos sobre as bases neurofuncionais das reacdes de
defesa foi embasada em experimentos com animais de laboratério. Ranson e Magnoun (1933)
fizeram a estimulacdo elétrica de areas subcorticais de gatos anestesiados e observaram que isto
causava salivacdo desses animais. Posteriormente, Hess e Briger (1943) estimularam o hipota-
lamo medial de gatos, utilizando a mesma técnica; porém, com gatos acordados, e descreveram
o que eles denominaram de “reacdo de defesa ativa”: os animais apresentaram piloere¢ao, mi-
driase, expunham garras e dentes, repertdrio este semelhante ao comportamento desencadeado
em um contexto ameagador como o encontro com um predador natural (GRAEFF & HETEM,
2004). Por volta dos anos 70-80, no Brasil, novas investigacdes foram feitas, e os dados obtidos
sustentavam a ideia da existéncia de um sistema neural de aversdo no sistema nervoso central,
pois estimulos como chogue, sons intensos ou mesmo estimulos ameacadores, estas regides
eram acionadas e a resposta consistia em um repertorio de comportamentos ligados a defesa.
Assim como na estimulagdo do hipotdlamo medial, a estimulacéo elétrica da substancia cin-

zenta periaquedutal dorsal (SCPd) provocava a mesma reacao de fuga ou de agresséo defensiva.
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Estas respostas incondicionadas de fuga/luta sdo associadas ao hipotdlamo medial, e também
ao complexo amigdaloide; estruturas estas que, quando estimuladas, causam esse padrdo tipico
de resposta que consiste em atividade motora intensa que acompanha saltos, juntamente com
alteracdes neurovegetativas, como 0 aumento da pressdo arterial, da frequéncia cardiaca, da

frequéncia respiratoria, piloerecio, micgo, defecacio e exoftalmia (BRANDAO et al., 2003).

1.4 Substrato neural do comportamento defensivo

As evidéncias trazidas de estudos anatdmicos e fisioldgicos tém enriquecido o conhe-
cimento sobre as estruturas que estdo envolvidas no medo e na ansiedade, que sdo estados emo-
cionais qualitativamente distintos. Tomados em conjunto, os dados obtidos com estudos em
humanos e também em modelos animais, os autores demonstram a existéncia de um circuito
neural Unico e integrado, que parte do sistema hipotalamico e suas projecdes aferentes e efe-
rentes para outros sitios como o complexo amigdaloide, talamo, SCP e sistema septo-hipocam-
pal (CARVALHO-NETTO, 2009). Além dessas estruturas, ha evidéncias que sustentam a par-
ticipacdo do coliculo superior e inferior neste sistema cerebral aversivo. O fato destas ultimas
serem estruturas que processam, integram e transmitem as informagdes do campo visual e au-
ditivo, remete-nos as observagdes iniciais de Darwin ao relatar que os animais iniciavam as
reacOes de defesa ao ver ou escutar sinais de ameaca. Ademais, o coliculo inferior exerce uma
estreita ligacdo anatbmica com a SCP e com o complexo amigdaloide, bem como se mostra
como uma estrutura sujeita & influéncia inibitoria de mecanismos GABAérgicos, serotoninér-
gicos e opioidérgico, e influéncia excitatoria causada pelo glutamato e aspartato (BRANDAO,
2019).

1.5 Substancia cinzenta periaquedutal

A SCP é uma regido heterogénea no que se refere a constituicdo celular: ao longo de sua
extensdo, sdo encontrados variados tipos celulares e padrdes de formas somaticas sem orienta-

cdo especifica (BEHBEHANI, 1995). Inicialmente, acreditava-se que sua estrutura consistia
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em porcOes dorsal e ventral (CONTI et al., 1988) e, posteriormente, por meio de diferentes
abordagens de neurotracamento, foi possivel observar com melhor distingdo sua morfologia,
ajudando a explicar a forma como a SCP integra suas fungdes. Um dado interessante € que esta
estrutura aparece de forma semelhante em todos os mamiferos (Figura 1), e sua morfologia,
funcdo, densidade e volume sdo entre primatas, felinos e roedores, de forma geral (SILVA &
MCNAUGHTON, 2019). Essas estruturas analogas & SCP mantém padrdes semelhantes de ex-
pressdo de RNAmM e proteina, fato que denota a importancia desta estrutura que se manteve
altamente conservada entre diferentes vertebrados durante a evolugao (O’CONNELL & HO-
FMANN, 2012).

A SCP forma uma espécie de circulo de matéria cinza, junto com o nicleo dorsal da
rafe, que circunda o aqueduto cerebral, como visto na figura 2, que mostra a divisdo dessa
estrutura em mamiferos. A maior densidade de células gliais encontradas na SCP esta na por¢édo
mais rostral, que vai diminuindo de forma gradual em direcdo a por¢do mais ventral e caudal
(BEITZ, 1985). A forma convencional de diviséo desta regido foi feita por meio de dados ana-
témicos, funcionais e bioquimicos, caracterizando-a em colunas dorsomedial (SCPdm), dorso-
lateral (SCPdI), lateral (SCPI) e ventrolateral (SCPvI), esquematizada na figura 2 (BANDLER
et al., 1991). Comumente, utiliza-se a simplificagdo “SCP dorsal” (SCPd) para se referir as
colunas dorsomedial e dorsolateral, pois estas compartilham de propriedades comuns.

Com relacdo as conexdes aferentes da SCP, ela recebe projecdes do cértex frontal,
temporal (o nucleo central do complexo amigdaloide € a Gnica regido do complexo amigdaloide
que se projeta para a SCP) (PETROVICH et al., 1996), hipotdlamo (a fonte mais densa de
projecdo para a regido periaquedutal provém das regides diencefalicas e, dentre elas, as areas
hipotalamicas séo as principais contribuintes) (MARCHAND & HAGINO, 1983; ULLAH et
al., 2017), e outras regides do mesencéfalo (SILVA & MCNAUGHTON, 2019; RIBEIRO et
al., 2005).
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Figura 1. Substancia Cinzenta Periaquedutal (amarelo) de diferentes vertebrados.
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Figura 2. Divisdo das colunas da SCP no eixo anterior-posterior (SILVA &
MCNAUGHTON, 2019). Coordenadas aproximadas segundo o Bregma de ratos retiradas
do atlas de Paxinos e Watson (PAXINOS & WATSON, 1998). DM: dorsomedial SCP; DL:
dorsolateral SCP; L: lateral SCP; VL: ventrolateral SCP; DR: nucleo dorsal da rafe; CB:

vermis cerebelar.
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Com relacao as projecdes de saida, por meio do feixe periventricular, as colunas dorsais
emitem projecdes significativas para o tdlamo, enquanto que as porc¢des ventrais inervam o
tdlamo, hipotalamo, hipocampo e cortices frontais por duas vias distintas. Além disso, também
envia projecdes para outras estruturas do mesencéfalo, dentre as quais destaca-se o coliculo
inferior (CI), com o qual esta conexdo ocorre reciprocamente (OSAKI et al., 2003). Por toda a
regido da SCP, ocorrem altas concentracdes de diversos neurotransmissores, como a acetilco-
lina, histamina, serotonina, GABA, dopamina, aspartato, orexina, concentracfes moderadas de
alguns neuropeptideos como encefalina, beta-endorfina, substancia P, bombesina, angiotensina
e P-lipotropina (EICHENBERGER et al., 2002; OSAKI et al., 2003; SILVA &
MCNAUGHTON, 2019).

Estd bem estabelecido na literatura que a principal funcdo da SCP esté relacionada
com os comportamentos de fuga/luta/congelamento, o que é bastante coerente quando observa-
mos que foi uma estrutura altamente conservada evolutivamente em diferentes espécies. Foi
visto que as reacOes causadas quando esta estrutura foi estimulada eletricamente em seres hu-
manos eram similares aos sintomas de pacientes que sofriam com ataques de péanico
(NASHOLD et al., 1969). Ademais, verificou-se que pacientes com transtorno de panico apre-
sentaram anormalidades estruturais ou bioquimicas em estruturas mesencefélicas, incluindo a
SCP (DEL-BEM & GRAEFF, 2009). Ainda em relacdo a fungdo, hd uma espécie de dicotomia
entre as regides dorsal e ventral da SCP, em que ressaltamos que a regido dorsal atua mais nas
respostas de comportamento social, comportamentos de medo e fuga, e ativacdo simpaética,
além de organizar uma antinocicep¢do serotoninérgica (COIMBRA et al., 1992); ja a regido
ventral inibe o sistema simpatico, atua na antinocicepc¢do mediada por opioide e comportamento
de ansiedade. Essa diferenca na intensidade de respostas de fuga produzidas pela SCP foi dis-
cutida anteriormente, com base nos estudos de Blanchard & Blanchard (1988), dos quais pode-
mos inferir que em um contexto de ameaca iminente, o padrdo comportamental é organizado
principalmente pela regido dorsal. Num segundo contexto, onde a ameaca é remota, ou seja, 0
perigo é incerto, a resposta evocada € organizada prioritariamente por substratos superiores € a

SCP ndo esta (ou desempenha papel secundario) envolvida.

1.6 Nucleo central do coliculo inferior
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Localizado na superficie dorsal do mesencefalico caudal, o Cl é uma das primeiras
estruturas a receber as informaces auditivas, juntamente com o nacleo do lemnisco lateral e as
retransmite para o ndcleo geniculado medial e deste ao cortex auditivo. A informacao auditiva
pode ser também proveniente principalmente de células glutamatérgicas das camadas V e VI
do cortex auditivo que se projetam ipsilateralmente ao Cl. As informag6es sobre frequéncia,
intensidade, duracéo e localizacdo de estimulos auditivos, permitem uma rica discriminacéo de
fontes sonoras diferentes e, dessa forma, o Cl integra esses estimulos e organiza uma resposta
descendente frente a eles. No que se refere a constituicdo celular, a maioria das células que
compdem o Cl sdo glutamatérgicas, que atuam recebendo e integrando os sinais advindos prin-
cipalmente do lemnisco lateral e do Cl contralateral. Ja a populacao de neurdnios GABAérgicos
sdo a minoria e inibem os neurénios do corpo geniculado medial e do CI contralateral (DRIS-
COLL & TADI, 2020).

O CI e dividido em trés cortices: nucleo central, cortex dorsal e cortex externo, dos
quais o dorsal e o externo constituem os principais locais de entrada ndo auditiva para o CI. A
respeito destas informacg6es ndo auditivas, tratam-se das informacdes que o CI envia e recebe
do coliculo superior, que correspondem a estimulos visuais, provavelmente para ajudar a ma-
pear o local, somando-se as informacdes auditivas. As entradas auditivas e visuais sao integra-
das as entradas somatossensoriais da medula espinal e de nervos cranianos, que parecem tam-
bém colaborar para a orientacdo do corpo com relacdo ao som percebido. Um dado interessante
é que o ClI é capaz de filtrar os ruidos, identificando aqueles que ndo desempenham um papel
importante (como os da mastigacédo e da respiracdo), daqueles que o tornam mais ativo, como
sons emitidos de forma inesperada e alta, ou mesmo a comunica¢do de um membro da mesma
espécie. Além disso, conforme o corpo muda de posicdo e se movimenta, a atividade do ClI
também se modifica, para buscar informac6es adicionais e discriminar com melhor refinamento
entre os sons percebidos (GRUTERS & GROH, 2012; HURLEY & SULLIVAN, 2012; DRIS-
COLL & TADI, 2020).

O CI também tem sido implicado na elaboracédo de respostas defensivas, como outras
estruturas ja citadas do sistema encefalico de aversdo. Diversos estudos utilizando animais de
laboratdrio verificaram que a estimulacdo elétrica ou quimica do Cl, ou mesmo o estimulo
aversivo como a presenca de um predador, produz um padrdo de respostas defensivas, desen-
cadeadas quando o animal sente medo, como o alerta defensivo, o congelamento e a fuga
(BRANDAO et al., 2001; TWARDOWSCHY & COIMBRA, 2015; CALVO et al., 2019; da
SILVA SOARES et al., 2019). Aléem disso, essas respostas ocorriam juntamente com analgesia
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e alteracBes autondmicas (aumento da pressdo arterial, frequéncias cardiaca e respiratdria)
(BRANDAO et al., 1993). De fato, o Cl envia fibras para o nticleo geniculado medial do talamo,
hipotdlamo, complexo amigdaloide e coliculo superior, além de realizar conexdes reciprocas
com a SCPd, estruturas estas ja bem estabelecidas na literatura como diretamente implicadas
na elaboracdo do comportamento defensivo (LEDOUX et al., 1985, 1990; BEITZ, 1990;
OSAKI et al., 2003).

Superior cotliculus

Inferior colliculus

Ventral spinocere-
bellar fesciculus

Figura 3. Disseccdo superficial do tronco cerebral; Vista lateral, capsula externa, hipo-
campo, coliculo superior, coliculo inferior (em amarelo), fasciculo espinocerebelar ventral
(Contribuigdo de Gray’s Anatomy Plates — extraido e modificado por DRISCOLL & TADI,
2020).
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Figura 4. Dissecgéo do tronco cerebral; Vista dorsal, estria terminal, radia¢do auditiva, ge-
niculado medial, coliculo inferior (em destaque; Contribui¢do de Gray’s Anatomy Plates —
extraido e modificado por DRISCOLL & TADI, 2020).

1.7 Ansiedade sob as perspectivas fisioldgica, clinica e experimental

O tema ansiedade tem ganhado grande repercussdo nos ultimos tempos, as vezes apli-
cado de forma errénea e generalista. Naturalmente, nosso corpo reage diante de algum estimulo
desafiador com mudancas fisiologicas e comportamentais, que sdo geradas para nos preparar
para responder de forma eficaz a este enfrentamento. Uma vez que a resposta ao desafio se
conclui, fisiologicamente voltamos ao estado basal. Esta capacidade de resposta foi fundamen-
tal para garantir a sobrevivéncia dos nossos ancestrais, e foi-nos passada evolutivamente, ja que
aqueles que conseguiram obter sucesso contra as intempéries e predadores aos quais eram con-

tinuamente expostos, puderam sobreviver e passar estas caracteristicas as proximas geracoes.
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Uma questdo crucial neste tema ¢ compreender que esta resposta tem um “teto”, e isto
quer dizer que uma vez que este limite seja alcangado e ultrapassado, a capacidade de responder
com sucesso ao estimulo passa a cair, como representado no grafico da figura 5. Esse grafico
advém da teoria do U-invertido, que combina as teorias negativa e positiva, originalmente pen-
sada por Yerkes e Dodson, em 1908 (BENSON, 2005). Esta relagdo sobre estresse (eixo x) e
desempenho (eixo y) explica que, para alcancar um nivel 6timo de desempenho, é necessario
algum nivel de estresse. Porém, o estresse abaixo ou acima do nivel étimo € prejudicial ao
desempenho, tal qual ocorre quando estamos diante de um evento que nos causa ansiedade,
quando entdo somos capazes de corresponder de forma eficiente e saudavel até um determinado
limite; porém, para alguns o nivel de ansiedade torna-se tamanho que sequer as atividades co-
tidianas comumente realizadas outrora com facilidade, sdo conseguidas. Temos, a partir dai a

ansiedade que determinamos como patoldgica.
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Figura 5. Lei de Yerkes-Dodson e a relacdo entre os niveis de ansiedade e a capacidade de

desempenho.

Como visto no gréfico, diante de um desafio que se impde, tanto o desempenho quanto
o0 nivel de ansiedade passam por mudancas, podendo ser adaptativas ou ndo. A ansiedade esta
sempre ligada a0 medo/apreensdo de um evento futuro e s sera adaptativa e benéfica caso
consigamos aumentar 0 nosso desempenho. Nos individuos em que a ansiedade gerada néo foi
adaptativa, ha um padrdo de sintomas que sdo comuns entre eles, como 0 medo excessivo, a

esquiva de situagGes ou ambientes ameacadores, aléem de sintomas fisicos que refletem o estado
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de alerta e medo, tal qual foi descrito em animais em um contexto desconhecido, que oferecia
sinais de um perigo que ndo era claro. Uma caracteristica marcante € a de que, para ser classi-
ficada como um transtorno de ansiedade, a resposta ocorre de forma desproporcional e é sus-
tentada pelo risco ou pelo perigo real. Além disso, apresenta-se de forma constante e persistente
(por pelo menos 6 meses), geralmente simultdnea a prejuizos sociais, ocupacionais e fisicos
importantes, como descrito no Manual Diagndstico e Estatistico de Distlrbios (DSM-5). Fisi-
ologicamente, 0 medo ocorre ao perceber uma ameaca ou perigo iminente, e a ansiedade surge
guando nosso corpo se antecipa para responder adequadamente caso seja necessario (CRASKE
et al., 2009).

Sob a perspectiva clinica, entdo, temos que os transtornos de ansiedade constituem um
grupo de distarbios que tém em comum o medo excessivo, ansiedade ou fuga/esquiva excessiva
de estimulos externos e internos. E visto que o inicio destes sintomas comeca na infancia e
podem ser altamente incapacitantes. O tratamento precisa ocorrer ao longo da vida, pois estes
disturbios tendem a ser cronicos; apesar disto, respondem bem a associa¢do de terapia cognitiva
comportamental e a abordagem farmacoldgica. A investigacao cientifica tem procurado enten-
der o mecanismo pelo qual estes disturbios ocorrem, bem como o tratamento mais adequado
(CRASKE & STEIN, 2016).

O impacto causado pelos transtornos da ansiedade é maci¢o. Por meio de pesquisas
epidemioldgicas, foi visto que pelo menos um terco da populacéo é afetada por um transtorno
de ansiedade no decorrer da vida, além desse transtorno ser mais prevalente em mulheres. Esses
distdrbios estdo associados a um elevado grau de comprometimento, elevada utilizacdo e énus
a servicos de saude e, além disso, 6nus econdmico para a sociedade. Apesar disto, ainda sdo
muitos 0s casos que ndo entram na estatistica pelo fato de os individuos afetados ndo procura-
rem assisténcia médica ou, ainda, ndo obterem um diagndstico adequado. Os estudos epidemi-
oldgicos mostraram, ainda, que ocorre uma alta comorbidade entre os transtornos de ansiedade
e outros transtornos mentais, e enquadra-se dentre um conjunto de outros fatores de risco mais
associados ao suicidio, 0 que torna evidente a importancia de investimento em pesquisa e as-
sisténcia para entender a etiologia desse distirbio (BANDELOW & MICHAELIS, 2015;
BACHMANN, 2018).

Ainda que a percepc¢éo subjetiva da ansiedade possa ocorrer de forma diferente entre
animais e seres humanos, no contexto fisiolégico e comportamental, estas reacGes parecem ser
correspondentes entre as espécies, havendo também componentes neurais que organizam esses
comportamentos de defesa de forma similar. Especialmente pelo fato dessa correspondéncia ser

ainda mais presente entre mamiferos é que muitos modelos animais de ansiedade séo utilizados
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para investigacdo pré-clinica de novas drogas, bem como a investigacdo e teste de hipoteses
fisiopatologicas relacionadas a esse disturbio.

Para o estudo dos comportamentos defensivos comumente vistos em transtornos de an-
siedade, duas abordagens podem ser utilizadas, no que se refere ao tipo de estimulo: o medo
inato ou o condicionamento cléssico. Dessa forma, um rato de laboratério, por exemplo, sem
nunca ter tido contato com um predador natural, como 0 gato ou a serpente, serd capaz de re-
conhecer a presenca de perigo ao detectar o odor destes animais e, por conseguinte, ira deflagrar
reacOes de defesa sem a necessidade de aprendizado. Por outro lado, por meio do condiciona-
mento classico, é possivel ensinar aos animais 0 medo de algo que antes ndo representava um
estimulo aversivo. Um exemplo seria associar um som ou luz de baixa intensidade (estimulo
indcuo) com a presenca de um predador (estimulo aversivo), assim, 0 som e a luz utilizados
neste exemplo, tornam-se estimulos aversivos também, e os ratos apresentardo reacoes defen-
sivas condicionadas. Portanto, o objetivo comum destas duas abordagens € permitir seu uso em
laboratério, de forma que o animal possa sinalizar e antecipar o perigo potencial no ambiente
e, assim, seja desencadeada a resposta de defesa compativel. Com base nesses fatores sao ela-
boradas medidas de ansiedade que séo capazes de corresponder com as medidas de ansiedade
em seres humanos (PAVLOV, 1927; TREIT, 1985; CRUZ & LANDEIRA-FERNADEZ,
2012).

Um outro exemplo de abordagem experimental € a estimulacdo elétrica da substancia
cinzenta periaquedutal dorsal (SCPd) como modelo experimental de ataques de panico. Em
1969, Nashold et al. haviam relatado que a estimulacdo desta area em seres humanos causou
uma série de reacdes muito semelhantes ao que é vivenciado em um ataque de panico, tais como
a dor no peito, sensagdo de sufocamento, nauseas, sensacdo de pavor e/ou morte iminentes. Ao
estimular essa mesma estrutura em ratos, de forma gradual, foi vista a resposta de alerta defen-
sivo, de congelamento e, com 0 aumento da estimulacdo, uma intensa resposta de fuga, com
corridas e saltos (COIMBRA & BRANDAO, 1993; JENCK et al., 1995; SCHENBERG et al.,
2001), e estas reacdes cessam a partir do momento em que sdo interrompidos os estimulos elé-
tricos. Visto que a SCPd e o ClI séo estruturas envolvidas nas reagcdes de medo e estdo no cerne
das investigagdes sobre as bases neurais do transtorno do péanico, serdo abordados mais profun-
damente a seguir os sistemas de transmissdo que atuam na modulacéo dessas duas estruturas e,

por conseguinte, nas respostas elaboradas pelas mesmas.
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Figura 6. Relagdo entre as estratégias de defesa, emogdes e 0 respectivo substrato neural.
Nos quadros de 1-3, temos que, em (1) a ansiedade é a emocao predominante quando o
contexto trata-se de um perigo potencial; em (2) predomina o medo, uma vez que 0 perigo
é distal; em (3) a emocéo predominante é o panico, pois 0 perigo encontra-se proximal. As
estratégias de defesa para cada situacdo estdo nos respectivos quadros. Ao centro, estao es-
quematizadas o principal substrato neural das emogdes em geral, e que participam no reco-
nhecimento e elaboracao das reagdes defensivas (Figura da autora).
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1.8 Sistemas opioidérgico e GABAérgico na modulacéo das respostas defensivas

S&o denominados opioides os compostos que, de forma geral, sdo relacionados ao
Opio; podem ser enddgenos ou sintéticos. Os receptores enddgenos consistem em trés tipos: |,
k e & (GUSTEIN & AKIL, 2005); sdo do tipo metabotropico, ou seja, acoplados a proteina G,
que atuam diminuindo a sintese do segundo mensageiro (AMPc). Estes receptores facilitam a
abertura dos canais de potassio, 0 que gera hiperpolarizacéo, e inibem a abertura dos canais de
calcio, o que impede a liberagdo do transmissor (RANG et al., 2007). Quando um ligante (en-
ddgeno ou exdgeno) se acopla a um receptor opioide, uma gama de efeitos pode ocorrer, desde
a analgesia, euforia, liberacdo de hormonios, depressado respiratoria, assim como efeitos relaci-
onados a ansiedade (WALDHOER et al., 2004). A capacidade modulatdria exercida por meca-
nismos opioides no teto mesencefalico tem sido investigada para elucidar o nivel de influéncia
deste sistema com os transtornos de ansiedade, bem como a forma como estdo organizadas estas
redes neurais (EICHEINBERGER et al., 2002; OSAKI et al., 2003). Com relacéo aos diversos
efeitos analgésicos e adversos dos opioides, acredita-se que eles ocorram por meio do receptor
M, € a morfina constitui o seu principal agonista (RANG et al., 2007).

Jé esté bem estabelecido que a estimulagdo elétrica ou quimica de estruturas mesence-
falicas, como a SCPd, camadas profundas do coliculo superior (cpCS) e nucleo central do co-
liculo inferior (NCCI), eliciam comportamentos de defesa simultaneamente com reac@es auto-
ndmicas. Outra observacdo é a de que a microinjecdo de baixas doses de morfina nessas estru-
turas é capaz de atenuar estas respostas, e em doses altas ela desempenha um perfil pré-aversivo
(BRANDAO et al., 1985, 1990; JENCK et al., 1986). Ademais, foi visto por Coimbra et al.
(1996) que a administracao intraperitoneal (IP) de antagonistas opioides ndo seletivos, como a
naltrexona e a naloxona, atenua as respostas aversivas eliciadas pela estimulacéo elétrica da
SCPd ou do coliculo superior (CS), reforcando a hip6tese de que 0s mecanismos opioides po-
dem estar envolvidos no controle destas reagdes defensivas. Posteriormente, essa hipétese foi
corroborada, demonstrando que o bloqueio de receptores opioides, tanto por antagonistas opi-
oides ndo seletivos (naltrexona e naloxona), quanto por antagonista seletivo de receptor 1 (na-
loxonazina), administrados perifericamente e centralmente, causaram aumento significativo no
limiar do comportamento de defesa eliciado pela estimulacao elétrica do CI, num claro efeito
antiaversivo (COIMBRA et al., 2000). A SCPd, as cpCS e o NCCI sabidamente participam da

organizacdo do repertorio comportamental evocado através de estimulos aversivos; todavia,
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essas evidéncias apontam para uma possivel participacéo do sistema opioide na modulagéo des-
ses comportamentos.

Esse efeito promovido por antagonistas opioides, no entanto, parecem depender do
tipo de receptor com o qual se ligam. O fato de o pré-tratamento com baixas doses de morfina
ter efeito panicolitico e, ao contrério, altas doses de morfina no CI culminarem em reacfes pro-
aversivas que ndo sao revertidas por antagonistas opioides, sugere que 0 mecanismo opioide
exerce um controle inibitério sobre estruturas que controlam estas respostas de defesa. Além
disso, a morfina tem maior afinidade pelo receptor u do que pelo kappa (k), e o Cl possui alta
concentracédo de p e moderada concentracdo de k, sendo que os efeitos antiaversivos parecem
estar relacionados com o receptor L, a0 passo que o0s efeitos panicogénicos surgem por ativagdo
de receptores k (MARTIN, 1983; JENK et al., 1983; MANSOUR et al., 1988; CARDOSO et
al., 1992; MOTTA & BRANDAO, 1993; NOBRE et al., 2000).

Outro sistema que esta envolvido na modulacdo das respostas de medo e péanico é o
sistema GABAérgico, cujo principal e mais distribuido neurotransmissor inibitorio no sistema
nervoso central € o acido y—aminobutirico (GABA) (BLOOM, 1996; KORPI et al., 2002). O
GABA é formado através da descarboxilacdo do L-glutamato pela enzima glutamato-descarbo-
xilase (GAD) e seu catabolismo é promovido pela enzima GABA-transaminase (GABA-T),
num processo de transaminacgdo em semialdeido succinico (TREVOR, 1998; STAHL, 2002).

Existem trés tipos de receptores GABAérgicos (GABA-A, GABA-B e GABA-C) e 0s
efeitos mais estudados ocorrem por meio dos receptores do tipo A e do tipo B, sendo que o
primeiro aumenta a condutancia de cloro nos neurénios, e o segundo atua via proteina G, au-
mentando a condutancia de potassio. Os receptores do tipo A s&o constituidos por uma proteina
transmembrana formada por um conjunto de cinco subunidades que se agrupam em torno de
um poro central (duas unidades a 1, duas 2 e uma y 2). Quando 0 GABA se liga ao seu receptor
do tipo A, exerce rapidamente sua acdo inibitdria: ocorre mudanca conformacional que acarreta
na abertura dos poros, havendo, por conseguinte, entrada de ions cloreto. Este receptor também
é alvo de benzodiazepinicos, barbitdricos, esteroides neuroativos e agentes anticonvulsivos di-
versos (CHEBIB & JOHNSTON, 1999; ZWANZGER & RUPPRECHT, 2005).

S&o consideraveis as evidéncias de que a disfungdo dos receptores GABAA e/ou um
desequilibrio na concentracdo de GABA no SNC tenham um papel critico na fisiopatologia do
transtorno de pénico. Uma evidéncia disso é que o aumento da concentracdo de GABA pela
administracdo de vigabatrina (que inibe irreversivelmente a GABA transaminase, aumentando
a disponibilidade de GABA no SNC) ou de tiagabina (que blogueia especificamente transpor-

tadores de GABA), promoveu efeito ansiolitico no panico induzido experimentalmente
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(ZWANZGER & RUPPRECHT, 2005). Em experimentos pré-clinicos, foi mostrado que mi-
croinjecdo de bicuculina, um antagonista seletivo de receptor GABAérgico do tipo A, em es-
truturas do teto mesencefalico causa reac6es defensivas intensas. Estas reacdes sao atenuadas
com a acdo de antagonistas opioides e, alem disso, evidéncias imuno-histoquimicas revelaram
que, de fato, o0 mesencéfalo dorsal é rico em neurdnios contendo beta-endorfina e fibras com
varicosidades positivas para opioides enddgenos, sugerindo a presenca de sinapse local. Ou-
trossim, Eichenberger et al. (2002) evidenciaram que, além de evidéncias psicofarmacoldgicas
do efeito panicolitico de antagonistas opioides, ha uma base neuroanatdmica que reforca a hi-
potese de interacdo entre estes mecanismos, de forma que ocorre uma inibicao opioide em nivel
pré-sindptico de neurbnios GABAérgicos de projecao nigrotectal. Corroborando esses dados,
Ribeiro et al. (2005) mostraram por meio de abordagens ultraestruturais a presenca de sinapses
axo-axonicas inibitdrias no teto mesencefalico e sinapses axo-somaticas/ axo-axonicas inibito-
rias na substancia negra parte reticulada (SNpr), que atuariam modulando o comportamento de
defesa.

Nosso grupo tem evidenciado de forma bem fundamentada o envolvimento de recep-
tores U e k opioides na modulacdo de comportamentos defensivos, em abordagens psicofarma-
coldgicas e investigagdes neuroanatdmicas. Além das conexdes entre SCPd, SNpr e CS citadas
anteriormente, Osaki et al. (2003) demonstraram a existéncia de conexdes reciprocas entre o
ndcleo central do Cl e as colunas dorsomedial e lateral da SCP, em nivel caudal. Embora sejam
robustas as evidéncias desta modulacdo opioide sobre neurénios GABAErgicos, 0 mecanismo
per se € complexo e parece envolver mais estruturas do neuroeixo, bem como diferentes neu-
rotransmissores. De fato, Twardowschy e Coimbra (2015) mostraram que a ativacdo de recep-
tores u e k opioides na SCPd exerce uma influéncia antagonica vista em comportamentos de-
fensivos de imobilidade e fuga, causadas pela estimulacédo elétrica e quimica do Cl. Conside-
rando essas evidéncias e também as lacunas ainda existentes, € mister o estudo de vias GABA-
érgicas e projecdes opioides na SCPd e Cl, pois estas revelam-se promissoras no entendimento

da etiologia do transtorno de panico.



2 HIPOTESE E OBJETIVOS
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2.1 Hipdtese

A hipétese do presente trabalho é que a neurotransmissao opioide deprime a atividade
de vias GABAGérgicas que se projetam tanto ao Cl quando as colunas dorsais da SCPd, facili-
tando a elaboracao das respostas defensivas induzidas pelo blogueio de receptores GABAérgi-

cos do tipo A em cada uma das estruturas abordadas neste estudo.

2.2 Objetivo geral

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar o papel da neurotransmisséo opioide e
GABAérgica no duplo elo conectivo entre o Cl e as colunas dorsais da SCP, na elaboracdo do

comportamento de defesa organizado no mesencéfalo dorsal em nivel caudal.

2.3 Objetivos especificos

Os experimentos foram conduzidos a fim de responder a estas questdes:
1. Qual o efeito da administracdo intracolicular de um antagonista opioide,
seletivo para receptor do tipo kappa, sobre as reacdes defensivas induzidas pela micro-

injecdo de bicuculina na SCPd?

2. Qual o efeito da administragéo intra-SCPd de um antagonista opioide,
seletivo para receptor do tipo kappa, sobre as reacdes defensivas induzidas pela micro-

injecdo de bicuculina no CI?



3 MATERIAL E METODO
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3.1 Aprovacao ética

Todas as sessdes experimentais foram conduzidas de acordo com normas da Comissao
de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universi-
dade de S&o Paulo (FMRP-USP) sob o processo 092/2016. Os principios éticos adotados nestes
experimentos seguem diretrizes rigidas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacéao
Animal (CONCEA) e foram avaliados e aprovados pela Comisséo de Etica em Pesquisa Animal
(CEUA-FMRP-USP). Os protocolos foram pensados de forma a garantir ndo so a confiabili-
dade dos resultados, mas também a utilizacdo minima possivel de animais. Todo cuidado e

esforco foram tomados para minimizar o sofrimento dos animais.

3.2 Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar-Hannover, com peso médio entre 270-290g,
provenientes do Biotério Central do Campus da USP em Ribeirdo Preto. Os animais foram
mantidos no biotério do Departamento de Fisiologia, do Prédio Central da FMRP-USP. Durante
todo o protocolo, os animais foram alojados (maximo de 5 por caixa) em gaiolas de acrilico,
medindo 24x18x35 cm, forradas com “maravalha”, com agua e ra¢do ad libitum. Permaneceram

em condi¢des controladas de fotoperiodo (12/12h) e temperatura (24+1°C).

3.3 Cirurgia estereotaxica

Os animais foram anestesiados por via intramuscular, com uma associacdo de clori-
drato de cetamina (100 mg/kg) e Xilazina (10 mg/kg). Apos a fixacdo da cabecga do animal no
estereotaxico para animais de pequeno porte (David-Kopff Instruments, EUA), foi aplicada li-
docaina com vasoconstritor, para assegurar a total auséncia de percep¢do dolorosa e sangra-

mento local. Apds a exposicdo da calota craniana, foram feitos trés orificios na calvaria com
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auxilio de uma broca odontoldgica acoplada a um motor elétrico. Em um dos orificios foi ros-
queado um parafuso, que serviu de apoio para o capacete de acrilico polimerisavel; nos outros
orificios foram implantadas as canulas-guia, confeccionadas a partir de segmentos de agulhas
hipodérmicas com 0.6 mm de diametro externo e 0.4 mm de comprimento, implantadas unila-
teralmente no mesencéfalo e dirigidas a SCPd e ao Cl.

As coordenadas foram obtidas do Atlas de Paxinos e Watson (2005), e tiveram o
Lambda como referéncia: (AP) = 1 mm e 0 mm, médio-lateral (ML) = 0.6 mm e 1.9 mm e
dorsoventral (DV) = 4.3 mm e 4.3 mm, para a SCPd e Cl, respectivamente (sendo cada canula
implantada na SCPd e no Cl). Depois de implantadas, as canulas-guia foram fixadas na calvaria
por uma protese de acrilico autopolimerisavel que, por sua vez, foi ancorada por um parafuso
de fornitura de acido inoxidavel. Apos a cirurgia, 60.000 U.I de penicilina G benzatina foram
aplicadas, por via intramuscular, em cada animal. Os animais também foram tratados com uma
droga analgésica e anti-inflamatdria (banamine-meglumine) na dose de 2,5 mg/kg. O periodo
de recuperacdo dos animais foi de 5 dias com agua e racdo a vontade, no biotério do Departa-
mento de Fisiologia da FMRP-USP.

3.4 Drogas

Neste estudo foi utilizada uma droga antagonista especifica para o receptor k (Nor-
binaltorfimina; Sigma) diluida em solucdo de salina fisioldgica a 0.9%, e uma droga antagonista
seletiva para o receptor GABAA,, 0 metiliodeto de bicuculina (Sigma).

As doses e 0 tempo para acdo das drogas adotadas foram de acordo com dados prévios
da literatura: Nor-binaltorfimina nas doses 0.05, 0.5 e 5.0/0.2 pL (BIRCH et al., 1987; OSAKI
et al., 2003). A desinibicdo GABAEérgica foi feita através da microinjecdo de bicuculina (40
ng/0.2 pL), apos o pré-tratamento com o bloqueador opioide ou seu veiculo, realizada 2h ap6s
microinjecdo de nor-binaltorfimina, conforme a literatura concernente (HAHN & PASTER-
NACK, 1982; LINK et al., 1986; OSAKI et al., 2003; FREITAS et al., 2005).

As drogas foram administradas por meio de uma agulha gengival curta (30G), introdu-
zida 1 mm abaixo da ponta da canula-guia. A agulha de injecdo estava acoplada a uma seringa
Hamilton (5 pL, EUA), por meio de um catéter de polietileno. A agulha foi preenchida com a
droga, enquanto que a seringa e o catéter de polietileno, com agua destilada, de modo que as

duas substancias foram separadas por uma bolha de ar. A microinje¢do foi realizada em 60
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segundos, com o auxilio de uma bomba de microinjecao eletronica, e a agulha foi deixada na
canula-guia por mais 60 segundos a fim de evitar o refluxo das solugdes injetadas no tecido

encefalico (Figura 7, quadro 2).

3.5 Equipamentos

As cirurgias estereotaxicas foram realizadas por meio de um aparelho estereotaxico de
duas torres ultra preciso, desenvolvido para cirurgias em pequenos animais (David Kopff, Ins-
truments, EUA).

As microinjecdes dos farmacos foram realizadas com o auxilio de uma bomba de mi-
croinjecdo eletrénica (Harvard Apparatus).

A estimulacéo intramesencefalica foi realizada em uma arena circular (teste de “open
field”), fabricada em material acrilico transparente, medindo 60 cm de altura x 50 cm de largura,
e seu assoalho era demarcado em doze secdes iguais.

Durante o teste, os comportamentos de defesa foram filmados de minuto a minuto, num
total de 15 minutos por animal, com uma de uma camera filmadora (Sony).

Para a perfuséo, foi utilizada uma bomba de infusdo (Master Flex® L/S TM). Os cortes
histolégicos do material foram realizados através de um micrétomo de congelamento (HM 505
E, Zeiss, Alemanha), e a localizacdo dos sitios de microinjecdo de drogas e dos locais em que
foram inseridas as canulas-guia foram avaliados com o auxilio de um microscépio de luz (Axi-

olmager ZI, Zeiss).

3.6 Procedimento experimental

Grupos independentes de animais foram utilizados (n=8/ grupo), devidamente anestesi-
ados e submetidos a cirurgia estereotaxica para implante de canulas-guia (Figura 7, quadro 1).
Apdbs um periodo de recuperacdo pds-operatorio com duracao de cinco dias, 0s animais foram
levados do biotério até a sala onde o teste de open-field foi realizado, ap6s uma habituacéo

ambiental de cerca de quinze minutos (Figura 7, quadro 2).
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Diferentes grupos tiveram ou a SCPd, ou o CI pré-tratados com microinjecao de salina
fisiologica (0.9%; 0.2 uL) ou nor-binaltorfimina (0.05, 0.5 ou 5 pg/uL). Duas horas ap6s esse
procedimento, foi feita microinjecdo de uma dose Unica de bicuculina (40 ng/0.2 pL) (Figura
8). Imediatamente apds a administracdo de bicuculina, os animais foram colocados no open-
field em uma arena circular e tiveram seu comportamento filmado por quinze minutos, para
analise quantitativa e qualitativa dos comportamentos de defesa eliciados, a saber: alerta defen-
sivo, imobilidade defensiva, fuga explosiva, saltos (levantamento concomitante das quatro pa-
tas), podendo ser acompanhada de vocalizacdo; quantificacdo do nimero de cruzamentos das
seccOes da arena (foi considerado para cada cruzamento quando o animal estivesse com as qua-
tro patas em uma das divisdes do assoalho da arena), levantamentos (apoio das patas anteriores
nas amuradas da arena ou apoio do corpo sobre as patas traseiras tendo as patas anteriores li-
vres), rotacdo (giros de 360 graus em torno do proprio eixo do animal) e autolimpeza.

O congelamento foi definido quando o animal ficou em um estado de imobilidade, por
tempo igual ou superior a 6 segundos, durante o periodo de estimulacdo quimica, acompa-
nhando-se de, no minimo, duas reacdes autondmicas, como micc¢éao, defecacdo, piloerecdo ou
exoftalmia. Animais que ndo apresentaram comportamento de fuga explosiva apds a microin-
jecdo de bicuculina foram descartados do presente trabalho, considerando que o sitio estimulado
poderia estar fora das areas pretendidas no presente trabalho, mas esses dados foram reservados
para outro possivel controle da acdo intrinseca do antagonista opioide. Os comportamentos fo-

ram quantificados por meio do software X-Plo-Rat (Versao 2005 1.1.0).

3.7 Perfuséo e histologia

Com o término de cada experimento, 0s animais foram anestesiados na proporcao de
100 mg/kg de cetamina (Ketamina, frasco de 10ml) para 10 mg/kg de Xilazina (Dopaser, frasco
de 10ml) e perfundidos através do ventriculo cardiaco esquerdo com solucdo fisioldgica (0.9%),
sequida de paraformoldeido a 4% em volume suficiente para fixar os tecidos. Os encéfalos
foram removidos e embebidos primeiramente em paraformoldeido (minimo de 48h) e posteri-
ormente em solugdes de sacarose a 10 e a 20% (minimo de 24h em cada solucéo) (Figura 7,
guadro 3). Em seguida, foram realizados cortes de 40 um de espessura no criostato e montados
em laminas de vidro, gelatinizadas, secos ao ar e corados com hematoxilina-eosina para obser-

vacgdo do sitio de microinjecdo. Posteriormente, os cortes foram analisados com o auxilio de
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microscopia de luz (Axiolmager Z1; Zeiss), e a posi¢édo das pontas das agulhas de microinjecéo
de drogas no neuroeixo foi assinalada em anagramas do atlas de Paxinos e Watson (2005).
Foram incluidos na andlise estatistica somente os animais que tiveram os pontos de microinje-

c¢do das drogas localizadas na SCPd e no CI (Figura 7, quadro 4).

3.8 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da media (EPM), e os graficos
representados na forma de scatter dot plot. Foi realizado inicialmente o teste de normalidade
de Shapiro-Wilk. Como os dados seguiram a curva de Gauss, foi realizada a analise de variancia
de um fator (ANOVA), seguida pelo teste post hoc de Newman-Keuls. Todas as analises foram
feitas com o auxilio do o software GraphPad Prism 7.00 (GraphPad Software Inc., San Diego
CA, EUA). Foram consideradas estatisticamente significativas as diferengas que apresentaram

valores de P igual ou menor a 0,05.
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Figura 7. Resumo ilustrado da metodologia utilizada. (1) Acima, representa-se o periodo em que o animal
permanece no biotério. Ao centro, esta representado o cranio do roedor, com destaque para as suturas Bregma
e Lambda, utilizadas como ponto de referéncia para a cirurgia estereotaxica, representada no campo inferior;
(2) bomba de microinjecdo para infusdo de drogas e, ao lado, representacdo do open field onde os comporta-
mentos sdo registrados por meio de camera filmadora; (3) (a) perfusdo, (b, c) retirada do encéfalo e (d) con-

servacao até a realizacéo da (4) histologia (Figura da autora).
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Figura 8. Esquema resumido da metodologia utilizada em cada experimento (1 e 2). Os diagramas esquema-
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onde foram realizadas as microinjec6es em diferentes grupos, segundo as coordenadas estereotaxicas descritas

no item 3.3.
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4.1 Efeito da administracdo intracolicular de um antagonista opioide, seletivo para receptor
do tipo kappa, sobre as reacdes defensivas induzidas pela microinjecdo de bicuculina na

substancia cinzenta periaquedutal dorsal (Experimento 1)

A microinjecdo de bicuculina na SCPd evocou comportamentos sugestivos do repertério
comportamental que constitui 0 medo inato, como a rotacdo defensiva, o alerta defensivo, a
imobilidade defensiva (“congelamento”), que podem anteceder e suceder reagdes motoras in-
tensas, marcadas por corridas explosivas e saltos, os quais denominamos de fuga (figuras 9, 10
e 11).

A analise fornecida pelo teste de variancia de uma via demonstrou que, com a micro-
injecdo do antagonista seletivo de receptor opioide do tipo k, houve diminuicdo estatisticamente
significante sobre o tempo (Fa4s =14,02; p<0,0001) e 0 nimero (Fs4s = 11,52; p<0,0001) de
alerta defensivo nas doses de 0.5 e 5 pg com relacéo ao grupo que recebeu apenas bicuculina +
veiculo (teste de post hoc de Newman-Keuls; p<0,05). Ainda na figura 9, além do comporta-
mento de alerta (A e B), também estd demonstrado o tempo e o0 nimero de congelamento. Ape-
nas a dose de 0.5 pg de Nor-binaltorfimina foi eficaz em atenuar o nimero (Fass =3,891;
p<0,0001), mas ndo o tempo (Fass = 2,176; p<0,0001) em que este comportamento ocorreu
(Figura9; Ce D).

Com relacdo ao comportamento de fuga, as trés diferentes doses utilizadas (0.05, 0.5
e 5 pg) do antagonista opioide reduziram de forma significante a duracdo (Fss0 = 18,02;
p<0,0001) e a incidéncia (Fa51 = 45,3; p<0,0001) das corridas que constituem a fuga, em com-
paracdo ao grupo controle (bicuculina + veiculo), e nao foi diferente do grupo que recebeu
apenas microinjecdo de salina, confirmadas com o teste post hoc de Newman-Keuls (p<0,05),
como mostrado na figura 10 (A e B). Os saltos também sdo comportamentos sugestivos de
medo e o pré-tratamento com a trés doses de Nor-binaltorfimina reduziu significativamente o
efeito pré-aversivo da microinjecdo de bicuculina, tanto na duracéo deste comportamento (Fa.3s
= 8,322; p<0,0001) quanto no nimero de vezes em que ele ocorreu (Fas1 = 13,96; p<0,0001).
Todavia, dentre as doses utilizadas, foi visto que as de 0.05 e 0.5 pg reduziram os saltos de
maneira ainda mais significante, nas duas variaveis analisadas de tempo e frequéncia (Figura
10; C e D; post hoc de Newman-Keuls; p<0,05).

No que se refere ao comportamento de rotacdo (figura 11; B e C), de acordo com a

one-way ANOVA, houve uma atenuacao significativa no tempo (Fa,37 = 8,484; p<0,0001) e na
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incidéncia (Fs51 = 19,31; p<0,0001) deste comportamento. As doses de 0.05, 0.5 e 5 pg foram
igualmente significativas em reduzir o nimero de rotagdes evocadas em relagdo ao grupo con-
trole. Seguindo este mesmo padrdo, as trés doses utilizadas atenuaram de forma significativa a
duracdo deste comportamento, das quais a dose de 0.05 foi ainda mais eficaz (teste de post hoc
de Newman-Keuls; p<0,05).

Quando colocados no open-field, os ratos evocam comportamentos exploratérios, que
podem dar lugar a comportamentos exuberantes de fuga, como por acdo de um antagonista
GABAEérgico, como a bicuculina. O conjunto de comportamentos que o animal evoca para se
familiarizar ao local incluem a deambulag&o pelo territorio, o que, no caso do open-field, ava-
liamos pelo cruzamento das se¢des divididas no assoalho, e o levantamento, comportamento
em que o animal pode se apoiar (membros inferiores) com/sem os membros superiores nas
paredes do aparato. Na figura 11 (A) esta representado o nimero de cruzamento para cada
grupo estudado. As doses de 0.05, 0.5 e 5 g utilizadas reverteram significativamente (post hoc
de Newman-Keuls; p<0,05) a incidéncia desse comportamento (F441 = 12,74; p<0,0001), prin-
cipalmente as de 0.05 e 0.5, quando comparadas ao grupo controle (bicuculina + veiculo).

A figura 11 (D e E) nos mostra, ainda, o efeito do pré-tratamento com doses distintas
de Nor-binaltorfimina sobre o comportamento de levantamento. A dose mais alta utilizada, de
5 ug reverteu o efeito da bicuculina de forma significativa (Fas0 = 9,123; p<0,0001) a incidéncia
deste comportamento quando comparado ao controle; embora as doses de 0.05 e 0.5 pg ndo
terem apresentado diferenca significante, sdo sugestivas de uma possivel tendéncia a aumentar
este comportamento (post hoc de Newman-Keuls; p<0,05). Com rela¢do ao tempo cujo com-
portamento foi evocado, a figura 11 (D) demonstra que a dose de 5 pg de Nor-binaltorfimina
provocou um significante aumento deste comportamento, estatisticamente diferente com rela-
¢ao a todos os grupos testados (Fas0 = 8,482; p<0,0001; post hoc de Newman-Keuls; p<0,05),

sobretudo com relacéo ao grupo controle.
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4.2 Esquematizacgdo dos sitios de microinjecao de Nor-binaltorfimina no Coliculo Inferior
e bicuculina ou veiculo na coluna dorsal da Substéncia Cinzenta Periaquedutal

Figura 9. Representacdo esquematica em diagramas do Atlas de Paxinos e Watson (2005)
de cortes coronais do mesencéfalo de Rattus norvegicus, mostrando os sitios de microin-
jecdes. Em (A) Nor-binaltorfimina (NorB) no coliculo inferior, este sendo representado

segundo as diferentes doses como segue: NorB na dose de 0.05 (+), NorB na dose de 0.5

(%), NorB na dose de 5 (¢); Em (B) bicuculina (*) ou salina (o) na SCPd.
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Figura 10. Efeito de microinjec8es de salina, Nor-binaltorfimina (NorB) ou veiculo no coliculo inferior (Cl),
sobre 0 tempo de alerta (A), nimero de alerta (B), tempo de congelamento (C) e nimero de congelamento (D)
evocados pelo bloqueio de receptores GABAérgicos na coluna dorsal da substancia cinzenta periaquedutal
(SCPd) com microinjecao local de bicuculina (bic; 40 ng/0,2 pL). Os dados sdo apresentados como média e
erro padrdo da média. p<0,001 quando comparado com o grupo tratado com salina; # p<0,05, ## p<0,01,
### p<0,001, quando comparado com o grupo tratado com veiculo + bicuculina, de acordo a ANOVA de

uma via, seguida do teste de post-hoc de Newman-Keuls.
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Figura 11. Efeito de microinje¢des de salina, Nor-binaltorfimina (NorB) ou veiculo no coliculo inferior (CI), sobre
o tempo de fuga (A), nimero de fuga (B), tempo de salto (C) e nimero de salto (D) evocados pelo bloqueio de
receptores GABAérgicos na coluna dorsal da substancia cinzenta periaquedutal (SCPd) com microinjecdo local de
bicuculina (bic; 40 ng/0.2 pL). Os dados sdo apresentados como média e erro padrdo da média. ***p<0,001,
****n<0,0001, em relagdo ao grupo tratado com salina fisioldgica; p<0,01, p<0,001, p<0,0001, quando comparado
ao grupo tratado com veiculo e bicuculina, segundo a ANOVA de uma via, seguida do teste de post-hoc de Newman-

Keuls.
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Figura 12. Efeito de microinje¢des de salina, Nor-binaltorfimina (NorB) ou veiculo no coliculo inferior (Cl),
sobre 0 nimero de cruzamento (A), tempo de rotagdo (B), nimero de rotagdo (C), tempo de levantamento (D)
e numero de levantamento (E) evocados pelo bloqueio de receptores GABAérgicos na coluna dorsal da subs-
tancia cinzenta periaquedutal (SCPd) com microinjecédo local de bicuculina (bic; 40 ng/0.2 pL). Os dados séo
apresentados como média e erro padrdo da média. *** p<0,001, **** p<0,0001, quando comparado como
grupo tratado com veiculo; # p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001, quando comparado ao grupo tratado com vei-

culo e bicuculina, de acordo com a ANOVA de uma via, seguida do teste de post-hoc de Newman-Keuls.
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4.3 Efeito da administracdo intra-SCPd de um antagonista opioide seletivo para receptor do
tipo kappa sobre as reagdes defensivas induzidas pela microinjecéo de bicuculina no coliculo

inferior (Experimento 2)

O bloqueio de receptores GABAérgicos efetuado através da microinjecdo de bicucu-
lina no CI causou, como bem estabelecido na literatura, 0 aumento significante de comporta-
mentos comumente evocados por animais em situaces de medo. Estes comportamentos cons-
tituem o alerta defensivo, a imobilidade defensiva ou “congelamento”, a rotagdo, a fuga explo-
siva acompanhada de saltos (figuras 13, 14 e 15).

Comecando pelos comportamentos defensivos como o alerta, de acordo com a
ANOVA de uma via, o pré-tratamento da SCPd com nenhuma das trés doses de Nor-binaltor-
fimina ndo causou diferenca significativa em relacdo ao controle (post hoc de Newman-Keuls;
p<0,05). Apesar disto, a dose de 0.5 pug demonstrou diferenca significativa quando comparada
ao grupo tratado com salina fisioldgica sobre o tempo em que este comportamento foi obser-
vado (Fs43 = 3,711; p<0,05). Utilizando os mesmaos critérios de analise, ndo foi observada ne-
nhuma diferenca importante quanto a incidéncia de alerta defensivo entre os grupos (Fas2=
2,534; p>0,05).

Quando o animal experiencia uma situacdo de medo intenso, a depender do contexto
e nivel de ameaca, ele pode apresentar o comportamento de congelamento, no qual ele fica
imovel por tempo igual ou superior a 6 segundos. O pré-tratamento com o antagonista de re-
ceptor opioide do tipo k mostrou-se capaz de atenuar significativamente o tempo de congela-
mento (Fs40 = 5,618; p<0,01), nas doses de 0.5 e 5 pg comparadas ao controle (grupo que
recebeu bicuculina + veiculo; figura 13 C). Com relacdo a incidéncia de congelamento, néo
foram observadas diferencas significantes entre os grupos (Fs.40= 2,58; p>0,05).

O comportamento de congelamento muitas vezes antecede uma reacdo explosiva de
fuga. A corrida intensa e vigorosa apresentada pelos animais pela acéo da bicuculina no CI foi
atenuada de forma significante em sua incidéncia (Fsz3s= 4,622; p<0,01) e duracdo (Fas3s =
11,83; p<0,0001). Como mostrado (figura 14 A e B), a Nor-binaltorfimina nas doses utilizadas
no presente trabalho (0.05, 0.5 e 5 pg) reduziram significantemente tanto a incidéncia como a
duracéo da fuga (post hoc de Newman-Keuls; p<0,05 em todos 0s casos).

A corrida e o salto compdem o comportamento de fuga. Este trabalho analisou cada
componente separadamente. Com relacdo ao nimero de vezes em que este comportamento foi
evocado (figura 14 C e D), o pré-tratamento com Nor-binaltorfimina causou um significativo

efeito panicolitico, especialmente nas doses de 0.05 e 0.5 pg (Fs31 = 5,198; p<0,01), quando
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comparado ao controle. Este efeito também se mostrou estatisticamente significante sobre o
tempo em que o comportamento esteve presente (Fs31 = 4,129; p<0.01), segundo o teste post
hoc de Newman-Keuls (p<0,05 em todos 0s casos).

No que se refere ao comportamento de rotacdo (Figura 15 A e B), segundo a ANOVA
de uma via, o pré-tratamento da SCPd com nor-binaltorfimina na dose de 0.5 pg atenuou de
forma significativa o tempo de rotagdo no grupo tratado em comparacdo ao controle (Fss1=
4,518; p<0,01).

Ainda na figura 15, temos os comportamentos que fazem parte do repertorio explora-
torio eliciado pelo animal para reconhecimento do ambiente, como o levantamento e o cruza-
mento, respectivamente (Figura 15 C e D). Apenas 0 grupo que recebeu a microinjecéo de
bicuculina no CI apresentou diferenca significativa sobre a incidéncia de levantamento (Fa 5=
2,827; p<0,05), enquanto que as diferentes doses utilizadas de Nor-binaltorfimina, aparente-
mente causaram apenas uma tendéncia a elevar este comportamento.

No que se refere ao nimero de cruzamento, como dito anteriormente, foram conside-
radas as secOes que dividem o assoalho do open-field para avaliarmos de forma quantitativa o
movimento do animal durante o teste. O pré-tratamento da SCPd com antagonista de receptor
opioide do tipo k, na dose de 0.5 g causou uma significante diminui¢do na incidéncia de cru-
zamentos (Fs,43= 3,518; p<0,05) quando comparado ao controle.
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4.4. Esquematizacao dos sitios de microinjecao de Nor-binaltorfimina na coluna dorsal da

Substancia Cinzenta Periaquedutal e bicuculina ou veiculo no Coliculo Inferior.

Figura 13. Representacdo esquematica em diagramas do Atlas de Paxinos e Watson (2005)
de cortes coronais do mesencéfalo de Rattus norvegicus, mostrando os sitios de microinje-
cdes. Em (A) Nor-binaltorfimina (NorB) na SCPd, este sendo representado segundo as dife-
rentes doses como segue: NorB na dose de 0.05 (+), NorB na dose de 0.5 (%), NorB na dose

de 5 (#); Em (B) bicuculina (¢) ou salina (o) no coliculo inferior.
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Figura 14. Efeito de microinje¢des de salina, Nor-binaltorfimina (NorB) ou veiculo na coluna dorsal da substancia
cinzenta periaquedutal (SCPd), sobre o tempo de alerta (A), nimero de alerta (B), tempo de congelamento (C) e
namero de congelamento (D) evocados pelo bloqueio de receptores GABAEérgicos no coliculo inferior (CI) com
microinjecdo local de bicuculina (bic; 40 ng/0.2 uL). Os dados sdo apresentados como média e erro padrdo da média.
* p<0,05, *** p<0,001, quando comparado com o grupo tratado com salina; # p<0,05, ## p<0,01, quando comparado
com o grupo tratado com veiculo + bicuculina, de acordo com a ANOVA de uma via, seguida do teste de post-hoc

de Newman-Keuls.
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Figura 15. Efeito de microinjec6es de salina, Nor-binaltorfimina (NorB) ou veiculo na coluna dorsal da subs-
tancia cinzenta periaquedutal (SCPd), sobre o tempo de fuga (A), nimero de fuga (B), tempo de salto (C) e

namero de salto (D) evocados pelo bloqueio de receptores GABAérgicos no coliculo inferior (CI) com micro-

injecdo local de bicuculina (bic; 40 ng/0.2 uL). Os dados sdo apresentados como média e erro padrdo da média.

* p<0,05, ** p<0,01 *** p<0,001, quando comparado ao grupo tratado com salina; # p<0,05, ## p<0,01, ###

p<0,001, quando comparado com o grupo tratado com veiculo + bicuculina, de acordo com a ANOVA de uma

via, seguida do teste de post-hoc de Newman-Keuls.
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Figura 16. Efeito de microinje¢des de salina, Nor-binaltorfimina (NorB) ou veiculo na coluna dorsal da substancia
cinzenta periaquedutal (SCPd), sobre o tempo de rotacdo (A), nimero de rotacdo (B), nimero de levantamento (C)
e nimero de cruzamento (D) evocados pelo bloqueio de receptores GABAérgicos no coliculo inferior (Cl) com
microinjecdo local de bicuculina (bic; 40 ng/0.2 pL). Os dados sdo apresentados como média e erro padréo da
média. * p<0,05, **p<0,01; # p<0,05 quando comparado com o grupo tratado com veiculo + bicuculina, de acordo

com a ANOVA de uma via, seguida do teste de post-hoc de Newman-Keuls.



5 Discussao
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O transtorno de panico é uma doenca mental altamente incapacitante. Gera um impacto
significante na qualidade de vida de pessoas por ele acometidas e também ao sistema de salde.
Dentre os transtornos de ansiedade, o transtorno de panico € o mais prevalente e sua etiologia
ainda ndo esta elucidada. As numerosas lacunas ainda existentes a esse respeito justificam a
importancia do presente estudo.

O medo, a ansiedade e 0 panico, assim como 0s comportamentos inerentes a cada estado
emocional correspondente, tém sido estudados h& décadas. Os comportamentos e emocdes cor-
relatos em animais e no homem, descritos por Darwin, somaram-se aos posteriores resultados
de estudos em eletrofisiologia. Por meio deles, ficou evidente a existéncia de um sistema ence-
falico de aversao, do qual participam estruturas, tais como o hipotalamo, tdlamo, coliculo su-
perior e inferior e SCP. Essas estruturas foram agrupadas como participantes deste sistema, ao
observar que, quando estimuladas eletricamente ou quimicamente, causavam nos animais tes-
tados, reacdes defensivas como a fuga ou congelamento.

Foi proposto por Blanchard & Blanchard (1988) a existéncia de estratégias diferentes
de defesa e que estas ocorrem em funcédo do nivel de ameaca presente, classificadas como po-
tencial, distal ou proximal. A literatura também mostra que os sintomas descritos por pacientes
que sofrem de um ataque de panico foram eliciados com a estimulacgéo elétrica da SCP em seres
humanos (NASHOLD et al., 1969). Experimentalmente, essas reac@es vigorosas de fuga ex-
plosiva que cursam com saltos e alteracGes autonémicas sao eliciadas em ratos quando se de-
param com seu predador natural (ameaca proximal). De maneira semelhante, a desinibicdo GA-
BAérgica e a estimulacdo quimica (seja por bloqueio do receptor GABA-A ou estimulacdo de
receptores NMDA, respectivamente) e elétrica da SCPd e do CI causam estas respostas com-
portamentais intensas em ratos (BRANDAO et al., 1988; MELO et al., 1992; COIMBRA &
BRANDAO, 1993; COIMBRA et al., 2006). O fato destes comportamentos serem semelhantes
e correlatos ao quadro clinico do transtorno de panico possibilitou que fosse estabelecido como
um bom modelo para o estudo com animais de laboratério.

Diversos trabalhos apontaram para o envolvimento de outros sistemas atuando no con-
trole das respostas defensivas elaboradas pelo teto mesencefalico, tais como o serotoninérgico
(COIMBRA & BRANDAO, 1993; CASTILHO & BRANDAO, 2001; BORELLI et al., 2004),
o0 opioide (JENCK et al., 1986; BLANCHARD et al., 1997; EICHENBERGER et al., 2002;
RIBEIRO et al., 2005) e 0 GABAérgico (COIMBRA et al., 1989; COIMBRA & BRANDAO,



de Paiva, Y.B. 75

1993; BRANDAO et al., 2005), e a complexidade destas conexdes refletem o desafio de com-
preender 0 exato mecanismo neural que modula esses comportamentos defensivos implicados
no transtorno de panico. O caminho pelo qual o presente trabalho buscou para responder algu-
mas questdes partiu dos achados de Osaki et al. (2003), que mostraram a existéncia de vias
neurais que se conectavam de forma reciproca duas estruturas ricas em neurénios opioides, o
ndcleo central do Cl e a SCP. Somado a isso, outros estudos evidenciaram que a SCP contém
os dois tipos de receptores opioides (U e k). Ademais, vérias pesquisas observaram efeitos opos-
tos de opioides em respostas comportamentais do tipo ansiedade e do tipo panico em diferentes
modelos experimentais, cuja explicagdo parece estar atrelada a dependéncia da dose ou o tipo
de receptor opioide envolvido (JENCK et al., 1986; BRANDAO et al., 1988, 1993; EICHEN-
BERGER et al., 2002; RONCON et al., 2013).

A hipotese que tem sido apontada por varios pesquisadores € a de que 0s receptores U
opioides causam efeitos ansioliticos e os do tipo k induzem a efeitos ansiogénicos, o que expli-
caria o fato de que a administragéo de baixas doses de morfina atenuam os comportamentos do
tipo panico, enquanto que a microinjecdo de altas doses causam efeitos panicogénicos, possi-
velmente por acdo dos receptores do tipo k (MOTTA et al., 1995; BRANDAO et al., 1999;
NOBRE et al., 2000). Twardowschy et al. (2015) investigaram a ativagédo de receptores do tipo
H e k opioides na SCPd com ativacdo quimica e elétrica do CI. Seus resultados mostraram que
0 pré-tratamento de estruturas do tectum utilizando uma dose do agonista 1, causou efeito pa-
nicolitico, enquanto que o pré-tratamento de estruturas do tectum com uma dose do agonista de
receptor k, teve efeito panicogénico. Todavia, a divergéncia nos efeitos causados por agonistas
e antagonistas opioides despertou 0 nosso interesse e nos motivou a investigar de forma mais
especifica essa relagdo entre dose e efeito. Por esse motivo, para responder a primeira pergunta
desse estudo, nosso primeiro passo foi a realizacdo de uma curva dose-efeito do antagonista de
receptor k sobre as reac6es defensivas induzidas pela microinjecao de bicuculina na SCPd.

Com o bloqueio de receptor GABA a na coluna dorsal da SCP, confirmamos os resul-
tados prévios que mostram comportamentos sugestivos de medo intenso, com fugas explosivas
gue cursam com saltos, aumento do alerta defensivo e congelamento. Os resultados deste tra-
balho demonstraram que o pré-tratamento com o antagonista seletivo para receptor k teve um
claro e consistente efeito panicolitico. Com relacdo ao alerta defensivo, a atenuacao estatistica-
mente significante deste comportamento ocorreu nas trés doses, sendo ainda maior conforme o

aumento da dose utilizada.
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No que se refere aos comportamentos de fuga, salto e rotacdo, as trés diferentes doses
foram capazes de abolir ou tornar quase ausente estas respostas defensivas. Ao avaliar o con-
gelamento, as trés doses de nor-binaltorfimina utilizadas como pré-tratamento no CI foram sig-
nificativamente capazes em atenuar este comportamento, mas somente a dose de 5 pg, tornou
esta reagdo quase que ausente. De maneira geral, 0 antagonismo de receptores kappa opioides
no Cl apresentou um claro efeito panicolitico sobre as respostas evocadas por blogueio de re-
ceptor GABAA na SCPd.

Um efeito similar foi relatado por Calvo et al. (2019), que demonstraram que ratos tra-
tados com concentracdes elevadas do antagonista seletivo de receptores opioides do tipo kappa,
no CI, apresentaram efeito panicolitico mesmo com a administrag&o de bicuculina in situ. Ou-
tros estudos demonstraram que o pré-tratamento com Nor-binaltorfimina inibiu significativa-
mente a ansiedade provocada pela microinjecdo de altas doses de morfina na SCPd (MOTTA
& BRANDAO, 1993; MOTTA et al., 1995). Essas evidéncias estdo em consonancia com 0s
resultados do presente estudo e corroboram a hipétese de que 0s neurdnios opioidérgicos atuam
sobre interneurdnios GABAEérgicos, inibindo-os, e, por conseguinte, o teto mesencefalico fica
menos inibido tonicamente por aferéncias GABAérgicas. Dessa maneira, as vias de aminoaci-
dos excitatdrios, menos inibidos pelo controle de interneurdnios GABAEérgicos, contribuiria
para o comportamento defensivo exacerbado.

Foi demonstrado pelo nosso grupo que as camadas profundas do coliculo superior fazem
conexdes reciprocas com a SCPd e que a substancia negra parte reticulada atuou no controle da
expressao de comportamentos induzidos por medo inato (EINCHENBERGER et al., 2002).
Esses dados forneceram uma base morfoldgica para os efeitos antiaversivos observados por
meio da administracdo central de antagonistas de receptores opioides (COIMBRA et al., 1996).
Possivelmente, a modulacdo opioide exerce 0 mesmo tipo de controle inibitorio sobre vias GA-
BAGérgicas, desta vez, vistas nas projecdes nigro-tectais, sendo confirmados esses efeitos por
abordagens morfoldgicas, psicofisioldgicas e psicofarmacoldgicas. Em 2013, da Silva et al. ob-
tiveram 0 mesmo efeito antiaversivo com a microinjecéo de antagonistas opioides seletivos para
o receptor kappa em doses mais elevadas, sobre estimulacéo elétrica do coliculo superior ou da
coluna dorsolateral da SCP. Além disto, esse trabalho do nosso grupo trouxe mais uma evidén-
cia morfologica sobre a interacdo de vias opioides e GABAEérgicas, culminando na inibicdo de
neurénios GABAEérgicos que fazem o controle tonico pela via nigro-tectal.

Outros dados relatados publicados por nosso grupo de pesquisa ja mostravam evidéncias

morfoldgicas, psicofarmacoldgicas e comportamentais sobre a importancia de estruturas como
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0s corpos quadrigémeos na organizacdo do comportamento defensivo, principalmente os elici-
ados pelo medo inato como a fuga e imobilidade defensiva (CARDOSO et al., 1994; COIM-
BRA et al., 2000; 2001). O presente trabalho mostrou evidéncias de que o blogueio de recepto-
res GABAEérgicos, com microinjec6es de bicuculina no CI eliciaram reacfes aversivas como
fuga explosiva e saltos, que ocorrem simultaneamente com alteraces fisioldgicas que ja foram
muito bem descritas na literatura. Comparando a agéo da bicuculina no Cl e na SCPd, vimos
que, no geral, os comportamentos foram semelhantes, embora a fuga tenha ocorrido por um
periodo sobremaneira superior quando houve estimulacdo da SCPd, enquanto que a rotacéo, foi
mais duradoura e mais frequente quando o CI foi estimulado.

A respeito do pré-tratamento da SCPd com Nor-binaltorfimina, os resultados foram se-
melhantes aos do pré-tratamento do CI; porém, com algumas diferencas sutis. De forma geral,
0 antagonista de receptor k exerceu um papel antiaversivo, atenuando as respostas defensivas
provocadas pela bicuculina em ambas as estruturas do teto mesencefélico. Com relacdo ao alerta
defensivo, essa resposta parece néo ter sido tdo expressiva na ocasido do bloqueio de receptores
GABAAa no ClI.

Quanto ao congelamento, 0s grupos que receberam as doses de 0.5 e 5 pg apresentam
uma diminuicéo significativa deste comportamento, comparados aos animais do grupo controle.
O comportamento de fuga foi claramente revertido pelo antagonismo opioide, nas trés doses
utilizadas. Este efeito foi ainda mais expressivo na dose de 0.5 pg, levando em consideragéo as
variaveis de tempo e frequéncia. A dose de 5 g, embora tenha mostrado efeito significativo na
atenuacdo do tempo em que apresentaram fuga, com relacdo a incidéncia desse comportamento,
néo apresentou significancia.

A estimulagdo quimica e elétrica de estruturas do teto mesencefalico, como no Cl e
SCPd, apresentam respostas de fuga explosiva que sdo geralmente acompanhadas por saltos
frequentes, numa clara tentativa de escape eliciadas por animais em situaces de medo intenso.
A Nor-binaltorfimina, nas doses de 0.05 e de 0.5 ug, causou uma clara atenuagdo dos saltos
observados, e esse efeito foi significativo tanto no tempo em que este comportamento ocorreu,
guanto na incidéncia. Dessas duas doses mais efetivas, ressalta-se que a dose de 0.5 ug foi a
gue promoveu o efeito panicolitico mais evidente.

De maneira semelhante, o comportamento rotacional observado foi significativamente
menor em animais tratados com a dose de 0.5 pg, enquanto que as outras doses testadas, nao
apresentaram diferengas com relacdo ao controle. Apesar disto, observamos que a dose de 5 pg
promoveu um aumento deste comportamento, e isto foi significativamente diferente quando

comparado a dose de 0.5 pg. Sobre os comportamentos exploratorios, como o cruzamento, essa
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mesma dose intermediaria de Nor-binaltorfimina (0.5 pg) desempenhou de forma significativa
a diminuicdo desse comportamento quando comparado aos animais controle. Outro comporta-
mento exploratorio observado foi o levantamento e, quanto a este, o pré-tratamento da SCPd
com antagonista de receptor kappa opioide ndo demonstrou interferéncia nas trés doses estuda-
das enquanto que somente os animais controle (microinjecdo de bicuculina no CI), foram esta-
tisticamente diferentes. Efetivamente, tem sido demonstrado na literatura que o comportamento
exploratdrio resultante da microinjecdo de bicuculina no tectum em nivel cranial, parece ex-
pressar-se ao final do efeito aversivo causado pelo bloqueio de receptores GABAErgicos nas
cpCS e na SCPd (COIMBRA & BRANDAO, 1993).

Em conjunto, os resultados do presente trabalho demonstraram que o pré-tratamento da
SCPd ou do CI com antagonista seletivo de receptor kappa opioide exerce um claro efeito pa-
nicolitico. Assim como outros dados mostraram que estruturas do tegmentum mesencefalico,
como a SNpr, tratadas com naloxonazine ou nor-binaltorfimina, tendem a reduzir a agao pro-
aversiva causada pela bicuculina administrada no teto mesencefélico (BORELLI et al., 2004;
RIBEIRO et al., 2005). Acreditamos que os dados apresentados neste trabalho somam-se as
evidéncias anteriores, que sustentam a hipotese de que os receptores kappa opioides desempe-
nham um papel importante na modulacdo de comportamentos induzidos por estimulos aversi-
vos. Esse efeito antipanico de antagonistas opioides ja foi demonstrado no teto mesencefalico
(COIMBRA et al., 1996; 2000; EICHENBERGER et al., 2002); porém, o presente trabalho,
vem dar um passo adicional na literatura, na medida em que comprova a acdo frenadora exer-
cida pela via opioide intratectal de alca curta especificamente envolvida no duplo elo conectivo
entre a SCPd e o CI no controle das emogdes, onde o receptor kappa opioide parece ser recru-
tado.

Em concluséo, os comportamentos que tém sido relacionados ao medo inato e a ataques
de panico parecem ser modulados por interacdo entre vias opioides e aquelas mediadas por
GABA no tectum, sendo que interneur6nios opioides parecem inibir eferéncias GABAérgicas
as estruturas do mesencéfalo dorsal, e o receptor kappa opioide parecer ser recrutado nessa
interacdo de redes neurais entre o Cl e a SCPd que organizam pela parte dos comportamentos

defensivos induzidos pelo medo inato.
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6 Conclusao

O blogueio de receptores GABAérgicos do tipo A, seja na SCPd, seja no CI, causa uma
ativacdo comportamental caracterizada por alerta defensivo, imobilidade defensiva e fuga ex-
pressa por corridas e saltos, o que sugere que vias GABAérgicas exercem uma modulacéo t6-
nica de estruturas do teto mesencefalico envolvidas com a elaboracéo de emogdes relacionadas
ao medo inato, o0 comportamento defensivo.

O bloqgueio de receptores opioides do tipo kappa na SCPd deprime as respostas panico-
génicas evocadas pelo bloqueio de receptores GABAérgicos do tipo a no Cl e vice-versa, 0 que
sugere um duplo elo opioide conectivo entre essas duas estruturas, com papel relevante no con-
trole da atividade neural relacionada ao medo inato no Cl e na SCPd.

Receptores kappa opioides situados no Cl e na SCPd podem vir a se apresentarem como
um potencial alvo sinéptico do tratamento panicolitico com antagonistas opioides como possi-

veis coadjuvantes farmacoldgicos na terapéutica da sindrome do pénico.
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8.1 Anexo 1: Prémio recebido durante o Doutorado:

2020 Prémio “Juarez Aranha Ricardo”, na XLIIl Reunido Anual da SBNeC (13 a 17 de outubro
de 2020). Titulo do trabalho: “HANDLING OF PREY IMPAIRS PHARMACOLOGICAL
TREATMENTS OF THE VENTROMEDIAL HYPOTHALAMUS EFFECTS ON INNATE
DEFENSIVE RESPONSES EVOKED BY CAVIA PORCELLUS THREATENED BY
SNAKES” (de Paiva, Y.B., Coimbra, N.C.)

8.2 Anexo 2: Trabalhos de co-autoria

8.2.1 Artigo publicado (Vieira-Rasteli et al, Physiology & Behavior, 2018): “Restricted le-
sions of the ventrolateral or dorsal columns of the periaqueductal grey promotes distinct effects

on tonic immobility and defensive analgesia in guinea pigs”. Publicado em Outubro de 2018.

ABSTRACT

Tonic immobility (TI) is an innate defensive response exhibited by prey when physical contact
with a predator is prolonged and inescapable. This defensive response is able to activate anal-
gesia mechanisms; this activation has adaptive value because, during an attack by a predator,
the manifestation of recuperative behaviors can affect the appropriate behavioral defense strat-
egy. Some studies have suggested that similar structures of the central nervous system can reg-
ulate the response of both TI and nociception. Thus, this study evaluated the effect of chemical
lesion through the administration of ibotenic acid in restricted brain areas of the periaqueductal
gray matter (PAG) in guinea pig on the TI response and nociception evaluated in the hot plate
test before and after emission of TI. The data showed that an irreversible chemical lesion in the
ventrolateral PAG reduced of the TI response as well as defensive antinociception. However, a
lesion in the dorsal PAG blocked the defensive antinociception induced by TI but did not alter
TI duration. In summary, one could hypothesize that the neural substrates responsible for de-
fensive behavior and antinociception represent similar systems that are distinct in modulation.
Thus, the ventrolateral PAG has been associated with the modulation of Tl and the defensive
antinociception induced by TI. In contrast, the integrity of the dorsal PAG should be necessary
for defensive antinociception to occur but not to elicit TI behavior in guinea pigs.

8.2.2 Artigo publicado (Calvo et al, Neuropsychobiology, 2019): “The Blockade of pl- and
k-Opioid Receptors in the Inferior Colliculus Decreases the Expression of Panic Attack-Like
Behaviours Induced by Chemical Stimulation of the Dorsal Midbrain”. Publicado em Setembro
de 2019)


https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/tonic-immobility
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/nociception
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https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/periaqueductal-gray
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/hot-plate-test
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/hot-plate-test

98

ABSTRACT

Background: Gamma-aminobutyric acid (GABA)ergic and opioid systems play a crucial role
in the neural modulation of innate fear organised by the inferior colliculus (IC). In addition, the
IC is rich in GABAergic fibres and opioid neurons, which are also connected to other me ence-
phalic structures, such as the superior colliculus and the substantia nigra. However, the contri-
bution of distinct opioid receptors (ORs) in the IC during the elaboration and expression of
innate fear and panic-like responses is unclear. The purpose of the present work was to inves-
tigate a possible integrated action exerted by ORs and the GABAA receptor-mediated system
in the IC on panic-like responses. Methods: The effect of the blockade of either pul- or k-ORs
in the 1C was evaluated in the unconditioned fear-induced responses elicited by GABAA

antagonism with bicuculline. Microinjections of naloxonazine, a p1-OR antagonist, or nor bi-
naltorphimine (nor-BNI), a k-OR antagonist, were made into the IC, followed by intramesen-
cephalic administration of the GABAA-receptor antagonist bicuculline. The defensive behav-
iours elicited by treatments in the IC were quantitatively analysed, recording number of escapes
expressed as running (crossing),jumps, and rotations, over a 30-min period in a circular arena.
The exploratory behaviour of rearing was also recorded. Results: GABAA-receptor blockade
with bicuculline in the IC increased defensive behaviours. However, pretreatment of the I1C
with higher doses (5 ug) of naloxonazine or nor-BNI followed by bicuculline resulted in a sig-
nificant decrease in unconditioned fear-induced responses. Conclusions: These findings sugest
a role played by pl- and k-OR-containing connexions and GABAA receptor-mediated neuro-
transmission on the organisation of panic attack-related responses elaborated by the IC neurons.

8.2.3 Artigo publicado (da Silva, et al, Journal of Neural Transmission, 2020): “Endocan-
nabinoid neuromodulation in the neostriatum decreases the GABAergic striato-nigral disinhib-
itory function and increases the nigro-collicular inhibitory pathway activity”. Publicado em
Junho de 2020).

ABSTRACT
We previously reported the involvement of neostriato-nigral projections in the organisation of
innate fear and panic attack-like responses organised by dorsal midbrain neurons, such as the
periaqueductal grey matter and the deep layers of the superior colliculus (dISC). In addition,
several lines of evidence have demonstrated that cannabinoid receptor type 1 is found in the
neostriatum (caudate nucleus and putamen; CPu). In the present study, we investigated the role
of endocannabinoid neuromodulation in CPu in the expression of unconditioned fear-related
behavioural responses elicited by microinjections of the y-aminobutyric acid (GABA)A recep-
tor selective antagonist bicuculline (BIC) in the dISC. Wistar rats received injection of vehicle
or anandamide (AEA) at 0.5, 5, 50, 100 pmol in CPu, followed by injections of BIC in a dose
of 40 ng in the dISC. The treatment of the CPu with AEA in a dose of 5 and 50 pmol attenuated

the unconditioned fear-related behaviour, such as defensive alertness, defensive immobility and
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escape, induced by GABAA receptor blockade in dISC. These findings suggest that endogenous
cannabinoids acting on CPu neurons exert an indirect modulatory influence on the activity of
superior colliculus neurons, possibly through an inhibitory activity on neostriato-nigral disin-

hibitory connections that modulate the nigro-collicular inhibitory GABAergic pathways.



