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Introducéo

Dentre os disturbios emocionais conhecidos, a ansiedade vem afetando em diferentes
nivels, um grande nimero de individuos, fazendo da compreensdo deste fenbmeno um dos
maiores desafios dos dias atuais. A ansiedade € um estado emociona que faz parte do
espectro normal das experiéncias humanas, sendo, em determinados nivels, propulsora do
desempenho.

A lei de Yerkes-Dodson [1] sugere que toda tarefa possui um ponto 6timo de
ansiedade para que ela possa ser executada da melhor forma possivel. Todavia, niveis
exageradamente elevados de ansiedade prejudicam a execucéo da tarefa, caracterizando-se
assim 0 seu aspecto patol 6gico.

A ansiedade passa entéo a ser patologica, quando seus hiveis estdo desproporcionais a
situacdo que a desencadeia, ou quando ndo existe um objeto especifico ao qual se direcione.

Como caracteristica mais marcante da ansiedade enquanto transtorno, apresenta-se a
distorcéo da percepcdo, que ocasiona alteracdes do significado dos acontecimentos na vida do
sujeito. Pode-se constatar também, como sintoma de ansiedade o déficit de atencdo, que
acarreta prejuizos em relacdo a memaria e ao aprendizado.

Baseado na sua observacdo clinica, Freud [2] foi capaz de distinguir estados de
ansiedade crénica e panico. Segundo ele, a ansiedade é definida como “ago sentido”, um
estado afetivo, com combinagdes de alguns sentimentos de prazer-desprazer. Outra forma de
compreender a ansedade € considerdla um estado de tensdo diante de uma Situagéo
considerada de perigo, causando a sensacéo de confusdo generalizada. De acordo com a
definicdo da Associagcdo Americana de Psiquiatria, ansiedade € a "sensacdo de apreensao,
tensdo, e inquietude provocada pela antecipagdo de perigo”.

Segundo Charles Darwin, dado o cardter evolutivo do comportamento emocional, a
compreensdo deste fendmeno no homem depende, em grande parte, do estudo do
comportamento de outros animais. Os animais, assim como 0s seres humanos, expressam 0
significado de suas emocgdes frente a situacOes de perigo através do comportamento que
exibem.

Todas essas emogdes séo mediadas por reagcbes comandadas pelo sistema nervoso
autdbnomo, como sudorese emocional, palpitagdes, nauseas e sensacdo de vazio no estbmago.
Estas ateracdes fisioldgicas preparam o sujeito para enfrentar a fonte de perigo de forma mais
eficaz. Como veremos mais adiante, 0 estudo sobre as estruturas cerebrais responsaveis por
tais respostas autondémicas sdo aspectos extremamente importantes para a compreensdo dos
transtornos de ansiedade.

O conceito de ansiedade ndo envolve um construto unitério, principalmente no
contexto psicopatolégico, o que fica claro na histéria das publicacbes do DSM (Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders) e do CID (International Statistical Classification
of Diseases and Related Health Problems), quando tentam formular diagnésticos mais
precisos sobre este transtorno. A complexidade do fendmeno e a ambigtidade das descricdes
tedricas da ansiedade justificam a caréncia de avaliagbes da circuitaria neural envolvida nestes
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processos. Numerosos esforcos tém sido feitos na tentativa de definir operacionalmente e
avaliar este construto.

Outro disturbio emocional de grande importancia hoje é o transtorno do péanico. Ele se
caracteriza por ataques recorrentes, que podem ocorrer espontaneamente ou associados a uma
situacdo particular. Os ataques de panico sao definidos como episodios intensos de medo ou
terror acompanhado por aceleracdo dos batimentos cardiacos, dores no peito, tonteiras ou
vertigens, nauseas, respiracdo curta, tremor, medo de morrer, suores frios, sentimentos de
néo-realidade, dorméncia, sensacdo de frio e calor, um sentimento de estar perdendo o
controle ou medo de enlouquecer [3]. Este transtorno tem mostrado uma relagdo ambigua com
aansiedade

Diferentes modelos animais tem sido empregados como poderosas ferramentas com o
objetivo de investigar e compreender 0s mecanismos envolvidos nos transtornos de ansiedade
e transtorno do panico. Através de comportamentos especificos de defesa animal, tem sido
possivel determinar circuitos neurais envolvidos nos diversos transtornos de ansiedade. Em
particular, dois comportamentos de defesa com circuitos neurais especificos, podem ser
utilizados como model os para diferentes transtornos de ansiedade e transtorno do panico. [4]

O primeiro, no qual o animal apresenta uma pronunciada postura de imobilidade,
denominada congelamento, envolvendo a ativacdo da amigdala e da matéria cinzenta
periaguedutal ventral (MCPV). O mau funcionamento deste sistema defensivo parece estar
relacionado ao Transtorno de Ansiedade Generalizada. Ela esta envolvida exclusivamente na
resposta de congelamento que gradualmente aparece quando o animal € exposto a um
estimulo aversivo inato [5]. A matéria cinzenta periaquedutal dorsal (MCPD) [6] esta
claramente associada com esta resposta defensiva ativa estereotipada e sua hiperativacéo
parece esta relacionada com o transtorno do panico. Ela esté envolvida na resposta de fuga, no
modelo de ansiedade ao contexto. As estimulacBes elétricas da mesma, que ocasionam
respostas de fuga [6], proporcionam um dos modelos animais para o estudo do pénico. Este
sistema esta relacionado com formas vigorosas de comportamento ativo, como reagoes de
fuga ou luta.

A estimulagdo elétrica da MCPD tem sido proposta como um dos melhores modelos de

ataque de panico. De acordo com este modelo 0 aumento gradual de corrente elétrica para
estimular a MCPD produz aerta, congelamento e reposta tipo panico (activity burst), como
corrida e salto. Em humanos, a estimulagdo elétrica da MCPD também produz sintomas do
panico. Por outro lado, a resposta de congelamerto ao contexto previamente associada com
choques eétricos nas patas tem sido amplamente utilizada como um modelo animal de
ansiedade.[7]
Outra forma iguamente importante de estimulacdo da MCPD € a microinjecdo de NMDA.
Este modelo estéa pautado nos mais recentes achados psicofarmalogicos, que procuram
compreender o papel da 5-HT neste circuitaria neural. Visando compreender melhor o
fendmeno, investigamos neste trabalho o efeito da ansiedade na resposta de fuga induzida
pela microinjecéo de NMDA na MCPD.

Objetivos

O objetivo do presente trabalho foi 0 de investigar a relagdo entre a ansiedade e a
ocorréncia de atagues do panico. Evidencias clinico-farmacologicas mostram um grande
isoformismo entre as respostas de fuga em ratos induzidas através da estimulacdo da MCPD e
0s atagues de panico em humanos. Drogas panicoliticas, como a clomipramina e a fluoxetina
aumentam o limiar de corrente elétrica que elicia os comportamentos de corrida e salto,
enquanto drogas panicogénicas, como o pentilenotetrazol, diminuem esse limiar. Por outro
lado, a modulagdo bidirecional da ansiedade pelo receptor benzodiazepinico (BZD) tem sido
empregada para validar o paradigma do medo contextual como um modelo de ansiedade em
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roedores. Agosnistas BZD, diazepam ou midazolam, reduzem a quantidade de congelamento
eliciada pelo contexto previamente associado com choques nas patas, enquanto 0 agonista
BZD inverso, dimetoxi-(3-carbolina, produz comportamento de congelamento parecido com
aquele eliciado pelo condicionamento de medo contextual [8].

Substancias tipo ansioliticas como os agonistas 5HT;a, 0s inibidores de recaptacéo
seletiva de 5HT e os IMAO com comprovada eficacia no tratamento de sintomas ansi0sos
atenuam o comportamento condicionado em ratos indicando um consideravel constructo e
similaridade deste paradigma com a ansiedade humana [9]. Dessa forma, € possivel investigar
a relacdo entre ansiedade e atagues do panico através da influencia do medo condicionado
sobre a resposta de fuga induzida pela microinjecéo de NMDA na MCPD.

Buscamos entdo determinar se 0 aumento dos niveis de ansiedade através da utilizacéo
do modelo de medo ao contexto minimizam a resposta de fuga induzida pela aplicagdo de
NMDA naMCPD.

Metodologia
Animais
Foram usados ratos da raga Wistar, machos, pesando 250-300 g. Cada animal era

alocado numa caixa individual, tendo livre acesso a &gua e comida, num ciclo de claro/escuro
de 12 horas cada. Os experimentos eram realizados durante afase clara. A temperatura da sala
era mantida entorno dos 22°C e os experimentos foram todos conduzidos segundo as normas
da SBNeC (Sociedade Brasileira de Neurociéncia e Comportamento).
Cirurgia

Para a implantacéo da canula na MCPD foi usado tribromoethanol (250mg/kg). Para
1SS0, 0s animais eram afixados em um aparelho extereotaxico [10]. Com o crénio fixo na
horizontal, usando a referencia do lambda, a canula guia era inserida na regido da MCPD (AP
=+2.3 mm; DV =-45 mm e ML =-1.7 mm; tendo interaural como referéncia). A canula guia
possui 0 comprimento de 12,5 mm e estava afixada ao cranio com acrilico dental. Para a
microinjegéo foi usado uma agulha gengival cujo comprimento era 1 mm maior daguele da
canula guia.
Drogas

Solugdo salina (0,9%) e NMDA (15 ug / ul; Sigma — Aldrich) diluido em &gua
destilada foram utilizados neste trabalho.
Procedimento

Os ratos eram submetidos a cirurgia para o implante da canula e depois de seis dias
eram divididos em grupos (chogque — salina; choque — NMDA; ndo choque — salina; ndo
choque — NMDA) e treinados na caixa de condicionamento ao contexto. O condicionamento
erafeito com a aplicagdo de quatro choques de 1.0 mA durante um periodo de cinco minutos.

Depois do condicionamento os ratos eram deixados por 6 horas na gaiola habitat.
Passado esse periodo, se dava inicio a segunda fase, na qual era realizada a microinjecéo de
NMDA ou sdina (0.2 ul aplicados em 10 segundos). Imediatamente apds a aplicacdo, 0s
sujeitos eram colocados na caixa de condicionamento e suas respostas de fuga eram
registradas, utilizando o programa XPLORAT.[11]

Resultados

Todos os dados foram expressos em uma escala contendo 0 numero de
comportamentos de congelamento que foram registrados a cada minuto e apresentados de
média de comportamento bem como o erro padrdo da média (EPM). Os dados foram
analisados através do tede t de Student para amostras independentes. Um valor de p igual a
0,05 foi considerado significativo. Animais submetidos ao condicionamento de medo
contextual (choque — salina) apresentaram um maior nimero de resposta de congelamento em
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comparacdo aos animais do grupo controle (ndo chogue- salinad) que ndo foram expostos aos
choques elétricos.

Essa interpretacdo recebe suporte estatistico uma vez que o grupo que recebeu choque
apresenta uma maior taxa de congelamento em comparacéo ao grupo que nao recebeu choque.
Estes resultados estdo de acordo com literatura e indicam que 0 nosso procedimento de
condicionamento do medo contextual foi validado.

Os animais que foram submetidos ao condicionamento de medo contextua e
receberam a microinjecdo de NMDA na MCPD (grupo choque — NMDA) apresentaram uma
menor resposta de fuga em comparacdo com 0 grupo gue recebeu a microinjecdo de NMDA
na MCPD e ndo receberam os chogues (grupo ndo choque — NMDA)

Andise histolégica

Ao fina do experimento, os animais receberam uma overdose de Thiopena Sodico e
seus cérebros foram perfundidos com salina e formalina a 10%. Os cérebros foram removidos,
sendo posteriormente fixados em formalina 10% por trés dias e cortados em seccfes coronais
de 60 pm através de um criostato. Os cortes foram preparados em laminas de microscopia e

analisados a fresco com o auxilio de uma lupa. Os sitios de estimulacdo foram localizados em
Atlas[10] de cérebro de rato através da marcacéo de corante Azul de Metileno.

A analise histolégica indicou que as canulas estavam localizadas dentro ou nas bordas
da MCPD, possibilitando assim a correta microinjecdo de NMDA naregido desgja.

Discussao

Os progressos recentes na neurociéncia vém mostrando que a ansiedade e o medo tem
suas raizes em sistemas neurais especificos e podem ser quantificados através de reacdes de
defesa que animais apresentam frente a estimulos de perigo inato ou aprendido. Esses
modelos animais podem ser utilizados para buscar compreender a relagéo entre os diferentes
transtornos de ansiedade.

A resposta de defesa tem sido amplamente utilizada como modelo animal de pénico. Por
outro lado, o condicionamento contextual de medo pode ser utilizado como modelo animal de
ansiedade. Dessa forma, arelagdo entre ansiedade e transtorno de panico pode ser investigada
em uma condicdo experimental altamente controlada através de animais de laboratdrio.

O modelo de Deakin e Graeff [12] formula ateoria do papel dual da5-HT, postulando a
existéncia de dois sistemas serotonergicos independentes que modulariam respostas
comportamentais a estimul os aversivos agudos condi cionados e incondicionados.

Neste modelo, a amigdala, encarregada da avaliacéo do grau de perigo representado por
estimul os e situagdes externas, seria responsavel pelainvestigacéo cautelosa[13]. O resultado
desta interpretacdo seria, entdo, transmitido a MCPD, que, por sua vez, se encarregaria de
programar e selecionar diferentes padroes comportamentais de defesa. A inervacéo
serotonergica chegaria ate a amigdala e MCPD através de duas vias distintas provenientes do
nicleo dorsal da rafe (NDR), respectivamente o trato prosencefalico media e o trato
periventricular.

Na MCPD, a 5HT parece desempenhar uma funcdo inibitéria, impedindo a
manifestacdo de padrdes fixos de defesa ativa a estimulos aversivos inatos (luta e fuga), em
situacBes onde 0 perigo € apenas potencial ou distal. Neste caso, a movimentagéo brusca do
animal é indesgjavel, fazendo com que este fosse mais facilmente percebido pelo predador.
Paralelamente, a 5HT promove estratégias de defesa elaboradas, tais como a investigacao
cautelosa e 0 congelamento, mais adequadas a tais situagdes. Apenas quando 0 perigo se torna
iminente, a estimulacdo da MCPD sobrepuja a inibicdo serotonergica, liberando
comportamentos de fuga, ja mais apropriados
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Para Deakin e Graeff estando o trato NDR-Amigdala relacionado a ansiedade
condicionada e 0o NDR-MCPD a incondicionada, disfunc¢des nestes dois sistemas resultariam
naqueles quadros psicopatoldgicos ja apresentados anteriormente: transtorno de ansiedade
generalizada e transtorno do panico. Este mecanismo explicaria, pelo menos em parte,
evidencias obtidacom a5-HT no século passado.

Visto que nossos resultados indicam que o comportamento de congelamento, induzido
pelo condicionamento contextual aversivo, foi capaz de inibir reagdes ativas de fuga induzida
pela microinjecdo de NMDA na MCPD, pode-se concluir que ativacdo de mecanismos
cerebrais que permeiam a ansiedade produz um efeito inibitério nos ataques de panico. Assim,
como sugerido nateoria do papel dual da serotonina por Deakin e Graeff, os dados estéo de
acordo com a proposicdo que o sistema serotonergico ascendente aumentaria 0 medo (ou
ansiedade) por estimular o substrato de defesa da amigdala e, simultaneamente, impediria a
expressao de panico por inibir os neurdnios que comandam a fuga na MCPD.

Nesse sentido, os estimulos aversivos condicionados teriam a funcdo de guiar o
organismo fora de situacOes de perigo. Esses estimulos produzem medo ou ansiedade
antecipatoria e a ativacdo disfuncioral desse mecanismo de defesa produziria ansiedade
generalizada.

O fato do condicionamento de medo contextual ter sido capaz de inibir reacfes ativas de
fuga pela microinjecdo de NMDA MCPD estd em conformidade com a teoria de Fanselow
gue diz serem as respostas defensivas animais organizadas hierarquicamente. Segundo esta
teoria [14], o congelamento € a principal resposta a um estimulo aversivo, inato ou aprendido
e pode inibir formas ativas de comportamento nociceptivos a uma variedade de situagOes
ameacadoras. Poe exemplo, o condicioramento de medo contextual pode disparar uma reagcéo
analgésica que pode inibir o reflexo de retirada a um estimulo doloroso [15].

Além disso, tem sido mostrado que o condicionamento do medo contextual pode inibir
vigorosas respostas de corrida e saltos disparados pelo choque nas patas bem como a fuga
defensivainduzida por choque [16].

Finalmente, nossos resultados tém uma consequéncia imediata na compreensdo a cerca
darelacéo entre ansiedade e panico em humanos. Experimentos bem controlados indicam que
ha& duas, mas diferentes circuitarias neurais responsaveis pela ocorréncia de vias opostas dos
comportamentos defensivos animal [17] Um sistema, relacionado a uma postura de
congelamento defensivo, envolve a ativagdo do complexo amigdalGide e da MCPV. O mau
funcionamento deste sistema defensivo parece estar relacionado aos Transtornos de
Ansiedade Generalizada [18].

O outro sistema € responsavel pela via completamente oposta do comportamento
defensivo. Ele envolve formas extremamente vigorosas de comportamento ativo, como as
reacoes tipo fuga-luta. A MCPD esta claramente associada com estas respostas defensivas
ativas estereotipadas e sua hiperativacdo parece esta relacionada ao Transtorno do Panico
[19]. Assim nossos resultados indicaram que o condicionamento de medo contextual induziu
comportamento defensivo de congelamento e inibiu reacfes defensivas ativas evocadas pela
microinjecdo de NMDA na MCPD, que pode estar implicada na relacdo inversa entre
ansiedade e ataques de panico. Assim, a freqiiéncia de ataques de panico é maior no inicio da
agorafobia, quando h& pouca ansiedade antecipatéria, se comparada com a ultima fase,
guando a ansiedade esta totalmente desenvolvida[20].

Resultados farmacol 6gicos também tém sugerido que o aumento de ansiedade inibe a
ocorréncia de atagues de panico. Pacientes com Transtorno de Panico tratados com drogas
gue blogueiam a recaptacdo de serotonina mostram uma diminuicdo nos atagues de panico
[21]. Portanto, parece que a ativacdo da circuitaria reural envolvida na ansiedade pode de fato
inibir aincidéncia de panico.
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Conclusdes

Os dados apresentados neste trabalho apontam para a diregdo de que o medo produzido
através do condicionamento contextual de medo € capaz de inibir reacfes inatas de defesa
produzidas pela microinjecdo de NMDA na MCPD. Esses resultados estédo de acordo com a
teoria dual do papel da serotonina, que postula uma relacdo inversamente proporcional entre
ansiedade e transtorno do pénico. Esses resultados representam uma demonstracao
experimental darelacdo inibitoria entre diferentes transtornos rel acionados a ansiedade [22].

Finalmente, nossos dados também indicam que as respostas defensivas dos animais séo
organizadas hierarquicamente. Desta forma, 0 congelamento € a principal resposta inata ou
aprendida a um estimulo aversivo, podendo inibir formas ativas de comportamento
nociceptivos a uma variedade de situagdes ameacadoras.
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