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RESUMO

Estruturas periventriculares tais como o hipotdlamo medial e a
substincia cinzenta periaquedutal desempenham um importante papel
na indugdo de reagdes de fuga e defesa em VArios espécies de
animais. A parte dorsal da substdncia cinzenta periaquedutal (SCPD)
tem sido sugerida como uma regido integrativa do neuroeixo
envolvida na manutengdo de estados motivacionais de animais. Tem
sido mostrado que a microinjegdo de drogas que, ou aumentam ou
mimetizam a neurotransmisséo inibitéria do d4cido gama-aminobutirico
(GABA), dentre elas os ansioliticos benzodiazepinicos, assim como
drogas que facilitam a neurotransmissdo serotonérgica, na SCPD,
diminuem as conseqiiéncias aversivas da estimulacédo elétrica (EE) da
SCPD. Portanto, os neurén‘ios na SCPD que controlam a aversao,
parecem estar sob modulagdo inibitéria de GABA e 5-HT. Enm
contraste, aminodcidos excitatérios endégenos (AAE) podem
desempenhar um papel mediatério, apés a demonstragcdo de varios
antagonistas de EEA aplicados na SCPD, atenuam reagdes de defesa
comportamentais e cardiovasculares eliciadas por EE ou da SCPD.ou
do hipotdlamo medial. Recentemente, vdrios antagonistas de NMDA tém
mostrado efeitos do tipo ansiolitico quando administrados
perifericamente em diferentes modelos animais. Estes resultados
sugerem que os receptores NMDA também desempenham um importante
papel na modulagdo de reagdes aversivas ligadas a SCPD. Para
investigar a possivel influéncia glutamatérgica na SCPD em efeitos

ansioliticos ou ansiogénicos de drogas injetadas sistemicamente,



xi
relacionadas com a neurotransmissdo GABAérgica, foi utilizado do
teste do labirinto em cruz elevado (LCE), em ratos previamente
implantados com cdnulas na SCPD. Injegdes sistémicas de PTZ (15 ou
30 mg/kg) ou DzZP (0,375, 0,75, 1,5 e 3,0 mg/kg) seguidas (15 min)
por uma microinjecdo unica (0,4 pl) de liquor artificial (LaA), 7Cl-
QUIN (8 nmol) ou GLI (80 nmol). Em intervalos subseqlientes de 5
min, os animais foram colocados numa arena de madeira e no LCE. As
medidas comportamentais compreenderam: frequéncia de entradas e o
tempo de permanéncia nos bracos aber tos FEA, TPA,
respectivamente); frequéncia de entradas nos bragos fechados
(FEF); frequéncia de alongamentos exploratérios (FAE); freqiiéncia
de levantar (FL), frequéncia de auto-limpezas (NAL), e frequéncia
de tentativas para entrar nos bragos abertos (FT). Na primeira
fase dos experimentos verificamos as agoes de drogas
glutamatérgicas (7Cl-QUIN e GLI) sobre os efeitos ansioliticos do
DZP. Observamos que o DZP na dose de 0,75 mg/kg, mostrou efeito
ansiosseletivo nos seguintes pardmetros: FEA, TPA. Nao foram
observados efeitos significativos nos outros parametros. A
microinjecédo de GLI dentro da SCPD antagonizou o efeito ansiolitico
de DZP, mostrado através da redugdo de FEA; o efeito sedativo
induzido por DZP em doses superiores a 3,0 mg/kg nao foi bloqueado
pela GLI; isso sugere um papel glutamatérgico especifico da SCPD
somente para efeitos ansioliticos, mas ndo para os efeitos
sedativos do DZP. A microinjegdo de 7Cl-QUIN na SCPD, deprimiu a
performance dos animais no LCE reduzindo todos os parametros
estudados. Na segunda fase dos experimentos, verificamos as agdes

das mesmas drogas glutamatérgicas sobre os efeitos ansiogénicos de

-



xii
PTZ. Microinjegdes de 7C1-QUIN aumentaram significantemente a FEA,
o TPA, a FAE e FAL quando comparados com o tratamento de LA,
indicando que o tratamento com 7C1-QUIN antagonizou os efeitos
ansiogénicos do PTZ. Além disso, verificamos que a microinjecdo de
GLI manteve o padrdo ansiogénico do PTZ, havendo inclusive uma
potenciagdo desse efeito para a FT, a FEF, a FAE, e a FL. Nossos
resultados confirmam a participagdo da SCPD na ansiedade, assim
- como sugerem uma interacdo dos sistemas glutamatérgico e GABAérgico
na modulagdo de mecanismos neuronais associados aos efeitos
ansiosseletivos de drogas. Porém, experimentos adicionais seréo

necessdrios para o entendimento de como essa interagdo ocorre.



1 - INTRODUGCAO

O advento da técnica de estereotaxia, a partir da década de
30, associado a metodologia de estimulagdo elétrica, permitiu o
estudo mais detalhado de estruturas subcorticais, dentre elas a
substédncia cinzenta periaquedutal (SCP). Em 1939, com o objetivo de
mapear o hipotdlamo de gatos anestesiados, Ranson e Magoun
mostraram que respostas mediadas pelo sistema nervoso simpatico
eram produzidas quando determinadas regides cerebrais recebiam
estimulagdo elétrica.

Respostas mais complexas e estereotipadas envolvendo
comportamentos afetivos foram obtidas por Hess e Brugger (1943).
Animais 1livres, com implante de eletrodos no hipotdlamo e
mesencéfalo, comportavam-se agressivamente como se estivessem
enfrentando um predador, quéndo recebiam estimulagdo elétrica. Esse
comportamento de raiva e agressividade era écompanhado por
respostas autondémicas acentuadas, como piloeregdo, midriase e
taquicardia.

Hunsperger (1956) e Fernandez de Molina e Hunsperger (1959,
1962) verificaram que as respostas comportamentais observadas em
gatos por Hess e Brugger (1943), denominadas de reagdo afetiva de
defesa, eram igualmente obtidas quando a estimulagdo elétrica era
aplicada em um campo que se estendia desde a matéria cinzenta da

drea pré-optica até a SCP.



1.1 - Substancia cinzenta periaquedutal

A SCP é constituida por uma aglomera¢éo de neurdnios
pequenos e médios que formam uma estrutura densa, circundando o
aqueduto de Sylvius (Gerrits et al., 1993). Rostralmente ela é
continua com a regido periventricular adjacente ao terceiro
ventriculo. Na parte caudal ela se comunica intimamente com a
matéria cinzenta que circunda o quarto ventriculo. Ventralmente
limita-se com nicleos relacionados com o supraoculomotor (nicleos
troclear, de Edinger-Westphal, de Darkschewitsch e o intersticial
de Cajal) e dorsalmente com as camadas que compdem o teto
mesencefdlico (Bandler et al., 1991).

Vdrios esquemas tém sido propostos para dividir a SCP em
subnﬁcleos baseados nas suas caracteristicas citoarquitetdnicas
(Beitz, 1985; Laemle, 1977; Mantyh, 1982). Prichard e Beitz (1980)
e Beitz (1982) sugerem que a SCP pode ser subdividida em quatro
dreas: 1) medial, composta de pequenos neurdnios bipolares, que
circundam firmemente o aqueduto; 2) ventrolateral, gque contém
predominantemente neurdnios fusiformes e neurénios multipolares
grandes, além de neurdnios bipolares pequenos, orientados em dngulo
de 100 - 150° em relagao ao aqueduto, 3) dorso-lateral, composta
predominantemente de células de forma triangular, pegquenos
neurdnios bipolares e multipolares, orientados em d4ngulo de 30 - 70°

em relagdo ao aqueduto e 4) dorsal, constituida por pequenos



neurdnios bipolares e multipolarés sem orientacdo preferencial.
Recentemente, Carrive (1993) e Bandler et al. (1991)
propuseram uma nova organizagdo para a SCP, baseada na
citoarquitetura funcional, utilizando-se de respostas
neurovegetativas e comportamentais evocadas pela administracgéao
local de amonoacidos excitatérios (AAE). Segundo esses autores, a
SCP pode ser subdividida de forma radial em cinco regides
distintas: dorsomedial, dorsolateral, lateral, ventrolateral e

ventromedial, cada uma delas formando uma coluna longitudinal.

A C

sSCP DE MAMIFEROS

COLUNA DORSO

COLUNAS LATERAL
E VENTRO LATERAL

PC 93

FIGURA 1- Organizagdo colunar da SCP de mamiferos. A- divisdo da
SCP em 5 regides distintas: dorsomedial,dorsolateral, 1lateral,
ventrolateral e ventromedial, cada regido formando uma coluna
longitudinal. B- coluna dorsolateral. C- coluna dorsomedial. D-
colunas lateral e ventrolateral. Abreviagées: DK- Nicleo de
Darkschewitsch; EW- Nicleo de Westphal- Edinger; DR- Nucleo dorsal
da rafe; III- MNicleo oculomotor; DM- dorso medial; DI_ dorso
lateral; L- lateral e VL- ventrolateral. Adaptado de Carrive
(1993).
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Atualmente, essa é a subdivisdo mais aceita, pois baseia-se
em estudos que sugerem que a SCP ndo é uma estrutura cerebral
funcionalmente homogénea.

Varios estudos tém demonstrado que diferentes formas das
reagdes emocionais sdo representadas em diferentes regides da SCP.
Por exemplo, a ativagdo de neurdénios da parte rostral da coluna
lateral da SCP de gatos evoca um comportamento de ameaga defensiva,
enquanto a ativagdo de neurdénios da parte caudal da coluna lateral
promove fuga desorientada (Hilton e Redferm, 1986 Carrive, 1993).
Estimulos aplicados nos sitios laterais, préximos ao aqueduto,
eliciam a reagdo de fuga, ao passo que os estimulos aplicados nos
sitios ventrolaterais induzem comportamentos caracterizados por uma
diminuigédo da atividade esponténea e completa imobilidade (Zhang et
al., 1990; Bandler et al., 1991). A distingcdo entre as regiodes
lateral e ventrolateral foi baseada nas observagdes fisioldégicas e
comportamentais. A ativagdo dos neurdénios 1laterais aumentam a
atividade simpatica e somatomotora, enquanto a ativagdo dos
neurdnios ventrolaterais diminuem essas atividades (Zhang et al.,
1990; Bandler et al., 1991; Carrive e Bandler, 1991).

A partir da década de 60, a SCP recebeu uma maior atencgdo
pelo seu papel no mecanismo de analgesia. Desde a observagdo de que
a estimulagdo elétrica dessa regido em ratos produziu profunda
analgesia (Reynolds, 1969), inumeros laboratérios tém demonstrado

gque a SCP é um importante sitio para analgesia produzida por



5

estimulagdo elétrica (Richardson e Akil, 1977), bem como um sitio
central para a agdo antinociceptiva da morfina (Jacquet e Lajtha,
1976; Willis et al., 1988). Além disso, a SCP estd envolvida em
outras respostas associadas a comportamentos emocionais como:
alteragdes cardiovasculares (Carrive et al., 1989; Castro e
Schenberg, 1989; Carrive e Bandler, 1991; Verbene e Guyenet, 1992;
Zhang et al., 1992; Keay e Bandler, 1993), vocalizagdo (Jurgens e
Pratt, 1989; Holstege, 1991), reagdes de " raiva"™ e controle do
comportamento reprodutivo em ratos (Sakuma e Pfaff, 1979).

Os papéis desempenhados pela SCP nas fungdes descritas acima
sdo dependentes das interconexdes dessa estrutura cerebral com
outras &reas do SNC (Beitz, 1982). Informagdes ascendentes e
descendentes convergem para a SCP, que recebe estimulos diretos da
medula espinhal e nicleo espinhal trigémeo, o que sugere um papel
no processamento de estimulos somatossensdérios, provavelmente de
natureza nociceptiva (Yezierski, 1988).

A SCP estd também conectada a uma série de estruturas
cerebrais anteriores relacionadas com reagdes e estados emocionais,
quais sejam: cértex limbico, amigdala e hipotdlamo (Graeff, 1990;
Shipley et al., 1991; Schenberg et al., 1991). Tais conexdes
anatémicas sugerem que a SCP pode ter um importante papel na
regulacdo de estados emocionéis, bem como no comportamento
defensivo (Carrive, 1993).

Olds e 0Olds (1963), mapearam as propriedades reforgadoras de
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estimulos elétricos intracranianos através da autoestimulagdo, ou
seja, registraram as zonas a partir das quais a autoestimulagao
podia ser mantida ( zonas reforgadoras positivas) ou ndo (zonas
reforgadoras negativas). dentre estas udltimas, haviam dreas cuja
estimulacdo apresentava caracteristicas tipicamente aversivas, isto
é, os comportamentos operantes podiam ser reforgados pelo término
da estimulagdo. Nesse trabalho ficou demonstrado que estruturas
subcorticais, como a SCP e hipotdlamo, possuiam vdrios sitios com
carater motivacional aversivo, sendo a substédncia cinzenta
periaquedutal dorsal (SCPD) exclusivamente aversiva.

Utilizando eletrodos cronicamente implantados na parte dorsal
do mesencéfalo medial de pacientes neurocirirgicos conscientes,
para producdo de lesdes terapéuticas, Nashold et al. (1969, 1974)
constataram que a estimulagdo elétrica da 4rea préxima a borda
lateral da SCP resultava em fortes reagdes emocionais. Sensagdes de
medo e morte iminente foram produzidas, além de apresentagdo de
respostas autondmicas tais como piloeregdo, sudorese, aumento da
freqléncia cardiaca e ruborizagdo da face e pescogo. Essas
manifestagdes claramente assemelham-se a um ataque de pénico
caracteristico, tal como é definido para humanos pela Associagéo
Americana de Psiquiatria (DSM-III-R, 1989) (apud Graeff, 1993a).

Em ratos, a estimulacdo elétrica da SCPD, ou a microinjegéo
na mesma 4area de drogas que inibem as agdes do 4&cido

gamaaminobutirico (GABA), induzem o comportamento de congelamento
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("freezing"), alternado por fuga " descontrolada” e saltos
verticais (Branddao et al., 1982; Schmmitt et al., 1985). Essa
reagdo é conhecida como comportamento motor explosivo (Jacquet e
Lajtha, 1974) e identificada com o panico (Panksepp, 1982). Das
evidéncias citadas, sugere-se que a estimulagdo quimica ou elétrica
da SCPD de ratos pode ser validada como um modelo animal de ataque
de panico (Graeff, 1990). Além disso, trabalhos como os de Delgado
et al. (1954), Di Scala et al. (1987) e Robert e Cox (1987)
confirmam essa caracteristica de aversividade conferida a SCPD.
Baseado nesses fatos, Graeff (1981) sugeriu que a SCPD, o
hipotdlamo medial e as partes central e dorsomedial da amigdala
constituiriam o chamado sistema cerebral aversivo (SCA),
responsdvel pela integracdo de comportamentos ativos de defesa, em
oposigdo ao chamado sistema de inibigcdo comportamental (SIC),
sugerido por Gray (1976) e constituido pelo septo hipocampal,

corpos mamilares, tdlamo anteroventral e cértex cingulato.

1.2 - Aminodcidos excitatérios

Embora Curtis et al. (1959) tenham sido os primeiros a obter
evidéncias concludentes sobre a poderosa agado excitatdéria do
glutamato (GLU) e do aspartato (ASP) sobre neurdnios, somente hd
cerca de 15 anos esses AAE foram considerados neurotransmissores no

sistema nervoso central (SNC). Atualmente se sabe que um grande
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nimero de sinapses no SNC utilizam os AAE como neurotransmissores
(Monaghan et al., 1989; Watkins et al., 1990; Erdo, 1991).

A atuacdo do GLU e ASP como neurotransmissores se da através

da interacdo com duas classes de receptores. Receptor N- metil- D-
aspartato (NMDA;), receptor oa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazol propionato (AMPA,) e receptor cainato formam a primeira
classe e se caracterizam por serem ligados a canais idnicos
(ionotrépicos). Sete subtipos de receptores metabotrépicos (mGLU, -
mGLU,), também conhecidos como trans =-1- aminociclopentano - 1,3 -
dicarboxilato (t—ACPD), formam a segunda classe. Estes se
caracterizam por estarem acoplados a proteina G ligados a sistemas
de segundo mensageiros que incluem hidrélises de fosfoinositideos
e inibigcdo da formagdo de AMP ciclico (Reynolds e Miller, 1990;
Yoneda e Ogita, 1991; Zorunski e Thio, 1992; Hollmann e Hinemann,
1994).

Vdrias evidéncias indicam que os receptores de GLU estéo
associados a diversas neuropatologias e aos danos decorrentes de
lesbes cerebrais (Schoepp e Conn, 1993; Schoepp e Sacaan, 1994).
Além disso, experimentos mostram que os receptores de GLU medeiam
os efeitos téxicos em neurdnios, tanto in vitro quanto in vivo
(Choi, 1988; Choi e Rothan, 1990). Essas observagdes tém levado
investigadores a sugerir gque muitos acidentes neurolégicos
originados da falta de oxigénio ou glicose, ou ainda por crises

Y

epiléticas, resultam em danos cerebrais devido a estimulagéo
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excessiva dos receptores de GLU (Dingledine et al., 1990; Etienne
e Baudry, 1990; Smith et al., 1993). Também tem sido proposto que
doencgas neurodegenerativas como Alzheimer (Meldrun e Garthwaite,
1990; Advokat e Pelegrin, 1992), coréia de Huntington (Storey et
al., 1992), mal de Parkinson (Carlsson e Carlsson, 1990), esclerose
lateral amiotrépica (Appel, 1993) e AIDS (Lipton, 1992) estejam
relacionadas com a ativagdo excessiva do sistema glutamatérgico.
Além disso, processos fisioldégicos como: plasticidade sindptica
(Collingridge et al., 1991; Fazeli, 1992; Nestler et al., 1993),
desenvolvimento neuronal (Lisy et al., 1994), aprendizagem e
meméria (Morris, 1989; Izquierdo, 1991; McEntee e Crook, 1993)
também estariam relacionados com os AEE.

Vdrios trabalhos tém mostrado que os antagonistas do
receptor NMDA s&do neuroprotetores eficientes em uma variedade de
modelos experimentais de lesdo cerebral (Shapira et al., 1991;
Rogawski, 1993), sugerindo que o antagonismo farmacolégico deste
receptor pode atenuar a excitotoxidade decorrente da leséo
cerebral. Além disso, os antagonistas de NMDA também suprimem a
potenciagdo a longo prazo (LTP), que tem sido relacionada,
principalmente, com os processos de meméria (Morris, 1989).

Pela existéncia de antagonistas altamente seletivos, o
subtipo NMDA, dentre os receptores de GLU, tem sido o mais
exaustivamente estudado (Leeson, 1993). O complexo receptor é

constituido de sitios de ligagdo acoplados a um canal idnico que é
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permedvel a Na' e a Ca®’. Embora o canal ndo seja do tipo voltagem-
dependente per se, é bloqueado por Mg* de maneira voltagem-
dependente. Esse bloqueio pode ser removido através da
despolarizagcdo da membrana neuronal.

Além de sofrer modulagdo alostérica por um grupo de compostos
quimicamente diferentes tais como a glicina (GLI), as poliaminas,
a fenciclidina, a quetamina e o MK-801 (Reynolds et al., 1987; Yeh
et al., 1990), o canal iénico também é bloqueado por zZn*', o qual
ocuparia um sitio de ligagdo distinto do sitio de ligagdo do Mg™.

POLIAMINAS

[7-cikYN D-APS, DET AGONISTA [T5at0
cep SPERMINE
\QGONI STA XAGONI STA
GLU,
_ GLY NMDAI

FIGURA 2- Modelo Esquemdtico do Receptor NMDA. Ada cqq s
et al., 1990. p ptado de Williams



11

Em resumo, o complexo receptor ionéforo NMDA possui varios
sitios de ligacédo: 1) um sitio para os agonistas (GLU e NMDA) e
antagonistas competitivos como o dcido- 2- amino-fosfanopentanoico
(AP5), 3-(2-carboxipiperazina-4-) propilfosfanato (CPP), D=2~
amino-5- fosfanovalerato (D-APV) e D-aminociclopentano-1-3-
dicarboxilato (GAMP); 2) um sitio regulatério para a GLI,
insensivel a estricnina; 3) um sitio para o Mg®; 4) um sitio para
a fenciclidina e drogas correlatas; 5) um sitio para o Zn* e 6) um
sitio regulatério alostérico para as poliaminas (Johnson e Acher,
1987; Ransom e Deschenes, 1990; Song e Huang, 1990; Betz, 1991;
Leeson, 1993).

A necessidade fisiolégica dos miltiplos sitios regulatérios
desse receptor ainda ndo foi bem esclarecida. Sua presengca, no
entanto, parece ser necessdria, pois o receptor NMDA medeia ndo sé
a transmissdo excitatdéria neuronal, como também estad envo;vido no
processo de excitotoxicidade do tecido nervoso. Entdo, o
conhecimento das fungdes atribuidas a este receptor, bem como a
todos os receptores de GLU, é crucial para o entendimento de
fungdes cerebrais bdsicas como a aprendizagem e a memdéria, assim
como para o tratamento racional das doengas anteriormente
relacionadas (Harris et al., 1984; Choi, 1988).

A localizagdo dos receptores de AAE tem sido possivel gracgas
ao emprego de técnicés eletrofisiolégicas e autorradiogrdficas que

detectam a densidade desses receptores no SNC e as vias neuronais



12

gque utilizam AAE como neurotransmissores. Em ratos, andlises
autorradiogrdaficas indicam uma grande concentragdo dos receptores
do tipo NMDA no cértex cerebral (Maragos et al., 1986), neocdrtex
(Addae e Stone, 1986), hipocampo (Taxt e Storm-Mathisen, 1984,
Baskys, 1992), hipotdlamo (Shibata et al., 1986), amigdala,
mesencéfalo e medula oblonga (Halpain et al., 1984). No
mesencéfalo, todos os tipos de receptores de AAE foram encontrados
na SCPD, havendo , porém, diferengas de concentragdes desses
receptores nas vdrias regides dessa estrutura (Monaghan e Cotman,
1982; Albin et al., 1990). Em humanos, Jansen et al. (1989)
Vmostraram que no coértex cerebral os receptores NMDA e AMPA tém
concentragdes similares; porém, para os receptores cainato e 1-
aminociclopentano-~1, 3~ dicarboxilato (ACPD), as concentragdes sao
mais baixas. As concentragdes de receptores cainato, NMDA, ACPD e
AMPA no hipocampo sdo praticamente iguais.

O aminodacido GLI exerce tanto agdes inibitérias quanto
excitatérias no SNC. Por muitos anos esse aminodcido tem sido
conhecido como um dos principais neurotransmissores inibitérios em
regides cerebrais inferiores, atuando em receptores sensiveis a
estricnina no mesencéfalo e medula espinhal. O receptor inibitério
oferece um potencial ilimitado como alvo para a intervengéao
terapéutica. Porém, um interesse maior sobre as fungdes do
aminodcido s6 ocorreu em 1987, quando lhe foi atribuida uma fungéao

excitatéria no SNC.
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Johnson e Acher (1987) demonstraram que a GLI amplifica
acentuadamente as respostas do receptor NMDA. Esse efeito da GLI
nao é bloqueado por estricnina, o que sugeriu a existéncia de um
sitio de ligagdo para GLI no receptor NMDA. A ocupagdo do sitio
para a GLI parece ser absolutamente requerida para ativar o
receptor e tem 1lhe conferido o conceito de "co-agonista"™ do
neurotransmissor de GLU (Kleckner e Dingledine, 1988). Os
mecanismos que regulam o papel fisiolégico da GLI com relagdo ao
receptor NMDA ndo sdo ainda totalmente conhecidos. Entretanto, as
concentragdes de GLI nos fluidos extracelulares e liquor estédo em
proporgdes acima de micromolares e estudos in vivo com agonistas de
GLI sugerem que o seu sitio parece ndo estar totalmente saturado.
Em adigdo, tem sido observado que a liberagdo fasica de GLU pelas
terminagdbes nervosas, somada a alteragdes nas concentracgdes
extracelulares de GLI, pode modular as respostas mediadas pelo

receptor NMDA (Leeson, 1993; Schmitt et al., 1995).

1.3 - Aminoacidos excitatérios na SCPD

A primeira indicagdo de que o GLU poderia estar envolvido nos
processos relacionados a SCP foi feita por Behbehani e Fields
(1979). Esses autores demonstraram que microinjegdes de GLU na SCPD
de ratos produziam um potente efeito analgésico por atuagcdo nos
receptores AAE existentes nessa regiéo.

Trabalhos posteriores como os de Bandler (1982), Bandler et
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al. (1985) demonstraram que a neurotransmissdo glutamatérgica
também estd presente na SCP e que hda o envolvimento dessa
neurotransmissdo em reagdes comportamentais e neurovegetativas da
reagao de defesa.

Particularmente na SCPD, o estudo dos AAE ganhou destaque nas
Ultimas décadas. Krieger e Graeff (1985) demostraram due
microinjegdes de baixas doses (5 nmol) de GLU induziam respostas
comportamentais e neurovegetativas caracteristicas da reagdo de
defesa, o mesmo hdo ocorrendo quando as microinjeg¢des eram feitas
em regides fora da SCPD. Tais resultados vém ao encontro daqueles
obtidos por Bandler et al., em 1985, reforgando a idéia de a SCPD
ser uma das estruturas cerebrais envolvidas na reagdo de defesa.

Carobrez (1987) e Graeff et al. (1988) demonstraram que oOs
efeitos resultantes da microinjegcdo de GLU, nessa regido, eram
produzidos por receptores delAAE especificos. O pré-tratamento
local com dietil- ester- acido glutamico (GDEE), um antagonista com
maior seletividade para receptores de quisqualato, bloqueou as
respostas comportamentais e neurovegetativas induzidas por GLU, ndao
acontecendo o mesmo quando se administrava dcido cainico. Também
foi demonstrado que a estimulagdo elétrica na SCPD era abolida com
administragdo de GDEE. Esse ultimo resultado 1levantou a
possibilidade de que AAE endégenos (GLU ou ASP) atuariam como
mediadores fisiolégicos nos mecanismos de reagdo de defesa
presentes na SCPD.

Outros receptores de AAE, presentes na SCPD, parecem estar
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envolvidos com a reacdo de defesa e ansiedade. Resultados recentes
envolvendo vdrios modelos animais de ansiedade tém sugerido a
participagdo do receptor NMDA nesse fendmeno. Antagonistas desses
receptores, microinjetados na SCPD, reduzem comportamentos
relacionados com a ansiedade nos animais (Dunn et al., 1989;
Schmitt et al., 1990; Corbett et al., 1990; Guimardes et al., 1990;

Matheus et al., 1994).

1.4 - Sistema GABAérgico na SCPD

Varios métodos bioquimicos, fisiolégicos e imunocitoquimicos
tém sido empregados para identificar, na SCP, a maquinaria
biossintética GABAérgica, confirmando a presenca de um circuito
GABAérgico nessa estrutura (Hokfelt e Ljungdahl, 1970; Vitorica et
al., 1987; Barbaresi e Manfrini, 1988).

Até o momento, trés subtipos de receptores de GABA tém sido
definidos (para revisdo ver Sivilotti e Nestri, 1991; Burt e
Kamatchi, 1991; MacDonald e Olsen, 1994): o receptor GABA,, que tem
efeito inibitério sobre os neurdnios através da abertura de canais
de cloreto e estd associado com um sitio de ligagdo para os
benzodiazepinicos; o receptor GABA,, com efeito também inibitério
pré- e pdés-sindptico que estd associado indiretamente com um canal
K* e que pode diminuir a conduténcia de Ca** e inibir a produgédo de
AMP. via proteina G, e o receptor GABA., cujo mecanismo de agao

ainda é desconhecido (Mody et al., 1994).
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Os receptores GABA, sdo estimulados por muscimol e inibidos
por bicuculina; os receptores GABA, sdo estimulados por baclofen,
inibidos por flacofen e insensiveis & bicuculina; Jjd os receptores
GABA. sdo estimulados por GABA mas sdo insensiveis a bicuculina e
ao baclofen (Burt e Kamatchi, 1991).

A técnica de mapeamento usando detecgdo autorradiografica
Mostrou que hd uma grande densidade de receptores GABA-BZD na SCP,
sobretudo na parte dorsolateral (Young e Kuhar, 1980; McCabe e
Wamsley, 1986). Por outro lado, as concentragdes de receptores GABA;
‘'sdo bem mais baixas nessa regiao.

O complexo receptor GABA-BZD é composto por diferentes
subunidades chamadas ¢, B, v, ¢ e p (MacDonald e Olsen, 1994) que
se dispdem geometricamente formando o canal de clbreto (Haefely,

1989, 1990; Haefely et al., 1992).

CANAL DE CLORO

FIGURA 3- Modelo esquemdtico do receptor GABA, com suas subunidades
formando o canal de cloreto. Adaptado Haefly, 1988.
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Atualmente, sugere-se que o sitio de ligagdo dos receptores

BZD no receptor GABA, esteja localizado na subunidade «, porém, a

subunidade y é necessdria a sensibilidade (Knoflach et al., 1991)

do BDZ. Sugere-se que os efeitos miorrelaxante, anticonvulsivante

e, sobretudo, ansiolitico sdo devidos a facilitacdo da

neurotransmissdo mediada por esse receptor (Zorumski e Isenberg,
1991).

Embora haja vdarios indicios, as regides cerebrais
relacionadas com os efeitos mencionados acima ainda n&o estéo
completamente identificadas e estudadas. Até o momento, sabe-se que
o GABA é o principal neurotransmissor inibitério do SNC, sendo
utilizado por 40% dos neurdnios (Zorumski e Isenberg, 1991) e que
o sistema neuronal GABAérgico jad foi detectado em vdrias regides
como o cerebelo, cértex, hipocampo, hipotdlamo, amigdala,
substéancia negra, corpo estriato, coliculo superior, entre outras
(Coimbra e Branddo, 1993; Vitorica et al., 1987).

Da mesma forma que as respostas aversivas induzidas pela
estimulagdo elétrica na SCPD de ratos foram abolidas por
antagonistas de AAE, essas respostas sao atenuadas apds injegdes
sistémicas de drogas que facilitam a neurotransmissdo GABAérgica,
como os barbitiricos e, principalmente, os benzodiazepinicos
(Imperato e DiChiara, 1981; Branddo et al., 1982; Audi e Graeff,
1984; Graeff et al., 1986). Além disso, a microinjegdo de
antagonistas de GABA dentro da SCPD induz o aparecimento das mesmas

respostas comportamentais que as eliciadas por estimulagdo elétrica
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(Schenberg et al., 1983; De Paulis e Vergner, 1986; Bandler, 1988;
Keay et al., 1988).

Os resultados acima sugerem que uma variedade de funcdes da
SCPD esteja sujeito a uma inibigdo GABAérgica ténica (Brandao et
al., 1982; Schmitt et al., 1985), sejam elas relacionadas com
comportamentos defensivos e ansiedade, ou com analgesia. Esses
7 resultados corroboram os dados obtidos por Sherman e Gebhart
(1976), nos quais sdo mostrados que as concentracdes de GABA na SCP
sofrem aumentos bastante significativos quando o animal é exposto

a estimulos nocivos.

1.5 - Outros sistemas neuroquimicos da SCPD

A neuroquimica da SCPD nédo se restringe somente a
neurotransmissido GABAérgica e glutamatérgica. A agao de outros
neurotransmissores como alguns peptideos, dentre eles o
tridecapeptideo neurotensina (Da-Silva et al., 1989), e a
colecistocinina nas formas de octapeptideo (CCK-8) ou tetrapeptideo
(CCK-4) ( Handley,1994), ja foram constatados nessa estrutura. Além
desses, outros neurotransmissores como a 5-hidroxitriptamina (5-HT)
(Audi et al., 1984, 1991; Schutz et al., 1985; Brandao et al.,
1991).

A idéia de que antagonistas dos receptores de colecistocinina
podem ser ansioliticos eficazes na desorden de pénico tem atraido

bastante a atencdo dos pesquisadores. O possivel papel da CCK em
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ansiedade advém de observagdes iniciais que certos efeitos centrais
e periféricos da CCK podem ser bloqueados por BDZs como o DZP.
Efeitos ansiogénicos de agonistas de CCK-8 e CCK-4 tem sido
relatado em vdrios modelos animais, dentre eles o LCE (Handley,
1994).

A serotonina, estd envolvida em muitos mecanismos
fisiolégicos como: sono, comportamento sexual, regulacao da
temperatura, emese, anorexia e analgesia, além de disturbios
neuroldégicos como agressdo, depressdao e epilepsia (Wilkinson e
Dourish, 1991). No mecanismo da ansiedade e depressdo, a 5-HT tem
despertado grande interesse por parte dos pesquisadores. As
primeiras citagdes sobre sua participagdo na ansiedade remontam-se
aos trabalhos de Graeff e Schoenfeld (1970) e Geller e Blum (1970).
Esses autores mostraram que antagonistas e inibidores da sintese de
5-HT liberaram comportamentos operantes suprimidos em testes de
conflito. Resultados posteriores (Wise et al., 1972) de monstraram
que ansioliticos benzodiazepinicos (BDZ) diminuiam a taxa de
renovagio ("turnover") de 5-HT, sugerindo que o efeito ansioiitico
da droga se dava pela inibicdo desse neurotransmissor.

A relagdo entre ©5-HT, SCPD e ansiedade foi sugerida
primeiramente por Schenberg e Graeff (1978) que demonstraram que
antagonistas de 5-HT facilitavam as respostas aversivas eliciadas
por estimulagdo elétrica da SCPD. Mais tarde, Schutz et al. (1985)
observaram que a 5-HT, quando microinjetada na SCPD, produzia um

efeito antiaversivo dose-dependente em ratos que recebiam
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estimulagdo elétrica nessa estrutura e em seguida eram submetidos
ao teste da caixa de vai-e-vem (shuttle-box). Além disso, um
agonista dos receptores 5-HT, a 5-metoxi-dimetil-triptamina, que
ndo sofre recaptagdo pés-sindptica, mostrou-se bem mais efetivo e
potente do que a prépria 5-HT nesse teste. Esses resultados
sugeriram que a ativagdo de receptores pés sindpticos de S5-HT
levava a inibigdo da aversdao gerada pela estimulagdo elétrica da
SCPD.

Resultados subseqiientes, desses mesmos autores, demonstraram
que um antagonista ndo seletivo de 5-HT (metergolina), bem como um
antagonista seletivo do receptor 5-HT, (quetanserina), preveniam o
efeito antiaversivo do neurotransmissor. Além disso, também
verificaram que zimelidina, um inibidor seletivo de recaptacgao de
5-HT, nao somente potencializou a sua agdo, mas também causou um
efeito antiaversivo, quando microinjetada dentro da SCPD, efeito
esse abolido pelo pré-tratamento com ritanserina, um antagonista
dos receptores 5-HT..

Com base nos resultados acima citados, Schutz et al. (1985)
sugeriram que o efeito antiaversivo da 5-HT era devido,
principalmente, a estimulagdo de receptores 5-HT. presentes nessa
estrutura. Essa sugestdo foi fortemente sustentada por resultados
obtidos com a ipsapirona, agonista parcial do receptor de 5-HT,,,
que causou um efeito antiaversivo bem menor quando microinjetado na
SCPD. Também foi demonstrado que os antagonistas de 5-HT per se néo
alteraram as respostas comportamentais gquando microinjetados na

SCPD, contrastando com o comportamento motor explosivo eliciado por
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antagonistas de GABA aplicados nessa mesma regido do cérebro
(Schutz et al., 1985). Essa diferenca fortalece a sugestdo de que
a modulagdo da aversdo na SCPD pela 5-HT é fdsica e ndo tdnica.
Assim, estimulacgédo elétrica da SCPD poderia promover a liberacdo de
5-HT como parte de um mecanismo de inibigdo, enquanto antagonistas
de 5-HT diminuiriam o limiar aversivo da estimulacdo elétrica.

Contudo nédo se pode afirmar que somente os receptores 5-HT,
estejam envolvidos na expressdo da ansiedade, pois ha evidéncias
sugerindo a participagdo de receptores 5-HT,, (Deakin, 1993; Graeff
et al., 1993; Launay et al., 1994). Os resultados obtidos em vdrios
laboratérios que investigam o papel da 5-HT na ansiedade séo
contraditérios (para revisdo, Handley e McBlane, 1993). Por
exemplo, a buspirona, um agonista 5-HT,,, lancado na clinica como
ansiolitico, produz um efeito antiaversivo em pombos. Tal efeito &,
no entanto, menos consistente do que o0s obtidos com
benzodiazepinicos em roedores e macacos, tendo inclusive sido
publicados resultados negativos com relagdo a sua agao ansiolitica

(Graeff, 1993a).

1.6 - SCPD, reagao de defesa e ansiedade

Se buscarmos um valor adaptativo para os processos
psicobiolégicos observados nas espécies, inclusive a humana, pode-
se dizer que a ansiedade e o medo tém suas raizes nas reagdes de
defesa dos animais (Graeff, 1993a). As modificagdes comportamentais
e neurovegetativas observadas nos trés processos sdo bastante

semelhantes, sendo possivel sugerir que as mesmas vias neuronais,
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bem como algumas estruturas cerebrais, sejam compartilhadas no
desencadeamento desses processos.

Os mecanismos cerebrais envolvidos nos comportamentos
defensivos foram bem descritos por Adams (1979), ao sugerir que o
sistema de defesa estaria representado na SCPD. Vdrios estudos tém
claramente sugerido que a SCPD é uma das estruturas que compde o
sistema cerebral aversivo (SCA) (Graeff, 1981).

Dentre as estruturas cerebrais que compdem o mesencéfalo,
foi observado, que do ponto de vista evolutivo, a SCPD sofreu
poucas alteragdes ao longo dos anos, tanto na forma quanto no
funcionamento (Carrive, 1993), sugerindo que os comportamentos a
ela associados vém sofrendo uma selegdo favordvel entre os
mamiferos. Os substratos neuronais encontrados na SCPD ainda néo
foram completamente estudados, mas mecanismos como O GABAérgico,
serotonérgico, o glutamatérgico e o opioidérgico exercem
determinados controles sobre essa estrutura, o que se reflete nos
padrdes comportamentais (Branddo et al., 1982; Schenberg et al.,
1983; Bandler, 1988; Graeff, 1990; Brandao, 1993).

A verificagao de que os comportamentos defensivos resultantes
da estimulacgdo elétrica da SCPD sdo abolidos por antagonistas de
receptores de AAE, bem como por agonistas GABAérgicos, sugere que
ambos os sistemas neuronais estejam presentes nessa estrutura e
medeiam os comportamentos a ela integrados. No entanto, poucos séo
os trabalhos que estudam uma possivel sobreposigdo funcional entre

esses dois sistemas neurotransmissores na SCPD.



2 - OBJETIVOS

Baseado nos fatos relatados na introdugao, nos propusemos a

investigar a interacgéao

glutamatérgico presentes na SCPD.

entre

os sistemas GABAérgico e

Esta andlise foi realizada

através da manipulagdo quimica dessa estrutura cerebral, associado

a administragcdo de drogas pela via sistémica.

Para tanto os

seguintes objetivos especificos foram delineados:

a) Verificar as agdes da

microinjetados na SCPD sobre

administrado pela via IP.

b) Verificar as agdes da

microinjetados na SCPD sobre

administrado pela via IP.

glicina e do 7 cloroquinurénico

o efeito ansiolitico do DZP

glicina e do 7 cloroquinurénico

o efeito ansiogénico do PTZ



3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Animais

Nos experimentos que seguem foram utilizados, no total, 320
ratos "hooded" pesando entre 280 e 300 g. Os animais, apés o
desmame, foram alojados em caixas pldsticas (15 x 36 x 30 cm) com
forragédo de serragem. O nimero de animais por caixa nédo ultrapassou
a seis. Em cada caixa os animais permaneceram até completarem 4
meses de idade. Durante o periodo de alojamento, &dgua e comida
foram oferecidos 1livremente. Os resultados mencionados neste
trabalho referem-se a 290 desses animais, nimero esse obtido a
partir da andlise histolégica, que revelou os sitios da SCPD
atingidos pelas drogas, como demonstrado na figura 1A e IB ( apenas

120 estdo ilustrados devido as sobreposigdes).

3.2 - Cirurgia estereotdxica

Cada animal foi anestesiado com Equitesin (0,3 ml/100 g, IP),
precedido pela administragdo de atropina (1 mg/ml, IP, 15 minutos
antes). Uma vez verificada a perda total dos reflexos, procedeu-se
a tricotomia de toda a parte superior da cabegca do animal e
posterior adaptagdo ao aparelho estereotdxico (Stoelting, mod. 300,
Usa).

Em seguida foi realizada a assepsia da drea com dlcool iodado

e uma solugdo de xilocaina com adrenalina (2%) foi injetada
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subcutaneamente por todo o campo ciruirgico. A calota craniana foi
exposta numa drea desde 3 a 4 mm posterior a sutura lambdéide até
3 a 4 mm anteriores a sutura corondria através da remogdo de uma
drea ovalada. O periésteo de toda a regido foi raspado. Em seguida,
o cranio foi posicionado no aparelho estereotdxico de forma que o
bregma e o lambda ficassem situados em um mesmo plano horizontal.
O osso foi novamente seco e a calota perfurada com uma broca
odontolégica para fixagdo de dois parafusos de ago inoxiddvel e de
uma canula-guia. Um dos parafusos foi colocado no centro do osso
parietal esquerdo e o outro no osso parietal direito. Para o
implante da canula na SCPD, as coordenadas obedecidas, segundo
Paxinos e Watson (1986), foram as seguintes: ML = 1.9 mm em angulo
de 22°, na altura da sutura lambdéide. A profundidade de introdugéo
da cénula foi de 2,0 mm (DL), a partir da superficie externa do
osso.

Uma vez adaptados parafusos e canula, novamente o osso foi
seco e a &rea aberta preenchida com uma prétese de polimero
autopolimerisdvel que, ao endurecer, incorporou todas as pegas em
uma sélida proétese.

Decorridos alguns minutos para a secagem total da prétese, um
mandril n° 29 foi adaptado a cénula, com o intuito de prevenir o
seu entupimento.

Ao final da cirurgia, cada animal recebia 0,1 ml de

pentabiético veterindrio, por via intramuscular, sendo apés isso,

colocado numa caixa especifica para sua recuperacgdo, dotada de uma
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lampada de 40 W para aquecimento a 30°C, aproximadamente, até seu
despertar. Posteriormente, os animais foram removidos para uma
caixa individual, onde receberam dgua e comida livremente, e ali
permaneceram por sete dias até serem utilizados no modelo animal

escolhido.
3.3 - Céanulas

Em todos os experimentos realizados os animais foram
implantados com uma cédnula-guia, a fim de receberem microinijegdes
na SCPD. As cénulas foram confeccionadas em nosso laboratério a
partir de agulhas descartdveis 25 x 7 mm ou 30 x 7 mm. Apds fazer
a medicdo com o auxilio de um paquimetro (Mitutoyo- Brasii) as
agulhas foram cortadas no comprimento de 13mm. Cada cénula possuia
um anteparo (préprio da agulha utilizada), o qual ndo permitia a
sua total introdugdo pelo orificio feito anteriormente com a broca

odontolégica.
3.4 - Microinjecdo intracerebral

Foram utilizadas agulhas de 16,0 mm de comprimento (0,3 mm de
diadmetro), adaptadas a partir de agulhas odontolégicas, conectadas
a microsseringas (Hamilton, 10 ul), por um tubo de polietileno. As
agulhas possuiam 3,0 mm de comprimento a mais do que a cénula-guia

de forma que as drogas fosseem realmente microinjetadas na SCPD.
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As seringas foram preenchidas com dgua destilada e com a solugdo a
ser injetada, separadas por uma bolha de ar.

Para a microinjecdo, o animal foi imobilizado com auxilio de
um pano e, com um alicate, foi retirado o mandril adaptado a canula
durante o ato ciridrgico. Com auxilio de limas odontolégicas, usadas
para desobstrugcdo de canal dentdrio, a céanula-guia foi 1limpa.
Posteriormente a agulha foi suavemente introduzida através da
cdnula. Em cada animal foi injetado na SCPD 0,4 ul de solugdo. Ao
final da microinjegdo, a agulha foi deixada no 1local por 30
segundos adicionais. Em seguida o animal foi levado ao campo

aberto para o inicio do teste comportamental.

3.5 — Teste comportamental

O teste comportamental utilizado foi o labirinto em cruz
elevado (LCE). Esse modelo foi desenvolvido a partir do trabalho de
Montgomery (1958) por Handley e Mithani em 1984. Posteriormente,
Pellow et al. (1985) executaram a validagdo comportamental
fisiolégica e farmacolégica do LCE para ratos.

Esse equipamento, em forma de cruz, é composto por dois
bragos abertos (50 x 10 cm) opostos, e dois bragos fechados por
parede (50 x 10 x 40 cm), também opostos. O aparelho estava elevado
50 cm do chdo. Os bragos abertos foram circundados por um antepero
de acrilico 1 cm de altura para evitar a queda dos animais. Uma
arena quadrada (60 x 60 x 35 cm), confeccionada igualmente em

madeira, foli utilizada imediatamente antes do teste no LCE, com o
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objetivo de habituar o animal & luminosidade da sala (Lister,
1987a).

Os aparelhos usados no experimento estavam localizados numa
sala com luz branca, cuja intensidade era de 40 Lux. Apés testar

cada animal, os aparelhos foram limpos com solugdo de etanol a 20%.
3.6 - Dispositivo de registro comportamental

Durante o teste do LCE foram registrados os seguintes
comportamentos:
a) frequéncia de entradas dos animais nos bragos abertos (FEA) e
nos fechados (FEF);
b) o tempo de permanéncia dos animais nos bragos abertos (TPA) e
fechados (TPF):
c) a frequéncia de tentativas de entradas nos bragos abertos (FT).
Foi considerada tentativa o ato do animal colocar a cabega e uma,
duas ou trés patas em um dos bragos abertos, seguido de retorno ao
centro ou a um dos bragos fechados do LCE;
d) a frequéncia de levantar ("rearing") (FL). Esse comportamento é
caracterizado pela postura do animal quando ele se coloca em
posicdo vertical, com o corpo apoiado nas patas traseiras em
extenséo.
e) fregéncia de alongamentos exploratérios (FAE) ("stretched-
attend"), definido como alongamento da cabega e ombros para frente

do corpo, seguido por retragdo a posigdo original (Rodgers e Cole,
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1993);
f) frequéncia de auto-limpeza (FAL) ("grooming™) . Embora seja
caracterizado por uma seqiiéncia de comportamentos, foi considerado
apenas a auto-limpeza executada pelo animal na regido da face

(Roeling et al., 1993).

3.7 - Protocolo experimental

O trabalho teve duas etapas. Na etapa A foram analisados os
efeitos das drogas glutamatérgicas microinjetadas na SCPD em ratos
pré-tratados com DZP, aplicado pela via intraperitoneal. Na etapa
B, foram analisados os efeitos das drogas glutamatérgicas
microinjetadas na SCPD em ratos pré-tratados com PTZ, administrado
pela via intraperitonal. Em ambas as etapas foi seguido o protocolo
abaixo descrito.

Os animais foram alojados, isoladamente, por uma semana apds
a impantagao das canulas-guias. No dia do teste, cada animal era
colocado numa ante-sala com iluminagdo de 720 lux. Nesse local era
aplicada uma injecgéo por Vvia IP de diazepam (DZP),
pentilenotetrazol (PTZ) ou veiculo e, 15 minutos apés, o mesmo
animal era microinjetado com uma das seguintes solugdes: a) liquor
artificial (LA), b) glicina (GLI), ou c) 7-cloroquinurénico (7Cl-
QUIN) e transportado para a sala do LCE, com iluminagdo de 40 lux.
A seguir cada animal era colocado numa arena de madeira cujo

objetivo era aumentar a atividade locomotora, bem como ocorrer uma
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habituagdo & pouca luminosidade (Lister, 1987a). Passados 5
minutos, o animal era transferido para o centro do LCE com a cabecga
voltada para um dos bragos fechados, e seu comportamento registrado
por um periodo de 5 minutos, de acordo com o procedimento descrito
por Pellow et al. (1985). Apds cada sessao experimental, o LCE era
limpo, assim como a arena de madeira, com uma solucdao de etanol
20%.
Todos os experimentos foram realizados entre 8h e 12h. As
doses foram selecionadas de acordo com a literatura (Matheus et

al., 1994; Lopes-da-Silva, 1994) ou por experimentos preliminares.
3.8 - Histologia

Ao término de cada teste comportamental, os animais foram
anestesiados com solugao de Equitesin (0,3 ml/100 g, IP). Os
cérebros foram perfundidos por via intracardiaca com solucdo salina
(NaCl, 0,9%), seguida por solucao de formaldeido (10%) por cerca de
3 minutos. Posteriormente, os cérebros receberaﬁ uma microinjegao
de solugdo de azul de Evans (0,4 ul).

Seguiu-se a decapitacgdo e a remocgdo dos respectivos cérebros,
que foram acondicionados em solugcdo de formaldeido. Os cérebros
foram fatiados em micrétomo de congelamento (Cryocut 1800, USA). Os
sitios das injegbdes foram identificados foram obtidos através da
comparagdo do corte com os diagramas do atlas do cérebro de ratos

de Paxinos e Watson (1986).
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3.9 - Andlise estatistica

Os dados foram expressos como média + E.P.M.. Quando foram
detectadas diferengas entre as varidncias pelo teste de Bartlett’s,
os dados foram transformados pela raiz quadrada. e realizada
andlise de varidncia nos dados transformados. As comparagdes entre
os tratamentos e o controle foram detectadas pelo Teste de
Dunnett, jd as comparagdes entre cada tratamento IC e liquor foram
detectadas pelo Teste T de Student. Os niveis de significéancia
receberam as seguintes notagdes :(*) P< 0,05; (**) P< 0,001 e

(***) P< 0,005 .

3.10 - Drogas e solucodes

Nos experimentos realizados as seguintes drogas foram
utilizadas por injecdes IP: PTZ (Sigma, EUA) e atropina (Sigma,
EUA) dissolvidos em solugdo de salina 0,9%; DZP (Cristalia, Brasil)
dissolvido em solugdo contendo 90% salina e 10% propileno glicol e
solugdo de equitesin composta de hidrato de cloral (8,5g), MgSO,
7H,0 (4,252 g), dgua destilada (91,4 ml), pentobarbital sédico (1,94
g), &lcool etilico (13,0 ml) e propilenoglicol (85,6 ml). Foram
aplicados ainda, 0,1 ml/animal de pentabiético veterindrio (Abbott,
Brasil) pela via intramuscular. Os volumes injetados de DZP e PTZ
foram de 1 ml/kg. O equitesin foi injetado num volume de 0,3ml/
100g.

Para injeg¢des intracerebrais foram utilizados os seguintes
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compostos: LA, constituido por NaCl (8,1 g), KCl (0,25 g), CacCl,
(0,14 g), MgCl, (0,11) e Na,CO, (1,0 g), dissolvidos em um litro de
dgua destilada (Merlis, 1940); GLI (Sigma, EUA), dissolvida em LA;
e 7C1-QUIN (RBI, EUA) dissolvido em 0,2 ml de NaOH, 0,1 M e o pH
ajustado para 7,4 com HCl1l 0,1 M, para completar o volume da solugao
(0,4 ml) adicionou~-se solugdo de salina (NaCl 0,9%). Os volumes
utilizados para as injeg¢bes intracerebrais foram de 0,4 upl/sitio

neural.



4. AVALIACAO DAS DROGAS GLUTAMATERGICAS SOBRE O EFEITO.

ANSIOLITICO DO DIAZEPAM

4.1 - Introducgao

Desde a introducdo do clordiazepéxido (1957) e do DZP (1960)
na clinica, os benzodiazepinicos tém sido as drogas de escolha para
o tratamento das desordens de ansiedade (Fontana et al., 1989).
Claramente superiores em atividade ansiolitica e muito menos
téxicos do que as outras classes de drogas até entdo utilizadas
para oOs mesmos propésitos (carbamatos e barbituricos), os
benzodiazepinicos fazem parte do rol de drogas mais prescritas na
prdatica médica nos dias atuais (Harvery, 1991).

Dois fatores principais contribuiram para a grande aceitacgéao
dos benzodiazepinicos. O primeiro foi a sua fdcil avaliagdo em
testes animais que detectam mudangas comportamentais induzidas por
drogas, e o segundo foi a descoberta dos receptores endégenos nos
quais os benzodiazepinicos se ligam, o que permitiu que um nimero
muito grande de compostos similares ao clordiazepdéxido fosse
langado no mercado (File, 1987). O protétipo dos benzodiazepinicos
utilizados na clinica é o DZP. Os efeitos ansioliticos do DZP j&a
sdo bem conhecidos na literatura e essa propriedade é utilizada na
determinagdo do perfil farmacolégico ("screening") de drogas
ansioliticas em diferentes modelos animais de ansiedade.

No LCE, o DZP aumenta a exploragdo (freqiiéncia), bem como o

tempo de permanéncia do animal nos bragos abertos (Pellow et al.,
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1985; Yasumatsu et al., 1994; Melchior e Ritzmann, 1994; Wolfman et
al., 1994; Brett e Pratt, 1990; Fukuda e Wada, 1991). No teste de
interacgao social, animais que recebem tratamento com DZP aumentam
o tempo de interacdo, quando comparados com o grupo controle (File
et al., 1991). O efeito ansiolitico também é detectado no teste do
campo aberto ("open-field") (Hughes, 1993), no teste das
vocalizagdes ultrasdnicas (Vivian e Miczek, 1993), no teste do
labirinto em zero (Shepherd et al., 1994), no teste do "hole-board"
(Lister, 1987b), e no teste do sobressalto acustico (Davis, 1979).

Nosso objetivo na primeira parte desse trabalho foi verificar
a acdo de drogas glutamatérgicas (como a GLI e o 7Cl-QUIN)
microinjetadas na SCPD sobre o efeito ansiolitico do DZP. Em
modelos animais de ansiedade, agonistas do sitio de GLI acoplado ao
receptor NMDA, microinjetados na SCPD tém demonstrado agéo
ansiogénica (Schmitt et al.,1995) enquanto a administracgdo de
antagonistas competitivos desse sitio de ligagdo, como o dcido 7Cl-
QUIN e o HA-966, tem exibido agdo ansiolitica (Matheus et al.,
1994).

Partindo do conhecimento prévio dos efeitos farmacoldégicos
dessas trés drogas (DZP, GLI e 7Cl-QUIN), propusemo-nos a verificar
as possiveis interagbes entre os sistemas GABAérgico e

glutamatérgico, utilizando como modelo animal de ansiedade o LCE.



FIGURA 1A - Localizacdo do centro das microinjegdes de drogas na
SCPD. Os diagramas foram extraidos do atlas de Paxinos & Watson
(1986). Os circulos, tridngulos e quadrados representam os pontos
nos gquais os compostos GLI, 7Cl- QUIN e LA foram injetados,
respectivamente.
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4.2 - Resultados

Os resultados obtidos nesta primeira etapa experimental
estdo representados nas figuras 2, 3 e 4.

O DZP na dose de 0.375 mg/kg promoveu uma redugao
estatisticamente significante (P<0,005) da FT quando comparado com
o grupo controle (Fig. 2A). Nao foram detectados quaisquer efeitos
significativos do DZP nos parédmetros FEF, FAE e FL (Fig. 2B e Fig.
3A e B). Entretanto, interagdes significantes (p < 0.05) foram
detectadas entre os tratamentos IP e IC para a FEA [F(4,110)= 2,7)]
e TPA [ F(4,110)= 2,36) ]. De fato, o DZP causou aumentos (dose-
dependentes para a TPA) em ambos os parédmetros comportamentais,
efeitos esses, que foram antagonizados pelos tratamenos IC com GLI
e, principalmente, com 7Cl1-QUIN ( Fig. 3C e 3D).

O DZP também causou um aumento da FT e da FAL que, no
entanto, nédo alcangaram, significédncia estatistica. Para a FT
obsrvou-se um efeito antagdénico marginal do DZP pela GLI [F(8,17)=
1,92 P= 0,064) e um antagonismo significativo do 7 Cl-QUIN
(Fig.3A). Para a FAL, apesar do tratamento IC da GLI ter produzido
uma diminuicdo, somente o tratamento com 7 Cl-QUIN produziu um
antagonismo estatisticamente significante do efeito do DZP (Fig.
3C).

Cabe ainda notar que, enquanto a GLI causou um antagonismo
parcial dos efeitos do DZP para a FEA, TPA, FAL e FT, o 7Cl- QUIN
promoveu a inversdo do efeito.

Nesse experimento também foram utizados doses de DZP de 1,5



38

e 3,0mg/Kg. Na figura 4 estdo representados os resultados obtidos
sobre os quatros principais paradmetros comportamentais do teste do
LCE.

De uma forma geral verificamos que nessas duas doses,
sobretudo na maior delas (3,0 mg/kg), houve reducgdes significativas
dos parametros comportamentais analisados (P<0,005),
independentemente do tratamento IC recebido,sugerindo um efeito
sedativo do DZP nessas doses. Essa sugestdo é reforcada pelas
redugdes observadas nos comportamentos de atividade geral (FT e
FEF). Nenhum dos tratamentos IC (GLI ou 7Cl- QIN alterou o efeito

sedativo do DZP nas doses de 1,5 e 3,0 mg/kg, como mosta a Fig. 4.
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FIGURA 2 - Efeito das drogas glutamatérgicas ( 7Cl- QUIN e GLI)
microinjetads na SCPD sobre a agdo do DZP, em ratos submetidos ao
ICE. A,B,C e D representam respectivamente: a frequéncia de
tentativas (FT), a frequéncia de entradas no fechado (FEF), a
frequéncia de entradas no aberto (FEA) e o tempo de ermanéncia no
aberto (TPA). Cada valor representa a média E.P.M. * = P< 0,05 ; *%*
= P< 0,01 ; diferencgas significantes entre as doses de DZP. # =
P< 0,05 ; ## = P< 0,01 ; ### = P< 0,001 diferencas significantes
entre as doses IC. N= 13.
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# = P< 0,05 ; para diferengas significantes entre as doses IC.
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FIGURA 4- Efeito de drogas glutamatérgicas sobre a agdo do DZP em
ratos submetidos ao LCE. As colunas brancas representam tratamento
com LA e as colunas hachuradas representam os tratamentos com GLI
(V7)) e 7C1l-QUIN (). A,B,C e D representam respectivamente: a
frequéncia de tentativas (FT), a frequéncia de entradas no fechado
(FEF), a frequéncia de entradas no aberto (FEA) e o tempo de
permanéncia no aberto (TPA). Cada valor representa a média E.P.M.
* = P< 0,05 ; ** = P< 0,01 ; para diferencgas significantes entre as
doses de DZP. # = P< 0,05 para diferengas significantes entre as
doses IC. N= 13.
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4.3 - Discussédo

A manipulagdo quimica ou elétrica de regides especificas do
SNC, associadas a tratamentos sistémicos, tem sido 1largamente
utilizada em estudos psicofarmacoldégicos com o 1intuito de
determinar os neurotransmissores envolvidos em vdrias reagdes
" comportamentais (Shenberg e Graeff, 1978; Motta e Brandao, 1993;
Matheus et al., 1994).

No teste do LCE, tanto o FEA como o TPA sao os fatores mais
utilizados para se verificar o perfil ansiosseletivo de uma
determinada classe de drogas (Pellow et al., 1985; File, 1992),
pois as drogas ansioliticas tendem a aumentar esses parametros,
enqﬁanto que as ansiogénicas tendem a diminui-los.

Um efeito ansiolitico fol claramente observado em animais
controle (grupo LA/DZP) pré-tratados com a dose de 0,75 mg/kg de
DZP. Para os parametros FEA e TPA observou-se aumento significativo
dessas respostas nessa dose, o que reflete o perfil ansiolitico da
droga no LCE (Pellow et al., 1985).

Resultados semelhantes com essa dose foram obtidos por Lopes-
da-Silva (1994) no LCE e por Shepherd et al. (1993) num novo modelo
animal de ansiedade, o labirinto em zero, uma modificagdo do LCE,
que incorpora medidas etolégicas tradicionais e novas, na andlise
dos efeitos de drogas ansiosseletivas. Porém, em ambos os casos, a
manipulagdo quimica da SCPD ndo foi realizada, indicando que a
administragdo local de LA nado interfere com os efeitos sistémicos

do DZP.

-
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Quando usamos GLI microinjetada na SCPD, verificamos um
antagonismo dos efeitos ansioliticos do DZP (0,75 mg/kg) refletido
pelas redugdes dos parametros FEA e TPA, além da FT e FAL.

Esses resultados podem sugerir que, em condigdes normais, os
sistemas glutamatérgico e GABAérgico agem na SCPD de forma
modulatéria. A administragdo local de GLI estimularia os receptores
NMDA sobrepondo-se ao sistema GABAérgico potencializado pelo DZP.

Russo et al. (1993) ndo conseguiram antagonizar o efeito
ansiolitico do DZP administrado pela via sistémica com flumazenil
(antagonista dos receptores de GABA-BDZ) microinjetado na SCPD,
sugerindo uma agdo do BDZ em outras estruturas cerebrais também
envolvidas no mecanismo de ansiedade. Neste estudo a estimulagédo da
SCPD pode ter produzido um aumento geral da excitabilidade neufal,
que resultaria em um bloqueio da agdo ansiolitica do BDZ na SCPD e
em outras dreas. Por outro lado, como mostra a figura 4, a
microinjegcdo de GLI ndo antagonizou os efeitos sedativos obtidos a
partir do pré-tratamento com doses superiores de DZP (1,5 e 3,0
mg/kg). Sendo assim, os resultados indicam que os efeitos obtidos
com a injecdo de GLI na SCPD foram especificos para reduzir a agéo
ansiolitica dos BDZ e que os efeitos sedativos desses compostos
devem estar associados a outras regides cerebrais do SNC, além da
SCPD.

Uma vez verificado que a GLI microinjetada na SCPD poderia
antagonizar fisiologicamente os efeitos ansioliticos do DZP

administrado sistemicamente, numa segunda etapa nos propusemos a
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verificar se a administracdo de um antagonista do sitio de ligacgao
da GLI poderia potencializar o efeito ansiolitico do DZP. Utilizou-
se, entdo, o dcido 7Cl-QUIN, um antagonista seletivo do sitio de
GLI nos receptores NMDA. Stephens et al. (1989) demonstraram gque
com uma Unica dose de 7Cl-QUIN, ratos manipulados no LCE mostraram
um aumento na exploragdo dos bragos abertos. O mesmo resultado foi
obtido por Matheus et al. (1994) usando 7C1-QUIN (8 mmol) e HA-966
(100 nmol), microinjetados na SCPD. Nos dois casos expostos, o
' antagonismo do sitio de GLI, insensivel a estricnina, produz efeito
ansiolitico, aumentando a exploragdo nos bracos abertos do LCE e o
indice geral de atividade.

Sendo o DZP e o 7Cl- QUIN drogas ansioliticas apesar de
atuarem por mecanismos distintos (Corbett et al.,1990, Matheus et
al.,1994), esperdavamos um aumento desse efeito com a associagdo IP
e IC das duas drogas. Nesse estudo, nenhum 'dos parametros
comportamentais avaliados no LCE mostrou potencializacdo dos
efeitos ansioliticos do DZP, pelo 7Cl- QUIN, como era esperado.
Detectamos, ao contrario, a potencializagao do efeito depressor do
benzodiazepinico na dose de 0,75 mg/Kg . Porém, uma tendéncia a
potencializacdo do efeito ansiolitico do DZP foi observada (figura
2 C e D), na dose de 0,375 mg/kg, sustentando a idéia de uma

interagdo entre os sistemas GABAérgico e glutamatérgico na SCPD.



5. AVALIAGAO DAS DROGAS GLUTAMATERGICAS SOBRE O EFEITO

ANSIOGENICO DO PENTILENOTETRAZOL
5.1 - Introducao

O PTZ é um convulsivante largamente conhecido, além de causar
ansiedade em humanos e em animais (Emmett-Oglesby e Abdel-Malek,
1990). Em humanos, doses subconvulsivantes de PTZ produzem
ansiedade intensa e perda do sentido de diregédo (Rodin e Callhoun,
1970), uma sindrome cémportamental que antecede o ataque de pénico.
Em ratos, doses subconvulsivantes de PTZ facilitam o comportamento
punido (Corda et al.) 1992) e induzem estimulos discriminativos que
sdo seletivamente antagonizados por drogas ansioliticas atuando nos
sitios de ligagdo do receptor GABA-BDZ (Wilson e Bennett, 1989). O
PTZ é um blogueador seletivo do canal de cloreto acoplado ao
receptor GABA, e seu efeito resume-se a redugdo da neurotransmissao
mediada pelo GABA (Corda et al., 1992).

Os estimulos interoceptivos produzidos pelo PTZ séo
fisiologicamente similares aos sintomas da ansiedade,
caracteristicas pelas quais essa droga ¢é utilizada em estudos
comportamentais relacionados aos estados de ansiedade (Harris et
al., 1989). A reversdo desses estimulos interoceptivos de cardter
ansiogénico se d4 com o uso de drogas ansioliticas que atuam por
mecanismos GABAérgicos (Emmett-Oglesby et al., 1990).

Além de produzir efeitos ansiogénicos (Harris et al., 1989),

O PTZ em doses maiores (80 mg/kg) pode causar convulsdes, sendo
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este o seu efeito cldssico (Giusti et al., 1991; Kupferberg et al.,
1992). Portanto, o PTZ tem sido largamente utilizado como um dos
modelos de convulsdo para a avaliagdo farmacolégica de drogas com
atividades anticonvulsivantes (Jobe e Laird, 1987). Também tem
sido mostrado que ratos podem aprender a discriminar o tratamento
com PTZ do tratamento com salina e o argumento utilizado para
7explicar esse fato é que a discriminagdo estd baseada nas
propriedades ansiogénicas da droga, e ndo nas convulsivantes (Lal
e Sherman, 1980).

Pellow et al. (1985) demonstraram o efeito ansiogénico do PTZ
no LCE. Animais submetidos ao LCE, pré-tratados com PTZ 1IP,
diminuem a exploragdo no aparato de forma ndao seletiva, isto é, em
ambos os bragos abertos e fechados. Também observa-se o efeito
ansiogénico do PTZ pelo comportamento de animais no teste de
interacdo social (File e Lister (1984).

Na segunda etapa deste trabalho, utilizamos o PTZ como droga
ansiogénica. Nosso objetivo foi verificar se o efeito ansiogénico
do PTZ, quando administrado IP, era alterado pela microinjegdo de

GLI &/ou 7Cl-QUIN administrados na SCPD.
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5.2 - Resultados

Nas figuras 5 e 6 estdo representados os resultados obtidos
na seqgunda etapa dos experimentos.

O PTZ na dose de 15mg/kg causou um decréscimo significativo
da FT, FEA e FAL quando comparados com o grupo controle (Figs. 5A,C
e 6A). Embora tenha ocorrido aumentos da FT, da FEF, FEA, do TPA,
da FAE e da FL, nenhum desses parametros comportamentais atingiu
significédncia estatistica com o tratamenro do PTZ na dose de 30
mg/Kg. Somente um efeito marginal [F(13,10)= 1,978 P= 0,059] foi
obtido para a FEF (Figs. 5A e 6 A,B).

Os efeitos da GLI foram surpreendentemente similares aos do
PTZ para o TPA. Entretanto, foram observadas redugdes significantes
da FT, da FAE, da FEF e da FL apdés a associagdo GLI/PTZ 30mg/kg
(Figs. 5A,B e 6A,B).

Interacgdes significantes foram detectadas entre os
tratamentos IP e IC para a FEA [F(2,105)= 20,20;_P< 0.0051, TPA
[F(2,105)= 9,80; P< 0,005], FEF [F(2,105)= 7,25; P< 0,05], FAE
[F(2,105)= 8,83; P< 0,05], FL [F(2,105)= 4,58; P< 0,05] e FAL
[F(2,105)= 15,45;P< 0,05]. Realmente, os baixos niveis de respostas
obtidas com PTZ nas duas doses utilizadas foram revertidas pélo
tratamento de 7Cl- QUIN, sobretudo na FEA, no TPA e FAL (Figs. 5C,D
e 6C), sugerindo um antagonismo do efeito ansiogénico do PTZ pelo
7Cl- QUIN. Também foi observado antagonismo do efeito ansiogénico
do PTZ na dose de 15mg/kg pelo 7CL- QUIN para a FEF e para a FL
(Figs. 5B e 6B).

Ndo foram detectados quaisquer efeitos significativos do 7Cl-

QUIN na FT como mostra a figura 6A.
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FIGURA 5 - Efeito das drogas glutamatérgicas ( 7Cl- QUIN e GLI)
microinjetads na SCPD sobre a agdo do PTZ, em ratos submetidos ao
LCE. A,B,C e D representam respectivamente: a frequéncia de
tentativas (FT), a frequéncia de entradas no fechado (FEF), a
frequéncia de entradas no aberto (FEA) e o tempo de permanéncia no
aberto (TPA). Cada valor representa a média E.P.M. * = P< 0,05;
para diferengas significantes entre as doses de DZP. # = P< 0,05;
### = P< 0,001 diferencas significantes entre as doses IC. N= 13.
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FIGURA 6 - Efeito do 7Cl- QUIN e da GLI microinjetados na SCPD
sobre a acao do PTZ, em ratos submetidos ao LCE. A, B e C
representam respectivamente: frequéncia de alongamentos
exploratérios (FAE), frequéncia de levantar (FL) e fregquéncia de
auto- limpeza (FAL). Cada valor representa a média E.P.M. N=13,.

* = P< 0,05; ** = P< 0,01 para diferencas significantes entre as

doses de DZP. # = P< 0,05 ; para diferencas significantes entre as
doses IC.
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5.3 - Discussiao

Complementando os estudos feitos sobre as interagdes que
podem ocorrer dquando drogas sao administradas 1local ou
sistemicamente, passamos a analisar nesta segunda etapa do trabalho
a acdo das drogas glutamatérgicas sobre o efeito ansiogénico do
PTZ. |

Conforme jd& mencionado, o PTZ é uma droga ansiogénica muito
utilizada como modelo animal de ansiedade (Emmett-Oglesby et al.,
1990). No labirinto em cruz elevado, a agdo ansiogénica do PTZ é
verificada pela redugdo da FEA e do TPA (Pellow et al., 1985). Em
nossos experimentds, na dose de 15mg/kg esses padroes
comportamentais sofreram redugdes, sendo estas foram também
observadas nos comportamentos de atividade geral, como a FT, a FAE,
a FAL.

As redugdes dos pardmetros comportamentais que sugeriram o
perfil ansiogénico do PTZ, resultaram de uma caracteristica prépria
de drogas com agao ansiogénica. Tais drogas possuem uma propriedade
bidirecional de medidas, ou seja, sdo capazes de reduzir ou
aumentar os niveis de ansiedade (Carey et al., 1992). Essa
propriedade tem sido verificada em varios modelos animais para
roedores, dentre eles encontramos o teste de interagdo social (Guy
e Gardner, 1985), o teste da caixa claro-escuro (Costall et al.,
1988), modelos de conflito (Stephens e Kehr, 1985) e o LCE (Pellow
e File, 1985). Sobretudo no LCE, ocorre uma certa dificuldade de se
obterem respostas ansiogénicas quando comparamos O grupo tratado

com o controle, pois os niveis normais de comportamentos exibidos

-



51
pelos animais apresentam-se baixos. Além disso, a habilidade dos
agentes ansiogénicos para produzir respostas comportamentais
opostas aquelas préduzidas por ansioliticos nos modelos acima
citados, tem sido bastante questionada (Thiébot et al., 1988).

Os estimulos ansiogénicos do PTZ sdo revertidos por drogas
ansioliticas que atuam por mecanismos GABAérgicos (Emmett-Oglesby
e Abdel-Malek, 1990). Em nossos experimentos, o dcido 7Cl-QUIN, um
antagonista do sitio de ligacao da GLI nos receptores NMDA, quando
microinjetado na SCPD, antagonizou de forma bastante significativa
o efeito ansiogénico do PTZ, como mostra a FEA e o TPA no LCE. Esse
antagonismo também_ foi detectado em outros parametros
comportamentais como a FAE e a FAL. Tais dados vém corroborar os
efeitos ansioliticos do 7Cl-QUIN por bloqueio do sistema
'glutamatérgico da SCPD.

Nossos resultados com a microinjegcdao de GLI na SCDP
evidenciaram o perfil ansiogénico da droga, uma vez que os padrdes
de respostas comportamentais avaliados mantiveram-se constantes.
Embora fosse esperada uma potencializagdo do efeito ansiogénico do

PTZ, com a microinjegdo de GLI, no geral isso ndo foi observado.



6. DISCUSSAO GERAL

A estimulagdo quimica da SCP se constitui num modelo animal
utilizado para investigar a participacgéo de sistemas
neurotransmissores nas respostas do organismo a ansiedade (para
revisdo ver Graeff, 1987, 1990, 1991, 1993b; Graeff et al., 1988),
alguns componentes da reagdo de defesa (Bandler, 1988; Fanselow,
1991) e nocicepgao (Reynolds, 1969; Behbehani et al., 1979).

Por ser uma estrutura integrativa, recebendo projegées de
mais de 50 dreas do SNC, como amigdala (Rizvi et al., 1991; Graeff
et al., 1993), hipotdlamo medial (Olds e Olds, 1963; Lu et al.,
1992), hipocampo (Kim et al., 1993), nidcleos da rafe (Beitz e
Williams, 1991) e coliculo inferior (Branddao et al., 1993), o
interesse sobre essa estrutura tem crescido nos udltimos anos.

Vdrios trabalhos apontam diversos sistemas neuronais
presentes na SCP, notadamente na parte dorsal, tendo sido sugerido
que mecanismos GABAérgicos exercem uma inibigdo ténica sobre a
organizagdo de respostas aversivas nessa regido (Branddo et al.,
1982; Schenberg et al., 1983; Schmitt, 1985), enquanto gque outros
experimentos como os de Schutz et al. (1985) e Audi et al. (1991)
tém mostrado a presenga do sistema serotonérgico na SCPD inibindo
as respostas aversivas de forma fasica. Além disso, encontramos
evidéncias da participagdo do sistema opidéide (Jenck et al., 1986;
Branddo, 1993), do sistema peptidérgico (Da-Silva et al., 1989) e
também tendo sido demonstrada por estudos fisiolégicos, imunof
histoquimicos e bioquimicos, a neurotransmissdo envolvendo os AAE
(Carobrez, 1985; Wilklund et al., 1988; Beitz, 1989; Beart et al.,

1990).
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Os efeitos das drogas microinjetadas na SCPD associadas a
injegbdes ©periféricas, foram analisados de acordo com oS
comportamentos observados no LCE. Dentre as razdes apontadas por
Pellow et al. (1985), validando o LCE como um modelo animal de
ansiedade destacam-se: a rapidez, a simplicidade e o néao
envolvimento de equipamentos de alto custos. Além disso, essa
metodologia é baseada no comportamento espontédneo, ndo envolvendo
treinamentos ou estimulos nocivos como dor ou privagao de dagua ou
comida. Esse teste mostra-se, ainda, sensivel a detectagao dos
efeitos ansioliticos agudos de drogas tipo benzodiazepinicos e é
bidirecionalmente sensivel a manipulagdo da ansiedade (Rodgers e
Cole, 1994).

Nesse teste, a tendéncia natural de ratos para explorar
ambientes novos é confrontada com o medo de espagos abertos e
altura (Montgomery, 1955). Porém, Treit e Fundytus (1988)
demonstraram que a variagdo da altura das paredes laterais dos
bragos abertos produzia efeitos mais significativos sobre a
exploragdao dos bragos abertos do que a variagdo da altura do
labirinto per se. Esses resultados mostraram que os roedores sao
altamente tigmotdxicos em ambientes estranhos a eles.

O LCE usado em nossos experimentos foi baseado nas descrigdes
feitas por Handley e Mithani (1984) e Pellow et al. (1985). Quando
colocados no LCE, sobretudo nos bragos abertos, os animais
geralmente mostram manifestagdes comportamentais (imobilidade ou
congelamento) e fisiolégicas (defecacgéo e aumento de
corticosteréides no plasma (Pellow et al., 1985). O que se tem

mostrado é que as drogas ansiogénicas diminuem a percentagem de



54
entradas e o tempo de permanéncia nos bragos abertos, dentro de uma
faixa de doses que nao afeta a atividade geral ou o total de
entradas nos bracos (Handley e Mithani, 1984; Pellow et al., 1985;
Pellow e File, 1986). Também é avaliada a freqiéncia de entradas
nos bragos fechados (Pellow et al., 1985; File, 1992), como indice
indicativo de atividade geral.

Nesses aspectos, nossos resultados confirmaram os obtidos na
literatura com relagdo aos efeitos ansiogénicos da GLI e do PTZ e
ansioliticos do DZP e do 7 Cl- QUIN.

Com o passar do tempo, desde a validagcdo do LCE, outros
parémetros comportamgntais elaborados pelos animais durante os
testes foram sendo incluidos para completar as interpretagdes dos
resultados obtidos com os parametros jd existentes. Rodgers e Cole
(1993) adotaram como medidas de atividade geral no LCE, a FL, a FAL
e a FAE. Lopes~-da-Silva (1994), Lopes-de-Souza e Carobrez (1992)
introduziram no seu protocolo experimental a FT como parametro
comportamental de atividade geral. Esse parametro é caracterizado
pelo nimero de vezes que o animal, estando em um dos bragos
fechados, ou no centro do LCE, tenta explorar os bragos abertos.

A andlise fatorial mostrou, contudo, que esse comportamento
estaria mais relacionado com atividade de explorag¢do geral do que
com ansiosseletividade. Em nossos experimentos esses novos
parametros comportamentais, associados com os paréametros
denominados "cldssicos" (Rodgers et al., 1992; Rodgers e Cole,
1993) foram analisados em relagdo a cada um dos tratamentos
utilizados.

Os animais do grupo LA/DZP (0,75 mg/kg) apresentaram aumentos
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da FEA e do TPA, evidenciando o conhecido efeito ansiolitico desse
composto (Pellow et al., 1985). Resultados semelhantes foram
obtidos por Lopes-da-Silva (1994) e Shepherd et al. (1994)
utilizando essa mesma dose, porém sem a manipulagdo quimica da
SCPD. Os efeitos ansioliticos da dose de 0,75 mg/kg de DZP foram
também evidenciados nos comportamentos de atividade geral como a
FT, FAL e FAE e FL.

A auto-limpeza ("grooming") trata-se, na realidade, de um
grupo de respostas somdticas, autondémicas e endécrinas associadas
com comportamentos adaptativos, os quais asseguram a sobrevivéncia
do animal (Celis e Torre, 1993). Em roedores, o comportamento de
auto-limpeza segue uma espécie de hierarquia. Inicia-se mais
comumente com limpeza do nariz pelas patas dianteiras que
previamente sdo levadas a boca para serem umidecidas. Seguem-se
atos de lambidas pelo corpo, até alcangar a regido que envolve o
dnus e a genitdlia.

O comportamento de auto limpeza é um bom recurso para avaliar
os efeitos de varios peptideos, posto que muitos deles, como as
adrenocorticotropinas, horménios estimulantes dos a-melanécitos
(ACTH/u-MSH) (Gispen e 1Isaacson, 1981; Dunn e Hurt, 1986),
endorfinas e bombesinas (Crawley e Moody, 1983) podem induzir
comportamento de auto-limpeza excessivo, tornando-se assim um modo
conveniente para estudar a estrutura cerebral na qual o peptideo
atua e quais os neurotransmissores envolvidos no comportamento.

O comportamento de auto-limpeza pode ser provocado com a
estimulagdo elétrica ou quimica de determinadas &reas do SNC

(Spruijt et al., 1986; Van Erp et al., 1993). O nicleo
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paraventricular e a drea hipotalamica dorsal (Roeling et al., 1991)
tém sido apontadas <como regides que desencadeiam esse
comportamento. Roeling et al. (1993) consideram o hipotdlamo como
uma "4drea de auto-limpeza" especifica. Outras dreas cerebrais como
o septo, os nicleos amigdaldéides e a SCP, quando estimulados, podem
provocar esse comportamento, uma vez gue possuem vias aferentes e
eferentes com o hipotdlamo (Van Erp et al., 1993). A auto-limpeza
estd relacionada de uma forma muito direta com o estresse, mais
precisamente aquele desencadeado por situacodes novas e
conflitantes. Ratos colocados em ambientes estranhos tém o numero
de auto-limpezas aumentado (Dunn et al., 1981). A significancia
bioldégica desse comportamento ainda nao esta claramente
identificada, mas tentamos fazer um elo entre esse comportamento,
o modelo animal de ansiedade utilizado neste trabalho e a
estimulagdo quimica da SCPD. O LCE €é um ambiente estranho e
aversivo para os animais; a SCPD, por sua vez, jd foi apontada como
regido cerebral desencadeadora (Spruijt et al., 1986) do
comportamento de auto-limpeza, e tem sido demonstrado que drogas
ansioliticas podem diminuir a freqiéncia desse comportamento
(Crawley e Moody, 1983).
Moody et al. (1985) verificaram que drogas ansioliticas como
o clordiazepéxido (1uM) e o DZP (1uM) microinjetados no ventriculo,
reverteram completamente o comportamento de auto-limpeza induzido
por peptideos. Em nossos resultados, o DZP administrado
isoladamente pela via IP aumentou a frequéncia desse comportamento,
o mesmo acontecendo com a administragcdo IC do 7Cl1-QUIN . O

comportamento de auto-limpeza sé foi completamente abolido apés a
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interacdo dos tratamentos IP e IC de duas drogas ansioliticas, o
7C1-QUIN e o DZP (0,75 mg/kg) respectivamente, o que sugere que a
interacdo de ambos o0s mecanismos GABAérgico e glutamatérgico podem
estar modulando o controle desse comportamento. Além disso, pode-se
sugerir que a reversdo do comportamento de auto-limpeza, seja
decorrente de um efeito depressor resultante da associacdo das
~duas drogas relacionadas.

A freqiéncia de levantar ("rearing") é um comportamento de
atividade geral mais relacionado com a exploragdao de ambientes
novos. Drogas estimulantes promovem um aumento desse comportamento,
enquanto drogas depressoras deprimem-no (Shillito, 1970). No que
tange ao fator ansiedade, a freqiiéncia de levantar tem sido
avaliada em testes animais, sendo que o argumento que justifica seu
uso é de que o aumento de uma atividade locomotora refletiria uma
diminuigcdo do estado de ansiedade experimentado pelo animal
(Lister, 1990). Os benzodiazepinicos em doses baixas aumentam a
locomogdo de animais em ambientes n&o familiares (Christmas e
Maxwell, 1970). Entretanto, drogas estimulantes motoras aumentam a
freqiiéncia de levantar sem, no entanto, terem atividade ansiolitica
(Cunha e Masur, 1978). Portanto, o comportamento de levantar,
quando analisado em um teste comportamental de ansiedade como o
LCE, tem que ser relacionado a outros paréametros comportamentais,
de forma que a interpretagdo dos resultados ndo incorra em erros
(Juraska et al., 1984).

Nossos resultados com relagdo a esse parametro comportamental
mostraram que DZP aumentou a FL, dado esse coerente com as

observacdes feitas por Lister (1990) de que no estado de ansiedade,

-
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verifica-se uma diminuigdo desse comportamento exploratério. Além
disso, a associagdo GLI/PTZ diminuiu a FL. Entretanto, respostas
contrdrias as nossas foram obtidas por Hugnes (1993) que mostrou
que drogas ansioliticas, administradas por via IP, ao invés de
induzir um aumento na FL, promoveram efeito contrdério.

Carey et al. (1992) sugeriram que a redugdo de comportamentos
de atividades exploratérias induzida por tratamento com agentes
ansiogénicos parece ser a mais consistente mudanga comportamental
e que essa agdao pode ser causada pelos efeitos sedativos.
Entretanto, uma das evidéncias contra esse argumento é a de que
nenhum dos agentes ansiogénicos utilizados experimentalmente tém
mostrado qualquer sinal de sedacgao.

A postura de alongamento exploratdério ("stretched attend")
faz parte de um repertério comportamental designado por Blanchard
et al. (1989) como avaliagdo do risco ("risk assessment"). Esse
comportamento é caracterizado pelo alongamento do corpo (patas
anteriores, costas e ombros), o mais préximo possivel da superficie
de contato e retracdo a posigédo original (Grant e Makintosh, 1963;
Kaesermann, 1986). Hd um novo corpo de evidéncias empiricas dando
suporte a visdo de que uma diminuigdo da postura de alongamento
exploratério é consistente com a redugdo da ansiedade (Blanchard et
al., 1990; Shepherd et al., 1994) Essa postura ocorre com grande
freqiliéncia quando o animal estd no centro do labi:into em diregao
aos lados abertos ou da saida dos bragos fechados para o centro
(Rodgers e Cole, 1992). Num contexto etolégico, a postura de
alongamento exploratério representa uma hesitagdo por parte do

animal a um ambiente novo ou a um perigo potencial, indicando um
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conflito comportamental entre explorar ou fugir. Embora durante
esse comportamento o animal exiba tensdo e imobilidade com duragéo
e intensidade varidveis, o alongamento exploratério difere bastante
do estado de congelamento (Van der Poel, 1979). Para Rodger e Cole
(1993), medidas comportamentais como essas, atualmente, parecem ser
indices de ansiedade mais sensiveis do que as medidas tradicionais
de exploracdo (tempo e freqiiéncia) dos bragos abertos do labirinto.

Retomando a discussdo dos nossos resultados, verificamos que
o DZP na dose de 0,375 mg/kg diminuiu a FAE, porém ndo de forma
.estatisticamente significante. Além disso, houve uma clara
evidéncia da diminuigdo desse comportamento quando foi feita uma
associagdo entre o tratamento IC de 7Cl-QUIN e IP de DZP 0,75
mg/kg. Shepherd et al. (1994), utilizando uma dose duas vezes maior
de DZP, obtiveram uma redugdo bastante significativa do numero de
alongamentos exploratérios eém um novo modelo animal de ansiedade,
o labirinto em zero. Entretanto, resultados menos precisos foram
obtidos com as associagbes 7Cl-QUIN/PTZ e GLI/PTZ com relagdo a
esse parametro comportamental.

A GLI é um dos elementos necessarios para ativar o canal do
receptor NMDA, modula alostericamente o receptor facilitando a
abertura do canal. Engquanto tem um papel inibitério nos receptores
da medula espinhal sensiveis a estricnina, tem-se demonstrado
também que modula a neurotransmissdo excitatéria por aumentar a
despolarizagdo das membranas dotadas de receptores NMDA em culturas
de neurdnios (Johnson e Acher, 1987). Em culturas com Xenopus
oocytes (Kleckner e Dingledine, 1988) e culturas de cértex visual

(Huettner, 1989), o requerimento da GLI na operagao dos receptores
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NMDA é maior do que o aumento das concentragdes de GLU.

Quando usamos GLI microinjetada na SCPD, verificamos que para
os paréametros FEA, TPA, como também a FT, FEF e FAL houve um
antagonismo sobre o efeito ansiolitico do DZP na dose de 0,75
mg/kg. O antagonismo mencionado obviamente ndo é farmacoldégico e
sim fisiolégico, uma vez que a GLI ndo é um antagonista de
. receptores GABA-BDZ, mas Sim um agonista de receptores NMDA. Os
resultados obtidos com a interagdo GLI/PTZ evidenciaram os efeitos
ansiogénicos de ambas as classes de drogas descritos na literatura
(Emmett-Oglesby e Abdel-Malek,1990; Schmitt et al.,1995).

A GLI, quando microinjetada dentro da SCPD, modula de forma
alostérica o receptor NMDA, facilitando a abertura do canal iénico
presente no receptor (Peterson, 1991). O fato de drogas
antagonistas do sitio de lligagéo da GLI produzirem efeitos
ansioliticos (Corbett e Dunn, 1991; Matheus et al., 1994) e a GLI
ser um elemento modulatdério essencial para ativar o canal do
receptor NMDA (Johnson e Acher, 1987), sugere que no estado de
ansiedade os receptores NMDA encontram-se ativados; em outras
palavras, o efeito ansiogénico da GLI deve-se entdo a ativacgdo da
transmissdo glutamatérgica da SCPD.

Em nossos experimentos as doses de DZP 1,5 e 3,0 mg/kg,
administradas pela via sistémica, produziram um efeito sedativo
evidenciado pela redugdo da atividade geral (FT, FEF,). Podemos
verificar que o efeito ansiolitico do DZP na dose de 0,75 mg/kg e
o efeito sedativo nas doses superiores a essa processam-se de
maneiras diferentes. Enguanto que a GLI consegue antagonizar o

efeito ansiolitico do benzodiazepinico, o mesmo nao ocorre com O

-
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efeito sedativo. Esse fato pode sugerir uma seletividade da
participagdo da SCPD sobre o efeito ansiolitico, mas ndo sobre o
efeito sedativo. Além disso, partindo-se da observacdo que a
neurotransmissdo GABAérgica estad presente em vdrias regides do SNC,
pode~-se sugerir que o controle do efeito sedativo deva envolver,
além da SCPD, outras estruturas ndo ativadas pela estimulagdo dessa
regiao.

Uma vez verificado que a GLI microinjetada na SCPD poderia
antagonizar os efeitos ansioliticos do DZP administrado
perifericamente, passou-se a analisar se o efeito ansiolitico do
DZP poderia ser potencializado com antagonistas dos receptores
NMDA. Recentemente, o d&cido l-aminociclopropano-carboxilico (ACPC),
um antagonista parcial dos sitios de GLI nos receptores NMDA,
mostrou propriedades ansioliticas e antidepressivas quando injetado
perifericamente (Trullas et al., 1989, 1991), efeito esse atribuido
a sua agao antagonista sobre este receptor.

Schmitt et al. (1990) demonstraram o efeito ansiolitico do
dcido quinurénico microinjetado na SCPD de ratos colocados no LCE.
O dcido quinurénico é um metabdlito do triptofano (Mayer e Miller,
1990) que atua como antagonista competitivo dos sitios de GLI nos
receptores de NMDA. Batista-da-Silva et al. (1990), microinjetando
AP7 (um antagonista do sitio de ligagado do GLU nos receptores NMDA)
na SCPD, conseguiram reverter o efeito pressor do GLU microinjetado
nessa mesma regido. Da mesma forma, Guimardes et al. (1990), também
usando AP7 na SCPD, obtiveram um efeito ansiolitico em ratos
submetidos ao LCE.

Efeitos ansioliticos do HA 966, um antagonista do sitio
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modulatdério de GLI, foram também descritos para testes de conflito,
interagao social e LCE (Corbett e Dunn, 1991). Os mesmos resultados
foram obtidos por Matheus et al. (1994), usando o 7Cl1l-QUIN (4 e 8
nmol) e HA-966 (50 e 100 nmol) microinjetados na SCPD. Outros
resultados referentes a acdo ansiolitica do dcido 7C1-QUIN foram
obtidos por Fletcher et al. (1989), Foster et al. (1990), Pittaluga
e Raiteri (1990).

Nos casos acima expostos, com o uso do LCE, o antagonismo dos
sitios de GLI 1insensiveis a estricnina, produzem efeitos
'ansioliticos refletidos pelo aumento da exploragdo dos bragos
abertos, aumento do tempo de exploragdo e o indice geral de
atividade (File, 1992). Na primeira etapa dos nossos experimentos,
em nenhum dos parametros comportamentais avaliados no LCE
observamos uma potencializagdo dos efeitos ansioliticos do DZP pelo
dcido 7C1-QUIN, como esperado. Especificamente na dose ansiolitica
de 0,75 mg/kg, o efeito obtido nos resultados experimentais foi uma
reducdo significante de todos os parédmetros comportamentais
avaliados, sugerindo uma potencializagcdo marcante do efeito
depressor do benzodiazepinico.

Stephens et al. (1989) tém estudado os efeitos similafes
entre benzodiazepinicos e antagonistas do receptor NMDA. Ambas as
classes de drogas tém atividade ansiolitica nos testes animais de
ansiedade, quando administradas periférica ou centralmente
(Stephens et al., 1986; Dunn et al., 1989; Kehne et al., 1991).
Esses autores tém sugerido que os efeitos similares produzidos
pelos benzodiazepinicos e antagonistas NMDA podem ser devidos a uma

estreita interagdo entre os dois sistemas neuronais (GABAérgico e
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glutamatérgico) e ndo a efeitos isolados dos dois sistemas.

Receptores NMDA estdo freqiientemente 1localizados nos
dendritos dos neurdnios (Monaghan et al., 1989); assim, os eventos
idénicos associados a ativagdo do receptor NMDA (influxo de cdtions)
causariam uma propagagdo da despolarizagdo ao longo da membrana e,
dessa forma, influenciariam outros receptores glutamatérgicos
(AMPA, cainato, quisqualato). Além disso, a existéncia de
receptores GABA, sobre os dendritos, por si sé significa que a
propagagdo da despolarizacdo pode ser fortemente influenciada pelo
influxo de cloreto através dos canais do receptor GABA,. Sendo
assim, uma retroalimentagdo natural se estabeleceria, pois a
despolarizagdo induzida por receptores NMDA poderia ser
interrompida por mecanismos GABAérgicos. Da mesma forma, a
inativacgdo da inibigdo modulada pelo receptor GABA por antagonistas
ou agonistas inversos dos benzodiazepinicos, poderia levar a uma
exacerbacdo da atividade dos receptores NMDA. De acordo com essa
visdo, drogas convulsivantes ou ansiogénicas como o PTZ,
produziriam seus efeitos por remogdo da inibicdo ténica dos
receptores GABAérgicos. Similarmente, drogas com atividades
ansioliticas e anticonvulsivantes como os benzodiazepinicos,
propiciariam a inibigdo ténica dos receptores GABA, o que
influenciaria no funcionamento dos receptores NMDA.

De acordo com as sugestdes de Stephens et al. (1989) sobre a
interacdo dos dois sistemas neuronais presentes na SCPD, sugerimos
que o efeito ‘depressor do DZP 0,75mg/kKg, quando administrado
conjuntamente com o 7C1-QUIN, pode ser devido a uma inibigdo do

mecanismo glutamatérgico e, conseqlientemente uma ativagdo do
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sistema GABAérgico, Jja que se encontraria potencializado pelo
benzodiazepinico.

No segundo grupo de experimentos passamos a verificar a
interacdo dessas mesmas drogas sobre o efeito ansiogénico do PTZ.
Para a FT, FEA e TPA, parametros comportamentais analisados no
LCE, o PTZ mostrou um perfil ansiogénico marcante sobretudo na dose
de 15mg/kg, semelhante aos resultados obtidos por File et al.
(1984), Pellow et al. (1985), Yamamoto e Ueki (1986), Wada e Fukuda
(1990, 1991), Giusti et al. (1991), Carey et al. (1992) e Zangrossi
e File (1992).

Resultados obtidos com a GLI microinjetada na SCPD,
juntamente com PTZ administrado pela via intraperitoneal,
refletiram a manutencdo do perfil ansiogénico das duas classes de
drogas sobre os parametros comportamentais avaliados. Uma
potencializagdo total desse perfil ansiogénico foi obtida, com a
FT, a FEF, a FAE e a FL. Embora agindo por mecanismos neuronais
distintos, os efeitos finais dessas duas classes de drogas séao
similares, ou seja, ambas tem efeito ansiogénico. Com a associagao
de GLI/PTZ obtivemos respostas ansiogénicas, enguanto a associagdo
entre 7Cl1-QUIN/PTZ mostrou um resultado contrdrio. O efeito
ansiogénico do PTZ foi totalmente revertido pelo 7Cl1-QUIN,
sugerindo um efeito ansiolitico dessa droga. Provavelmente, ao
mesmo tempo que houve redugdo na inibigdo GABAérgica tdnica pelo
PTZ (Simmonds, 1982; Melchior e Ritzmann, 1994; Peterson, 1994),
ocorreu bloqueio no sitio de ligagdo da GLI com o 7Cl1-QUIN,
inibindo as respostas mediadas pela ativagdo dos receptores de

NMDA.
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Se a verificagdo de respostas comportamentais induzidas por
drogas relacionadas a um mesmo mecanismo (agonistas e antagonistas)
muitas vezes resulta em respostas incongruentes, muito mais dificil
é explicar os resultados obtidos quando usamos drogas que atuam em
mecanismos distintos. Por exemplo, varias linhas de evidéncia
sugerem gque assim como a SCPD, a amigdala estd envolvida com os
efeitos ansioliticos dos benzodiazepinicos (Davis, 1992). Muitas
-das evidéncias comportamentais que fornecem suporte a essa hipdtese
estdo relacionadas com situacgoes "conflito", amplamente utilizadas
em modelos animais de ansiedade. A esse respeito, Treit (1985)
verificou que drogas ansioliticas administradas sistemicamente
antagonizavam as respostas suprimidas pelo conflito. Muito mais
importante é que a infusdo direta de benzodiazepinicos dentro da
amigdala, uma drea rica em receptores desse tipo (Schell-Kreuger e
Petersen, 1985), tem repetidamente mostrado efeitos anticonflito
(ansioliticos) em ratos (Nagy et al., 1979; Shibata et al., 1989;
Petersen et al., 1985; Kataoka et al., 1987; Yamashita et al.,
1989). Outros estudos tém mostrado que o efeito ansiolitico de
benzodiazepinicos centralmente administrados pode ser blogueado
pela co-administracdo de antagonistas especificos como o flumazenil
central (Hodges et al., 1987) ou perifericamente (Petersen et al.,
1985; Shibata et al., 1989). Além disso, lesdes na amigdala também
provocaram efeitos ansioliticos como os benzodiazepinicos. Todos
esses resultados levam a crer que a amigdala contém sistemas
neuronais que medeiam os efeitos ansioliticos dos
benzodiazepinicos. Entretanto, hd contradigdes, pois Schell-Kreuger

e Petersen (1982) ndo conseguiram efeitos ansioliticos com a
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infusdo de benzodiazepinicos na amigdala. Hodges et al. (1987) néo
conseguiram antagonizar os efeitos ansioliticos dos
benzodiazepinicos com antagonista especifico neste local enquanto
Kopchia et al. (1992), demonstraram que lesdes na amigdala nao
provocaram efeito ansiolitico.

Resultados semelhantes aos descrito acima, também foram
obtidos wusando a SCPD como foco de estudo. As conseqiiéncias
comportamentais e neurovegetativas da estimulagdo elétrica da SCPD
foram atenuadas por injecdo sistémica ou 1local de drogas que
facilitam a neurotransmissdo GABAérgica (Branddao et al., 1982;
Schenberg et al., 1983; Audi e Graeff, 1984; Graeff et al., 1986).
Além disso, a microinjecdo de antagonistas de GABA dentro da SCPD,
induz fortes reagdes de fuga, similares aquelas induzidas por
estimulagdo elétrica (Branddao et al., 1982), confirmando o
envolvimento. do sistema GABAérgico e da SCPD nos processos
aversivos. Por outro lado, Russo et al. (1993) demonstraram que o
efeito ansiolitico do midazolam foi antagonizado por flumazenil,
quando ambas as drogas eram administradas localmente na SCPD. Em
contrapartida, esses mesmos autores ndo conseguiram antagonizar os
efeitos ansioliticos do DZP microinjetado na SCPD, quando o
flumazenil foi administrado pela via intraperitoneal.

Particularmente, nossos resultados com o 7Cl-QUIN nos levam
a sugerir que mesmo estando os dois mecanismos neuronais
(glutamatérgico e GABAérgico) presentes na SCPD e agindo de forma
modulatéria (Stephens et al., 1986, 1989), um perfil puramente
ansiolitico sé é obtido quando o sistema glutamatérgico é blogueado

como mostram os resultados obtidos com a administragdo 7 Cl-QUIN/
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PTZ. Esse resultado fortalece ainda mais a hipétese de que a SCPD
estd realmente envolvida com o processo da ansiedade, uma vez que
a administracdo IC de drogas ansioliticas e/ ou ansiogénicas
revertem os efeitos ansiolitico e/ ou ansiogénico de drogas
administradas pela via IP. Por outro lado, ndo é possivel ainda
afirmar qual o mecanismo fisiolégico ¢é o responsavel pela
manifestacdo do estado de ansiedade. Estudos farmacolégicos como os
citados ao longo deste trabalho indicam que a ansiedade ndo é
mediada por um Unico sistema neuronal. O que se tem observado é que
vdrios sistemas neuronais funcionam de forma mais ou menos
modulatéria.

0O que pode ser sugerido é que o rompimento do balango
homeostédtico entre esses sistemas neuroquimicos pode resultar no
desenvolvimento e expressado da ansiedade, e que agentes que modulam
seletivamente esse balango, sdo os que podem exibir propriedades

ansioliticas ou ansiogénicas.



7 - CONCLUSOES

Das respostas dos estudos comportamentais de ratos machos
submetidos ao teste do LCE apdés a administragdo IC de drogas
glutamatégicas e IP de drogas GABAérgicas, obtivemos as seguintes

conclusodes:

1- O DZP administrado pela via intraperitoneal na dose de
0,75mg/kg mostrou o seu classico efeito ansiolitico em ratos
microinjetados com LA, enguanto que em doses superiores a esta os

efeitos foram sedativos.

2- A GLI, guando administrada dentro da SCPD, antagonizou o efeito

ansiolitico do DZP administrado pela via sistémica;

3- N&ao foi observado antagonismo sobre o efeito sedativo de doses

superiores (1,5 e 3,0 mg/Kg) do DZP pela GLI;

4- O 7Cl1-QUIN administrado dentro da SCPD poténciou o efeito

depressor do DZP na dose de 0,75 mg/Kg;

5= O 7CL-QUIN administrado na SCPD reverteu o efeito ansiogénico

do PTZ administrado pela via sistémica;

6- Somente para os paradmetros FT, FEF, FAE e FL foi observado uma

potenciagdo dos efeitos do PTZ pela adminstragdo de GLI na SCPD.
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Os resultados obtidos no presente estudo sugerem uma agéo

seletiva do sistema glutamatergico da SCPD sobre o efeito
ansiolitico /ou ansiogénico de drogas.

Sugere ainda gue uma potenciagdo do sistema glutamatérgico da

SCPD no efeito sedativo dos benzodiazepinicos deve ser limitado.

Esses resultados também confirmam a hipétese do envolvimento da

SCPD na ansiedade e apontam a neurotransmissdo por AAE como um

possivel sitio de agdo seletivo para o efeito de drogas

ansioliticas.



ABSTRACT

Periventricular structures such as the medial hypothalamus
and the periaqueductal gray matter play an important role in the
elicitation of flight and defense reactions in various animal
species. The dorsal part of the midbrain periaqueductal gray (DPAG)
has been suggested as an integrative region of neuroaxis involved
in the maintenance of motivational states of animals. It has been
shown that microinjection of drugs that either enhance or mimic the
inhibitory neurotransmitter gamma-aminobutiryc acid (GABA), here
including benzodiazepine anxiolytics, as well as drugs that
facilitate serotonergic neurotransmission, into the DPAG, decrease
the aversive consequences of DPAG electrical stimulation (ES).
Therefore, neurons in the DPAG controlling aversion seem to be
under the inhibitory modulation of GABA and 5-~HT. In contrast,
endogenous excitatory amino acids (EAA) may play a modulatory role,
after the demonstration that several EAA-antagonists applied to the
DPAG, attenuated behavioral and cardiovascular defense reactions
elicited by ES of either the DPAG or the medial hypothalamus.
Recently, several NMDA antagonists have shown anxiolytic-like
effects when administered peripherally in different animal models.
These results suggest that NMDA receptors also play an important
role in modulation of aversive reactions 1linked of DPAG. To
investigate the possible DPAG glutamatergic influence on the
anxiolytic or anxiogenic effects of systemic injected drugs,
related the GABAergic neurotransmission, the elevated plus-maze
test (EPM), was used in rats previously implanted with cannulas
aimed to the DPAG. Systemic injections of PTZ (15 or 30 mg/kg) or
DZP (0.375, 0.75, 1.5 e 3.0 mg/kg) were followed (15 min) by a
single microinjection (0.4 pul) of artificial cerebrospinal fluid
(ACSF), 7C1l-QUIN (8 nmol) or GLI (80 nmol). In subsequent intervals
of 5 min the animals were placed in a wooden arena, and in the EPM.
Behavioral measures comprised: number of entries and of time spend
on open (NEO, TSO, respectively) arms; number of stretch-attend
postures (SAP); number of rearing (NR), number of grooming (NG) and
number of aborted attempts (NA) to reach the open arms. In the
first set of experiments we verified the actions of glutamatergic
drugs (7Cl-QUIN and GLI) over the anxiolytic effects of DZP. We
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first set of experiments we verified the actions of glutamatergic
drugs (7C1l-QUIN and GLI) over the anxiolytic effects of DZP. We
observed that DZP at the dose of 0,75 mg/kg, showed selective
anxiolytic effect in the following parameters: NEO, TSO. No
significant effects were observed in the other parameters.
Microinjection of GLI into DPAG antagonized the anxiolytic effect
of DZP showed by NEO reduction, however, the sedative effect
induced by DZP at doses over 3.0 mg/kg was not blocked by GLI; this
suggests a specific DPAG glutamatergic role only for the anxiolytic
effects but not for the sedative effects of the DZP. Microinjection
of 7C1-QUIN into DPAG, depressed the EPM performance reducing all
the parameters studied. In the second set of experiments, we
verified the actions of the same glutamatergic drugs over the
anxiogenic effects of PTZ. Microinjections of 7C1-QUIN
statistically increased all parameters studied, if compared with
the ACSF curve, indicating that treatment with 7C1-QUIN
antagonized the anxiogenic effects of PTZ. Moreover, we verified
that the microinjection of GLI did not change dose-response curve,
when compared to control (ACSF curve). Our results confirm the
participation of DPAG in anxiety, as well as suggest an interaction
of both glutamatergic and GABAergic systems in the modulation of
neuronal mechanisms associated to the anxioselective effects of
drugs. However, additional experiments will be necessary to
understand how this interaction occur.
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