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RESUMO

Envolvimento dos sistemas serotoninérgico, GABAérgico e glutamatérgico no cortex
cingulado anterior na ansiedade-traco e -estado de ratos Wistar adultos, Thiago Henrique
Almeida Souza, Sao Cristovdo-SE, 2021. A ansiedade, como transtorno, se destaca por sua alta
prevaléncia e importante impacto socio-econdmico no mundo. Além disso, sua neurobiologia
ainda é um desafio. Nas Ultimas décadas, tem-se identificado a circuitaria neural envolvida no
estado ansioso (ansiedade-estado), estado transitério quando confrontado com um estimulo
ameacador. Porém, pouco se sabe a respeito da ansiedade-trago, traco de personalidade
relativamente estavel e fator predisponente para os transtornos ansiosos. Uma estrutura encefélica
gue tem sido relacionada ao traco ansioso é o cortex pré-frontal medial. Entretanto, poucos
estudos mostram diferenciagdo de papéis de seus subndcleos, e, dentre eles, ha mais evidéncias
sobre o envolvimento do cértex cingulado anterior (CCA) com o trago. Desse modo, sabendo-se
gue neurotransmissores como serotonina, &cido gama-aminobutirico (GABA) e glutamato sdo
conhecidamente envolvidos na ansiedade, 0 presente estudo investigou a participacdo desses
sistemas de neurotransmissores no CCA na ansiedade-trago de ratos Wistar adultos. Como, por
definicdo, a ansiedade-traco modula a ansiedade-estado, esta também foi avaliada. Para a
avaliagdo comportamental foram utilizados trés modelos animais: 1) Paradigma da Exploragdo
Livre (PEL), modelo animal de ansiedade-traco; 2) Placa Perfurada (PP); e 3) Labirinto em Cruz
Elevado (LCE), modelos de ansiedade-estado. Inicialmente, os animais foram categorizados de
acordo com seus niveis de ansiedade-traco (alta, baixa e média) (PEL1) e alocados em
experimentos, a saber: Exp | que utilizou animais de alta; Exp 1l, animais de baixa; Exp IlI,
animais de média-ansiedade-trago. Os animais foram submetidos novamente ao PEL (PEL2) e a
PP, sendo que antes de cada avaliagdo comportamental foram administradas drogas (no CCA)
gue aumentavam ou diminuiam a neurotransmissao serotonérgica (Fluoxetina ou WAY-100635),
GABAérgica (Muscimol ou Bicuculina) e glutamatérgica (NMDA ou Ketamina) e seus
respectivos controles. E no Exp IV, todos os animais dos experimentos anteriores foram
submetidos ao LCE e avaliados sem levar em consideracédo os niveis de ansiedade-trago. Ao final
dos experimentos, foi realizada a analise histologica do sitio de administracdo da droga. Todos 0s
dados foram analisados por meio de andlise de variancia e teste a posteriori de Tukey. Os
resultados do presente estudo mostraram que, no Exp I, a modulagdo dos sistemas
serotoninérgico, GABAérgico e glutamatérgico no CCA diminuiu a ansiedade-traco de ratos
altamente ansiosos, enquanto ao submeter os animais a PP, a administracdo da Fluoxetina
aumentou a ansiedade-estado dos mesmos. No Exp I, a modulacdo de todos os sistemas
aumentou a ansiedade-traco de ratos com baixo trago ansioso, ao passo que, na PP, os niveis de
ansiedade-estado foram aumentados com a administracdo do NMDA. Ja no Exp Ill, apenas a
modulacdo do sistema glutamatérgico, com o NMDA, aumentou tanto os niveis de ansiedade-
trago quanto os niveis de ansiedade-estado. No entanto, nenhum sistema de neurotransmissores
avaliados alterou o estado ansioso modelado no LCE. Sendo assim, o presente estudo mostrou,
pela primeira vez, a participacdo dos sistemas serotoninérgico, GABAérgico e glutamatérgico no
CCA na ansiedade-traco de ratos Wistar com diferentes niveis de ansiedade, além de evidenciar
que CCA também esta envolvido com a modulagao do estado ansioso.

Palavras-chave: ansiedade, ansiedade-trago, cdrtex cingulado anterior, neurotransmissores,
paradigma da exploracéo livre.
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ABSTRACT

Involvement of the serotoninergic, GABAergic and glutamatergic systems of the anterior
cingulate cortex in the trait and state anxiety of adult Wistar rats. Thiago Henrique Almeida
Souza, Sao Cristovao-SE, 2021. The high prevalence of anxiety as a disorder and its important
socioeconomic impact in the world has been highlighted. Furthermore, its neurobiology is still a
challenge. In recent decades, the neural circuitry involved in the state anxiety has been identified.
State anxiety is the anxiety a subject experiences when faced with a threatening stimulus at a
particular moment in time. However, little is known about trait anxiety, a relatively stable
personality trait and a predisposing factor for anxiety disorders. The brain structure that has been
related to the anxious trait is the medial prefrontal cortex. However, few studies show
differentiation of roles of their subnuclei, so that the anterior cingulate cortex (ACC) would be
involved with the trait. Thus, knowing that neurotransmitters such as serotonin, gamma-
aminobutyric acid (GABA) and glutamate are involved in anxiety, the present study investigated
the participation of these neurotransmitter systems in ACC in the trait anxiety of adult Wistar rats.
As, by definition, trait anxiety modulates state anxiety, this was also evaluated. For the behavioral
assessment, three animal models were used: 1) Free Exploratory Paradigm (FEP), animal model
of trait anxiety; 2) Hole board (HB); and 3) Elevated plus maze (EPM), state anxiety models.
Initially, the animals were categorized according to their trait anxiety levels (high, low and
medium) (FEP1) and allocated to experiments. Exp | used high; Exp Il used low; Exp Il used
medium trait anxiety animals. The animals were again submitted to FEP (FEP2) and HB, and
before each behavioral assessment were administered in ACC drugs that increased or decreased
serotonergic (Fluoxetine or WAY-100635), GABAergic (Muscimol or Bicuculline) and
glutamatergic (NMDA or Ketamine) and their respective controls. Moreover, in Exp 1V, all
animals from previous experiments were submitted to EPM, and evaluated without taking into
account trait anxiety levels. At the end of the experiments, the histological analysis of the drug
administration site was performed. All data were analyzed using analysis of variance and a
posteriori Tukey test. The results of the present study showed that, in Exp I, the modulation of the
serotonergic, GABAergic and glutamatergic systems in the ACC decreased trait anxiety in highly
anxious rats, while by submitting the animals to HB, the administration of Fluoxetine increased
state anxiety. In Exp |1, the modulation of all systems increased trait anxiety in rats with low trait
anxiety, whereas, in HB, state anxiety levels were increased with the administration of NMDA.
In Exp 11, only the modulation of the glutamatergic system, with NMDA, increased both trait
and state anxiety levels. However, none of the evaluated neurotransmitter systems altered the state
anxiety modeled in the EPM. Thus, the present study showed, for the first time, the participation
of the serotonergic, GABAergic and glutamatergic systems in the ACC in the trait anxiety of
Wistar rats with different levels of anxiety. Furthermore, we showed that ACC is also involved
with the modulation of the state anxiety.

Keywords: anxiety, trait anxiety, anterior cingulate cortex, neurotransmitters, free-exploratory
paradigm.
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RESUMO PARA A SOCIEDADE

A ansiedade é um fendmeno universal, vivenciado por todo ser humano e, geralmente, induzido
por ameagas ao bem-estar ou a sobrevivéncia. Até certo ponto, a ansiedade é vista como normal,
entretanto, quando atinge niveis muito altos, passa a ser persistente e prejudicar a qualidade de
vida, ela se caracteriza como transtorno. Nesse sentido, observa-se 0 aumento do nimero de casos
de pessoas com transtornos de ansiedade, os quais representam um grande impacto socio-
econdmico no mundo. Embora existam um ndmero significativo de intervengdes para o seu
tratamento, uma parcela significativa de pacientes com esses transtornos ndo apresentam melhora.
No estudo da ansiedade, existem dois conceitos que devem ser distintos, o de ansiedade-traco que
é um traco de personalidade relativamente estavel ao longo do tempo; e ansiedade-estado que é
definida como estado transitorio que o individuo experimenta quando confrontado com um
estimulo ameacador. Entender como se da o funcionamento cerebral relacionado a esses dois tipos
de ansiedade é importante para o desenvolvimento de tratamentos mais promissores. Assim, 0
presente estudo avaliou a participagdo de diferentes substancias com potencial efeito na ansiedade
em uma estrutura especifica do cérebro de animais, dando foco & investigacdo desse papel no
traco e no estado ansioso. A estrutura cerebral investigada é conhecida como cortex cingulado
anterior (CCA), cuja funcdo seria controlar o acesso as informacdes que influenciariam a resposta
a ameacas; e as substancias utilizadas atuam em sistemas de neurotransmissores conhecidamente
envolvidos na ansiedade e que até s3o alvos de medicamentos ja usados no mercado. E importante
aqui mencionar que o uso humanitario de animais em pesquisa € aprovado por lei, licenciado pelo
Ministério da Ciéncia e Tecnologia e fiscalizado pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal e pelos comités de ética das institui¢des. Desse modo, destaca-se que o
presente estudo obteve aprovagdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Sergipe. A partir dessa aprovacdo, os animais foram inicialmente avaliados em um
modelo animal de ansiedade-trago que é capaz de determinar os niveis de tragco ansioso. Apos
essa avaliagdo, foram realizadas cirurgias no cérebro para alcancar a estrutura do cérebro
desejada, o CCA. Ao recuperar da cirurgia, os niveis de ansiedade-traco foram novamente
avaliados, porém, antes disso, administramos substancias diretamente no cérebro dos animais.
Nos dias seguintes, foram feitas avaliagbes dos niveis de ansiedade-estado em dois modelos
diferentes, também com a administracdo das substancias. Os resultados do presente estudo
mostraram, pela primeira vez, a participacéo de diferentes substancias no CCA no trago ansioso
em animais com diferentes niveis de ansiedade, além de evidenciar que 0 CCA também esta
envolvido com a modulacdo do estado ansioso. Assim, o presente estudo auxiliou na confirmacao
do envolvimento de uma estrutura cerebral e das diferentes substancias estudadas em diferentes
aspectos da ansiedade, a partir da avaliacao do perfil e do estado ansioso. Portanto, contribuimos
para um entendimento mais amplo da ansiedade e isto, muito provavelmente, ajudard no
desenvolvimento de tratamentos mais promissores para 0s transtornos de ansiedade e,
consequentemente, beneficiar uma parcela maior de pessoas com esses transtornos.
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ABSTRACT FOR SOCIETY

Anxiety is a universal phenomenon, experienced by every human being and generally
induced by threats to well-being or survival. To some extent, anxiety is seen as normal,
however, when it reaches very high levels, becomes persistent and starts to impair
performance and quality of life, it becomes a disorder. In this sense, there is an increase
in the number of cases of people with anxiety disorders, which represent a great
socioeconomic impact in the world. Although there are a significant number of
interventions for its treatment, a significant portion of patients with these disorders do not
improve their health. In the study of anxiety, there are two concepts that must be
distinguished: trait anxiety, which is a relatively stable personality trait over time; and
state anxiety, defined as a transitory state that the individual experiences when confronted
with a threatening stimulus. Understanding how the brain functions related to these two
types of anxiety is important for the development of more promising treatments. Thus,
the present study evaluated the participation of different substances with a potential effect
on anxiety in a specific structure of the brain of animals, focusing on the investigation of
this role in trait and in the state anxiety. The brain structure investigated is known as the
anterior cingulate cortex (ACC), whose function would be to control access to
information that would influence the response to threats; and the substances used act on
neurotransmitter systems known to be involved in anxiety and which are targets of drugs
already used in the market. It is important to mention here that the humane use of animals
in research is approved by law, licensed by the Ministry of Science and Technology, and
supervised by the National Council for the Control of Animal Experiments, and by the
ethics committees of the institutions. Thus, it is noteworthy that the present study was
approved by the Ethics Committee on the Use of Animals at the Federal University of
Sergipe. After this approval, the animals were evaluated in a trait anxiety animal model
that is able to determine trait anxiety levels. After this assessment, brain surgeries were
performed to achieve the desired brain structure, the CCA. Upon recovering from surgery,
trait anxiety levels were again assessed, but before that, we administered substances
directly into the animals' brains. In the following days, assessments of state-anxiety levels
were made in two different models, also with the administration of substances. The results
of the present study showed, for the first time, the participation of different substances in
the ACC in the trait anxiety in animals with different levels of anxiety, in addition to
showing that the ACC is also involved in the modulation of the state anxiety. Thus, the
present study helped to confirm the involvement of a brain structure and the different
substances studied in different aspects of anxiety, based on the assessment of the profile
and the anxiety state. Therefore, we have contributed to a broader understanding of
anxiety, and this will most likely help in the development of more promising treatments
for anxiety disorders and, consequently, benefit a greater proportion of people with these
disorders.
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1. INTRODUCAO

A ansiedade pode ser definida como um estado subjetivo de tensdo, usualmente,
acompanhado por sensacOes fisicas, tais como aumento da frequéncia cardiaca, da
respiracdo e inquietacdo, que sdo desencadeadas em situacdes cuja fonte do perigo é
incerta, desconhecida (DAVIS et al., 2010; GRAEFF, 1990; STEIMER, 2011). Até certo
ponto, a ansiedade € vista como normal, no entanto, essa resposta pode persistir além da
utilidade e se tornar patologica, caracterizando-se como um transtorno (STEIMER,
2011). Como doenca, a ansiedade se apresenta como 0 transtorno psiquiatrico mais
prevalente na populacdo mundial (CHARLSON et al., 2019; KESSLER et al., 2012;
STEIN et al., 2017), sendo considerado o terceiro transtorno mental mais custoso da
Europa com um impacto econémico de bilhdes de euros (OLESEN et al., 2012;
ROEHRIG, 2016).

No estudo da ansiedade, existem dois conceitos que devem ser distintos teorica e
operacionalmente, o conceito de ansiedade como traco de personalidade e como estado
transitorio. Assim, define-se ansiedade-traco como disposicdo pessoal a ver o mundo
como mais perigoso, sendo estdvel ao longo do tempo e considerada um fator
predisponente para o desenvolvimento de transtornos ansiosos (SPIELBERGER et al.,
1972; STEIMER, 2011); e ansiedade-estado como a emoc¢do que um individuo
experimenta quando confrontado com estimulo ameacador, associado a um aumento da
atividade do sistema nervoso simpatico (SPIELBERGER et al., 1972).

Nas Ultimas décadas, vem sendo estudada e enfatizada a circuitaria neural
envolvida nos processos de ansiedade-estado (ansiedade reativa) (BLANCHARD;
BLANCHARD, 1988; DAVIS, 2006; GRAEFF, HETEM, 2004; GRAY,;
MCNAUGHTON, 2000; TOVOTE et al., 2015). Contudo, ainda ndo se conhece muito
bem a circuitaria neural especifica do perfil ansioso (ansiedade-traco). A estrutura
encefalica que tem sido relacionada a ansiedade-traco é o cortex pre-frontal medial
(CPFM) (COMTE et al., 2015; DEHDAR et al., 2019; EDEN et al., 2015; GOES et al.,
2018; GORKA et al.,, 2014; PRINSSEN et al., 2012; SAVIOLA et al., 2020;
SPAMPINATO et al., 2009). No entanto, cabe aqui destacar que o CPFM de roedores
ndo é uma estrutura homogénea, sendo formado por trés regides distintas: cortex
cingulado anterior (CCA), cortex pré-limbico (PL) e coértex infralimbico (IL)
(CANTERAS et al., 2009; CERQUEIRA et al., 2008; VAN HEUKELUM et al., 2020).



Alguns estudos tém avaliado o papel do CPFM na ansiedade sem diferenciar seus
subnucleos (ANDERZHANOVA et al., 2014; DEHDAR et al., 2019; GOES et al., 2018;
LISBOA, GUIMARAES, RESSTEL, 2011; PRINSSEN et al., 2012), enquanto outros
tém mostrado uma possivel diferenciacdo do envolvimento dos subnucleos na regulagéo
da ansiedade, sendo que o CCA estaria envolvido com ansiedade-traco (BURKHOUSE
et al., 2018; COMTE et al., 2015; DONZUSO et al., 2014; FRICK et al. 2013; GORKA
et al., 2014; SAVIOLA et al., 2020; SPAMPINATO et al., 2009), e PL e IL com
ansiedade-estado (BERG et al., 2019; Bl et al., 2013; SUZUKI et al., 2016).

Nesse contexto, a identificacdo de estruturas encefélicas € o primeiro passo para
compreender a neurobiologia do trago ansioso, e a identificagdo dos neurotransmissores
envolvidos na circuitaria do traco de personalidade € o passo seguinte. Estudos tém
mostrado que CCA recebe projecBes neurdnios serotoninérgicos (PUIG; GULLEDGE,
2011), GABAérgicos (WU et al., 2009) e glutamatérgicos (MODI et al., 2014) e que 0s
neurotransmissores provenientes destes sistemas estdo relacionados ao comportamento
ansioso (ISCAN et al., 2017; POLESZAK et al., 2011; TASAN et al., 2011). Contudo,

ainda ndo esta elucidado o efeito desses neurotransmissores no CCA no traco ansioso.

Considerando-se que a compreensdo da neurobiologia da ansiedade-traco e -
estado é de fundamental importancia para que possam ser desenvolvidas novas estratégias
para o tratamento dos transtornos ansiosos, 0 presente estudo investigou a participacao
dos sistemas serotoninérgico, GABAEérgico e glutamatérgico no CCA na ansiedade-traco.
Além disso, como, hipoteticamente, algo que afete o traco também poderia afetar o estado

ansioso, este também foi avaliado.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Ansiedade
2.1.1. Conceito

A ansiedade € uma emocao que faz parte da experiéncia dos seres vivos, ocorre
em resposta ao perigo e os prepara para enfrentar as adversidades do ambiente externo.
Dessa forma, desempenha um papel critico na sobrevivéncia do individuo (GUTIERREZ-
GARCIA; CONTRERAS, 2013).

Existe a possibilidade de classificar diferentes atributos que séo responsaveis por
definirem ansiedade. O primeiro atributo seria uma percepcdo subjetiva pessoal
inquietante, como preocupacdo, tensdo e apreensdo. O segundo atributo sdo os
pensamentos intrusivos sobre a incerteza do futuro, geralmente relacionada a
pensamentos negativos. Por fim, as reacGes fisicas e mentais ndo adaptativas sdo o
terceiro atributo, reacfes como falta de sono, perda de apetite, dores de cabeca e
musculares, diarreia e reag6es psicoldgicas que afetam a qualidade de vida das pessoas
(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013; AMERICAN
PSYCHOLOGICAL ASSOCIATION, 2019; BOURAS; HOLT, 2007; KRING et al.,
2012).

Na literatura, observam-se diversas defini¢cbes de ansiedade. Barlow (2002), por
exemplo, define ansiedade como estado de humor orientado para o futuro, associado a
preparacdo para possiveis eventos negativos futuros. Bouras e Holt (2007) apontam que
a ansiedade surge como estado de desconforto e preocupacdo quando os individuos
pensam subjetivamente diante do surgimento de perigos. Além disso, a American
Psychological Association (2019) afirma que ansiedade € uma emocéo caracterizada por
preocupacdo, estados de tensdo e mudancas fisiolégicas como aumento da pressdo
arterial, enquanto o Anxiety Centre (2019) conceitua ansiedade como um estado de
incerteza, apreensdo e medo que resulta da antecipagdo de uma situagdo ameacadora
realista ou imaginaria, e que pode vir a prejudicar o funcionamento fisiologico e
psicologico. Seus sintomas incluem tensdo motora, aumento da atividade autondmica
inquietacdo, aumento do estado de alerta, dentre outros (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2013).



De maneira geral, a ansiedade pode ser definida como um estado de incobmodo
que surge a partir de situacfes em que existam perigos incertos e/ou ameagas potenciais
a integridade do organismo e que se manifesta como reacdes fisicas e mentais ndo
adaptativas (GRAEFF, 2007; GRILLON, 2008; XI, 2020).

Além disso, a ansiedade pode ser compreendida como uma resposta adaptativa ou
como uma doenca. A ansiedade adaptativa € uma emocdo normal, como um mecanismo
de alerta ou alarme que leva a estratégias de sobrevivéncia (BECERRA-GARCIA et al.,
2007; HOMMER; SKOLNICK; PAUL, 1987). J4, a ansiedade como doenca € uma
condigdo patoldgica altamente limitante e incapacitante e esté relacionada a disturbios
emocionais, cognitivos e fisiolégicos (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION,
2013).

2.1.2. Transtornos de ansiedade

Os transtornos de ansiedade apresentam caracteristicas bastantes diversas, como
tensdo excessiva e duradoura, esquiva de ameacas tanto internas (por exemplo, sensagdes
fisicas) quanto externas (por exemplo, avaliacdo de situacfes sociais), resposta abruptas
como episddios de panico (CROCQ, 2017). Quatro componentes sintomaticos estdo
presentes em todas as formas deste transtorno: 1) manifestacdes fisicas; 2) manifestacdes
cognitivas; 3) manifestacdes comportamentais; e, 4) manifestacGes emocionais. As
manifestacdes fisicas englobam sintomas fisicos ou somaticos relacionados a
hiperativacdo do sistema nervoso autdnomo e do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal e a
tensdo muscular. As manifestacdes cognitivas envolvem pensamentos de apreensao por
algum desfecho desfavoravel, relacionados com eventos do cotidiano do individuo,
sensacdo subjetiva de tensdo, irritabilidade, nervosismo, e mal-estar indefinido, por
exemplo. As manifestacfes comportamentais sao expressas por meio de sobressaltos,
insdnia, inquietacdo, esquiva fobica ou comportamentos compulsivos. Ja as
manifestacBes emocionais englobam vivéncias subjetivas de desconforto e de desprazer
(BERNIK, 2004; BRAGA et al., 2010).

Na transicdo do século 19 para o seculo 20, a ansiedade foi um componente

importante em diferentes categorias de diagnéstico, sendo que os transtornos de ansiedade



sO comegaram a ser considerados entidade clinica quando pacientes com graus menores
de ansiedade e transtornos depressivos leves foram descritos com neurastenia (CROCQ,
2017; FIGUEIREDO, 2004; GRAEFF, 1997). Desde entdo, diversas tentativas vém sendo
realizadas na busca por critérios de classificacdo mais Uteis, com o objetivo de padronizar
nomenclaturas e desenvolver manuais com critérios mais operacionais para se

diagnosticar os transtornos ansiosos.

Os dois manuais utilizados para diagndstico dos transtornos de ansiedade séo: o
Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais, elaborado pela Associacdo
Americana de Psiquiatria em 1952, e que, atualmente, encontra-se na Quinta Edicéo
(DSM-5); e Classificacdo Internacional de Doencas, elaborada pela Organizacdo Mundial
de Salde em 1948, e que hoje se encontra na Décima Primeira Edicdo (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013; ARAUJO; NETO, 2013; FIGUEIREDO, 2004;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). Nesses dois sistemas de classificacdo os
critérios de diagnostico sdo bastante semelhantes.

Os transtornos de ansiedade sdo considerados problemas de salde publica e
chamam atencdo da comunidade cientifica por diversos fatores.

Eles se destacam como a doenca psiquiatrica de maior prevaléncia na populacéo
geral, constituem o maior grupo de transtornos dentre os transtornos mentais e sdo uma
das principais causas de incapacidade no ser humano (CHRISTOPHER; MURRAY,
2016; WITTCHEN et al. 2011). De acordo com o estudo Global Burden of Disease
(BAXTER et al., 2014), os transtornos de ansiedade estdo classificados como a sexta

principal causa de incapacidade, estando mais presentes entre as idades de 15 a 34 anos.

Outra caracteristica de extrema importancia € o fato de que esses transtornos sao
responsaveis por importantes custos socioecondmicos. Na Europa, em 2011, resultam em
um custo total de mais de 74 bilhdes de euros cuja despesa estd principalmente
relacionada a custos indiretos, como incapacidade das pessoas (WITTCHEN et al., 2011),
sendo o terceiro transtorno do cérebro mais dispendioso da Europa (OLESEN et al.,
2012). Nos Estados Unidos, os transtornos mentais estdo no topo da lista das doengas
mais caras, sendo que 0s custos com os transtornos de ansiedade e depressdo foram 87
bilhdes (ROEHRIG, 2016).



Embora ndo existam dados sobre a prevaléncia de transtornos de ansiedade ao
longo das geragdes, evidéncias sugerem que ha um aumento dos sintomas de ansiedade
ao longo do tempo (TWENGE et al., 2010). Na Europa, em 2010, mais de 60 milhdes de
pessoas foram diagnosticados com algum tipo de transtorno de ansiedade (HARO et al.,
2014). Em relacdo a prevaléncia global de transtornos de ansiedade, o Brasil se destaca
como o pais com a maior taxa de prevaléncia do mundo, 9,3%, enquanto a média geral é
3,6% (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).

Adicionalmente, é importante destacar que as mulheres tém se mostrado mais
propensas do que os homens a apresentar transtornos de ansiedade (JALNAPURKAR,;
ALLEN; PIGOTT, 2018). Essa tendéncia aumentada em mulheres parecer ser decorrente
do dimorfismo sexual cerebral (PALLAYOVA; BRANDEBUROVA; TOKAROVA,
2019), no entanto, ainda ndo ha completa elucidacdo do papel do dimorfismo no
desenvolvimento, curso da doenca, comorbidade e resposta ao tratamento de transtornos

de ansiedade.

2.1.3. Farmacoterapia da ansiedade

Embora a fisiopatologia da ansiedade ndo seja compreendida por completo, o
envolvimento de alguns sistemas de neurotransmissores ja é sabidamente conhecido por
estarem relacionados a componentes de defesa e, também, de expressdo do medo, como
0s sistemas serotoninérgicos, GABAGérgicos, glutamatérgicos, neuropeptideos e
endocanabinoides (GRIEBEL; HOLMES, 2013; MURROUGH, 2015).

A farmacoterapia esta entre os métodos convencionais utilizados para o
tratamento dos transtornos de ansiedade (CRASKE; STEIN, 2016). Diferentes classes de
medicamentos sdo utilizadas como intervencdes farmacologicas, sendo que as mais
conhecidas sdo: antidepressivos triciclicos, inibidores da monoamino oxidase (IMAO),
inibidores seletivos da recaptagéo de serotonina (ISRS), inibidores da recaptagéo de
serotonina e noradrenalina (IRSN) e benzodiazepinicos (BZD) (CRASKE; STEIN, 2016;
RAVINDRAN; STEIN, 2009).

As classes de antidepressivos triciclicos e os IMAO foram amplamente usados nas

décadas anteriores. A primeira classe é de medicamentos que atuam inibindo a recaptacao



de serotonina e norepinefrina na fenda sinéptica, enquanto a segunda atua inibindo
irreversivelmente a enzima monoamino oxidase, que é responsavel pela degradacdo de
monoaminas como a serotonina e a norepinefrina. Apesar do amplo uso, os efeitos
adversos e perfis de seguranca 0s tornaram muito menos populares diante do surgimento
de outras classes com mais beneficios. Atualmente, sdo considerados tratamentos de
terceira escolha (SADOCK et al., 2017).

Os ISRS e os IRSN sdo as classes de medicamentos mais largamente utilizadas e
sdo consideradas tratamento de primeira linha para a maioria dos transtornos de
ansiedade, tendo em vista a eficacia, seguranca e toleréncia. No entanto, ndo existem
evidéncias de que sdo melhores que outros tratamentos (BYSTRITSKY et al., 2012;
CRASKE; STEIN, 2016). O mecanismo de acdo primario dos ISRS ¢é a inibicdo seletiva
da recaptacdo de serotonina pelo neurdnio pré-sindptico aumentando assim a
disponibilidade da serotonina na fenda sinaptica, enquanto o mecanismo dos IRSN € a
inibicdo da recaptagdo de serotonina e noradrenalina. Essas classes de medicamentos
apresentam alguns efeitos colaterais que geralmente sdo transitorios, como diarreia,
insonia, dor de cabeca, desconforto gastrintestinal, entre outros (BOGELS; KNAPPE;
CLARK, 2013).

Ja os BZD, medicamentos ansioliticos introduzidos na pratica médica no inicio
dos anos 60, ndo sdo mais considerados como tratamento de primeira escolha,
principalmente devido aos riscos de seu uso cronico, como dependéncia fisica e
psicoldgica, prejuizo da cognicdo e coordenacdo, interacbes graves com outras drogas ou
alcool, dentre outros. Eles vém sendo utilizados apenas em tratamentos de curta duracéo,
no tratamento da ansiedade refrataria e em associacdo a outros medicamentos. Os BZD
sdo medicamentos agonistas de receptores GABAA (BALDWIN et al.,, 2014;
RAVINDRAN; STEIN, 2010).

2.1.4. Ansiedade-traco

A ansiedade se apresenta como uma faceta que modula emocionalmente o
individuo (ANDRADE; GORENSTEIN, 1998). Nesse sentido, € importante mencionar a

relagcdo da ansiedade com os tragos de personalidade. Primeiro, define-se personalidade



como uma resultante da acao dos fatores genéticos, que séo um conjunto de padrdes inatos
dos individuos, e ambientais (ANDRADE, 2008). Essa interagdo envolve a producéo de
acOes e experiéncias nos individuos em diferentes dimens@es, como cognitivas, afetivas
e comportamentais (GARCIA, 2006). Assim, os tracos de personalidade podem ser
apresentados como “tendéncias disposicionais do individuo para agir de determinada
maneira ao longo do tempo em diferentes circunstancias”, sendo um auxilio & maneira
como os individuos interpretam o ambiente e como respondem a ele (MALLOY-DINIZ
etal., 2010).

Inicialmente, a teoria dos tracos de personalidade foi formulada por Gordon W.
Allport, em 1937, e a partir de seus estudos outros cientistas (CATTELL, 1959;
EYSENCK, 1947; McCRAE; COSTA, 1999; PERVIN; JOHN, 2004) também
concordaram com a presenca dos tracos na coeréncia do comportamento do individuo em
diferentes situagdes. E no intuito de organizar essa teoria, o modelo dos “cinco grande
fatores” foi proposto. Esse modelo foi caracterizado por cinco dimensdes amplas da
personalidade: abertura a experiéncia, consciéncia, socializacdo, extroversao e
neuroticismo (EYSENCK, 2004).

A maioria das taxonomias alocam a ansiedade na dimens&o referida como
neuroticismo (EYSENCK, 1967). Enquanto Eysenck (1970) denominou a tendéncia de
responder de forma ansiosa a situacfes ameacadoras como neuroticismo, Spielberger
(1966) rotulou essa tendéncia como ansiedade-tragco. Mais especificamente, a ansiedade-
traco refere-se a tendéncia estavel ao longo do tempo de vivenciar, ficar atento e relatar
emoc0des negativas, como preocupacoes e ansiedade em diferentes situacdes (GIDRON,
2013; SEHLMEYER et al., 2011; SPIELBERGER, 1970). Adiante, esse traco de

personalidade serd nomeado como ansiedade-traco, seguindo Spielberger.

Spielberger (1983) citou Freud como uma influéncia importante em seus conceitos
de ansiedade, traco e estado. De acordo com ele, Freud sustentou que as pessoas fixadas
no estagio edipiano apresentavam propensédo a experimentar um estado ansioso diante de
situacBes percebidas como psicologicamente ameacadoras; também afirmava que as
pessoas se defendem contra o estresse projetando inconscientemente o perigo para
estimulos externos e produzem medo consciente de estimulos externos. Do mesmo modo,
Spielberger afirmou que individuos com alto traco de ansiedade s&o propensos a

experimentarem ansiedade-estado em situacdo identificadas como psicologicamente



ameacadoras; além de serem mais vulneraveis ao estresse e responderem a uma gama de

situacGes como perigosas (REISS, 1997).

Assim, a ansiedade-traco representa as diferencas individuais para experienciar
padrGes emocionais associados a desconforto psicoldgico (aflicdo, angustia, sofrimento),
estimulos cognitivos e comportamentais que seguem essa tendéncia (McCRAE; JOHN,
1992).

Na psicologia, a ansiedade-traco pode ser vista como o construto “motivos”, de
modo que seria necessario que uma situacdo desencadeasse as disposi¢oes a esta emogao;
bem como pode ser vista como 0 construto “disposi¢des comportamentais adquiridas”,
que esta relacionada as experiéncias do passado que sdo responsaveis por predispor 0s
individuos a observarem as situacdes de determinada maneira e a reagirem objetiva e
realisticamente (ATKINSON 1964 apud BIAGGIO et al., 1977). Em ambos os
construtos, a ansiedade-traco estd relacionada a diferencas individuais relativamente
estaveis (na percepcao de estimulos ambientais, como eventos, declaracdes) na propensédo
a ansiedade, isto é, diferencas na tendéncia de reagir as situacdes percebidas como
ameacadoras com elevacdes de intensidade das reacdes ansiosas (SPIELBERGER, 1966;
SPIELBERGER, 1970).

Acredita-se que individuos com altos niveis de ansiedade-traco sdo propensos a
vivenciarem sofrimentos emocionais de maneira mais intensa. Nesse sentido, observa-se
uma relacdo direta entre esse traco de personalidade e a psicopatologia, de modo que
existe uma associacgdo positiva com transtornos de ansiedade (CLARK; WATSON, 1991;
MINCIC, 2015; KOTOV et al., 2010).

Observou-se que o estudo da teoria dos tracos de personalidade estava sendo
subutilizado em ambientes clinicos e que seria necessario direcionar pesquisas e formular
instrumentos de avaliagdo tendo em vista a importancia clinica dessa tematica no que diz
respeito ao avango da compreensdo da psicopatologia dos transtornos de ansiedade
(BARLOW et al., 2014; SAUER-ZAVALA et al., 2017; WATSON et al., 2016). Dois
estudos desenvolvidos no final da década de 1950 foram fundamentais para a construcéo

do conceito de ansiedade-traco.
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Em 1957, Malmo (1957 apud SPIELBERGER, 1966), a0 comparar com
individuos subjetivamente saudaveis, observou que pacientes que apresentavam altos
niveis de ansiedade duradoura também apresentavam maior reatividade
independentemente do tipo de situacéo (estressora ou nao), além disso também observou
maior variabilidade em medidas psicofisiologicas. E, em 1958, ao submeter individuos
subjetivamente sauddveis a um questiondrio de ansiedade, Spence (1958 apud
SPIELBERGER, 1966) mostrou que aqueles individuos que apresentavam maiores
escores se mostraram mais ansiosos cronicamente do que aqueles individuos com baixo

escores.

Além disso, individuos com altos tracos de ansiedade também expressam e
experimentam aumento no estado ansioso (estado transitdrio de ansiedade), em geral, em
situacbes em que boa parte das pessoas ndo experimentam essa resposta
(SPIELBERGER, 1972). Nesse sentido, observa-se uma tendéncia de superatencdo aos
estimulos ameacadores, a nivel perceptivo/sensorial. A nivel cognitivo, percebe-se
distorcdo da informacao/situacdo, ou uma tendéncia a interpretar uma situacdo como
sendo ameacadora. E a nivel de memoria, observa-se uma sobrecarga de informacdes que
levam o individuo a associar a experiéncia a situacdes ameacadoras (MATHEWS;
MACLEOQOD, 2005). Assim, os individuos com alto traco ansioso tendem a interpretar
estimulos ou situacdes ambiguas como sendo ameacadoras e a dar mais atencéo a estes
em detrimento de estimulos neutros, diferentemente dos individuos com baixa ansiedade-
traco que ndo apresentam esses vieses (CALVO; CANO-VINDEL, 1997; EYSENCK,
2004).

2.1.4.1 Ansiedade-traco versus ansiedade-estado

O entendimento e a diferenciacao conceitual e operacional da ansiedade-traco e —
estado passaram a ser mais elucidados a partir da criagdo do Inventario de Ansiedade
Traco-Estado (IDATE) (do inglés State - trait anxiety inventory - STAI; SPIELBERGER
et al., 1983), um instrumento de avaliagdo de afetividade negativa, considerado como um
dos questionarios de autoavaliacdo de ansiedade mais utilizados em todo o mundo
(FERNANDEZ-BLAZQUEZ et al., 2015).



11

Com a criacdo do IDATE, foi possivel mensurar a ansiedade-traco como uma
caracteristica relativamente estavel ao longo do tempo que reflete a propenséo para reagir
com ansiedade em situacdes de estresse; e a ansiedade-estado que seria a ansiedade como
um estado transitorio, ou seja, um estado em um determinado ponto no tempo. De maneira
mais detalhada, a ansiedade-estado € definida como estado emocional caracterizado por
sentimentos desagradaveis de tensdo e apreensdo conscientemente percebidos que séo
experimentados por um individuo em um dado momento, e sdo acompanhados por
hiperatividade do sistema nervoso autbnomo. Estados de ansiedade variam em
intensidade e duracdo, e flutuam ao longo do tempo em fungdo da interpretacdo do
individuo sobre as situacbes como potencialmente perigosas ou ameacadoras
(SPIELBERGER, 1972).

Existe uma ligacdo compreensivel entre ansiedade-traco e ansiedade-estado. A
figura 1 abaixo mostra o seguimento que sucede a ativacdo das reacdes de ansiedade-
estado e como a ansiedade-traco interfere nestas reages. Aqui serdo mencionados alguns
preceitos para o entendimento desta relacdo: 1) Diferentes reacdes de ansiedade-estado
sdo desencadeadas no momento em que um estimulo € avaliado como ameacador,
consciente ou inconscientemente; 2) As reacdes de ansiedade-estado ndo sao provocadas
quando os estimulos sdo avaliados como ndo ameacadores; 3) A origem dos estimulos
pode ser externa (ambiente) e interna (proveniente da percepcdo das alteracOes
fisioldgicas decorrentes da resposta ansiosa); 4) Diferencas individuais na tendéncia a
ansiedade (ansiedade-traco) influenciardo a avaliagdo do estimulo (SPIELBERGER,
1966). Sendo assim, os individuos com alto traco ansioso tendem a interpretar estimulos
ou situacdes ambiguas como sendo ameacadoras, avaliando maior quantidade de
estimulos como perigosos, e experimentando reacdes de ansiedade-estado com maior
frequéncia e intensidade que os individuos com baixo trago ansioso (SPIELBERGER,
1972).
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Figura 1. Ativagdo das reagOes de ansiedade-estado e influéncia da ansiedade-traco
(Retirado de GOES, 2016).

Spielberger descreve a ansiedade-traco como um construto unidimensional em
que ha apenas um traco de ansiedade geral que seria responsavel por predispor a um
aumento das reacdes de ansiedade-estado a partir de diferentes situacbes ameacadoras
(SPIELBERGER, 1985 apud ENDLER; KOCOVSKI, 2001).

Apesar de ansiedade-traco influenciar o nivel de ansiedade-estado, é possivel que
nédo haja apenas um traco ansioso geral, e sim, mais de um traco ansioso. Desse modo, o
traco poderia surgir a partir de diferentes causas e ter diferentes consequéncias/desfechos.
Assim, a ansiedade-traco seria vista como um construto multidimensional. O modelo de
ansiedade de interacdo multidimensional desenvolvido por Endler (1980, 1983, 1990)
avalia a ansiedade-traco em quatro facetas ou dominios situacionais: avaliacdo social,
perigo fisico, ambiguidade e rotinas diarias. Esse modelo possui duas premissas
principais, a primeira diz que tanto o traco quanto o estado sdo multidimensionais e prevé
interacdes entre as facetas do traco e as situacdes; e a segunda diz que para que haja
interacdo eficaz entre faceta e situacdo é necessario que a situacdo de ameaca seja
congruente com a faceta do traco. Por exemplo, quando o traco de avaliagdo social
interage com uma situagdo ameacadora de avaliacdo social (por exemplo, apresentagéo
oral de trabalho) h4 uma mudanca no estado ansioso. Caso ndo haja congruéncia entre o
traco e estado, nenhuma interacao é esperada. Por exemplo, ndo ha interacdo entre a faceta
do traco de avaliacdo social com uma situacdo de pular de paraquedas, eles ndo séo

congruentes. Haveria congruéncia caso a faceta avaliada fosse a de perigo fisico, assim,
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um individuo com um alto traco na faceta perigo fisico, poderia experimentar reacdes de
ansiedade quando submetido a uma situacdo de pular de paraquedas, pois essa envolve
perigo fisico. Esse modelo é avaliado com a utilizacdo da Escala de Ansiedade
Multidimensional de Endler (EMAS, do inglés Endler Multidimensional Anxiety Scales)
(ENDLER; EDWARDS; VITELLI, 1991; ENDLER; EDWARDS; VITELLI; PARKER,
1989; ENDLER; KOCOVSKI, 2001), que além de avaliar as facetas do traco ansioso
também avalia aspectos psicofisioldgicos do estado ansioso. Apesar de ser testado

cientificamente, esse modelo ndo tem sido muito explorado pela comunidade cientifica.

2.1.5. Substrato neural da ansiedade: ansiedade-traco e ansiedade-estado

A neurociéncia cognitiva tem fornecido um entendimento cada vez mais evoluido
e sofisticado dos processos subjacentes a ansiedade como emocdo normal e como
transtorno. O avanco desse conhecimento ocorreu, inicialmente, a partir dos estudos preé-
clinicos que permitiram a identificagdo de estruturas e vias envolvidas; e com o advento
da tecnologia, os estudos clinicos e pré-clinicos com neuroimagem passaram a também
contribuir (GOES et al., 2018; PRATT, 1992; SAVIOLA et al., 2020).

O cérebro é o 6rgdo que percebe e determina o que é ameacador e facilita as
respostas comportamentais e fisioldgicas a possivel ameaca (MCEWEN et al., 2012).
Joseph LeDoux descreveu as bases biologicas do medo e da ansiedade como circuitos de
sobrevivéncia responsaveis por mecanismos reguladores do comportamento de defesa
dos animais diante de estimulos ameacadores ou em situaces de perigo. Esses circuitos
integram 0s componentes sensério-motores, que se adaptam para que os desafios
ambientais sejam detectados, e usam essas informac6es tanto para o controle de respostas
comportamentais quanto para o ajuste fisioldgico interno, com o objetivo de ajudar 0s
animais a sobreviverem. Desse modo, boa parte dos estudos delineou o substrato neural
do estado ansioso (GRAEFF; HETEM, 2004; LEDOUX, 2012; MONTAG et al., 2013).
Embora muitas estruturas cerebrais estejam envolvidas com diversas fungdes, a discussao

deste tdpico sera limitada a relagdo das mesmas a ansiedade.

Cabe aqui destacar, inicialmente, a distin¢do entre ansiedade e medo, pois foi a

partir dela que foi possivel fornecer uma perspectiva Gtil para modelar e interpretar, em
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laboratdrio, respostas humanas a ameacas. A ansiedade € caracterizada quando o estimulo
ou situacdo sdo potencialmente ameacadores. Esse tipo de estimulo desencadeia
comportamentos cautelosos e hesitantes que permitem avaliagdo de risco, como
movimentos e posturas corporais que possibilitam a aproximacéo e a investigacdo da
possivel ameaca. Ja, quando a ameaca for real, 0 medo é caracterizado. Diante de
situacGes de medo, os animais apresentam comportamentos de congelamento, luta ou
fuga (BLANCHARD; BLANCHARD, 1988; BOLLES; FANSELOW, 1980;
FANSELOW, 1986; GRAEFF; GUIMARAES, 1999; MONTAG et al., 2013).

A circuitaria neural da emocao negativa (ex. ansiedade e medo) é composta por
um conjunto de estruturas limbicas centrais, como amigdala, insula, hipotdlamo, e outras
estruturas interconectadas, como substancia cinzenta periaquedutal (PAG, do inglés
periacheductal gray) e locus coeruleus (ETKIN, 2010; ETKIN; WAGER 2007; LEE,
2016; WOODY; SZECHTMAN, 2011). A amigdala, local onde é avaliado o nivel de
ameaca representado pelos sinais de perigo, é uma estrutura complexa e composta por
varios subnucleos, em especial, amigdala basolateral (BLA, do inglés basolateral
amigdala), nucleo central da amigdala e o ndcleo intersticial da estria terminal (BNST,
do inglés bed nucleus of stria terminalis; AMUNTS et al., 2005; HERRY et al., 2007). A
BLA recebe informagdes sensoriais dos nlcleos talamicos e cortices de associa¢do
sensorial e fornece grande parte das projecfes talamica e cortical da amigdala, sendo
responsavel pela codificacdo do nivel de ameaca de um estimulo (AMARAL et al., 1992;
DAVIS; WHALEN 2001). O ndcleo central da amigdala é uma regido de saida que possui
projecOes para areas hipotalamicas e basais do prosencéfalo, sendo fundamental para
respostas defensivas especificas associadas ao medo (DAVIS; WHALEN, 2001,
PAXINOS, 2003). Além disso, estudos utilizando roedores mostraram que o BNST ¢é
ativado por sinais abstratos e, portanto, estaria mais relacionado & ansiedade. Esta
estrutura esta localizada na porcédo posterior do estriado (DAVIS et al., 2010)

Ja a insula é uma estrutura que esta altamente interconectada ndo s6 com a
amigdala, mas também com a PAG e o hipotalamo, e é responsavel pela regulacédo do
sistema nervoso autbnomo (OPPENHEIMER et al., 1992; PAXINQOS, 2003). Diante do
processamento de emocgOes negativas, a insula é ativada e participa do monitoramento e
interpretacdo das sensacdes fisicas internas (CRITCHLEY et al., 2004; KOBER et al.,
2008; PHAN et al., 2002). O hipotalamo também desempenha papel na regulacdo do
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sistema nervoso autdbnomo, mais especificamente, possui a funcdo de mediar a resposta
humoral, visceromotora e somatico-motora, que é regulada pelo eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (HHA). Em face de uma situacdo estressora, o nucleo central da
amigdala é ativado e estimula a secrecdo do hormdnio liberador de corticotrofina (CRH,
do inglés corticotropin-releasing hormone), do horménio adrenocorticotréfico (ACTH,
do inglés adrenocorticotropic hormone) e, consequentemente, secrecdo do cortisol que é
conhecido como hormdnio do estresse (CHOI et al., 2007; ETKIN, 2010, WOODY;
SZECHTMAN, 2011). A PAG € uma estrutura mesencefalica envolvida na regulacdo do
sistema nervoso autdbnomo, bem como em padrdes de resposta motora. Sua estimulagéo
produz respostas semelhantes de imobilidade e fuga, alem de alteragcBes autonémicas
como elevacdo da pressdo arterial e taquicardia (CARRIVE, 1993; ETKIN, 2010). O
locus coeruleus esta envolvido com a mediacéo das respostas simpaticas em situacées de
estresse e de panico e possui um papel complexo devido a diversidade de projecoes para
o0 tronco cerebral, estruturas limbicas, neocértex e projecdes de longa distancia para a
medula espinhal. Sua ativacdo esté relacionada a otimizacdo da analise do ambiente e
deteccdo da ameaca (DAVIS; WALKER; LEE, 1997; PORGES, 2001; WOODY;
SZECHTMAN, 2011).

Na tentativa de integrar as funcfes das estruturas encefalicas e entender o papel
das mesmas, 0s pesquisadores Robert e Caroline Blanchard classificaram as respostas
defensivas de acordo com o nivel de ameaca (potencial, distal ou proximal)
(BLANCHARD; BLANCHARD, 1988). A nivel de ameaca potencial, nivel em que ha
avaliacdo de risco e que caracteriza a ansiedade, observa-se que ha participacdo da
amigdala e do sistema septo-hipocampal. No nivel de ameaca distal ou proximal em que
héa respostas como fuga, congelamento, agressao e/ou ameaca defensiva, e que caracteriza
o medo, observa-se participacdo da amigdala e da PAG (GRAY; MCNAUGHTON,
2000). No entanto, McNaughton e Corr (2004) sugerem que essas estruturas encefalicas
participem em todos os niveis de ameaca, sendo que haveria maior atuagdo das estruturas
caudais nas respostas de luta e fuga, enquanto que estruturas rostrais desempenhariam um

maior papel em ameagas potenciais.

O psicologo inglés Jeffrey Gray, postulou que situagdes de perigo potencial e
estimulos associados a incerteza, novidade, punicdo e frustragdo sdo responsaveis por

ativar o sistema de inibicdo comportamental (SIC), que é representado pela amigdala,
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pelo sistema septo-hipocampal, substdncia cinzenta periaquedutal ventral, nucleo
mediano da rafe, e locus coeruleus (BRANDAO, 2004; GRAY: McNAUGHTON, 2000).
O SIC age, juntamente com estruturas encefalicas intimamente relacionadas, comparando
0 estimulo atual com o estimulo esperado. De modo que, o subiculo, uma regido
hipocampal, agiria comparando as informacdes sensoriais, oriundas do cértex entorrinal,
com as expectativas geradas pelo circuito de Papez (tAlamo antero-ventral, corpo mamilar
do hipotalamo e cdértex cingulado) que, por sua vez, integra informac6es oriundas do
cortex pre-frontal, onde se da o planejamento das acGes. Entdo, se as informacGes
recebidas forem compativeis com o esperado, o sistema permanece no modo de
“checagem” e o controle comportamental nao ¢ exercido pelo SIC. Por outro lado, quando
as informacdes recebidas e 0 esperado ndo sdo compativeis, 0 SIC passa a operar no modo
de “controle” gerando assim a inibi¢do comportamental (ansiedade), acompanhada do
aumento da atencdo ao meio e da vigilancia em direcdo aos estimulos potencialmente
perigosos (BRANDAO, 2008; GRAEFF; HETEM, 2004; GRAY; McNAUGHTON,
2000).

Cabe aqui reportar que as raizes biologicas do estado ansioso - ou seja, 0 substrato
neural da ansiedade-estado - vem sendo definido ha décadas a partir da avaliacdo das
reacOes de defesa dos animais. No entanto, o substrato neural do trago ansioso ainda é

pouco conhecido.

Tendo em vista que a ansiedade-traco é uma predisposi¢do individual a perceber
certas situagdes como ameacadoras e a responder a estas situacdes com elevacoes de
intensidade no estado ansioso (SPIELBERGER et al., 1970), é razoavel supor que o seu
substrato neural esteja relacionado a estruturas que controlem a avaliacdo cognitiva dos
estimulos bem como a resposta ansiosa a estes. O construto da ansiedade-trago além de
estar envolvido com varias estratégias de enfrentamento, avaliacdo da vulnerabilidade,
previsdo de sintomas e de transtornos de ansiedade, também esta envolvido em varias
respostas neurofisioldgicas (MATHEWS; MACLEOD, 2005; SPIELBERGER, 1966;
STEIMER, 2011).

Estudos clinicos tém mostrado que a atividade da amigdala é modulada pelo
controle top-down de estruturas pré-frontais, como o cértex cingulado anterior (CCA).
Esse tipo de controle parece permitir acesso as informacdes que influenciariam a resposta

a ameacas. Nesse sentido, a elucidacdo detalhada de fungdes e regides € um passo cada
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vez mais adiante para a identificacdo da neurobiologia da ansiedade. Informacdes de
contexto, representacdes de memoria explicita e autorregulacdo consciente das mesmas
sdo alguns exemplos (RAUCH et al., 2006; RESSLER; MAYBERG, 2007). Kober e
colaboradores (2008) realizaram uma metanalise quantitativa de 162 estudos de
neuroimagem com foco na localizacao de regides cerebrais ativadas de forma consistente
em tarefas emocionais e sua organizacdo funcional em grupos, independentemente, da
categoria de emocdo. Este estudo identificou grupos de estruturas pré-frontais mediais
distintos de clusters de ativacdo, sendo que o grupo em que o CCA pertencia coativou
consistentemente com a amigdala e PAG, sugerindo, assim, um papel importante na

resposta a ameagca, consequentemente, na ansiedade.

O processamento cognitivo parece estar mais relacionado a regido dorsal do que
regibes ventrais no CCA, porém o processamento afetivo € mais difundido
(RIDDERINKHOF et al., 2004). Sugere-se que areas dorsais do CCA estejam envolvidas
na avaliacdo e monitoramento da emocdo e podem ser importantes para a experiéncia
subjetiva consciente da emoc¢do (KALISCH et al., 2006). Wager e colaboradores (2008)
mostraram, a partir de uma metanalise, que em estudos que os individuos foram induzidos
a sentir emoc0es a ativacdo do CCA dorsal foi mais comumente observada. Egner e
colaboradores (2008) observaram que a ativacdo do CCA dorsal foi comum diante do
monitoramento ou avaliacdo de conflitos emocional e ndo emocional. Esse resultado
sugere que aspectos da funcdo do CCA dorsal na emocédo pode ser parte de um papel
maior no monitoramento das demandas de processamento que estejam em andamento e

que tenham o objetivo de recrutar processos de controle adequados ao contexto.

Em um estudo que utilizou a extincdo de respostas de medo condicionado como
modelo experimental foi mostrado que a extingdo do medo estava relacionada com o
aumento da atividade do CCA (pregenual e subgenual) associado a diminuicdo da
atividade da amigdala (PHELPS et al. 2004). A ativacdo do CCA rostral também foi
observada durante a reducdo da ansiedade pods estimulo aversivo (PETROVIC et al.
2005). Desse modo, observa-se que as sub-regides centrais limbicas e mediais pre-
frontais apresentam uma possivel diferenciacao de efeitos na ansiedade. Além disso, tem
sido mostrado que CCA dorsal posterior € responsavel pela sele¢do da resposta, enquanto
CCA dorsal anterior estd envolvido na avaliacdo da resposta (LEE, 2016); sendo que a

atividade no CCA rostral é aumentada quando a incerteza ¢ maior (BANICH, 2019).



18

Levando em consideracdo essas fun¢des do CCA, a comunidade cientifica vem
relacionando-o a ansiedade-traco (COMTE et al., 2015; DONZUSO et al., 2014; EDEN
et al., 2015; GORKA et al., 2014; KOBER et al., 2008; SAVIOLA et al., 2020;
SPAMPINATO et al., 2009). Comte e colaboradores (2015) utilizaram uma tarefa de
conflito emocional e ressonancia magnetica funcional para investigar, em individuos
saudaveis, as relaces entre ansiedade-traco e atividade e conectividade funcional do
CCA dorsal. Os autores observaram uma associagao positiva entre niveis de ansiedade-
traco e atividade do CCA. Donzuso e colaboradores (2014) avaliaram correlatos neurais
entre escalas psicométricas em uma grande coorte de individuos saudaveis a partir de
métodos de neuroimagem e observaram que o CCA foi a estrutura associada a escala de
ansiedade de Hamilton, escala usada para avaliar os sintomas de ansiedade de uma forma
ampla. Spampinato e colaboradores (2009) observaram uma relacdo inversa entre 0s
niveis de ansiedade-traco e a variabilidade do volume do CCA, de modo que individuos
com alto traco ansioso apresentaram menor volume. E Gorka e colaboradores (2014)
constataram que individuos que relataram ter sofrido maus tratos na infancia possuiam
uma menor espessura do CCA dorsal e esta estaria relacionada ao aumento do nivel de

ansiedade-traco observado na idade adulta.

Estudos de neuroimagem que avaliaram pacientes com transtornos de ansiedade,
como o transtorno de ansiedade generalizada (TAG) e o transtorno de ansiedade social
(TAS), mostram que o CCA é um potencial biomarcador, sugerindo fortemente que o
CCA possui associagdo com o desenvolvimento de tragos de personalidade ansiosos e
que estd relacionado ao aumento da vulnerabilidade para o desenvolvimento de
transtornos de ansiedade (BURKHOUSE et al., 2018; FRICK et al. 2018; SCHIENLE et
al., 2011). Frick e colaboradores (2018) observaram uma correlacdo negativa entre a
gravidade dos sintomas de ansiedade social em pacientes com TAS e a espessura do CCA.
Burkhouse e colaboradores (2018) mostraram que criangas e adolescentes com TAG,
TAS e transtorno de separagdo apresentavam reducgéo da atividade do CCA dorsal antes
do tratamento com ISRS ou psicoterapia, e apds o tratamento foi observado um aumento
na atividade dessa area. Além disso, Frick e colaboradores (2018) sugerem a atividade do
CCA como um potencial biomarcador para o TAS. Schienle e colaboradores (2011)
descreveram uma relagdo positiva entre o volume de substancia cinzenta do CCA dorsal
e 0 autorrelato sobre a gravidade dos sintomas (grau de preocupagéo) de pacientes com

TAG. Apesar de parecer ir na contramao dos outros estudos, destaca-se que esse estudo
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fala apenas da matéria cinzenta, enquanto os outros falam do volume/espessura da

estrutura como um todo, considerando matéria cinzenta e branca.

Ja em relacdo aos estudos pre-clinicos, estes tém mostrado o envolvimento do
cortex pré-frontal medial (CPFM) com a ansiedade-traco (ANDERZHANOVA et al.,
2014; GOES etal., 2018; PRINSSEN et al., 2012). Anderzhanova e colaboradores (2013),
comparando duas linhagens de camundongos, BALB/c e C57BL/6, consideradas como
sendo de alta e de baixa emocionalidade, respectivamente, mostraram que camundongos
de alta emocionalidade apresentavam uma maior concentracdo de dopamina no CPFM
em comparagdo aos de baixa emocionalidade. Prinssen e colaboradores (2012)
observaram que roedores considerados de alta emocionalidade apresentam uma
hiperatividade do CPFM quando comparado com roedores de baixa emocionalidade. Em
um estudo prévio, desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa, Goes e colaboradores
(2018) mostraram que a lesdo do CPFM diminuiu os niveis de ansiedade-traco de ratos
com alto traco ansioso, enquanto ndo houve alteracdo dos animais de baixa e média
ansiedade-traco. Interessantemente, esta lesdo do CPFM reduziu os niveis de ansiedade-

estado dos animais de todas as categorias de ansiedade.

Apesar disso, é importante mencionar que grande parte dos estudos tém avaliado
o papel do CPFM na ansiedade-traco sem diferenciar seus subndcleos
(ANDERZHANOVA et al., 2014; BLANCO et al., 2009; DEHDAR et al., 2019; GOES
et al., 2018; LISBOA, GUIMARAES, RESSTEL, 2011) e, de acordo com critérios
funcionais e hodoldgicos, 0 CPFM de roedores é formado por trés subnucleos: CCA (Cgl
e Cg2), cortex pré-limbico (PL) e cortex infralimbico (IL) (CANTERAS et al., 2009;
CERQUEIRA et al., 2008).

Assim, alguns estudos tém mostrado uma possivel diferenciacéo de papeis desses
subnucleos. Até o momento da escrita do presente estudo foi observado que apenas o
trabalho de Prinssen e colaboradores (2011) mostrou evidéncias de que CCA estaria
envolvido com a ansiedade-traco, enquanto outros estudos tém mostrado que PL e/ou IL
estariam envolvidos com ansiedade-estado (BERG et al., 2019; Bl et al., 2013; SUZUKI
etal., 2016).

Em relacdo a anatomia, mesmo ndo possuindo essa regido encefélica téo

desenvolvida, os roedores guardam uma homologia da mesma com o0s primatas
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(UYLINGS et al., 2003; VERTES, 2006; VAN HEUKELUM et al., 2020). E importante
mencionar que a literatura ndo mostra uma clareza absoluta sobre as relagbes de
homologia entre roedores e primatas. O presente estudo segue critérios funcionais e
hodoldgicos para a definicdo e identificacdo das estruturas encefalicas. Destaca-se que 0
CCA de humanos equivale as areas 24, 25 e 32 de Brodmann. Porém, o CCA em roedores
(que é dividido em Cgl e Cg2) equivaleria apenas a area 24 de Brodmann em humanos,
enquanto o IL equivaleria a &rea 25 e 0 PL & &rea 32 de Brodmann em humanos (Figura
2) (CANTERAS, 2009; CERQUEIRA et al., 2008; DALLEY et al., 2004; DO-MONTE
et al., 2015; PRICE, 2007; VAN HEUKELUM et al., 2020).

2“ Lo st “ CCA dorsal
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Figura 2. Anatomia do cortex cingulado anterior em humanos e roedores (Retirado e
adaptado de VAN HEUKELUM, 2020 - reproducéo autorizada). CCA: cértex cingulado
anterior. Cgl e Cg2 em roedores séo equivalentes ao CCA dorsal e ventral em humanos,
respectivamente. PL: pre-limbico. IL: infralimbico.

No que diz respeito a conectividade, CCA apresenta conexdes sensoriais
significativas com éareas de associacdo auditiva (BARBAS et al., 1999; MEDALLA;
BARBAS, 2014), com a amigdala (GHASHGHAEI et al., 2007) e com sistemas motores
autbnomos (BARBAS et al., 2003; ONGUR et al.,, 1998; REMPEL-CLOWER;
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BARBAS, 2000). Além disso, CCA apresenta forte conexdo com o cortex orbitofrontal
posterior ()COF) (JOHANSEN-BERG et al. 2008; ZALD et al. 2014). Discute-se que a
representacdo de valor recebida pelo CCA inclui informagdes sobre recompensa ou
punicao que sao usadas para aprender a melhor acéo a ser feita, ou seja, obter recompensa
ou evitar puni¢do. Em outras palavras, CCA realiza o aprendizado de agdo-resultado e
esta envolvido & emocao e a cognicdo (GARCIA-CABEZAS; BARBAS, 2017; ROLLS,
2019).

Adicionalmente, conforme mencionado anteriormente no topico “Ansiedade-
traco versus ansiedade-estado”, que a ansiedade-trago seria responsavel por predispor a
aumento das reacOes de ansiedade-estado a partir de diferentes situacfes ameacadoras.
Alguns estudos clinicos tém mostrado que a regulacdo da atividade do CCA diante de
tarefas indutoras de ansiedade varia de acordo com o nivel de ansiedade-traco (ETKIN et
al., 2006; GREENBERG et al., 2013; PAULUS et al., 2004; SAVIOLA et al., 2020;
SEHLMEYER et al. 2011; TIAN et al., 2016). Paulus e colaboradores (2004) mostraram
que, em voluntarios submetidos a uma tarefa de tomada de decisdo simples, a ativacao no
CCA foi significativamente maior naqueles individuos com altos niveis de ansiedade-
traco e que essa ativacdo se correlacionou com o trago, mas ndo com o estado ansioso.
Sehlmeyer e colaboradores (2011) investigaram os correlatos neurais de sintomas de
ansiedade em individuos saudaveis e durante a extincdo do medo condicionado, e
mostraram ativacdo do CCA em individuos com altos niveis ansiedade. Greenberg e
colaboradores (2013) mostraram uma resposta funcional anormal do CCA em pacientes
com TAG durante tarefas de generalizacdo do medo.

Tian e colaboradores (2016), em um estudo transversal e teste-reteste, utilizaram
imagem de ressonancia magnética funcional para determinar os efeitos da atividade
cerebral intrinseca na ansiedade-traco e da variabilidade da ansiedade-estado. Como
resultado, verificaram que tanto no teste quanto no reteste o escore de ansiedade-tracgo foi
significativamente associado a atividade cerebral intrinseca do CCA dorsal. Saviola e
colaboradores (2020), avaliaram voluntarios saudaveis com o Inventario de Ansiedade
Traco-Estado e, em seguida, caracterizaram a covariancia estrutural da substancia
cinzenta e a conectividade funcional em estado de repouso com ressonancia magnética e

mostraram que a atividade do CCA correlacionou positivamente com o trago ansioso.
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2.1.6. Neurotransmissores da ansiedade

A circuitaria neural da ansiedade possui outro componente importante além de
suas estruturas encefalicas, os neurotransmissores. Sao eles que fazem a comunicacgéo
entre as estruturas. Diversos neurotransmissores medeiam mecanismos de regulacéo da
ansiedade, de modo que a desregulacdo na neurotransmissao pode resultar na alteragédo
da percepcdo do ambiente e aumentar o risco do desenvolvimento de transtornos de
ansiedade (MARTIN et al., 2010).

O conhecimento desta neurotransmissdo e como ocorre a mediagdo dos
mecanismos € fundamental para elucidacdo da fisiopatologia da ansiedade e,

consequentemente, no desenvolvimento do tratamento dos transtornos de ansiedade.

Como mencionado no topico de farmacoterapia da ansiedade, alguns
neurotransmissores envolvidos na modulacdo da ansiedade ja sdo conhecidos, como a
serotonina, GABA, glutamato, noradrenalina e dopamina. A serotonina, por exemplo, é
0 neurotransmissor alvo do mecanismo dos inibidores seletivos da recaptacdo de
serotonina (ISRS), classe de medicamentos utilizada como primeira linha de tratamento
para os transtornos de ansiedade. O GABA é o neurotransmissor alvo do mecanismo dos
ansioliticos classicos, medicamentos utilizados largamente desde a década de 1960
(BALDWIN et al., 2014; CRASKE; STEIN, 2016; RAVINDRAN; STEIN, 2009;
STRAWN et al., 2018). Enquanto o glutamato, apesar de ainda ndo ser o alvo de um
medicamento utilizado efetivamente para o tratamento dos transtornos ansiosos, sabe-se
que ele é o principal neurotransmissor excitatério do sistema nervoso central (SNC) e que
também esta envolvido com a regulacdo da ansiedade (NASIR et al., 2020). Por exemplo,
sabe-se que o aumento da atividade nas estruturas encefalicas envolvidas no
processamento da ansiedade pode resultar do aumento da neurotransmissdo excitatoria
pelo glutamato ou da diminuicio da sinalizacao inibitoria pelo GABA (MARTIN et al.,
2010). Neste trabalho sera abordado o papel da serotonina, GABA e glutamato na
ansiedade.
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2.1.6.1 Serotonina

A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) € sintetizada a partir do aminoacido
triptofano pela acdo das enzimas triptofano hidroxilase e 5-hidroxitriptofano
descarboxilase (CARLSON, 2013). A 5-HT se liga em, pelo menos, 17 receptores 5-HT
diferentes que sdo agrupados em sete familias (5-HT1.7). Desses receptores, trés subtipos
do receptor 5-HTs no cérebro s&o canais idnicos controlados por ligante, enquanto 0s
outros 14 sdo acoplados a proteina G (BERGER; GRAY; ROTH, 2009; NADAL-
VICENS et al., 2009; ZMUDZKA et al., 2018).

Os corpos dos neurdnios contendo serotonina estdo localizados, em sua maioria,
no mesencéfalo, ponte e bulbo nos chamados nucleos da rafe. As vias serotonérgicas
ascendentes, ventral e dorsal, originam-se nesses nucleos e distribuem fibras para
estruturas mesencefalicas (substancia cinzenta periaquedutal), para o diencéfalo, o
hipotdlamo, septo-hipocampo, talamo, amigdala e todo o neocortex (GRAEFF, 1997;
GRAEFF; HETEM, 2004). Mikheenko e colaboradores (2015) observaram gque macacos
altamente ansiosos mostraram niveis reduzidos de serotonina na amigdala e volumes
menores do CCA dorsal. J& Frick e colaboradores (2015) mostraram que individuos com
transtorno de ansiedade social apresentam maior taxa de sintese de 5-HT quando
comparado com individuos saudaveis. Além disso, estudo prévio relatou associacdo entre
o transtorno de ansiedade social e niveis reduzidos de heterorreceptores 5-HT1a na
amigdala e no CCA. Isto indica uma ligacdo entre a 5-HT e aumento da reatividade do
circuito do medo nesse transtorno (FREITAS-FERRARI etal., 2010; SHIN; LIBERZON,
2010). Hornboll e colaboradores (2018) investigaram como os niveis de ansiedade-traco
influenciam a resposta neural a faces emocionais negativas e sua sensibilidade ao tdnus
serotoninérgico. Os participantes realizaram uma tarefa facial emocional e foram
submetidos a ressonancia magnética funcional em trés situacdes: aumento do ténus de
serotonina com a infusdo de ISRS, diminui¢do do ténus de serotonina com a deplecéo
aguda de triptofano e nenhum desafio (situacdo controle). Os autores observaram que
variacdes individuais nos niveis de ansiedade-trago foram associadas a resposta neural do
CCA rostral. Sendo que a resposta relacionada ao medo, nessa regido, e 0s niveis de
ansiedade-traco correlacionaram-se negativamente durante o desafio com ISRS e

positivamente com a deplecdo aguda de triptofano.
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O CPF é altamente rico em receptores 5-HTi1a € 5-HT2a, sendo o primeiro
inibitorio e o segundo excitatorio (POMPEIANO et al., 1992; POMPEIANO et al., 1994).
Ja foi observado que 60% dos neurdnios piramidais pré-frontais de ratos expressam esses
receptores e que cerca de 80% desses neurdnios coexpressam ambos 0s receptores, apesar
de exercerem papéis opostos (AMARGOS-BOSCH et al., 2004; DE ALMEIDA;
MENGOD, 2007; POMPEIANO et al., 1992; SANTANA et al.,, 2004; WILLINS;
DEUTCH; ROTH, 1997).

De maneira geral, 5-HT desempenha um papel fundamental em diversos
processos fisioldgicos, de modo que sua neurotransmissdo esta envolvida na regulagédo
do humor, sono, vigilia, libido, alimentacdo, memadria, aprendizagem, ansiedade, medo,
dentre outras (ARANGO et al., 2001; LEMONDE et al., 2003).

Para compreender o papel da serotonina na regulacdo da ansiedade, € importante
determinar os efeitos da serotonina na circuitaria neural da ansiedade. Assim, apds
controvérsias sobre qual o real papel da serotonina na ansiedade, tendo em vista que
varios estudos mostravam que a serotonina parecia ser ansiogénica ao mesmo tempo que
outros mostravam que a serotonina seria ansiolitica, Deakin e Graeff, propuseram que a
serotonina exercia um papel dual nos estados de ansiedade, um papel de modulacédo de
respostas defensivas com um importante sentido adaptativo. Desse modo, foi postulado
que sinais de perigo estimulariam o sistema de defesa por meio da amigdala e ativariam
neurbnios serotoninérgicos situados nos nucleos dorsais da rafe que inervam a amigdala
e a substancia cinzenta periaqueductal de modo que 0 aumento da serotonina na amigdala
seria ansiogénico e na substancia cinzenta periaqueductal dorsal seria ansiolitica
(DEAKIN; GRAEFF, 1991).

Vale destacar que apesar do aumento no nimero de estudos pré-clinicos e clinicos
revelando que a serotonina exerce um papel crucial na ansiedade, 0s mecanismos exatos
dessa influéncia e as respostas psicofisiologicas associadas ainda nao sao completamente
compreendidos (BABAEY; CHANTAIN; KRUEGER-BURG, 2018; CARHART-
HARRIS; NUTT, 2017), e isso representa um desafio para a ciéncia.

Tem sido observado que os efeitos da serotonina nos circuitos neurais
provavelmente dependem de muitas variaveis, dentre elas: a) o tempo da acdo da

serotonina; b) as concentracGes extracelulares de serotonina; c) o tipo de localizacao (pre-
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sinaptico ou pos-sinaptica) de receptores de serotonina dentro de cada regido especifica
do cérebro; d) sistemas de interacdo entre diferentes estruturas; e) processamento
proteolitico diferencial em neurdnios serotoninérgicos; e f) mudangas dependentes do
contexto que regulam a sinalizacdo serotonérgica (AMAT et al., 2005; BERRETTA et
al., 2005; PEZAWAS et al., 2005). Essas varidveis também podem determinar as
populacdes de receptores de serotonina que sdo afetados com base na proximidade
anatémica do local de liberagcdo ou na afinidade de receptores de serotonina especificos

para o ligante.

Por exemplo, um mecanismo de a¢ao proposto dos ISRS envolve a diminui¢do do
viés negativo de uma maneira "de baixo para cima" (bottom-up, do inglés), de modo que
ha alteracdo da reatividade do CCA e da amigdala para sinais negativos que seriam
direcionados a circuitos de sobrevivéncia em regides subcorticais que estdo implicados
em antecipacéo, reatividade, regulacdo e aprendizagem (YOUNG; CRASKE, 2018). No
inicio do tratamento com os ISRS, os pacientes experimentam efeito ansiogénico e com
0 passar do tempo, com cerca de 4 semanas de tratamento, 0s pacientes comegam a se
beneficiar do efeito ansiolitico (BANDELOW et al., 2017; NUTT, 2005; TAYLOR et al.,
2006). Bagdy e colaboradores (2001) mostraram que esse efeito também se deve ao
bloqueio dos receptores 5-HT2c, uma vez que esses sdo capazes de reverter o efeito
ansiogénico da administracdo aguda dos ISRS. Além disso, a exposicao crbnica a ISRS
diminui a regulacéo dos receptores 5-HT2c no cortex (ATTAR-LEVY, 1999).

Em relacdo ao efeito dos outros receptores 5-HT, foi sugerido que a estimulagéo
de 5-HT2g e o bloqueio dos receptores 5-HT2a, 5-HTs e provavelmente 5-HTsa sdo
importantes para induzir efeitos ansioliticos. As contribuices dos receptores 5-HT1a, 5-
HT1g, 5-HT2c, 5-HT4, 5-HTs € 5-HT7 ainda ndo estdo totalmente claras, pois os efeitos
ansioliticos sdo observados ap6s sua estimulacdo e bloqueio de &reas especificas
(ZMUDZKA et al., 2018)

A literatura também mostra que, dos subtipos de receptores, 0 5-HT1a € 0 5-HT>
sd0 0s que tém sido mais estudados no campo da ansiedade (STIEDL et al., 2015), sendo
que agonistas parciais 5-HT1a j& s@0 usados como novos antidepressivos, classe de
medicamentos que também sdo utilizados para o tratamento da ansiedade (CELADA,
BORTOLOZZI; ARTIGAS, 2013). O receptor 5-HT1a esta espalhado por todo SNC e

pode ser pre-sinaptico ou poés-sinaptico. Ele € pré-sindptico nos corpos celulares e
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dendritos dos neurdnios serotoninérgicos dos ndcleos mediano e dorsal da rafe, agindo,
neste caso, como autorreceptor para regular a atividade serotonérgica, de modo que sua
ativacdo causa efeitos ansioliticos. Como receptor poés-sinaptico, é encontrado
principalmente no septo, hipocampo, amigdala e cortices entorrinal e cingulado anterior,
sendo que sua ativacdo no hipocampo desencadeia resposta ansiogénica (HANNON;
HOYER, 2008; GARCIA-GARCIA; NEWMAN-TANCREDI; LEONARDO, 2014,
OLIVIER, 2015; YAMASHITA et al., 2019; ZMUDZKA et al., 2018). Além disso, no
CCA e em outras areas corticais, por exemplo, a presenca do receptor 5-HT1a esta
associada a modulacdo da liberacdo de dopamina, um neurotransmissor também
envolvido no comportamento ansioso (ALTIERI et al., 2013). Devido a alta densidade do
subtipo de receptor 5-HT1a em Vérias &reas corticais e subcorticais, esse receptor é
considerado o principal receptor serotoninérgico inibitorio (VARNAS; HALLDIN;
HALL, 2004). Outra informacao importante é que o gene do receptor 5-HT1a € reprimido
por glicocorticoides, de modo que esses receptores sdo dessensibilizados ou regulados
para baixo (down-regulated, do inglés) na presenca desses horménios. Sabe-se que
modelos animais de ansiedade-estado submetem os animais a situa¢des ameacadoras que
induzem a liberacdo de corticosterona (PELLOW; FILE, 1986), e que a corticosterona
induz a dessensibilizacdo de receptores 5-HT1a (VARNAS; HALLDIN; HALL, 2004).
Isto ajuda a explicar o papel dual da 5-HT.

Tauscher e colaboradores (2001) mostraram uma correlacdo negativa significativa
entre a densidade de receptores 5-HT1a no CCA e o0s escores de ansiedade, a partir da
administracdo de WAY-100635 (antagonista 5-HT1a) em individuos saudaveis. Ramboz
e colaboradores (1998) demonstraram que camundongos knockout para receptores 5-
HT1a apresentam diminuicdo da atividade exploratdria e aumento da aversdo a ambientes
aversivos. Esses resultados sugerem que reducgdes na densidade do receptor 5-HTia
devido a diferentes fatores, como defeitos genéticos ou estressores ambientais, podem

resultar em aumento da ansiedade.

Em relacdo ao receptor 5-HT7, este € apenas pos-sindptico e & encontrado
particularmente no ndcleo supraquiasmatico do hipotalamo, no tdlamo, no hipocampo e
no cortex cerebral (RUAT et al., 1993). Balcer e colaboradores (2019) avaliaram o
antagonismo do receptor 5-HT?7 para o tratamento da ansiedade, depresséo e esquizofrenia

por meio do uso de camundongos knockout. Comportamentos de camundongos selvagens
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e knockout foram comparados em 10 modelos diferentes, sendo que 7 avaliaram a
ansiedade e observaram efeitos ansioliticos, antidepressivos e antipsicoticos nos animais
knockout. Wesolowska e colaboradores (2006) mostraram atividade ansiolitica do SB-
269970 (antagonista do receptor 5-HT7) em diferentes modelos animais de ansiedade,
como o Vogel teste e o labirinto em cruz elevado em ratos, bem como o four-plates teste

em camundongos.

2.1.6.2 GABA

O acido gama-aminobutirico (GABA) é o principal neurotransmissor inibitério do
SNC dos mamiferos, sendo sintetizado a partir do &cido glutdmico em reacdo catalisada
por uma enzima que é encontrada apenas em neurdnios GABAEérgicos e em alguns tecidos
periféricos, a acido glutdmico descarboxilase (GAD), que apresenta duas isoformas
(GAD67 e GADG65). E estimado que o0 GABA esteja presente em cerca de um terco de
todos os neuronios do SNC (BLOOM; IVERSEN, 1971; KLAUSBERGER; SOMOGY],
2008; NUSS, 2015; TASAN et al., 2011). Esse neurotransmissor é fundamental para
manter o equilibrio entre excitacdo e inibicdo neuronal, ou seja, desempenha papel
essencial na formacao e regulacdo da atividade neuronal, de modo que a desregulacdo em
suas concentragdes tém sido associadas a transtornos neuropsiquiatricos, dentre eles, o de
ansiedade (HARRIS; SALEH, EDEN, 2017; MCCORMIC, 1989; MIKKELSEN et al.,
2017).

Apos sua liberacdo na sinapse, 0 GABA pode se ligar ao receptor pds-sinaptico e
pode ser absorvido pelo neurdnio pré-sindptico. Uma vez absorvido pelo neur6nio pré-
sinaptico, 0 GABA pode ser reciclado e participar de alguma reacdo quimica, no entanto,
ndo é absorvido pelas vesiculas sinapticas. Além disso, de maneira semelhante ao
glutamato, possui uma liberagdo Ca?* dependente apos a despolarizagio da membrana
pré-sinaptica (JIN et al., 2003; OKADA et al., 1976).

Existem trés tipos de receptores GABAErgicos nas membranas pos-sinapticas que
medeiam a excitabilidade neuronal pelo neurotransmissor GABA: GABAA, GABAE €
GABAC. Os receptores GABAa e GABAC sdo ionotropicos, estdo diretamente ligados a

canal de cloreto e sdo responsaveis pela rapida inibicdo neuronal. Enquanto, o receptor
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GABAg € metabotropico estando acoplado, via proteina G, a canal de potassio ou célcio
e produzem respostas inibitérias mais lentas (GRAEFF, 1999; MILLAN, 2003;
SIEGHART, 2006). Dentre esses subtipos de receptores GABAEérgicos, 0 ionotrépico
GABAA esta envolvido na ansiedade (GRAEFF; GUIMARAES, 1999; MILLAN, 2003).

Portanto, aqui seréa feito o detalhamento deste receptor.

O receptor GABAA é hetero-oligbmero composto por cinco subunidades de
proteinas que atravessam a membrana neuronal. A maioria desses receptores no SNC é
composta por duas subunidades o, duas subunidades B ¢ uma subunidade y. Outras
familias incluem a subunidade 6, que pode substituir a subunidade 3, as subunidades 0, €
e T, que substituem a subunidade y em certos tipos de células (GRAEFF, 1999; MILLAN,
2003; SIEGHART, 2006; SIEGHART, 2002).

O GABA se liga na interface entre as subunidades a e 3, ¢ como existem dois
pares de a e B, duas moléculas de GABA se ligam para que haja uma cooperacao positiva
na condutancia do cloreto, sua ativacdo provoca hiperpolarizacdo, e consequentemente, 0
neurdnio se torna incapaz de gerar um potencial de agdo (MODY'; PEARCE, 2004). Entre
as subunidades a e y do receptor GABAA ligam-se 0s benzodiazepinicos que aumentam
a frequéncia de abertura dos canais. Além disso, as subunidades a determinam sua
especificidade a moduladores alostéricos e conferem sensibilidade ao GABA no receptor
(BAUMANN, BAUR, SIGEL, 2003; SIEGHART, 2002). Como os receptores GABAA
apresentam diferentes estruturas de subunidades em diferentes regides e compartimentos
subcelulares do cérebro sua sensibilidade aos moduladores alostéricos também varia
(SAARI et al., 2011; SIGEL, LUSCHER, 2011).

Em modelos animais que usaram delecdo de gene direcionada e introduziram
mutacBes pontuais em genes do receptor GABAAa, foi observado que os receptores
contendo a subunidade a2 sdo o subtipo de receptor GABAa predominante na amigdala
central, além de serem relevantes para as manifestacdes de ansiedade (LOW et al., 2000;
MOHLER, 2002).

Neurbnios GABAEérgicos inibitdrios projetam-se da amigdala central para areas
como o tronco cerebral e para o hipotalamo e foi observado que a ativacdo desses
neuronios pode levar as manifestacbes somaticas de ansiedade (JONGEN-RELO;
AMARAL, 1998).
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Areas corticais também desempenham um papel importante que ainda n4o esta
bem esclarecido. Em modelos animais, foi observado que o0s interneur6nios
GABAérgicos do CPFM exercem controle inibitorio sobre os neurdnios piramidais
glutamatérgicos, e influenciam a atividade do CPFM e a resposta autondmica a estimulos
ameacadores (AKIRAV; MAROUN 2007; CHEFER et al. 2011; CONSTANTINIDIS et
al. 2002; COURTIN et al. 2014; MOSCARELLO; LEDOUX 2013; NUSS, 2015).

Em humanos, Delli Pizzi e colaboradores (2016; 2017) mostraram, a partir de
espectroscopia de protons por ressonancia magnetica, que o equilibrio GABAérgico do
cortex pré-frontal ventromedial (regido que engloba diferentes &reas, dentre elas, CCA)
esta envolvido de alguma forma com a ansiedade-traco e com o acoplamento funcional
entre amigdala e CCA. No entanto, eles ndo obtiveram dados sobre causalidade pois a
conectividade funcional é incapaz de fornecé-los. Ham e colaboradores (2007)
investigaram a concentracdo de GABA no cérebro e sua relagdo com varidveis clinicas
em pacientes com transtorno de panico que ja faziam tratamento farmacoldgico prévio e
observaram, utilizando espectroscopia de protons por ressonancia magnética, niveis
diminuidos de GABA no CCA desses pacientes. Long e colaboradores (2013), utilizando
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio, mostraram que pacientes
com o transtorno de péanico que ndo faziam uso de medicamentos apresentaram menores

niveis de GABA no CCA quando comparados com individuos saudaveis.

Ja Hasler e colaboradores (2009), compararam as concentracdes de GABA no
cortex pré-frontal de individuos com transtorno de panico que ndo faziam tratamento
farmacoldgico prévio com individuos saudaveis e ndo encontraram diferencas da
concentracdo de GABA no CCA.

2.1.6.3 Glutamato

O glutamato (GLU) € sintetizado em neurdnios no ciclo do &acido tricarboxilico e
no ciclo glutamato-glutamina (GLX), que se constitui como fonte exdgena do
neurotransmissor. O GLU ¢ convertido em glutamina pela glutamina sintetase, e a
glutamina é convertida em GLU pela glutamina desidrogenase (CHAUNDHRY et al.,
2002; LIANG et al., 2006).
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Sabe-se que 0 GLU esta envolvido em diversos processos bioquimicos, tais como
sintese proteica e de peptideos, metabolismo energético, sintese de acidos graxos, dentre
outros (TEICHBERG, 1980; AMIEL; MATHEW, 2007). Apesar de conhecidas suas
acOes excitatorias desde a década de 1950, seu papel como neurotransmissor ficou
conhecido apenas nos anos 70 (DE BELLEROCHE; BRADFORD, 1972; DAVIES;
WATKINS, 1979). Os niveis neurais de GLU sdo altos e constantes, e ele pode ser
encontrado em vesiculas sinapticas como precursor do GABA ou para ser liberado de
maneira dependente de célcio (TEICHBERG, 1980). Além disso, o0 GLU € conhecido
como o principal neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso central de mamiferos
(KANDEL et al., 2014; SHEPHERD, 2004).

Os receptores de GLU podem ser canais catidnicos controlados por ligante
(receptores ionotropicos) ou proteinas transmembrana acopladas a proteina G (receptores
metabotrdpicos). Os receptores ionotropicos sdo de trés tipos: N-metil-D-aspartato
(NMDA), a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol &cido propiénico (AMPA) e cainato,
enguanto os receptores metabotropicos sdo de 8 tipos, denominados MGIUR;-g
(SWANSON et al., 2005; NISWENDER; CONN, 2010).

As projecBes do sistema glutamatérgico participam efetivamente de todos os
circuitos neurais, interconectam os sistemas corticais e subcorticais (SHEPHERD, 2004),
sdo prevalentes em todo o sistema nervoso central e desempenham papéis fisioldgicos
importantes na cognicdo, aprendizagem, memoria e ansiedade (BARKUS et al., 2010;
NASIR et al., 2020).

Estudos sugerem que a neurotransmissdo glutamatérgica do sistema limbico
desempenha um papel fundamental na ansiedade (BERGINK et al., 2004; GARAKANI;
MATHEW CHARNEY, 2006; MILLAN; BROCCO, 2003; RIAZA BERMUDO-
SORIANO et al., 2012). Regides envolvidas com a ansiedade como amigdala,
hipocampo, septo e CPFM, e em especial, CCA sdo abundantemente inervadas por
neurodnios piramidais glutamatérgicos. A amigdala, por exemplo, recebe densas projecoes
principalmente do CPFM e envia projecdes para outras areas do sistema limbico e para o
proprio CPFM. Exposicdo a situagdes estressoras provoca aumento do glutamato no
CPFM (BAGLEY; MOGHADDAM, 1997) bem como aumento da neurotransmissao
glutamatérgica dos neur6nios de saida da amigdala (BERGINK et al., 2004). A

administracdo de antagonistas glutamatérgicos intraestrutura ou diminuicdo da atividade



31

dos neurénios glutamatérgicos que chegam até a amigdala tem gerado efeito ansiolitico
(BERGINK et al., 2004; ZARRINDAST et al., 2012). Nesse sentido, foi observado que
drogas que diminuem a neurotransmissdo glutamatérgica geral tém apresentado efeito
ansiolitico tanto em estudos pré-clinicos quanto em estudos clinicos (AMIEL;
MATHEW, 2007; CAROBREZ, 2003).

Além disso, Phan e colaboradores (2005) mostraram gque pacientes com transtorno
de ansiedade social apresentaram niveis 13,2% mais altos de GLU no CCA em
comparacdo com individuos saudaveis, e observaram também que esse aumento se
correlacionou com a gravidade dos sintomas. Outro estudo encontrou niveis aumentados
de GLX no CCA em pacientes com transtorno de estresse pos-traumatico em comparagao
com individuos saudaveis (YANG et al., 2015).

Modi e colaboradores (2014), utilizando ressonédncia magnética em humanos
saudaveis, observaram maiores niveis de glutamato no CCA de individuos com altos

niveis de ansiedade-traco quando comparados com individuos com baixo traco ansioso.

2.1.7. Modelos animais de ansiedade

A comunidade cientifica lanca mao dos chamados modelos animais de ansiedade
para avaliacdo dessa emocdo, pois sdo modelos comportamentais que podem
apropriadamente ser classificados de acordo com respostas condicionadas ou
incondicionadas aos estimulos que parecem causar ansiedade em seres humanos
(RODGERS, 1997).

Modelos animais de ansiedade, para serem considerados Uteis, devem reproduzir
condigdes patoldgicas e comportamentais do transtorno de ansiedade, facilitar a
investigacdo de mecanismos neurobioldgicos e identificar seguramente agentes
ansioliticos, ansiogénicos e tdxicos (ANDREATINI, 2002). Assim, devem preencher 0s
critérios de validade: 1) validade preditiva (correlacdo farmacoldgica), a qual se refere ao
conceito de que efeitos farmacoldgicos observados no ambito clinico devem se comportar
da mesma maneira quando utilizados no modelo animal; 2) validade de face
(isomorfismo) que implica na similaridade fenotipica entre as expressdes emocionais

entre as espécies, exigindo que a resposta observada no modelo animal deva ser
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semelhante as respostas comportamentais e fisioldgicas observadas em humanos; e 3)
validade de constructo (homologia e similaridade dos mecanismos neurobiolégicos
envolvidos) que esta relacionada ao raciocinio tedrico desenvolvido para o modelo animal
e 0 comportamento humano, devendo estes possuirem fatores bioldgicos e
comportamentos similares em relagdo a sua etiologia (BELZUNG; GRIEBEL, 2001;
BOURIN et al., 2007; RODGERS et al., 1997).

Uma vez que a ansiedade € um conceito que descreve um estado subjetivo, ela é
considerada uma caracteristica humana. Sendo assim, diz-se que a ansiedade ndo pode

ser reproduzida em animais, e sim modelada (MARTIN, 1998).

Dentre os modelos animais de ansiedade em roedores, temos a placa perfurada, o
labirinto em cruz elevado, o campo aberto e a caixa de transicao claro/escuro (BARRET,
1992; LISTER, 1990; SANGER, 1991). Esses modelos caracterizam-se por provocar
ansiedade, modelando a chamada ansiedade-estado. Ja para ansiedade-traco, existem
modelos animais baseados na manipulacdo genética, na selecdo genética e os modelos
etologicamente fundamentados (BELZUNG; GRIEBEL, 2001; GRIEBEL et al., 1993;
OLIVEIRA et al., 2014; SYLVERS et al., 2011; TEIXEIRA-SILVA et al., 2009). O
Paradigma da Exploracdo Livre é tido como o Unico modelo etoldgico que foi validado
como sendo um modelo animal de ansiedade-traco (ALMEIDA-SOUZA et al., 2015;
GOES et al., 2018; GRIEBEL et al., 1993; OLIVEIRA et al., 2014; TEIXEIRA-SILVA
et al., 2009).

No presente estudo, foram utilizados dois modelos animais de ansiedade-estado
(placa perfurada e labirinto em cruz elevado) e um modelo animal de ansiedade-trago (o
paradigma da exploragéo livre).

2.1.7.1 Paradigma da Exploragéo Livre (PEL)

Este modelo foi descrito inicialmente por Hughes (1968), que demonstrou que
quando ratos tinham a oportunidade de se movimentarem livremente em ambientes
familiares e ndo-familiares, apresentados simultaneamente, frequentemente exibiam
preferéncia pelo ambiente novo. Griebel e colaboradores (1993) entdo sugeriram que essa

situacdo de exploracdo livre poderia ser utilizada para se testar o grau de ansiedade-trago
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desses animais, e demonstraram que individuos de perfil mais ansioso tendiam a explorar
menos 0s ambientes ndo familiares, quando comparados a individuos com menor
disposicdo a ansiedade. Corroborando esse achado, Belzung e Le Pape (1994)
demonstraram que as variaveis avaliadas no PEL ndo eram descritas pelos mesmos fatores
que as variaveis avaliadas em modelos em que os animais sdo forcados a entrar num
ambiente novo, ou seja, em modelos que confrontam os animais com situacées eliciadoras

de ansiedade (modelos de ansiedade-estado).

Misslin e colaboradores (1982, 1986) demonstraram gque animais expostos ao PEL
ndo apresentavam sinais fisioldgicos de medo. Teixeira Silva e colaboradores (2009) e
Oliveira e colaboradores (2014), utilizando ratos machos e fémeas, respectivamente
demonstraram que esse modelo é estavel ao longo do tempo, tornando mais evidente sua

capacidade em avaliar a ansiedade-traco.

Assim sendo, o PEL tem sido usado no estudo da psicobiologia do tragco ansioso.
Isto pode ser percebido no estudo de Calatalyud e colaboradores (2004), que tentaram
verificar se a transmissdo da reatividade emocional, de pais para filhos, seria hereditéaria
ou social. A partir dos resultados obtidos no PEL, concluiram que o tragco ansioso é
influenciado pelo comportamento materno e nao transmitido geneticamente pelos pais. Ja
Ducottet e Belzung (2005) investigaram a relacdo entre ansiedade e depressdo em
diferentes linhagens de camundongos, e observaram associa¢do entre 0 comportamento
no PEL com o comportamento em modelos de depressao, concluindo que a ansiedade
possa ser um fator contribuinte para a susceptibilidade a comportamentos tipo-
depressivos. Chapillon e colaboradores (1999) investigaram a influéncia do
enriquecimento ambiental nos niveis de ansiedade-traco de duas linhagens de
camundongos, uma com alto e outra com baixo trago ansioso, observando que o ambiente
enriquecido é capaz de diminuir os niveis de ansiedade-traco dos individuos com alto
perfil ansioso. Goes e colaboradores (2015), também utilizando o PEL, avaliaram 0s
efeitos do enriquecimento ambiental no trago ansioso de ratos adultos, e observaram que
a submissao dos animais ao ambiente enriquecido diminuiu os niveis de ansiedade-trago

daqueles com alto traco ansioso.

Além disso, o PEL tem sido utilizado em estudos farmacolégicos para a detecgdo
da atividade ansiolitica de alguns compostos com acéo nos receptores benzodiazepinicos
e serotoninérgicos (BELZUNG; BERTON, 1997; GRIEBEL et al., 1993; GRIEBEL et
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al.,, 1995) além da acdo da melatonina (KOPP et al.,, 1999). Almeida-Souza e
colaboradores (2015) realizaram a validacdo farmacoldgica do PEL para ratos Wistar, a
partir da avaliacdo dos efeitos ansiolitico e ansiogénico de drogas com efeitos ja

conhecidos.

E como primeiro passo para a investigacdo do substrato neural da ansiedade-traco,
Goes e colaboradores (2018) avaliaram os efeitos da lesdo excitotoxica do CPFM na
ansiedade-traco. Os autores observaram que a lesdo de CPFM diminuiu os niveis de

ansiedade traco de ratos altamente ansiosos.

O PEL também foi utilizado para avaliar a influéncia do trago ansioso na
sensibilidade dolorosa de ratos (MATOS et al., 2011), para avaliar o efeito ansiolitico do
aroma de laranja doce (FATURI et al., 2010) e para investigar o comportamento ansioso
de ratos adultos, filhos de ratas com hipotireoidismo (MENEZES et al., 2019).

2.1.7.2 Placa Perfurada (PP)

A PP consiste em uma arena quadrada com dezesseis buracos no chdo. Quando o
animal tem acesso ao aparato, ele tem a possibilidade de explorar esses buracos
mergulhando a cabeca neles, sendo assim, é registrado o tempo de permanéncia nesse
mergulho e o nimero de vezes que o animal mergulha a cabeca nos buracos (TAKEDA
et al., 1998). Esses parametros sdo inversamente proporcionais ao estado ansioso e foi
validado como medida de ansiedade. Assim, drogas ansioliticas aumentam o nimero e 0
tempo de mergulhos da cabeca, ao passo que drogas ansiogénicas diminuem esses
parametros (CAMPOS et al., 2013; FILE; WARDILL, 1975; TAKEDA et al., 1998).

Este teste ganhou popularidade por se tratar de um método simples para medir
resposta de um animal frente a um estimulo aversivo, bem como por possibilitar a
quantificacdo e observacao de varios comportamentos nos roedores (TAKEDA et al.,
1998). Ele foi originalmente idealizado para camundongos (BOISSIER; SIMON, 1962),

e, posteriormente, foi desenvolvido uma versdo modificada para ratos (FILE, 1973).

Nesse contexto, a PP vem sendo utilizada para avaliar o efeito ansiolitico ou
ansiogénico de drogas de abuso, novas drogas com potencial terapéutico e produtos
naturais como os extratos de plantas (AMIRI et al., 2015; CASARRUBEA et al., 2020;
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DONAIRE; PAPINI; TORRES; 2020; SOLLOZO-DUPONT et al., 2015); em estudos
que avaliam o mecanismo de acdo de novas drogas ansioliticas (HAN et al., 2011;
HASAN et al., 2019; LEE et al., 2013; TAREQ et al., 2020); além de ser utilizada para
investigar o substrato neural da ansiedade (ADAMEC et al., 2012; GOES et al., 2018).

2.1.7.3 Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

A partir de experimentos que investigavam a exploragdo e o medo com um
labirinto em Y elevado (com um brago aberto e dois bracos fechados), foi observado que
0s animais exploravam mais os bracos fechados quando comparado com o braco aberto.
Montgomery (1955) e Montgomery e Monkman (1955) levantaram a hipotese de que a
estimulacdo provocada pela novidade produzia reagdes de conflito entre medo (proteger-

se) e curiosidade (explorar).

Atualmente, o0 modelo classico consiste em labirinto de madeira em formato de
cruz, com dois bragos fechados e dois bragos abertos, foi utilizado inicialmente por
Handley e Mithani (1984) e foi validado comportamental, fisiologica e
farmacologicamente para ratos por Pellow, Chopin, File e Briley (1985) e para
camundongos por Lister (1990). Este modelo é baseado na aversdo natural de roedores a
areas abertas e elevadas, 0s quais estariam em um ambiente vulneravel a integridade
fisica, bem como sobre o seu comportamento espontaneo de exploracdo de ambientes
novos. Assim, neste modelo, o0 tempo gasto e o nimero de entradas nos bragos abertos
sdo utilizados como parametros de ansiedade, de modo que existe uma relacdo negativa
entre a ansiedade e 0s mesmos. Ou seja, quanto maior o nivel de ansiedade, menor o
namero de entradas e de tempo gasto nos bracos abertos (HANDLEY; MITHANI, 1984;
PELLOW; FILE, 1986).

O LCE ¢é um modelo animal largamente utilizado para a avaliacdo da ansiedade-
estado em ratos e camundongos, do efeito de drogas com potencial efeito ansiolitico e da
neurobiologia da ansiedade (DE GREGORIO et al., 2019; GOES et al., 2015; GRAHN
et al., 2019; HASAN et al., 2019; KRAEUTER; GUEST; SARNYALI 2019; WASIK et
al., 2019).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o envolvimento dos sistemas serotoninérgico, GABAGérgico e
glutamatérgico no cortex cingulado anterior na ansiedade-traco e -estado de ratos Wistar

adultos.

3.2 Objetivos especificos

Investigar a participacdo dos sistemas serotoninérgico, GABAérgico e
glutamatérgico no cortex cingulado anterior no traco ansioso de ratos Wistar adultos

submetidos ao paradigma da exploracao livre (PEL) com:

- alta ansiedade-traco;

- baixa ansiedade-traco;

- média ansiedade-traco.

Investigar a participacdo dos sistemas serotoninérgico, GABAérgico e
glutamatérgico no cortex cingulado anterior no estado ansioso de ratos Wistar adultos

submetidos a placa perfurada (PP) com:
- alta ansiedade-traco;
- baixa ansiedade-traco;
- média ansiedade-traco

Avaliar a participagdo dos sistemas serotoninérgico, GABAérgico e

glutamatérgico no cdrtex cingulado anterior no estado ansioso de ratos Wistar adultos

submetidos ao labirinto em cruz elevado (LCE).
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4, MATERIAL E METODOS
4.1. Animais

Foram utilizados 244 ratos Wistar adultos com 10-12 semanas de idade (2509 a
350Q), provenientes do Biotério do Laboratério de Fisiologia do Comportamento
(LAFICO) da Universidade Federal de Sergipe. Eles foram mantidos em gaiolas (41 cm
x 34 cm x 17,5 cm) com, no maximo, cinco animais, com livre acesso a agua filtrada e a
racdo propria para roedores, num ambiente com temperatura controlada entre 22 e 24°C,
ciclo claro/escuro de 12h e exaustdo do ar.

O experimento respeitou 0s principios éticos em pesquisa com animais de
laboratério estabelecidos pela Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de
Animais para fins Cientificos e Didaticos (2013) e, pelas Diretrizes da Préatica de
Eutanasia do CONCEA (2018), e sé foram realizados apds a aprovacao pela Comissédo
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sergipe (ANEXO I). O nimero
de aprovacédo do CEPA foi 43/17.

Além disso, foram utilizadas as diretrizes do guia ARRIVE (do inglés: Animals in
Research: Reporting In Vivo Experiments), que consistem em uma lista de verificacdo de
informagdes que descrevem experimentos pré-clinicos para auxiliar e direcionar o rigor

metodoldgico e a reprodutibilidade dos métodos e resultados.

4.2. Drogas

o Muscimol — MUS (Sigma Aldrich; San Luis, Missouri, EUA), agonista
gabaérgico, dissolvido em tampédo fosfato-salina (PBS) e administrado na dose de
40nmol/uL (CORCORAN et al., 2005).

o Bicuculina — BICU (Tocris; Bristol, Reino Unido): antagonista gabaérgico,
dissolvido em &cido acético glacial e depois salina fisiologica e administrado na dose de
50ng/uL (ZARRINDAST et al., 2008).

o Fluoxetina — FLX (Purifarma; S&o Paulo, S&o Paulo, Brasil): inibidor seletivo da
receptacdo de serotonina, dissolvido em salina fisiol6gica na concentracdo de 28nmol/pL
(DARNA et al., 2015).
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o WAY-100635 — WAY (Tocris; Bristol, Reino Unido): antagonista de receptores
serotoninérgicos (5-HT1A), dissolvido em salina fisioldgica na concentracdo de 15ug/uL
(NUNES-DE-SOUZA et al., 2002).

o NMDA (Sigma Aldrich; San Luis, Missouri, EUA): agonista de receptores
glutamatérgicos (NMDA), dissolvido em salina fisioldgica na concentracdo 8nmol/pL
(AHMADI et al., 2013).

o Ketamina — KET (Syntec; Barueri, Sdo Paulo, Brasil): antagonista de receptor
NMDA, dissolvido em salina fisiol6gica na concentracdo de 500ng/pL (AMAT et al.,
2016).

Adicionalmente, para os grupos CTRL-FLX, CTRL-WAY, CTRL-NMDA,
CTRL-KET foi administrada salina fisiologica uma vez que foi usada como veiculo para
dissolucdo das respectivas drogas. Nos animais do grupo CTRL-MUS foi administrado
PBS, enquanto nos animais do grupo CTRL-BICU, foi administrado o veiculo acido

acético glacial e salina.

4.3 Paradigma da exploracéo livre — modelo animal de ansiedade-traco (Figura 3)
O modelo foi configurado de acordo com Antunes e colaboradores (2011).

O aparato consistiu em uma caixa de madeira, dividida em duas partes, sendo que
cada parte se subdivide em trés unidades exploratdrias de 20 x 20 cm. As duas metades
sdo separadas por uma divisdria removivel, e o chdo e coberto por zedlitas (Zoocel
Biotério®, Celta Brasil, Cotia-SP, Brasil). Aproximadamente 24h antes do teste, um
animal € colocado em uma das metades da caixa, com livre acesso a dgua e comida, a fim
de se familiarizar com o ambiente. No dia do teste, ou seja, 24h depois da ambientacao,
a diviséria entre o ambiente familiar (lado familiar) e o novo (lado novo) é removida, € 0
animal é observado por 15 minutos sob luz infravermelha e no periodo noturno
(ALMEIDA-SOUZA et al., 2015; GOES et al., 2018; GRIEBEL et al., 1993; OLIVEIRA
et al., 2014; TEIXEIRA-SILVA et al., 2009).

Os parametros avaliados foram distancia total percorrida (DTP) e a porcentagem

de tempo no lado novo (% TLN), que € um parametro considerado uma medida confiavel
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de ansiedade-traco em ratos Wistar (TEIXEIRA-SILVA et al., 2009; OLIVEIRA et al.,
2014). Esses parametros foram registrados através de um sistema computadorizado de
rastreamento de animais — Anymaze®© (StoeltingCo., Wood Dale-IL, EUA).

O aparato do PEL foi limpo com uma solucdo de alcool etilico 10% ap6s cada

teste, antes de introduzir um novo animal para avaliagéo.

Figura 3. A: Aparato do Paradigma da Exploracdo Livre. B: Vista superior do aparato, lado
esquerdo representa o lado familiar (realcado em verde) e lado direito representa o lado novo
(realgado em azul), o qual contém um animal. Fonte: Arquivo do laboratério LAFICO.

4.4. Labirinto em cruz elevado — modelo animal de ansiedade-estado (Figura 4)

O modelo foi configurado de acordo com Pellow e colaboradores (1985). O
aparato consistiu em um labirinto de madeira com dois bracos fechados (50 x 10 x 50 cm)
e dois bragos abertos (50 x 10 cm). O arranjo dos bragcos em cruz era conectado por uma
area central aberta (10 x 10 cm), de forma que bracos do mesmo tipo se opuseram. O
labirinto foi elevado do chdo numa altura de 50 cm (fabricacdo artesanal, Aracaju-SE,
Brasil).

Durante a experimentagao animal, cada animal foi colocado no centro do labirinto
e 0 tempo de avaliacdo foi de 5 minutos. Os parametros avaliados foram: disténcia total
percorrida (DTP) e porcentagem de tempo nos bragos abertos (%TBA) (GOES;
ANTUNES; TEIXEIRA-SILVA, 2015). Estes parametros foram registrados através de
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um sistema computadorizado de rastreamento de animais — Anymaze© (Stoelting Co.,
Wood Dale-IL, EUA).

O aparato do LCE foi limpo com uma solucéo de alcool etilico 10% apds cada

teste, antes de introduzir um novo animal para avaliagéo.

realcados em azul e bragos fechados em verde. Fonte: arquivo pessoal.

4.5. Placa perfurada — modelo animal de ansiedade-estado (Figura 5)

O modelo foi estruturado de acordo com File e Wardill (1975) e adaptado a um
sistema automatizado para o registro dos parametros comportamentais (MONTAGUD-
ROMERO et al., 2014). O aparato (fabricacao artesanal, Aracaju-SE, Brasil) consistiu em
uma caixa de madeira (66 x 56 x 47 cm), cujo chao continha 16 orificios com 3,8 cm de
didametro cada, equidistantes um dos outros. O aparato foi elevado do chdo numa altura
de 50 cm.

Durante a experimentacdo animal, os animais foram colocados no aparato,
individualmente, para explora-lo por 5 minutos. Os parametros avaliados foram: distancia
total percorrida (DTP) e o tempo de mergulho (TME). Estes parametros foram registrados
através de um sistema computadorizado de rastreamento de animais — Anymaze©
(Stoelting Co., Wood Dale-IL, EUA).



41

O aparato da PP foi limpo com uma solucdo de alcool etilico 10% ap06s cada teste,

antes de introduzir um novo animal para avaliagao.

b Lo ‘, — i :
Figura 5. A: Aparato da placa perfurada. B: Vista superior do aparato. Fonte: arquivo

pessoal.

4.6. Cirurgia estereotédxica e administracdo intracerebral da droga

Para realizacdo da cirurgia estereotaxica, os animais foram anestesiados com
ketamina (90 mg/kg, i.p.) e xilazina (10 mg/kg, i.p.). Em seguida, foram submetidos a
tricotomia da parte superior da cabeca, assepsia com alcool iodado, profilaxia antibittica
(0,1 mL de Pentabittico Veterinario para animais de Pequeno Porte/peso corporal, i.m.)

e adaptacdo ao aparelho estereotaxico.

Com o bisturi, foi feita incisdo na regido superior da cabeca do animal, afastando-
se 0s musculos e expondo-se a calota craniana. Em seguida foram localizadas as
coordenadas para CCA rostral [anteroposterior (AP): +2,7 mm, médio-lateral (ML): £0,7
mm, dorsoventral (DV): -2,0 mm; HOSKING et al., 2014)] (Figura 6), tomando-se, como
referéncia, 0 bregma e a sutura sagital. E importante frisar que a porcéo rostral do CCA
foi escolhida para a administragdo das drogas por estar mais relacionada a ansiedade-traco
(BURKHOUSE et al., 2018; COMTE et al., 2015; GORKA et al., 2014).

Apds a localizacdo dessas coordenadas, o cranio foi perfurado, bilateralmente,
com auxilio de uma broca odontoldgica esférica acoplada a um motor de baixa rotacao.
Subsequentemente, uma canula guia (11,0 mm OD) de aco inoxidavel foi implantada em

cada hemisfério por esses orificios, sendo que a extremidade inferior desta ficou 1,0 mm



42

acima do CCA. As canulas guias foram fixadas ao cranio do animal através de resina
acrilica de uso odontoldgico e de pequenos parafusos de ago inoxidavel. Apos a completa
fixacdo destas, foram introduzidas nas mesmas um mandril de aco inoxidavel com o
mesmo comprimento da canula guia para prevenir entupimento. Ao final da cirurgia, o
animal foi removido do aparelho estereotaxico e colocado individualmente numa gaiola,
onde permaneceu até sua completa recuperacdo. Neste periodo, foi administrado
analgésico flunixina meglumina (1,1 mg/kg, s.c.) de 24/24 horas, durante dois dias, sendo

que a primeira administracdo foi realizada imediatamente apds a cirurgia.

O MUS, BICU, FLX, WAY, NMDA e KET ou seus respectivos controles (CTRL)
foram bilateralmente injetados no CCA (volume total administrado: 0,2 pl) numa
velocidade de 0,2 pL/minuto, utilizando-se uma seringa Hamilton de 10 pL conectada
com um tubo de polietileno PE-10 a uma agulha odontoldgica (30 gauge) que foi
introduzida no CCA pela canula guia previamente fixada nesta regido, nas concentracoes
descritas na secdo 4.2. A agulha injetora foi 1,0 mm mais longa que a canula guia. Apés
o término da infusdo, foram aguardados dois minutos antes da retirada da agulha para

evitar refluxo.

Os animais foram aleatoriamente alocados nos grupos experimentais. O
experimentador que administrava as drogas ndo foi o mesmo que fez a avaliacdo

comportamental.
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Figura 6. Cortes coronais do cortex cingulado anterior (Cgl) retirados do Paxinus e Watson
(2007). AP: coordenada anteroposterior.
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4.7. Analise histologica do sitio de administracédo da droga

Ao término do protocolo experimental, os animais foram previamente
anestesiados com ketamina (90 m/kg, i.p.) e xilazina (10 mg/kg, i.p.). Em seguida, os
animais foram perfundidos transcardiacamente com tampéo fosfato salina 0,1 M pH 7,4,
seguidos de paraformaldeido 4% em tampéo fosfato 0,1 M pH 7,4. Os encéfalos foram
removidos e mantidos em solucdo de sacarose 30% em tampao fosfato 0,1 M pH 7,4.
Posteriormente, os encéfalos foram fatiados com auxilio de um criostato, em sec¢oes
coronais de 40 um, e fixados em laminas. Estes cortes foram analisados em microscopio
Optico sem o avaliador saber a qual grupo os animais pertenciam, e os sitios das injecoes
foram registrados em diagramas do atlas de Paxinos e Watson (2007). Os encéfalos dos
animais que apresentaram sitios de injecéo fora do CCA foram excluidos do estudo. Além
disso, como segunda forma de confirmacdo, foi calculada a extensdo da administracdo de
0,2uL de cresil violeta a partir dos sitios de inje¢do e foi feita uma proje¢ao da extensao

de administracdo das drogas em todos 0s animais.

4.8. Experimentos
Os experimentos foram delineados considerando os niveis de ansiedade-trago.

1) Participacdo dos sistemas serotoninérgico, GABAErgico e glutamatérgico
no cortex cingulado anterior no traco e estado ansioso de ratos Wistar adultos
com alta ansiedade-traco;

2) Participacdo dos sistemas serotoninérgico, GABAérgico e glutamatérgico
no cortex cingulado anterior no traco e estado ansioso de ratos Wistar adultos
com baixa ansiedade-traco;

3) Participagdo dos sistemas serotoninergico, GABAérgico e glutamatérgico
no cortex cingulado anterior no tracgo e estado ansioso de ratos Wistar adultos

com média ansiedade-traco;

Como Goes e colaboradores (2009) ja mostraram que ndo ha correlagéo entre os
modelos animais PEL e LCE (ao submeter os animais em ambos os modelos eles nado
apresentam niveis semelhantes de ansiedade, ou seja, animais categorizados como de alto

traco ansioso ndo necessariamente apresentam alto estado ansioso e 0 mesmo ocorre para
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as outras categorias), os dados do LCE foram agrupados em um quarto experimento

(descrito a seguir), sem considerar 0s niveis de ansiedade-traco.

4) Participacdo dos sistemas serotoninergico, GABAErgico e glutamatérgico
no cortex cingulado anterior no estado de ansiedade de ratos Wistar adultos
submetidos a LCE.

4.8.1 Experimento |: Participacdo dos sistemas serotoninérgico, GABAérgico e
glutamatérgico no cortex cingulado anterior no traco e estado ansioso de ratos

Wistar adultos com alta ansiedade-traco
4.8.1.1 Procedimento (Figura 7)

Duzentos e quarenta e quatro animais foram primeiramente testados no PEL
(PEL1). Os resultados da %TLN foram utilizados para categorizar 0s animais em alta,
média ou baixa ansiedade-traco, de acordo com prévia categorizacdo realizada no
LAFICO da UFS (GOES et al.,, 2013). Aqui cabe destacar que esta selecdo se faz
necessaria, pois nosso laboratério ndo dispde de linhagens isogénicas, assim, existe a
necessidade de selecionar, a partir de linhagens heterogénicas, individuos com diferentes
niveis de ansiedade (BLATT; TAKAHASHI, 1999; RIBEIRO et al., 1999; DO-REGO et
al., 2006; MATOS et al., 2011). Trés a seis dias apos o PEL1, todos os animais foram

submetidos a cirurgia estereotaxica e implantacdo da canula guia no CCA.

Sessenta e dois animais de alta ansiedade-traco foram alocados em seis diferentes
grupos experimentais: 1) FLX, 2) CTRL-FLX, 3) MUS, 4) CTRL-MUS, 5) KET, 6)
CTRL-KET.

Sete a nove dias ap6s a cirurgia, todos os animais foram novamente testados no
PEL (PEL2). Nesta segunda exposicdo, entre 5-10 minutos antes da avaliagdo
comportamental, foram administradas as drogas respectivas de cada grupo ou seus
controles. No dia seguinte a exposic¢ao ao PEL2, os animais foram submetidos ao labirinto
em cruz elevado (LCE), e no dia consecutivo ao LCE foram submetidos a placa perfurada

(PP), sendo que entre 5-10 minutos antes das avaliagbes comportamentais as drogas



46

foram administradas ou seus controles. Apos as avaliagdes na PP, todos os encéfalos dos

animais foram submetidos a analise histologica, conforme descrito na se¢éo 4.7.

A avaliacdo comportamental no PEL foi realizada na fase escura (entre 19 e 20
horas) do ciclo claro/escuro. Ja as avaliagdes do LCE e da PP foram realizadas na fase
clara (entre 11 e 15 horas). Os parametros avaliados foram registrados atraves de sistema

computadorizado de rastreamento de animais — Anymaze® (StoeltingCo., EUA).

Os aparatos do PEL, do LCE e do PP foram limpos com uma solucédo de alcool

etilico 10% apds cada teste.

s | » Categorizacio v Alta ansiedade-tragco (%TLN < 51)
T |/e=> v'Média ansiedade-traco (51 < %TLN < 80)
ANTNATS v'Baixa ansiedade-trago (%TLN > 80)

¢ JF’
= ™
3 a6 dias

Cirurgia estereotixica e implantacio
da cAnula guia no CCA
7 a9 dias |

=62 ¢

Experimento I
Alta ansiedade-traco

MUS n=9; CTRL-MUS n=9
KET n=12: CTRL-KET n=12

{FLX n=10; CTRL-FLX n=10

Analise
histolégica

*Todos os animais submetidos ao LCE foram avaliados
independentemente da categorizacdo de acordo com os
niveis de ansiedade-trago e agrupados no experimento IV.

Figura 7. Desenho experimental I. *NUmero de animais que foram expostos ao PEL para se obter
a quantidade necessaria de animais de cada categoria de ansiedade-trago. **NUmero de animais
de alta ansiedade-trago. PEL1: primeira exposi¢cdo ao paradigma da exploracéo livre; PEL2:
segunda exposicdo ao paradigma da exploracdo livre. LCE: labirinto em cruz elevado. PP: placa
perfurada. % TNL: porcentagem de tempo no lado novo. CCA: cortex cingulado anterior. FLX:
fluoxetina. MUS: muscimol. KET: ketamina. CTRL.: controle/veiculo.
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4.8.2 Experimento Il: Participacdo dos sistemas serotoninérgico, GABAérgico e
glutamatérgico no cértex cingulado anterior no traco e estado ansioso de ratos

Wistar adultos com baixa ansiedade-traco

4.8.2.1 Procedimento (Figura 8)

Para este experimento foram utilizados 68 animais de baixa ansiedade-traco. O
procedimento seguiu o protocolo do experimento I, porém houve mudanca nas drogas
administradas, de modo que os animais foram alocados em seis diferentes grupos
experimentais: 1) WAY, 2) CTRL-WAY, 3) BICU, 4) CTRL-BICU, 5) NMDA, 6)
CTRL-NMDA.

222 | . D » Categorizacdo Y Alta ansiedade-traco (%TLN < 51)
T v"Média ansiedade-traco (51 < %TLN <80)
LUl v'Baixa ansiedade-traco (%TLN > 80)

3 a6 dias

Cirurgia estereotaxica e implantacio
da cAnula guia no CCA
7 a9 dias |

=68 |

Experimento II

Baixa ansiedade-traco

BICU n=9; CTRL-BICU n=9
NMDA n=10; CTRL-NMDA n=10

{WAY n=10; CTRL-WAY n=10

1 dia .
== Analise

histolégica

LCE*

*Todos os animais submetidos ao LCE foram avaliados
independentemente da categorizagdo de acordo com os
niveis de ansiedade-traco e agrupados no experimento IV.

Figura 8. Desenho experimental 1. *Ndmero de animais que foram expostos ao PEL para se
obter a quantidade necessaria de animais de cada categoria de ansiedade-traco. **NUmero de
animais de baixa ansiedade-traco. PEL1: primeira exposicdo ao paradigma da exploracdo livre;
PEL2: segunda exposicao ao paradigma da exploracéo livre. LCE: labirinto em cruz elevado. PP:
placa perfurada. %TNL: porcentagem de tempo no lado novo. CCA: cértex cingulado anterior.
WAY: WAY-100635. BICU: bicuculina. NMDA: N-metil D-Aspartato. CTRL.: controle/veiculo.
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4.8.3 Experimento I11: Participacdo dos sistemas serotoninérgico, GABAérgico e
glutamatérgico no cortex cingulado anterior no traco e estado ansioso de ratos

Wistar adultos com média ansiedade-trago

4.8.3.1 Procedimento (Figura 9)

Para este experimento foram utilizados 114 de média ansiedade-traco. O
procedimento seguiu o protocolo do experimento I e I, porém houve mudanca nas drogas
administradas, de modo que os animais foram alocados em doze diferentes grupos
experimentais: 1) FLX, 2) CTRL-FLX, 3) WAY, 4) CTRL-WAY, 5) MUS, 6) CTRL-
MUS, 7) BICU, 8) CTRL-BICU, 9) KET, 10) CTRL-KET, 11) NMDA, 12) CTRL-
NMDA.

Neste experimento foram utilizadas drogas que aumentam e diminuem a
neurotransmissao de cada sistema tendo em vista que animais com médio traco ansioso
podem ter seus niveis de ansiedade modulados tanto para efeito ansiogénico quando para

efeito ansiolitico.
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24s | R » Categorizacdo v Alta ansiedade-trago (%TLN < 51)
L. v"Média ansiedade-trago (51 < %TLN < 80)
Sutnan = v'Baixa ansiedade-traco (%TLN > 80)
rEm‘
T
<) | —
Cirurgia estereotixica e implantacao
da cAnula guia no CCA
7 a9 dias ‘
w114 v FLX n=12; CTRL-FLX n=12
Experimento III MUS n=9; CTRL-MUS n=9
Média ansiedade-traco KET n=9: CTRL-KET n=9

WAY n=8; CTRL-WAY n=8
BICU n=9; CTRL-BICU n=9
NMDA n=9; CTRL-NMDA n=9

1 dia

Analise
- —>

histolégica

LCE* PP

PEL2

*Todos os animais submetidos ao LCE foram avaliados
independentemente da categorizagdo de acordo com os
niveis de ansiedade-trago e agrupados no experimento IV.

Figura 9. Desenho experimental I1l. *NUmero de animais que foram expostos ao PEL para se
obter a quantidade necessaria de animais de cada categoria de ansiedade-trago. **NUmero de
animais de média ansiedade-traco. PEL1: primeira exposi¢do ao paradigma da exploracéo livre;
PEL2: segunda exposicao ao paradigma da exploracao livre. LCE: labirinto em cruz elevado. PP:
placa perfurada. % TNL: porcentagem de tempo no lado novo. CCA: cortex cingulado anterior.
FLX: fluoxetina. MUS: muscimol. KET: ketamina. WAY: WAY-100635. BICU: bicuculina.
NMDA: N-metil D-Aspartato. CTRL: controle/veiculo.

4.8.4 Experimento 1V: Participacdo dos sistemas serotoninérgico, GABAE€rgico e
glutamatérgico no cortex cingulado anterior no estado de ansiedade de ratos Wistar
adultos submetidos a LCE.

4.8.4.1 Procedimento (Figura 10)

Além da importancia cientifica de investigar o estado ansioso em mais de um
modelo animal, a inclusdo do LCE levou em consideracéo o principio dos 3Rs (do inglés:
replacement, reduction and refinement), criado por Russell e Burch em 1959. O
delineamento experimental do presente estudo foi desenvolvido minimizando o numero
de animais utilizados como forma de obter mais informagdes a partir do mesmo tamanho

amostral. Assim, neste experimento, todos os animais utilizados nos experimentos I, Il e
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I11 também foram submetidos ao LCE sem levar em consideracao os niveis de ansiedade-

traco.

Para este experimento foram utilizados todos os 244 animais, 0s quais foram
alocados em doze diferentes grupos experimentais: 1) FLX, 2) CTRL-FLX, 3) WAY, 4)
CTRL-WAY, 5) MUS, 6) CTRL-MUS, 7) BICU, 8) CTRL-BICU, 9) KET, 10) CTRL-
KET, 11) NMDA, 12) CTRL-NMDA.

.......................... » Categorizacio v'Alta ansiedade-trago (%TLN < 51)

2_44 . v"Média ansiedade-traco (51 < %TLN < 80)
ammais v'Baixa ansiedade-trago (%TLN > 80)
3 a6 dias
Cirurgia estereotixica e implantaciao
da cinula gpia no CCA
7 a9 dias
11=62l =68 | n=114
Experimento I Experimento IT Experimento III
Alta ansiedade-traco Baixa ansiedade-traco Média ansiedade-traco

Analise
histolégica

LCE*

4

‘ Experimento IV ‘

*Todos os animais submetidos ao LCE foram avaliados
independentemente da categorizagdo de acordo com os
niveis de ansiedade-traco e agrupados no experimento IV.

Figure 10. Desenho experimental V. *NUmero de animais que foram expostos ao PEL para se obter a
quantidade necessaria de animais de cada categoria de ansiedade-trago. **NUmero de animais de média
ansiedade-traco. PEL1: primeira exposi¢do ao paradigma da exploracdo livre; PEL2: segunda exposi¢ao ao
paradigma da exploracéo livre. LCE: labirinto em cruz elevado. PP: placa perfurada. %TNL: porcentagem
de tempo no lado novo. CCA: cdrtex cingulado anterior. FLX: fluoxetina. MUS: muscimol. KET: ketamina.
WAY: WAY-100635. BICU: bicuculina. NMDA: N-metil D-Aspartato. CTRL: controle/veiculo.

4.9. Analise estatistica

Os resultados foram primeiramente analisados pelo teste de Bartlet para

homocedasticidade e pelo teste de Kolmogorov-Smirnov para distribui¢cdo normal. Nao
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havendo impedimentos ao uso de testes paramétricos, as analises foram feitas conforme

descrito a seguir.

Os dados obtidos no PEL (DTP e %TLN) em cada experimento para cada nivel
de ansiedade-trago foram analisados por meio de ANOVA de duas vias para medidas
repetidas [fator 1: Tratamento; fator 2: Tempo (PEL1, PEL2)]. No caso de interacdo
significativa entre os dois fatores, as analises seguiram com a fixacdo do fator Tratamento
para a realizacdo de ANOVA de uma via para medidas repetidas no fator Tempo, seguida
de teste a posteriori de Tukey, quando apropriado. Na auséncia de interacéo significativa,

os fatores foram analisados individualmente.

Os dados obtidos no LCE (DTP e %TBA) em cada experimento para cada nivel
de ansiedade-tragco foram analisados por meio de ANOVA de uma via para medidas
independentes [fator: Tratamento]. No caso de significancia em DTP, a analise de
covariancia (ANCOVA) foi usada para ajustar as medidas basais e fornecer uma

estimativa imparcial da diferenca média do grupo para o parametro % TBA.

J& para os dados da PP (DTP e TME) em cada experimento para cada nivel de
ansiedade-traco, o teste utilizado foi ANOVA de uma via para medidas independentes
[fator: Tratamento]. No caso de significancia em DTP, a analise de covariancia
(ANCOVA) foi usada para ajustar as medidas basais e fornecer uma estimativa imparcial
da diferenca média do grupo para o parametro TME.

Foi realizado teste de correlacdo entre o PEL e a PP, e entre 0 PEL e 0 LCE. A
correlagéo entre os resultados dos modelos experimentais foi analisada pelo Coeficiente
de Correlagdo Intraclasse (ICC; modelo de efeito misto bidirecional; tipo de consisténcia).
A concordancia entre os dois modelos animais também foi avaliada pelo teste ndo
paramétrico Kappa (k). Para esta analise, os dados obtidos na PP (TME) e no LCE
(%TBA) foram classificados em: niveis de ansiedade altos (<1° quartil), medios (> 1°
quartil e <3° quartil) ou baixos (> 3° quartil). Para os dados obtidos no PEL, foi utilizada
classificacdo semelhante e ja realizada por Goes e colaboradores (2013). Os indices de
concordancia obtidos nos dois testes estatisticos foram classificados de acordo com
Spitzer e Endicott (1980) em fraca (<0,50), moderada (> 0,50 e <0,75) e forte (> 0,75).

Todos os testes realizados foram bicaudais e com nivel de significancia de 5%.
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Em todos os experimentos, nos casos em que a administracdo das drogas nao
alcancou o CCA, foram eliminados os animais tratados juntamente com seu par controle
do dia. Além disso, um z-score foi calculado para todos os parametros e, animais
apresentando valores fora do intervalo entre média £ dois desvios-padrdo foram excluidos

das analises.
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5. RESULTADOS
5.1 Analise histoldgica

As localizagGes aproximadas das pontas das agulhas no CCA dos encéfalos dos
animais alocados no experimento | estdo representadas na Figura 11, no experimento Il
estdo na Figura 12 e dos animais alocados no experimento 11l estdo nas Figuras 13A e
13B. Os locais de administracdo confirmados histologicamente foram mostrados em

cortes coronais adaptadas de Paxinos e Watson (2007).

No experimento |, quatro animis foram excluidos (um FLX, um CTRL-FLX, um

MUS e um CTRL-MUS) devido a trajetos imprecisos em um hemisfério ou em ambos.

No experimento 1l, doze animais foram excluidos (quatro WAY, quatro CTRL-
WAY, um BICU e um CTRL-BICU) devido a trajetos imprecisos em um hemisfério ou

em ambos.

E no experimento IlI, 14 animais (um MUS, um CTRL-MUS, dois FLX, dois
CTRL-FLX, um KET, um CTRL-KET, dois BICU, dois CTRL-BICU, um WAY e um
CTRL-WAY) foram excluidos devido a trajetos imprecisos em um hemisfério ou em

ambos.
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Figura 11. Experimento I: Diagrama esquematico de sec¢des coronais do encéfalo de ratos de alta ansiedade-trago ilustrando as localiza¢es aproximadas das
pontas das canulas no cortex cingulado anterior (Cgl). As colocagdes dos encéfalos confirmadas histologicamente sdo mostradas em cortes coronais adaptadas
de Paxinos e Watson (2007). FLX: fluoxetina. MUS: muscimol. KET: ketamina.
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Figura 12. Experimento II: Diagrama esquematico|de secgdes coronais do encéfalo de ratos de baixa ansiedade-traco ilustrando as localiza¢Ges aproximadas das

pontas das canulas no cortex cingulado anterior (Cgl). As colocagdes dos encéfalos confirmadas histologicamente sdo mostradas em cortes coronais adaptadas
de Paxinos e Watson (2007). WAY: WAY-100635. BICU: bicuculina. NMDA: N-metil D-Aspartato.
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Figura 13. Experimento I1l: Diagrama esquematico de secgdes coronais do encéfalo de ratos de média ansiedade-trago ilustrando as localizagdes
aproximadas das pontas das canulas no cortex cingulado anterior (Cgl). As colocacdes dos encéfalos confirmadas histologicamente sdo mostradas
em cortes coronais adaptadas de Paxinos e Watson (2007). A: FLX: fluoxetina. MUS: muscimol. KET: ketamina. B: WAY: WAY-100635. BICU:

bicuculina. NMDA: N-metil D-Aspartato.
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Uma vez que os animais do experimento IV foram aproveitados dos experimentos
I, 11 e 1ll, a confirmagdo do local de administragdo dos mesmos esté incluida nesses

experimentos.

Como segunda forma de confirmacdo, foi calculada a extenséo da administracao
de 0,2uL e, a partir dos sitios de injecdo, foi feita uma projecdo da extensdo de
administracdo das drogas em todos 0s animais. Sabe-se que a formula de volume da esfera
perfeita é Ve = 4. p.r¥/ 3. Assim, no volume de 0,2uL, o raio € 0,3628 mm, o diametro é
0,7256 mm, e a area do circulo € 0,4132 mm?2. A partir da administracdo do corante cresil
violeta no CCA de um animal controle, foi mostrado que a extensdo da administracéo de
0,2pL variou de 0,354mm2 a 0,488mm?2. Este resultado foi obtido através do software
ImageJ® (National Institutes of Health; Madison, Wisconsin, Estados Unidos). A figura

14 também mostra o trajeto da canula em uma fatia do encéfalo de um animal incluido.

Em todos os experimentos, nos casos em que a administracdo das drogas nédo
alcancou o CCA, foram eliminados os animais tratados juntamente com o animal controle
do dia.

AP: +3,00mm

Figura 14. Diagrama esquematico de seccdo coronal do encéfalo de rato no cortex
cingulado anterior (Cgl). Fotomicrografia de sec¢do coronal tratada pelo método de
coloracdo de Nissl mostrando trajeto da canula de um animal incluido no estudo. AP:
Coordenada antero-posterior.
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5.2 Correlagéo e concordancia entre os modelos animais de ansiedade

O ICC nado revelou correlacao significativa (ICC = 0,195, p = 0,155) entre % TLN
(PEL) e %TBA (LCE). Os dados obtidos a partir do PEL (%TLN: mediana = 69,50, 1°
quartil = 51,17, 3° quartil = 80,00) e do labirinto em cruz elevado (%TBA: mediana =
11,0, 1° quartil = 1,325, 3° quartil = 21,925) serviram para a categorizagdo dos animais
de acordo com seus niveis de ansiedade. O teste Kappa revelou uma concordancia pobre
entre os modelos experimentais (% TLN x%TBA =0,194).

O ICC revelou correlacdo significativa (ICC = 0,372, p = 0,015) entre %TLN
(PEL) e TME (PP). Os dados obtidos a partir do PEL (%TLN: mediana = 69,50, 1° quartil
= 51,17, 3° quartil = 80,00) e da PP (TME: mediana = 10,1, 1° quartil = 6,2, 3° quartil =
15,7) serviu para a categorizagdo dos animais de acordo com seus niveis de ansiedade. O
teste Kappa revelou uma concordancia moderada entre os modelos experimentais (%
TLN x TME = 0,591).

Por ndo ter sido observada correlagcdo entre o PEL e o LCE (animais de alta
ansiedade avaliados no PEL podem ndo apresentar alta ansiedade quando avaliados no
LCE), ndo é possivel utilizar a mesma categorizacdo em ambos os modelos. Sendo assim,
todos os dados obtidos a partir da avaliacdo dos animais no LCE foram alocados em um
quarto experimento (Experimento V), enquanto os dados obtidos na PP permaneceram
alocados nos respectivos experimentos, uma vez que houve correlacdo entre o PEL e a
PP. A partir dessa correlacdo, € possivel considerar que animais categorizados com alta
ansiedade-traco no PEL apresentam altos niveis de ansiedade-estado na PP. O mesmo se
aplica para os animais de média e baixa ansiedade-trago.
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5.3 Experimento |: Participacdo dos sistemas serotoninérgico, GABAEérgico e
glutamatérgico no cortex cingulado anterior no trago e estado ansioso de ratos
Wistar adultos com alta ansiedade-traco

Apos a confirmacéo do trajeto da canula, foi realizado z-score e foram excluidos
trés animais. Assim, o tamanho amostral para cada grupo ficou: FLX (n=9); CTRL-FLX
(n=10); MUS (n=8) e CTRL-MUS (n=9); e KET (n=11) e CTRL-KET (n=11).

5.3.1. Paradigma da Exploragéo Livre (PEL)
5.3.1.1. Distancia total percorrida (DTP) (Tabela 1)

A anélise dos dados do sistema serotoninérgico, por ANOVA, mostrou que ndo
houve interag&o significativa entre os fatores TEMPO (PEL1 e PEL2) e TRATAMENTO
(FLX e CTRL-FLX) para o parametro DTP (F1, 18=0,045; p=0,834), portanto os fatores
principais foram analisados individualmente. O efeito do TRATAMENTO néo foi
significativo (F1,18=0,265; p=0,612), no entanto, o efeito do TEMPO foi significativo (Fy,
186=15,759; p<0,001), revelando menores médias no PEL2.

Em relacdo aos dados do sistema GABAérgico, ANOVA mostrou que nao houve
interacdo significativa entre os fatores TEMPO (PEL1 e PEL2) e TRATAMENTO (MUS
e CTRL-MUS) para o parametro DTP (Fi, 14=1,470; p=0,245), portanto os fatores
principais foram analisados individualmente. O efeito do TRATAMENTO néo foi
significativo (F1, 14=1,438; p=0,250, no entanto, o efeito do TEMPO foi significativo (F1,
14=7,941; p=0,013) revelando menores médias no PEL2.

De maneira semelhante, a analise dos dados do sistema glutamatérgico mostrou
que ndo houve interagdo significativa entre os fatores TEMPO (PEL1 e PEL2) e
TRATAMENTO (KET e CTRL-KET) para o parametro DTP (F1, 20=2,139; p=0,159),
portanto os fatores principais foram analisados individualmente. O efeito do
TRATAMENTO néo foi significativo (F1, 20=0,013; p=0,907), no entanto, o efeito do
TEMPO foi significativo (Fi, 20=18,364; p<0,001) revelando menores medias no PEL2.



Tabela 1. Experimento I: resultados do parametro distancia total percorrida no paradigma

da exploracao livre.

Sistema de

. Tratamento DTP (m)
neurotransmissor
PEL1 PEL2

Serotoninérgico CTRL-FLX 19,83 + 2,382 13,93 +2,28°
FLX 20,36 + 2,50° 15,39 + 2,93°

GABAErgico CTRL-MUS 18,25 + 1,51¢ 15,46 + 2,16¢
MUS 20,36 + 7,50° 15,39 + 8,80¢

Glutamatérgico CTRL-KET 20,01 + 2,43¢ 16,37 £ 2,57
KET 21,57 +2,27¢ 14,16 + 1,79
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DTP: distancia total percorrida; PEL: paradigma da exploracdo livre; FLX: fluoxetina;
MUS: muscimol; KET: ketamina. CTRL.: controle/veiculo. FLX (n=9); CTRL-FLX (n=10);
MUS (n=8) e CTRL-MUS (n=9); e KET (n=11) e CTRL-KET (n=11). Dados com a mesma
letra foram analisados como um grupo, ja que o fator tempo ndo interagiu com o fator
tratamento. avs b, c vs d, e vs f: p < 0,01. Dados representados por média * e.p.m.

5.3.1.2. Porcentagem de tempo no lado novo (Figura 15)

A andlise dos dados do sistema serotoninérgico, por ANOVA, mostrou que houve
interacéo significativa entre os fatores TEMPO (PEL1 e PEL2) e TRATAMENTO (FLX
e CTRL-FLX) para o pardmetro %TLN (F1, 17=4,794; p=0,043). Fixando o fator
TRATAMENTO, a analise do TEMPO como fator Uinico mostrou que a administracao de
FLX aumentou a %TLN no PEL2 quando comparado com o PEL1 (p=0,011), enquanto
que ndo houve diferenca para o grupo CTRL-FLX.

Em relacdo aos dados do sistema GABAérgico, ANOVA mostrou que houve
interacdo significativa entre os fatores TEMPO (PEL1 e PEL2) e TRATAMENTO (MUS
e CTRL-MUS) para o parametro %TLN (F1, 13=8,143; p=0,013). Fixando o fator
TRATAMENTO, a anélise do TEMPO como fator tnico mostrou que a administragéo de
MUS aumentou a % TLN no PEL2 quando comparado com o PEL1 (p=0,011), enquanto
que ndo houve diferenca para o grupo CTRL-MUS.

A andlise dos dados do sistema glutamatérgico mostrou que houve interagdo
significativa entre os fatores TEMPO (PEL1 e PEL2) e TRATAMENTO (KET e CTRL-
KET) para o parametro % TLN (Fy,20=4,888; p=0,038). Fixando o fator TRATAMENTO,
a analise do TEMPO como fator Gnico mostrou que a administracdo de KET aumentou a
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%TLN no PEL2 quando comparado com o PEL1 (p<0,001), enquanto que ndo houve
diferenca para o grupo CTRL-KET.

Experimento I: Alta ansiedade-trago
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Figura 15. Interagdo dos fatores Tratamento (FLX vs CTRL-FLX; MUS vs CTRL-MUS; e KET

vs CTRL-KET) e Tempo (PEL1 e PEL2). FLX: fluoxetina. MUS: muscimol. KET: ketamina.
CTRL: controle/veiculo. PEL1: primeira exposi¢do ao paradigma da exploracéo livre; PEL2:
segunda exposicdo ao paradigma da exploracdo livre. FLX (n=9); CTRL-FLX (n=10); MUS
(n=8) e CTRL-MUS (n=9); e KET (n=11) e CTRL-KET (n=11). *Diferenca significativa entre
0s grupos no PEL2 (p< 0,05). #Diferenca significativa em relacdo ao tempo (p< 0,05). Dados
representados por média + e.p.m.

5.3.2. Placa Perfurada (PP)
5.3.2.1. Distancia total percorrida (Tabela 2)

N&o houve diferenca significativa entre FLX e CTRL-FLX (t= 0,723; p= 0,413),
MUS e CTRL-MUS (t=0,678; p=0,423), e KET e CTRL-KET (t= 0,151; p= 0,703).
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Tabela 2. Experimento I: resultados do pardmetro distancia total percorrida na
placa perfurada.
Sistema de

. Tratamento DTP (m)
neurotransmissor

Serotoninérgico CTRL-FLX 8,85+ 1,34
FLX 6,72+ 1,99
A CTRL-MUS 8,89+ 1,99
CREAATE MUS 6,87 + 1,77
Glutamatérgico CTRL-KET 6,72+ 1,79
KET 7,65+1,49

DTP: distancia total percorrida; PP: placa perfurada; FLX: fluoxetina; MUS: muscimol,
KET: ketamina. CTRL: controle/veiculo. FLX (n=9); CTRL-FLX (n=10); MUS (n=8) e
CTRL-MUS (n=9); e KET (n=11) e CTRL-KET (n=11). Dados com a mesma letra foram
analisados como um grupo, j& que o fator tempo ndo interagiu com o fator tratamento. a
vs b, cvsd, evsf:p<0,01. Dados representados por média £ e.p.m.

5.3.2.2. Tempo de mergulho (Figura 16)

Foi observada diferenca significativa entre FLX e CTRL-FLX (t= 3,182; p=
0,012), de modo que a FLX diminuiu o tempo de mergulho do animais. Porém, ndo houve
diferenca significativa entre MUS e CTRL-MUS (t= 0,195; p= 0,665), nem entre KET e
CTRL-KET (t=0,092; p=0,765).
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Figura 16. Tempo de Mergulho no Experimento I. FLX: fluoxetina. MUS: muscimol.
KET: ketamina. CTRL.: controle/veiculo. PP: placa perfurada. TME: tempo de mergulho.
FLX (n=9); CTRL-FLX (n=10); MUS (n=8) e CTRL-MUS (n=9); e KET (n=11) e CTRL-KET
(n=11). Dados representados por média * e.p.m. *Diferenca significativa em relacdo ao
grupo controle (p< 0,05).
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5.4. Experimento Il: Participacdo dos sistemas serotoninérgico, GABAérgico e
glutamatérgico no cortex cingulado anterior no traco e estado ansioso de ratos

Wistar adultos com baixa ansiedade-traco

Ap0s a confirmacdo do trajeto da canula, foi realizado z-score sem exclusdo de
animais. Sendo assim, o tamanho amostral para cada grupo ficou: WAY (n=7); CTRL-
WAY (n=7); BICU (n=8) e CTRL-BICU (n=8); e NMDA (n=8) e CTRL-NMDA (n=8).

5.4.1. Paradigma da Exploragéo Livre (PEL)
5.4.1.1. Distancia total percorrida (Tabela 3)

A anélise dos dados do sistema serotoninérgico, por ANOVA, mostrou que ndo
houve interacdo significativa entre os fatores TEMPO (PEL1 e PEL2) e TRATAMENTO
(WAY e CTRL-WAY) para o parametro DTP (F1,14=0,934; p=0,350), portanto os fatores
principais foram analisados individualmente. O efeito do TRATAMENTO néo foi
significativo (F1, 14=1,664; p=0,217), no entanto, o efeito do TEMPO foi significativo (F,

14=8,386; p=0,011), revelando menores médias no PEL2.

Em relacdo aos dados do sistema GABAérgico, ANOVA mostrou que ndo houve
interacdo significativa entre os fatores TEMPO (PEL1 e PEL2) e TRATAMENTO (BICU
e CTRL-BICU) para o parametro DTP (Fi, 14=0,360; p=0,557), portanto os fatores
principais foram analisados individualmente. O efeito do TRATAMENTO néo foi
significativo (F1,14=0,465; p=0,506), no entanto, o efeito do TEMPO foi significativo (F,
14=7,688; p=0,014), revelando menores médias no PEL2.

De maneira semelhante, a analise dos dados do sistema glutamatérgico mostrou
que ndo houve interacdo significativa entre os fatores TEMPO (PEL1 e PEL2) e
TRATAMENTO (NMDA e CTRL-NMDA) para o parametro DTP (Fi, 14=0,468;
p=0,504), portanto os fatores principais foram analisados individualmente. O efeito do
TRATAMENTO néo foi significativo (F1, 14=1,259; p=0,280), no entanto, o efeito do
TEMPO foi significativo (F1, 14=4,222; p=0,059), revelando menores medias no PEL2.



Tabela 3. Experimento I1: resultados do pardmetro distancia total percorrida no paradigma

da exploracéo livre
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Sistema de

. Tratamento DTP (m)
neurotransmissor
PEL1 PEL?2

Serotoninérgico CTRL-WAY 18,75 + 1,222 15,22 + 1,62°
WAY 23,89 + 2,662 17,42 +1,79°

GABAérgico CTRL-BICU 21,28 +1,39° 17,73 £ 1,73¢
BICU 23,78 £ 2,01° 18,27 + 2,49¢

Glutamatérgico CTRL-NMDA 24,63 £ 1,77° 18,87 + 3,07
NMDA 20,25 + 2,74° 17,37 + 0,93

DTP: distancia total percorrida; PEL: paradigma da exploracéo livre; WAY: WAY-100635;
BICU: bicuculina; NMDA: N-metil D-Aspartato. CTRL.: controle/veiculo. WAY (n=7);
CTRL-WAY (n=7); BICU (n=8) e CTRL-BICU (n=8); e NMDA (n=8) e CTRL-NMDA (n=8).
Dados com a mesma letra foram analisados como um grupo, ja que o fator tempo néo
interagiu com o fator tratamento. avs b, cvs d, e vs f: p < 0,01. Dados representados por
média £ e.p.m.

5.4.1.2. Porcentagem de tempo no lado novo (Figura 17)

A andlise dos dados do sistema serotoninérgico, por ANOVA, mostrou que houve
interacéo significativa entre os fatores TEMPO (PEL1 e PEL2) e TRATAMENTO (WAY
e CTRL-WAY) para o parametro %TLN (F1, 14=5,129; p=0,039). Fixando o fator
TRATAMENTO, a analise do TEMPO como fator tinico mostrou que a administracao de
WAY diminuiu a %TLN no PEL2 quando comparado com o PEL1 (p=0,023), enquanto
que ndo houve diferenca para o grupo CTRL-WAY.

Resultado semelhante foi observado em relacdo aos dados do sistema
GABAérgico. A ANOVA mostrou que houve interacdo significativa entre os fatores
TEMPO (PEL1 e PEL2) e TRATAMENTO (BICU e CTRL-BICU) para o parametro
%TLN (Fz,14=11,660; p=0,004). Fixando o fator TRATAMENTO, a analise do TEMPO
como fator Unico mostrou que a administracdo de BICU diminuiu a %TLN no PEL2
quando comparado com o PEL1 (p<0,001), enquanto que ndo houve diferenca para o
grupo CTRL- BICU.

J& a anélise dos dados do sistema glutamatérgico mostrou que ndo houve interacao
significativa entre os fatores TEMPO (PEL1 e PEL2) e TRATAMENTO (NMDA e
CTRL-NMDA) para o parametro %TLN (F1, 14=1,667; p=0,217), portanto os fatores
principais foram analisados individualmente. O efeito do TRATAMENTO néo foi
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significativo (F1,14=0,397; p=0,538), no entanto, o efeito do TEMPO foi significativo (F,

14=21,660; p<0,001), revelando menores médias no PEL2. Assim, isolando os grupos, foi

observado que o grupo NMDA apresentou menores médias no PEL?2 (p<0,05), enquanto
que no grupo CTRL-NMDA néo foi observada diferenca entre PEL1 e PEL2 (p>0,10).
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Experimento ll: Baixa ansiedade-trago
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Figura 17. Interacdo dos fatores Tratamento (WAY vs CTRL; BICU vs CTRL; e NMDA vs
CTRL) e Tempo (PEL1 e PEL2). WAY: WAY-100635. BICU: bicuculina. NMDA: N-metil D-
Aspartato. CTRL: controle/veiculo. PEL1: primeira exposi¢do ao paradigma da exploracéo livre;
PEL2: segunda exposic¢do ao paradigma da exploragdo livre. WAY (n=7); CTRL-WAY (n=7);
BICU (n=8) e CTRL-BICU (n=8); e NMDA (n=8) e CTRL-NMDA (n=8). *Diferenca
significativa entre os grupos no PEL2 (p<0,05). #Diferenca significativa em relacdo ao tempo
(p<0,05). &Diferenca significativa em relagcdo ao tempo com tratamentos agrupados (p<0,05).
Dados representados por média + e.p.m.
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5.4.2. Placa Perfurada (PP)

5.4.2.1. Distancia total percorrida (Tabela 4)

N&o houve diferencas significativas entre WAY e CTRL-WAY (t= 1,373; p=
0,265) e NMDA e CTRL-NMDA (t= 0,081; p= 0,779). No entanto, foi observada
diferenca significativa entre BICU e CTRL-BICU (t= 5,015; p= 0,038).

Tabela 4. Experimento I1: resultados do pardmetro distancia total percorrida na placa

perfurada.
Sistema de Tratamento DTP (m)
neurotransmissor

Serotoninérgico CTRL-WAY 10,39 + 2,40

9 WAY 7,19+1,48

fo CTRL-BICU 6,39+ 1,59
GABAEérgico BICU Tl o

Glutamatérgico CTRL-NMDA 7,93+ 1,77

g NMDA 7,29+1,38

DTP: distancia total percorrida; PP: placa perfurada; WAY: WAY-100635; BICU: bicuculina;
NMDA: N-metil D-Aspartato. CTRL: controle/veiculo. WAY (n=7); CTRL-WAY (n=7);
BICU (n=8) e CTRL-BICU (n=8); e NMDA (n=8) e CTRL-NMDA (n=8). *Diferenca
significativa em relacdo ao grupo controle. Dados representados por média * e.p.m.

5.4.2.2. Tempo de mergulho (Figura 18)

ANOVA mostrou que ndo houve diferencas significativas entre WAY e CTRL-
WAY (t= 0,002; p= 0,962). Uma vez que foi observada diferenca significativa na DTP
entre BICU e CTRL-BICU, essa foi utilizada como covariada e foi realizada uma
ANCOVA que mostrou que ndo houve diferenca entre BICU e CTRL-BICU (Fy18=
1,661; p=0,211) para 0 TME. Ja em relagdo ao NMDA e CTRL-NMDA, ANOVA
mostrou que houve diferenca significativa (t= 21,375; p< 0,001), de modo que o NMDA

diminuiu os niveis de ansiedade-estado.
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Figura 18. Tempo de Mergulho no Experimento Il. WAY: WAY-100635. BICU: bicuculina.
NMDA: N-metil D-Aspartato. CTRL: controle/veiculo. PP: placa perfurada; TME: tempo de
mergulho. WAY (n=7); CTRL-WAY (n=7); BICU (n=8) e CTRL-BICU (n=8); e NMDA (n=8)
e CTRL-NMDA (n=8). Dados representados por média £+ e.p.m. *Diferenca significativa em
relacdo ao grupo controle (p< 0,05).

5.5. Experimento Ill: Participacdo dos sistemas serotoninérgico, GABAEérgico e
glutamatérgico no cortex cingulado anterior no traco e estado ansioso de ratos

Wistar adultos com média ansiedade-tracgo

Apds a confirmacdo do trajeto da canula, foi feito o calculo do z-score que excluiu
quatro animais. Portanto, o tamanho amostral para cada grupo ficou: FLX (n=11); CTRL-
FLX (n=9); MUS (n=8) e CTRL-MUS (n=8); e KET (n=8) e CTRL-KET (n=8); WAY
(n=7); CTRL-WAY (n=7); BICU (n=9) e CTRL-BICU (n=8); e NMDA (n=9) e CTRL-
NMDA (n=9).
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5.5.1. Paradigma da Exploracéo Livre (PEL)
5.5.1.1. Distancia total percorrida (Tabela 5)

A anélise dos dados do sistema serotoninérgico, por ANOVA, mostrou que ndo
houve interacéo significativa entre os fatores TEMPO (PEL1 e PEL2) e TRATAMENTO
(FLX e CTRL-FLX) para o parametro DTP (F1, 18=1,813; p=0,194), portanto os fatores
principais foram analisados individualmente. O efeito do TRATAMENTO nao foi
significativo (F1,18=0,061; p=0,807), no entanto, o efeito do TEMPO foi significativo (Fy,
18=7,698; p=0,012), revelando menores médias no PEL2. De maneira semelhante, a
analise entre os fatores TEMPO (PEL1 e PEL2) e TRATAMENTO (WAY e CTRL-
WAY) para o parametro DTP ndo mostrou interacao significativa (F1, 14=2,503; p=0,135),
portanto os fatores principais foram analisados individualmente. O efeito do
TRATAMENTO néo foi significativo (F1, 14=1,059; p=0,320), no entanto, o efeito do
TEMPO foi significativo (F1, 14=16,810; p=0,001), revelando menores médias no PEL2.

Em relacdo aos dados do sistema GABAérgico, ANOVA mostrou que ndo houve
interacdo significativa entre os fatores TEMPO (PEL1 e PEL2) e TRATAMENTO (MUS
e CTRL-MUS) para o parametro DTP (Fi1, 14=0,064; p=0,804), portanto os fatores
principais foram analisados individualmente. O efeito do TRATAMENTO nédo foi
significativo (F1,14=0,405; p=0,534), no entanto, o efeito do TEMPO foi significativo (Fu,
14=5,070; p=0,040), revelando menores médias no PEL2. De maneira semelhante, a
analise entre os fatores TEMPO (PEL1 e PEL2) e TRATAMENTO (BICU e CTRL-
BICU) para o parametro DTP ndo mostrou interacao significativa (F1,15=0,177; p=0,679),
portanto os fatores principais foram analisados individualmente. O efeito do
TRATAMENTO néo foi significativo (F1, 15=6,396; p<0,01), no entanto, o efeito do
TEMPO foi significativo (F1, 15=21,466; p<0,001), revelando menores médias no PEL2.

A anélise dos dados do sistema glutamatérgico mostrou que ndo houve interagéo
significativa entre os fatores TEMPO (PEL1 e PEL2) e TRATAMENTO (NMDA e
CTRL-NMDA) para o parametro DTP (F1, 16=0,002; p=0,963), portanto os fatores
principais foram analisados individualmente. O efeito do TRATAMENTO néo foi
significativo (F1, 16=1,620; p=0,221), nem o efeito do TEMPO (F1, 16=1,762; p=0,202).
De maneira semelhante, a andlise entre os fatores TEMPO (PEL1 e PEL2) e
TRATAMENTO (KET e CTRL-KET) para o pardmetro DTP ndo mostrou interacdo
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significativa (Fi, 14=1,742; p=0,207), portanto os fatores principais foram analisados
individualmente. O efeito do TRATAMENTO néo foi significativo (F1, 14=1,673;
p=0,216), no entanto, o efeito do TEMPO foi significativo (F1, 14=0,119; p=0,734),

revelando menores médias no PEL2.

Tabela 5. Experimento I11: resultados do parametro distancia total percorrida no paradigma

da exploracéo livre.

Sistema de

) Tratamento DTP (m)
neurotransmissor
PEL1 PEL2
CTRL-FLX 25,65 + 2,092 22,88 + 1,53
Serotoninérgico FLX 28,88 + 2 46° 20,87 +2,23P
CTRL-WAY 26,75 + 3,15¢ 21,98 + 2,75¢
WAY 30,89 + 2,27¢ 18,82 + 3,02¢
CTRL-MUS 27,09 + 5,85¢ 18,61 + 2,20
GABASIgico MUS 23,86 + 2,61¢ 17,09 + 2,19
CTRL-BICU 28,11 + 2,969 22,65+ 1,21"
BICU 22,97 + 1,279 16,41 + 1,50"
CTRL-KET 36,06 + 5,61 19,95 + 1,79
Glutamatérgico KET 27,48 + 3,41 20,34 + 1,17
CTRL-NMDA 23,88 + 1,52! 19,82 +2,20™
NMDA 27,86 + 2,79 24,07 + 4,84™

DTP: distancia total percorrida; PEL: paradigma da exploracao livre; FLX: fluoxetina; MUS:
muscimol; KET: ketamina. WAY: WAY-100635; BICU: bicuculina; NMDA: N-metil D-
Aspartato. CTRL: controle/veiculo. FLX (n=11); CTRL-FLX (n=9); MUS (n=8) e CTRL-
MUS (n=8); e KET (n=8) e CTRL-KET (n=8); WAY (n=7); CTRL-WAY (n=7); BICU (n=9) e
CTRL-BICU (n=8); e NMDA (n=9) e CTRL-NMDA (n=9). Dados com a mesma letra foram
analisados como um grupo, ja que o fator tempo nao interagiu com o fator tratamento. a
vsb,cvsd,evsf,gvsh,ivsj, | vsm:p<0,01. Dados representados por média x e.p.m.

5.5.1.2. Porcentagem de tempo no lado novo (Figura 19)

A analise dos dados do sistema serotoninérgico, por ANOVA, mostrou que nédo
houve interagéo significativa entre os fatores TEMPO (PEL1 e PEL2) e TRATAMENTO
(FLX e CTRL-FLX) para o parametro %TLN (F1,18=1,997; p=0,174), portanto os fatores
principais foram analisados individualmente. O efeito do TRATAMENTO néo foi
significativo (F1,18=0,171; p=0,683), no entanto, o efeito do TEMPO foi significativo (F,
186=1,939; p=0,180), revelando maiores médias no PEL2. De maneira semelhante, a
analise entre os fatores TEMPO (PEL1 e PEL2) e TRATAMENTO (WAY e CTRL-

WAY) para o pardmetro %TLN ndo mostrou interacdo significativa (F1, 12=0,221;
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p=0,646), portanto os fatores principais foram analisados individualmente. O efeito do
TRATAMENTO néo foi significativo (F1, 12=0,375; p=0,551), nem o efeito do TEMPO
(F1,12=0,011; p=0,916).

Em relacéo aos dados do sistema GABAérgico, a ANOVA mostrou que ndo houve
interacdo significativa entre os fatores TEMPO (PEL1 e PEL2) e TRATAMENTO (MUS
e CTRL-MUS) para o parametro %TLN (F1, 14=0,238; p=0,632), portanto os fatores
principais foram analisados individualmente. O efeito do TRATAMENTO nédo foi
significativo (Fz, 14=0,001; p=0,996), nem o efeito do TEMPO foi significativo (Fi,
14=0,765; p=0,396). De maneira semelhante, a analise entre os fatores TEMPO (PELL1 e
PEL2) e TRATAMENTO (BICU e CTRL-BICU) para o parametro %TLN n&o mostrou
interacdo significativa (F1, 15=1,471; p=0,243), portanto os fatores principais foram
analisados individualmente. O efeito do TRATAMENTO ndo foi significativo (Fu,
15=2,322; p=0,148), nem o efeito do TEMPO (F1, 15=0,118; p=0,735).

A anélise dos dados do sistema glutamatérgico mostrou que houve interacdo
significativa entre os fatores TEMPO (PEL1 e PEL2) e TRATAMENTO (NMDA e
CTRL-NMDA) para o parametro %TLN (Fi, 16=7,236; p=0,016), portanto os fatores
principais foram analisados individualmente. Fixando o fator TRATAMENTO, a anélise
do TEMPO como fator nico mostrou que a administracdo de NMDA diminuiu a %TLN
no PEL2 quando comparado com o PEL1 (p=0,011), enquanto que ndo houve diferenca
para 0 grupo CTRL-NMDA. No entanto, a analise entre os fatores TEMPO (PELL1 e
PEL2) e TRATAMENTO (KET e CTRL-KET) para o parametro %TLN ndo mostrou
interacdo significativa (F1, 14=1,742; p=0,207), portanto os fatores principais foram
analisados individualmente. O efeito do TRATAMENTO ndo foi significativo (F,
14=0,673; p=0,216), nem o efeito do TEMPO (F1, 14=0,119; p=0,734).
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Experimento lll: Média ansiedade-trago
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Figura 19. Interacdo dos fatores Tratamento (FLX vs CTRL; MUS vs CTRL; e KET vs
CTRL; WAY vs CTRL,; BICU vs CTRL; e NMDA vs CTRL) e Tempo (PEL1 e PEL2).
FLX: fluoxetina. MUS: muscimol. KET: ketamina. WAY: WAY-100635. BICU:
bicuculina. NMDA: N-metil D-Aspartato. CTRL: controle/veiculo. PEL1: primeira
exposicéo ao paradigma da exploracgéo livre; PEL2: segunda exposi¢ao ao paradigma da
exploracdo livre. FLX (n=11); CTRL-FLX (n=9); MUS (n=8) e CTRL-MUS (n=8); e
KET (n=8) e CTRL-KET (n=8); WAY (n=7); CTRL-WAY (n=7); BICU (n=9) e CTRL-
BICU (n=8); e NMDA (n=9) e CTRL-NMDA (n=9). *Diferenca significativa entre 0s
grupos no PEL2 (p<0,05). #Diferenca significativa em relacdo ao tempo (p<0,05).
&Diferenca significativa em relagdo ao tempo com tratamentos agrupados (p<0,05).
Dados representados por média + e.p.m.
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5.5.2. Placa Perfurada (PP)
5.5.2.1. Distancia total percorrida (Tabela 6)

N&o houve diferencas significativas entre FLX e CTRL-FLX (t=0,017; p=0,894),
MUS e CTRL-MUS (t=0,046; p=0,832), KET e CTRL-KET (t=0,003; p= 0,956), WAY
e CTRL-WAY (t= 4,255; p=0,06), BICU e CTRL-BICU (t= 2,514; p=0,136), e NMDA
e CTRL-NMDA (t= 2,548; p= 0,136).

Tabela 6. Experimento IlI: resultados do pardmetro distancia total percorrida na
placa perfurada

Sistema de

) Tratamento DTP (m)
neurotransmissor

CTRL-FLX 9,69+1,44
., FLX 10,00 + 1,55
Serotoninérgico CTRL-WAY 8.70 + 1.24
WAY 14,36 £ 2,44
CTRL-MUS 6,83+ 1,27
.. MUS 7,24 +£1,63
GABAgrgico CTRL-BICU 7,03+ 1,73
BICU 10,16 £ 1,01
CTRL-KET 8,28+1,71
Glutamatérgico KET 8,43+1,96
CTRL-NMDA 7,25+1,31
NMDA 10,60 + 1,62

DTP: distancia total percorrida; PP: placa perfurada; FLX: fluoxetina; MUS: muscimol,
KET: ketamina. WAY: WAY-100635; BICU: bicuculina; NMDA: N-metil D-Aspartato.
CTRL: controle/veiculo. FLX (n=11); CTRL-FLX (n=9); MUS (n=8) e CTRL-MUS (n=8); e
KET (n=8) e CTRL-KET (n=8); WAY (n=7); CTRL-WAY (n=7); BICU (n=9) e CTRL-BICU
(n=8); e NMDA (n=9) e CTRL-NMDA (n=9). Dados representados por méedia + e.p.m.

5.5.2.2. Tempo de mergulho (Figura 20)

N&o houve diferencas significativas entre FLX e CTRL-FLX (t= 0,069 p=0,795),
MUS e CTRL-MUS (t=0,332; p=0,573), KET e CTRL-KET (t=0,058; p=0,813), WAY
e CTRL-WAY (t= 0,988; p= 0,339), BICU e CTRL-BICU (t= 0,285; p= 0,602). Foi
observada diferenca significativa apenas entre NMDA e CTRL-NMDA (t= 3,918; p=

0,071), em que o NMDA diminuiu os niveis de ansiedade-estado.
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Figura 20. Tempo de mergulho no Experimento Ill. WAY: WAY-100635. BICU:
bicuculina. NMDA: N-metil D-Aspartato. CTRL: controle/veiculo. PP: placa perfurada;
TME: tempo de mergulho. FLX (n=11); CTRL-FLX (n=9); MUS (n=8) e CTRL-MUS (n=8);
e KET (n=8) e CTRL-KET (n=8); WAY (n=7); CTRL-WAY (n=7); BICU (n=9) e CTRL-BICU
(n=8); e NMDA (n=9) e CTRL-NMDA (n=9). Dados representados por média £ e.p.m.
*Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (p< 0,05).

5.6 Experimento IV: Participacdo dos sistemas serotoninérgico, GABAérgico e
glutamatérgico no cortex cingulado anterior no estado ansioso de ratos Wistar

adultos submetidos ao LCE

Os animais foram alocados em 12 diferentes grupos experimentais: 1) FLX, 2)
CTRL-FLX, 3) WAY, 4) CTRL-WAY, 5) MUS, 6) CTRL-MUS, 7) BICU, 8) CTRL-
BICU, 9) KET, 10) CTRL-KET, 11) NMDA, 12) CTRL-NMDA, independentemente do

nivel de ansiedade-traco.
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5.6.1. Labirinto em Cruz Elevado (LCE)
5.6.1.1. Distancia total percorrida (Tabela 7)

N&o houve diferencas significativas entre FLX e CTRL-FLX (t=0,013; p=0,907),
MUS e CTRL-MUS (t=0,622; p=0,436), KET e CTRL-KET (t=0,001; p= 0,965), WAY
e CTRL-WAY (t=0,281; p=0,600), BICU e CTRL-BICU (t=0,073; p=0,788), e NMDA
e CTRL-NMDA (t= 1,156; p= 0,291).

Tabela 7. Experimento 1V: resultados do parametro distancia total percorrida no
labirinto em cruz elevado
Sistema de

) Tratamento DTP (m)
neurotransmissor

CTRL-FLX 9,92 +0,85
Serotoninérgico FLX 10,09 1,20
CTRL-WAY 11,15+ 0,90
WAY 10,35+ 1,23
CTRL-MUS 8,34 +1,00
. MUS 7,22 +1,00
ERERETIE CTRL-BICU 8,86 + 1.03
BICU 9,79+1,11
CTRL-KET 11,03 +0,79
Glutamatérgico KET 10,94+ 2,10
CTRL-NMDA 9,87 +1,07
NMDA 8,36 + 0,88

DTP: distancia total percorrida; LCE: labirinto em cruz elevado; FLX: fluoxetina; MUS:
muscimol; KET: ketamina; WAY: WAY-100635; BICU: bicuculina; NMDA: N-metil D-
Aspartato. Dados representados por média £ e.p.m.

5.6.1.2. Porcentagem de tempo nos bragos abertos (Figura 21)

N&o houve diferencas significativas entre FLX e CTRL-FLX (t= 3,560; p=0,069),
MUS e CTRL-MUS (t= 1,182; p=0,286), KET e CTRL-KET (t= 0,156; p= 0,695), WAY
e CTRL-WAY (t= 0,127; p= 0,723), BICU e CTRL-BICU (t= 0,298; p= 0,589) e NMDA
e CTRL-NMDA (t= 0,056; p= 0,814).
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Figura 21. Porcentagem de Tempo nos Bragos Abertos. FLX: fluoxetina. MUS:
muscimol. KET: ketamina. WAY: WAY-100635. BICU: bicuculina. NMDA: N-metil D-
Aspartato. CTRL: controle/veiculo. LCE: labirinto em cruz elevado; %TBA:
porcentagem de tempo nos bracgos abertos. Dados representados por média + e.p.m.
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5.7 Resumo dos resultados dos Experimentos I, 11 e 111 (Figura 22)

Experimento |

Experimento Il

Experimento Il

Sistema Serotonérgico Sistema GABAérgico Sistema Glutamatérgico

MUS - Efeito ansiolitico

Ansiedade-trago FLX - Efeito ansiolitico

—

KET - Efeito ansiolitico

R

Sistema Serotonérgico

Sistema GABAérgico Sistema Glutamatérgico

Animais de alta ansiedade-trago

Ansiedade-estado  FLX - Efeito ansiogénico MUS - N3o alterou KET - N&o alterou

Sistema Serotonérgico Sistema GABAérgico Sistema Glutamatérgico

Ansiedade-trago WAY - Ansiogénico

I |
Y

Sistema Serotonérgico

BICU - Ansiogénico

NMDA — Ansiogénico*

Sistema GABAérgico

Sistema Glutamatérgico

Animais de baixa ansiedade-traco

Ansiedade-estado WAY - N&o alterou BICU - N3o alterou NMDA - Ansiogénico

Sistema Serotonérgico Sistema GABAérgico Sistema Glutamatérgico

FLX - N&o alterou MUS - N3o alterou

i NMDA — Ansiogénico
WAY - N3o alterou | BICU - N3o alterou

KET — N3o alterou

Ansiedade-trago

|

|

Sistema Serotonérgico Sistema GABAérgico Sistema Glutamatérgico

FLX - N3o alterou MUS - N3o alterou NMDA — Ansiogénico
WAY - N3o alterou BICU - N3o alterou KET — N3o alterou
i

Ansiedade-estado

Animais de media ansiedade-tragco

Figura 22. Resumo grafico dos resultados dos experimento 1, Il e 111. *Efeito ansiogénico
observado a partir do uso de ferramentas estatisticas que analisaram os dados individuais
de cada grupo.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo além de investigar o papel do CCA na ansiedade-traco e mostrar
a maneira que os diferentes sistemas de neurotransmissores (serotoninérgico,
GABAérgico, glutamatérgico) desempenham seus papéis no trago, também avaliou se o
CCA estaria envolvido com a ansiedade-estado e qual o papel desses sistemas de
neurotransmissores. Assim, pela primeira vez, foi observada a participacdo dos sistemas
serotoninérgico, GABAEérgico e glutamatérgico no CCA na ansiedade-traco de ratos
Wistar com diferentes niveis de ansiedade, além de evidenciar que o CCA também esta

envolvido na modulacgdo do estado ansioso.

Sabendo-se que ansiedade-traco é considerada um fator predisponente para o
desenvolvimento de transtornos ansiosos; que individuos com transtornos de ansiedade
apresentam alto traco ansioso (STEIMER, 2011); e que existe um desbalango dos
sistemas serotoninérgico, GABAEérgico e glutamatérgico em pacientes com transtornos
ansiosos (GORDON; HEN, 2004; OLIVIER et al., 2013; WIERONSKA et al., 2011), foi

delineado o experimento I.

Em relacdo ao sistema serotoninérgico, vale ressaltar que este é alvo do tratamento
farmacoldgico de primeira escolha para a maioria dos transtornos de ansiedade, sendo 0s
inibidores seletivos da receptacdo de serotonina a classe mais utilizada e a fluoxetina o
medicamento mais prescrito (BALDWIN et al., 2014; CRASKE; STEIN, 2016;
STRAWN et al., 2018). Além disso, apesar de seu amplo uso para o tratamento dos
transtornos de ansiedade e da seguranca, ainda existem preocupacdes a respeito do uso
dos ISRS, pois ao iniciar o tratamento eles apresentam efeitos colaterais que,
frequentemente, sdo interpretados como um agravamento da condi¢do do individuo
(KOEN; STEIN, 2011; RAVINDRAN; STEIN, 2010), bem como ainda é necessaria uma

maior investigacao do papel da serotonina na ansiedade.

Os resultados obtidos nesse experimento mostraram que a administracdo da FLX
(ISRS) diminuiu os niveis de ansiedade-traco de ratos altamente ansiosos. Estudos de
neuroimagem em humanos indicam que a baixa neurotransmissdo de serotonina no CCA
est associada ao aumento da ansiedade (LANZENBERGER et al. 2007; TAUSCHER et
al. 2001). Yokoyama e colaboradores (2013), a partir de um estudo utilizando tomografia
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por emissdo de positrons em macacos, mostraram que altos niveis de ansiedade-traco

estdo associados a baixa atividade dos transportadores de serotonina (SERT) no CCA.

Assim, é possivel que a baixa atividade dos SERT ative uma alca de feedback
negativo que esteja relacionada a diminuigcdo da concentracdo de serotonina na fenda
sindptica e, consequentemente, a baixa neurotransmissdo. Os resultados obtidos
corroboram estes estudos e estdo de acordo com a hipdtese de que a diminuicdo da
ansiedade ocorreria com 0 aumento da neurotransmissdo serotonérgica a partir da

administracdo da FLX.

No estado ansioso, a administracdo da FLX no CCA aumentou o0s niveis de
ansiedade-estado dos animais. Esse resultado foi inverso ao observado no PEL, na
avaliacdo dos niveis de ansiedade-traco. Este achado lanca luz ao papel dual da serotonina
o qual propde que, em regides especificas do cérebro, o0 excesso ou o déficit de serotonina
seriam facilitadores de respostas ansiosas (BELL; NUTT, 1998; DEAKIN; GRAEFF,
1991). Além da localizacdo, essa dualidade de efeito também pode ser devido aos
diferentes tipos de receptores, como 0 5-HTia e 0 5-HT2a, que co-expressam numa
proporcéo semelhante, e sdo receptores que desencadeiam respostas diferentes, enquanto

0 primeiro inibe o sistema, o segundo ativa (SANTANA et al., 2004).

Além disso, segundo Graeff e Zangrossi (2010), a serotonina facilita respostas
defensivas diante de ameacas potenciais. Modelos animais de ansiedade-estado
submetem os animais a situacdes ameacadoras induzem a liberacéo de corticosterona, o
gue ndo acontece no PEL (PELLOW; FILE, 1986). A corticosterona, por sua vez, tem
sua parcela de contribuicao nessa resposta ansiosa uma vez que, durante o estresse agudo,
esta envolvida na supressdo da hiperpolarizagdo mediada pelo receptor 5-HT1a, NO
aumento da liberacdo de serotonina na fenda sinaptica via hiperatividade da triptofano
hidroxilase e na ativagdo de receptores de glicocorticoides de baixa afinidade que também
contribuem para 0 aumento da concentragdo de serotonina extracelular (KORTE-
BOUWS et al., 1996; MEIJER et al., 1998; VARNAS; HALLDIN; HALL, 2004).

No que diz respeito ao sistema GABAEérgico, no presente estudo foi hipotetizado
que o aumento da neurotransmissdao GABAergica no CCA diminuiria a ansiedade-traco,
uma vez que foi observado que uma linhagem de camundongos considerada altamente
ansiosa apresenta 40% menos GABA no CCA (JAGER et al., 2020). Os resultados
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confirmaram a hipdtese e mostraram diminuicdo nos niveis de ansiedade-traco de ratos

altamente ansiosos com a administracdo do MUS, um agonista GABAérgico.

Outros estudos também corroboram essa hipotese. Long e colaboradores (2013) e
Ham e colaboradores (2007) mostraram que pacientes com transtorno de panico,
classificado como transtorno de ansiedade pelo DSM-V, apresentaram niveis diminuidos
de GABA no CCA quando comparados com individuos sem transtornos de ansiedade.
Esse resultado revela a importancia do sistema GABAEérgico na ansiedade, em especial,

0s agonistas GABAEérgicos.

Os medicamentos ansioliticos classicos foram introduzidos na medicina desde o
inicio dos anos 60 (GRAEFF, 1997), e a constatacdo de que os BZD intensificam as acdes
do GABA no SNC em nivel pés-sinaptico levou os pesquisadores a concluirem que a
ansiedade seria resultante de uma disfuncdo na neurotransmissdo GABAérgica
(HAEFELY et al., 1975; NUSS, 2015). Porém, com o desenvolvimento da tecnologia
farmacéutica e evolucdo do conhecimento sobre a neurobiologia da ansiedade, 0s
ansioliticos classicos deixaram de ser o tratamento de primeira linha para os transtornos
de ansiedade e, portanto, uma investigacdo mais aprofundada do papel desse sistema
poderia esclarecer ainda mais tal funcdo. O presente estudo mostra o papel desse sistema
no CCA sobre a modulacdo da ansiedade-traco e é mais uma evidéncia para o

esclarecimento da sua funcao.

A administracdo do MUS ndo alterou os niveis de ansiedade-estado dos animais
altamente ansiosos. Na literatura, ndo foram encontrados estudos que avaliassem
diretamente essa relacdo. Uma provavel explicagdo para tal resultado seria o fato de haver
mecanismos compensatorios que envolvem diferentes sistemas de neurotransmissores na
modulacdo da ansiedade, os quais resultariam na anulacdo de efeitos entre eles. Desse
modo, sabendo-se que: 1) o sistema GABAErgico e o sistema glutamatérgico sdo 0s
principais sistemas inibitorio e excitatorio, respectivamente (NASIR et al., 2020;
STRAWN et al., 2018); 2) que ambos os sistemas (GABAérgico e glutamatérgico)
apresentam envolvimento na ansiedade (NASIR et al., 2020; STRAWN et al., 2018); 3)
que ha aumento do glutamato em determinadas &areas diante da exposicdo a situacoes
estressoras (BAGLEY; MOGHADDAM, 1997; BERGINK et al., 2004); e 4) que a PP é
um teste de conflito emocional que expde 0s animais a uma situagéo estressora, € possivel

que ndo tenha sido observado efeito ansiolitico devido ao efeito excitatorio do glutamato
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ter compensado o efeito inibitorio do sistema GABAEérgico a partir da administracdo do
MUS no CCA.

Além disso, sabe-se que individuos com alto trago ansioso apresentam altas
concentracgdes de glutamato no CCA (CORTESE; PHAN et al., 2005; MODlI et al., 2014).
Outra possivel explicacdo é o fato de o sistema GABAérgico no CCA néo apresentar
envolvimento no estado ansioso modelado pela PP. Uma vez que estudos mostram que
0s outros subnucleos do CPFM, PL e IL, estariam envolvidos com a ansiedade-estado
(BERG et al., 2019; Bl et al., 2013; SAVIOLA et al., 2020; SUZUKI et al., 2016), futuros
estudos poderiam ser desenvolvidos para investigar a participagdo do sistema

GABAEérgico do PL e IL nesta emocéo.

Quanto ao sistema glutamatérgico, os resultados obtidos mostraram que a
administracdo de KET, antagonista de receptores NMDA, no CCA diminuiu os niveis de
ansiedade-traco de ratos altamente ansiosos. Esse achado corrobora prévios estudos que
mostraram a relacdo entre altas concentracbes de glutamato no CCA e altos niveis de
ansiedade-traco em individuos sem transtornos de ansiedade, bem como altas
concentracdes de glutamato no CCA em individuos com transtorno de ansiedade social
(CORTESE; PHAN et al., 2005; MODI et al., 2014). A escolha desse sistema no presente
estudo deveu-se ao seu significativo papel na excitacdo do SNC que esta relacionado ao
aumento da ansiedade, efeito que é oposto ao do GABA (AMIEL; MATHEW, 2007;
BERGINK et al., 2004; KANDEL et al., 2014; NASIR et al., 2020); e devido a acdo de
diversas drogas em receptores glutamatérgicos com intuito de diminuir a
neurotransmissdo glutamatérgica e, consequentemente, a ansiedade (AMIEL;
MATHEW, 2007; CAROBREZ, 2003).

A ansiedade-estado dos animais com alto traco ansioso nédo foi alterada com a
administragdo da KET. Este resultado é similar ao observado com a administragdo do
MUS, porém, como nos experimentos Il e 11l foi constatado envolvimento do sistema
glutamatérgico no CCA na ansiedade-estado, é possivel que os altos niveis de glutamato
no CCA observados em individuos com alto traco ansioso tenham sido potencializados
com o aumento dos niveis de glutamato ao submeter os animais a uma situagao estressora
e que a concentracdo da droga bloqueadora ndo tenha sido suficiente para desencadear
uma resposta comportamental. A figura 22 mostra o resumo dos resultados obtidos no

experimento 1.
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Ja no outro extremo da ansiedade, o experimento Il avaliou a participacdo dos
sistemas serotoninérgico, GABAérgico e glutamatérgico no CCA em ratos com baixos
niveis de ansiedade-traco. Essa avaliagdo foi realizada com a administracdo de drogas
com efeitos opostos (no que diz respeito ao aumento ou diminui¢do da neurotransmissao)
as administradas nos animais de alta ansiedade-traco (experimento I). Assim, foi
observado que a administragdo do WAY (antagonista de receptores 5-HT1a) no CCA
aumentou os niveis de ansiedade-traco dos animais, assim como a administracéo da BICU
(antagonista de receptor GABA) e do NMDA (agonista de receptor NMDA), conforme

esperado.

Em relacdo ao estado ansioso, foi observado efeito ansiogénico apenas no grupo
NMDA, sendo que nao houve alteracdo da ansiedade nos animais que receberam WAY e
BICU. Uma possivel explicacdo para tais resultados é que o sistema glutamatérgico
exerca uma maior regulacdo da ansiedade-estado, pois sua concentragdo é aumentada
diante de situagdes ameacgadoras (BAGLEY; MOGHADDAM, 1997; BERGINK et al.,
2004). Assim, € razoavel supor que a administracdo do NMDA tenha potencializado essa
neurotransmissao, enquanto para o sistema serotoninérgico (WAY) a liberacdo de
corticosterona tenha afetado essa neurotransmissao. Para o sistema GABAérgico (BICU),
é possivel que a participacdo de diferentes sistemas de neurotransmissores atuando como
mecanismos compensatorios tenha contribuido para a ndo alteracdo dos niveis de
ansiedade-estado. Além disso, como em animais altamente ansiosos também néo foi
observado envolvimento desse sistema no estado ansioso, a hipdtese que o sistema
GABAérgico no CCA ndo apresenta envolvimento com a ansiedade-estado modelada na
PP se torna mais factivel. A figura 22 mostra o resumo dos resultados obtidos no

experimento II.

No experimento Ill, foi avaliada a participacdo dos sistemas serotoninérgico,
GABAérgico e glutamatérgico no CCA em ratos com média ansiedade-traco. Esses
animais estariam representando os individuos subjetivamente saudaveis, os quais
apresentam harmonia entre a atividade excitatoria e inibitéria do SNC, diferentemente do
observado em pacientes com transtornos ansiosos que apresentam um desbalan¢o nos
sistemas estudados (GORDON; HEN, 2004; OLIVIER et al., 2013; WIERONSKA et al.,
2011). Adicionalmente, animais de média ansiedade-traco podem ter os niveis de
ansiedade aumentados ou diminuidos (ALMEIDA-SOUZA et al., 2015; GOES et al.,



83

2013). Assim, no presente experimento, foram testadas drogas que pudessem aumentar
ou diminuir a neurotransmissao de cada sistema, no intuito de observar possiveis efeitos

ansioliticos e/ou ansiogénicos.

Os resultados obtidos no experimento Ill, para o sistema serotoninérgico, ndo
alteraram nem os niveis de ansiedade-traco nem os niveis de ansiedade-estado. Diante da
normalidade em relacdo aos niveis de ansiedade, que representam a harmonia entre 0s
sistemas de neurotransmissores, é possivel que o bloqueio da recaptacdo de serotonina
com a FLX ou o antagonismo do receptor 5-HT1a (WAY) de uma Unica area, o CCA,

n&o seja capaz de gerar uma resposta que altere o comportamento dos animais.

De maneira semelhante, os resultados observados para o sistema GABAérgico
também mostraram que nao houve alteracdo dos niveis de ansiedade-traco nem do estado
ansioso. Conforme mencionado no paragrafo acima, o equilibrio entre os sistemas é uma
possivel explicacdo para tal resultado. Ainda assim, Kim e colaboradores (2009)
mostraram, em individuos sem transtornos de ansiedade, uma correlacdo positiva fraca
entre as concentracdes de GABA no CCA e escores do temperamento de fuga de danos,
um traco de personalidade que predispde as pessoas a se preocuparem com antecipagéo,
a temer a incerteza, a vergonha em falar com estranhos, sendo uma possivel dimensao do

traco ansioso.

Apesar desses autores mostrarem um resultado diferente do observado no presente
estudo, é importante chamar atencdo para o fato deles observarem uma correlacao fraca.
Estudos realizados em macacos relataram a presenca de receptores GABAa e GABAg no
CCA, com mais sitios de ligacdo para GABAA do que para GABAg (BOZKURT et al.,
2005; CHU et al., 1990). No entanto, é importante mencionar que nos estudos de Chu e
colaboradores (1990) e Bozkurt e colaboradores (2005), previamente mencionados, ndo
houve a categorizacdo dos animais de acordo com os niveis de ansiedade, representando
uma media de todos os niveis e, consequentemente, impossibilitando a inferéncia da
relacdo da concentracdo de receptores em diferentes niveis de ansiedade-traco. Em

adicdo, é possivel que este sistema no CCA ndo esteja relacionado com o estado ansioso.

Ainda, em relacéo ao sistema glutamatergico, foi observado que a administragédo
de KET no CCA também n&o alterou os niveis de ansiedade-traco e —estado dos animais

de média. Porém, a administracdo de NMDA aumentou 0s niveis de ansiedade-trago e -
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estado desses animais. Sabendo-se que estruturas limbicas e paralimbicas, como o CCA,
sdo ricamente inervadas por neurdnios glutamatérgicos e que esses compdem o principal
sistema excitatorio, é razoavel presumir que uma alteracdo comportamental fosse mais
facilmente observada com a hiperexcitacdo desse sistema do que sua inibicdo
(CORTESE; PHAN, 2005; ZHANG et al., 2011). Como a ansiedade é uma emocéo que
também é desencadeada com o aumento da neurotransmisséo glutamatérgica, é provavel
que o bloqueio desse sistema a partir da administracdo de um antagonista no CCA de
animais de média ansiedade-traco tenha gerado um mecanismo compensatorio com

consequente ndo observacao de alteracdo comportamental.

O padréo dos resultados obtidos no experimento Il leva a supor que em animais
de média ansiedade-traco, considerados animais que apresentam melhor eficiéncia no
equilibrio dos sistemas, a observacdo de uma alteracdo comportamental ndo seja
facilmente mostrada com o aumento ou diminuicdo da neurotransmissdo serotoninérgica
e GABAérgica, e com a diminuicdo da neurotransmissdo glutamatérgica no CCA. Isto,
provavelmente, devido aos mecanismos compensatorios complexos que sao capazes de
estabilizar a neurotransmissdo, tendo em vista que a administracdo das drogas ocorreu

apenas no CCA.

Em relacdo a atividade locomotora avaliada no PEL, foi observado que,
independentemente do nivel de ansiedade-traco e do tratamento, todos 0s animais
apresentaram uma reducdo desse pardmetro apos a segunda exposicdo ao PEL (PEL2).
Resultado semelhante foi observado por Teixeira-Silva e colaboradores (2009). Essa
diminuicdo pode estar relacionada a possivel habituacdo dos animais ao aparato,
comportamento que ja foi observado em outros modelos animais de ansiedade em que foi
realizada mais de uma exposicdo (DAWSON et al., 1994; ESPEJO, 1997; GRIELBEL et
al., 1993; LEUSSIS; BOLIVAR, 2006). Vale frisar que, em modelos baseados em
comportamento exploratério, a atividade locomotora pode covariar com o0
comportamento ansioso. E apesar da reducdo na atividade locomotora inerente a
reexposicdo, ndo ha alteracdo da ansiedade-trago avaliada no PEL, pois é um
comportamento que apresenta estabilidade temporal, caso ndo haja intervengéo
farmacoldgica como observado nos animais controles (TEIXEIRA-SILVA et al., 2009;
OLIVEIRA et al., 2014; ALMEIDA-SOUZA et al., 2015; GOES et al., 2018).
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No que se refere a PP, os resultados mostraram que ndo houve alteracdo da
atividade locomotora no experimento | e Il1; sendo que no experimento Il, que utilizou
animais de baixa ansiedade-traco, apenas a administracdo da BICU aumentou a atividade
locomotora dos animais. Resultado que foi levado em consideracdo na avaliacdo da
ansiedade. Ja foi observado que o bloqueio da neurotransmissdo GABAérgica aumenta a
atividade locomotora (ENOMOTO; TSE; FLORESCO, 2011).

Por fim, no experimento IV, conforme mencionado anteriormente, se fez
necessaria a adicdo de um quarto experimento uma vez que estudo prévio do nosso grupo
de pesquisa ja havia mostrado que ndo ha correlacdo entre o PEL e o LCE (GOES et al.,
2009). Replicando esse resultado, o presente estudo também mostrou que ndo houve

correlagcdo do PEL com o LCE.

Os resultados observados nesse experimento mostraram que 0 aumento ou a
diminuicdo da neurotransmissao serotoninérgica, GABAérgica e glutamatérgica no CCA
ndo alteraram a atividade locomotora nem o estado ansioso dos animais submetidos ao
LCE. Desse modo, evidencia-se 0 ndao envolvimento desses sistemas no CCA na
ansiedade-estado modelada pelo LCE.

Cabe aqui destacar que, no presente estudo, foram utilizados dois modelos animais
de ansiedade-estado, o LCE e a PP. Apesar de serem modelos que avaliam o estado
ansioso, os resultados observados foram diferentes. Eles sdo modelos etoldgicos que
avaliam a resposta incondicionada as ameacas, o0 LCE tem como base a tendéncia natural
dos roedores de explorar novos ambientes e sua esquiva inata de lugares desprotegidos,
iluminados e elevados (representados pelos bracos abertos) (PELLOW; FILE, 1986). J4,
a PP tem como base a atividade exploratéria e ansiedade em explorar ambientes novos e
desconhecidos a partir do movimento de mergulhar a cabeca dentro de buracos (FILE;
WARDILL, 1975). Eles também ja forneceram informacbes sobre os mecanismos
cerebrais e comportamentais envolvidos na ansiedade patologica, no entanto, quando 0s
resultados sdo confrontados diretamente com os diferentes tipos de transtornos ansiosos,
ainda ha a necessidade de melhor entendimento (STEIMER, 2011).

Desse modo, a comunidade cientifica vem tentando relacionar cada tipo de
modelo animal a um possivel transtorno de ansiedade, sendo que o LCE parece estar mais

relacionado a modelagem do transtorno de ansiedade generalizada (PINHEIRO et al.,
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2007), enquanto que ainda ndo se sabe sobre a PP. Nesse contexto, os resultados obtidos
nos experimentos do presente estudo salientam o recrutamento de diferentes circuitarias
neurais a partir de diferentes papéis dos sistemas de neurotransmissores avaliados em
duas diferentes situacdes ameacadoras (PP e LCE) e é subsidio para melhor

fundamentacdo desta translacdo de modelos animais para a clinica.

Historicamente, a comunidade cientifica testa drogas potencialmente ansioliticas
a partir de modelos animais de ansiedade-estado. Esta abordagem funciona devido aos
testes serem realizados com administracdo sistémica, a qual alcanca diferentes estruturas
encefalicas envolvidas na ansiedade. Porém, estes modelos submetem os animais a
situacOes eliciadoras de ansiedade, modelando o estado ansioso e ndo um traco de
personalidade. Nesse caso, a avaliacdo da ansiedade-traco se torna fundamental, pois é
uma caracteristica estavel ao longo do tempo e um fator predisponente para os transtornos
ansiosos (STEIMER, 2011).

Além disso, é importante mencionar que a eficicia de drogas ansioliticas é
frequentemente evidenciada em uma populagdo ansiosa e ndo em uma populacéo de
individuos sem transtornos de ansiedade (LISTER, 1990). No presente estudo, a avaliagdo
do traco (PEL) e do estado ansioso (em dois modelos diferentes, PP e LCE) foram
fundamentais para que ndo houvesse equivoco na interpretacdo dos resultados, pois a
analise apenas dos resultados do LCE poderia induzir ao entendimento de que CCA néo
estaria envolvido no estado ansioso. Estudos que avaliem e caracterizem os diferentes
tipos de ameagcas eliciadas por modelos animais de ansiedade-estado juntamente com a
avaliacdo do traco ansioso poderiam ser delineados com o intuito de fornecer mais
elementos para uma melhor compreensdo da neurobiologia da ansiedade e,

consequentemente, melhor translagdo com os transtornos de ansiedade.

Nesse sentido, os resultados do presente estudo também reforcam a necessidade
de estudos levarem em conta a categorizacdo dos animais em diferentes niveis de
ansiedade, uma vez que nao fazé-lo pode enviesar resultados; bem como chamam atengéo
para o fato de que muitos modelos de ansiedade confrontam os animais com diferentes
situagdes eliciadoras desta emocdo (MARTIN, 1998) e, consequentemente, é razoavel
supor que h& a mobilizacdo de circuitarias neurais diferentes e mobiliza¢do neuroquimica

diferentes.
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Como mencionado anteriormente, a literatura mostra uma possivel diferenciacao
de papéis entre os subnucleos do CPFM na ansiedade, no entanto, os resultados do
presente estudo mostraram que limitar a estrutura a um unico papel ndo é adequado, tendo

em vista toda a complexidade do comportamento ansioso.

Levando tudo isso em consideragéo e sabendo-se que uma parcela significativa de
pacientes com transtornos de ansiedade nao se beneficia dos tratamentos farmacoldgicos
disponiveis (STEN; STEIN, 2008), o presente estudo lan¢a luz para a importancia da
investigacdo conceitual e operacional da ansiedade, em tragco e estado ansioso; assim
como para a participagdo de diferentes sistemas de neurotransmissores no CCA nesses.
Desse modo, obtém-se um entendimento mais amplo da neurobiologia da ansiedade que

contribuird com futuros estudos na busca por tratamentos mais promissores.

Além disso, sabendo-se que ha o dimorfismo sexual cerebral e que 0 sexo
feminino tém se mostrado mais propenso aos transtornos de ansiedade
(JALNAPURKAR; ALLEN; PIGOTT, 2018), futuros estudos também devem ser

delineados para que estas lacunas do conhecimento sejam preenchidas.

O presente estudo investigou a participacdo dos trés principais sistemas de
neurotransmissores envolvidos na ansiedade em uma area especifica, 0o CCA. Como ha a
participacdo de outros sistemas de neurotransmissores que também apresentam
envolvimento na ansiedade, seria de grande interesse cientifico que futuros estudos
investiguem esse envolvimento no CCA no traco ansioso. Além disso, futuros estudos
também poderiam ser desenvolvidos para realizar investigacBes quanto a possivel
interacdo entre os sistemas de neurotransmissores, bem como quanto ao envolvimento de

outras estruturas encefalicas e suas interagdes com o CCA.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que em extremos de ansiedade-traco (alta e baixa) os
sistemas serotoninérgico, GABAérgico e glutamatérgico no CCA modulam esta emocéo,
enquanto em niveis normais de ansiedade-traco (média) apenas 0 aumento da

neurotransmissdo do sistema glutamatérgico alterou o trago ansioso.

Ja em relacdo ao estado ansioso, foi observado que o aumento da
neurotransmissdo do sistema serotoninérgico modulou essa emogdo em animais de alto
traco ansioso, ao passo que o aumento da neurotransmissao do sistema glutamatérgico
modulou essa emogdo em animais com baixa e média ansiedade-traco. Ainda, foi
observado que em diferentes situacdes ameacadoras (na PP ou no LCE), a modulacao do
estado ansioso pelos sistemas no CCA avaliados no presente estudo pode ser diferente,

uma vez que ndo houve alteracdo comportamental no estado ansioso avaliado no LCE.
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