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Evolucdo da neurociéncia comportamental nos
ultimos 50 anos. Foco no sistema de defesa e na
neurotransmissao

Evolution of behavioral neuroscience during the last 50 years. Focus on
the defense system and neurotransmission.

Frederico Guilherme Graeff!

RESUMO

A evolucdo da Neurociéncia Comportamental nos ultimos 50 anos € apresentada em funcdo das
pesquisas desenvolvidas pelo autor e colaboradores na area de Neuropsicofarmacologia. A prin-
cipal linha de investigacdo relatada aborda o papel da serotonina na regulacdo das repostas de
defesa, que estdo relacionadas com as emocdes ansiedade, medo e panico, bem como com as
respectivas patologias: transtorno de ansiedade generalizada, fobias e panico. As estruturas ce-
rebrais criticas para a ansiedade — amigdala, hipocampo e insula — estao localizadas no cérebro
anterior, enquanto que as relacionadas com o medo e o panico — hipotalamo e matéria cinzenta
periaguedutal (MCP) — situam-se no diencéfalo e no tronco cerebral. Da-se énfase ao papel da
MCP nas reagdes a ameacas proximais — imobilidade , fuga e luta — que estdo relacionadas com
ataques de panico. Sdo relatados resultados obtidos em modelos animais de panico e em experi-
mentacdo com seres humanos, incluindo testes de ansiedade experimental e neuroimagem
morfométrica e funcional, cujas implicagcdes para o conhecimento da fisiopatologia do transtorno
de péanico e seu tratamento farmacoldgico sao discutidas.

Palavras-chave: Reacbes de Defesa. Serotonina. Modelos Animais; Ansiedade/Panico.
Ansiedade; Experimentacdo Humana. Imagem por Ressonancia Magnética. Transtorno de Panico.

ABSTRACT

The evolution of Behavioral Neuroscience along the last 50 years is presented on the basis of the
research work carried out by the author and his coworkers. The main line of investigation reported
deals with the role of serotonin in the regulation of defense reactions that are related to the
emotions anxiety, fear and panic, as well as to the respective pathologies: generalized anxiety
disorder, phobias and panic disorder. The key brain structures for anxiety — amygdala, hippocam-
pus and insula — are localized in the forebrain, whereas those related to fear and panic —
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hypothalamus and periaqueductal gray matter (PAG) — are placed in the diencephalon and brain
stem. The role of the defense reactions to proximal danger — immobility, flight and fight — that are
related to panic attacks are highlighted. The results obtained in animal models of anxiety and
panic, as well as in humans, including experimental anxiety tests and morphometric and functional
neuroimaging are reported, and their implications for the knowledge of the pathophysiology of
panic disorder and its pharmacological treatment are discussed.

Keywords: Defense Reactions. Serotonin. Animal Models; Anxiety /Panic. Anxiety; Human
Experimentation. Magnetic Resonance Imaging. Panic Disorder.

INTRODUCAO

Ao atender ao convide dos editores da Re-
vista Medicina para escrever sobre — “Reflexdes
sobre a evolugdo do conhecimento na sua area
especifica ao longo de sua vida, destacando os
avangos ocorridos assim como apontando os de-
safios futuros” — considerei duas possibilidades:
a primeira seria falar em termos impessoais e ge-
néricos; a segunda, descrever a experiéncia Vivi-
da no fazer cientifico durante mais de 50 anos.
Optei pela ultima, que considero mais auténtica
para transmitir uma mensagem aos jovens que
se iniciam no campo da pesquisa.

Oinicio

Iniciei a carreira cientifica nos anos 1960,
trabalhando no Departamento de Farmacologia
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, en-
tado dirigido pelo eminente cientista Mauricio O.
Rocha e Silva, que foi orientador de minha tese
de doutorado, juntamente com Alexandre P.
Corrado. Ja manifestava, entao, interesse pelo
comportamento e pela Psiquiatria. Assim, foi na-
tural encaminhar-me para a nascente disciplina
da Psicofarmacologia. Na época, apenas Elisaldo
A. Carlini fazia pesquisa na area, fundando um
laboratério na Faculdade de Medicina da Santa
Casa de Séo Paulo. No departamento onde esta-
va, Alexandre Corrado era o uUnico docente que
pesquisava em Neurofarmacologia, tendo esta-
giado com o eletrofisiologista Italiano V. G. Lon-
go. Por isso, iniciei o doutorado sob sua orienta-
¢ao, estudando os efeitos centrais da bradicinina
(BK), que como se sabe havia sido descoberta
por Rocha e Silva, Wilson Teixeira Beraldo e Gastao
Rosenfeld.? Antes disso, porém, havia realizado
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iniciacdo cientifica com Joao Garcia Leme, que tra-
balhava com medidas da dor e compostos que
interferem com a serotonina (5-HT). Assim, minha
primeira publicacdo foi sobre os efeitos deste tipo
de agentes no comportamento exploratério de
camundongos 2 Como veremos, a 5-HT veio a se
tornar meu principal objeto de investigacao.

No que se refere a BK, o trabalho mais sig-
nificativo desta época foi relativo aos efeitos
comportamentais e fisiolégicos da injecao do
peptideo nos ventriculos laterais do coelho, que
foi realizado em colaboracdo com Irene R. Pela,
que viria a ser minha primeira orientada na pos-
graduacdo.® Ocorreu também uma descoberta,
cujo impacto s6 recentemente percebi. Realizan-
do a perfusdo dos ventriculos cerebrais de coe-
lhos com solugdo contendo BK, notei que a ativi-
dade da mesma desaparecia. Relatando o acha-
do ao colega bioquimico Anténio C. M. Camargo,
ele sugeriu que isto poderia ser devido a degra-
dacdo do peptideo por enzimas existentes no te-
cido cerebral. Para testar a hipotese, realizou uma
série de experimentos de caracterizagcdo com
homogeneizados do tecido cerebral, do que re-
sultou a primeira publicacdo do campo das oligo-
peptidases.* Esta classe de enzimas degrada ape-
nas peptideos pequenos, ao contrario das
proteases, como a tripsina, que também cataboli-
zam proteinas. Ao longo dos anos, as fun¢des das
oligopeptidases foram sendo desvendadas, reve-
lando importantes papéis como, por exemplo, nas
doencas neurodegenerativas de Parkinson e
Alzheimer.® Em grande parte isto de deve a con-
tribuicdo de Anténio Camargo, que dedicou fru-
tuosa carreira ao estudo dessas enzimas. Em
1999, seu grupo de pesquisa mostrou que o gene
NDL1/EOPA, que expressa a primeira oligopepti-
dase isolada e caracterizada ndo somente esta
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envolvido com a enzima que degrada peptideos
bioativos, mas também é fundamental para a for-
macado do cortex cerebral; a reducdo parcial des-
sa proteina causa a lissencefalia e sua delecao
total é fatal (ver: https://en.wikipedia.org/wiki/
Oligopeptidase).

Nessa descoberta, foi a primeira vez que
me deparei com o que ficou conhecido como
serendipity. Podemos dizer que é a combinacgao
de um feliz acaso com a intuicdo do pesquisador,
que suspeita haver algo importante no fenéme-
no observado por acaso. A palavra deriva do an-
tigo conto persa: “Os Trés Principes de Serendip”,
0s quais escapavam de terriveis tribula¢cbes por
acontecimentos fortuitos.

POS-DOUTORADO

Devido a inexisténcia de grupos de pesqui-
sa avancados em Psicofarmacologia no Brasil, tor-
nou-se imperativo a realizacdo de estagio de pos-
doutorado no exterior. No meu caso, ele se deu
no Departamento de Farmacologia da Universida-
de de Harvard, onde o farmacologista britanico
Peter B. Dews havia instalado um laboratério de
Farmacologia Comportamental. A recomendacéo
partiu de um psicélogo norte-americano, Fred S.
Keller, que atuava no Brasil, difundindo a escola
de psicologia a que pertencia, o behaviorismo, e
que era amigo de Rocha e Silva. Em Harvard, figu-
rava o fundador do behaviorismo, Burrhus F.
Skinner, por cuja influéncia a Farmacologia Com-
portamental utilizava métodos de condicionamento
operante. Mais do que isto, como o Behaviorismo
Radical ndo considerava dados da subjetividade
como relevantes para a ciéncia, nem achava ne-
cessario conhecer o que se passava no cérebro,
tratado como black-box, tudo o que restava era
estabelecer relacdes funcionais entre dose da dro-
ga administrada e parametros quantitativos do
comportamento, principalmente a frequéncia de
respostas emitidas para obter um refor¢co ou re-
compensa, por exemplo, uma porgdo de alimento.

Dada minha formagdo médica, pareceu-me
um tanto limitada esta abordagem, porém sendo
impossivel a transferéncia para outro local, ten-
tei tirar o maior proveito da oportunidade. Ape-
sar dos esforgos, ndo consegui nenhum resulta-
do promissor. Para um bolsista do National Institute
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of Health (NIH), trabalhando em Harvard, era um
completo fracasso. Foi entdo que um colabora-
dor, Ronald I. Schoenfeld, doutorado em Chica-
go, entrou no escritério com dois frascos na mao,
um contendo carbonato de litio e outro metiser-
gida. Os motivos eram alegacfes de que ambas
as substancias eram Uteis no tratamento de
transtornos afetivos, o que futuramente se veri-
ficou verdadeiro para o carbonato de litio, e que
nao havia nenhum estudo pré-clinico publicado
sobre os efeitos delas sobre o comportamento.
Assim, resolvemos testa-las em um grupo de pom-
bos, que haviam sido utilizados por um estagia-
rio alemao, Wolfgang Wuttke, que pertencia a um
grande laboratério farmacéutico, para avaliar o
efeito de compostos ansioliticos da classe dos
benzodiazepinicos, entdo recentemente lancados
no mercado. Como o efeito mais caracteristico dos
ansioliticos era o de desinibir respostas suprimi-
das por puni¢cdo no chamado teste de conflito,
quatro dos animais eram treinados a bicar um disco
iluminado, situado na parede da caixa experimen-
tal, para obter alimento a cada 5 min, sendo que
a cada 10 bicadas, recebiam um choque elétrico
logo apo6s a ultima resposta. Como resultado, a
frequéncia de respostas era muito reduzida, sendo
que os ansioliticos a restauravam, porque sob sua
influéncia a punicado perdia a capacidade de re-
frear as bicadas. Assim, o efeito anticonflito era o
melhor preditor do efeito clinico ansiolitico de uma
droga testada em animais de laboratério.

Apés verificarmos que o tratamento com
carbonato de litio produzia efeitos toxicos, pas-
samos a medir o efeito de doses crescentes de
metisergida. Para nossa surpresa, verificamos que
a mesma mostrou efeito anticonflito de intensi-
dade comparavel ao mais potente benzodiazepi-
nico. Ao ver este resultado, tive a forte sensagéo
de que havia algo importante a ser estudado —
novamente a serendipity. O préximo passo era
entender porque a droga causava este efeito.
Pouco se sabia sobre o mecanismo de acdo da
metisergida, porém encontramos informacgao de
que ela bloqueava receptores de 5-HT. Conheci-
am-se, entdo, apenas dois tipos de receptor onde
atua a 5-HT, denominados M, bloqueado pela
morfina e D, bloqueado pela dibenzilina, que havi-
am sido identificados pela farmacologista brasilei-
ra, Zuleica Picarelli em 1957. Para testar a hipote-
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se de que o efeito anticonflito da metisergida era
mediado por receptor da 5-HT, buscamos outro
antagonista conhecido, o acido bromo-lisérgico e
um agonista, a alfa-metil-triptamina. Para nossa
felicidade, a primeira droga teve efeito anticonflito
e a segunda acentuou a supressdo de respostas
determinada pela puni¢cdo. Foi o suficiente para
propormos que mecanismos triptaminérgicos ce-
rebrais poderiam estar envolvidos na supresséo
de respostas punidas. O estudo foi publicado na
mais prestigiosa revista de Farmacologia de en-
tdo, o Journal of Pharmacology and Experimental
Therapeutics.® Note-se que neste artigo ndo che-
gamos a falar de ansiedade e de 5-HT como medi-
adora da punicdo. No primeiro por cautela; no se-
gundo, porque nao se sabia com certeza se a 5-
HT era um neurotransmissor no sistema nervoso
central (SNC); poderia ser a triptamina. Isto da
uma ideia dos limites do conhecimento da época —
apenas a acetilcolina e a noradrenalina (NA) eram
neurotransmissores centrais estabelecidos. Atu-
almente, mede-se o impacto de uma publicagao
por meio do nimero de citagcdes que ela recebe
ao longo dos anos, registrada em banco de da-
dos. Utilizando o Google Académico, verifica-se que
o indice de impacto € no momento, abril de 2018,
igual a 192 (IGA = 192).

A explicitacdo da participacdo da 5-HT na
ansiedade foi feita dois anos ap6s por Wise,
Berger e Stein, em artigo publicado na prestigio-
sa revista Science.” Como base de dados para
justificar a proposta de que a 5-HT aumentava a
ansiedade, e que a acao ansiolitica dos benzo-
diazepinicos era devida a diminuicdo de sua acgao
ansiogénica no SNC, esses pesquisadores utili-
zaram nossos resultados farmacologicos, além de
outros anteriormente publicados, mostrando que
a inibicdo da sintese de 5-HT tinha efeito anti-
conflito no rato. A eles adicionaram resultados
bioquimicos evidenciando que um benzodiazepi-
nico reduzia a taxa de renovacdo (turnover) da
5-HT, tanto no prosencéfalo como na matéria cin-
zenta periaquedutal do mesencéfalo, que ficou
conhecida pela abreviatura inglesa PAG. Traba-
lhos realizados na Suécia, utilizando técnicas de
histofluorescéncia haviam permitido mapear vias
monoaminérgicas no SNC. Assim, os menciona-
dos autores sugeriram que as projecdes dos neu-
ronios serotonérgicos presentes no nucleo dorsal
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da rafe (NDR) mesencefélica, que inervam tanto
o prosencéfalo como a PAG, mediariam o efeito
supressor da punicdo sobre respostas mantidas
por reforgco positivo (recompensa), entendido
como indice de ansiedade. A recompensa seria
mediada por vias noradrenérgicas.

Das afirmacgfes desta hipdtese resta ape-
nas como valida a de que a 5-HT aumenta a ansi-
edade atuando no cérebro anterior. Como vere-
mos a seguir, sua acado na PAG parece ser opos-
ta. Quanto a recompensa, admite-se que a
dopamina (DA) seja a mediadora do sistema de
recompensa — na ocasiao sabia-se que era pre-
cursora da sintese de NA, mas sua funcao
neurotransmissora ainda nédo tinha sido eviden-
ciada. Contudo, o valor heuristico — o de orientar
e estimular pesquisas ulteriores — do modelo te-
orico de Wise et al. (1972)" é significativo, pois
foi com base nele que prosseguimos Nossos es-
tudos sobre o papel da 5-HT na regulacao dos
sistemas cerebrais que organizam respostas de
defesa contra diferentes tipos de ameaca. Talvez
esta seja a principal funcdo das hipodteses, pois
seu valor explicativo, que permite compreender
o funcionamento da natureza, € temporario, dado
que ndo ha verdades permanentes no conheci-
mento cientifico.

O RETORNO

Naquela época em que a pesquisa cientifi-
ca no Brasil ainda engatinhava, retornar de um
pais desenvolvido era um desafio. As facilidades
l& eram tdo maiores, e ndo somente em termos
de recursos materiais, mas sobretudo humanos,
que gerava sensacdo de impoténcia. A tendéncia
natural era a de continuar fazendo o que se ha-
via aprendido no exterior, nem sempre com bons
resultados, pois significava competir em grande
desvantagem. Ainda assim, durante os primeiros
anos do retorno montei um laboratério baseado
no comportamento operante, com recursos obti-
dos gracas ao apoio da FAPESP.

Durante o periodo de instalacdo, que de-
morou varios meses, trabalhei no laboratério de
neurofisiologia da Faculdade de Odontologia de
Ribeirdo Preto, USP, entdo dirigido por Cleber G.
Gentil, que generosamente me acolheu. Nele pes-
quisavam-se 0s mecanismos da sede utilizando
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a injecdo de pequenas quantidades de substan-
cias ativas através de canulas implantadas por
meétodo estereotaxico, uma linha de investigacédo
liderada pelo eminente neurofisiologista argenti-
no Miguel R. Covian, pioneiro no estudo da fisio-
logia do comportamento no Brasil e chefe do De-
partamento de Fisiologia da FMRP, sob cuja ori-
entacdo ele e sua colega Vera L. Peres haviam
realizado o doutorado. Dentre os estudos que
realizamos, destaco a demonstracdo de que a
microinjecdo do peptideo angiotensina Il na area
septal fazia com que ratos saciados votassem a
pressionar uma barra para beber, comportamen-
to este que haviam aprendido a fazer quando ti-
nham sede.® Assim, mostramos que a droga in-
duzia um estado motivacional — a sede — e nao
apenas eliciava um comportamento consumatorio,
o de beber. E um exemplo de como podemos uti-
lizar um comportamento manifesto como indice de
um estado interior do organismo. Uma vez com-
pletada a instalagdo do meu laboratério, iniciei
estudos sobre drogas serotonérgicas e também
sobre o psicoestimulante anfetamina,® este Ulti-
mo tema da minha tese de livre-docéncia.

Cabe aqui um parénteses: Um ponto de vi-
ragem na qualidade e quantidade da pesquisa
foi a implantacdo da pés-graduacao formal no
Departamento de Farmacologia da FMRP, iniciada
em 1970. Em funcéo disso, passei a orientar es-
tudantes de mestrado e doutorado, cuja contri-
buicdo para a producao cientifica foi inestimavel.
Tais esforcos tém sido apoiados e avaliados cri-
teriosamente pelas agéncias financiadoras
FAPESP, CAPES e CNPq, cuja importancia na for-
macdo de recursos humanos para pesquisa em
larga escala nunca € demais salientar. Dessa for-
ma, os estudos mencionados a seguir, realizados
no Departamento de Farmacologia, foram reali-
zados com a colaboracédo de véarios pés-graduan-
dos, contando sempre com o valioso apoio técni-
co de José Carlos de Aguiar, que em alguns deles
tornou-se, por sua competéncia, um verdadeiro
colaborador.

Voltando ao conteudo cientifico, assinalo
que o fato de a BK ter um sistema de inativagao
no sistema nervoso central (SNC), além de cau-
sar alteragdes fisiolégicas e comportamentais de
origem central, despertou a ideia de que ela po-
deria ser um neurotransmissor central. Era en-
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tdo uma ideia inusitada, pois esta fungdo nunca
havia sido atribuida a um peptideo. Com as limi-
tadas evidéncias disponiveis, uma publicacdo des-
ta proposta em periddico internacional era invia-
vel. Contudo, tinha forte intuicdo de que era uma
boa ideia, que merecia ser registrada, nem que
fosse apenas para estimular a investigacéo local
dos possiveis papéis centrais da BK. Assim, es-
crevi um artigo que foi publicado na revista Cién-
cia e Cultura. propondo esta fungdo para a BK. ©
Continuando a linha de pesquisa sobre seus efei-
tos centrais, estudamos o efeito da injegédo intra-
ventricular da BK e de outros peptideos no com-
portamento de coelhos treinados a levantar uma
alavanca com os dentes incisores para obter agua
adocicada, realizado pela pds-graduanda Emilia
A. Arisawa. 1! Contudo, esta linha de pesquisa
que nédo se aprofundava em mecanismos, nem
considerava a fisiologia ndo me satisfazia intei-
ramente. Como consequéncia, orientei um estu-
dante de mestrado, Fernando Morgan de Aguiar
Corréa, que mais tarde iria se tornar docente do
Departamento de Farmacologia da FMRP, a reali-
zar estudos sobre efeitos centrais da BK sobre a
pressao arterial do rato. Com isto foi introduzida
a técnica de injecdo intracerebral no laboratorio,
pela qual diminutos volumes de solugdo conten-
do a droga sdo injetados em locais definidos do
SNC, através de canulas implantadas por meio
de aparelho estereotaxico. Desse modo, identifi-
cou-se o local da agéo hipertensora da BK na area
septal lateral. 2 Em funcdo do seu interesse pela
funcdo da BK no SNC, Fernando Correa foi esta-
giar no laboratério do renomado neurocientista
Salomon H. Snyder, em Baltimore, EUA, onde con-
seguiu evidenciar a presencga de imunorreativida-
de do tipo-BK no SNC. 2 Foi a primeira evidéncia
da existéncia do peptideo no SNC, com a implica-
cdo de que pode exercer funcdes fisiolégicas e
comportamentais. A importéancia deste achado é
atestada pelo impacto da publicacdo: IGA = 191.
Esta descoberta substanciava a hipdtese de que
a BK poderia ser um neurotransmissor central,
ideia que ja nao era insdlita, pois a substancia P
havia sido proposta como neurotransmissora,
inaugurando a extensa lista dos neuropeptidios.
Voltarei a este tema no final desta narrativa, pois
recentemente os caminhos da pesquisa levaram-
me de volta aos neuropeptidios.
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Nos meados dos anos 1970, assumi a ori-
entacdo de dois estudantes — Nylson G. da Silveira
Filho e Luiz Carlos Schenberg — que haviam reali-
zado iniciagéo cientifica no laboratdrio de Miguel
Covian, e la haviam aprendido a técnica da esti-
mulacgéo elétrica intracerebral, que permitia ativar
areas delimitadas do SNC, gracas a localizacao
precisa da ponta do eletrodo por meio do
estereotaxico. Esta técnica passou a ser utilizada
em numerosos estudos que descrevo a seguir.

Buscando na literatura conhecimento sobre
as bases neurais da ansiedade, deparei-me com
a teoria do psicélogo britanico Jeffrey A. Gray, pro-
pondo que a ansiedade seria gerada pela ativa-
¢do do sistema septo-hipocampal por sinais de
ameaca ou da perda de recompensa esperada
(frustracdo), gerando inibicAo comportamental.
Projecdes noradrenérgicas e serotonérgicas ao
septo-hipocampo aumentariam a atividade do sis-
tema de inibicdo comportamental e, consequen-
temente, a ansiedade. Ja pensando na possibili-
dade de estagiar em seu laboratério, concebi um
experimento baseado nesta proposta que foi exe-
cutado em colaboragcdo com Nylson Silveira. Ten-
do em vista que o sistema septo-hipocampal era
inervado por fibras serotonérgicas originarias do
nucleo mediano da rafe (NMR) mesencefalica, de-
cidimos estudar os efeitos da estimulacao elétri-
ca do NMR sobre o comportamento operante de
ratos treinados a pressionar uma barra para ob-
ter 4gua a intervalos variaveis de tempo. Este
esquema de refor¢co gera um padrdo regular de
respostas, que se sabia ser suprimido por sinais
de perigo, fendbmeno este denominado supres-
sdo condicionada. Verificamos, assim, que a esti-
mulacédo elétrica do NMR causava a mesma su-
pressdo, acompanhada de sinais neurovegetati-
vos caracteristicos de emoc¢ao, como defecacédo e
mic¢cdo. Como o NMR contém outros tipos de
neurdnios, além dos que contém 5-HT, inibimos a
sintese de 5-HT com injecdo intraperitoneal (i. p.)
de para-clorofenilalanina (PCPA), reduzindo as-
sim o0s niveis centrais da monoamina. Como a
supressao de respostas determinada pela esti-
mulacdo elétrica do NMR foi muito reduzida pela
PCPA, concluimos que o efeito supressor era me-
diado pela 5-HT. 4 Este resultado era compativel
tanto com a hipodtese de Jeffrey Gray, bem como
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com o modelo teérico de Wise et al. (1972)7, na
parte em que postula uma acdo ansiogénica da
5-HT, exercida em estruturas do cérebro anterior.

Como o mesmo modelo admite que a 5-HT
também aumenta a ansiedade na PAG, resolve-
mos, com Luiz Schenberg, testar esta hipotese
experimentalmente. J4 se sabia que a estimula-
¢ao elétrica da parte dorsal da PAG (PAGA) eliciava
comportamento de fuga e ou luta defensiva em
diferentes espécies de mamiferos estudados no
laboratoério. Admitindo que a fuga desencadeada
pela estimulagédo elétrica de PAGd do rato fosse
modelo de ansiedade, esperavamos que uma dro-
ga que bloqueia receptores da 5-HT — a cipro-
eptadina — deveria atenuar os efeitos aversivos
da estimulacédo elétrica, elevando o valor da in-
tensidade minima da corrente elétrica capaz de
desencadear a fuga. Este valor é denominado li-
miar de fuga ou limiar aversivo. Qual ndo foi nos-
sa surpresa, portanto, ao verificarmos que o in-
verso ocorria, isto é, a ciproeptadina reduzia o
limiar de fuga de modo proporcional & dose inje-
tada. '® Foi a primeira evidéncia que nos levou
futuramente a questionar o modelo de Wise e
colaboradores, no que se refere a PAG.

Um evento significativo durante este perio-
do foi a fundacdo do Laboratério de Comporta-
mento e Drogas na Faculdade de Filosofia Ciénci-
as e Letras de Ribeirdo Preto (FFCLRP), USP. Isto
se deu em colaboragdo com um docente do De-
partamento de Psicologia, Luiz M. de Oliveira, em
espaco outorgado pelo entdo diretor, o estaticista
Geraldo Duarte. Este laboratério foi o embrido do
futuro programa de pdés-graduacdo em Psicobio-
logia, sobre o qual voltaremos a falar posterior-
mente. Um trabalho relevante realizado neste
laboratério foi o primeiro estudo comportamental
com a ketamina, executado pelo mestrando
Marcus Lira Brandéo, que revelou um efeito anti-
conflito desta substancia.'® A ketamina é um anes-
tésico geral denominado dissociativo, pois o pa-
ciente continua acordado, embora com a cons-
ciéncia alterada, ndo sentindo dor, nem se recor-
dando depois do trauma cirurgico. Recentemen-
te, sua importancia cresceu, pois a ketamina esta
sendo utilizada para o tratamento da depressao
refrataria ao tratamento convencional com agen-
tes antidepressivos.
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OXFORD

No segundo semestre do ano de 1978 ini-
ciei um estagio como Professor Visitante, no la-
boratoério de Jeffrey Gray, Professor Associado do
Departamento de Psicologia Experimental da Uni-
versidade de Oxford, Inglaterra. Uma bolsa da
FAPESP deu apoio financeiro. Como projeto de
investigacdo propus a comparagao entre o efeito
da estimulacédo elétrica do NMR com o de um esti-
mulo condicionado que havia sido pareado com
um choque elétrico aplicado nas patas do rato
(CS’). As medidas usadas foram o tempo de imo-
bilidade (congelamento) e a atividade elétrica
(EEG) do cortex cerebral e do hipocampo dorsal.
Além disso, seriam avaliados os efeitos do agen-
te anticolinérgico escopolamina, do bloqueador de
receptores 5-HT metisergida, do inibidor da sin-
tese de 5-HT PCPA, bem como do benzodiazepi-
nico clordiazepo6xido e do barbitdrico amobarbital.
Os experimentos foram realizados com a colabo-
racdo da psicologa venezuelana Stela Quintero.
Em conformidade com as previsdes derivadas da
hipétese de que ativacdo do sistema serotonér-
gico do NMR mimetizaria o estado de medo condi-
cionado, verificamos que tanto o estimulo elétri-
co como o CS- evocavam congelamento, acompa-
nhado de dessincronizacdo do EEG cortical e on-
das teta de baixa frequéncia no hipocampo, o que
era interpretado como indice de ansiedade. Em
ambos os casos, o ritmo teta era bloqueado pela
escopolamina e alterado igualmente pelos agen-
tes ansioliticos clordiazep6xido e amobarbital.
Contudo, nem a metisergida, nem o PCPA bloque-
aram o ritmo teta.l” Tais resultados indicam que
o efeito da estimulacédo elétrica do NMR sobre o
EEG é mediado pela acetilcolina, ao contrario do
efeito comportamental, o qual seria dependente
da 5-HT, como demonstrado anteriormente por
Graeff e Silveira Filho (1978).%4

Havia um aspecto da teoria do sistema de
inibicho comportamental que me intrigava — a
estimulacao elétrica dessas estruturas funciona-
va como reforgco positivo, mantendo o comporta-
mento de auto-estimulacdo. Porém, sabemos que
a ansiedade é uma emocao desagradavel. Assim,
seu aspecto aversivo deveria ser gerado em ou-
tras estruturas do SNC. Com base no estudo so-
bre a estimulagédo elétrica da PAG, suspeitei ser
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esta uUltima forte candidata a desempenhar este
papel. Como consequéncia, solicitei a Jeffrey Gray
permissao para desenvolver um segundo proje-
to, sendo meu pedido generosamente atendido.
Assim, em colaboragdo com o doutorando John N.
Rawlins, verificamos o efeito da lesdo do septo
lateral, supostamente inativando o sistema de
inibicdo comportamental, com o efeito da injec¢ao,
i. p., do ansiolitico clordiazep6xido sobre o com-
portamento do rato de pressionar uma barra para
obter alimento. Esta resposta também era puni-
da pela ministragdo, logo apds sua emissao, por
um estimulo aversivo. Em um dos grupos experi-
mentais este Ultimo era representado por um cho-
que elétrico nas patas, enquanto que no outro,
por um estimulo elétrico aplicado na PAGd. Verifi-
camos, assim, que a lesédo septal tinha efeito an-
ticonflito apenas no grupo punido com choques
nas patas, enquanto o clordiazepoxido tinha o
mesmo efeito em ambos os grupos. Além disso, o
efeito anticonflito do clordiazep6xido nos animais
punidos com choque nas patas era maior do que
o da lesdo septal. Concluimos que a supressao
da resposta por punicdo — indice de ansiedade —
era devida a dois componentes, quais sejam: a
inibicdo comportamental gerada no sistema de
inibicdo comportamental aventado por Gray e a
aversdo gerada na PAGd.'® Isto nos levou a pro-
por, mais tarde, que o sistema de inibicdo com-
portamental seria o substrato neural do compo-
nente cognitivo da ansiedade, ao passo que o
componente emocional seria integrado pelo que
denominamos sistema cerebral aversivo, o qual
compreendia, além da PAGd, a amigdala e o
hipotalamo medial.

Cabem aqui algumas considerac¢des sobre
0os ganhos obtidos neste estagio. Em primeiro lu-
gar, a oportunidade de conviver com Jeffrey Gray,
que era uma figura rara e inspiradora. Tendo for-
macao behaviorista, havia abandonado a postu-
ra da “caixa preta” e se dedicado a entender como
0 cérebro organiza o comportamento. Filiou-se,
assim, a Neuropsicologia, disciplina inaugurada
pelo neurologista russo Alexander Luria, o qual
valeu-se, sobretudo, da avaliacdo de soldados da
Primeira Guerra Mundial, feridos por projéteis que
lesavam, com precisdo, estruturas cerebrais defi-
nidas. Pode, assim, estabelecer soélidas correla-
¢Oes entre lesdao e funcgdes psicoldgicas altera-
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das. Outra caracteristica rara de Jeffrey Gray era
a de ele ser capaz de elaborar teorias abrangen-
tes, utilizando dados de vérias disciplinas. Ao con-
trario da maioria dos pesquisadores, conseguia
“ver a floresta e ndo somente cada arvore”. Na
ocasido, ja estava escrevendo um livro sobre neu-
ropsicologia da ansiedade, que se tornaria um
classico na area, onde desenvolveu em profundi-
dade a teoria do sistema de inibicdo comporta-
mental.?® Além disso, um aprendizado importan-
te foi alcancado ao participar das reunifes sema-
nais onde se discutiam todos os trabalhos em
andamento no laboratdrio. Havia grande preocu-
pacao em planejar muito bem os experimentos,
destinados a testar previsdes claramente defini-
das de hipoteses de trabalho solidamente fun-
damentadas. Dessas discussdes surgiam criticas
e sugestdes valiosas e consolidava-se o espirito
de equipe.

Qutro evento significativo, em termo de fu-
turas consequéncias, foi o de conhecer o psiqui-
atra John Francis William Deakin, ou Bill Deakin,
como é normalmente chamado. Nosso primeiro
encontro ocorreu em reunido cientifica realizada
em Londres, onde apresentei o estudo sobre efei-
tos comportamentais da estimulagdo elétrica do
NMR realizado no Brasil, cujos resultados chama-
ram sua atenc¢ao. Isto porque, além da formacéao
clinica ele havia trabalhado em pesquisa basica
com animais de laboratério. Este tipo de forma-
¢ao era raro, mesmo na Inglaterra. Discuti com
ele a possibilidade de realizar estudos em seres
humanos para testar as hipdteses derivadas de
estudos em animais de laboratério, o que deu
inicio a uma frutuosa colaboragdo, como veremos
posteriormente.

O SEGUNDO RETORNO

Uma vez de volta ao Brasil, continuei a in-
vestigar a punicdo pela estimulagdo elétrica da
PAGd com o psicélogo Silvio Morato de Carvalho,
que em seu projeto de doutorado estudou o efeito
de dois antagonistas 5-HT e dois ansioliticos so-
bre o responder operante suprimido por punicdo
central, no rato. Os resultados mostraram que 0s
ansioliticos tinham efeito anticonflito, porém o
mesmo nado acontecia com 0s antagonistas 5-HT,
indicando que a supressdo de respostas por pu-
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nicdo na PAGd nao é mediada pela 5-HT, em con-
traste com o que se verifica com a puni¢cdo por
choques nas patas.?® Este resultado dava apoio
a ideia anterior da existéncia de dois sistemas
de supressédo de respostas punidas.
Simultaneamente ao desenvolvimento da
pesquisa empirica, procurei expor minha visdo
sobre o0 modo de ag¢do dos ansioliticos em um ar-
tigo de revisdo tematica, que foi publicado no
Brazilian Journal of Medical and Biological Research.
Nele propus que os ansioliticos reduzem a ansie-
dade por diminuirem o funcionamento de dois sis-
temas neuronais que integram respostas de de-
fesa: 1) o sistema septo-hipocampal somado as
aferéncias monoaminérgicas provenientes do
mesencéfalo, que gera inibicdo comportamental
em resposta a ameacas de punicdo ou frustracdo
e 2) o sistema cerebral aversivo compreendendo
a PAGd, a matéria cinzenta periventricular do
hipotalamo e a amigdala, que integra reagdes de
defesa do tipo luta ou fuga, além de gerar moti-
vagdo aversiva ou desconforto.?® O primeiro sis-
tema era o que havia sido proposto por Jeffrey
Gray, enquanto que o segundo havia sido demar-
cado por Fernandez de Molina e Robert W.
Hunsperger (1962)?2, com base nas repostas
evocadas pela estimulagcao elétrica intracerebral,
aplicada sistematicamente em diferentes regifes
do SNC, realizando um mapeamento funcional.
Vale lembrar que essa abordagem tem ori-
gem no achado seminal de Walter R. Hess, mos-
trando que a estimulacdo do hipotdlamo medial
do gato desencadeava respostas de defesa inte-
gradas e bem orientadas, com as mesmas carac-
teristicas das provocadas por ameacgas naturais,
no caso, a presenca de um cdo agressivo. 22 Tais
resultados indicam a existéncia no SNC de siste-
mas neurais pré-organizados, capazes de gerar
manifestacdes de emocgdes basicas, como o medo.
Pela magnitude desta contribuicdo cientifica, Hess
foi agraciado com o prémio Nobel, em 1949. Mais
ainda, o achado de Hess foi a primeira evidéncia
experimental substanciando a teoria elaborada por
Charles Darwin postulando que as emocdes basi-
cas — alegria, medo, ira e tristeza — tinham valor
adaptativo e, por isso, haviam sido selecionadas
naturalmente ao longo da evolucdo dos seres vi-
vos. Como consequéncia, haveria correspondén-
cia ou homologia entre suas manifestacées nas
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diferentes espécies, inclusive a humana.?* Esta-
va implicito que deveriam existir sistemas cere-
brais que coordenam as manifestacdes dessas
emocdes, conservados ao longo da evolucao.
Portanto, o substrato neural das emoc¢des basi-
cas poderia ser estudado em animais de labora-
toério, como o fez Walter Hess, sendo as conclu-
sOes extrapolaveis ao ser humano. Para a Psico-
logia e a Psiquiatria, esta proposta de Charles
Darwin tem a mesma relevancia da ideia da sele-
¢do natural para a biologia, fundamentando as
abordagens hoje denominadas Psicologia Evolu-
tiva e Psiquiatria Evolutiva.

Quanto aos neurotransmissores, um mar-
co da bhiologia molecular da época foi a elucidagao
do local de agédo dos ansioliticos benzodiazepini-
cos, que se da em receptores especificos (RBZ)
acoplados ao receptor tipo A do neurotransmissor
inibitério acido gama-aminobutirico (RGABA-A). Ao
se combinarem com o RBZ, os benzodiazepinicos
modulam positivamente o RGABA-A, intensifican-
do a acao inibitéria do GABA sobre o funciona-
mento dos neurdnios-alvo. 2526 Esta descoberta
levou-nos a explorar a funcdo do GABA na PAGd
em uma série de estudos utilizando uma técnica
que permite a microinjecdo de drogas combinada
com a estimulagado elétrica em um mesmo local do
SNC. Isto é possivel gracas ao uso de um dispo-
sitivo denominado quimitrodo, formado por um
eletrodo colado a uma canula, pela qual é intro-
duzida uma agulha de injecdo, sendo que as ex-
tremidades da agulha e do eletrodo situam-se 1
mm abaixo da ponta da canula. O teste compor-
tamental utilizado em nossos experimentos era
realizado em uma caixa de dois compartimentos
iguais, onde o rato podia desligar o estimulo pas-
sando de um lado para o outro, por isso denomi-
nada “caixa de vai-e-vem”. Com este meétodo
pode-se determinar o limiar aversivo, definido
como a menor intensidade da corrente elétrica
que elicia resposta de fuga, no caso a passagem
de um compartimento da caixa para o lado opos-
to. O primeiro estudo foi realizado por Marcus
Branddo, como requisito de sua tese de doutora-
do, tendo mostrado que a microinjecdo na PAGd
dos ansioliticos clordiazepéxido e pentobarbital,
bem como do GABA elevava o limiar aversivo. Em
direcdo oposta, a administracdo dos antagonis-
tas do RGABA-A bicuculina e picrotoxina produzi-
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am comportamento de fuga semelhante ao evo-
cado pela estimulacdo elétrica. Tais resultados
sugerem que o GABA exerce inibicdo tdnica sobre
0s neurdnios da PAGd que comandam a fuga,
sendo que o efeito antiaversivo dos ansioliticos
seria devido a intensificacdo desta funcao do
GABA. ?7

Como as facilidades da internet nao existi-
am, enviei pelo correio separatas do mencionado
artigo do Brazilian Journal aos principais laborat6-
rios que pesquisavam sobre a acdo dos ansioliti-
cos. Um deles despertou particularmente nosso
interesse, pois ha anos nele se investigavam as
funcbes comportamentais da PAG. Era o entao
denominado Centre de Neurochimie da Universi-
dade de Estrasburgo, capital da provincia france-
sa da Alséacia, o qual era dirigido pelo renomado
neurofisiologista Pierre Karli. Quando |4 cheguei
tive uma boa acolhida, pelo fato de o artigo de
revisdo que havia enviado ter sido escrutinizado
pelos docentes e pdés-graduandos. Além disso,
eles também estavam investigando o papel do
GABA na PAGd. Como consequéncia, programa-
mos um estagio de pods-doutorado para Marcus
Branddo, que deu inicio a uma longa colabora-
¢do, ndo somente com o0 nosso laboratdrio, mas
com outros centros de pesquisa brasileiros.

Cabe um parénteses para destacar a im-
portancia de elaborar conceitos teéricos e publica-
los. No nosso caso, em revista nacional que pres-
tou muitos servigcos para promover a biociéncia
brasileira, numa época em que poucos pesquisa-
dores tinham competéncia para redigir um traba-
lho cientifico em inglés. A outra, € a da colabora-
¢do internacional com centros de pesquisa mais
avancados, hoje bem mais difundida que naque-
la época, porém cuja expansdo é ainda meta a
ser atingida pelas universidades brasileiras.

Os estudos seguintes com estimulacéo elé-
trica e microinjecdo de drogas exploraram as
acOes do GABA e de aminoacidos excitatérios, que
tém efeitos opostos aos do GABA, tanto na PAG
como no hipotalamo medial, em estudos conduzi-
dos pelos pés-graduandos Elizabeth A. Audi e
Humberto Milani, que mais tarde viriam a se tor-
nar docentes na Universidade Estadual de
Maringa, Parana, por Antonio Padua Carobrez, que
fez carreira na Universidade Federal de Santa
Catarina, e por Maria Cristina Silveira. Como ilus-
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tracdo, cito um artigo de revisdo que cobre parte
dos resultados obtidos. 28

Um marco importante na dire¢cdo das nos-
sas pesquisas deu-se com a chegada de Francis-
co S. Guimarées, candidatando-se a Pos-gradua-
¢do em Farmacologia. Sendo na época coordena-
dor do programa e percebendo as qualidades do
candidato, lamentei ndo poder orienta-lo, pelo
fato de minha cota de alunos ja estar preenchi-
da. Como ele era formado em Medicina, ocorreu-
me que poderia ser orientado por um psiquiatra
e iniciar uma linha de pesquisa em seres huma-
nos. A escolha do orientador recaiu sobre Anto-
nio W. Zuardi, com quem ja havia colaborado em
estudo pioneiro, realizado na Universidade de
Campinas, onde ele foi docente antes de retornar
para a FMRP. Neste estudo haviamos empregado
uma variante do teste baseado na ansiedade de
falar em publico, no qual, em lugar da videocamara
original, a voz do participante era registrada em
um gravador de fita. 2° Como Anténio Zuardi e eu
haviamos conseguido a outorga de um quarto da
enfermaria do Hospital das Clinicas de Ribeirao
Preto (HCRP) para instalar o primeiro laboratério
de pesquisa em psiquiatria, foi consequéncia 16-
gica o projeto de doutorado de Francisco Guima-
rdes ser realizado nesse local, com o teste da
simulacdo de falar em publico (TSFP), agora com
videocamara.3° Devido ao contato com Bill Deakin,
que trabalhava com outro modelo de ansiedade
experimental humana, o condicionamento da res-
posta de condutéancia da pele (CRCP), nao foi di-
ficil que ele admitisse Francisco Guimaraes como
estagiario de pdés-doutorado na Universidade de
Manchester. Este estagio dava inicio a uma fruti-
fera colaboracéo.

Voltando a investigar o papel da 5-HT na
PAGd, a doutoranda Maria Tereza Schutz, utilizan-
do o quimitrodo e a caixa de vai-e-vem mediu 0
efeito da propria 5-HT e de um agonista 5-HT di-
reto, 5-MeODMT, sobre o limiar de fuga da esti-
mulacao elétrica da dPAG. Os resultados mostra-
ram que, tanto a 5-HT como o 5-MeODMT eleva-
vam o limiar de fuga de modo dose-dependente.
Além disso, o efeito antiaversivo de ambos agen-
tes serotonérgicos foi bloqueado pelo tratamen-
to prévio com o antagonista 5-HT ndo seletivo
metergolina, bem como com a ciproeptadina, que
bloqueia predominantemente os receptores 5-HT
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do tipo 2. Concluiu-se que a 5-HT reduz a aver-
séo na PAGd atuando sobre receptores 5-HT,.3!
Como os antagonistas 5-HT nédo eliciavam a fuga
concluiu-se que a inibicdo mediada pela 5-HT de-
veria ser fasica, em contraste com aquela exercida
pelo GABA, que, como vimos, € tdnica. Essas evi-
déncias sao particularmente significativas, porque
mostram claramente que a 5-HT exerce um papel
antiaversivo na PAGd, contrariamente ao postu-
lado pelo modelo de Wise e colaboradores, dis-
cutido anteriormente. Por tal motivo, o impacto
desta publicacdo é relativamente elevado, com
IGA = 132.

A PSICOBIOLOGIA

Uma mudanca importante nos rumos da
minha carreira foi a de prestar concurso de Pro-
fessor Titular no Departamento de Psicologia da
Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribei-
rdao Preto (FFCLRP), USP, em 1986. A meta era
viabilizar o recém-criado Programa de Pés-gradu-
acao em Psicobiologia, que carecia de massa cri-
tica e lideranca. Além dos fundadores, Lino B. De
Oliveira, Silvio M. de Carvalho, Luiz de Oliveira e
José Aparecido da Silva, agregaram-se ao grupo
Carlos Alberto B. Tomaz, vindo de um doutorado
em Dusseldorf, além de Marcus L. Brandao, que
retornou apos trabalhar como docente na Univer-
sidade Federal do Espirito Santo. Em conjunto com
Carlos Tomaz, instalamos um novo laboratério,
onde foram produzidos muitos estudos nos anos
seguintes. Esta mudanca também representou
uma inflexdo nos rumos da pesquisa, pois aban-
donei os métodos baseados no comportamento
operante e passei a utilizar o labirinto em cruz-
elevado (LCE) como modelo de ansiedade. Este
ultimo representa uma abordagem diferente da
anterior, que se fundamentava na analise expe-
rimental do comportamento behaviorista, por ba-
sear-se em conceitos etoldgicos, no caso a aver-
sdo inata de roedores por espacgos abertos e ele-
vados, onde n&do podem exercer a exploragdo por
meio do contato com as vibrissas. O aparelho é
constituido por dois bragos cercados de paredes
(fechados), perpendiculares a dois outros com as
mesmas dimensfes, desprovidos de paredes
(abertos). Quando colocados no centro do labi-
rinto, ratos e camundongos preferem explorar os
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bracos fechados, entrando neles com maior fre-
quéncia e ai permanecendo por mais tempo. Sob
o efeito de ansioliticos esta preferéncia desapa-
rece. Embora ja largamente empregado no exte-
rior, creio que foi a primeira vez que o LCE foi uti-
lizado no Brasil, tanto na pesquisa, como em au-
las praticas, onde produzia resultados consisten-
tes, demonstrando assim sua robustez. Como
sua fabricacdo é simples e de baixo custo, seu
uso difundiu-se rapidamente, o que traz uma li-
¢ado sobre o tipo de técnica a ser adotada em
paises onde o0s recursos proporcionados para a
pesquisa cientifica sdo escassos.

Dos muitos trabalhos publicados por nés com
0 LCE, destaca-se um de natureza metodoldgica,
que além das medidas espaco-temporais — per-
centagem de entradas e tempo dispendido nos
bragos abertos e fechados — acrescentou o regis-
tro de itens comportamentais, tais como compor-
tamento de avaliagdo de risco e de exploracdo da
extremidade do brago aberto, sendo as medidas
submetidas a analise fatorial. O estudo foi reali-
zado pelo doutorando Anténio Pedro M. Cruz, atu-
almente docente na Universidade de Brasilia, ten-
do grande impacto, com IGA = 781.%2 Também des-
perta atencdo (IGA = 204) o estudo realizado no
laboratério de Francisco Guimaraes revelando o
efeito ansiolitico do canabidiol no LCE.*3

Outra contribuicéo significativa foi dada pelo
doutorando Hélio Zangrossi Jr., atualmente docen-
te do Departamento de Farmacologia da FMRP.
Verificou ele que a exposicdo mais prolongada ao
labirinto revertia o fenbmeno da tolerancia a se-
gunda tentativa no LCE, descrito originalmente no
laboratério da psicofarmacologista britanica
Sandra File, em Londres. Ele consiste na perda do
efeito ansiolitico de benzodiazepinicos em animais
que haviam realizado exploracdo prévia do LCE.
Em estagio realizado no referido laboratério, Hé-
lio Zangrossi reproduziu o achado, resultando dai
uma publicacdo conjunta, com IGA = 222. 34

Cabe aqui um comentario sobre a decisdo
do poés-graduando Ricardo L. Nunes de Souza de
realizar doutorado-sanduiche na Universidade de
Zurique, Suica, trabalhando no laboratério do
psicofarmacologista Bert Siegfried, cuja linha de
pesquisa era a derrota social em camundongos.
Na época, trabalhar com camundongo era pouco
comum, devido a dificuldade para localizar estru-
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turas em um cérebro bem menor que o do rato.
Entretanto, esta escolha mostrou-se feliz, pois
atualmente o camundongo é o preferido, por se
prestar ao uso de técnicas de genética molecular
e farmacogenética. Posteriormente, Ricardo e sua
esposa e também pesquisadora Azair Canto de
Souza realizaram poés-doutorado em Leeds, Gra-
Bretanha, no laboratério de John Rogers, que
também trabalhava com a mesma espécie. Fiéis
a escolha original, eles vém dando contribuicao
expressiva ao estudo dos sistemas de defesa no
camundongo, sendo ele atualmente docente no
campus de Araraquara da Universidade Estadual
Paulista (UNESP) e ela na Universidade Federal
de Sé&o Carlos.

A relacdo entre os resultados obtidos em
animais de laboratério e a Psiquiatria iniciou-se
com outro episddio de serendipity. No ano de 1987,
fui convidado a fazer uma palestra sobre o siste-
ma cerebral aversivo no Instituo de Psiquiatria da
USP, em S&o Paulo, onde relatei a descricdo feita
pelo neurocirurgiao norte-americano Blaine S.
Nashold dos efeitos da estimulacgédo elétrica da PAG
lateral em pacientes. Foi entdo que o psiquiatra
Valentim Gentil Filho manifestou-se com a afirma-
¢ao: “Isto é um ataque de panico”. Foi a primeira
vez que se estabeleceu relacdo entre PAG e pani-
co, hoje largamente admitida. Para registrar este
acontecimento, sugeri a Valentim Gentil a redacédo
de um anexo a um capitulo de livro que estava
redigindo, sobre modelos animais de aversio.3®
Esta colocacdo levou-me a conceber um modelo
tedrico sobre o papel da 5-HT na ansiedade e no
panico no qual propus que as projecdes seroto-
nérgicas do NDR para o prosencéfalo aumentam a
ansiedade, como no modelo de Wise e colabora-
dores, enquanto que as que inervam a PAGd ini-
bem neurdnios do sistema cerebral aversivo que
estariam envolvidos no ataque de panico.3¢ Esta
organizacdo aparentemente paradoxal, foi
justificada por sua possivel vantagem adaptativa
— quando a ameaga for potencial ou distante da
presa, € melhor refrear comportamentos que des-
pertem a atencdo do predador, como a fuga. Tal
argumento baseia-se nos conceito de niveis de
ameaca elaborados por Robert e Caroline
Blanchard, que realizaram a analise etoexperimen-
tal — uma convergéncia entre as mencionadas
abordagens behaviorista e etolégica — do compor-
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tamento de defesa de roedores. 37 Segundo eles,
o primeiro nivel de defesa verifica-se quando um
predador que havia sido encontrado neste local
ndo mais esti presente, ou quando a situagdo é
nova, podendo reservar tanto recompensas como
ameacgas (conflito). A resposta de defesa verificada
nessas condi¢cfes € a exploragcdo cautelosa (risk
assessment) do ambiente. Caso o predador este-
ja presente, porém situado a distancia segura da
presa, esta emprega a segunda estratégia de
defesa, que é a imobilidade atenta — a ja mencio-
nada inibicdo comportamental ou congelamento.
Tal comportamento visa diminuir o risco de per-
cepcdo pelo predador. Finalmente, no terceiro ni-
vel de defesa o predador esta a curta distancia
ou mesmo em contato com a presa, restando a
ela fugir desabaladamente ou lutar com o preda-
dor. Tais niveis de defesa estariam relacionados a
estados emocionais distintos: ansiedade, medo e
panico, respectivamente.

O proximo passo, que hoje seria denomi-
nado translacional — relacionando pesquisa basi-
ca com aplicacdes clinicas — foi dado em colabo-
racdo com Bill Deakin. Da mesma forma que nds,
ele havia proposto que diferentes vias seroto-
nérgicas desempenham papéis distintos na re-
gulagdo das emocgdes. No caso, a via que vai do
NDR a amigdala aumentaria a ansiedade anteci-
patéria ou generalizada, enquanto a que vai do
NMR ao hipocampo dorsal promoveria a toleran-
cia ao estresse cronico, e cuja faléncia levaria a
depressao. Em viagem de Bill Deakin ao Brasil para
participar de congresso cientifico, resolvemos com-
binar as duas hipoéteses no que ficou conhecido
como a “teoria de Deakin-Graeff”. Em conversa-
¢ao, delineamos um artigo que justificaria nossa
ideias. Ao retornar a Inglaterra, ele foi convidado
por David Nutt, entdo novo editor do Journal of
Psychopharmacology, para escrever um artigo-alvo,
contendo novas ideias, que seria enviado para
comentario a alguns dos mais eminentes pesqui-
sadores da area. A publicagdo conteria os comen-
tarios, mais a réplica dos autores. Apesar de a
revista estar em fase ruim, tendo perdido a
indexacdo em bases de dados, aceitamos a ofer-
ta.®® O resultado foi muito positivo, testemunha-
do pelo alto impacto das citacbes que o artigo
tem obtido (IGA = 897). Com respeito as amea-
¢as agudas, relacionamos os niveis de defesa,
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definidos pelo casal Blanchard, com emog¢des nor-
mais e com psicopatologia, e propusemos possi-
veis estruturas cerebrais como seu substrato
neural. Especificamente, o primeiro nivel, de risco
potencial, estaria relacionado com a ansiedade e
com o transtorno de ansiedade generalizada
(TAG), tal como definido pela classificagdo do
Diagnostic Statistical Manual (DSM I111). As estrutu-
ras-chave seriam a amigdala, o hipocampo e o
cortex pré-frontal. O segundo nivel, onde o peri-
go esta distante, corresponderia ao medo e as
fobias. O substrato neural seria o hipotalamo
medial. J&, no terceiro nivel a ameaca iminente
geraria 0 pavor ou panico, e a patologia corres-
pondente seria o transtorno de péanico (TP). A
PAGd seria a estrutura-chave, cujo hiperfuncio-
namento tornaria os portadores vulneraveis a
ataques de panico espontaneos. Para as amea-
¢cas persistentes, que geram estresse cronico, a
resposta adaptativa é a de desconectar as atri-
bula¢gdes das atividades correntes, o que permi-
te uma vida quase normal. Tal capacidade de to-
lerar a adversidade cronica denomina-se resili-
éncia. Naturalmente, ha um limite variavel para
cada um e, quando este é esgotado, precipita-se
o0 transtorno afetivo denominado depressao mai-
or. Quanto aos papeéis da 5-HT, postulamos que a
via NDR-amigdala aumentaria a ansiedade e pro-
piciaria o TAG, enquanto a via NDR-PAGd inibiria o
panico. Por fim, a via NMR-hipocampo promoveria
a resiliéncia. Para explicar o efeito terapéutico dos
agentes antidepressivos inibidores da recaptacao
de 5-HT, utilizados para tratar as trés patologias,
propusemos ainda que sua administracdo croni-
ca (por trés ou mais semanas) aumentaria a fun-
¢ado da 5-HT na PAGd, refreando os ataques de
panico, bem como no hipocampo dorsal, restau-
rando a resiliéncia. Ja para o TAG, a atividade da
via NDR-amigdala seria reduzida, posto que os
receptores ansiogénicos, do tipo 5-HT, (hoje se
sabe serem do subtipo 5-HT,.) teriam seu ndme-
ro e/ou sensibilidade reduzida.

Como ja destacamos, o principal valor de
uma teoria é do estimular a pesquisa. Neste caso
o valor heuristico da teoria de Deakin-Graeff tem
sido apreciavel, pois ao longo dos anos vem sen-
do testada experimentalmente em diferentes la-
boratérios com técnicas cada vez mais sofistica-
das de biologia celular e molecular e de neuro-
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imagem funcional. A propésito, a psicobi6loga
Claudia M. Padovan organizou dois simpdsios na
USP Ribeirdo Preto para comemorar os 21 e o0s
25 anos da teoria, respectivamente. Também edi-
tou os numeros de duas revistas internacionais
que publicaram matéria apresentada nas reuni-
Oes. Destes, cito dois artigos de revisdo que jul-
go particularmente relevantes, o primeiro sobre
pesquisa pré-clinica realizada nos Estados Uni-
dos®*® e o segundo sobre investigacdo em seres
humanos.*°

Toda teoria cientifica deve se prestar ao
teste empirico de suas predi¢fes. No caso da te-
oria de Deakin-Graeff, planejamos verificagcdes em
animais de laboratdorio e em seres humanos. No
primeiro caso, decidimos criar um modelo animal
que medisse indices relacionados a ansiedade e
ao panico no mesmo animal, executando a mes-
ma tarefa motora. Partimos do LCE, obstruindo a
entrada de um dos bragos fechados com um an-
teparo, formando um labirinto com um brago fe-
chado e dois abertos, que foi denominado labi-
rinto em T-elevado (LTE). Como indice de ansie-
dade, mede-se a laténcia de saida do brago fe-
chado com as quatro patas por trés tentativas
sucessivas. Como os bracos abertos sdo aversivos
para o rato, o tempo que ele leva para sair do
braco fechado aumenta a cada tentativa, mos-
trando a aquisicdo de uma esquiva inibitoria. Para
medir o indice de péanico, o mesmo rato é coloca-
do na extremidade de um dos bragos abertos,
medindo-se a laténcia da saida do brago que o
animal realiza para se dirigir ao braco fechado,
executando assim uma resposta de fuga. Cabe
salientar, que este teste se enquadra em nova
fase dos modelos animais de psicopatologia — a
dos modelos teoricamente fundamentados — que
sdo derivados de hipoteses abrangendo tanto me-
canismos de fisiopatologia humana como os
subjacentes aos comportamentos dos animais de
laboratéorio no aparelho-teste.

Os primeiros experimentos de validagdo do
modelo foram feitos com o uso do ansiolitico
diazepam. Como esperado, ele prejudicou a aqui-
sicdo da esquiva inibitéria sem afetar a fuga. Tam-
bém prejudicou a memdria, avaliada com medida
realizada no dia seguinte, por sugestdo de Carlos
Tomaz. Os resultados foram originalmente publi-
cados no Brazilian Journal em artigo que tem ele-
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vado impacto de citagbes (IGA = 206), devido ao
sucesso ulterior do modelo.*! Os experimentos
foram executados pela pés-graduanda Milena B.
Viana, que seguiu trabalhando por muitos anos
com o LTE e é, atualmente, docente na Universi-
dade Federal de Sao Paulo (UNIFESP), campus
de Santos.

Para o teste da vertente ansiedade-panico
da teoria Deakin-Graeff, varios experimentos fo-
ram realizados em nosso laboratério com injecédo
intracerebral de agentes que estimulam ou ini-
bem o funcionamento do NDR. J& o papel do NMR
e do hipocampo dorsal na depressdo foi estuda-
do no laboratdrio de Francisco Guimarées, utili-
zando modelo de estresse por contencédo, no qual
ratos confinados por algum tempo num cilindro
mostram-se mais ansiosos no dia seguinte, quan-
do avaliados no LCE. Finalmente, para testes em
seres humanos foram utilizados os ja menciona-
dos modelos experimentais: o TSFP como modelo
de péanico e o CRCP como modelo de ansiedade.
Os experimentos com este ultimo foram conduzi-
dos por Francisco Guimarades no laboratério de
Bill Deakin, enquanto os que utilizaram o TSFP
foram realizados no HCRP pelo psiquiatra e en-
tdo doutorando Luiz Alberto Hetem. O efeitos de
agentes que modificam a neurotransmissao se-
rotonérgica foram medidos em ambos os mode-
los. O conjunto dos resultados obtidos foi com-
pativel com as predi¢cSes da teoria de Deakin-
Graeff, tendo sido publicados em artigo que atin-
ge alto impacto de citagdes, com IGA = 944.42

Outros testes farmacolégicos da teoria fo-
ram realizados durante este periodo, como rela-
tado em artigo de revisdo.*® Entretanto, para
aprofundar sua validagcdo acrescentamos méto-
dos ndo farmacolégicos. Um deles foi de nature-
za neuroquimica — a microdialise intracerebral.
Para realiza-la, cAnulas com membranas semiper-
meaveis na extremidade s&o localizadas no SNC
pelo método estereotaxico e perfundidas com
solugao fisiolégica, da qual podem ser colhidas e
dosadas substancias ativas. Para o aprendizado
da técnica, Milena Viana realizou estagio no la-
boratério de Peter A. Loschmann, docente da Uni-
versidade de Tubingen, Alemanha. L4 demons-
trou que a estimulacdo do NDR com microinjecdo
de &acido kainico liberava 5-HT no espago extra-
celular, tanto na amigdala como na PAGd, como

101



Graeff FG.

previsto pela nossa teoria.** O outro foi de natu-
reza molecular, denominado c-fos, que designa
um oncogene. Com ele, verifica-se que o nucleo
de neurbnios ativados fica marcado pela protei-
na Fos, detectada por método imunoquimico.
Pode-se assim mapear as estruturas nervosas
ativadas por determinadas condi¢cfes. Para apren-
dizado do método, Maria Cristina Silveira estagiou
no laboratério de Guy Sandner, em Estrasburgo,
onde realizou varios estudos mostrando que as
varias estruturas do sistema cerebral de defesa
sdo ativadas por diferentes condi¢cdes de estres-
se (ver, e. g., Siveira et al., 1995).°> De volta ao
Brasil, realizou no laboratério de Hélio Zangrossi,
importante validacdo do LTE, ao mostrar que as
tarefas de esquiva inibitéria e de fuga, realiza-
das isoladamente, geravam um padrdo diferenci-
al de ativagdo das estruturas cerebrais de defe-
sa. Em particular, a amigdala era ativada pela
esquiva, enquanto que a PAGd era ativada pela
fuga, o que da suporte a ideia de que a primeira
tarefa relaciona-se com a ansiedade e a segun-
da com o panico.*® Assinale-se que este estudo
contou com a colaboragdo do pesquisador uru-
guaio Rodolfo Silveira, entdo professor-visitante
na FFCLRP. De modo mais amplo, este paragrafo
mostra a importancia da colaboragao internacio-
nal na aquisicdo e implantacdo de novas técnicas
de investigacao.

No ultimo periodo em que atuei na Psico-
biologia, montei um novo laboratério, com maior
espacgo e recursos técnicos, em colaboracdo com
Marcus Branddo, que permaneceu em sua dire-
¢ao ap6s minha saida, em 1998, até 2017. Entre
as numerosas contribuicdes de Marcus Brandao
ao estudo dos mecanismos de defesa, destaco
duas: A primeira foi a demonstragcdo do papel do
coliculo inferior na defesa proximal, como relata-
do, entre outros, em artigo de revisdo.*” A se-
gunda refere-se a distingdo entre o congelamen-
to produzido pelo medo (defesa distal) e a imobi-
lidade determinada pela estimulacdo elétrica da
PAGd, caracteristica da defesa proximal.*® Quan-
to a esta ultima, cabe um parénteses que ilustra
a importancia da neurociéncia comportamental
para a vida diaria. Gragas a informacgao veiculada
por Regina Nogueira a juristas influentes em
Brasilia, ha disposicdo para rever a interpretagéo
do significado da imobilidade apresentada por
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cerca de 30% das vitimas de estupro, que tem
sido erroneamente considerada como falta de
resisténcia e aceitacéo.

A PSIQUIATRIA

Apo6s um intervalo de dois anos de dedica-
dos a tarefas didaticas, passei a atuar na Poés-
graduacdo em Saude Mental do atual Departa-
mento de Neurociéncias e Comportamento da
FMRP, entre os anos de 2000 e 2010, para pro-
mover a reestruturacdo do Programa. Como
consequéncia, a atividade de pesquisa voltou-se
para o ser humano. Uma vertente dela foram ex-
perimentos com o TSFP realizados em pacientes
de panico, iniciados pelo estudo que fundamen-
tou a tese de doutorado da psiquiatra Cristina
Marta Del Ben. (Del-Ben et al., 2001),%° a qual veio
a se tornar docente do mesmo Departamento.
Seus resultados mostraram que os pacientes de
panico apresentavam alto nivel de ansiedade
generalizada antes do teste, porém reagiam muito
pouco ao desafio de falar diante da camera de
televiséo. Este perfil foi considerado semelhante
ao de voluntarios sadios que haviam ingerido o
antagonista 5-HT néo seletivo metergolina, como
relatado no mencionado estudo realizado com
gravador de som.?° Isto levou Cristina Del-Ben a
sugerir que o0s pacientes de panico poderiam so-
frer de um déficit de 5-HT nas vias que inibem
ataques de panico, provavelmente localizadas na
PAGd. Esta hipo6tese fisiopatogénica foi depois
explorada em animais de laboratério, como vere-
mos ulteriormente, tendo recebido consideravel
apoio experimental.

Estudos subsequentes com o teste de TSFP
foram conduzidos pelos pds-graduandos Cibele
Garcia-Leal e Alexandre C. Parente, cujos resul-
tados, somados a evidéncias anteriores, foram
analisados em artigo de revisdo.®° Além de se-
rem compativeis com a teoria de Deakin-Graeff
sobre o papel da 5-HT na ansiedade e no panico,
os ultimos estudos evidenciam que o TSFP néao
ativa o eixo hormonal de estresse — hipotalamo-
hipofise-adrenal (HPA). Isto valida o TSFP como
modelo de péanico, pois ha evidéncias mostrando
que o ataque de péanico natural ou provocado por
agentes panicogénicos também néo o faz.5! Sali-
ente-se, alias, que a estimulagédo elétrica da PAGd
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igualmente ndo aciona o eixo HPA, como demons-
trado no laboratério de Luiz Schenberg.5?

O fato de experiéncia tao estressante quan-
to um ataque de panico néo liberar corticoides
pode parecer paradoxal. Entretanto, esta expec-
tativa deriva do conceito classico da “sindrome
geral de adaptacédo”, que se supde ser a mesma
para qualquer tipo de estresse. Entretanto, o que
ocorre na realidade sao respostas adaptativas
especificas para diferentes ameacas a homeos-
tase. No caso do pénico, que requer respostas
como fuga ou luta, ndo faz sentido liberar hormoé-
nios que aumentem o consumo de energia. O
mesmo se da no estresse causado por frio inten-
so. Para uma discussdo do tema ver Graeff e
Zangrossi (2010).53

Outra vertente refere-se a questdo de se
as estratégias de defesa — definidas a partir de
estudos em animais de laboratério ou da obser-
vagao sistematica do seu comportamento em con-
dicbes naturais — podem, de fato, ser extrapola-
das para o ser humano. Claro que este é o pres-
suposto basico da perspectiva evolutiva. Porém,
poucos estudos procuram valida-la empiricamente.
Um deles foi conduzido por Caroline Blanchard,
no Havai, em colaboracdo com psicélogos, no qual
se utilizaram cenéarios em que variavam as condi-
¢des de intensidade, proximidade e possibilida-
de de fuga de situagbes de ameaca, requerendo-
se dos participantes que respondessem a per-
guntas de um questionario sobre o que fariam
em cada uma dessa circunstancias.>® Com base
nos resultados obtidos, os autores concluiram
haver alto grau de correspondéncia entre tais res-
postas e os padrbdes de defesa verificados nos
outros animais. Como nesse tipo de pesquisa &
importante avaliar-se o peso de fatores psicos-
sociais, devem ser realizadas investigagcdes em
condi¢des socioculturais diferentes da original.
Assim sendo, resolvemos reproduzir o estudo em
Ribeirdo Preto, ndo sem antes realizar a valida-
¢do da traducdo do questionario de medo origi-
nal. O estudo foi conduzido pela pés-graduanda
Rosana Shuhama, sob orientacdo de Cristina Del-
Ben. Com poucas exceg¢fes, que podem ser atri-
buidas a diferencas culturais, os resultados obti-
dos apoiaram as conclus6es do primeiro estudo.
55 Como reprodugdes adicionais desta pesquisa
em diferentes paises chegaram a mesma conclu-
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sdo, podemos admitir que se trata de fenémeno
transcultural, fundamentando na biologia, como
sup6s originalmente Charles Darwin. A razao mais
provéavel desta coincidéncia é a conservagao ao
longo da arvore evolutiva da organizagdo cere-
bral que organiza as reagdes defesa. Como vere-
mos abaixo, isto que tem sido comprovado por
estudos de neuroimagem.

Os estudos com neuroimagem foram intro-
duzidos na pesquisa em Psiquiatria no HCRP por
Cristina Del-Ben, apo6s treinamento realizado no
Departamento de Psiquiatria da Universidade de
Manchester, dirigido por Bill Deakin. Durante este
estagio, ela participou de pesquisas envolvendo
o0 reconhecimento de faces emocionais associado
a imagens de ressonancia magnética funcional
(IRMf), combinado com o efeito de drogas sero-
tonérgicas. Continuando esta linha de pesquisa
em Ribeirdo Preto, foi realizado um estudo sobre
o efeito do inibidor seletivo de recaptacdo de 5-
HT, escitalopram, verificando-se que a droga faci-
litava o reconhecimento de faces expressando
tristeza e inibia o reconhecimento daquelas ex-
pressando felicidade, porém apenas em volunta-
rios do sexo masculino.>® Além de destacarem o
papel da 5-HT na modulagcdo do reconhecimento
de faces emocionais. (ver Del-Ben et al., 2008),5"
estes resultados mostram a influéncia do género
neste fendbmeno.

Esta ultima questao foi explorada em estu-
do ulterior, conduzido pelo psiquiatra Vinicius G.
Guapo, cujos resultados mostraram que a acura-
cia em reconhecer determinadas emocdes varia
com a fase do ciclo menstrual e, em particular, des-
tacaram a importancia dos estréogenos no reconhe-
cimento de emocgdes negativas, como tristeza, ira
e medo.%® Devido ao controle rigoroso das fases
do ciclo hormonal, este estudo d& uma contribui-
c¢ao significativa ao conhecimento do dimorfismo
sexual e tem tido impacto significativo (IGA = 84).

Outro estudo com reconhecimento de fa-
ces emocionais e IRMf avaliou o efeito do ansiolitico
diazepam, mostrando que a droga afetou dife-
rencialmente o processamento do reconhecimento
de faces expressando diferentes emocgfes aver-
sivas, além de salientar o papel da amigdala e da
insula na acéo ansiolitica do benzodiazepinico.%®

A importancia da insula também foi atesta-
da por estudo morfolégico de ressonancia mag-
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nética, conduzido no HCRP pelo doutorando
Ricardo R. Uchida, cuja andlise dos dados foi rea-
lizada no laboratério de Geraldo F. Busatto, na
Faculdade de Medicina da USP, Sdo Paulo. ¢ Nele
foi empregado o método da morfometria baseada
no voxel para acessar o volume de matéria cin-
zenta em diferentes estruturas do SNC em paci-
entes de péanico, comparados com voluntarios sa-
dios. Encontrou-se aumento relativo de matéria
cinzenta na insula esquerda desses pacientes.
Outras estruturas igualmente afetadas foram o
giro temporal superior esquerdo, o mesencéfalo e
a ponte, enquanto que diminuicdo da matéria cin-
zenta foi encontrada no cértex cingulado anterior
direito. Os achados foram interpretados em rela-
¢ao a fisiopatologia do transtorno de panico. As-
sim, 0os aumentos encontrados no tronco cerebral,
onde se encontra a PAG, estariam associados a
maior vulnerabilidade a ataques de péanico, en-
quanto os referentes a insula e ao cingulo anteri-
or foram associados a avaliacdo distorcida de es-
timulos interoceptivos, verificada nos pacientes de
panico. O impacto desta contribuicdo tem sido
apreciavel (IGA = 130).

Mesmo ap6s meu desligamento da Progra-
ma de Pdés-graduacdo em Saude Mental, conti-
nuei a colaborar com o grupo de pesquisa dirigi-
do por Cristina Del-Ben, dai resultando, entre
outros, um estudo que merece destaque por se
referir a um tema central deste artigo que é a
organizacéo cerebral do sistema de defesa. Como
antecedente, é necessario descrever sucintamen-
te o estudo com IRMf realizado por Dean Mobbs,
no qual voluntarios sadios eram instruidos a mo-
vimentar um tridngulo (presa virtual) num labirin-
to apresentado numa tela para evitar que um cir-
culo (predador virtual) o alcangcasse. Um progra-
ma de computador instruia o circulo a perseguir e
capturar o tridngulo. Quando isto acontecia, 0
participante recebia choques elétricos nos dedos
da mé&o. O principal achado foi a demonstracéao
de que ativacao localizava-se no cortex pré-fron-
tal medial quando o circulo estava longe do trian-
gulo, tipificando uma situacdo de ameaga poten-
cial ou distal. A medida que o circulo se aproxima-
va do tridngulo, a ativacdo deslocava-se para a
PAG. 61 A importancia desses resultados é dificil
de ser exagerada, pois foi a primeira demonstra-
¢ao de estruturas cerebrais envolvidas na defe-
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sa em seres humanos. Validaram, ainda, a extra-
polacdo de resultados obtidos em animais de la-
boratério para nossa espécie, fundamentando a
perspectiva original de Charles Darwin. Finalmen-
te, os autores relacionaram a defesa potencial
ou distal com a ansiedade e a proximal com pani-
co, na esteira da teoria de Deakin-Graeff. Era uma
estratégia complementar e mais direta do aquela
empregada por Caroline Blanchard com o uso dos
cenéarios de ameaca do mencionado questionério
de medo. Por tal razdao, ocorreu-me a ideia de
realizar um estudo combinando as duas aborda-
gens. A principal investigadora foi a entdo pos-
doutoranda Rosana Shuhama, sob a supervisao
de Cristina Del-Ben. Em sintese, voluntarios sadi-
os foram colocados no interior de uma maquina
de ressonancia magnética e, em lugar de ler a
descrigdo dos cenarios, ouviam o relato dos mes-
mos gravados por um locutor. Os participantes
eram instruidos a imaginar a situagdo o mais vivi-
damente possivel, como se estivessem nela. A
escolha dos cenarios recaiu em dois extremos do
referido questionario de medo — o mais distal e o
mais proximal. No primeiro caso, era ouvir um rui-
do suspeito proximo a janela do quarto, a noite.
No segundo, a entrada em elevador de um ata-
cante portando uma faca na mao, obstruindo a
porta. Para realizar as subtracdes necessarias
para medida da IRMf, adicionaram-se dois cena-
rios, um prazeroso — andar em uma praia, e outro
neutro — agendar uma reunido por telefone. Os
resultados com escalas de avaliacdo psicométrica
mostraram que o0s cenarios de ameacga, tanto o
iminente como o potencial, aumentaram o senti-
mento e os sintomas corporais de desconforto.
As imagens de ressonancia funcional mostraram
ativacdo do cortex pré-frontal ventromedial pela
ameaca potencial e da PAG pela ameacga iminen-
te, em surpreendente concordancia com os rela-
tados por Dean Mobbs e colaboradores (2007)5%7,
usando ameacas virtuais.®? Pode-se dizer, tam-
bém, que tais resultados validam o questionario
de medo elaborado por Caroline Blanchard e co-
laboradores (2001).%* Mais importante, salientam
0 uso da imaginagcdo como recurso de investiga-
¢ao associado a imagens funcionais do cérebro,
cujas vantagens sdo varias: De natureza prati-
ca, pois dispensa equipamentos dispendiosos que
podem interferir no campo magnético; de nature-
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za ética, poupando os voluntarios de dor e ou-
tros desconfortos. Sem esquecer que chama a
atencdo para as peculiaridades do ser humano,
que permitem delineamentos experimentais dife-
rentes dos empregados em outras espécies, 0
que nem sempre € lembrado por investigadores
treinados em pesquisa animal.

Antes de passar a proxima secdo, devo
assinalar que durante este periodo uma ex-ori-
entada desenvolveu uma linha de pesquisa em
seu laboratério, na UNESP, campus de Assis, es-
tudando a participacdo do NMR e do hipocampo
dorsal na defesa, utilizando o LTE e contando com
a colaboracdo de Hélio Zangrossi. As principais
conclusbes a que levaram os resultados obtidos
é a de que o NMR participa da regulacéo da defe-
sa potencial (ansiedade), mas ndo da defesa
proximal (panico), lembrando que o NDR que par-
ticipa de ambas. Indicam, ainda, que a ativagao
da via serotonérgica que nasce no NMR e inerva
o0 hipocampo dorsal aumenta a ansiedade, mas
nao afeta o panico. Estes resultados resgatam o
papel do hipocampo dorsal na ansiedade, postu-
lado por Jeffrey Gray, que tem sido relegado a
segundo plano pela énfase (justificada) nos
papeis do hipocampo na memodria e na resiliéncia
ao estresse. Por isso, dedicamos a ele o artigo
de revisdo que redigimos para sintetizar esses
resultados e reavaliar o papel do NMR e do hipo-
campo dorsal na ansiedade.®®

DE VOLTA AOS MODELOS ANIMAIS

O retorno aos modelos animais iniciou-se
por mais um episédio de serendipity. Participando
de um simpdsio na Universidade Estadual de
Maringa, Parana, assisti a apresentacdo de
Elisabeth Audi, onde ela apresentou resultados
iniciais obtidos por sua orientada Camila Roncon,
mostrando que o pré-tratamento, i. p., com o an-
tagonista ndo seletivo de receptores opioides
naloxona bloqueia o efeito antifuga (panicolitico)
da administracdo crdnica de fluoxetina, medido
no LTE. Como a fluoxetina ndo se liga diretamen-
te a receptores opioides, suspeitei haver uma
interacdo entre receptores 5-HT e opioides
enddégenos, que seria relevante tanto do ponto
de vista terapéutico como fisiopatoldgico (ver
abaixo). Iniciou-se assim uma colaboracéo para
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explorar este tema, que envolveu a fundamental
participacdo de Hélio Zangrossi Jr.

O primeiro estudo aprofundou a investiga-
¢ao sobre a fluoxetina. Lembrando que evidénci-
as anteriores haviam mostrado que o efeito anti-
fuga da fluoxetina crbénica era mediado por recep-
tores 5-HT,, (R5HT1A) localizados na PAGd ,%* o
préximo passo foi verificar se a injecédo intra-PAGd
de naloxona era capaz de antagonizar este efeito
da fluoxetina, o que de fato ocorreu. Portanto,
opioides endégenos na PAGd parecem participar
da acao panicolitica do antidepressivo. Resulta-
dos adicionais mostraram que a naloxona bloqueia
os efeitos da 5-HT, tendo sido ambas injetadas na
PAGd, o que sugere que a 5-HT interage com opi-
oides locais para atenuar a defesa proximal e,
supostamente, ataques de panico.%® Resultados
de estudos ulteriores utilizando agonistas e an-
tagonistas seletivos de receptores da 5-HT e opi-
oides, que nao cabe aqui descrever em detalhe,
apontam para uma interacdo cooperativa entre o
R5HT1A e o receptor Mu-opioide (RMO) resultan-
do em acgéo sinérgica entre os agonistas de am-
bos receptores. Uma revisdo recente abrange es-
tes resultados, bem como discute as implicagcbes
tedricas e praticas dos mesmos.%¢

Quanto as implicacbes tedricas, propuse-
mos que a existéncia de uma interacdo coopera-
tiva entre a 5-HT e os opioides na PAGd permite
reconciliar as duas principais teorias neuroquimi-
cas da vulnerabilidade dos pacientes de péanico
aos ataques de panico — a serotonérgica e a opi-
oidérgica.®%6” A primeira ja foi mencionada ante-
riormente a respeito do trabalho de Cristina Del-
Ben com o TSFP em pacientes de péanico, quando
ela sugeriu que estes uUltimos poderiam apresen-
tar um déficit de 5-HT nas vias que inibem ata-
ques de péanico. Esta hipodtese foi fortalecida por
evidéncias pré-clinicas obtidas por Johnson e co-
laboradores® em ratos tornados vulneraveis a
manifestacbes comportamentais e fisiolégicas
semelhantes ao ataque de panico pela diminui-
¢ao prolongada do tono GABAérgico no hipotéala-
mo. Esses autores verificaram que tais animais
apresentam reducdo do funcionamento de um
subgrupo de neurbénios do NDR que envia proje-
¢cOes dorsais para a PAGd, onde exercem acao
inibitéria sobre as reacfes comportamentais da
defesa proximal, bem como proje¢des ventrais
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para nucleos do bulbo ventral que regulam o sis-
tema simpatico periférico, inibindo assim as ma-
nifestacfes neurovegetativas da reacdo de de-
fesa. Com base nessas evidéncias, propuseram
que pacientes de panico apresentariam um défi-
cit de funcionamento deste sistema neuronal se-
rotonérgico, tornando-se mais vulneraveis a ocor-
réncia de ataques de panico espontaneos.

Ja4 a hipotese opioide baseia-se nos traba-
lhos e ideias do eminente psiquiatra norte-ameri-
cano Donald Klein, o qual, vale lembrar, foi o des-
cobridor do tratamento farmacolégico do transtor-
no de panico com antidepressivos, fato este que
levou ao reconhecimento deste transtorno como
diferente da ansiedade generalizada na classifi-
cacao dos transtornos psiquiatricos. Observando
que havia comorbidade entre transtorno de péani-
co e disfuncgdes respiratorias, além de semelhan-
¢as entre as manifestacbes do ataque de panico
e a sufocacdo, Donald Klein havia proposto que
pacientes de panico teriam um alarme de
sufocacdo supersensivel.®® Mais recentemente, ele
e seu colaborador Maurice Preter estenderam a
teoria da sufocacdo para abranger outro fator de
vulnerabilidade, este de natureza psicossocial, que
é a ansiedade de separa¢ado na infancia. Como se
sabe que tanto a respiracdo como o vinculo ma-
terno-infantil sdo modulados por opioides
enddgenos, Preter e Klein (2008)7° sugeriram que
uma falha no sistema opioide que normalmente
refreia ataques de panico estaria na raiz da
vulnerabilidade apresentada pelos pacientes. Em
teste clinico da teoria, mostraram que a adminis-
tracdo do antagonista opioide naloxona tornava
individuos sadios suscetiveis a ataques de panico
provocados pela injecao de lactato de soédio, tal
como ocorre com 0s pacientes de panico.

Muitos dos achados de Donald Klein foram
reproduzidos por experimentos realizados com o
modelo animal de péanico da estimulacdo elétrica
da PAGd no laboratério de Luiz Schenberg — um
exemplo marcante de pesquisa translacional. Para
assinalar este fato e a possivel reconciliagdo das
hipéteses serotonérgica e opioidérgica proporcio-
nado pelos achados referentes a interacdo 5-HT-
opioides na PAGd, Luiz Schenberg organizou um
simpdsio em Vitéria, Espirito Santo, ocorrido entre
16 e 18 de novembro de 2012, que contou com a
honrosa presenca de Donald Klein. Os anais des-
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te simpdsio, intitulado “Ist World Symposium on
Translational Models of Panic Disorder” foram por ele
editados e publicados em 2014 no periédico
Neuroscience and Biobehavioral Reviews, volume 46
Pt 3. Nele se encontram artigos relevantes para
compreensdo mais aprofundada dos temas aqui
discutidos.

Quanto a possiveis aplicagdes, trata-se do
tratamento farmacolégico do transtorno de péani-
co e, possivelmente da depressdo. Apesar da efi-
cacia, os antidepressivos tém limitacbes — demo-
ram pelo menos trés semanas para comecar a atu-
ar, provocam efeitos colaterais indesejaveis e,
sobretudo, ha cerca de 30% dos pacientes que
ndo respondem ao tratamento. Por isso, novas
alternativas ou associacbes tém sido buscadas.
Ja mencionamos, por exemplo, o uso da ketamina
para tratamento da depressao resistente. Nos-
sos resultados com modelos animais de panico
indicam que eles atuam via R5SHT1A na dPAG e que
estes interagem cooperativamente com o RMO.
Portanto, é de se esperar que a adicdo de um
opioide potencialize o efeito dos antidepressivos.
Com efeito, verificou-se que a injecdo de doses
sub-eficazes de um agonista RMO seletivo na dPAG
acelera o efeito antifuga da fluoxetina crénica, que
ja aparece aos 7 dias de injecao diaria, em lugar
dos 21, verificados no grupo controle.”! Este acha-
do encoraja a investigacao clinica para verificar se
a adicdo de opioides exégenos é capaz de acele-
rar a acdo dos antidepressivos, e mesmo tornar
sensiveis pacientes resistentes. Contudo, ha 6bi-
ces evidentes ao uso dessas drogas, tipificadas
pela morfina, devido a efeitos colaterais, como
depressdo respiratoria, constipacdo e, principal-
mente, ao elevado potencial de abuso, com de-
senvolvimento de tolerancia, dependéncia psico-
légica e fisiolégica. No entanto, ha alternativas que
podem ser exploradas. Uma delas refere-se ao
tramadol, medicamento em uso para o tratamen-
to da dor. Embora tenha potencial de abuso em
altas doses, este € menor do que o da morfina ou
da oxicodona, a ponto de ser comercializado sem
necessidade de receituario especial. O tramadol
combina acdo agonista fraca sobre o RMO com ini-
bicdo da recaptacdo da 5-HT e da noradrenalina.
Nao é surpresa, portanto, que tenha mostrado
efeito do tipo antidepressivo em modelos animais’?
e em relatos de casos clinicos de depressao re-
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sistente a antidepressivos,’® depressdo com for-
te tendéncia suicida’ ou associada a perda soci-
al.”® Estes altimos resultados levam a pensar que
talvez os mecanismos que estamos identificando
na dPAG — a cooperacédo entre o R5HT1A e RMO —
possam estar presentes em sistemas neuronais
envolvidos na depressdo. Isto aumentaria muito
sua importancia clinica, dado que o impacto
psicossocial e econédmico da depressdo é bem
maior do que o do panico, ao mesmo tempo que
encoraja a investigacdo de tal possibilidade em
ensaios clinicos controlados.

Outra possibilidade é o uso de antagonis-
tas do receptor opioide Kappa (RKO), como a bu-
prenorfina, que também se encontra em uso para
0 manejo da dependéncia a opioides. A estimula-
¢do do RKO tem efeitos opostos a do RMO e, se-
gundo nossos resultados com modelos animais
de panico, interage negativamente com o
R5HT1A.7® Também este mecanismo pode estar
presente no substrato neuronal da depressao,
pois foi relatado que baixas doses de buprenorfi-
na atenuam marcadamente a ideacdo suicida em
pacientes deprimidos.””

Um terceira opgéo € a dos derivados da opi-
orfina. Esta substancia é um pentapeptideo, en-
contrado originalmente na saliva humana, que ini-
be duas enzimas degradantes de peptideos de
curta cadeia de aminoéacidos. Por isso estes sao
chamado oligopeptideos, e as enzimas cababoli-
zantes, oligopeptidases. Entre os primeiros estao
0s opioides enddgenos denominados encefalinas.
Como resultado da inibicdo das oligopeptidases
pela opiorfina, acredita-se que aumentem o0s ni-
veis extracelulares de encefalina e, consequente-
mente, seja intensificada sua agdo sobre recep-
tores opioides onde elas se ligam, respectivamen-
te 0 Mu e o Delta. Desta forma, a opiorfina estimu-
laria tais receptores indiretamente, ao contrario
dos agonistas opioides diretos, como a morfina.
Com isto, é possivel que tenham menos inconve-
nientes. De fato, resultados em modelos animais
tém mostrado que a opiorfina exerce ponderavel
acdo analgésica, sem contudo haver toleréncia ao
uso repetido, nem indicios de desenvolvimento de
dependéncia (ver, e. g., Thanawala et al., 2008).78
O inconveniente da opiorfina para uso clinico é o
de ser rapidamente inativada quando ministrada
por via oral. Contudo analogos resistentes a esta
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inativacdo ja foram desenvolvidos e estdo sendo
testados em ensaios clinicos.

Como se poderia prever, a opiorfina teve
efeito do tipo panicolitico no LTE e no teste da
estimulacdo elétrica da dPAG, quando injetada no
interior desta estrutura, o qual foi bloqueado por
um antagonista RMO seletivo.”® Contudo, resulta-
dos ulteriores questionam o mecanismo de acao
através das encefalinas, pelo menos exclusiva-
mente. Isto porque o efeito antifuga da opiorfina
ndo foi afetado por um antagonista seletivo do
R5HT1A, e foi blogueado por um antagonista do
receptor da BK (bradicinina) do tipo B,.% Isto nédo
€ tao surpreendente, pois a BK é um nonapeptideo
suscetivel & acdo proteolitica das mesmas oligo-
peptidases que degradam as encefalinas. Além dis-
so, sua injecdo intra-PAGd determina efeito anti-
fuga bloqueado tanto por um antagonista do re-
ceptor B, como por um antagonista do RMO.8! Além
disso, 0 mesmo estudo mostrou que a inibicdo da
inativacao enzimética da BK pelo agente anti-
hipertensivo captopril (também inibidor da conver-
tase da angiotensina) determinou efeito antifuga
no modelo da estimulagdo elétrica da PAGd. Este
resultado € muito significativo, porque sinaliza a
presenca de BK endégena na PAGd, a qual pode-
ria estar atuando fisiologicamente como modulador
da reacdo de defesa proximal e, supostamente,
de ataques de pénico. O uso de agentes que afe-
tam a BK, como o captopril, seria outra avenida a
ser explorada para o desenvolvimento de novos
medicamentos panicoliticos.

Assim, termino esse relato voltando as ori-
gens — as pesquisas realizadas no inicio da car-
reira sobre os efeitos comportamentais da BK,
Uunico neurotransmissor até agora descoberto no
Brasil.

CONSIDERACOES FINAIS

Em primeiro lugar, quero assinalar que a
abordagem escolhida padece de limitacdes. Ao
seguir os rumos de minha carreira cientifica, mos-
trei uma estrada estreita, que percorre o vasto
territério da neurociéncia comportamental. Mes-
mo considerando apenas o tema central — neuro-
transmissores que modulam reacfes de defesa,
deixamos de abordar ou apenas mencionamos
importantes atores, como 0s aminoacidos excita-
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térios e os chamados neurotransmissores atipicos
— o6xido nitrico e canabinoides —, que inclusive sdo
estudados por alguns dos nossos colaboradores,
como Francisco Guimaraes, Antonio Zuardi e An-
tonio Padua Carobrez. Igualmente, vastas areas
do conhecimento de fundamental importancia,
como a memodria e as deméncias foram omitidas.
Também néo foi devidamente enfatizada a contri-
buicdo de estudos neuroanatbmicos, que descre-
vem conexdes entre grupos neuronais situados
em diferentes estruturas cerebrais formando os
circuitos e redes neurais que regulam as reagfes
de defesa. Em particular, os estudos conduzidos
pelo grupo liderado por Newton Canteras mos-
traram que respostas inatas ou aprendidas a di-
ferentes ameacas — predatéria, de membros da
mesma espécie ou sinalizadas por estimulos inte-
roceptivos e dolorosos — sdo processadas por cir-
cuitos independentes, envolvendo areas cortico-
limbicas (amigdala, hipocampo e cortices pré-fron-
tal e da insula), hipotalamicas e do tronco cere-
bral. Em revisao recente, Canteras e eu reunimos
evidéncias neuroanatdomicas e farmacoldgicas que
convergem para salientar o papel critico da PAG e
do hipotalamo na geracdo de ataques de panico
e nos mecanismos de acdo das medicacdes
antipanico atualmente em uso.8? Faltaram ainda
as abordagens da neuroquimica, genética ou bio-
logia molecular — hibridizacdo in situ, animais knot
out, optogenética e farmacogenética — que sao
temas fronteiricos na atualidade. Sem falar nas
simulacdes computacionais, nas redes neurais e
na robdtica cognitiva e afetiva. Desta forma, este
artigo ndo tem a menor pretensdo de apresentar
0 estado da arte da area.

No entanto, espero que o material apresen-
tado, permita ao leitor algumas reflexdes gerais
sobre o fazer cientifico, que naturalmente deve-
rdo variar conforme sua perspectiva e experién-
cia. Fazendo aqui as minhas, tenho a dizer que o
progresso da ciéncia parece depender de avan-
¢os em dois niveis, o conceitual e o técnico. Inici-
ando por este ultimo, vimos como a introdugdo de
novos instrumentos pode permitir a exploracdo de
novos temas. Por exemplo, a neuroimagem funci-
onal permite estabelecer correlacbes entre esta-
dos subjetivos e ativacdo de estruturas cerebrais,
elevando a outro patamar a Neuropsicologia. No
campo conceitual, acompanhamos a evolucédo de
visBes reducionistas do comportamento, como o
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Behaviorismo Radical, para a Analise Etoexperi-
mental, a Neurociéncia Cognitiva, a Neurociéncia
Afetiva, cada vez mais interdisciplinares. Como é
impossivel que um mesmo investigador domine
técnicas de varias disciplinas, formam-se redes de
pesquisa, a mais das vezes internacionais, para
estudar um assunto. Com isto, tem se verificado a
autoria cada vez mais numerosa de publicacfes.
Porém, cabe assinalar que ao lado do saldo posi-
tivo desta colaboragéo, ha mais dificuldade de con-
trole, com vulnerabilidade a falhas intencionais ou
ndo. Isto explica o crescente niumero de retrata-
¢Oes e denlncias de mas praticas na ciéncia que
tém se verificado.

Em ambito ainda mais geral, a sequéncia
de estudos que apresentei ilustram um modo
classico de pesquisa teoricamente embasada.
Nele, os dados conhecidos s&o interpretados,
gerando hipdoteses, que devem fazer predigcdes
verificaveis experimentalmente. Se os resultados
dos testes forem compativeis com essas predi-
¢des, a hipotese continua de pé, até que novas
evidéncias a contradigam, o que leva a modifica-
¢des ou mesmo ao abandono da hipotese origi-
nal. Apesar da fertilidade desta abordagem ao
longo de muitos anos, recentemente a mesma
vem sendo questionada pela estratégia da de-
nominada Big Data. Dada a enorme e crescente
capacidade de processamento dos megacompu-
tadores, é possivel alimenta-los com enorme
quantidade de dados disponiveis, deixando por
conta da inteligéncia artificial o estabelecimento
de relagOes entre eles, despidas de vieses teori-
cos. Alegam seus defensores, que assim €& possi-
vel conseguir revelagfes insuspeitadas. Penso que
ainda é cedo para dizer se a Big Data ira prevale-
cer como complemento ou mesmo substituto da
pesquisa orientada por teoria. Contudo, pode ser
que, em Ultima analise, estejamos fazendo a mes-
ma coisa, pois em entrevista gravada que pude
assistir, o famoso neurologista portugués Anténio
Damasio colocou a ideia de a que o que chama-
mos de intuicdo — que esta na origem de novas
hipotese — nada mais é que o resultado do pro-
cessamento inconsciente de grandes volumes de
dados pelo cérebro humano.

Assim, encerro estas consideracgdes, espe-
rando que a leitura deste artigo possa aumentar
a compreensdo de como evoluiu a neurociéncia
comportamental nos ultimos 50 anos.
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