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Resumo   
 

O presentre trabalho mostra uma revisão ampla das diferentes teorias sobre os 

processos do aprendizado e  motivação assim como a relação que estes pocessos tem 

com diferentes estruturas corticais e sucorticais no sistema nervoso central. 

Adicionalmente, é feita uma revisão do conhecimento atual sobre o papel dos gânglios 

da base nesses processos assim como o seu envolvimento em  processos emocionais, 

afetivos e motores. O conhecimento atual dessa ralação tem aberto a possibilidade de 

melhorar as estratégias de tratamento psicosociais, farmacológicas e cirúrgicas em 

doenças relacionadas com o funcionamento inadequado de algumas estruturas 

cerebrais, entre elas os gânglios da base. Uma dessas estratégias, com múltiplos usos 

na atualidade, é a estimulação cerebral prufunda, da qual é feita uma exaustiva revisão 

neste documento. Finalmente, são mostrados o resultados de um experimento onde a 

aplicacao de um fármaco benzodiazepinico modifica a liberação evocada de dopamina 

no núcleo accumbens. O farmaco usado, diazepam, é um agonista benzodiazepínico 

com propriedades ansiolíticas e aditivas. Diferentes estudos usando microdiálise têm 

mostrado que, enquanto outras drogas de abuso aumentam direta ou indiretamente a 

concentração de dopamina no núcleo accumbens, os fármacos benzodiazepínicos 

fazem o contrário: diminuem a concentração de dopamina no núcleo accumbens. No 

presente estudo usamos a técnica de voltametria cíclica de varredura rápida visando 

estudar o efeito do tratamento agudo com diazepam (1, 2 e 3 mg/kg, i.p.) na liberação 

de dopamina no núcleo accumbens  quando evocada pela estimulação elétrica  da área 

tegmentar ventral de camundongos anestesiados. Os resultados mostraram uma 

redução dose-dependente na liberação de dopamina no núcleo accumbens que foi 

significante para as doses de  2 e 3 mg/kg. Esse efeito foi prevenido pela administração 

do antagonista de receptor benzodiazepínico flumazenil (2.5 mg/kg, i.p.). Após a 

administração de diazepam não foram observados efeitos significantes sobre a 

recaptação de dopamina. Uma redução significante na recaptação de dopamina foi 

observada com um controle positivo para esse efeito: após a administração do inibidor 

do transportador de dopamina, nomifensina (20 mg/kg, i.p.). Esses resultados sugerem 

que o efeito ansiolítico dos fármacos benzodiazepínicos poderia ter um componente 

dopaminérgico. Adicionalmente, este estudo provê um possível mecanismo pelo qual as 

benzodiazepinas são efetivas no tratamento de outras drogas de abuso tais como a 

cocaína, as anfetaminas e opiódes 
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Abstract 
 

This work shows a comprehensive review about learning and motivation 

theories and their relation with several cortical and subcortical structures in the 

Central Nervous System. In addition, we review current knowledge about the role of 

the Basal Ganglia over emotional, affective and motor processes. This knowledge 

has improved psychosocial, pharmacological and surgical treatments for diseases 

related to inadequate functioning of several brain structures included the basal 

ganglia. One of the most important advances regarding basal ganglia disease 

treatment is Deep Brain Stimulation and we provide an exhaustive review of this 

treatment. Finally, we show the results of an experiment where the application of a 

benzodiazepine drug (diazepam) modifies electrically evoked dopamine release in 

the nucleus accumbens. Diazepam is a benzodiazepine receptor agonist with 

anxiolytic and addictive properties. Microdialysis studies have shown that while most 

addictive drugs increase dopamine concentration in the nucleus accumbens, 

benzodiazepines cause the opposite effect. In the present study we used sub-

second fast-scan cyclic voltammetry measures to show that diazepam (2 and 3 

mg/kg, i.p.) caused a dose-dependent decrease in the dopamine release in the 

nucleus accumbens evoked by electrical stimulation of the ventral tegmental area of 

mice. This effect was prevented by the administration of the benzodiazepine receptor 

antagonist flumazenil (2.5 mg/kg, i.p.). No significant effects on measures of 

dopamine re-uptake were observed. This finding suggests that the anxiolytic effect of 

benzodiazepines might have a dopaminergic component. In addition, this study 

provides a likely mechanism by which benzodiazepines are effective in the treatment 

of other drugs of abuse such as cocaine, amphetamines and opioids.   
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Apresentação 
 
 

Essa tese consiste em dois artigos de revisão e um artigo de resultados 

experimentais. O primeiro artigo de revisão aborda o desenvolvimento de técnicas 

eletroquímicas de registro da concentração de dopamina no cérebro de animais 

acordados em tempo real e suas aplicações em sistemas fechados de estimulação cerebral 

profunda. O segundo artigo revisa o estado da arte sobre o papel dos núcleos da base em 

comportamentos motivados. O artigo de resultados mostra a aplicação da mais moderna 

técnica eletroquímica usada para registro intra-cerebral in vivo  da concentração de 

neurotransmissores a um estudo farmacológico – o papel da dopamina no mecanismo de 

ação dos ansiolíticos benzodiazepínicos.  A revisão de literatura mais detalhada sobre as 

técnicas eletroquímicas, estimulação cerebral profunda e neurobiologia dos núcleos da 

base está contida nos artigos de revisão. A introdução da tese contêm uma revisão sobre 

os aspectos teóricos do tratamento  farmacológico dos transtornos de ansiedade e da 

neurotransmissão dopaminérgica. Os resultados, métodos e discussão desse trabalho 

experimental estão apresentados no paper que está sendo submetido à revista ACS 

Chemical Neuroscience encartado na tese. Essa tese é finalizada com a um tópico de 

conclusões gerais e as referências usadas no texto em português.  
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1. Introdução 

 

Os Transtornos de Ansiedade (TA) incluem uma série de entidades clínicas 

caracterizadas por manifestações excessivas de medo além de outras expressões 

comportamentais. Embora o medo e a ansiedade façam parte do repertório de 

comportamento normal dos animais, nos TA há uma super-estimação das situações de 

perigo resultando em uma resposta emocional desproporcional (AMERICAN PSYCHIATRIC 

ASSOCIATION, 2013). Os TA não podem ser resumidos simplesmente ao ser “muito 

ansioso”, mas sim a uma permanente preocupação e evitação irracional de situações que 

constituem o foco de tal preocupação. Dessa forma, pessoas com transtorno de pânico 

ficam preocupadas com a possibilidade de sofrer um colapso, pessoas com transtorno de 

ansiedade social se preocupam que seu comportamento resulte em vergonha e aquelas 

com fobias específicas se preocupam com a possibilidade de sofrer algum tipo de dano. A 

preocupação é uma característica central nos TA, embora seja mais evidente em alguns 

deles quando comparado com outros. Tal como acontece no caso do transtorno de 

ansiedade generalizada (TAG) onde a persistente e excessiva preocupação abarca vários 

domínios tais como o desempenho no trabalho e na escola, a família, a economia, entre 

outras preocupações (TYRER e BALDWIN, 2006; ANDREWS et al, 2003). Além da 

preocupação, os indivíduos com TAG apresentam sintomas físicos como tensão muscular 

e fadiga e comportamentos como agitação e irritação. Esses sintomas vêm acompanhados 

de manifestações cognitivas como falta de concentração, dificuldades no aprendizado e 

déficits de memória e atenção constantemente relacionada com os focos da preocupação 

(a lista completa dos critérios diagnósticos para TAG pode ser conferida na Tabela 1). 

Adicionalmente, boa parte dos indivíduos diagnosticados apresentam dificuldades no 

sono (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013) e são mais suscetíveis ao estresse – 

que rapidamente se transforma em ansiedade. Além disso, podem desenvolver outros 

transtornos de ansiedade e depressão por conta da sua vulnerabilidade.   
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Tabela 1. Critérios diagnósticos para o Transtorno de Ansiedade Generalizada (TAG). 
Manual Diagnostico e Estatístico de Transtornos Mentais (DSM-V, American 
Psychiatric Association, 2014) 
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Em geral, os TA representam boa parte das estatísticas em saúde mental do 

mundo. Segundo o último estudo em saúde mental da Organização Panamericana da 

Saúde para América Latina e o Caribe feito em 2009, os TA avaliados (TAG, transtorno de 

pânico, agorafobia, transtorno de estrese pós-traumático e transtorno obsessivo-

compulsivo) se apresentaram em 66,5 milhões de pessoas maiores de 15 anos, durante 

algum momento da vida. Levando em conta que a população da América Latina em 2010 

era de 575,867,000 de pessoas (CEPAL, 2009), perto de 10% da população (tabela 2) 

apresentou algum tipo de TA ao longo da sua vida. De fato, observando só os dados do 

TAG, 20.7 milhões de pessoas foram diagnosticadas em 2009. Isso explica os elevados 

valores investidos em medicamentos para se tratar transtornos de ansiedade na região. 

Segundo o último informe mundial de saúde mental feito pela Organização Mundial da 

Saúde em 2011, nesse ano foram investidos em torno de U$ 2,680.oo por cada 100.000 

habitantes em medicamentos para o tratamento dos transtornos de ansiedade 

(ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2011) o que daria um total aproximado de 

US$1,.433,235.oo uma quantidade assombrosa levando em conta que esse valor diz 

somente aos fármacos ansiolíticos.  

 

1.1. Tratamento dos TA 

  

Existe uma grande quantidade de abordagens psicossociais e farmacológicas para o 

tratamento dos transtornos de ansiedade, cada uma delas com vantagens e desvantagens 

dependendo do tipo de transtorno e as características de intervenção. Por meio da 

intervenção, procura-se a redução da piora dos sintomas cognitivos e somáticos da 

ansiedade. Apesar da importância de complementar estratégias psicossociais e 

farmacológicas no tratamento dos TA, a ênfase para o presente trabalho será 

farmacológica.  
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Em relação aos tratamentos farmacológicos, a natureza dos medicamentos usados 

varia em função das suas características farmacodinâmicas e farmacocinéticas. Estão 

disponíveis no mercado fármacos benzodiazepínicos (BZ), inibidores seletivos da  

 

 

recaptação de serotonina (ISRS), inibidores seletivos da recaptação de serotonina e 

noradrenalina (ISRSN), valproato de sódio, gabapentina, pregabalina; antipsicóticos 

sedativos; anti-histamínicos e vários outros agentes estão sob pesquisa (JANICAK et al, 

2011). Contudo, os fármacos de maior uso no tratamento dos transtornos de ansiedade, 

particularmente do TAG, continuam sendo as BZs. Diferentes estudos têm mostrado a 

eficácia das BZs no tratamento agudo do TAG com um tamanho do efeito de 0.70 (GOULD 

et al., 1997). Porém, existe uma grande quantidade de efeitos indesejados que incluem 

déficits cognitivos, sonolência e letargia e dependência física e psicológica posterior a uso 

prolongado.  

Adicionalmente, a descontinuação do tratamento resulta na volta ou intensificação 

da ansiedade  com suas manifestações físicas e psicológicas em 25% a 75% dos pacientes, 

síndrome de abstinência em 40% a 100% e tolerância em 63% a 81% dos indivíduos 

(DUBOVSKY, 1990). Esses resultados levaram a recomendação do uso das BZs na sua 

menor dose eficaz pelo menor tempo possível (RICKELS, 1987; GORMAN e PAPP, 1990).  

  Prevalência  

 A vida toda Ultimo Ano Atual 
Transtorno  Total Hom Mul Total Hom Mul Total Hom Mul 

Psicose não afetiva. 5,5 2,3 3 3,9 1,7 2,2 5,9 2,3 3,4 

Depressão Maior 38,4 12,8 25,3 19,6 6,1 13,3 17,2 5,7 11,2 

Distimia 12,5 3,1 9,2 6,7 1,7 5,2 3,9 1,3 2,6 

Transtorno Bipolar 5,1 2,7 2,8 2,7 1,3 1,4 2 0,8 1 

Ansiedade Generalizada 20,7 7,1 13,7 12,9 4,8 8,4 5,1 1,5 3,4 

Transtorno de pânico 5,9 1,7 4,2 3,5 1,1 2,4 2,3 0,6 1,6 

Agorafobia 14,5 7 20,7 8,6 3,1 13,3 5,9 2 9,4 

Transtorno de estrese pós-traumático 18 14,1 21,5 7 7,4 6,3 2,3 1,2 3,5 

Transtorno obsessivo-compulsivo 7,4 3,1 4,2 5,5 2,3 3 5,9 1,9 3,8 

Abuso ou dependência de Álcool 44,2 38,9 6,2 22,3 18,7 3,8 13,3 11,4 2,6 

Abuso o dependência de drogas 8,2 6,1 2,4 2,7 1,7 1 - - - 

Tabela 2. Adultos maiores de 15 anos e mais afetados por algum tipo de transtorno mental em América 
Latina e o Caribe. (Organização Panamericana da Saúde, 2009). Traduzida do original para língua portuguesa 
pelo autor da tese. 
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1.2. Mecanismo de ação das BZs 

 

As BZs agem incrementando a afinidade do ácido γ-aminobutírico (GABA) por 

alguns subtipos de receptores GABAA resultando na inibição do neurônio pós-sináptico 

pelo incremento na condutância da sua membrana para íons de Cl- (RUDOLPH E 

KNOFLACH, 2011). O GABA é o neurotransmissor inibitório mais abundante do sistema 

nervoso e está associado com o controle da excitabilidade neuronal, redução da 

ansiedade, controle dos ritmos circadianos, cognição, vigilância, memória e aprendizado 

(SIEGHART e SPERK, 2002). São conhecidas duas classes principais de receptores GABA: os 

receptores GABAA (ionotrópicos) e os receptores GABAB (metabotrópicos). A maioria das 

ações fisiológicas do GABA são geradas pela sua ligação a receptores GABAA, e a sua 

atividade pode ser modulada por uma grande variedade de drogas tais como as BZs, 

barbitúricos, esteróides anestésicos e anticonvulsivantes (SIEGHART, 1995).  

Essas drogas produzem os seus efeitos ao se ligar em um sítio específico localizado 

nos receptores GABAA modulando a atividade dos canais através dos quais os íons Cl- 

entram na célula. Essa modulação resulta no aumento da afinidade do GABA pelo 

receptores GABAA (ANDREWS et al, 2003). Consistente com o incremento da afinidade do 

GABA pelo receptor, as BZ prolongam a queda das correntes inibitórias pós-sinápticas 

espontâneas e aumentam a sua amplitude em diferentes populações neuronais (PERRAIS 

e ROPERT, 1999; HAJOS et al., 2000) sugerindo que tal incremento na afinidade resulta 

num maior recrutamento de receptores para serem ativados pelo GABA. Contudo, em 

outras populações de neurônios, as  correntes inibitórias pós-sinápticas espontâneas 

permanecem inalteradas pelas BZs (MODY et al., 1994; PONCER et al., 1995; HAJOS et al., 

2000). 

Os receptores GABAérgicos apresentam uma grande heterogeneidade estrutural 

(MOHLER et al, 2001). Eles são compostos por 5 subunidades, cada uma com diferentes 

subtipos (6α, 4β, 3γ, 1δ, 1ε, 1π, 3ρ, 1θ) (SIEGHART e SPERK, 2002). A maioria dos 

receptores GABAA se compõem de subunidades α, β, γ e a diversidade na configuração 

dessas subunidades determina diferenças na cinética dos receptores, a afinidade pelo 
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GABA, a taxa de dessensibilização e a sua distribuição em neurônios pré- e pós-sinápticos 

(Fig. 1) (SIEGHART E SPERK, 2002). Receptores contendo subunidades α1, α2, α3, ou α5, 

combinadas  com qualquer das unidades β e a subunidade γ2 são os mais prevalentes no 

cérebro e apresentam um sítio com  alta afinidade por BZs.  

 

 

 

O subtipo de receptor mais comum é composto pelas subunidades α1β2γ2 

(FRITSCHY e MOHLER, 1995; PIRKER et al., 2000) embora receptores formados por 

subunidades α2 e α3 também  existam em menor quantidade no cérebro. Acredita-se que 

o sítio de ligação das BZs no receptor esteja localizado na interface da subunidade α com a 

subunidade γ (Fig. 1). As subunidades α2, α3 e α5 estão frequentemente expressas com 

subunidades  β3 e γ2 (para ver as diferentes possibilidades de expressão e localização dos 

 

Figura 1. Estrutura receptor GABAA  (Vinkers e Olivier, 
2011).  
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receptores GABAA ver Tabela 3). Receptores que expressam subunidades α4 e α6 são 

menos abundantes no cérebro e não apresentam resposta frente ao uso de BZs.  
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1.3. Efeitos das BZs associados às subunidades do receptor GABAA  

  

Os principais efeitos das BZs estão associados à configuração dos receptores 

GABAA com os quais se ligam. A sedação, amnésia anterógrada, a proteção frente a 

convulsão e os efeitos ansiolíticos guardam relação com a subunidade α expressa  no 

receptor. Assim, os efeitos sedativos, amnésicos e protetivos parciais frente a convulsões 

são mediados por receptores contendo a subunidade α1 (Fig. 2) (MCKERNAN et al., 2000; 

CRESTANI et al., 2000; RUDOLPH et al., 1999). Os efeitos ansiolíticos das BZs parecem 

estar ligados à atividade de receptores contendo subunidades α2 (LOW et al, 2002) e em 

menor proporção, receptores α3 e α5 (com fármacos em desenvolvimento como L-

838,417 ou SL65.1498) (MCKERNAN et al., 2000; SCATTON et al., 2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



21 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



22 
 

 
 

1.4. Dopamina 

 

 O neurotransmissor dopamina (DA) tem um papel importante na modulação de 

funções motoras, mas também tem sido associado com  motivação, recompensa e reforço 

(DA CUNHA, 2012).  

A dopamina (DA), assim como a adrenalina e noradrenalina pertence à família  de 

neurotransmissores da classe química das catecolaminas (TRITSCH e SABATINI, 2012). 

Esses neurotransmissores não causam despolarização de outros neurônios; eles modulam 

a neurotransmissão glutamatérgica e GABAérgica. Por essa razão podem ser mais 

propriamente chamados de neuromoduladores que neurotransmissores. 

A síntese da DA tem como precursor o aminoácido tirosina. A tirosina é convertida 

em L-3,4-diidroxifenilalanina (levodopa, L-DOPA) por ação da enzima tirosina-hidroxilase . 

Subsequentemente, a L-DOPA é convertida em DA por ação da enzima DOPA-

descarboxilase. Uma vez sintetizada, a DA é transportada para vesículas sinápticas pela 

proteína transportadora de catecolaminas (VMAT) (KOLB e WHISHAW, 2007). Quando os 

terminais sinápticos dos neurônios dopaminérgicos são despolarizados a DA é liberada por 

exocitose e se liga a receptores específicos, tanto pré- quanto pós-sinápticos (TRITSCH e 

SABATINI, 2012). A DA liberada pode ser degradada pela enzima catecol-O-metil-

transferase (COMT) assim como pela enzima monoamina-oxidase (MAO) extracelular ou 

ser transportada de volta para o terminal sináptico pela ação do transportador de DA 

(DAT) onde é armazenada em vesículas sináptica ou degradada pela ação da MAO 

intracelular. Além disso, uma parte da DA liberada se difunde, podendo atuar em 

receptores que estão fora da sinapse. (STANDAERT e GALANTER, 2012; BJORKLUND e 

DUNNETT, 2007) 

Os receptores dopaminérgicos são do tipo metabotrópicos (acoplado à proteína G) 

e fazem parte de duas famílias: D1 e D2. A ligação da DA a receptores da família D1 

(formada por receptores D1 e D5), leva ao aumento do AMP cíclico (AMPc), o que resulta 

na ativação da proteína cinase A (PKA). O contrário ocorre quando a DA se liga com 

receptores da família D2 (formada por receptores D2, D3 e D4). Estes receptores estão 
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acoplados a proteína Gi e G0 e a sua ativação resulta na diminuição da concentração de 

AMPc. A PKA fosforila canais iônicos de K+ e Ca+2 voltagem-dependentes. Isso altera o 

potencial de membrana resultando em uma maior ou menor probabilidade de que a 

liberação de glutamato despolarize o neurônio pós-sináptico. Na maioria das situações, a 

ativação de receptores da família D1 resulta em uma maior probabilidade de 

despolarização, enquanto a ativação de receptores da família D2 resulta em uma menor 

probabilidade de despolarização. Porém, a depender do potencial de repouso da 

membrana pós-sinática e da frequência de potenciais de ação das fibras glutamatérgicas, 

a ativação dos receptores D1 pode resultar em uma menor probabilidade de 

despolarização (FLORES-BARRER a  et  al.,  2011, BEAULIEU e GAINETDINOV, 2011; NEVE 

et al., 2004). A ativação de receptores D2 pré-sinápticos inibe a síntese e a liberação de DA 

(STANDAERT e GALANTER, 2012).   

Os corpos dos neurônios que produzem DA formam pequenos núcleos localizados 

no mesencéfalo chamados de substância negra pars compacta (SNc) e  área tegmentar 

ventral (ATV) (GERFEN e SURMEIER, 2011). Os neurônios da SNc formam projeções para o 

estriado dorsal e os neurônios da ATV formam projeções para o estriado ventral (incluindo 

o núcleo accumbens, NAc), córtex pré-frontal, amígdala e  hipocampo.  

Existem três principais vias dopaminérgicas: a via nigroestriatal que vai da SNc aos 

núcleos caudado e putâmen, dois núcleos que em conjunto são chamados estriado dorsal; 

a via mesolímbica que forma projeções da ATV direcionadas ao córtex pré-frontal, ao NAc 

e outras estruturas do sistema límbico relacionadas com os transtornos de ansiedade, tais 

como a amígdala e  hipocampo e a via túbero-infundibular, em que os neurônios que 

contêm DA nos núcleos arqueado e periventricular do hipotálamo projetam axônios para 

a eminência mediana do hipotálamo. Entre as áreas do córtex pre-frontal que recebem 

aferências dos neurônios dopaminérgicos meso-límbicos estão também estruturas 

relacionadas aos transtornos de ansiedade, tais como o córtex órbito-frontal e o córtex 

cingulado anterior (KOLB e WHISHAW, 2007).   
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1.5. Técnicas de monitoramento da DA 

  

Existem técnicas de monitoramento da concentração extracelular da DA como a 

microdiálise e a voltametria cíclica de varredura rápida, ambas usadas no nosso estudo. A 

microdiálise tem  uma boa seletividade química, porém, tem  uma resolução temporal 

pobre, da ordem de minutos a horas, sendo mais adequada para observar as liberações 

tônicas de DA (CHEFER Et al., 2009; ROBINSON et al., 2009). Já a voltametria cíclica de 

varredura rápida ou FSCV (fast scan cyclic voltammetry) realiza uma amostragem com alta 

resolução temporal (décimos de segundos), embora não  apresente uma alta seletividade 

química. A FSCV é a técnica mais adequada para registrar a liberação fásica de DA.  

Os registros de FSCV são feitos com eletrodos de fibra de carbono, onde é aplicado 

repetidamente um ciclo de variação de potencial elétrico. Essa variação ou varredura tem 

a forma de uma onda triangular que vai de valores de potencial elétrico onde nenhum dos 

analitos se oxida até valores superiores aos necessários para oxidar todos os analitos. 

Após a inflexão do potencial, este faz uma varredura decrescente, diminuindo 

gradativamente até os valores iniciais  (ver Fig. 3). Na fase ascendente dessa rampa de 

potencial elétrico, os grupos químicos dos analitos que podem se oxidar, doam os seus 

elétrons para a superfície da fibra de carbono. Na rampa descendente de potencial, os 

analitos que podem se reduzir, recuperam os elétrons anteriormente perdidos para o 

eletrodo, regenerando, assim, o analito que serviu de substrato às reações de oxi-redução. 

Após os registros de FSCV in vivo, os eletrodos de carbono são calibrados com 

concentrações conhecidas de DA para que os valores de corrente possam ser extrapolados 

para as concentrações de DA reais (ROBINSON et al., 2003; WIGHTMAN, 2006; ROBERTS 

et al., 2013).  
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Figura 3. Voltametria cíclica de varredura rápida. A) Ondas triangulares cíclicas de varredura do potencial 
elétrico são aplicadas ao eletrodo de registro. Isso faz com que a dopamina se oxide  na fase ascendente da 
varredura e que o seu produto de oxidação, a dopamina orto-quinona, se reduza a dopamina na fase 
descendente da varredura. Os elétrons gerados pela dopamina durante a oxidação são doados para o 
eletrodo e os elétrons necessários para a oxidação da quinona são doados de volta pelo eletrodo.  B) As 
correntes de oxi-redução da dopamina e sua quinona estão representadas em 3 tipos de gráfico. Aqui estão 
representados apenas os dados após  a subtração da linha de base (veja texto). O voltamograma cíclico da 
oxi-redução dopamina/dopamina orto-quinona mostra seus potencias ótimos de oxidação (valores positivos) 
e de redução (valores negativos). Os dados de todos os voltamogramas (10 voltamogramas a cada segundo) 
são representados em um color plot onde o tempo é representado no eixo do x , a variação de potencial 
elétrico a cada ciclo é representada no eixo  y e as correntes de oxidação/redução são representadas por 
cores. Os pontos verde e preto desse color plot mostram a oxidação e redução da dopamina 
respectivamente.  A variação de corrente no potencial ótimo de oxidação da dopamina ao longo do tempo 
(linha pontilhada do gráfico central em B) é mostrada no gráfico de linha à direita. Esses valores podem ser 
transformados em valores de variação na concentração de dopamina usando uma curva de calibração do 
eletrodo obtida com concentrações conhecidas de dopamina (Robinson e Wightman, 2007). 

DA-o-quinona 

DA DA 
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1.6. Substrato neural da ansiedade, o medo e o panico  

 

Um dos assuntos mais estudados nos TA, são os seus substratos neurobiológicos. 

Assim, tem sido estabelecida a participação de diferentes estruturas corticais e 

subcorticais modulando reações emocionais como a ansiedade, o medo e o panico 

(GRAEFF, 2010). Na ansiedade humana,  o Sistema septo-hipocampal parece estar 

relacionado com as manifestações cognitivas na ansiedade, como a típica preocupação 

sobre eventos futuros e o rumo desses pensamentos. A ativação que acompanha esses 

processamentos cognitivos parece ser mediada pela amígdala. Esta última, parece estar 

envolvida adicionalmente nos processo de medo aprendido, assim como, na recuperação 

e evocação das memórias emocionais (FANSELOW, 2010; DAVIS, 2004). 

Por outro lado, a emoção que é experimentada naqueles casos em que a tendência 

é evitar a fonte de perigo, a emoção presente é medo e não ansiedade.  As estruturas 

envolvidas nesse sistema, chamado “sistema cerebral de defesa”  são a amígdala, o 

hipotálamo medial e a substância cinzenta periaquedutal (SCP) (GRAEFF, 2010). A 

amígdala avaliaria o tipo e  magnitude do perigo enviando essa informação ao 

hipotálamo  e SCP que e organizariam os comportamentos adaptativos de defesa 

(FANSELOW, 2010). Paralelamente, outro grupo de estruturas, incluindo o complexo 

septo-hipocampal foi chamado de “Sistema cerebral de aproximação”. O principal 

subtrato desse  Sistema de defesa (defesa proximal) é a coluna dorsolateral da SCP 

(BANDLER E KEAY, 1996). 

O Córtex Prefrontal Medial (CPFm) esta envolvido na coordenação das reações de 

defesa  dadas as conexões diretas com estruturas subcorticais (amígdala), diencefálicas 

(hipotálamo) e no tronco encefálico (PAG e núcleo dorsal da raphe que contém células 

serotoninérgicas). Como foi comentado previamente, estas estruturas participam na 

modulação de  comportamentos de defesa (GRAEFF, 2010). A CPFm pode também 

modular a atividade do feixe Hipotálamo-Pituitária-Adrenal (HPA) através de conexões 

diretas com o Núcleo Vermelho da Estria Terminalis (NVET) ou o Núcleo Paraventricular 
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do Hipotálamo (NPV) e indiretamente através da suas conexões com a amígdala a qual 

projeta para o NPV através do NVET (GRAEFF, 2010). Finalmente, o CPFm modula a 

atividade cognitiva característica dos humanos é de particular interesse nos TA. Tal 

atividade permite, emtre outras coisas, prever eventos futuros e anticipar as 

consequências do próprio comportamento, ambos os dois possiveis fontes de 

preocupação (BERKOWITZ et al, 2007),  o sintoma pricipal do TAG. Essa modulação tem 

um efeito direto na resposta emocional exacerbada tambem característica deste 

trastorno.  

Finalmente, o CPF tem uma importante tarefa na regulação das expressões 

emocionais (o que tem sido observado através de estudos de neuroimagem) atenuando a 

resposta emocional nas estruturas subcorticais involvidas o que poderia ser a base da 

modulação da experiência emocional (GRAEFF, 2010). 

 

1.7. Núcleo Accumbens, DA e Ansiedade 

  

Embora o NAc não tenha sido centro da pesquisa em Ansiedade,  as conexões que 

mantém com estruturas diretamente envolvidas no processamento emocional tem dado 

bases para estudar a sua possível participação no processamento da experiência 

emocional (LE MAITRE et al, 2006). O NAc está localizado na parte ventral do estriado e 

tem sido relacionado com diferentes funções que podem ser relevantes para os 

transtornos de ansiedade, tais como o medo, estresse, motivação, recompensa, 

comportamento de defesa, cognição, atividade motora, comportamento sexual, estresse 

(ZARRINDAST, 2015). O NAc contém duas sub-regiões conhecidas como “core” e “Shell”, 

as quais têm algumas diferenças na sua conectividade e nas suas funções (PISTILLO et al, 

2015). A principal população de células no NAc se compõe de neurônios espinhosos 

médios (NEM) que representam 95% das células nervosas localizadas nesta região. O 

outro 5% consiste de inter-neurônios colinérgicos e GABAérgicos (TEPPER E BOLAM, 

2004). Embora tenha sido identificada uma organização similar às chamadas vias diretas e 

indiretas do estriado dorsal (NICOLA, 2007), a organização dos NEM no NAc é menos clara 
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(SESACK E GRACE, 2010). O NAc core projeta para a porção dorsolateral do pálido ventral 

e do núcleo subtâlamico que, por sua vez, projeta para o núcleo médio dorsal do tálamo. 

Os NEMs do NAc shell que recebem projeções da ATV projetam de volta para os NEMs do 

NAc core (PISTILLO et al, 2015). Os NEM recebem também projeções glutamatérgicas do 

córtex pré-frontal, do hipocampo ventral, da amígdala basolateral e do tálamo medial. 

Eles levam diferentes tipos de informações, particularmente aquelas relacionadas com o 

aprendizado por reforço positivo (BRITT E BONCI, 2013).   

O NAc participa do circuito neuronal da ansiedade. Ele forma uma estação que 

recebe da amígdala e de outras estruturas límbicas informação sobre a relevância 

motivacional de estímulos e pode deflagrar respostas motoras relacionadas à ansiedade 

(LE MAITRE et al., 2006). Alguns neurotransmissores liberados no NAc podem estar 

envolvidos na ansiedade como acontece no caso da DA (ZARRINDAST et al, 2008). O NAc 

pode mudar a atividade dos neurônios dopaminérgicos da ATV direta ou indiretamente, 

através dos NEM que projetam do NAc para a ATV ou envolvendo o  pálido ventral 

respectivamente (NICOLA, 2007).  Assim, tem sido observado que em ambientes 

estressantes ocorre o aumento da DA no NAc (ZARRINDAST et al, 2008; LECOURTIER ET 

AL, 2008; XIA et al, 2011) levando a uma reorganização funcional dos NEM, um efeito que 

poderia ser relevante na explicação dos estados motivacionais alterados observados nos 

transtornos de ansiedade (CHRISTOFFEL ET AL, 2011). Dar mas detalles 

O presente estudo visa elucidar, por meio de uma abordagem neuroquímica, o 

efeito do agonista benzodiazepínico diazepam (DZP) na liberação de DA evocada 

eletricamente no NAc, assim como o efeito do  antagonista benzodiazepínico flumazenil 

(FLU) sobre esse mesmo parâmetro. Os resultados deste estudo são importantes para 

compreender melhor o mecanismo de ação das BZs, dada a sua importância terapêutica 

no tratamento dos transtornos de ansiedade e outros usos na clinica, assim como os 

possíveis mecanismos envolvidos nas suas propriedades aditivas.  
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2. Objetivo Geral  

 

Determinar o efeito de um agonista benzodiazepinico (DZP) e de um antagonista 

benzodiazepínico (FLU)  na liberação de DA evocada eletricamente no NAc de 

camundongos anestesiados. 

 

2.1. Objetivos específicos  

 

1. Padronizar o uso da técnica de voltametria cíclica de varredura rápida 

(FSCV) para uso em animais anestesiados. 

2. Monitorar os níveis extra-celulares de DA evocada eletricamente no NAc de 

camundongos anestesiados durante aplicação de um agonista e um 

antagonista BZs 

3. Observar a capacidade da voltametria cíclica de varredura rápida (FSCV) 

para identificar variações na cinética de liberação e recaptação da DA após 

a aplicação de um agonista e um antagonista benzodizepínico assim como 

do inibidor do transportador de DA nomifensina. 

4. Interpretar os dados à luz do conhecimento atual sobre o mecanismo de 

ação dos BZs e os resultados obtidos neste trabalho. 

 

 

 

 

 

 

 



30 
 

 
 

3. Artigos Científicos  
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3.1. Toward sophisticated basal ganglia neuromodulation: review on basal ganglia 

deep brain stimulation 
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3.2. The rol of the basal ganglia in motivated behavior 
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Abstract 

 

Diazepam is a benzodiazepine receptor agonist with anxiolytic and addictive 

properties. Microdialysis studies have shown that while most addictive drugs 

increase dopamine concentration in the nucleus accumbens, benzodiazepines cause 

the opposite effect. In the present study we used 20 min sampling in vivo 

microdialysis and sub-second fast-scan cyclic voltammetry to show that diazepam 

(1-3 mg/kg, i.p.) caused a dose-dependent decrease in tonic and phasic dopamine 

release in the nucleus accumbens of urethane anesthetized mice. This effect was 

prevented by administration of the benzodiazepine receptor antagonist flumazenil. 

No significant effects on measures of dopamine re-uptake were observed. These 

results suggest that the pharmacological effects of benzodiazepines might have a 

dopaminergic component. In addition, this study provides a likely mechanism by 

which benzodiazepines are claimed by some researchers as effective in the 

treatment of addiction by other drugs of abuse such as cocaine, amphetamines, and 

opioids.   

 

 

Keywords 

Dopaminergic neurons, electrochemistry, ventral tegmental area, nucleus 

accumbens core, GABA, anxiolytic, anticonvulsant. 
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Decades ago, the drugs used to treat anxiety (e.g. benzodiazepines and 

barbiturates) and psychosis (e.g., chlorpromazine, haloperidol, sulpiride) were 

named as minor tranquilizers and major tranquilizers, respectively1. Later on it was 

established that these two classes of drugs present quite different mechanisms of 

action and therapeutic properties. Benzodiazepines (BZs) are agonists of the central 

type BZ receptors linked to the γ-aminobutyric acid (GABAA) receptor and are used 

as anxiolytics2. The typical antipsychotic drugs are antagonists of the D2 dopamine 

(DA) receptors3. In the current study, using in vivo microdialysis and fast-scan cyclic 

voltammetry (FSCV) to make 20 min and sub-second measures of tonic and phasic 

dopamine release, respectively, in the nucleus accumbens (NAc), we present 

evidence that BZs may also act as indirect DA antagonists by decreasing both tonic 

and phasic release of DA from meso-accumbal neural terminals. 

Urethane anesthetized mice had a carbon-fiber FSCV recording electrode 

placed in the NAc and a stainless steel stimulating electrode placed in the ventral 

tegmental area (VTA). The VTA and NAc are brain nuclei rich in dopaminergic 

neurons and DA terminals, respectively4. After the electrochemical recording signal 

stabilized (did not decay by more than 20% per hour), 4 trains of electric stimulation 

3 min minutes apart were applied in the VTA under the following conditions: baseline 

(before any drug administration) and 5 min after the administration of vehicle, the BZ 

receptor agonist diazepam (DZP 1, 2, or 3 mg/kg i.p), and then the BZ receptor 

antagonist flumazenil (FLU 2.5 mg/kg, i.p.). These drugs were administered 

sequentially in the same animals, but independent groups of mice received the 

different doses of DZP. A second control group of mice was submitted to the same 

protocol but received drug injections in a different order: baseline, vehicle, 2.5 mg/kg 

FLU, and 2 mg/kg DZP. Another control group received 3 injections of vehicle at the 

same time that the other groups received vehicle, DZP or FLU. At the end of this 

procedure, the 1 mg/kg DZP group also received an i.p. injection of the dopamine 

transporter (DAT) inhibitor nomifensine (20 mg/kg, i.p.) and electrically evoked DA 

release was monitored 5, 8 and 11 min later.  

All stimulating electrodes were located in the VTA (Figure 1A) and all 

recording electrodes were located in the NAc core (Figure 1B). All microdialysis 

probes were also located in the NAc, at least 50% in the core part (Fig 1C).  
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Cyclic voltammograms and corresponding pseudocolor plots show clear DA 

oxidation peaks occurring between +0.65 V and +0.79 V and a reduction peak 

between -0.20V and -0.36V (versus the Ag/AgCl reference electrode) with relatively 

low currents in other potentials. On average, the oxidation of 0.5 µM DA at an 

electrode with 100 µm exposed tip caused a current of 4.2 ± 0.3 nA. The average 

length of the carbon-fiber electrodes used measured 87 ± 18 µm.  

The voltammograms obtained in vivo have oxidation and reduction currents 

peaks in the same range as those observed in the flow cell calibration of the 

electrodes. Individual examples of FSCV measurements of DA release in the NAc 

evoked by electrical stimulation of the VTA are shown in Figure 2. The selected 

examples are representative of the recordings obtained from all animals. 

Background noise, defined as the variance of oxidation current measured between -

65 and 5 s before the electric stimulation, was 0.04 ± 0.02 nA and did not vary 

significantly among groups (F(4,23) = 0.73; p = 0.58). Data from 31 out of 444 

electrically evoked DA signals were discarded because they overlapped with obvious 

stimulation artefacts. The remaining data were averaged by animal and the 

composite data of all animals were used for statistical tests. 
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As shown in Figure 3, i.p. administration of the DAT blocker nomifensine (20 

mg/kg) did not change the potentials at which dopamine oxidizes or reduces (Figure 

3A and 3C). In addition, nomifensine administration caused significant time-

dependent increases in the amount of DA released  (calculated from the height  of 

the oxidation peak; Fig 3D), increases in decay half-life (T1/2) (Figure 3E) and 

decreases in the decay rate constant (K) (Figure 3F). These findings support the use 

of the FSCV oxidation current as a measure of variation of extracellular DA release 

in the present study5.  
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Figure 4A shows the average height of the peaks (Δ[DA]) and Figures 4B-D 

show the temporal variation of the DA concentration in response to the VTA 

stimulation. Average T1/2 and K values are shown in Supplemental Table 1. Mice in 

the control group received 3 injections of vehicle at the same time that the mice in 

the other groups received vehicle, DZP or FLU. Data from the same animals were 

used for the control group shown in the Figures 4D-F, Supplemental Figure 1, and 

Supplemental Table 1. 

 As shown in Figure 4A, the height of the DA peaks (Δ[DA]) in the control 

group did not significantly decrease during the 1-hour duration of the experiment 

(F(3,24) = 1.17, p = 0.34, one-way ANOVA). This control is important to show that 

any observed decrease in the peak heights in the groups treated with DZP was not 

caused by electrode desensitization. Figure 4A also shows that DZP caused a dose-

dependent and significant reduction in the size of the peaks. A repeated-measures 

two-way ANOVA showed a non-significant drug treatment factor (F(3,19) = 1.82, p = 

0.18), a significant time effect (F(3,57) = 17.1, p < 0.001), and a significant 

interaction between these factors (F(9,57) = 2.12, p < 0.05). Dunnett’s post-hoc tests 

showed that DZP at 2 and 3 mg/kg, but not at 1 mg/kg, caused a significant 

reduction in the DA peak height (p < 0.05). Post-hoc tests also showed that 2.5 

mg/kg FLU reversed the effect of DZP at 2 mg/kg, but not at 3 mg/kg (p < 0.05, 

Figure 4A). Supplemental Figure S1 shows that 2 mg/kg DZP preceded by 2.5 mg/kg 

FLU did not cause a significant decrease in electrically-evoked DA release.  

The shape of the DA peaks (notably, the descending trace corresponding to 

re-uptake of the neurotransmitter) shown in Figure 4B-D and in Supplemental Figure 

S1B-D) suggests that DZP did not affect DA re-uptake. This was confirmed by the 

analysis shown in Supplemental Table 1. While nomifensine caused a significant and 

time-dependent increase in the T1/2 and corresponding decrease in the K (Figure 3), 

these factors were not significantly affected by any dose of DZP (Supplemental 

Table 1).  
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Figure 5 shows that the tonic concentrations of DA measured in the 

microdialysis samples also were significantly reduced by the i.p. administration of 2 

mg/kg DZP and that this effect is reversed by the i.p. administration of 2.5 mg/kg 

FLU.  A repeated-measures two-way ANOVA showed a non-significant drug 

treatment factor (F(1,5) = 1.40, p = 0.29), a significant time effect F(10,50) = 2.62, p 

< 0.05), and a significant interaction between these factors (F(1,50) = 4.50, p < 

0.001). Dunnett’s post-hoc tests showed that DZP caused a significant reduction in 

tonic DA concentration (p < 0.05). These post-hoc tests also showed that 2.5 mg/kg 

FLU significantly reversed this reduction (p < 0.05).  

 

 

 

Figure 5. Effect of diazepam on variation of tonic levels of dopamine in the mouse 
nucleus accumbens. Mice were anesthetized with urethane and microdialysis samples 
were collected every 30 min and DA concentration were measured by HPLC-EC in the 
following order:  under baseline (BL) condition (before the injections); after the injection of 
2 mg/kg diazepam (DZP), and after the injection of flumazenil (FLU). The mice of the 
control group always received vehicle when the mice of the other groups received 
diazepam and flumazenil. Data are expressed as mean ± SEM percent of the baseline.     
p < 0.05 compared to the control group  at the same time;       p < 0.05 compared to the 
same group  at the previous time (Dunnett test after repeated measure two-way ANOVA). 
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BZ drugs increase the affinity of GABA for certain subtypes of GABAA
 receptors, 

causing hyperpolarizing inhibition mediated by increase of the postsynaptic membrane 

conductance to Cl- ions2. In the present study we present evidence that BZs also affect DA 

neurotransmission in the NAc. More specifically, we showed that the BZ receptor agonist 

DZP, used at doses that cause anxiolytic-like effects in rodents6, decreased the 

electrically-evoked release of DA in the NAc. The reversal of this effect by the BZ 

antagonist FLU7 suggests that the effect of DZP on DA release was mediated by 

BZ/GABAA complex receptors. 

The α1 subunit of the GABAA receptor (necessary for BZ binding)  is expressed in 

GABAergic neurons of the NAc that project to the VTA8 and in GABAergic interneurons of 

the VTA9. However, GABAA receptors expressing the α1 subunit are not expressed in the 

dopaminergic neurons of the VTA9. This pattern of BZ receptor distribution would be seen 

as supporting the hypothesis that, rather than decreasing DA release in the NAc (as 

shown in the present study),  BZs would increase DA release in the NAc by disinhibiting 

GABAergic neurons that make synaptic contact with the DA neurons of the VTA. However, 

no direct evidence has been provided that acute administration of a BZ increases DA 

release in the NAc. On the contrary, in addition to the present study all microdialysis 

studies have shown that DZP10 and other BZs11-14 decreased extracellular DA levels in the 

NAc. The mechanism underlying this phenomenon remains unclear.   

This is the first time that a suppressive effect of a BZ on DA release was shown by 

using well controlled FSCV recording. We also used in vivo microdialysis to confirm that 

DZP decreases DA release in the NAc. However, in microdialysis studies samples were 

collected at intervals of 20-30 min while in the FSCV recording used in this study changes 

in extracellular DA release were measured every 100 ms. Microdialysis measures tonic 

variations in extracellular levels of DA which can vary in the time scale of minutes to hours 

due to alterations in the synthesis, metabolism, and tonic firing rate of DA neurons5. 

However, this temporal resolution is not enough to measure changes in DA release due to 

relatively rapid phasic activation or inhibition of DA neurons in response to salient, 

rewarding, or aversive stimuli15, 16.  

Another advance of the present study is that FSCV recording of DA release 

allowed measures of the kinetics of both DA release and DA re-uptake. Our results clearly 

showed that DZP decreased DA release without affecting DA re-uptake. The lack of 

significant difference among groups was not due to low sample size or poor quality of the 
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data as using the same method, we were able to detect significant differences caused by 

the DAT inhibitor nomifensine on T1/2 and K during the re-uptake phase of the DA peaks. 

In the present study, DZP was injected systemically. Thus, it is possible that DZP 

affects DA release in the NAc by acting in other sites of the brain. However, a 

microdialysis study by Gruen et al.17 showed that intra-striatal infusion of the BZ receptor 

antagonist, Ro15-1788 or the GABAA receptor antagonist SR 95531 increased the 

extracellular concentration of DA and that this effect was blocked by co-administration of 

DZP or GABA. In addition, Takada et al.18 showed that the BZs midazolam and 

flunitrazepam decreased extracellular DA in the dorsal striatum.  Furthermore, an 

amperometry study reported that the infusion of the GABAA receptor blocker picrotoxin into 

the rat amygdala caused a phasic increase in DA concentration19.These findings suggest 

that BZs act locally at the BZ/GABAA complex receptor to decrease tonic DA in the 

striatum. However, two other microdialysis studies reported that local infusion of the BZs 

DZP (at a dose similar to those used in the present study) and flurazepam decrease 

extracellular DA in the NAc, but not in the dorsal striatum10, 11. Based on our current 

findings it seems plausible that proximity of the tip of the microdialysis probes to the NAc in 

the Gruen et al.17 and Takada et al.18 studies might explain the differences between their  

results17,18 and those of the other studies10, 11.   

The addictive property of BZs is mediated by the same subunit of the BZ/GABAA 

receptor complex involved in their anxiolytic effect, which limits the therapeutic use of BZs2, 

20. However, as discussed above, while other drugs of abuse such as cocaine, 

amphetamine, and opioids increase DA release in the NAc21 , BZs cause the opposite 

effect. This makes BZs candidates to treat abusive use of opioids and psychostimulants as 

shown in animal22-25 and human26 studies. 

The VTA-NAc pathway plays a critical role in motivation4, 15. Therefore, the 

decrease in DA release in the NAc as shown in the present study, might impact the 

motivational dimension of anxiety, affecting the response to psychostimulant drugs27 and 

to stressful stimuli such as novelty, physical and social stress28. In other words, the present 

study suggests that the anxiolytic properties of the BZs might have a dopaminergic 

component. 
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Methods 

Twenty-eight adult Swiss mice (20-40 g) from the colony of the Universidade 

Federal do Paraná were used for the FSCV recordings. An additional 7 mice were used in 

the microdialysis experiment. They were housed in groups of 5 in polypropylene cages 

(41x34x16 cm) with sawdust bedding under a 12 h/12 h light/dark cycle (lights on 7:00 am) 

and controlled temperature (22 ± 2 ˚C). Food and water were available ad libitum. After 

surgery the animals were housed individually. All procedures were in accordance with the 

National Institutes of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals and 

approved by the institutional Ethics Committee for Animal Experimentation of the 

Universidade Federal do Paraná (protocol number 638), and are consistent with the 

Brazilian law (Bil#11.794/8 October 2008). 

Each mouse was anesthetized with urethane (1.5 mg/kg, i.p) and mounted in a 

stereotaxic frame (David Kopf Instruments, Tujunga, CA). A scalpel was used to make a 1 

cm midline incision exposing the skull bone surface, which was cleaned using the scalpel 

and sterile cotton swaps. A stainless steel burr (David Kopf Instruments) was used to drill 

2 circular openings of 2 mm diameter above the NAc in the left frontal bone and above the 

VTA in the parietal bone. The openings were centered in the following stereotaxic 

coordinates, according to the Atlas of Paxinos and Franklin29:  NAc, AP +1.2 mm, ML +1.2 

mm; VTA, AP -3.8 mm, ML +0.2 mm. An Ag/AgCl wire reference electrode was inserted 

0.5 mm into a smaller hole drilled in the right parietal bone and fixed to the bone with 

dental cement.  

Fast-scan cyclic voltammetry recording. The stimulating electrode was lowered into 

the VTA in steps of 0.1 mm until the highest evoked DA response was recorded, between 

the following DV range below dura: 3.4 - 4.1 mm. This procedure was repeated to optimize 

the location for the recording electrode in the NAc core: 3.2 - 4.0 mm. FSCV 

measurements were obtained with a Wireless Instantaneous Neurotransmitter 

Concentration Sensor (WINCS, Mayo Clinic, Rochester, MN) system and processed by 

the WINCSware with MINCS software (version 2.10.4.0, Mayo Clinic). Every 100 ms, a 

triangular waveform potential of -0.4 V to +1.0 V to -0.4 V was applied at 300 V/s to the 

carbon-fiber recording electrode versus the Ag⁄AgCl reference electrode. Oxidative and 

reductive currents were continuously sampled at 100 ksamples/s, 944 samples/scan. The 

digital output was filtered with a Butterworth low pass filter (800 Hz, 3 poles). The 

triangular waveform potential was applied to the electrode for 10 min before recording 

commenced in order to condition the electrode. Next, trains of 20 biphasic pulses (0.5 ms 
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per pulse, 600 µA, 60 Hz) were applied to the stimulating electrode every 180 s via a 

programmable optical isolator pulse generator (MINCS, Mayo Investigational 

Neuromodulation Control System,  Mayo Clinic, MN). Data of 4 evoked peaks during 

baseline, vehicle, DZP and FLU were collected for each animal. Background-subtracted 

cyclic voltammograms were obtained by subtracting voltammograms collected during 

stimulation from those collected up to 3 s before the stimulation. Voltammetric responses 

were viewed as pseudo-color plots with the abscissa as voltage, the ordinate as 

acquisition time, and the current encoded in color. Temporal responses were determined 

by monitoring the current at the peak oxidation potential for DA in successive 

voltammograms. Current values were converted to concentration based on calibration 

curves obtained after the experiments with the electrodes immersed in known 

concentrations of DA in a flow cell. Change in DA concentration (ΔDA) was measured by 

subtracting the higher and lower values of current in the optimal voltage for DA oxidation 

(from +0.65 to +0.75 V) recorded between 3 s before and 3 s after the electrical 

stimulation. T1/2 (time required for DA signal to decay 50% compared to the initial value) 

and K (kinetic decay rate constant) were calculated by modeling the descending part of the 

evoked DA peaks to a one phase exponential decay equation (Y=(Y0 - Plateau)* exp(-

K*X) + Plateau). 

Microdialysis monitoring. Mice were anesthetized with urethane (1.5g/Kg, ip.) and 

placed in a stereotaxic frame, where the cranium was exposed and a burr hole was drilled 

targeting the NAc at +1.2 mm from bregma, +0.8 mm from midline; -3.8 mm from skull 

surface, according to the mouse atlas of Paxinos and Franklin29. A concentric microdialysis 

probe (0.24 mm o.d.; permeability 6 kDa; Cuprophan; AgnTho's, Lidingö, Sweden) with 

active membrane lengths of 2 mm was inserted unilaterally into the NAc via a 

polyurethane guide cannula (shaft o.d. 0.5 mm; shaft length 8 mm; AgnTho's, Lidingö, 

Sweden) and perfused for 30 minutes to stabilize. Dialysate samples were taken every 20 

min. Two dialysate samples were taken in basal conditions; 3 dialysate samples were 

obtained after vehicle i.p. administration; 3 dialysate samples post 2.0 mg/kg diazepam 

i.p.; and 3 dialysates samples after 2.5 mg/kg flumazenil i.p. Control group had the same 

procedure except for vehicle i.p. administration at the three moments of injection. The full 

experiment lasted 5 hours per mouse. The microdialysis probe was perfused with Ringer’s 

solution (in mM: NaCl, 145.0; KCl, 2.7; CaCl2, 1.2; MgCl2, 1.0, pH 7.4) at a constant rate 

of 2 μL/min. All microdialysis samples were collected into polyethylene tubes containing 20 

μL of 0.1 M perchloric acid solution (Merck, Darmstadt, Germany) and 0.06% sodium 
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metabisulfite (Sigma–Aldrich), and stored at -86 ºC until high-performance liquid 

chromatography with electrochemical detection (HPLC-ED) analysis. Isocratic separation 

was performed on a reverse phase LC-18 column (4.6 mm x 250 mm; Sigma-Aldrich) 

using 20 mM Na2HPO4, 20 mM citric acid, 10% methanol, 0.12 mM Na2EDTA  

Histology. The brains were fixed for 10 days in 4% formaldehyde and transferred to 

a solution of 30% sucrose, 4% formaldehyde solution where they were left for 2 more 

days. Coronal slices of 50 μm thickness were stained with cresyl violet and compared to 

the mouse atlas of Paxinos and Franklin29 to locate damage along the electrode length 

(DV, and ML coordinates). Electrodes tip locations (DV coordinate) were estimated by how 

far down the electrode was lowered. 

Statistical analysis. Significant differences among DZP-FLU and FLU-DZP groups 

were calculated by repeated measure two-way ANOVA followed by the Dunnet post-hoc 

test and were considered significant when p < 0.05. Effect of the administration of 

nomifensine on dopamine release was calculated using a one-way ANOVA followed by the 

Dunnet post-hoc test. All statistical data analysis was conducted using Prism for Windows, 

version 6.01 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA). 
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Conclusões gerais 

A principal contribuição do meu trabalho de tese foi a padronização da técnica de 

voltametria cíclica de varredura rápida (FSCV) para o registro de dopamina in vivo em 

animais anestesiados no Laboratório de Fisiologia e Farmacologia do Sistema Nervoso 

Central do Departamento de Farmacologia da UFPR. Esta conquista foi muito importante 

por várias razões: a primeira delas esta relacionada com a própria tecnologia. Conseguir 

registrar um evento neuroquímico in vivo, em tempo real é uma ferramenta poderosa no 

objetivo de compreender melhor o funcionamento do cérebro.  Conseguir padronizar a 

voltametria cíclica de varredura rápida em animais anestesiados é o primeiro passo para 

padronizá-la para o seu uso com animais acordados (head-fixed e freely moving) o que 

abre a possibilidade de responder a perguntas mais complexas sobre a relação entre  

cérebro e  comportamento com aplicações práticas para a neuropsicofarmacologia 

comportamental. 

 

A segunda razão é o reconhecimento. Este é o primeiro experimento realizado 

usando voltametria cíclica de varredura rápida para registros cerebrais no Brasil e 

possivelmente na América Latina (até onde o nosso conhecimento permite), o que coloca 

o nosso Laboratório, o nosso Departamento e obviamente o Brasil como um dos poucos 

no mundo com resultados positivos usando esta técnica. Enquanto estivemos envolvidos 

com o esforço e seus percalços no desenvolvimento dessa técnica pudemos também 

interagir com dois grupos dos Estados Unidos que estão entre os poucos que 

desenvolveram e dominam essa técnica. Como fruto dos nossos estudos sobre esse tema, 

publicamos com o grupo do Dr. Charles Blaha (hoje na Mayo Clinic) dois trabalhos de 

revisão em revista científicas de alto impacto. A Revisão que publicamos em 2012 na 

revista Reviews in the Neuroscience (fator de impacto 3.3) já recebeu 13 citações no ISI e 

14 citações na Scopus.  O paper que publicamos em 2015 na revista Neuroscience and 

Biobehavioral Reviews (fator de impacto 8.8) já recebeu 2 citações no ISI e 5 citações do 

Scopus. O outro grupo com o qual interagimos é liderado pela Dra. Donita Robinson 
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(University of North Carolina) que me contratou para trabalhar como p’os-doc em seu 

laboratório a partir de março de 2016.  

 

Em relação aos resultados do nosso estudo, além da padronização, nós atingimos 

todos os objetivos propostos no início do trabalho. Conseguimos observar os efeitos do 

diazepam na liberação evocada de dopamina  no NAc e, a partir desse resultado, propor 

que os efeitos das benzodiazepinas  no tratamento da ansiedade e no tratamento da 

adição podem ter um componente dopaminérgico. Também conseguimos determinar a 

efetividade da voltametria para estudar a cinética de liberação e recaptação da dopamina 

e do efeito do diazepam e da nomifensina. As diferenças significantes sobre os parâmetros 

de recaptação que observamos após a administração de nomifensina, mas não após de 

DZ, confirmaram que esse último não alterou a cinética da recaptação da DA, mas 

também que, usando voltametria, esses parâmetros são passíveis de medição.  

 

 Os percalços que enfrentamos na implantação dessa técnica limitaram nossa 

produção de papers de resultados. Deixamos, porém dois estudos iniciados e que serão 

finalizados pelos colegas de laboratório e enviados para publicação: um sobre a 

padronização de registros de FSCV em animais head-fixed e outro estudo com registro em 

tempo real de liberação de dopamina no núcleo accumbens durante o teste de tail-flick 

em camundongos head-fixed. Participei também intensamente no treinamento e 

acompanhamento dos experimentos de dois mestrandos: Bernardo Firmino e Daniele 

Ramos. Desse trabalho resultou um outro estudo sobre o papel da substância negra 

compacta sobre o aprendizado associativo com motivações apetitiva e aversiva. Esse 

trabalho vai ser submetido a publicação assim que for concluído um último experimento 

envolvendo FSCV. 

 

Finalmente, o nosso trabalho abre as portas para novos estudos que visem 

determinar os efeitos locais das BZ na liberação evocada de DA e a sua relação com o 
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comportamento em animais acordados além de outras possibilidades tanto em animais 

“head-fixed” como “freely-moving”. O futuro está servido!  

 

Em relação com as revisões publicadas e incluídas neste trabalho de tese, as 

principais conclusões são: 

Os GB constituem um sistema central na seleção de ações. Para levar a cabo esta 

função, os GB usam elementos tais como os estados emocionais dos sujeitos, os eventos 

do seu contexto (Estímulos Incondicionados, Estímulos Condicionados, Estímulos 

Discriminativos, recompensas), os objetivos e as motivações por traz desses objetivos. O 

funcionamento anormal dos GB deriva numa série de condições onde os processos 

dependentes desse funcionamento podem ser severamente danificados como no caso da 

doenca de Parkinson ou Hantington entre outras. Entre as posibilidades de tratamento 

para estas doenças, a Estimulação Cerebral Profunda tem mostrado importantes avanços. 

Os estudos feitos com sujeitos animais e humanos tem permitido elucidar alguns dos 

possíveis mecanismos pelos quais a ECP funciona no tratamento dessas doenças. Contudo, 

ainda se está longe de descrever totalmente o mecanismo por traz da efetividade da ECP, 

sendo necessário aumentar os esforços da comunidade neurocientífica para conseguir 

uma maior compreensão das suas bases neurobiológicas e as suas aplicações clínicas. 
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