JORGE RENNER CARDOSO DE ALMEIDA

“Padrdes de funcionamento cerebral em voluntarios
saudaveis antes e apds o uso de antidepressivo:
estudo de ressonancia magnética funcional durante

inducdo emocional através de estimulacao visual”

Tese apresentada a Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo para obtencao

do titulo de Doutor em Ciéncias

Area de concentragdo: Psiquiatria

Orientador: Prof. Dr. Geraldo Busatto Filho

Sao0 Paulo - 2009



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacéo (CIP)

Preparada pela Biblioteca da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo

©reproducéo autorizada pelo autor

Almeida, Jorge Renner Cardoso de
Padrdes de funcionamento cerebral em voluntéarios saudaveis antes e apds o uso de

antidepressivo : estudo de ressonancia magnética funcional durante indugéo emocional
através de estimulacéo visual / Jorge Renner Cardoso de Almeida. -- S&o Paulo, 2009.

Tese(doutorado)--Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo.
Departamento de Psiquiatria.

Area de concentracio: Psiquiatria.

Orientador: Geraldo Busatto Filho.

Descritores:  1.Imagem por ressonancia magnética funcional 2.Emocoes

manifestas 3.Clomipramina 4.Humanos 5.Géanglios da base 6.Sistema limbico

USP/FM/SBD-153/09




Dedicatéria

Per Teresa,

tu mi ispiri a vivere e ad essere



Agradecimentos

Ao Prof. Dr. Geraldo Busatto Filho, por saber apertar quando preciso e
relaxar quando necessario. Pela oportunidade de trabalhar no LIM-21 que
coordena com eximio. Pela orientagdo, amizade, pelas valiosas discussoes,
ensinamentos e pelos conselhos substanciais durante toda a elaboragcao
deste trabalho. Por ensinar o que poucos mestres ensinam, o pensar critico.

A Sra. Eliza Fukushima, pela ajuda com documentacdes, essencial para
administrar os diversos obstaculos burocraticos.

A Profa.Dra.Tania Corréa de Toledo Ferraz Alves, por dividir dados de seu
trabalho que iniciaram meu aprendizado em neuroimagem. Seus conselhos
guardo e uso até o presente momento.

Aos colegas do LIM-23 por realizar toda parte relacionada ao ensaio clinico.
Em especial ao Prof.Dr.Valentim Gentil, Profa.Dra.Clarice Gorenstein,
Profa.Dra.Monica Zilberman, Dr.Elaine Henna, Profa.Dra.Daniela Lobo. Sem
vocés nao teria conseguido. Nao esqueco dos “almogos de quarta”.

Ao Prof.Dr.Edson Amaro pela valiosa orientacdo na aplicagdo e
desenvolvimento do protocolo de ressonancia magnética funcional.

Ao Prof.Dr.Hermano Tavares por permitir o uso do paradigma que
desenvolveu durante sua livre docéncia.

Aos companheiros do protocolo “Sol da Meia Noite”. Angela Barreiros e
Antonio Cesario Cruz, sem vocés nao teria adquirido dados. Em especial ao
Dr.Carlos Toledo Cerqueira, colega, amigo e parceiro na coleta de dados.
Nao esqueco dos jantares da equipe apds os exames.

Aos colegas e amigos do LIM-21 que fazem o ambiente de trabalho
estimulante. Em especial ao Prof.Dr.Fabio Duran por me iniciar no SPM e
sempre ajudar quando precisei.

Aos professores do Departamento de Psiquiatria da Faculdade de Medicina
do ABC pela sélida formagdo em psiquiatria recebida. Em especial aos
Prof.Dr.Arthur Guerra e Profa.Dra.Cintia Azevedo Marques Périco pela
apresentacao ao orientador.

Aos Prof.Dr.Rodrigo Bressan, Prof.Dr.Hermano Tavares e Prof.Dr.Beny
Lafer pelas questdes e criticas levantadas durante o exame de qualificacao.

A Profa.Dra.Mary Phillips pela essencial orientagdo na analise e
interpretacdo dos dados. Aos colegas de Pittsburgh, pelo apoio e



cooperagao. Aos amigos Alberto Sardinha, Luciana Barbosa, Daniel e
Priscila Prevedello por ajudar a “tocar a bola para frente”.

Aos amigos e colegas da Liga da Gastro que sempre apoiaram e
incentivaram minhas escolhas.

Aos meus avés Hilda (in memorian) e Eugénio (in memorian) por mostrar
que para andar basta levantar e por ensinar muito mais do que jogar cartas.

Aos meus avos Cilu e Plinio por mostrar que uma situagdao sempre tem um
lado positivo e por ensinar a paciéncia necessaria para perseverar.

A minha mae Helena pelo amor incondicional. Ao meu pai Marcos pela
liberdade de escolher meu caminho e por sempre apoiar minhas decisodes.

A Sonia por estar sempre sorrindo, mesmo nas situagdes mais complexas.
As minhas irmas Cassia e Estela, sei que sempre posso contar com voceés.
A irma Adriana e ao irmao Andre pelo apoio nas horas dificeis.

A minha familia e a todos meus amigos que sempre me apoiaram desde o
inicio.

A Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo por ter fornecido
toda a infra-estrutura para que o trabalho pudesse ser desenvolvido.

A todos aqueles que diretamente ou indiretamente contribuiram para a
realizacao deste trabalho.

E principalmente, aos voluntarios que generosamente ofereceram o seu
precioso tempo e participaram neste trabalho, o meu muito obrigado.



Vi

“O otimo é inimigo do bom”

Voltaire (1694-1778)



vii

Esta tese esta de acordo com as seguintes normal, em vigor no momento
desta publicacao:

Referéncias: adaptado de International Committee of Medical Journals
Editors (Vancouver).

Universidade de Sao Paulo. Faculdade de Medicina. Servigo de Biblioteca e
Documentagdo. Guia de apresentacdo de dissertacbes, teses e
monografias. Elaborado por Anneliese Carneiro da Cunha, Maria Julia de A.
L. Freddi, Maria F. Crestana, Marinalva de Souza Aragéo, Suely Campos
Cardoso, Valéria Vilhena. 22 ed. Sao Paulo: Servico de Biblioteca e
Documentacéo; 2005.

Abreviaturas dos titulos dos periédicos de acordo com List of Journals
Indexed in Index Medicus.



viii

Sumario

LiSta de fIQUIas .. .. Xi
Lista de tabelas ........ooo oo Xii
Lista de abreviaturas € Siglas ..........ccccooii s Xiii
RESUMO .. e e XVi
SUIMIMAIY .ttt Xix
1. INTRODUGAOD ..ottt 1
1.1. Principios basicos das técnicas de neuroimagem funcionail................... 2
1.2. Estudos de neuroimagem funcional durante estimulagdo emocional em
VOIUNTAIIOS SAUAAVEIS ......ueuieiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee ettt eeseeeeeeeeees 5
1.3. Modelo contemporaneo de processamento emocional em voluntarios

7= 180 £= 1Y PRSPPI 10
1.4. Neuroimagem funcional e estimulagdo emocional: o emprego de
estimulos visuais do Sistema Internacional de Figuras Afetivas ................. 13

1.5. Estudos de neuroimagem funcional avaliando mudancgas de atividade
cerebral em resposta a agao dos antidepressivos na vigéncia de Transtorno

DT o] (=TS TST Ao 1V = T o 18
1.6. Estudos de neuroimagem durante o uso de antidepressivos em

voluntarios saudaveis: uma area pouco explorada. ..........cccccceiiiieeeieenenne. 22
1.7. Efeito extraterapéutico dos antidepressivos...........ccceeeeeveviiieeeiiiineeeen, 24
2. OBUETIVOS ... 27
2.1, ODjJetiVOS gEIaiS.......civviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeet ettt 27
2.2. Objetivos eSPEeCIfiCOS......cciii i 28
B HIPOTESES ...ttt een e, 30
A, METODOS ...ttt eaean e 31
4.1. Selegao de iNdiVIAUOS .......ccooiiiiiiiiiiie e 31
4.1.1. ASPECLOS BLICOS ...t 31
4.1.2. Recrutamento dos voluntarios e pré-selegao ...........cccccceeeiieeeeeeeeennns 32
4.1.3. Critérios de INCIUSA0..........ooviiiiiiiii e 33
4.1.4. Critérios de EXCIUSEO........coeiiiiiiiii e 33
4.2. Avaliacao da resposta clinica ao tratamento com clomipramina........... 35
4.3. ENsaio farmacolOQiCO ..........uuuuueeeiiiieiiiiiiieiieeeeeeeeeeee ettt 37
4.3.1. Individuos nao respondedores ao tratamento com clomipramina...... 38
4.3.2. Individuos respondedores ao tratamento com clomipramina ............ 38

4.4. Procedimentos realizados no presente estudo de RMf........................ 39



4.4.1. Individuos n&o respondedores ao tratamento com clomipramina ..... 39
4.4.2. Individuos respondedores ao tratamento com clomipramina............. 40
4.4.3. Diferencas e semelhancas entre os respondedores e nao
respondedores em relagao ao fluxo no estudo............cccoeeeeiiiiiiiiiiiceee. 40
4.5. Fluxo geral do €StUAO ..........eeeiiiiiiiiiiiiiieieeiieeeeeeeeeeeeeee e 42
4.5.1. Selecao de individuos ...........ouuiiiiiiiiiiiice e 42
4.5.2. Etapa 1 do ensaio farmacoldgiCo .............eeeveeieiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeee 42
4.5.3. Visita de SIMUIACAOD..........cccevuiiiiiii e 43
4.5.4.Visita | - RMf.....ooooiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 43
4.5.5. Etapa 3 do ensaio farmacoldgiCo .............uuveeiiiiiiiiiiiiiiee e 44
I T VT3 = I L B 1Y | P 44
4.6. Paradigma experimental.............ccooiiiiiiiii e 45
4.6.1. Selecao de estimulos visuais a partir do banco de fotografias do IAPS
.................................................................................................................... 45
4.6.2. Paradigma de indugdo emocional por fotografias durante o
experimento de RMf ... ... e 48
4.7. Aquisicdo dos dados de Neuroimagem.............eeeeeeeeeeeeiiieeieeeeeeeeeeeeeeeen. 54
4.8. ANAlISE A0S dAUOS ......uiiiiiieieeeiiie e 55
4.8.1. Analise de dados comportamentais............cccoeveeeiiveiiiiiiiiiii e 55
4.8.1.1. Individuos sem resposta clinica a clomipramina ..................ccc....... 55
4.8.1.2. Comparacgao entre individuos com e sem resposta clinica a

(o1 o]0 01 o] =1 2 111 = P 55
4.8.2. Processamento e analise estatistica das imagens..........ccccccccvveeeen. 56
4.8.2.1. Analise dos dados de neuroimagem nos individuos nao
respondedores a CloMIPramiNg ..........ooevviiiiiiiie e 57
4.8.2.2. Analise dos dados de neuroimagem comparando os individuos
respondedores e 0s nao respondedores a clomipramina............cc.............. 58
4.8.2.3. Analise por regides de interesse ..........ouvveeeiiiiiiiiiiiiiiiiiee e, 58
4.8.2.4. Nivel de significancia estatistica............cccccceevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinee, 59
5. RESULTADOS ... 60
5.1. Caracterizagdo demografica da amostra..............coevvevvviiiiiiiiiieeeeeeenn, 60

5.2. Resultados comportamentais das escalas de avaliagdo subjetiva
durante a visualizagao de fotografias com conteudo emocional e neutro ... 62

5.2.1. Individuos ndo-respondedores a clomipramina...........cccccceveeeeeeeeeeene. 62
5.2.1.1. Paradigma de Felicidade..............ccoovimmmiiiiiiie e 62
5.2.1.2. Paradigma de MedoO ..........coevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 63
5.2.1.3. Paradigma de Raiva.............uuuiiiiiiiiiiieeecee e 63
5.2.2. Comparagao entre os individuos respondedores e ndo-respondedores
b= e (o] 0011 0] ¢= 10 4110 - I UU TR 65
5.2.2.1. Paradigma de Felicidade.............ccoooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeee 65
5.2.2.2. Paradigma de MedO ........c..uiiiiiiiiiiiieiie e 65
5.2.2.3. Paradigma de RaiVa ...........ccoeeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee 65

5.3. Resultados obtidos na analise da atividade cerebral através de RMf .. 68
5.3.1. Padrdes de atividade cerebral durante apresentacéo de fotografias de
conteudo emocional e neutro em individuos nao-respondedores a

(o3 o] a1 0] =0 111 o = SRR 68



5.3.1.1. Paradigma de Felicidade.............coooueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 68
5.3.1.2. Paradigma de MedO ............oiiiiiiiiiiieeie e 70
5.3.1.3. Paradigma de RaivVa ...........ccooeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeeeeeeeeee 72
5.3.2. Comparagao entre individuos respondedores e nao-respondedores a
(o3 o] a 11 o] =2 011 = 0PSRN 76
5.3.2.1. Paradigma de Felicidade.............cccooiiiiiiiiiiiii e 76
5.3.2.2. Paradigma de MedoO .........ccoeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 78
5.3.2.3. Paradigma de Raiva...........ccocoviiiiiiiiics e 79
B. DISCUSSAOD ...ttt 82
6.1. Achados comportamentais nos individuos nao respondedores a

(o1 o]0 01101 =1 2 111 = P 82
6.2. Diferengas dos achados comportamentais nos individuos nao
respondedores e respondedores a clomipramina .............cccceeeeeeeeivieeeeennn. 84
6.3. Achados de neuroimagem nos individuos n&o respondedores a

(o1 o]0 011 =12 111 = 86
6.4. Diferengas de achados entre os individuos respondedores e n&o
respondedores a Clomipraming ..........cooovviiiiiiiiiiiie e 97
6.5. A escolha da clomipraming ..........ccoooeeeiiiiiiiiiiii e 104
6.6. Limitagdes metodoldgiCas .........coveveeiviiiiiiiiic e 106
6.7. Implicagdes neurofisioldgicas e clinicas dos achados........................ 111
4 O o Tod (U= T SRR 113
8. ANEXOS ... 117
AANEXO = A et a e e e e neaaanaaas 118
N 1= (o T = TS 122
ANEXO = C o 126
N 1= (o T I PSS 130
9. REFERENCIAS ...ttt 136



Xi

Lista de figuras

Figura 1. - Regulagcdo automatica do processamento emocional através do
sistema de transmisséo de informagéo no sentido adiante (anterégrado) .. 11

Figura 2. - Regulagao automatica do processamento emocional através do
sistema de transmiss&o de informacé&o no sentido inverso (retrogrado) ..... 12

Figura 3. - Categorizagao dos critérios de resposta clinica a clomipramina 36

Figura 4. - Fluxograma dos participantes no estudo de neuroimagem e
eNSAI0 ClINICO.....cooiiii 41

Figura 5. - Modelo de escala visuo-analdgica utilizada no paradigma de
indugdo emocional para avaliar o sentimento subjetivo .............................. 50

Figura 6. - Modelo de um bloco de fotografias com conteudo emocional

utilizado no paradigma felicidade ............cccoooiiiiiiiiiiii e 51
Figura 7. - Diminuicdo de atividade amidalar em individuos nao
respondedores quando medicados com baixas doses repetidas de
clomipramina nos paradigmas de Medo e Raiva.............cccceeveiiiiiiiiiicnnnnnnn. 74

Figura 8. - Diminuicdo de atividade comum aos trés paradigmas em
individuos nao respondedores quando medicados com baixas doses
repetidas de clomipramina nas regides da insula, cingulo anterior e putamen
.................................................................................................................... 75

Figura 9. - Aumento de atividade insular comum aos trés paradigmas em
individuos respondedores comparados com individuos nido respondedores
guando medicados com baixas doses repetidas de clomipramina.............. 81



xii

Lista de tabelas

Tabela 1. — Dados demograficos do grupo de individuos respondedores e
nao-respondedores a ClomMIpraming .............oveeiiiiiiieeiiiiie e 61

Tabela 2. - Avaliacdo subjetiva apds a apresentacdo de blocos de
fotografias com conteudo emocional e neutro nos individuos néo-
respondedores a Clomipraming ..........ccooovviiiiiiiiiiiie e 64

Tabela 3. - Avaliacdo subjetiva apds a apresentacdo de blocos de
fotografias de conteudo emocional e neutro entre os individuos
respondedores e ndo-respondedores a doses repetidas de clomipramina. 67

Tabela 4. - Resultados do efeito BOLD durante as comparacgdes planejadas
(t-teste pareado) em individuos n&o-respondedores a clomipramina quando
sob efeito da medicacao e sem efeito da medicagao durante o paradigma de
FEliCIdAde ..o e 69

Tabela 5. - Resultados do efeito BOLD durante as comparagdes planejadas
(t-teste pareado) em individuos nao-respondedores a clomipramina quando
sob efeito da medicagéo e sem efeito da medicagao durante o paradigma de
1Y/ =T o o R URPRURPPIN 71

Tabela 6. - Resultados do efeito BOLD durante as comparacgdes planejadas
(t-teste pareado) em individuos n&o-respondedores a clomipramina quando
sob efeito da medicagéo e sem efeito da medicagao durante o paradigma de
RAIVA ... 73

Tabela 7. - Diferengas de efeito BOLD evidenciadas na comparagao entre
sujeitos respondedores e nao-respondedores a Clomipramina durante o
paradigma de FeliCidade .........ccooo oo 77

Tabela 8. - Diferencas de efeito BOLD evidenciadas na comparagao entre
sujeitos respondedores e nao-respondedores a Clomipramina durante o
paradigma de MedO ........cooeiiiiiiii e 78

Tabela 9. - Diferencas de efeito BOLD evidenciadas na comparagao entre
sujeitos respondedores e nao-respondedores a clomipramina durante o
paradigma de RaiVa ........coooiiiiiii e 80



Xiii

Lista de abreviaturas e siglas

BA — Brodmann Area (Area de Brodmann)

BOLD - blood oxygenation level dependent

CPFDL - cortex pré-frontal dorsolateral

CPFDM - cortex pré-frontal dorsomedial

CPFVL - cértex pré-frontal ventrolateral

CPFVM - cértex pré-frontal ventromedial

D - lado direito do cérebro

DICOM - Digital Imaging Communications in Medicine

DP — Desvio-padrao

DSM-IV-TR - Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders- 4th edition-
Text Revision (Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais - 42
edicao-texto revisado)

E - lado esquerdo do cérebro

EEG - eletroencefalografia

FAPESP — Fundagao de Amparo a Pesquisa e Ensino do Estado de Sao
Paulo

FLAIR — fluid attenuated inversion recovery

FOV - field of view

FSCr - fluxo sanguineo cerebral regional

g.l. — graus de liberdade

GCA - giro do cingulo anterior

GE — General Electric



Xiv

HC-FMUSP - Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo (HC-FMUSP)

HPC - hipocampo

IAPS — International Affective Pictures System

IPQ — Instituto de Psiquiatria

IR — inversion recovery

ISRN - inibidor seletivo da recaptacédo de noradrenalina

ISRS - inibidor seletivo da recaptag¢ao de serotonina

k - numero de voxels em uma regiao

L - lateralidade cerebral

Mg — miligrama

mm — Milimetro

mm? - Milimetro cubico

MNI — Montreal Neurological Institute

ms — Milissegundo

NIFTI -1 — Neuroimaging Informatics Technology Initiative

PANAS - Positive and Negative Affect Scale

paraHPC - parahipocampo

PET - Positron Emission Tomography (tomografia por emissao de pdsitrons)
RMf — Ressonéncia Magnética funcional

s — segundos

SCID — Entrevista Clinica Estruturada para o DSM-IV, transtornos do eixo |
(Structured Clinical Interview for DSM-IV — axis | disorders)

SPECT - Single Photon Emission Computed Tomography (tomografia por

emissao de féton unico)



SPGR - spoiled-gradient-echo

SPMS5 - Statistical Parametric Mapping, verséo 5
SRQ - Self Report Questionere

T - Tesla

TCI - Temperament and Character Inventory
TE - time echo

TOC - transtorno obsessivo compulsivo

TR — relaxation time

USA — United States of America

USP — Universidade de S&o Paulo

Voxel - Volume Element ou Volume cell

XV



XVi

Resumo

Almeida JRC. Padrdes de funcionamento cerebral em voluntarios saudaveis
antes e apos o uso de antidepressivo: estudo de ressonancia magnética
funcional durante inducdo emocional através de estimulagcdo visual [tese].
S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2009.

158p.

INTRODUCAO: O processamento emocional pelo cérebro humano tem sido
atualmente investigado através do uso de ressOGnancia magnética funcional
(RMf). A RMf possibilita o estudo in vivo e ndo invasivo de mudangas na
atividade cerebral regional em voluntarios humanos saudaveis. O
processamento emocional pode ser modulado através do uso de
antidepressivos que influenciam sistemas neurais relacionados ao
processamento emocional, através da modulacdo da acdo de
neurotransmissores como a serotonina e a noradrenalina. A clomipramina,
um antidepressivo triciclico, tem sido relacionada com efeitos de resposta
clinica mesmo em voluntarios saudaveis. Estudos utilizando a RMf permitem
a investigagao do efeito de antidepressivos nos sistemas neurais envolvidos
no processamento emocional em individuos saudaveis que apresentam
resposta ao uso destes medicamentos comparados a sujeitos que nao
apresentam resposta ao tratamento. METODOS: Nesta tese, dezoito
voluntarios saudaveis foram investigados em relagdo a mudangas de
atividade neural em resposta a inducdo emocional através da apresentagao

de fotografias do International Affective Pictures System (IAPS). Foram



Xvii

estudadas particularmente as emocdes de raiva, felicidade e medo. Os
voluntarios foram submetidos ao tratamento prolongado com doses baixas
de clomipramina por quatro semanas. A amostra foi subdividida em
respondedores (n=6) e ndo respondedores (n=12) ao tratamento com
clomipramina. A atividade neural foi estimada com o uso da RMf, através da
mensuragdo do efeito blood oxygenation level dependent (BOLD). As
imagens foram processadas e analisadas usando o programa Statistical
Parametric Mapping (SPM). Individuos n&o respondedores foram
comparados sob o efeito e na auséncia de efeito da clomipramina, através
de comparagdes planejadas utilizando t-teste pareado. Individuos
respondedores foram comparados com os nao respondedores sob o efeito
da clomipramina através de t-teste ndo pareado. RESULTADOS: Nos
voluntarios ndo respondedores a clomipramina, a comparagao entre os
estados medicado versus ndo medicado evidenciou menor atividade neural
na regido da amidala quando sob efeito da clomipramina em resposta a
estimulos de valéncia negativa. Demonstramos ainda, em paradigmas de
valéncia positiva e negativa, diminuicdo da atividade neural no giro do
cingulo anterior, na insula e no putdmen na vigéncia da medica¢do. Quando
foram comparados os individuos respondedores com os ndo respondedores
sob efeito de clomipramina, um aumento consistente de atividade cerebral
foi observado nos voluntarios respondedores na regido da insula.
CONCLUSOES: O uso prolongado de doses baixas de clomipramina
apresentou agao em regides cerebrais envolvidas com o processamento

emocional. Quando individuos nao respondedores foram comparados sob o
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efeito e sem o efeito da clomipramina, foi observada menor atividade
amidalar durante o tratamento em resposta a estimulos de valéncia
negativa, possivelmente devido a menor demanda neural na avaliagcéo
inicial do estimulo de valéncia negativa. Também foi observada menor
ativagédo no giro do cingulo anterior, na insula e no putdmen na vigéncia do
uso da clomipramina, possivelmente em associagdo a uma diminuicdo do
mapeamento cortical de funcdes interoceptivas em resposta a estimulos
emocionais positivos e negativos. Quando individuos respondedores foram
comparados com os nao respondedores ao tratamento prolongado com
doses baixas de clomipramina, foi observada maior ativacdo insular nos
individuos respondedores quando estavam sob efeito de clomipramina;
estes resultados indicam que possivelmente os individuos que respondem
ao tratamento antidepressivo sdo os que percebem mais as alteracbes de

seu estado corporal durante o processamento emocional.

Descritores: 1. Imagem por ressonancia magnética funcional; 2. Emogdes
manifestas; 3. Clomipramina; 4. Humanos; 5. Ganglios da base; 6. Sistema

limbico.
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Summary

Almeida JRC. Patterns of brain functioning in healthy volunteers before and
after the use of antidepressant: a study of functional magnetic resonance
imaging during emotional induction through visual stimulation [thesis]. S&o

Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 2009. 158p.

INTRODUCTION: The emotional processing by the human brain has now
been investigated through the use of functional magnetic resonance imaging
(fMRI). The fMRI technique allows the noninvasive study of in vivo changes
in regional brain activity in healthy human volunteers. The emotional
processing may be modulated through the use of antidepressants that
influence neural systems linked to emotional processing, by modulating the
action of neurotransmitters such as serotonin and norepinephrine.
Clomipramine, a tricyclic antidepressant, has been reported to elicit clinical
response even in healthy volunteers. Studies using fMRI allow the
investigation of the effect of antidepressants on neural systems involved in
emotional processing in healthy subjects showing response to the use of
antidepressant drugs compared to subjects who do not respond to
treatment. METHODS: In this thesis, eighteen healthy volunteers were
investigated in relation to changes in neural activity in response to emotional
induction through the presentation of photos of the International Affective
Picture System (IAPS). We studied especially the emotions of anger,

happiness and fear. The volunteers were subjected to prolonged treatment
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with low doses of clomipramine for four weeks. The sample was divided into
responders (n = 6) and non-responders (n = 12) to treatment with
clomipramine. The neural activity was estimated by using fMRI, by
measuring the blood oxygenation level dependent effect (BOLD). Images
were processed and analyzed using the Statistical Parametric Mapping
(SPM) program. Non-responders were compared under two conditions:
when using clomipramine, and after drug washout, using paired t-tests.
Individuals who responded to clomipramine treatment were compared with
non-responders under the effect of the drug by independent t-test.
RESULTS: In volunteers not responding to clomipramine, a comparison
between the non-medicated versus medicated states showed less neural
activity in the region of the amygdala when under effect of clomipramine in
response to stimuli of negative valence. We also demonstrated, both in the
paradigms of positive and negative valence, decreased neural activity in the
anterior cingulate gyrus, insula and putamen during the medicated state.
When responders were compared with non-responders under the effect of
clomipramine, a consistent increase in brain activity was observed in the
former group in the insula. CONCLUSIONS: The prolonged use of low
doses of clomipramine induced activity changes in brain regions involved in
emotional processing. When non-responders were compared under the
influence and without the effect of clomipramine, the amygdala displayed
lower activity during treatment in response to stimuli of negative valence,
possibly due to lower demand in the initial evaluation of stimuli of negative

valence. There was less activation in the anterior cingulate gyrus, insula and



XXi

putamen during the use of clomipramine, possibly in association with a
decrease in the cortical mapping of interoceptive changes in response to
positive and negative emotional stimuli. When responders were compared
with non-responders after prolonged treatment with low doses of
clomipramine, insular activation was greater in responders when individuals
were under the effect of clomipramine. These results indicate that individuals
who respond to antidepressant treatment are those who perceive more

changes in their bodily state during emotional processing.

Keywords: 1. Functional magnetic resonance imaging; 2. Emotional

processing; 3. Clomipramine; 4. Human; 5. Basal ganglia; 6. Limbic system.



1. INTRODUCAO

Ha varias décadas, muitos pesquisadores tém estudado os
correlatos  anatébmico-funcionais das emocgdes. Baseando-se em estudos
de lesdes cerebrais e modelos animais, as primeiras hipoteses levantadas
sobre o envolvimento do sistema limbico foram construidas (Papez, 1937;
Maclean, 1952; Ledoux, 1996). Em anos recentes, as hipoteses geradas
nestes estudos vém sendo corroboradas e ampliadas através do uso de
técnicas de neuroimagem funcional. Uma vez que o fluxo sanguineo ao
cérebro varia em fungcdo de aumentos da demanda de glicose e oxigénio em
resposta a mudancgas de atividade local, técnicas de neuroimagem capazes
de detectar alteragcbes do fluxo sanguineo cerebral regional (FSCr)
proporcionam medidas fidedignas do funcionamento cerebral regional.
Usando este principio geral, as técnicas de neuroimagem tornaram-se o
meio mais valido e confiavel hoje para se avaliar padrdes de funcionamento
cerebral regional em seres humanos vivos, e investigar anormalidades

funcionais associadas a transtornos neuropsiquiatricos.

As técnicas mais novas e modernas que vem sendo utilizadas para
estimar a ativagao de regides cerebrais especificas através do FSCr sao as
Tomografias por Emissdo de Pésitrons (Positron Emission Tomography,
PET), a Tomografia Computadorizada por Emisséo de Féton Unico (Single
Photon Emission Computed Tomography, SPECT) e a Ressonancia

Magnética Funcional (RMf) (Busatto e Pilowsky, 1995). Entre suas varias



finalidades de uso, estas técnicas permitiram o desenvolvimento de uma
area de pesquisa muito bem-sucedida nos ultimos quinze anos, qual seja, a
de estudos de neuroimagem durante tarefas de estimulacdo mental em

seres humanos.

Em estudos com voluntarios saudaveis, este tipo de metodologia tem
gerado novos conhecimentos a respeito dos circuitos cerebrais envolvidos
nos diferentes tipos de operacbes mentais humanas. Ja em Psiquiatria, o
uso de estimulos cognitivos e emocionais em estudos de neuroimagem tem
permitido estudar a fisiopatologia in vivo de diversos transtornos
psiquiatricos, como transtorno depressivo maior, esquizofrenia, fobias social
e especificas, transtorno obsessivo-compulsivo, abuso/dependéncia de

substancias, transtornos alimentares, entre outros.

1.1. Principios basicos das técnicas de neuroimagem funcional

Os métodos de PET e SPECT utilizam a construcdo de mapas
tridimensionais da atividade cerebral a partir da detecgdo de raios-gama
emitidos por tragcadores marcados com isétopos radioativos, que sao
captados pelo cérebro apdés sua administracdo venosa ou inalatéria,

permitindo detectar alteragdes no metabolismo de glicose ou FSCr.

Os isotopos utilizados com PET sdo de produgdo complexa e tém

meia-vida curta, tornando esta técnica cara e pouco acessivel. Por outro



lado, os tracadores marcados para SPECT sdo de facil aquisicdo e
manuseio, fazendo desta técnica um recurso mais barato e disponivel,
apesar de menos sensivel e de menor resolugao espacial em comparagao

com o PET.

Estas técnicas encontram-se limitadas pelo numero de vezes que
podem ser repetidas em um mesmo sujeito, em determinado periodo de
tempo, pelo efeito deletério dos componentes radioativos sobre tecidos in
vivo, pela baixa resolugao temporal e também pela baixa resolu¢ao espacial

das imagens obtidas (Busatto e Pilowsky, 1995).

Nos ultimos anos, a RMf tem substituido o SPECT e PET nos
estudos que procuram avaliar aspectos do funcionamento cerebral durante
a execugao de tarefas mentais. A técnica de RMf utiliza o nivel de
oxigenagao do sangue para estimar a ativagao cerebral regional através do
principio BOLD (blood oxygenation level dependent) (Howard et al., 1995).
Aumentos de fluxo e volume sanguineo cerebral ocorrem em resposta a
aumentos na demanda funcional regional, trazendo consigo um aumento no
aporte de oxigénio, embora o aumento na extragdo de oxigénio pelo tecido
cerebral seja bastante discreto (Fox e Raichle, 1986). O excesso de
oxigénio sanguineo leva a uma diminuigdo relativa da concentragdo de
desoxi-hemoglobina (que contém ferro paramagnético) em capilares e
vénulas que drenam o sangue do tecido, e esta mudanga € detectada como

aumento do sinal em imagens pesadas em T2. Obtém-se, assim, uma



mudanca de sinal que reflete de forma confiavel variagdes do FSCr, que,
por sua vez, representam correlatos fieis de mudancas na atividade cerebral

regional (Ogawa et al., 1990).

A RMf apresenta diversas vantagens sobre o PET e o SPECT,
comegando pelo fato de ser totalmente nao invasiva, permitindo, assim,
numero ilimitado de estudos em uma mesma visita ou em diferentes
periodos no mesmo sujeito. Sua resolugdo temporal € capaz de detectar
alteragdes em quaisquer regides cerebrais da ordem de 1 a 6 segundos, e
sua resolucao espacial € da ordem de 1 a 3 mm. Além disso, é possivel a
obtengao de imagens de ressonancia magnética estrutural de alta resolu¢ao
espacial na mesma visita sem mudar o posicionamento do sujeito, o que
permite o corregistro das informagdes funcionais e estruturais do cérebro do

mesmo individuo.

A técnica de RMf tem sido usada para realizar estudos de ativagao
cerebral em voluntarios saudaveis, contribuindo para uma maior elucidagao
dos circuitos cerebrais envolvidos nos mais diferentes tipos de operagoes
mentais. Além disso, estudos de RMf em individuos portadores de
transtornos psiquiatricos tém auxiliado na detecgdo de anormalidades do
funcionamento cerebral associadas aos sintomas dos diferentes tipos de
transtornos (Lanius et al., 2002; Mataix-Cols et al., 2004; Fu et al., 2007;

Hassel et al., 2009).



Os estudos que utilizam a técnica de RMf tém n&o sé replicado
achados anteriores da literatura de PET e SPECT com maior resolugao
espacial e temporal, mas também descrito novos achados ndo acessiveis
com as técnicas convencionais. Estes resultados tém permitido gerar novas
hipéteses sobre o funcionamento cerebral humano durante operagdes
mentais especificas em sujeitos normais, bem como sobre a fisiopatologia

dos transtornos mentais.

1.2. Estudos de neuroimagem funcional durante estimulacdo

emocional em voluntarios saudaveis

A avaliagdo dos circuitos cerebrais envolvidos no processamento
emocional, em estudos usando as diferentes técnicas de neuroimagem
funcional, tem sido uma das areas mais pesquisadas na atualidade.
Utilizando PET, SPECT e RMf, tais estudos sdo baseados no principio de
que durante a apresentacdo de um estimulo emocional, areas cerebrais
especificas sofrerdo mudancas na demanda funcional que podem ser
detectadas através do uso das diferentes técnicas de neuroimagem
funcional. Os estimulos utilizados com maior frequéncia sao os visuais e 0s
auditivos. Nos estudos de estimulacdo visual, durante os periodos de
aquisicdo de imagens, sao apresentadas cenas (Hariri et al., 2002),
fotografias (Hariri et al., 2003) ou expressbes faciais de pessoas
(Surguladze et al., 2003) com conteudos emocionais evidentes. Ja os

estimulos auditivos mais comumente usados sédo gravagdes, por exemplo,



de relatos autobiograficos de conteudo emocional (Lanius et al., 2002;

Cerqueira et al., 2008).

O grande numero de estudos em voluntarios saudaveis, usando PET
ou RMf, ampliou o conhecimento a respeito dos circuitos cerebrais
engajados durante o processamento de emocgdes distintas, tais como
tristeza, irritabilidade, felicidade, medo, raiva e culpa (Hariri et al., 2002;
Phan et al., 2002; Lange et al., 2003; Phillips et al., 2003; Cerqueira et al.,

2008; Phillips et al., 2008).

Uma meta-analise de cinquenta e cinco destes estudos de
neuroimagem funcional durante estimulacdo emocional nos ultimos dez
anos, reportada por Phan et al. (2002), permitiu as seguintes conclusoes:

(1) De forma geral, o uso de paradigmas de estimulacédo
emocional engaja regides limbicas, paralimbicas, nucleos
subcorticais e o cortex pre-frontal;

(2) Entre estas regibes, o cortex pré-frontal medial € aquela que
apresenta uma fungdo mais geral no processamento das
emocdes, sendo consistentemente engajada durante
diferentes tipos de estimulagao;

(3) Algumas outras regides cerebrais sao engajadas mais
seletivamente durante o processamento de emocdes

especificas, tais como a emocdo medo, ativando



especificamente a amidala, e a emocao tristeza, ativando
especificamente o cingulo subcaloso;

(4) Ha algumas diferengas nos padrbes de ativagédo, dependendo
da forma de indugdo de emocdes; assim, emocdes induzidas
por estimulos visuais ativam o coértex occipital e amidala,
enquanto que emogdes induzidas por lembranga e imaginagao
de eventos autobiograficos recrutam mais o cingulo anterior e
a insula;

(5) Estimulos emocionais que apresentam uma demanda
cognitiva também ativam o cingulo anterior e insula (Phan et

al., 2002).

Em uma meta-analise mais recente de neuroimagem, focando
especificamente na ativacdo amidalar, Sergerie et al. (2008) observaram
que a amigdala responde a todos os estimulos visuais emocionais,
independentemente da valéncia do estimulo. Observaram também maior
ativacdo da amidala em resposta a estimulos faciais. Estes resultados dao
suporte ao modelo de deteccdo de relevancia, que postula um papel geral,
independetemente da valéncia, da amidala na deteccdo de informagdes
biologicamente e socialmente pertinentes. Os autores ndo observaram
efeitos importantes que sustentam a teoria da lateralizagdo baseada na
valéncia (hemisfério direito teria maior relevancia no processamento
emocional e de valéncia negativa), ou no género do individuo (ativacao

bilateral seria mais frequente nas mulheres). Entretanto, os resultados desta



meta-analise dao suporte para o modelo de lateralizagdo hemisférica
baseado na dinamica temporal, no qual a amidala direita estaria mais
envolvida na resposta de curta duracdo e a esquerda em uma resposta

sustentada no tempo (Sergerie et al., 2008).

Outra meta-andlise recente de estudos de neuroimagem focou
especificamente no processamento emocional explicito (ao invés de
implicito/automatico), isto €, quando o individuo deve pensar sobre a
emocgao (Lee e Siegle, 2009). Os autores perceberam sistemas neurais
comuns e especificos no processamento emocional, dependendo se os
individuos deveriam apenas categorizar o estimulo, sentir as proprias
emocdes ou sentir a emogéo de outros individuos (Lee e Siegle, 2009). No
sistema neural comum a avaliacdo emocional explicita, os autores
observaram envolvimento da amidala, do cortex pré-frontal lateral e
dorsomedial, envolvendo as areas de Brodmann (Brodmann areas; BA) 10 e
32. Potencialmente, a amidala estaria envolvida na avaliagao inicial do
processamento emocional explicito, enquanto que o cértex pré-frontal
ventrolateral estaria envolvido mais especificamente nos aspectos
cognitivos do processamento emocional. Estas regides poderiam interagir
através do cortex pré-frontal dorsomedial, que estaria envolvido na

integracéo e decodificagdo do estimulo emocional (Lee e Siegle, 2009).

Nos sistemas especificos, a instrugdo para avaliagdo cognitiva de

estimulos emocionais recrutariam areas de processamento sensorial (como



os cortices occipital e temporal) e areas regulatérias como o cortex pré-
frontal ventrolateral (BA47), envolvidos na categorizagdo emocional,
possivelmente pertencente a um nivel superior de processamento
emocional conceptual. Estar consciente e avaliar a propria emocgao poderia
recrutar a insula e o giro do cingulo anterior (BA24), areas envolvidas na
percepcgao de alteragdes internas (interocepgao), possivelmente mediando a
experiéncia emocional consciente. E, finalmente, sentir a emogéo de outras
pessoas recrutaria areas como o cortex temporal e a transigcao parieto-
temporal (BA39); regides envolvidas no processamento afetivo de

informagdes de origem social (Lee e Siegle, 2009).

Numa outra revisdo da literatura sobre o processamento emocional,
Phillips et al. (2003) discutem as bases neurobiolégicas do processamento
de emocgdes. Esta revisdo aproveita a grande quantidade de dados gerados
em estudos de neuroimagem funcional durante o processamento emocional,
0s achados anteriores de estudos em animais e também os estudos sobre
as consequéncias de lesdes cerebrais em seres humanos (Phillips et al.,
2003). Estes autores propuseram a existéncia de dois sistemas cerebrais
basicos, um ventral e outro dorsal. O sistema ventral estaria envolvido com
a identificacdo do significado de um estimulo emocional e consequente
resposta afetiva; este sistema incluiria amidala, insula, corpo estriado
ventral e regides ventrais do cingulo anterior e do cortex pré-frontal. Ja o

sistema dorsal estaria envolvido com a regulagcdo do estado afetivo,
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incluindo o hipocampo e regides dorsais do cingulo anterior e do cortex pré-

frontal (Phillips et al., 2003).

1.3. Modelo contemporaneo de processamento emocional em

voluntarios saudaveis

O grupo liderado por Mary Phillips recentemente atualizou o modelo
de processamento emocional citado no item anterior, especialmente em
relagdo a uma subdivisdo dos circuitos envolvidos na regulagdo emocional
em dois sistemas neurais que podem ativar e trabalhar simultaneamente
(Phillips et al., 2008). O sistema neural ventromedial seria responsavel por
avaliar inicialmente e codificar a informagdo com significado emocional
durante a regulacdo automatica da resposta comportamental ao estimulo
emocional. Ja o sistema dorsal e lateral seria responsavel pela regulacao
voluntaria da resposta comportamental ao estimulo emocional. Incluidas
neste modelo de processamento emocional estariam estruturas subcorticais
limbicas responsaveis pela identificagdo e geragdo do comportamento
emocional. Pertencem ao sistema neural ventromedial estruturas
paralimbicas, como o parahipocampo e o hipocampo, e também as regides
dorsomedial e ventromedial do cortex pré-frontal. Ao sistema lateral e
dorsal, pertencem regides dorsolaterais e ventrolaterais do coértex pré-
frontal. As regides responsaveis pela identificacdo do estimulo emocional e
geracéo da resposta comportamental seriam a amidala, a insula, o talamo e

o corpo estriado ventral (Phillips et al., 2008)(Figura 1 e 2).
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Figura 1. - Regulagdo automatica do processamento emocional através do

sistema de transmisséo de informagao no sentido adiante (anterégrado)

Identificac&o e orientacdo emocional
Regulagéo emocional automéatica
Regulagédo emocional voluntaria
Regides implicadas na regulagéo
emocional automatica e voluntéaria

A regulacdo emocional automatica transmite informag¢des no sentido
adiante, utilizando o sistema neural ventromedial. O sistema neural
ventromedial seria responsavel por avaliar inicialmente e codificar a
informagdo com significado emocional durante a regulagdo automatica da
resposta comportamental ao estimulo emocional. Pertencem ao sistema
neural ventromedial estruturas paralimbicas, como o parahipocampo e o
hipocampo, e também o cortex pré-frontal ventromedial, giro do cingulo
subgenual e genual (regides em vermelho na figura). Seta indica a
transmissao anterégrada de informagdes.



12

Figura 2. - Regulacdo automatica do processamento emocional através do

sistema de transmisséo de informagéo no sentido inverso (retroégrado)

Identificac&o e orientacdo emocional
Regulagédo emocional automatica
Regulagc@o emocional voluntaria
Regides implicadas na regulagéo
emocional automética e voluntaria

A regulagao emocional voluntaria transmite informagdes no sentido inverso,
utilizando o sistema neural dorsal e lateral. O sistema neural dorsal e lateral
seria responsavel pela regulagao voluntaria da resposta comportamental ao
estimulo emocional. Pertencem ao sistema neural dorsal e lateral estruturas
do cortex pré-frontal ventrolateral e dorsolateral (regides em azul na figura).
Setas indicam a transmissao retrograda de informagoes.
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1.4. Neuroimagem funcional e estimulacdo emocional: o emprego de

estimulos visuais do Sistema Internacional de Figuras Afetivas

O Sistema Internacional de Figuras Afetivas (International Affective
Pictures System — IAPS) foi desenvolvido por Lang et al. ha mais de vinte
anos (Lang et al., 1988), e vem sendo amplamente empregado em estudos
envolvendo a provocacdo de emocdes em voluntarios saudaveis e em
pacientes com transtornos psiquiatricos como depressdo, transtorno
obsessivo compulsivo, transtorno de personalidade antisocial, fobia social,
fobia especifica, panico, transtorno do estresse poés-traumatico, transtornos

alimentares, entre outros.

O IAPS tem sido utilizado internacionalmente e também no Brasil,
onde foi validado recentemente por Ribeiro (2003)(Ribeiro, 2003). Este
sistema compreende uma amostra de mais de 500 fotografias, todas
classificadas de acordo com duas escalas nao-verbais, representando as
dimensdes prazer-desprazer e alerta-relaxado, tanto em mulheres como em

homens (Lang et al., 1997; Lang et al., 1998; Bradley e Lang, 2000).

Devido a esta classificagao e validacado internacional, o IAPS tem
sido utilizado em diversas modalidades de estudos, tanto em voluntarios
saudaveis quanto em portadores de doencas psiquiatricas. Os tipos de
estudos que utilizam o IAPS variam desde investigacdes subjetivas da

afetividade, avaliagdes de eletromiografia facial, eletroencefalografia (EEG)
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e medidas psicofisioldgicas (frequéncia cardiaca, resposta galvanica da pele
e glicemia), até estudos de neuroimagem funcional, usando PET ou RMf
(Davis et al., 1995; Aftanas et al., 2002; Hermanns et al., 2003; Amrhein et

al., 2004; Northoff et al., 2004).

Especificamente em estudos de RMf, o IAPS vem sendo utilizado no
estudo de indugdo de emogdes como medo, prazer, ansiedade e julgamento
moral. Tais estudos vém sendo realizados tanto em voluntarios saudaveis
como em pacientes com transtorno obsessivo compulsivo (TOC),
esquizofrenia, transtornos depressivos e outros (Hariri et al., 2002; Hariri et

al., 2003; Banks et al., 2007; laria et al., 2008; Mériau et al., 2009).

Num exemplo recente destes estudos, Hariri et al. (2003)
encontraram importante ativacao da amidala quando realizaram estimulagao
emocional através da apresentagdo de fotografias do IAPS com conteudo
de medo, utilizando-se da técnica de RMf (Hariri et al., 2003). Este achado
replica os resultados de diversos outros estudos de neuroimagem utilizando
diferentes estimulos para indugdo de medo (Phan et al., 2002). Em outro
estudo do mesmo grupo, utilizando as mesmas técnicas (Hariri et al., 2002),
os autores evidenciaram que a amidala ndo s6 se mostra envolvida com
estimulos de medo, mas também em cenas que induzem raiva; por outro
lado, evidenciou-se maior ativagdo da amidala quando as fotografias
continham imagens de faces de pessoas, mostrando a importédncia da

expressao facial no processamento de emogdes (Hariri et al., 2002). Banks
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et al. (2007), utilizando um paradigma de processamento emocional com
fotografias do IAPS e analise de conectividade, observaram maior
correlacdo entre a amidala e areas do coértex pré-frontal durante a
reavaliagdo cognitiva de estimulos negativos. Também observaram que o
tamanho desta correlagdo poderia predizer a capacidade do individuo
regular com sucesso um estimulo negativo (Banks et al., 2007). laria et al.
(2008), utilizando um paradigma de processamento emocional explicito com
fotografias do IAPS, observaram que a atividade da insula encontrava-se
aumentada em individuos saudaveis, mas com maior sucetibilidade
individual de sentir desconforto e inadequacdo em resposta a um estimulo
afetivo (laria et al., 2008). Mériau et al. (2009), utizando um paradigma com
fotografias do IAPS aversivas, observaram maior atividade da insula durante
a visualizagao de fotografias negativas em individuos saudaveis. Os autores
avaliaram a presencga de sintomas negativos nesta amostra de voluntarios
saudaveis utilizando a PANAS e observaram que altos valores de sintomas
negativos estavam associados com maior atividade insular, indicando maior

processamento de sintomas interoceptivos (Mériau et al., 2009).

No Brasil, Moll et al. (2002) estudaram o estimulo de emog¢des com
conteudo moral através do uso de fotografias do IAPS, utilizando RMf. Os
autores observaram ativagcdo de regides do cortex pré-frontal e do sulco
temporal superior, areas que tém sido relacionadas, na literatura, com o

comportamento social (Moll et al., 2002).
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Além dos estudos em voluntarios saudaveis, as fotografias do IAPS
tém sido usadas também em investigacbes de RMf em sujeitos com
transtornos psiquiatricos. Por exemplo, diversos estudos utilizaram
fotografias do IAPS em estudos de RMf envolvendo indugcdo de desgosto
em portadores de TOC (Phillips et al., 2000; Shapira et al., 2003; Gilbert et
al., 2009). Nestes estudos, observaram-se diferengas nos padrdes de
ativacdo cerebral nos pacientes quando comparados a voluntarios
saudaveis, sobretudo nas regides da insula, do giro parahipocampal e do
coértex pre-frontal (Phillips et al., 2000; Shapira et al., 2003). Ja em estudos
com pacientes portadores de esquizofrenia, como o de Fahim et al. (2004),
a técnica de RMf e os estimulos do IAPS foram usados para diferenciar
padrées de ativagdo cerebral em regides envolvidas com o processamento
de emocgdes, dependendo ou ndo da presenga de sintomas negativos como
embotamento afetivo (flat affect). Os pesquisadores observaram uma menor
ativacdo na regido do coértex pré-frontal, particularmente do cingulo anterior
e Orbito-frontal, especificamente nos pacientes com esquizofrenia com
embotamento afetivo significativo (Fahim et al., 2004). Em estudos com
pacientes portadores de transtorno depressivo maior, Lee et al. (2007),
através de um paradigma emocional de visualizag&do passiva de fotografias
do IAPS, observaram menor ativacdo no hipocampo direito e na insula
esquerda em resposta a estimulos negativos em pacientes deprimidos
gquando comparados com controles normais, possivelmente devido a menor
capacidade do grupo deprimido em processar emogdes, principalmente as

de valéncia negativa (Lee et al., 2007). Ja Hamilton e Gotlib (2008), através
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de um paradigma emocional utilizando fotografias do IAPS, observaram
maior atividade na amidala direita de pacientes deprimidos quando
comparados com controles normais em resposta a estimulos negativos, mas
nao a positivos ou neutros (Hamilton e Gotlib, 2008). Por fim, Whalley et al.
(2009), utilizando fotografias do IAPS em um paradigma de memodria,
observaram maior ativagao na amidala esquerda e no corpo estriado ventral
em pacientes com transtorno do estresse pds-traumatico, possivelmente
indicando sensibilidade aumentada dos pacientes durante a realizacdo de
um paradigma que antecipa a visualizagado de estimulo emocional (Whalley

et al., 2009).

As formas de uso de estimulos visuais em estudos de RMf durante
estimulacdo emocional vém tornando-se, gradualmente, sofisticadas. O
grupo liderado por Phillips (2004), em estudo de RMf com voluntarios
saudaveis, evidenciaram uma otimizagdo da ativagdo da amidala em
resposta a apresentacdo de expressdes faciais de medo quando os
individuos conseguiam perceber diferengas na intensidade das expressoes
faciais em comparagdo com uma apresentacdo mascarada (Phillips et al.,
2004). Seguindo o mesmo principio de otimizar a resposta emocional,
diversos outros estudos fizeram uso de fotografias do IAPS em
investigagcbes com voluntarios saudaveis e pacientes com transtorno
obsessivo compulsivo, e incluiram, no paradigma, uma instrugdo verbal,
antes da apresentacdo das fotografias, para que os individuos se

‘imaginassem tocando os objetos” que seriam mostrados nas imagens
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apresentadas a seguir (Lange et al., 2003; Mataix-Cols et al., 2003; Mataix-
Cols et al., 2004; Gilbert et al., 2009). O uso desta estratégia evidenciou uma
maximizacdo da ativagdo cerebral em regides relevantes para o
processamento das emogdes sob investigacdo, tanto em voluntarios
saudaveis como em pacientes com TOC (Lange et al., 2003; Mataix-Cols et

al., 2003; Mataix-Cols et al., 2004; Gilbert et al., 2009).

1.5. Estudos de neuroimagem funcional avaliando mudancas de
atividade cerebral em resposta a acdo dos antidepressivos na vigéncia

de Transtorno Depressivo Maior

Alguns estudos de PET e SPECT investigaram mudangas nos
padroes de ativacdo cerebral em pacientes portadores de transtornos
psiquiatricos avaliados antes e apds tratamento antidepressivo (Miguel-
Hidalgo e Rajkowska, 2002; Saxena et al., 2002). Com o desenvolvimento
recente da técnica de RMf, é hoje possivel avaliar também como os
antidepressivos modificam a fungdo dos sistemas neurais relevantes com
alta resolucao espacial e temporal, e durante a performance de tarefas de
estimulagdo emocional, como aquelas que fazem uso das fotografias do
IAPS. Num dos primeiros estudos usando este tipo de desenho
experimental, Kalin et al. (1997) fizeram uso da técnica de RMf durante um
ensaio clinico em pacientes deprimidos tratados com venlafaxina, usando
estimulos visuais do IAPS. Neste estudo, os autores encontraram uma

diminuicdo da ativagdo cerebral global apds o tratamento durante
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estimulacdo com fotografias que despertavam emocgdes negativas, assim
como uma ativagao significativa na regido de cortex visual secundario (Kalin
et al., 1997). Quando ampliaram a amostra, evidenciou-se também uma
maior ativacdo do cingulo anterior esquerdo e da insula esquerda apds o

tratamento com venlafaxina (Davidson et al., 2003).

Em outro estudo semelhante, mas com avaliacdo da atividade
cerebral usando um paradigma de memoéria, Walsh et al. (2007)
investigaram pacientes deprimidos antes e depois de tratamento com
fluoxetina e detectaram que uma menor atividade em regides dorsais do
cingulo anterior e do cortex pré-frontal estava associada a uma resposta
melhor ao antidepressivo (Walsh et al., 2007). Neste mesmo ensaio clinico,
os autores avaliaram o processamento de faces felizes e evidenciaram
aumento da atividade cerebral em regides como o cingulo posterior, o
precuineo e 0 cuneo com o uso do antidepressivo e melhora da
sintomatologia (Fu et al., 2007). Numa outra investigacdo usando a mesma
amostra, os autores avaliaram o processamento de faces de ftristeza e
evidenciaram que, apds oito semanas de tratamento antidepressivo, ocorreu
uma diminuicdo de atividade em regides envolvidas com o processamento
emocional como a amidala, insula e o corpo estriado ventral; além disso,
observou-se que a melhora da sintomatologia depressiva estava
relacionada com diminuigdo de atividade no giro do cingulo pregenual, no

corpo estriado e no cerebelo (Fu et al., 2004).
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Em outro estudo, Chen et al. (2007) demonstraram que maior volume
de substéncia cinzenta e maior atividade funcional durante o processamento
de tristeza no giro do cingulo anterior na avaliagao inicial predizia a melhora
dos sintomas depressivos apos tratamento farmacologico com fluoxetina

(Chen et al., 2007).

Usando uma tarefa de controle inibitério, Langenecker et al. (2007)
evidenciaram que maior atividade neural nas regides frontais inferiores
bilaterais, bem como em amidala, insula e nucleo accumbens em pacientes
deprimidos predizia melhora sintomatoldgica dos sintomas depressivos apés
tratamento farmacoldgico por dez semanas com citalopram (Langenecker et

al., 2007).

Robertson et al. (2007) estudaram dez pacientes deprimidos pré e
pos-tratamento com o antidepressivo bupropiona XL, e observaram
diminuicdo de atividade neural em areas cerebrais ligadas ao
processamento emocional quando realizando uma tarefa de controle
executivo na presenga de fotografias de conteido negativo. Areas como o
cortex frontal orbital, dorsomedial e ventromedial, giro do cingulo anterior,
amidala e nucleo caudado encontravam-se com atividade aumentada antes

do inicio do tratamento (Robertson et al., 2007).

Utilizando analise de conectividade, que permite inferir se a atividade

funcional de uma regido cerebral esta relacionada com a atividade de outra
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regido, Anand et al. (2007) evidenciaram diminui¢gdo de conectividade basal
em pacientes deprimidos antes de receber tratamento farmacolégico com
sertralina entre regides cortico-limbicas. Apos o tratamento farmacoldgico
nos pacientes, além de diminuicdo regional de atividade, ocorreu um
aumento de conectividade entre o giro do cingulo anterior e regides como a
amidala, corpo estriado e talamo. Estes achados s&o consistentes com a
hipétese de que o aumento da regulagdo de areas pré-frontais sobre areas

limbicas estaria associado com os antidepressivos (Anand et al., 2007).

Num outro estudo, usando conectividade e processamento de faces
com conteudo de tristeza, Chen et al. (2008) evidenciaram que pacientes
deprimidos tratados por oito semanas com fluoxetina apresentaram
aumento da interrelagéo funcional entre a amidala e o cértex frontal, o giro

do cingulo anterior, a insula, o talamo e o corpo estriado (Chen et al., 2008).

Apesar de algumas discrepancias, estudos diferentes demonstraram
resultados semelhantes de diminuicdo de atividade neural apdés o
tratamento farmacolégico com diferentes tipos de antidepressivos em
regides cerebrais ligadas ao processamento emocional. Em particular, a
amidala, a insula e o giro do cingulo anterior subgenual foram
consistentemente salientados como potenciais candidatos a marcadores

neurais de resposta ao tratamento antidepressivo.
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1.6. Estudos de neuroimagem durante o uso de antidepressivos em

voluntarios saudaveis: uma area pouco explorada.

Compreender os efeitos antidepressivos na atividade neural das
regides envolvidas no processamento emocional pode ser facilitado
estudando individuos saudaveis (sem historia pessoal ou familiar de
doengas psiquiatricas) e o impacto de medicagdes antidepressivas como 0s
inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS) e os inibidores
seletivos da recaptagdo de noradrenalina (ISRN). Em individuos saudaveis,
a administracdo aguda e intravenosa de um ISRS como o citalopram esta
associada a um aumento do reconhecimento de expressodes faciais de medo
e de felicidade (Harmer et al., 2002). Em outro estudo com administracao
oral subaguda (sete dias) de citalopram ou de reboxetina (ISRN), encontrou-
se diminuicdo do reconhecimento de medo e raiva, bem como aumento da

recordacéo de estimulos positivos (Harmer et al., 2004).

Num estudo psicofisioldgico, o efeito direto na atividade neural apés a
administragdo aguda de citalopram foi associado com aumento do potencial
evocado visual em areas parieto-occipital em resposta a visualizagao de
cenas agradaveis, e em supressao de respostas a cenas desagradaveis em

regides frontais e occipitais (Kemp et al., 2004).
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Estudos recentes de RMf mostraram que a administracdo aguda do
citalopram esta associada a um aumento do “estado de repouso” na
amidala, no corpo estriado, no talamo e no hipocampo (McKie et al., 2005),
bem como diminuicdo da resposta no cértex pré-frontal ventrolateral e na
amidala a faces de nojo (Del-Ben et al., 2005). Num outro estudo, foi
verificado aumento de atividade na amidala quando os individuos
processavam expressdes facias (Bigos et al., 2008). J& a administragao
aguda de fluvoxamina (ISRS) foi associada com diminuigcdo da resposta
neural na amidala quando um estimulo aversivo foi comparado com um
neutro (Takahashi et al., 2005). Em outro estudo, a administragdo subaguda
de citalopram foi associada com diminuicdo da atividade frontal (medial),
amidalar e hipocampal a faces de medo (Harmer et al., 2006). Finalmente,
um estudo similar com administracdo de reboxetina evidenciou diminuicao
da atividade neural na amidala em resposta a faces de medo (Norbury et al.,
2007). Entretanto, outro estudo utilizando apenas uma unica dose de
reboxetina, durante o processamento de faces de medo, evidenciou
aumento na atividade da amidala (Onur et al., 2009). Recentemente, em um
estudo com escitalopram, durante 21 dias, observou-se diminuicido de
atividade neural na amidala e insula bilateral durante o processamento de
faces de medo, mas nao durante o processamento de faces de felicidade

(Arce et al., 2008).

Estes achados evidenciam diminuicdo de atividade em regides

limbicas subcorticais (como a amidala), mas também em regides
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paralimbicas e pré-frontais, principalmente a estimulos negativos (e nao

positivos) apds a administragdo de antidepressivos ISRS e ISRN.

1.7. Efeito extraterapéutico dos antidepressivos

Nos ultimos anos, varios autores tém chamado a atencdo para
determinados efeitos “extraterapéuticos” dos antidepressivos que vao além
da esperada remissdo dos sintomas ou sindromes clinicas para os quais
sédo prescritos  (Gentil et al., 1993; Kramer, 1993; Andrews et al., 1998;
Knutson et al., 1998). Melhoras s&o descritas em relagéo a irritabilidade,
sociabilidade, paciéncia e tolerancia em situagcdes desagradaveis ou
provocagdes. Muitos individuos, de fato, descrevem-se como
emocionalmente mais estaveis do que antes do tratamento, ou mesmo

antes do inicio da doencga ou disfuncao (Gentil et al., 1993).

Este efeito é visto em diferentes areas do comportamento e é
compativel com o fato de os medicamentos denominados, genericamente,
“antidepressivos” exercerem diversas ag¢des além dos seus efeitos principais
nos transtornos depressivos, obsessivo-compulsivos e de
panico/agorafobia. Em particular, existem evidéncias de que eles sao
capazes de diminuir hostilidade, irritabilidade e ira (George et al., 1989;
Fava et al., 1990; Fava et al., 1993; Fava et al., 1993; Salzman et al., 1995),
além de melhorar a irritabilidade e a disforia na fase pré-menstrual

(Sundblad et al., 1992).
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Os efeitos observados sobre o humor, estado subjetivo em geral,
desempenho e conduta social das pessoas tratadas com esses
medicamentos, estdo, provavelmente, associados ao sucesso de antiga
pratica clinica, comum inclusive no Brasil (Gentil e De Lucia, 1979), de tratar
pacientes com transtornos leves do humor, submetido a psicoterapia ou
atendido por clinicos gerais, com doses baixas desses medicamentos,
consideradas “subterapéuticas” (por exemplo, 12,5 Mg de amitriptilina

associada a doses baixas de um benzodiazepinico).

Alguns desses efeitos “extraterapéuticos” dos antidepressivos foram
descritos no livro “Listening to Prozac” (Kramer, 1993). Kramer (1993)
utilizou o termo “psicofarmacologia cosmética”, para descrever o efeito que
torna as pessoas “melhor que bem” (better than well), ou seja, que faz com
que as pessoas adquiram uma energia extra e tornem-se socialmente
atraentes, mencionando com destaque a tranilcipromina como o protétipo de
‘cosmético”. Kramer (1993) sugeriu que essas pessoas hao apenas
estavam respondendo ao efeito antidepressivo e antipanico, mas que,
principalmente depois da remissdo da sintomatologia principal, esses
medicamentos continuariam agindo sobre variaveis relacionadas a aspectos

do temperamento (Kramer, 1993).

Em um estudo usando reboxetina, Tse et al. (2003) evidenciaram

aumento da cooperagao social e maior sociabilidade em uma populagao de
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voluntarios saudavel apds administracdo de duas semanas de reboxetina
(Tse e Bond, 2003). Ja& Gorenstein et al. (1998) observaram melhora de
irritabilidade e ansiedade em voluntarios saudaveis apds uso de doses

baixas de clomipramina por cinco semanas (Gorenstein et al., 1998).

Em vista dos dados revisados acima, pode-se inferir que a
compreensao dos efeitos de antidepressivos nos sistemas neurais tem o
potencial de permitir um maior entendimento das acdes desta classe de
medicacdo nao sb nos transtornos psiquiatricos, como a depressao maior,
mas também os efeitos “extraterapéuticos” destas drogas. Esta linha de
inferéncia justifica a realizacdo de estudos investigando os efeitos de
antidepressivos em voluntarios ndo portadores de transtornos psiquiatricos,

incluindo o uso de técnicas de neuroimagem.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

Esta tese teve como objetivo utilizar a técnica de RMf para avaliar o
engajamento de circuitos cerebrais especificos durante indugdo emocional
em voluntarios saudaveis, envolvendo particularmente medo, raiva e

felicidade.

Estas emocdes foram induzidas através da apresentacdo de
fotografias com conteudo emocional do IAPS, em comparagdo com
fotografias neutras. As fotografias foram apresentadas durante
imageamento cerebral por RMf, para permitir comparagdes entre os padroes
de ativagao cerebral regional obtido durante os diferentes tipos de estados
emocionais. Com o objetivo de otimizar a resposta emocional durante a
apresentacao das fotografias, utilizamos a técnica desenvolvida por Phillips
et al. (2004), na qual o individuo é instruido, antes da apresentagdo das
fotografias, a se imaginar na situagdo apresentada nas fotografias (Mataix-
Cols et al., 2003). Este principio foi utilizado em estudos anteriores de
estimulacdo emocional e RMf com sucesso em voluntarios saudaveis e
portadores de transtornos psiquiatricos (Lange et al., 2003; Mataix-Cols et

al., 2003; Mataix-Cols et al., 2004; Gilbert et al., 2009).
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Os participantes do presente projeto foram voluntarios saudaveis,
estudados com RMf para cada uma das emocdes pesquisadas. Tais
voluntarios foram recrutados a partir de um ensaio clinico farmacologico que
objetivou testar os efeitos da droga antidepressiva clomipramina em doses
suficientes para modificar padrdes de resposta emocional, e receberam
doses padronizadas deste antidepressivo por um tempo determinado. Cada
voluntario foi submetido a duas sessées de RMf durante indugdo emocional:
uma delas na vigéncia do uso de clomipramina, e a outra apos a suspensao

da medicagao (wash-out).

2.2. Objetivos especificos

A estratégia de pesquisa acima teve os seguintes objetivos especificos:

(a) Contribuir para uma melhor compreensdo das acgbes cerebrais da
clomipramina nos sistemas neurais envolvidos com o0 processamento
emocional (Phillips et al., 2008). Previmos que durante a vigéncia do uso
do antidepressivo, ocorreriam mudancas no padrao da ativagdo destes
sistemas neurais. Estas mudancas poderiam envolver uma menor
ativacdo de algumas regides cerebrais especificas, como amidala,

insula, cingulo anterior, cortex pré-frontal, e talamo.

(b) Através de uma classificagdo da amostra de acordo com a presenca

de resposta ou ndo ao uso da clomipramina, investigar diferengas nos
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padrées de ativagao cerebral entre os sujeitos respondedores e nao-

respondedores a esta medicagao antidepressiva.
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3. HIPOTESES

Com base na literatura revisada no primeiro capitulo, foi previsto que

individuos saudaveis apresentariam:

(@) Durante o uso de clomipramina comparado ao wash-out, atividade
diminuida em regides cerebrais pertencentes ao sistema neural implicado
na avaliagdo e geracdo de respostas comportamentais a estimulos

emocionais de valéncia negativa;

(b) Nenhuma diferenca significativa entre os estados medicado e nao
medicado em relagdo aos padrdes de atividade neural nos circuitos

cerebrais acima, durante a apresentagao de estimulos de valéncia positiva;

(c) Diferencas de atividade funcional entre individuos respondedores a
clomipramina comparados com o0s nao respondedores a esta droga
antidepressiva, especificamente em regides cerebrais relevantes para o

processamento emocional.
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4. METODOS

4.1. Selecao de individuos

4.1.1. Aspectos éticos

Os participantes assinaram termo de consentimento informado antes
de serem submetidos a qualquer tipo de procedimento, incluindo entrevistas
de avaliacdo. O estudo obedeceu as recomendagdes adotadas pela 182
Assembléia Médica Mundial, Helsinque, Finlandia, 1964, bem como suas
subsequentes revisbes nas 29?2, 357 412 Assembléias (Toquio, Veneza,

Hong Kong, respectivamente).

Os individuos que nao foram selecionados para entrar no estudo por
apresentarem diagnoésticos ou sintomas indicativos de algum transtorno
psiquiatrico maior ou condigdo médica geral foram orientados a procurar
atendimento especifico. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Séao

Paulo (protocolo no. 048/01 em 02 de margo de 2001).
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4.1.2. Recrutamento dos voluntarios e pré-selecao

Para os estudos de RMf, foram incluidos 18 voluntarios saudaveis,
recrutados a partir de um grupo maior de sujeitos que participaram de um
ensaio clinico farmacolégico controlado com placebo, duplo-cego, que fez
parte do Projeto Tematico: Estudo Psicobiolégico da Regulagdo Emocional
a Partir Dos Efeitos de Antidepressivos — Protocolo IPQ-VOL-NL-01.04,
coordenado pelo Prof. Valentim Gentil Filho, pela Profa. Clarice Gorenstein
e pelo Prof. Geraldo Busatto Filho, e com financiamento pela FAPESP
(processo 01/00189-9) até 2008, e que objetivou testar os efeitos da
clomipramina em doses suficientes para modificar padrboes de resposta
emocional em voluntarios sem historia pessoal ou familiar de transtornos

psiquiatricos.

O processo de recrutamento dos voluntarios para o projeto tematico
como um todo foi realizado através de cartazes, palestras, anuncios na
imprensa, chamadas de radio e TV, encaminhamento por outros
participantes e pesquisadores, cartas a individuos que participaram de
estudos anteriores, etc. Foram divulgadas as caracteristicas dos voluntarios
procurados, bem como a natureza geral do estudo. Os individuos
interessados foram submetidos a uma entrevista telefénica para triagem

inicial e demais procedimentos de selegéo.
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Além dos experimentos de neuroimagem, os sujeitos recrutados para
o ensaio clinico foram também avaliados quanto ao ciclo sono-vigilia,
padrdo alimentar, personalidade, humor e processamento de informacdes

cognitivas.

4.1.3. Critérios de Inclusao

a) Voluntarios sadios com idades entre 21 e 50 anos;

b) Primeiro grau completo de escolaridade minima;

c) Residéncia na cidade de S&o Paulo;

d) Escore no questionario Self Report (SRQ-20) abaixo ou igual ao
ponto de corte (5, para homens e 7, para mulheres) (Almeida, 1999);

e) Auséncia de diagnostico de transtorno psiquiatrico através da
entrevista clinica estruturada (Structered Clinical Interview — SCID -
DSM-IV (First et al., 1995);

f) Classificagdo como destro de acordo com o inventario estruturado de
lateralidade cerebral (Annett, 1970);

g) Assinatura de consentimento informado.

4.1.4. Critérios de Exclusao

a) Presenca de condigdes clinicas crénicas ou agudas que possam

interferir com os procedimentos do estudo ou prejudicar o voluntario;
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Historia prévia ou presenca atual de abuso/dependéncia de alcool ou
outras drogas psicoativas;

Histéria de tentativas de suicidio;

Resultado no rastreamento de transtornos de personalidade
indicando escore menor ou igual a 20 no item de auto-
direcionamento (self-directeness), ou escore maior ou igual a 56 na
soma dos itens auto-direcionamento (self-directness) mais
cooperatividade (cooperativeness) (Inventario de Temperamento e
Carater - Temperament and Character Inventory - TCI, (Cloninger et
al., 1994; Fuentes et al., 1999);

Individuos com histéria familiar de primeiro grau ou em avés de
doencas mentais psiquiatricas, conforme avaliacdo pelo
rastreamento de historia familiar (Family History Screen)(Weissman
et al., 2000);

Presenga de gravidez ou amamentagédo, ou historia de parto nos
ultimos 6 meses;

Historia de tratamento com medicamentos psicoativos nos 6 meses
anteriores a selec¢ao;

Inicio de psicoterapia em periodo inferior aos 6 meses anteriores a
selecao;

Contra-indicagdo para realizagdo de ressonancia magnética de

cranio, como proteses metalicas e clipes metalicos.
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4.2. Avaliacao da resposta clinica ao tratamento com clomipramina.

A avaliacdo da resposta a clomipramina dos participantes do ensaio
farmacolégico pela equipe clinica do projeto tematico foi realizada através

de uma entrevista qualitativas e incluiram 4 dominios (Figura 3):

a) Tolerancia interpessoal (diminuicdo de irritabilidade e tens&o na
interag&o social)

b) Eficiéncia (melhora na habilidade em decidir, em priorizar demandas
e autoconfianga)

c) Bem estar (sentir-se melhor, melhora do humor)

d) Mudanga substancial no sentimento de self usual.

Critério de Resposta: para atribuicdo do critério de resposta era
necessario que houvesse alteracdo para melhor em no minimo trés das
quatro areas identificadas nas respostas dos participantes, constatada por

dois entrevistadores independentes.
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Figura 3. - Categorizagao dos critérios de resposta clinica a clomipramina

Area 1: tolerancia irritagao
tolerancia
tensao
ansiedade
Area 2: eficiéncia segurancga
eficiéncia
priorizagao de tarefas
capacidade de tomar decisdes

Area 3: bem estar sensacao de bem estar
disposicao
Area 4: estar diferente estado diferente do normal
artificial

nao se reconhece

A avaliagdo da resposta a clomipramina foi realizada através de entrevista
qualitativa que incluia quatro dominios (tolerancia, eficiéncia, bem estar e
estar diferente). O participante era considerado respondedor caso dois
pesquisadores independentes concordassem que o participante apresentou
alteracao para melhor em no minimo trés dos quatro dominios da entrevista.
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4.3. Ensaio farmacologico

O ensaio farmacolégico com doses repetidas de clomipramina em
baixas doses, conduzido pela equipe liderada pelos Profs, Valentim Gentil

Filho e Clarice Gorenstein, consistiu de trés etapas:

Etapa 1. simples cego, com duragcdo de quatro semanas, na qual os
individuos eram avaliados semanalmente, e faziam uso de doses baixas
repetidas de clomipramina (até 40Mg/dia); ao final do tratamento

determinava-se resposta ou ndo resposta clinica a clomipramina.

Etapa 2: fase duplo-cega, de tratamento cruzado, na qual os individuos que
foram considerados respondedores na etapa 1 receberam clomipramina e
propantelina, com ordem de tratamento balanceada. Foram usadas doses
flexiveis de 10 a 40 Mg clomipramina ou placebo (propantelina). Previu-se
que durante a fase com propantelina os sujeitos passem a nao responder e

durante a fase clomipramina mantivessem o critério.

Etapa 3: quatro semanas de wash-out de clomipramina. Retirada total e

gradual da medicacgéo.
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Dos 18 individuos que seriam recrutados para o estudo de RMf a
partir da amostra selecionada para o ensaio clinico acima, estimou-se que
aproximadamente 30% apresentariam resposta clinica a clomipramina,
conforme determinado através de uma entrevista qualitativa e aplicacéo de

escalas padronizadas (vide item 4.2. acima).

4.3.1. Individuos néo respondedores ao tratamento com clomipramina

Os individuos ndo respondedores a clomipramina participaram
somente da primeira etapa do ensaio clinico (simples cego — quatro
semanas de clomipramina), e em seguida entraram na etapa trés do ensaio

clinico (wash-out).

4.3.2. Individuos respondedores ao tratamento com clomipramina

Os individuos respondedores a clomipramina entraram na segunda
etapa do ensaio clinico apos completarem a primeira etapa. Nesta segunda
etapa os individuos participaram de um estudo clinico duplo cego controlado
por placebo durante quatro semanas. Ao término da segunda etapa, os
individuos respondedores iniciaram a etapa trés do estudo clinico (wash-

out).
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4.4. Procedimentos realizados no presente estudo de RMf

No presente projeto de neuroimagem, os voluntarios participaram de

trés procedimentos relacionados a obtencao de imagens de RMf (Figura 4):

I. Uma sessao de simulagao destinada a propiciar o treinamento e
familiarizagdo com a tecnologia a ser utilizada no dia do exame
propriamente dito,

II. Uma sessdo experimental de RMf durante estimulagéo
emocional através da visualizagdo de fotografias do IAPS,
enquanto estiveram sob o uso de medicacgéo (Visita I),

lll. Uma sessdo de RMf nos mesmos moldes acima, enquanto

estiveram sem efeito de medicagao (Visita Il).

4.4.1. Individuos nao respondedores ao tratamento com clomipramina

Individuos ndo respondedores a clomipramina participaram apenas
das etapas 1 e 3 do ensaio farmacoldégico, tendo sido realizada aquisigdo de
imagens de ressonancia magnética ao final de cada uma das duas etapas:
visita | - durante o estado medicado (apds 4 semanas de clomipramina); e
visita Il - durante o estado ndo medicado (apds 4 semanas de wash-out)

(Figura 4).
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4.4.2. Individuos respondedores ao tratamento com clomipramina

Os individuos respondedores a clomipramina realizaram as trés
etapas do ensaio farmacolégico descrito acima, e as duas visitas de RMf (a
primeira no final da etapa 1 do ensaio farmacoldgico e a segunda no final da

etapa 3, Figura 4).

4.4.3. Diferencas e semelhancas entre os respondedores e nao

respondedores em relacao ao fluxo no estudo

Individuos respondedores e n&o respondedores diferiram na
presengca ou auséncia de resposta farmacoldgica, nas etapas do ensaio
farmacoldgico realizadas (etapas um e dois ou etapas um, dois e trés) e no
intervalo de tempo entre as visitas realizadas a RMf. O intervalo de tempo
para os nao respondedores foi em meédia 4 semanas; e para O0s

respondedores foi em média 8 semanas.

Na presente tese apenas reportamos os achados da
visita | dos respondedores e das visitas | e Il dos né&o

respondedores.
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Figura 4. - Fluxograma dos participantes no estudo de neuroimagem e

ensaio clinico

[ ETAPA 1 ] i SIMULACAO }
|

NAO RESPONDEDOR
RESPONDEDOR

S gl
[ ETAPA 3 ] [ ETAPA 2 1

[ VISITA I [ ETAPA 3 ]

Os voluntarios nao respondedores participaram da etapa 1 e 3 do ensaio
farmacoldgico e, também, da simulagdo e da visita | e |l de RMf. Os
voluntarios respondedores participaram da etapa 1, 2 e 3 do ensaio
farmacolégico e, também, da simulagcdo e da visita | e || de RMf. Desta
maneira, voluntarios respondedores e nao respondedores diferiram na
presenca ou ausencia de alteragdo comportamental apdés uso de baixas
doses repetidas de clomipramina; no intervalo de tempo entre a visita | e |l;
e na participacao da etapa 2 do ensaio farmacoldgico.

ETAPA 1: Ensaio farmacoldgico simples cego, quatro semanas;

ETAPA 2: Ensaio farmacoldgico duplo cego controlado por placebo, quatro
semanas;

ETAPA 3: Ensaio farmacoldgico fase de wash-out, quatro semanas;
SIMULACAOQO: ambientacéo e treinamento dos individuos;

VISITA I: Neuroimagem: individuos medicados com doses baixas repetidas
de clomipramina por quatro semanas;

VISITA 1I: Neuroimagem: individuos n&do medicados, apos o término do
wash-out.
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4.5. Fluxo geral do estudo

4.5.1. Selecédo de individuos

Nesta fase os voluntarios participavam de uma entrevista clinica com
a equipe para determinar sua elegibilidade para tomar parte do estudo.
Foram realizados testes laboratoriais, exame fisico, preenchimento de
escalas e formularios. Para ser considerado apto a participar do estudo, o
individuo deveria preencher os critérios de inclusdo e exclusdo descritos
anteriormente (4.1.3. e 4.1.4.). Caso o voluntério fosse considerado elegivel,

0 mesmo passaria a fase seguinte.

4.5.2. Etapa 1 do ensaio farmacolégico

Nesta fase todos os individuos recebiam baixas doses orais repetidas
diariamente de clomipramina durante quatro semanas. Uma vez por semana
necessariamente os individuos passavam por avaliacido clinica com a
equipe do ensaio farmacolégico, determinando possiveis efeitos colaterais,
reacdes inesperadas e complicagcbes ao medicamento. Além disso, os
individuos eram avaliados quanto aos possiveis efeitos da medicagao na
percepcao subjetiva, cognigdo e emogdo. Ao final das quatro semanas, a
equipe do ensaio clinico determinava a presenga ou auséncia de resposta

clinica a clomipramina segundo o critério descrito no item (4.2.).
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4.5.3. Visita de simulacao

A visita de simulagao foi executada na mesma semana da primeira
visita a RMf (normalmente entre trés e quatro dias antes), isto €, quando os
individuos estavam sob medicacdo. Através de um simulador,
especialmente construido para o projeto, o participante pdde experimentar a
replica do aparelho de RMf, o ambiente de RMf, e os equipamentos
utilizados durante a aquisicdo de dados. Além disso, cada um dos
individuos foi treinado e exposto a uma versao diferente das fotografias
contidas no paradigma que iria experimentar no dia de aquisicdo de dados
na RMf. Desta maneira, o participante tornou-se acostumado com a
projecéo do paradigma, ao ruido do aparelho de ressonéncia magnética e a

temperatura do ambiente de RMf.

4.5.4. Visita | - RMf

Nesta visita o voluntario participava de uma entrevista com a equipe
de enfermagem na qual realizava-se a triagem e a retirada de objetos
metalicos; em seguida, o voluntario participava de uma entrevista com o
pesquisador aonde eram realizados os preparativos e instrucdes sobre a
realizacdo da sessdo experimental de RMf. O individuo entdo era
posicionado no equipamento de RMf e medidas preventivas para evitar
movimentos da cabega eram adotadas como inserir elementos almofadados

entre a cabeca do participante e o local aonde a cabeca do participante era
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posicionada no equipamento de RMf. Neste momento todos equipamentos
eram testados e instrugdes finais eram passadas ao participante. Com toda
a equipe posicionada e todos os equipamentos prontos e sincronizados, a
aquisicao de dados de imagem propriamente dita iniciava. Apos o final da
aquisicao de imagens, o participante passava por uma segunda avaliagao
com o pesquisador com o objetivo de captar possiveis problemas ocorridos
durante a aquisigdo de imagens, percep¢ado do paradigma e reagdes

subjetivas.

Esta visita era realizada ao final da primeira etapa do ensaio clinico e,
portanto, o participante encontrava-se sob efeito de doses baixas repetidas

de clomipramina (simples cego, quatro semanas de medicagio).

4.5.5. Etapa 3 do ensaio farmacolégico

Esta etapa do ensaio farmacologico consistiu da retirada total e

gradual do antidepressivo clomipramina. Os participantes eram

constantemente avaliados para possiveis reacdes adversas e inesperadas

pela equipe do ensaio clinico farmacoldgico.

4.5.6. Visita Il - RMf

Esta visita compreendeu procedimentos semelhantes aos realizados

na primeira visita. Atengao especial foi tomada para as duas visitas serem o
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mais semelhantes possivel. Desta maneira, a maior diferenga entre as duas

visitas era a etapa do ensaio clinico em que o participante se encontrava.

Esta visita foi realizada ao final da etapa trés do ensaio clinico e,
portanto, os individuos encontravam-se sem efeito de doses baixas

repetidas de clomipramina.

4.6. Paradigma experimental

4.6.1. Selecao de estimulos visuais a partir do banco de fotografias do

IAPS

Para selecionar as fotografias do IAPS utilizadas no estudo, foi
estabelecida uma cooperagdo com o Prof. Dr. Hermano Tavares, que
coordenou um estudo-piloto com 41 voluntarios entre alunos de graduagéo
de Psicologia da USP e alunos de pods-graduacgéo do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da USP. Nesta avaliacao-piloto, foram apresentadas numa tela
de computador fotografias do IAPS destinadas a provocar respostas
emocionais condizentes com o objetivo deste projeto (medo, raiva,
felicidade, e neutralidade emocional). Na mesma tela de computador, foram
apresentadas, em seguida as fotografias, escalas de auto-avaliagdo visual-
analégicas para classificacdo e selecdo das fotografias que mais

despertaram as emocgdes procuradas para o estudo.
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Na tentativa de aumentar a especificidade da resposta emocional e
reduzir a interferéncia de preferéncias e suscetibilidades individuais as
fotografias, as mesmas foram precedidas de uma instrucdo apresentada
visualmente na tela do computador, solicitando que os individuos
procurassem se sentir como participantes das situagcdes apresentadas nas
fotografias. Esta estratégia ja foi utilizada com sucesso em estudos de RMf
realizados com grupos de voluntarios saudaveis (Mataix-Cols et al., 2003) e

pacientes com transtornos psiquiatricos (Mataix-Cols et al., 2004).

Além disto, ao invés da apresentagdo de apenas uma fotografia por
vez, as mesmas foram apresentadas em sequéncias de trés, com tematica
relacionada entre si. Desta forma, pretendeu-se aumentar a chance de
obtengdo da resposta emocional desejada. Apos a visualizagdo das
fotografias, o teor da resposta emocional foi avaliado através de escalas

visual- analdgicas.

Nas fotografias selecionadas para provocar emogdes de felicidade,
uma categorizagdo em dois tipos de felicidade foi determinada pela
presenca de altos valores na escala de alerta; por exemplo, uma fotografia
de um pai abragando seu filho foi categorizada como felicidade “relaxada”,
enquanto uma fotografia de pessoas descendo um rio em um bote foi

categorizada como felicidade “ativada’.
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Neste estudo-piloto, as fotografias selecionadas do IAPS para cada
tematica, para posterior utilizacdo no experimento de RMf, foram as
seguintes:

Grupo “Felicidade-Ativada”. fotografias de tematica relacionada a
modalidades esportivas e situagcdes de aventura em contexto positivo
(anexo A).

Grupo “Medo”: fotografias explorando temor a fenémenos da
natureza, sangue e ferimentos, predadores potenciais e animais
peconhentos (anexo B).

Grupo “Raiva”. fotografias mostrando cenas de maus tratos,
violéncia, agresséo indireta e guerra (anexo C).

Grupo “Neutro”™. fotografias de objetos pessoais, utensilios

domeésticos, etc (anexo D).

A partir do estudo preliminar acima com as fotografias, foram
selecionadas para o experimento de RMf os grupos raiva, medo, felicidade
ativada e neutro. As sequéncias selecionadas para o experimento de RMf
foram aquelas que obtiveram maior resposta em relagao a emogao alvo; por
exemplo, nos grupos de medo, foram selecionadas as fotografias que

obtiveram maiores escores nas escalas analogico-visuais no estudo-piloto.
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4.6.2. Paradigma de inducdo emocional por fotografias durante o

experimento de RMf

O experimento de RMf consistiu na aquisigdo de imagens durante a
visualizagdo de cada um dos grupos de fotografias do IAPS, num desenho
convencional de aquisicdo de dados “em blocos”. Cada emogao a ser
testada (felicidade ativada — a partir deste momento denominada apenas
felicidade, medo e raiva) foi estudada em um paradigma intercalados por
blocos de conteudo neutro. Desta maneira trés paradigmas de aquisi¢cao de
imagens no total em cada uma das duas visitas: paradigma de Felicidade,
paradigma de Medo e paradigma de Raiva. Cada paradigma foi composto
por oito blocos (trés de conteudo neutro e cinco de conteudo emocional), e
cada bloco foi constituido da seguinte forma: uma instrugdo visual (5
segundos), trés fotografias do IAPS selecionadas no estudo piloto acima
(sete segundos e meio cada), e quatro escalas visuo-analoégicas (5
segundos cada, avaliando respectivamente medo, raiva, alerta e felicidade).
As instrugdes, fotografias e escalas foram apresentadas através de um jogo
de espelhos montados dentro do aparelho de ressonéncia magnética em
uma tela branca de projegdo. As respostas as escalas visual-analogicas
foram fornecidas pelo individuo através de uma luva adaptada na mao do
voluntario que permite a selecdo da resposta apenas encostando o polegar
em qualquer outro dedo (por exemplo: dedo minimo resposta 1, dedo anelar

resposta 2 e assim por diante) preparada especialmente para o projeto. O
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treinamento para uso da projecdo e da luva foi feito durante a visita de

simulacdo mencionada acima.

Dentro de cada um dos trés paradigma (Felicidade, Medo e Raiva),
os blocos foram distribuidos de forma a otimizar o tempo durante o qual o
voluntario ficou dentro do aparelho de ressonancia magnética, sem prejuizo
do poder estatistico da analise das imagens de RMf. Assim, a sequéncia de
blocos emocionais e neutros em cada paradigma foi:

A-B-A-B-A-A-B-A

Na sequéncia acima, a letra “A” corresponde a um bloco de conteudo

emocional e a letra “B” a um bloco com conteulido neutro.

Cada escala visuo-analdgica (alerta, felicidade, raiva e medo) foi
composta de quatro opcdes de resposta para diferentes intensidades da
emogao questionada (1-quase nada, 2-pouco, 3-moderado e 4-muito). A fim
de facilitar o rapido entendimento da emogao questionada, a legenda da
escala foi complementada com um emoticom (representagao ilustrativa de

uma determinada emocé&o) nos extremos de opgéao (Figura 5).

Desta maneira, cada bloco seguiu 0 esquema a seguir:

Instrucdo > Fotografia - Fotografia - Fotografia - Escala - Escala »>

Escala = Escala
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Um exemplo final de um bloco do paradigma de Felicidade (“viagem”)
pode ser visto na Figura 6, da forma como foi apresentado durante o exame
de RMf.

Figura 5. - Modelo de escala visuo-analogica utilizada no paradigma de

indugdo emocional para avaliar o sentimento subjetivo

Estas fotos me fazem sentir MEDO

1-quase  2-pouco 3-moderado 4-muito
nada

® ®

Ao final de cada bloco e apds visualizar as fotografias o voluntario
respondeu quatro escalas visuo-analdgicas (medo, raiva, alerta e feliz).
Cada escala determinou quanto as fotografias fizeram o voluntario sentir
determinada emocgao. Através de uma luva demagnetizada especialmente
projetada para o estudo, o voluntario encostou o polegar contra a segunda
falange caso sentisse muita emocgado, ou contra a terceira falange caso
sentisse moderada emogao, ou contra a quarta falange caso sentisse pouca
emogao, ou contra a quinta falange caso sentisse quase nada de emocao.
Para cada escala, o voluntario teve cinco segundos para responder.
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Figura 6. - Modelo de um bloco de fotografias com conteudo emocional

utilizado no paradigma felicidade

PREPARE-SE PARA A
MAIOR VIAGEM
DA SUA VIDA




Estas fotos me fazem sentir MEDO

1-quase 2-pouco 3-moderado  4-muito
nada

® ®

52
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Estas fotos me fazem sentir RAIVA

1-quase 2-pouco 3-moderado  4-muito
nada

® ®

Estas fotos me fazem sentir FELIZ

1-quase 2-pouco 3-moderado  4-muito
nada

® O

Estas fotos me fazem sentir ALERTA

1-quase 2-pouco 3-moderado  4-muito
nada

Modelo de um bloco de fotografias com conteudo emocional do paradigma
de Felicidade. A instrugao textual foi apresentada por cinco segundos, cada
uma das trés fotografias de tematica relacionada por sete segundo e meio.
Cada escala visuo-analdgica (alerta, medo, raiva e feliz) foi apresentada por
cinco segundos e permitiu que o voluntario informasse quanta indugéo de
sentimento foi produzida apds a visualizagao das fotografias.
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4.7. Aquisicao dos dados de neuroimagem

Imagens para analise do efeito BOLD foram adquiridas utilizando
equipamento de 1,5 T GE LX-MR (General Electric, Milwaukee WI, USA), no
Instituto de Radiologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da USP. Foram adquiridas, alternadamente, 25 fatias do cérebro com
intervalos de 0,3 mm entre si, a cada 2,5segundos (TR=2,5s), totalizando
152 volumes cerebrais para cada sessao de aquisi¢ao. Foram realizadas 3
séries por sujeito participante. Os paradmetros de aquisicdo foram: rise time
de 125 ms, matriz 64x64, tempo de eco de 40 ms, flip angle 90°, gradiente
de eco, eco-planar. A apresentagao do estimulo foi sincronizada com a
aquisicdo de imagens via relé optico, através de pulso de radiofrequéncia.
Um software foi produzido especialmente para o propdsito de sincronizar a
aquisicao de imagens com a apresentacéo do estimulo, das escalas visuais

e suas respostas.

Em seguida a sessdo de RMf, foram adquiridas imagens de RM
estrutural de alta resolucao, para interpolagado dos dados de RMf, usando a
sequéncia de aquisicdo SPGR-3D, com os parametros: 124 cortes com 1.5
mm de espessura, TR=20s, TE=3s, matriz 256x192, FOV=220mm, flip-
angle=20; bem como a sequéncia FLAIR, para verificacbes de lesdes do
encéfalo, com os seguintes parametros: 20 cortes de 5mm de espessura,

TR=10s, TE=140ms, IR=2,2s e FOV=240mm).
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4.8. Analise dos dados

4.8.1. Analise de dados comportamentais

4.8.1.1. Individuos sem resposta clinica a clomipramina

Os dados comportamentais foram analisados usando os escores das
escalas subjetivas referentes a cada um dos trés paradigmas para cada
uma das quatro escalas (alerta, felicidade, medo e raiva) através de
comparagdes planejadas através de t-teste pareado entre os escores de

cada escala na visita | (sem medicacgéo) e na visita |l (sob medicacéo).

4.8.1.2. Comparacao entre individuos com e sem resposta clinica a

clomipramina

A comparagdo entre os individuos respondedores e 0s nao
respondedores foi realizada utilizando t-testes ndo pareados em cada uma
das categorias de escalas para cada tipo de bloco (emocional ou neutro).

A comparacdo entre respondedores e ndo respondedores apenas foi

realizada na Visita I.
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4.8.2. Processamento e andlise estatistica das imagens

Os dados foram processados e analisados usando o programa
Statiscal Parametric Mapping versao 5 (SPMS5;
http://www fil.ion.ucl.ac.uk/spm).  Primeiramente as imagens foram
convertidas de DICOM para o formato NIFTI-1. Em seguida as imagens de
cada participante foram realinhadas inicialmente usando o primeiro volume
do cérebro adquirido como referéncia, e modificadas para corrigir a ndo
homogeneidade estatica do campo magnético e para a ndo homogeneidade
de interagdes de movimento. Em seguida as imagens foram co-registradas
com a imagem de ressonancia magnética estrutural do mesmo sujeito,
segmentadas e normalizadas espacialmente usando o modelo do Instituto
Neurolégico de Montreal (MNI) (Ashburner e Friston, 2005; Friston, 2007).
Por fim, estas imagens foram interpoladas tri-linearmente para um voxel de
tamanho final 2x2x2 mm? e suavizadas espacialmente com filtro Gaussiano
de 6-mm. As séries temporais em cada voxel foram filtradas altamente a
1/128 de Hertz. As imagens de um voluntario durante o paradigma de
inducdo de medo nao puderam ser usadas devido a problemas técnicos
durante a aquisicdo de dados. A série de dados estrutural foi co-registrada

sempre com as imagens funcionais adquiridas durante a mesma sessao.

Anadlises a nivel individual foram realizadas utilizando o fixed effect
model nas duas condi¢des (fotografias emocionais e fotografias neutras) em

uma analise em bloco. Como medida basal, foi utilizado o periodo no qual o
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individuo visualizava as instru¢cdes e respondia as escalas subjetivas. Os
parametros de movimento provenientes do estagio do realinhamento foram
incorporados como uma covariavel de confusdo. Os eventos foram
modelados usando a Funcdo de Resposta Hemodinamica Candnica
(Friston, 2007). As duas condigdes foram entdo incorporadas na analise de
grupo usando a imagem do t-contraste relevante (fotografias emocionais >

basal e fotografias neutras > basal).

4.8.2.1. Andlise dos dados de neuroimagem nos individuos ndo

respondedores a clomipramina

A analise de grupo nos individuos nao respondedores foi realizada
nas imagens do t-contraste do nivel individual para examinar a atividade
neural usando t-teste pareado (contrastes planejados) entre cada emogéao
(1- fotografias emocionais no estado medicamentoso com fotografias
emocionais do estado n&o medicamentoso; e 2- fotografias neutras do
estado medicamentoso com fotografias neutras do estado néo

medicamentoso).
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4.8.2.2. Anélise dos dados de neuroimagem comparando os individuos

respondedores e 0s ndo respondedores a clomipramina

A comparagdo entre os individuos respondedores e 0s nao
respondedores foi realizada utilizando t-testes nédo pareados em cada um
dos paradigmas para cada tipo de bloco (emocional ou neutro).

A comparacao entre respondedores e nio respondedores apenas foi

realizada na Visita I.

4.8.2.3. Analise por regides de interesse

Em estudos de neuroimagem existem dois tipos basicos de analise:
anadlise do cérebro como um todo e analise do cérebro em regides
especificas. Quando se utiliza a analise do cérebro como um todo, tém-se a
vantagem de explorar o cérebro na sua totalidade; entretanto, devido a
multiplas comparagdes realizadas, perde-se em poder estatistico
aumentando a chance de falso positivo. Quando se utiliza a analise em
regides especificas, tém-se a vantagem de explorar regides determinadas
do cérebro nas quais o pesquisador apresenta hipdteses a priori, desta
maneira, diminui a chance de falso positivo. No presente estudo optamos
por utilizar a analise por regides de interesse devido a especifica hipotese a
priori de alteracdo da atividade cerebral em regides envolvidas com o

processamento emocional tal como a amidala.
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As seguintes regides de interesse foram estudadas utilizando
mascaras anatbmicas criadas com o Wake Forest University Pick Atlas
(Maldjian et al., 2003): amidala, cortex pré-frontal ventrolateral (CPFVL -
BA47), cortex pré-frontal dorsolateral (CPFDL - BA9 e 46), cortex pré-frontal
ventromedial (CPFVM - BA11), cértex pré-frontal dorsomedial (CPFDM -
regidao medial da BA 10), giro do cingulo anterior (GCA - BA24, 25 e 32),

hipocampo, giro parahippocampal, insula, caudado, putdmen e talamo.

4.8.2.4. Nivel de significancia estatistica

Para corrigir multiplos testes estatisticos mantivemos um limiar de
falso positivo conservador com uma deteccéo de falso positivo de p<0.05 ao
nivel de cluster, acrescido de um numero minimo de voxels (k) determinado
empiricamente por simulagdo de Monte Carlo implementada utilizando o
programa AlphaSim (http://afni.nimh.nih.gov/pu/dis/d/manual/AlphaSim.pdf),
que representam correlagdes espaciais entre voxels ativados na mesma

vizinhanga (Forman et al., 1995; Gianaros et al., 2008).
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacdo demografica da amostra

A amostra caracterizou-se por dezoito voluntarios saudaveis, 77,8%
do sexo feminino, com média de 34,3 anos de idade (DP = 6,3) e com
média de 11 anos de escolaridade (DP = 0,6). Esta amostra de voluntarios
saudaveis foi subdividida em dois grupos de acordo com a presenga de
resposta (n=6) ou nao-resposta (n=12) ao uso repetido de baixas doses de
clomipramina na primeira etapa do ensaio clinico descrito no item 4.3. desta
tese (quatro semanas, simples cego). Os dois grupos n&o apresentaram
diferengas estatisticamente significativas em relagdo ao género, idade e

escolaridade (Tabela 1).
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Tabela 1. — Dados demograficos do grupo de individuos
respondedores e ndo-respondedores a clomipramina
Nao-respondedores  Respondedores
(n=12) (n=6)
Género numero % numero % t-teste p
Masculino 3 25 1 16,7 2
Feminino 9 75 5 g3z 1016 06
média DP' média  DP
Idade (anos) 33,5 6,9 35,83 5,11 t16=0,73 0,48
t16=0,83 0,42

Escolaridade (anos)

1.1

0,7 10,83 0,4

'DP= desvio padréo; x*= qui quadrado; t=t-teste
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5.2. Resultados comportamentais das escalas de avaliacdo subjetiva
durante a visualizacdo de fotografias com conteudo emocional e

neutro

5.2.1. Individuos néao-respondedores a clomipramina

5.2.1.1. Paradigma de Felicidade

Na analise utilizando t-teste pareado, os individuos nao-
respondedores a clomipramina ndo apresentaram diferenga significativa na
meédia de pontuagédo nas escalas (alerta, felicidade, medo e raiva) entre a
visita | (sob medicagao) e a visita Il (sem medica¢do) durante o paradigma
de Felicidade. Esta auséncia de diferengas foi verificada tanto no bloco com
fotografias de conteudo emocional como no bloco com fotografias de

conteudo neutro (Tabela 2).

Entretanto, os individuos n&o-respondedores apresentaram uma
tendéncia para pontuagdo maior de alerta na visita | durante o bloco de
fotografias com conteudo neutro, quando comparados com a visita Il

durante o paradigma de Felicidade (t(11)=1,91; p=0.08; Tabela 2).



63

5.2.1.2. Paradigma de Medo

Na analise utilizando t-teste pareado, os individuos nao-
respondedores a clomipramina ndo apresentaram diferenga significativa na
meédia de pontuagédo nas escalas (alerta, felicidade, medo e raiva) entre a
visita | (sob medicagao) e a visita Il (sem medicagdo) durante o paradigma
de Medo no bloco com fotografias de conteudo emocional e no bloco com

fotografias de conteudo neutro (Tabela 2).

5.2.1.3. Paradigma de Raiva

Na analise utilizando t-teste pareado, os individuos néao-
respondedores a clomipramina ndo apresentaram diferenga significativa na
meédia de pontuac&o nas escalas (alerta, felicidade, medo e raiva) entre a
visita | (sob medicagao) e a visita Il (sem medicacéo) durante o paradigma
de Raiva no bloco com fotografias de conteudo emocional e no bloco com

fotografias de conteudo neutro (Tabela 2).

Entretanto, os individuos n&o-respondedores apresentaram tendéncia
para pontuagdo maior na escala de raiva na visita | durante o bloco de
fotografias emocionais, quando comparados com a visita Il durante o

paradigma de Raiva (t(11)=2.06; p=0.065; Tabela 2).



Tabela 2. - Avaliacdo subjetiva apés a apresentacdo de blocos de fotografias com conteddo
emocional e neutro nos individuos ndo-respondedores a clomipramina

20 Plane
Visita | - sob medicagao Visita Il - sem medicagao Comparagdo Planejada

Escalas Emocéo Neutro
Emogao [DP]'  Neutro [DP]' Emogao [DP]' Neutro [DP]’ t p t p
Paradigma de Felicidade g.1>=11 g..°=11
Raiva 1,05 [0,12] 1,03 [0,09] 1,07 [0,18] 1,11 [0,36] (0,27) 0,79  (0,9) 0,39
Alerta 2,831[0,82] 1,97 [0,85] 2,77 [0,73] 1,64 [0,95] 037 072 191 0,08
Medo 1,82 [0,49] 1,03 [0,09] 1,821[0,7] 1,05 [0,13] (0,05) 096 (1,00 0,34
Felicidade 2,72 [0,86] 1,751[0,79] 2,87 10,87] 1,75 [0,96] (1,06) 031 <0,01 1,00
Paradigma de Medo
Raiva 2,08 [0,58] 1,05[0,13] 1,97 [0,65] 1,17 [0,3] 054 060 (1,5) 0,17
Alerta 3,12[0,78] 1,86 [0,96] 3,17 [0,82] 1,58 [0,83] (037 o072 182 0,10
Medo 3,05[0,8] 1,03 [0,09] 3,08 [0,75] 1,03 [0,09] (0,30) 0,77 <0,01 1,00
Felicidade 1,13 [0,27] 1,44 [0,64] 1,15 [0,23] 1,47 [0,72] (0,147) 087 (0,1) 0,90
Paradigma de Raiva
Raiva 2,72[0,48] 1,36 [0,39] 2,68 [0,76] 1,08 [0,21] 0,16 0,87 2,06 0,06
Alerta 3,231[0,73] 2,111[0,88] 3,23 [0,85] 1,92 [0,88] (0,03) 098 069 0,51
Medo 2,66 [0,83] 1,28 [0,4] 2,611[0,74] 1,22[0,29] 044 067 100 0,34
Felicidade 1,02 [0,08] 1,53 [0,48] 1,08 [0,2] 1,64 [0,63] (1,08) 030 (0,6) 0,58

Os valores sdo médias; 'DP = desvio padrao; °t: t-teste; *grau de liberdade

79
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5.2.2. Comparacdo entre os individuos respondedores e ndo-

respondedores a clomipramina

5.2.2.1. Paradigma de Felicidade

Utilizando t-teste ndo pareado, ndo houve diferenga significativa na
média de pontuacado nas escalas (alerta, felicidade, medo e raiva) entre os
individuos respondedores e nao-respondedores durante o paradigma de
Felicidade, tanto no bloco com fotografias de conteido emocional quanto no
bloco de fotografias de conteudo neutro, ambos os grupos de individuos

utilizando baixas doses repetidas de clomipramina (Tabela 3).

5.2.2.2. Paradigma de Medo

Utilizando t-teste ndo pareado, no paradigma de Medo, os individuos
respondedores apresentaram aumento significativo na escala de raiva
durante os blocos de fotografias de conteudo emocional e neutro, quando
comparados aos individuos n&o-respondedores, ambos os grupos de
individuos utilizando baixas doses repetidas de clomipramina (1(16)=2,3; p =
0,04 e t(6)=3,01; p = 0,03 respectivamente; Tabela 3). Todas as outras

comparagdes nao foram estatisticamente significativas.

5.2.2.3. Paradigma de Raiva



66

Utilizando t-teste ndo pareado, durante o paradigma de Raiva, os
individuos respondedores apresentaram aumento significativo na escala de
raiva durante o bloco de fotografias de conteudo emocional, quando
comparados aos individuos né&o-respondedores, ambos os grupos de
individuos utilizando baixas doses repetidas de clomipramina (1(16)=2,23; p
= 0,04; Tabela 3). Todas as outras comparagdes nao foram estatisticamente

significativas.



Tabela 3. - Avaliacdo subjetiva apés a apresentacdo de blocos de fotografias de conteddo emocional e
neutro entre os individuos respondedores e ndo-respondedores a doses repetidas de clomipramina

Visita | — sob medicacao

Emocao Neutro
. Respondedor~ teste . Respondedor ) teste
sim nao sim nao
Escalas Média DP' Média DP' t-teste  gl? p Média DP' Média DP' tteste g’ p
Paradigma de Felicidade
Raiva 1,07 02 1,05 0,1 0,24 16 0,81 1 0 1,03 0,1 (0,79 16 05
Alerta 26 05 283 08 (0,6) 16 0,54 1,50 0,2 1,97 0,8 (1,8) 13 0,09
Medo 213 05 182 05 1,27 16 0,22 1,06 0,1 1,03 0,1 0,5 16 0,62
Felicidade 33 05 273 09 1,49 16 0,16 1,67 0,6 1,75 0,8 (0,2) 16 0,82
Paradigma de Medo
Raiva 288 0,9 2,08 06 2,3 16 0,04° 1,50 04 106 0,1 301 6 0,03
Alerta 33 09 312 08 0,45 16 0,66 1,50 0,5 1,86 1 (099 16 04
Medo 342 0,7 305 08 0,97 16 0,35 1 0 1,03 0,1 (0,7 16 05
Felicidade 1,333 0,5 1,13 0,3 1,18 16 0,26 1,28 0,4 1,44 0,6 (0,6) 16 0,57
Paradigma de Raiva
Raiva 33 06 272 05 2,23 16 0,04° 1,50 0,5 1,36 0,4 0,62 16 0,54
Alerta 34 09 323 07 0,43 16 0,68 2,45 0,7 2,11 0,9 0,81 16 0,43
Medo 287 09 266 08 0,47 16 0,64 1,39 0,6 1,28 0,4 0,46 16 0,65
Felicidade 1 0 1,02 0,1 (0,7) 16 0,5 1,50 0,5 1,52 0,5 (0,1 16 0,91

'DP= desvio padro; 2g.l. = graus de liberdade; >p<0.05

L9
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5.3. Resultados obtidos na analise da atividade cerebral através de RMf

5.3.1. Padrbes de atividade cerebral durante apresentacdo de
fotografias de conteddo emocional e neutro em individuos néo-

respondedores a clomipramina

5.3.1.1. Paradigma de Felicidade

Utilizando t-teste pareado, detectou-se significativa reducdo de
atividade cerebral no estado medicado versus ndo medicado, durante o
bloco de conteudo emocional, no paradigma de Felicidade, nas seguintes
regides: insula direita, corpo caudado bilateral, giro do cingulo anterior
esquerdo (BA32) e direito (BA24), cortex pré-frontal ventromedial direito
(BA11), cértex pré-frontal medial esquerdo (BA10) e putdmen esquerdo

(Tabela 4, Figura 7).

Durante a apresentacdo do bloco de fotografias com conteudo
neutro, ndo houve diminui¢cao significativa na atividade cerebral no estado

medicado versus ndo medicado.

Nao houve aumento significativo de atividade cerebral, durante a
visualizacdo de ambos os blocos, no paradigma de Felicidade, quando os

individuos estavam sob medicacao.
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Tabela 4. - Resultados do efeito BOLD durante as comparacdes
planejadas (t-teste pareado) em individuos néo-respondedores a
clomipramina quando sob efeito da medicacdo e sem efeito da
medicacdo durante o paradigma de Felicidade

Coordenadas MNI*
Regido Lt X Y z K F Z’ =}

Fotografias com conteudo feliz
Sob medicagao < sem medicacgao
CPFVM'" (BA®11) D* 28 42 (8) 26 3,38 2,74 0,003
insula 40 14 8 77 343 277 0,003
32 (26) 10 67 2,76 2,35 0,009
4 28 22 29 305 254 0,005
(8) 42 14 80 3,85 3 0,001
(16) (14) 26 157 411 3,13 0,001
16 (14) 24 132 55 374 <0,001
CPFDM"! (BA10) (16) 42 14 32 319 263 0,004
Putamen (14) 2 10 66 2,34 207 0,019

Cingulo Anterior (BA24)
Cingulo Anterior (BA32)
Corpo do Caudado

MMOMMO O O

"L: lateralidade; °D, direito; °E, esquerdo; “As coordenadas correspondem a disposicao estereotaxica do
Montreal Neurologic Institute (MNI); °K, niimero de voxels no cluster; °F: valor do escore F para o voxel de maior
significancia estatistica dentro do cluster; 7z: valor do escore z para o voxel de maior significancia estatistica
dentro do cluster;  valor de p corrigido para comparagées muiltiplas; °BA, area de Brodmann; '°CPFVM: cortex
pré-frontal ventromedial; ""CPFDM: cortex pré-frontal dorsomedial
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5.3.1.2. Paradigma de Medo

Utilizando t-teste pareado, detectou-se significativa reducdo de
atividade cerebral no estado medicado versus n&o medicado, durante o
bloco de conteudo emocional no paradigma de Medo, nas seguintes
regides: coértex pré-frontal ventrolateral esquerdo (BA47), cértex pré-frontal
dorsolateral esquerdo (BA46) e bilateral (BA9), amidala esquerda, insula
bilateral, giro parahipocampal esquerdo, talamo esquerdo e putédmen direito
(Tabela 5 e Figura 7 e 8). Nado observamos aumento de atividade cerebral

durante o bloco emocional.

Durante a visualizacdo do bloco de conteudo neutro, diminuigdo de
atividade cerebral foi observada no giro do cingulo anterior esquerdo (BA24)
e amidala direita no estado medicado versus ndo medicado (Tabela 5).
Observou-se apenas uma regido com aumento de atividade cerebral
durante o bloco neutro no paradigma de Medo: cértex preé-frontal
ventromedial esquerdo (BA11) no estado medicado versus ndo medicado

(Tabela 5).
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Tabela 5. - Resultados do efeito BOLD durante as comparacdes
planejadas (t-teste pareado) em individuos ndéo-respondedores a
clomipramina quando sob efeito da medicacdo e sem efeito da
medicacdo durante o paradigma de Medo

Coordenadas MNI*
Regio Lt X Y z K> F® Z’ pS

Fotografias com contetido de medo
Sob medicagao < sem medicacgao

CPFVL'" (BA%47) E (32 16 (2) 24 322 261 0,005
CPFDL" (BA46) E  (46) 36 16 30 325 262 0,004
Amidala E (28 (8 (12) 12 283 237 0,009
insula E (44) (16) 18 97 506 3,49 <0,001

D 38 0 14 186 6,46 3,97 <0,001
Giro Parahipocampal D 20 (34) (14) 184 6,2 3,89 <0,001
CPFDL (BA9) D 42 22 36 47 269 228 0,011

E (52 2 36 24 362 2,83 0,002
Talamo D 20 (14) 6 253 4,31 3,17 <0,001
Putamen D 28 (16) (4) 114 465 332 <0,001

Fotografias com conteldo neutro
Sob medicagéo > sem medicacao
CPFVM' (BA11) E (24) 44 (6) 8 222 19 0,025
Sob medicagao < sem medicagao
Cingulo Anterior (BA24) E (4) 22 22 24 255 219 0,014
Amidala D 28 (8) (14) 65 3,58 2,81 0,002

'L: lateralidade; %D, direito; °E, esquerdo; *As coordenadas correspondem & disposigdo estereotaxica do Montreal
Neurologic Institute (MNI); °K, niimero de voxels no cluster; °F: valor do escore F para o voxel de maior
significancia estatistica dentro do cluster; "z: valor do escore z para o voxel de maior significancia estatistica
dentro do cluster; ® valor dep corrigido para comparacées muiltiplas; °BA, area de Brodmann; ""CPFVL: cortex pré-
frontal ventrolateral; ""CPFDL: cortex pré-frontal dorsolateral; >CPFVM: cortex pré-frontal ventromedial
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5.3.1.3. Paradigma de Raiva

Utilizando t-teste pareado, detectou-se significativa reducdo de
atividade cerebral no estado medicado versus ndo medicado, durante o
bloco de conteudo emocional, no paradigma de Raiva, nas seguintes
regioes: cortex pré-frontal ventrolateral bilateral (BA47), cértex pré-frontal
dorsolateral direito (BA46 e 9), amidala direita, insula bilateral, giro do
cingulo anterior bilateral (BA24 e 32), giro parahipocampal bilateral,
hipocampo esquerdo, talamo bilateral, corpo do caudado direito e cabecga do

caudado bilateral e putdamen bilateral (Tabela 6; Figura 7 e 8).

Durante a visualizagdo do bloco neutro, diminuicdo de atividade
cerebral foi observada na insula bilateral no estado medicado versus nao

medicado (Tabela 6).
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Tabela 6. - Resultados do efeito BOLD durante as comparacdes
planejadas (t-teste pareado) em individuos nao-respondedores a
clomipramina quando sob efeito da medicacdo e sem efeito da
medicacdo durante o paradigma de Raiva

Coordenadas MNI*
Regio LY X Y Z K> F® 7 pe

Fotografias com conteudo de Raiva
Sob medicagao < sem medicagao
CPFVL'® (BA%7) 36 30 2) 22 35 28 0,003
26 16 (12) 42 33 2,69 0,004
44 18 2 47 3,0 2,53 0,006
(32) 16 (12) 72 85 4,63 <0,001
42 36 16 53 42 3,16 0,001
28 4) (16) 61 3,0 252 0,006
(32) 16 (10) 529 6,6 4,12 <0,001
(50) (38) 20 66 2,7 2,33 0,01
38 12 (10) 82 48 3,44 <0,001
32 14 12 524 43 3,25 <0,001
42 (40) 18 86 3,8 298 0,001

CPFDL" (BA46)
Amidala
insula

Cingulo Anterior (BA24) 4 30 24 35 36 287 0,002
(2) 32 18 41 28 2,39 0,008
Cingulo Anterior (BA32) 6 32 26 35 44 3,26 0,001

2) 32 22 35 24 214 0,016
16 (48) 2 143 31 257 0,005
(200 (34) (8 270 3 2551 0,006

Giro Parahipocampal

MOmMOOMOMOUOUMMUOUMUOMmMOOUODOMMOOMO O Q,

Hipocampus (26) (36) (4) 9 2,7 2,33 0,01
CPFDL (BA9) 4 46 28 37 35 278 0,003
34 20 34 129 3,3 2,7 0,003
CPFDL (BA44) (56) 6 22 11 22 1,95 0,026
Talamo 8 (22) (2) 621 50 3,55 <0,001
(18) (22) 0 282 6,7 4,15 <0,001
Corpo do Caudado 8 12 8 173 6,0 3,92 <0,001
Cabeca do Caudado 8 18 6 169 6,3 4,02 <0,001
(8) 6 0 64 2,7 2,28 0,011
Putamen 22 (2) 0 552 54 3,7 <0,001
8

(18) 4 (8) 256 43 3,24 0,001
Fotografias com contetido neutro
Sob medicagdo < sem medicagao

insula E (40) (12) 6 122 4,7 3,42 <0,001

D 40 (20 6 72 46 3,35 <0,001

"L: lateralidade; D, direito; °E, esquerdo; “As coordenadas correspondem a disposicao estereotaxica do Montreal
Neurologic Institute (MNI); °K, nimero de voxels no cluster; °F: valor do escore F para o voxel de maior
significancia estatistica dentro do cluster; "z: valor do escore z para o voxel de maior significancia estatistica
dentro do cluster; ® valor dep corrigido para comparagdes multiplas; °BA, area de Brodmann; "°CPFVL: cortex
pré-frontal ventrolateral; ""CPFDL: cortex pré-frontal dorsolateral
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Figura 7. - Diminuicdo de atividade amidalar em individuos néo
respondedores quando medicados com baixas doses repetidas de

clomipramina nos paradigmas de Medo e Raiva

Regido de interesse onde houve focos de atividade neural diminuida
significativamente em voluntarios saudaveis nado respondedores (n=12)
enquanto estavam medicados em comparagdo quando nao medicados
durante o paradigma de indugdo emocional (teste-t pareado p<0,05,
corrigido para comparagbes multiplas). Focos de significancia foram
sobrepostos sobre cortes cerebrais transaxiais normalizados para sistema
de coordenadas do Instituto Neurolégico de Montreal. A. Paradigma de
Medo e B. Paradigma de Raiva. Durante os paradigmas de indugao
emocional de valéncia negativa, foi detectada diferenga significativa entre o
estado medicado e n&do medicado na amidala (representada com o numero
1). O lado esquerdo do cérebro corresponde ao lado esquerdo da imagem.
Os numeros no canto superior direito, em cada corte cerebral representam
as coordenadas no eixo z.
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Figura 8. - Diminuicdo de atividade comum aos trés paradigmas em
individuos nao respondedores quando medicados com baixas doses

repetidas de clomipramina nas regides da insula, cingulo anterior e putdmen

Regides de interesse selecionadas onde houve focos de atividade neural
diminuida significativamente em voluntarios saudaveis n&o respondedores
(n=12) enquanto estavam medicados em comparagdo quando nao
medicados durante o paradigma de indugdo emocional (teste-t pareado
p<0,05, corrigido para comparag¢des multiplas). Focos de significancia foram
sobrepostos sobre cortes cerebrais coronais, sagitais e transaxiais
normalizados para sistema de coordenadas do Instituto Neurolégico de
Montreal. A. Paradigma de Felicidade; B. Paradigma de Medo e C.
Paradigma de Raiva. Foram detectadas um padrdo de diferencas
significativas entre o estado medicado e ndo medicado durante os trés
paradigmas de inducdo emocional na insula (mostrada nas seccoes
superiores da figura representada com o numero 1 nos corte coronal), no
giro do cingulo anterior (mostrado na parte média e representado com o
numero 2 no corte sagital), e no putdmen (mostrado na parte inferior e
representado com o numero 3 no corte transaxial). O lado esquerdo do
cérebro corresponde ao lado esquerdo da imagem. Os numeros no canto
superior direito, em cada corte cerebral representam as coordenadas no
eixo y (visdo coronal), no eixo x (visao sagital) e no eixo z (visdo transaxial).
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5.3.2. Comparacdo entre individuos respondedores e ndo-
respondedores a clomipramina

5.3.2.1. Paradigma de Felicidade

Utilizando t-teste ndo pareado, detectou-se significativo aumento de
atividade cerebral, durante o bloco de conteudo emocional, no paradigma
de Felicidade, nos individuos respondedores, quando comparados com 0s
nao-respondedores (ambos os grupos utilizando baixas doses repetidas de
clomipramina), nas seguintes regides: giro do cingulo anterior bilateral
(BA24), cortex pré-frontal dorsolateral direito (BA46) e insula bilateral
(Tabela 7; Figura 9). Entretanto, os individuos respondedores apresentaram
diminuic&o significativa de atividade cerebral na insula esquerda e amidala

esquerda (Tabela 7).

Durante a visualizacdo do bloco com conteudo neutro, os individuos
respondedores apresentaram redugao significativa na atividade cerebral no

hipocampo e giro parahipocampal bilateral (Tabela 7).
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Tabela 7. - Diferencas de efeito BOLD evidenciadas na
comparacao entre sujeitos respondedores e ndo-respondedores a
Clomipramina durante o paradigma de Felicidade

Coordenadas MNI*

Regi&o ' X Y z K B 7 pe
Visita |
sob medicacéo
Fotografias com contetudo emocional
Respondedores >
nao-respondedores
Cingulo Anterior (BA%24) E*  (2) 16 26 37 30 26 0,004
D' 8 24 26 38 3,1 2,7 0,003
CPFDL'® (BA46) D 44 42 18 15 2,7 24 0,008
insula E (28) (30) 20 31 27 25 0,007
D 32 20 10 34 31 27 0,004
Respondedores <
nao-respondedores
insula E (44) 0 (8) 37 46 3,6 <0,001
Amidala E (22) (8) (10) 14 34 2,8 0,002
Fotografias com contetdo neutro
Respondedores <
nao-respondedores
Hipocampus E (28) (26) (10) 34 3,0 26 0,004
D 34 (28) (12) 13 23 2,1 0,016
Giro Parahipocampal E (200 (32) (4) 172 50 3,8 <0,001
D 22 (38) (6) 77 29 26 0,005

"L: lateralidade; °D, direito; °E, esquerdo; “As coordenadas correspondem a disposicio estereotaxica do
Montreal Neurologic Institute (MNI); °K, nimero de voxels no cluster; °F: valor do escore F para o voxel de
maior significancia estatistica dentro do cluster; "z: valor do escore z para o voxel de maior significancia
estatistica dentro do cluster; ® valor dep corrigido para comparacdes multiplas; °BA, area de Brodmann;

"YCPFDL: cortex pré-frontal dorsolateral



5.3.2.2. Paradigma de Medo

78

Utilizando t-teste ndo pareado, detectou-se significativo aumento de

atividade cerebral, durante o bloco de conteudo emocional, no paradigma

de Medo, nos individuos respondedores, quando comparados com 0s nao-

respondedores (ambos grupos utilizando baixas doses repetidas de

clomipramina), na seguinte regido: insula direita (Tabela 8 e Figura 9).

Durante a visualizacdo do bloco com conteudo neutro, ndo houve

diferenga estatisticamente significativa na atividade cerebral entre os

individuos respondedores e 0s ndo-respondedores.

Tabela 8. - Diferencas de efeito BOLD evidenciadas na comparacao
entre sujeitos respondedores e nao-respondedores a Clomipramina
durante o paradigma de Medo

Coordenadas MN/®
Regido ' X y z k* F 27 P’

Visita |
sob medicacéo
Fotografias com contelido emocional

Respondedores >
nao-respondedores
insula D? 44 (20) 4 39 3,01 262 0,004

L: lateralidade; °D, direito; °As coordenadas correspondem a disposigdo estereotaxica do Montreal
Neurologic Institute (MNI); *K, niimero de voxels no cluster; °F: valor do escore F para o voxel de maior
significancia estatistica dentro do cluster; ®2: valor do escore z para o voxel de maior significancia estatistica
dentro do cluster; ” valor dep corrigido para comparagdes multiplas
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5.3.2.3. Paradigma de Raiva

Utilizando t-teste ndo pareado, detectou-se significativo aumento de
atividade cerebral, durante o bloco de conteudo emocional, no paradigma
de Raiva, nos individuos respondedores, quando comparados com 0s nao-
respondedores (ambos os grupos utilizando baixas doses repetidas de
clomipramina), nas seguintes regides: giro do cingulo bilateral (BA24 e 32),
insula esquerda, cértex pré-frontal dorsolateral bilateral (BA9) e ventrolateral

bilateral (BA47; Tabela 9 e Figura 9).

Durante a visualizacdo do bloco com conteudo neutro, os individuos
respondedores apresentaram aumento significativo na atividade cerebral na
insula esquerda, giro do cingulo bilateral (BA24), cértex pré-frontal bilateral
(BA9) e ventrolateral esquerdo (BA47), cabeca do caudado bilateral e corpo
do caudado esquerdo, giro parahipocampal bilateral e talamo esquerdo

(Tabela 9).
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Tabela 9. - Diferencas de efeito BOLD evidenciadas na
comparacao entre sujeitos respondedores e ndo-respondedores

a clomipramina durante o paradigma de Raiva

Coordenadas MNI*

Regi&o LY X Y z K> F*  Z pe
Visita |
sob medicacéo
Fotografias com conteudo emocional
Respondedores >
nao-respondedores
insula E  (36) 16 0 46 251 2,26 0,012
Cingulo Anterior (BA24) E  (2) 26 24 51 3,54 297 0,001
D 4 28 24 31 345 291 0,002
Cingulo Anterior (BA32) E (2) 32 22 30 3,16 2,72 0,003
D 4 34 22 53 3,08 2,67 0,004
CPFDL'® (BA9) E (16) 26 34 40 55 4,01 <0,001
D 38 24 36 31 3,03 2,63 0,004
CPFVL" (BA47) E (38 18 ) 7 232 211 0,017
D 46 18 0 13 2,06 1,91 0,028
Fotografias com contetido neutro
Respondedores >
nao-respondedores
insula E (44) (6) 14 162 3,13 2,7 0,003
Cingulo Anterior (BA24) E  (8) 20 26 20 2,35 2,14 0,016
D 4 38 2 16 2,97 2,59 0,005
CPFDL (BA9) E (6) 30 34 40 3,18 2,74 0,003
D 14 28 34 74 3,64 3,03 0,001
CPFVL (BA47) E (34) 20 0 16 2,67 2,38 0,009
Cabeca do Caudado E (6) 6 6 12 3,52 2,96 0,002
D 14 22 6 12 2,03 1,88 0,03
Corpo do Caudado E (6) 4 8 67 28 247 0,007
Giro Parahipocampal E (14) (40) (6) 74 3,77 3,11 0,001
D 10 (42) 2 138 3,52 2,96 0,002
Talamo E (12) (26) 16 384 4,04 3,27 0,001

"L: lateralidade; °D, direito; °E, esquerdo; *As coordenadas correspondem a disposigdo estereotaxica do
Montreal Neurologic Institute (MNI); °K, nimero de voxels no cluster; °F: valor do escore F para o voxel
de maior significancia estatistica dentro do cluster; "z: valor do escore z para o voxel de maior
significancia estatistica dentro do cluster; 8 valor dep corrigido para comparagdes multiplas; °BA, area de
Brodmann; "°CPFDL: cortex pré-frontal dorsolateral; "'CPFVL: cortex pré-frontal ventrolateral
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Figura 9. - Aumento de atividade insular comum aos trés paradigmas em
individuos respondedores comparados com individuos nido respondedores

gquando medicados com baixas doses repetidas de clomipramina

Regido de interesse onde houve focos de atividade neural aumentada
significativamente em voluntarios saudaveis respondedores (n=6) enquanto
estavam medicados com baixas doses repetidas de clomipramina em
comparagao com nao respondedores (n=12) durante o paradigma de
indugdo emocional (teste-t ndo pareado p<0,05, corrigido para comparagoes
multiplas). Focos de significancia foram sobrepostos sobre cortes cerebrais
transaxias normalizados para sistema de coordenadas do Instituto
Neurdlogico de Montreal. A. Paradigma de Felicidade; B. Paradigma de
Medo e C. Paradigma de Raiva. Durante os trés paradigmas de indugao
emocional, um padrdo de aumento significativo de atividade neural foi
detectada nos respondedores medicados na insula (representada com o
numero 1). O lado esquerdo do cérebro corresponde ao lado esquerdo da
imagem. Os numeros no canto superior direito, em cada corte cerebral
representam as coordenadas no eixo z.
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6. DISCUSSAO

6.1. Achados comportamentais nos individuos nao respondedores a

clomipramina

Como era esperado, quando comparamos os individuos néo
respondedores, durante o uso de baixas doses de clomipramina, a eles
mesmos, na auséncia do antidepressivo, ndo evidenciamos diferengas
significativas nas pontuagdes das escalas. Isto demostra que os individuos
nao respondedores a clomipramina foram capazes de se engajar da mesma
maneira na realizacdo das tarefas nas duas ocasides, com respostas
emocionais equiparaveis, independentemente do uso ou ndo da
clomipramina. Assim sendo, por ndo serem acompanhadas de alteragao
comportamental, as diferencas verificadas na ativagao neural entre os dois
exames de RMf neste grupo podem ser relacionadas ao efeito da
clomipramina nas diferentes regides cerebrais analisadas, ndo tendo sido
confundidas por diferengas de engajamento na tarefa ou diferencas
subjetivas da resposta emocional provocada pela apresentacdo das
fotografias. Este é um aspecto relevante, visto que o objetivo da analise
realizada com a amostra de sujeitos ndo respondedores a medicagéo era
justamente o de mapear a acdo neural da clomipramina,

independentemente da resposta subjetiva dos sujeitos a medicagao.



83

Entretanto, observamos tendéncia a pontuacées maiores nos blocos
de conteudo neutro na escala de alerta durante o paradigma de felicidade e
na escala de raiva, durante o paradigma de raiva, quando os individuos

estavam medicados (visita I).

Apesar da amostra ser composta de voluntarios saudaveis, e deste
subgrupo néo atingir critério de resposta a clomipramina, ainda assim
notamos tendéncias estatisticas. Nao era esperado encontrar diferencas
neste subgrupo, entretanto, é interessante notar que ambos os resultados
foram obtidos na comparacao de blocos de conteudo neutro e com maiores
pontuacdes quando se encontravam medicados. O efeito do antidepressivo
poderia, assim, atuar como “indutor/facilitador” emocional em situagdes de
ambiguidade emocional, como as fotografias de conteudo neutro no
contexto do paradigma. Poderia se dizer que € melhor para os individuos
considerarem situagbes neutras como apresentando valéncia. Desta
maneira, o efeito do antidepressivo, no contexto de neutralidade, poderia
ser visto como incentivador emocional, em que, mesmo em situa¢gdes de
neutralidade, o individuo sob efeito de antidepressivo vé a situagcdo como

emocional, especialmente negativa (como no caso do paradigma de raiva).

Outros estudos em voluntarios normais observaram a auséncia de
alteragdes emocionais como as descritas. Por exemplo, Gelfin et al. (1998)
nao encontraram qualquer alteracdo, positiva ou negativa, nas escalas

subjetivas de 15 sujeitos sem transtorno psiquiatrico que receberam 20
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Mg/dia de fluoxetina por cinco semanas (Gelfin et al., 1998). Barr et al.
(1997) também n&o observaram alteracbes mensuraveis nas escalas
utilizadas apds seis semanas de fluoxetina (20 Mg/dia) administrada a seis

voluntarios saudaveis (Barr et al., 1997).

6.2. Diferencas dos achados comportamentais nos individuos nao

respondedores e respondedores a clomipramina

Os individuos respondedores sob efeito de doses baixas de
clomipramina apresentaram maiores pontuacbées do que 0s nao
respondedores, especificamente na escala de raiva durante os paradigmas
de medo (fotografias de conteudo emocional e neutro) e raiva (fotografias de
conteudo emocional), quando comparados aos individuos nao

respondedores também sob efeito de baixas doses de clomipramina.

Este padrao de resultados indica que os individuos respondedores
sob efeito da clomipramina apresentaram uma sensibilidade particular a
sensacoes de ameacga. De um ponto-de-vista evolutivo, os individuos com
habilidade de distinguir situagdes de perigo apresentam maiores chances de
sobrevivéncia. Assim, a capacidade da clomipramina de alterar a percepgao
emocional, a raiva, no caso do presente estudo, pode ser vista como

vantajosa na perspectiva evolutiva.
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Outros estudos em voluntarios saudaveis observaram alteragdes
comportamentais. Harmer et al. (2003) administraram uma dose unica de
reboxetina (4 Mg) a 24 sujeitos e verificaram maior reconhecimento de
expressoes faciais felizes, quando comparada ao grupo placebo, facilitando

o processamento de estimulagdo emocional positiva (Harmer et al., 2003).

Harmer et al. (2004) ampliaram seus achados administrando
reboxetina (8 Mg) e citalopram (20 Mg), durante uma semana, a 21
voluntarios. Neste estudo, os autores ndo observaram alteragcbes sobre
humor, ansiedade ou hostilidade quando receberam reboxetina ou
citalopram. Porém, encontraram diminuigdo do reconhecimento de medo e
raiva e de aumento da recordagdo de estimulos positivos (Harmer et al.,

2004).

No ensaio clinico ao qual esta tese esta vinculada, foi realizada uma
avaliacdo fenomenoldgica detalhada dos efeitos da clomipramina em
voluntarios saudaveis. Em sua tese, que objetivou investigar tais efeitos,

Dra.Eliane Henna (2008) fez as seguintes observagdes (Henna, 2008):

“O efeito extraterapéutico (da clomipramina) manifestou-se como um
aumento na capacidade de tolerar adversidades, diminuigdo da irritabilidade
em situacdes outrora estressoras, diminuicdo da preocupacao de uma forma
geral, aumento do foco da atencdo nas tarefas executadas, associados a

uma sensagao de bem-estar.”
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‘O efeito extraterapéutico, no entanto, ndo ocorreu em todos os
sujeitos submetidos a tratamento com antidepressivos. O fato de apenas
uma parcela o exibir € consistente com estudos prévios que estimam que
essa alteracdo emocional desencadeada por antidepressivos ocorra em
aproximadamente 30% dos sujeitos (Knutson et al., 1998). No presente
estudo, estimamos em 26% a ocorréncia do efeito extraterapéutico em

voluntarios sadios” (Henna, 2008).

Com base na nossa amostra de individuos saudaveis, subdivida em
respondedores e ndo respondedores a clomipramina, a alteragcdo da
percepcdo emocional dos sujeitos em situagdes de perigo permite-nos
especular a existéncia de sistemas neurais suscetiveis aos efeitos desta
droga, efeitos estes diferentes em individuos respondedores, mesmo na
auséncia de psicopatologia que altere o processamento emocional de forma
semelhante ao que ocorre em pacientes portadores de transtornos

depressivos.

6.3. Achados de neuroimagem nos individuos nédo respondedores a

clomipramina

De uma forma geral, encontramos uma diminuicdo de atividade
neural, quando comparamos os individuos ndo respondedores sob efeito e

na auséncia da clomipramina, envolvendo diferentes regides cerebrais
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sabidamente relevantes para o processamento emocional (Phillips et al.,

2008).

Nés replicamos achados anteriores de diminuicdo de atividade
amidalar durante paradigmas de valéncia negativa (Del-Ben et al., 2005;
Takahashi et al., 2005; Harmer et al., 2006; Norbury et al., 2007). Este
achado poderia ser visto como consistente com a idéia de que os
antidepressivos atuam na avaliagdo inicial das emog¢des e n&o na regulagao
do processamento emocional. No entanto, o nosso paradigma nédo permite
que se distingua a relagcdo entre regides distintas, visto que o numero
reduzido de eventos nao permite a implementacdo de analises de
conectividade. Entretanto, outros estudos utilizando técnicas de
investigacdo de conectividade funcional, permitindo avaliar a correlagdo da
atividade neural entre uma regido cerebral e outra, ttm demonstrado que o
tratamento antidepressivo tem de fato paticipagdo mais efetiva na regulacéo

cortical sobre areas limbicas (Anand et al., 2005; Chen et al., 2008).

N&o encontramos nenhuma mudanga significativa na atividade da
amidala em resposta ao bloco com fotografias de conteudo positivo. Este
achado vai ao encontro de uma das nossas hipoteses, prevendo que a acao
da clomipramina iria modificar respostas neurais a estimulos emocionais
negativos mas nao aos positivos. Podemos, assim, especular um efeito
especifico do antidepressivo na resposta neural somente depois de

estimulos negativos. Este tipo de seletividade da amidala para emogdes



88

negativas tem sido proposto em varios estudos de RMf (Phan et al., 2002).
Entretanto, uma recente revisdo da literatura salientou a nog¢ao de que a
amidala esta envolvida no processamento de informagdes biologicamente
relevantes per se, independentemente da valéncia do estimulo (Sergerie et
al., 2008). Assim sendo, mais estudos usando estimulos positivos
semelhantes aos que foram usados no presente estudo sao necessarios

para replicar os achados aqui relatados.

Nossos resultados de atividade diminuida na amidala apdés o uso
repetido de clomipramina sdo paralelos aos achados de outros grupos
utilizando paradigmas de valéncia negativa em voluntarios saudaveis. O uso
agudo do antidepressivo citalopram revelou resposta da amidala diminuida
as faces de nojo (Del-Ben et al., 2005). Além disso, diminuicdo da atividade
da amidala foi também demonstrada depois do uso agudo de fluvoxamina
em resposta as faces de nojo (Takahashi et al., 2005). Finalmente, uma
reducdo da atividade da amidala, apds o uso de sete dias de citalopram e
reboxetina, foi demonstrada em resposta as faces de medo (Harmer et al.,
2006; Norbury et al., 2007). A observagao consistente de redugdo na
atividade da amidala no uso agudo, subagudo e repetido de antidepressivo
€ consistente com a ideia de efeitos antidepressivos na avaliagéo inicial da
emogao e nao na regulagdo emocional (Norbury et al., 2007). Entretanto,
um estudo encontrou aumento de atividade na amidala apés o uso agudo
de citalopram (Bigos et al., 2008). Nenhum destes estudos realizou analise

de conectividade e, portanto, ndo avaliaram a relagdo entre a amidala e
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outras regides envolvidas no processamento emocional como, por exemplo,
o cortex pre-frontal envolvido na regulagdo do comportamento em resposta

ao estimulo emocional.

A amidala, localizada dentro do cértex temporal, esta subdividida em
varios nucleos, incluindo o complexo basolateral, contendo neurénios
glutamatérgicas, e o nucleo centromedial, contendo neurdnios acido gama-

aminobutirico (GABA) (McDonald, 2003; Sah et al., 2003; Swanson, 2003).

O complexo basolateral recebe informag¢ao do bulbo olfatério principal
e acessorio, cortex temporal e insular e do talamo; e pode ser importante
para a identificagdo de estimulos emocionais e associacdo de informacgdes
provenientes de diferentes modalidades sensoriais. O complexo basolateral
tem ligagbes reciprocas com o cortex pré-frontal, perirhinal, entorhinal e

hipocampo (McDonald, 2003; Sah et al., 2003; Swanson, 2003).

O nucleo centromedial € altamente interligado com o bulbo olfatério
acessorio e regides subcorticais, incluindo o corpo estriado e hipotalamo.
Pensa-se que é importante para a geragao de respostas comportamentais,
hormonais e autondmica a estimulos emocionalmente salientes (McDonald,

2003; Sah et al., 2003; Swanson, 2003).

A amidala €, portanto, um espago confinado de rede neural

associada a identificacdo de, e resposta a, estimulos emocionalmente
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relevantes. Nossos resultados de menor diminuicdo da amidala nos
paradigmas de valéncia negativa, apos o uso de baixas doses repetidas de
clomipramina, permitem especular a ocorréncia de menor identificagcado e
avaliacdo dos estimulos emocionais; talvez levando a um menor aporte

emocional para ser regulado por estruturas ligadas a regulagdo emocional.

Também encontramos reducdes na atividade cerebral em resposta
aos estimulos negativos (paradigma de medo e de raiva), mas nao aos
estimulos positivos nas regides do coértex pré-frontal ventrolateral e
dorsolateral. Estas regides estdo implicadas com a regulagdo do
comportamento e da emocéo. Esta diminuicdo poderia estar associada a
uma menor necessidade (demanda) de regulacdo emocional quando os
individuos estdo medicados durante o processamento de estimulos
negativos. Entretanto, apenas meétodos de analise mais sofisticados
poderiam avaliar a relagédo entre a diminuigdo de atividade na amidala com
a diminuicdo de atividade no cortex pré-frontal para determinar se o efeito

do antidepressivo é a diminuigdo do aporte emocional ou a regulagao

emocional, ou ambos.

Alguns achados foram comuns aos trés paradigmas de provocagao
emocional: atividade neural reduzida no giro do cingulo anterior, no
putdmen e na insula, quando os individuos estavam medicados; regides
estas envolvidas com o processamento emocional e com a resposta

comportamental.
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O giro do cingulo e as areas anteriores da insula sdo relevantes no
mapeamento cortical de respostas corporais que acompanham reagdes
emocionais. Além disso, o giro do cingulo anterior esta implicado na
geracdo de mudangas autonOmicas, e a insula estad envolvida na
representacdo central de respostas viscerais internas durante o
processamento emocional (Craig, 2002; Matthews et al., 2004; Critchley et
al., 2005; Craig, 2009). O putdmen esta envolvido com o comportamento da
recompensa (Meredith et al.,, 2008). Desta maneira, uma reducdo de
atividades nestas areas estaria associada a uma percepcédo diminuida do

estado corporal e menor producio de resposta autondmica.

O giro do cingulo anterior € uma grande estrutura medial em torno do
terco anterior do corpo caloso cerebral. Pode ser subdividido em duas
grandes regides altamente interconectadas entre si: uma rostral e uma
dorsal (Bush et al., 2000; Critchley et al., 2003; Critchley et al., 2005; Vogt et

al., 2005).

A regido dorsal esta mais envolvida com processos cognitivos e/ou
com alta demanda atencional. A regido dorsal/cognitiva faz parte da rede
relacionada a atengdo. Possue importantes interligacdes reciprocas com o
cortex pré-frontal dorsolateral (BA 46 / 9), cortex parietal (BA 7), e areas pré-
motoras e motora suplementar. Varias fungbes tem sido atribuidas a esta

regido, incluindo a modulagdo da atengéo e fungdes executivas através da
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influéncia no processo sensorial e/ou na selecdo de resposta;
monitoramento de competicdo, controle motor complexo, motivacéo, busca
por novidade, deteccdo de erro, memoéria processual e antecipacdo de
trabalhos com alta demanda cognitiva (Bush et al., 2000; Critchley et al.,

2003; Critchley et al., 2005; Vogt et al., 2005).

A regido rostral estd mais envolvida com processos afetivos e pode
ser funcionalmente subdividida em trés areas: subgenual (BA25), genual ou
ventral (BA24) e supragenual ou dorsal (BA32). Estas trés areas séo
altamente interconectadas entre si. Além disso, apresentam inter-relacoes
com a amidala, periaqueduto cinzento, nucleo accumbens, hipotalamo,
insula anterior, hipocampo e coértex pré-frontal orbital. Possue também
eferéncias para o sistema nervoso autbnomo e enddcrino. Esta
principalmente envolvida na avaliagdo da relevancia emocional dos
estimulos e informag&o motivacional, e na regulagdo da resposta emocional
(Bush et al., 2000; Critchley et al., 2003; Critchley et al., 2005; Vogt et al.,

2005).

A menor ativagdo do giro do cingulo poderia ser consequéncia de
uma menor necessidade de avaliar o estimulo emocional “inibido” pela
amidala; entretanto, somente analises mais complexas de conectividade
poderiam informar sobre esta relagdo. Entretanto, Chen et al. (2008), em

uma amostra de pacientes deprimidos, observou maior conectividade entre
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a amidala e giro do cingulo anterior apds o uso de antidepressivo (Chen et

al., 2008).

A insula fica localizada no cortex cerebral, entre e em profundidade
aos sulcos da fissura Silviana. A insula pode ser subdividida em duas
grandes regides baseadas em suas conexdes anatdbmicas e caracteristicas
citoarquitetbnicas: uma posterior e uma anterior (Craig, 2002; Simmons et
al., 2006; Stein et al., 2007; Eckert et al., 2008; laria et al., 2008; Craig,

2009).

A regido mais posterior, com neurdnios granulados, recebe
informacédo do tadlamo e das areas de associacdo dos coértices parietal,
ocipital e temporal. A regido posterior da insula tem papel na integracao
somato-sensorial, vestibular e motora (Craig, 2002; Simmons et al., 2006;

Stein et al., 2007; Eckert et al., 2008; laria et al., 2008; Craig, 2009).

A regido mais anterior, com neurdnios agranulares, tem ligagdes
reciprocas com regides limbicas, como o giro do cingulo anterior, o cortex
pré-frontal ventromedial, a amidala e o corpo estriado ventral (nucleo
accumbes). A regido anterior da insula tem papel importante na integracao
das informacgcdes autondémicas e viscerais com fungdes emocionais e
motivacionais (Craig, 2002; Simmons et al., 2006; Stein et al., 2007; Eckert

et al., 2008; laria et al., 2008; Craig, 2009).
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A interocepgdo pode ser definida como o sentir da condigdo
fisiolégicas de todo o corpo (Craig, 2002, 2009). Informagdes interoceptivas
incluem sensagbes como a temperatura, dor, coceira, cocegas, toque
sensual, sensagcao muscular e visceral, flush vasomotor, fome, sede, entre
outros. A interocepcao parece ser critica para a autoconsciéncia, pois
estabelece a ligagao entre os processos cognitivos e afetivos, com o estado

corporal atual.

O sistema neural que subjaz a interocepg¢ao pode ser conceituado
como um sistema neural homeostatico que transmite sinais de aferéncias
primarias e cria uma representacao interna de todo o corpo. Em particular,
areas cerebrais ascendentes envolvidas incluem a formacao reticular do
mesencéfalo, talamo, regido posterior da insula e a regido anterior da insula

dominante (hemisfério direito) (Craig, 2002, 2009).

Portanto, a insula €& centralmente posicionada para receber
informagdes sobre a relevancia (tanto de atracdo como de aversdo) e
adicionar a este estimulo possiveis repercussdes que o estimulo pode ter
sobre estado corporal. Assim, as informagdes sobre o estado interoceptivo
processadas na insula anterior € retransmitida para o giro do cingulo
anterior (Craig, 2009). O giro do cingulo anterior, parte do sistema executivo
central, pode gerar um sinal que & fundamental para alocar atengdo em

resposta a determinado estimulo (Craig, 2009).



95

Desta maneira, interocepcdo envolve o acompanhamento de
sensagdes que sao importantes para a integridade do estado do o6rgao
interno e a ligacédo aos sistemas que sado importantes para a atribuicdo de

atengdo, avaliagao de contexto e planejamento de agdes.

O putdmen junto ao caudado forma o corpo estriado. O corpo
estriado localiza-se profundamente no cérebro entre a insula (que esta mais
lateral) e capsula externa e ao globo palido (que estdo mais mediais)
(Meredith et al., 2008). O corpo estriado tem sido implicado em varias
fungdes, tanto motoras quanto cognitivas. Desempenha uma importante
contribuicdo na codificacdo da motivacdo, de recompensas e punigoes.
Entretanto, o corpo estriado também pode ser visto como importante na
avaliacdo de qualquer estimulo relevante emocionalmente que demande
alteracdo comportamental, principalmente quando imprevisiveis e que
demandem atencao por parte do individuo (Forbes et al., 2008; Meredith et

al., 2008).

As principais aferéncias do corpo estriado s&o o talamo (vias talamo-
estriatais), a substancia negra mesencefalica (vias nigro-estriatais) e o neo-
cortex (vias cortico-estriatais). O cortex pré-frontal envia um grande numero
de aferéncias ao corpo estriado ventral, assim como a amidala e
hipocampo. A maior parte das vias eferentes sdo realizadas através do

corpo estriado para o globo palido, deste para o talamo, e, finalmente, de
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volta, principalmente, ao cértex pré-frontal e pré-motor (Meredith et al.,

2008).

E interessante notar que a diminuicdo de atividade nestas trés
regides (insula, putdmen e giro do cingulo anterior) encontrou-se diminuida
na vigéncia do tratamento com clomipramina durante ndo so6 a estimulagao
com fotografias nos paradigmas de valéncia negativa (como foi previsto
numa das hipoteses da tese), mas também no paradigma de valéncia
positiva. A menor ativagdo nestas regides mesmo no paradigma de valéncia
positiva sugere um efeito abrangente do antidepressivo nestas regides
cerebrais. Este padrdo é possivelmente devido a acdo antidepressiva nao
somente em regides ligadas ao processamento automatico de estimulos
emocionais, mas também em &reas cerebrais que processam informacdes
interoceptivas independentemente da valéncia dos estimulos emocionais

que as geram.

Embora a duragdo do uso da clomipramina, neste estudo, seja
proxima a laténcia para o inicio dos efeitos dos medicamentos
antidepressivos na pratica clinica, as baixas doses e a auséncia de
ansiedade ou de sintomas depressivos nos voluntarios dificulta a
extrapolacdo dos resultados atuais para transtornos psiquiatricos. Nao
obstante, poderiamos tomar nossos resultados como sugestivos que o0 uso
repetido de clomipramina induziu modificagcdes no processamento de

informagédo corporal relacionadas ao estimulo emocional e que esta



97

modificagdo € relevante para a mediagcdo da eficacia clinica dos
antidepressivos. Isto é consistente com o papel proposto do giro do cingulo
anterior como um marcador biolégico de resposta ao tratamento
antidepressivo (Ledoux, 1996), como indicado em estudo de neuroimagem
prévio de pacientes deprimidos avaliados antes e depois do tratamento com
antidepressivo (Fraguas et al., 2007; Drevets e Savitz, 2008). Além disso, a
intensidade de resposta autondmica, durante o processamento de estimulos
de provocacao em pacientes deprimidos ndo medicados, prevé a melhora
dos sintomas depressivos apds o tratamento crdénico com antidepressivo

(Fraguas et al., 2007).

Em sintese, redugdo de atividade na amidala, giro do cingulo
anterior, insula e putamen implicariam em menor produgdo emocional pelo
individuo, menor percepgcao e resposta do estado autondébmico quando o
individuo esta sob o efeito de antidepressivo. Explicando, possivelmente, os
aumentos de pontuagdes vistas nas escalas durante o bloco de conteudo

neutro.

6.4. Diferencas de achados entre os individuos respondedores e néo

respondedores a clomipramina

De uma forma geral, os individuos respondedores apresentaram
maior ativacdo neural, quando comparados com os nao respondedores, ao

estarem sob efeito da clomipramina. Nos trés paradigmas, maior ativagao
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neural foi encontrada na insula; além disso, maior ativacdo neural também
foi encontrada no giro do cingulo anterior e cortex pré-frontal dorsolateral e

ventrolateral nos paradigmas de felicidade e raiva.

Maior ativacdo na insula pode estar relacionada com maior
percepcado de estados vegetativos que decorrem em resposta a estimulos
emocionais. Desta maneira, poderiamos especular que os individuos que
respondem ao tratamento com antidepressivo sdo 0s que possuem maior
percepcdo de seu estado vegetativo interno. Em outras palavras, a
clomipramina provoca mudanga na forma como o individuo processa
visceralmente/somaticamente os estimulos emocionais, e os respondedores
sdo o0s que apresentam maior ativacdo e percepgcao interoceptiva.
Entretanto, ndo podemos saber se esta € uma caracteristica dos individuos
respondedores que pode predizer a resposta antidepressiva, pois, neste

estudo, ndo houve uma fase de aquisicao de dados pré-tratamento.

A teoria de James-Lange sobre emogado, em particular, argumenta
que as mudancas nas respostas corporais sdo necessarias para a
experiéncia emocional, sem o0 processamento de estimulos corporais a
resposta seria desprovida de “cor emocional”’. Assim, a partir do choro,
surge tristeza; da fuga, surge o medo. Lange enfatizou que a base do
sentimento emocional ocorre ao provocar respostas corporais internas,
particularmente as mediadas autonomicamente (James, 1884; Lange,

1922).
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A teoria de James-Lange sobre emoc¢do gera um numero de
previsdes: primeiro, estimulos emotivos geram respostas corporais
automaticamente, mesmo sem consciéncia. Em segundo lugar, diferentes
emocoes estdo associadas a diferentes respostas corporais. Em terceiro, a
sensibilidade a uma mudanca interna corporal € importante para determinar

a intensidade e diferenga individual durante a experiéncia emocional .

Reacdes corporais especificas para cada tipo de emocéo, tal como a
vermelhiddo facial com raiva, tém sido descritas ha muito tempo e
periodicamente detalhadas. Entretanto, esta visdo parece simplista para
alguns e, atualmente, psicologos que estudam o processamento emocional
tendem a aceitar o processamento emocional em duas fases: a mudancas
na excitagdo corporal podem gerar emogao e determinar sua intensidade,
mas a qualidade da emocgao (por exemplo, raiva ou felicidade) &, em ultima

instancia, determinado pelo contexto cognitivo.

N&o é possivel estabelecer um paralelo direto entre nossos achados
e a literatura prévia de RMf durante administracdo de drogas
antidepressivas, visto que, até onde vai 0 nosso conhecimento, este € o
primeiro estudo no qual foram avaliadas mudangas de atividade neural em
voluntarios sem diagnostico psiquiatrico que apresentaram resposta ao uso
continuado, durante semanas, de uma droga antidepressiva. Estudos

anteriores foram realizados utilizando amostras de portadores de
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transtornos psiquiatricos ou voluntarios saudaveis que utilizaram
antidepressivo por periodos de tempo muito mais curtos do que os usados

nos experimentos desta tese.

Apesar da dificuldade de comparacdo com estudos anteriores,
algumas observagdes podem ser feitas. Por exemplo, alteragdo da atividade
neural na regido da insula foi observada em estudos com pacientes
deprimidos que investigaram os efeitos antidepressivos nos sistemas
neurais em pacientes com transtorno do humor, em particular transtorno
depressivo maior. Davidson et al. (2003) observaram aumento de ativagao
da insula esquerda em pacientes deprimidos apdés o tratamento com
venlafaxina quando avaliados por RMf através de visualizagéo de fotografias

emocionais (Davidson et al., 2003).

Ja Fu et al. (2004) avaliaram o processamento de faces de tristeza
em pacientes deprimidos através de RMf e evidenciaram diminuicdo de

atividade na insula esquerda apos o uso de fluoxetina (Fu et al., 2004).

Langenecker et al. (2007) observaram a maior atividade neural
durante um paradigma de inibicdo. Este teste (Go/NoGo) exige que o
participante realize uma resposta motora simples em um estimulo e, em
outro estimulo, n&o realize a resposta motora (inibicdo). O teste é utilizado
para medir a capacidade dos participantes em manter atencao e controlar

resposta motora. Maior atividade foi evidenciada na regido da insula
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esquerda em pacientes deprimidos antes do inicio do tratamento, o que
predizia a melhora sintomatologica dos sintomas depressivos apds o0 uso de

citalopram (Langenecker et al., 2007).

Chen et al. (2008), durante o processamento de faces ftristes,
observaram aumento da interrelacdo entre a amidala e a insula direita apds

o tratamento com fluoxetina em pacientes deprimidos (Chen et al., 2008).

Os estudos acima, portanto, dao reforco a ideia de que a maior
ativagdo na regido da insula possivelmente esta relacionada a resposta
antidepressiva e nao com alteragdes relacionadas a psicopatologia
depressiva. Possivelmente, quanto maior a ativagao insular, maior sera a
resposta clinica apresentada por pacientes deprimidos ao uso de
medicacdes antidepressivas. Nossos resultados complementam os achados
destes estudos, com a vantagem de que demonstram mudangas de
atividade na insula em reposta a clomipramina em uma amostra de sujeitos
cujos padrdes de atividade neural ndo foram confundidos pela presenca de

diagndstico psiquiatricos e caracteristicas clinicas associadas.

Vale também ressaltar que estudos avaliando os efeitos do uso
continuado de antidepressivos em portadores de sindromes depressivas
tém mostrado mudancas nos padrdes de atividade neural durante

paradigmas de estimulagdo emocional em varias outras areas cerebrais.
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Por exemplo, o estudo de Davidson et al. (2003), acima, evidenciou
maior ativagdo do cingulo anterior apoés o tratamento com venlafaxina

(Davidson et al., 2003).

Ja Fu et al. (2004) avaliaram o processamento de faces de tristeza
em pacientes deprimidos antes e apds o uso de fluoxetina e evidenciaram
diminuicdo de atividade na amidala, e o corpo estriado ventral; assim como
a melhora da sintomatologia estava relacionada com diminuicdo de
atividade no giro do cingulo pregenual, corpo estriado e cerebelo (Fu et al.,
2004). Neste mesmo ensaio clinico, os autores avaliaram o processamento
de faces felizes e evidenciaram aumento da atividade cerebral em regides
como o cingulo posterior, o precuneus e 0 cuneus com o0 uso do
antidepressivo e melhora da sintomatologia (Fu et al., 2007). Com um
paradigma de memoria, Walsh et al. (2007) observaram que uma menor
atividade em regides dorsais do cingulo anterior e do cortex pré-frontal
estava associada a uma resposta melhor ao antidepressivo (Walsh et al.,

2007).

No estudo de Chen et al. (2007), a melhora dos sintomas depressivos
apos tratamento farmacolégico com fluoxetina estava associada com maior
volume de substancia cinzenta e maior atividade funcional durante o
processamento de tristeza no giro do cingulo anterior na avaliagao inicial,
isto &, tinham menor atividade nesta regido quando medicados (Chen et al.,

2007).
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Langenecker et al. (2007) observaram que, além da maior atividade
da insula, maior atividade neural nas regides frontais inferiores bilaterais,
amidala e nucleo accumbes em pacientes deprimidos também predizia
melhora sintomatolégica dos sintomas depressivos apdés o uso de

citalopram (Langenecker et al., 2007).

Robertson et al. (2007) observaram diminuicdo de atividade neural no
cortex frontal orbital, dorsomedial e ventromedial, giro do cingulo anterior,
amidala e caudado, quando realizando uma tarefa de controle executivo na
presenca de fotografias de conteudo negativo apds o uso de bupropiona XL

(Robertson et al., 2007).

Anand et al. (2007) observaram aumento de conectividade entre o
giro do cingulo anterior e regides como a amidala, corpo estriado e talamo
apos o tratamento farmacoldgico com sertralina em pacientes deprimidos,
colaborando para a hipotese de aumento de atividade em regides de

regulacdo emocional sobre regides limbicas (Anand et al., 2007).

Chen et al. (2008), durante o processamento de faces ftristes,
observaram também o aumento da inter-relagcado entre a amidala e o cortex
frontal, o giro do cingulo anterior, o tdlamo e o corpo estriado apds o

tratamento com fluoxetina de pacientes deprimidos (Chen et al., 2008).
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Em sintese, os estudos acima realizados em amostras de portadores
de sindromes depressivas indicam que, apds o tratamento antidepressivo, a
maior atividade regional diminui em diversas areas como insula, giro do
cingulo, cértex pré-frontal, amidala e corpo estriado. Ha consideravel
variabilidade de resultados, possivelmente relacionada a diferentes
paradigmas usados, e amostras reduzidas de pacientes que sofrem de
transtornos do humor, que sabidamente sdo clinicamente heterogéneos.
Mesmo assim, ha certa consisténcia ao demonstrar que a resposta bem-
sucedida ao tratamento farmacolégico com antidepressivos esta associada
com maior atividade neural em regides de regulagdo emocional como o giro
do cingulo e insula, padréo este com o qual os resultados dos experimentos
desta tese foram parcialmente concordantes, especificamente no que diz

respeito a insula.

6.5. A escolha da clomipramina

A escolha da clomipramina para este estudo baseou-se na
experiéncia precedente do grupo de pesquisadores colaboradores deste
projeto que vém conduzindo ensaios clinicos controlados usando a
clomipramina nos ultimos anos (Gentil et al., 1993; Gorenstein et al., 1998).
Os pesquisadores evidenciaram que, apos o0 uso prolongado de
clomipramina, os voluntarios saudaveis relataram melhora na irritabilidade e

ansiedade (Gorenstein et al., 1998). Os voluntarios também tornaram-se
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menos hostis e aparentemente deixaram de interpretar, erroneamente,

sinais ambientais inespecificos como agressivos (Gorenstein et al., 1998).

Além disso, a clomipramina € considerada mais eficaz que outros
antidepressivos no tratamento do transtorno do panico e na depressao
severa (Lotufo-Neto et al., 2001). Doses baixas de clomipramina, tais como
10Mg, ocupam aproximadamente 80% dos transportadores de serotonina. A
mesma porcentagem € atingida com 20Mg de paroxetina e 50 Mg de
fluvoxamina (Wong et al.,, 2009). Finalmente, estudos farmacoldgicos
usando tecido animal ou receptores clonados humanos, mostraram que a
clomipramina apresenta forte acdo dual, atuando como inibidor de
serotonina e da recaptagao de noradrenalina. A clomipramina cumpre assim
com os critérios de um antidepressivo de inibicdo da recaptacdo de
serotonina/noradrenalina, até mesmo em maior conformidade do que a

venlafaxina (Gillman, 2007; Wong et al., 2009).

Entretanto, a clomipramina apresenta também afinidade elevada por
receptores histaminérgicos (H1), a1-adrenérgicos, serotoninérgicos (2A) e
aos receptores pos-sinapticos muscarinicos (Sadock et al.,, 2004).
Consequentemente, as diferengas observadas na atividade neural durante o
processamento emocional podem também ser devidas ao efeito da

clomipramina em um ou varios destes receptores.



106

Estudos futuros poderiam ser realizados com outros antidepressivos
para averiguar se o efeito encontrado nos experimentos aqui descritos é
especifico a clomipramina ou se deve a um efeito geral dos antidepressivos.
Seria também relevante utilizar antidepressivos mais especificos e de
diferentes classes. Por fim, seria interessante investigar o efeito dos
antidepressivos nos sistemas neurais em uma amostra com individuos
portadores de psicopatologia psiquiatrica, irmaos saudaveis e voluntarios
com baixo risco de desenvolver transtorno psiquiatrico. Desta maneira,
poderiamos investigar, também, um possivel marcador de resisténcia e/ou a

possibilidade de um papel preventivo para medicacdes antidepressivas.

6.6. Limitacdes metodoldgicas

Nés optamos por usar uma ordem fixa de aquisicao de dados durante
a RMf, com a primeira visita quando os voluntarios estavam medicados.
Esta escolha baseou-se na otimizacao de recrutar e realizar RMf no maior
numero possivel de individuos respondedores a clomipramina. Um desenho
experimental ideal seria realizar a aquisicado de dados antes de introduzir o
antidepressivo e, apds, randomizar os grupos em um ensaio clinico
randomizado, cruzado, controlado por placebo. Ao final de cada braco do
ensaio clinico, seria realizada nova aquisicdo de dados com RMf.
Entretanto, este tipo de desenho experimental tem como desvantagem a
possibilidade de um alto nivel de desisténcia dos participantes,

principalmente dos individuos saudaveis.



107

Consequentemente, € possivel que os resultados de ativacao
cerebral relatados nesta tese tenham sido influenciados por efeitos nao
especificos de habituagdo ao experimento e ndo ao uso prolongado de
clomipramina. O paradigma utilizado nesta tese solicitava que os
participantes entrassem na situagcéo do contexto tematico das fotografias, e
nao exigia do participante demanda cognitiva, levando ao aprendizado de
como avaliar emocgdes. Estudos que estudam habituacdo neural testam e
retestam o mesmo individuo normalmente na mesma sessdo apds um
treinamento explicito cognitivo. Os participantes neste estudo tiveram um
intervalo de quatro semanas entre uma visita e outra. De forma geral,
habituacéo esta relacionada a melhora da acuracia do paradigma e menor
ativagdo neural em regides ligadas a processamento executivo, monitorar
performance, memoria processual como o cértex pré-frontal dorsolateral, ou,
em alguns estudos, a amidala (Wright et al., 2001; Feinstein et al., 2002;

Fischer et al., 2003; Chein e Schneider, 2005).

Entretanto, como os dados da literatura citados acima demonstram,
era de se esperar que a presenca de efeitos de habituac&o iriam diminuir a
atividade neural durante o processamento emocional apdés a exposigao
repetida aos estimulos de provocagdo de emogdes empregados. Ao inves
disto, no presente estudo, observamos diminui¢do de atividade neural na
primeira visita e ndo na segunda visita. Consequentemente, pode-se inferir

que as diferencas observadas estdo muito mais provavelmente relacionadas
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a acgao direta da clomipramina, e nado a efeitos resultantes da habituacao

com o experimento.

Além disso, tais efeitos de pratica foram provavelmente minimizados
nos experimentos desta tese, pois todos os individuos realizaram uma
sessao de simulacdo antes da aquisicdo de dados com RMf. Os modernos
equipamentos utilizados nesta tese podem para alguns individuos ser
extremamente ameacgadores, desta forma, a sessdo de simulagdo foi
essencial em eliminar este viés dos resultados (Ball e Holland, 2009), além
de identificar possiveis participantes que pudessem desenvolver sintomas
claustrofébicos (Eshed et al., 2007; McGlynn et al., 2007; Thorpe et al.,

2008).

O protocolo utilizado para aquisicdo de dados de RMf empregado
pode ter levado a perda de sinal e a distorgbes geométricas que
eventualmente complicaram o acesso a areas cerebrais relevantes para o
processamento emocional, como o cortex orbito-frontal e a amidala (Posse
et al., 2003; Cusack et al., 2005). Entretanto, deve ser mencionado que
foram detectadas em nosso estudo mudancas de sinal BOLD em areas
cerebrais igualmente susceptiveis a perdas de sinal durante aquisicdo de
imagens de RMf, como os polos frontais e amidala. Todavia, consideramos
importante a replicagcdo dos achados com protocolos de aquisi¢ao de dados
de RMf otimizados, com o objetivo de melhorar a sensibilidade de sinal em

regides susceptiveis a artefatos dessa natureza.
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O principio utilizado para analizar o paradigma de indugdo emocional
empregado neste estudo foi a especializagdo funcional. Técnicas mais
sofisticas baseadas no principio de integragao funcional exigem paradigmas
com numero maior de eventos e um paradigma planejado previamente por

este principio.

Especializacdo funcional pressupde que os diferentes aspectos do
processamento da informacéo envolvem regides cerebrais distintas, e ndo
pode revelar a forma como estas regides podem ser funcionalmente
integradas durante o desempenho da tarefa. Em neuroimagem, integragao
funcional dentro de uma rede neural pode ser caracterizada em termos de
functional connectivity (conectividade funcional) e effective connectivity
(conectividade eficaz) (Friston et al., 2003; Mechelli et al., 2003; Friston,
2007). Conectividade funcional ndo se baseia em um modelo cognitivo
funcional e refere-se a uma correlagdo ao longo do tempo entre atividades
neurais em diferentes regi6es. Em contrapartida, a conectividade eficaz &
baseada em um modelo de processamento funcional e se refere ao impacto
que a atividade em uma regido exerce sobre a atividade em outra regido

(Friston et al., 2003).

Apesar de resultados significativos, o numero de voluntarios
participantes neste estudo, particularmente no subgrupo de individuos

respondedores, era pequena; desta maneira, nossos resultados devem ser
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interpretados com cautela. Entretanto, nossa amostra completa de 18
voluntarios € compativel ou, em alguns casos, maior que estudos recentes
de RMf e esta acima do recomendado recentemente para estudos de
neuroimagem funcional em analises por regides de interesse (Carter et al.,
2008). Além disso, nossa amostra participou de uma sessao de simulagao e
duas de RMf (sob efeito e na auséncia de clomipramina), e, neste desenho

longitudinal, aumenta-se o poder estatistico do estudo.

Apesar da nossa amostra nao diferir estatisticamente na distribuigdo
do género, a maior parte dos individuos era do sexo feminino e nés néo
controlamos para a possivel influéncia da fase do ciclo menstrual e/ou
hormonal. Por exemplo, nivel diminuido de testosterona em mulheres de
meia idade esta relacionado com menor ativagdo da amidala, quando
comparado com mulheres jovens (van Wingen et al., 2009); ou, ainda, maior
atividade no cortex pré-frontal ventromedial, menor assimetria cerebral e
alteragdo no comportamento de risco estavam associadas com a fase
folicular do ciclo menstrual (Roberts et al., 2008; Weis et al., 2008; Rupp et
al., 2009). Estudos futuros devem controlar para este efeito, ou através de
medidas plasmaticas hormonais, ou adquirir dados somente em uma fase
do ciclo menstrual, principalmente se o paradigma a ser utilizado estiver em
contexto de comportamento sexual. No paradigma utilizado nesta tese, a
provocagdo emocional n&o tinha caracter sexual, portanto, este tipo de

efeito pode ser minimizado.
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6.7. Implicacdes neurofisioldgicas e clinicas dos achados

Maior compreensdo dos efeitos dos antidepressivos nos sistemas
neurais proporciona melhor entendimento da psicopatofisiologia dos
transtornos psiquiatricos, em particular dos transtornos depressivos, nos
quais os antidepressivos sdo usados. Nossos achados replicam e
amplificam estudos anteriores mostrando que os antidepressivos diminuem
a atividade neural em regides ligadas ao processamento emocional. Mais
além, verificamos que os individuos respondedores a clomipramina
possuem um padrao de aumento de atividade neural, quando comparados
com os nao respondedores, ambos sob efeito do antidepressivo. Em
particular, observamos maior ativacdo da insula, possivelmente implicada
no mapeamento cortical da interocepc¢ao, “o quanto estamos conscientes de
nés mesmos”. Assim, poderiamos especular, baseados nos nosSsos
achados, que os antidepressivos atuam diminuindo o aporte de emogao e
melhorando a regulagdo emocional. Interessante notar que a expressao
“‘estar consciente de si mesmo” é também utilizada em outros campos de
conhecimento. Diferentes técnicas de psicoterapia utilizam esta expresséo,
assim como diferentes religidbes e correntes filosdficas; entretanto, uma
discusséo aprofundada nédo € o objetivo da tese presente. Contudo, ainda
estamos em fase de compreenséao inicial dos papéis dos diferentes sistemas
cerebrais, de como estes sistemas estdo alterados nos diferentes
transtornos psiquiatricos e como as medicagdes melhoram os sintomas.

Além disso, ainda estamos sem saber com precisdo as causas destes
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transtornos. No futuro, talvez, encontre-se medicacbées que atuem em
sistemas cerebrais especificos que se deseja influenciar; entretanto, este
tipo de intervencdo deve, necessariamente, ser realizada apdés o
entendimento dos diferentes processos cerebrais e sua variacdo dentro da

populagao geral, assim como a variagao individual.

Devido ao desenho experimental do nosso estudo, ndo podemos
predizer quais os individuos apresentardo resposta ao antidepressivo.
Entretanto, a ativagdo da insula aqui demonstrada provavelmente poderia
ser um marcador biolodgico de resposta farmacologica aos antidepressivos.
Encontrar um marcador biolégico de resposta terapéutica € atualmente um
dos grandes desafios em estudos de neuroimagem em Psiquiatria. As
implicacdes praticas podem beneficiar tanto o paciente quanto seu médico,
pois, no momento, tem-se que esperar um longo tempo antes de saber com
certeza se determinado individuo nao ira responder a determinada droga
para, entdo, alterar sua prescrigdo. Um marcador biolégico poderia guiar
nao so6 a escolha de determinado medicamento, mas também sua alteracéo
mais precoce, caso ndo fosse evidenciada modificagdo deste marcador
apos a introducdo da medicagcdo. Talvez esta interface seja atingida no
futuro proximo com técnicas de neuroimagem e genética, com prescri¢gdes
individualizadas. Porém, ainda estamos entendendo a variabilidade normal
da relag&o entre genética e atividade neural. Apesar de ser este um campo
promissor de integracdo das neurociéncias, muito ainda falta saber antes de

uma aplicagao clinica imediata.
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7. Conclusodes

1.

Individuos saudaveis que ndo responderam ao uso prolongado de
baixas doses de clomipramina n&o apresentaram modificacboes
subjetivas de estado emocional durante avaliagdo de fotografias com
conteudo emocional (felicidade, raiva e medo) e neutro. Estes achados
sugerem que antidepressivos nao necessariamente modificam a

habilidade na percepgdo emocional em individuos saudaveis.

Individuos saudaveis que ndo responderam ao uso prolongado de
baixas doses de clomipramina apresentaram um padrdo de diminuigao
de atividade neural durante aquisicdo de imagens de RMf quando
encontravam-se medicados nos paradigmas de felicidade, raiva e medo.
Este achado sugere que antidepressivos possuem efeito na atividade
neural em inviduos saudaveis mesmo que estes ndo apresentem

alteracdes na percepgédo emocional.

Especificamente, individuos saudaveis que nao responderam ao uso
prolongado de baixas doses de clomipramina apresentaram menor
ativagédo da regido amidalar durante os paradigmas de valéncia negativa,
isto é, nos paradigmas de medo e raiva, quando estavam medicados.
Entretanto, no paradigma de valéncia positiva ndo houve alteracéo de

atividade neural da amidala. A amidala estd implicada na deteccao e
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avaliacao inicial do estimulo emocional para posterior processamento
por regides corticais. Este achado sugere que os antidepressivos
poderiam atuar diminuindo a identificacdo e avaliacdo inicial das
emocdes mesmo quando o individuo ndo apresenta alteragcdes da

avaliacao subjetiva do estimulo emocional.

Individuos nao respondedores a clomipramina também apresentaram,
durante os paradigmas de valéncia negativa, diminuigdo de atividade
neural nas regides do cortex pré-frontal dorsolateral e ventrolateral
quando estavam medicados. Estas regides estdo implicadas na
regulagdo comportamental em resposta ao estimulo emocional. Estes
achados sugerem que os antidepressivos poderiam estar implicados na
regulagcdo comportamental em resposta a estimulos emocionais em
individuos saudaveis, mesmo quando estes nao demonstram alteragao
comportamental.

Individuos n&o respondedores a clomipramina também apresentaram
diminui¢cdo de atividade neural no giro do cingulo anterior, na insula € no
putdmen em paradigmas de ambas valéncias, isto €, positiva e negativa,
quando estavam medicados. A insula esta ligada com o mapeamento
cortical da interocepgdo. Este achado sugere que os antidepressivos
poderiam ter um efeito geral na diminuigdo da capacidade do individuo

se “auto-perceber” frente a estimlos positivos e negativos.
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Individuos que responderam e 0s que n&o responderam ao uso
prolongado de baixas doses de clomipramina apresentaram diferengas
na avaliagdo subjetiva de fotografias com conteudo emocional e neutro
quando estavam sob efeito da clomipramina. Individuos respondedores
apresentaram maior sentimento de raiva em resposta ao estimulo de
valéncia negativa e neutra. Este achado sugere que voluntarios
saudaveis que respondem ao uso de antidepressivo apresentam

diferengas comportamentais mesmo na auséncia de psicopatologia.

Individuos saudaveis que responderam a doses baixas de clomipramina
apresentaram padrdo de atividade neural maior que o0s nao
respondedores quando encontravam-se sob efeito prolongado da
clomipramina. Este resultado sugere que individuos que respondem ao
uso de antidepressivos apresentam maior sensibilidade aos efeitos

neurais destes medicamentos.

Individuos saudaveis que responderam ao uso de clomipramina
apresentaram maior atividade neural na insula durante os paradigmas de
valéncia positiva e negativa. Este resultado sugere que os individuos
que respondem ao antidepressivo percebem mais as alteragdes de seu
estado vegetativo corporal. Desta maneira, poderia se dizer que a
possibilidade de resposta terapéutica seria determinda pela capacidade

de avaliar as modifica¢des internas iniciais do organismo.
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Individuos saudaveis que respondem ao uso de clomipramina também
apresentam maior atividade funcional nas regides do giro do cingulo
anterior e do cértex pré-frontal dorsolateral e ventrolateral durante a
realizagdo dos paradigmas de raiva e felicidade. Estes achados sugerem
que a resposta terapéutica aos antidepressivos pode estar relacionada a
uma otimizagcdo da atividade funcional de circuitos cerebrais
responsaveis pela capacidade de regulagdo do comportamento

emocional humano.
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8. ANEXOS

Blocos de fotografias com conteudo emocional e neutro utilizados nos

paradigmas de Felicidade, Medo e Raiva.
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Anexo - A

Blocos de fotografias com conteddo emocional utilizados durante o

paradigma de Felicidade
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VOCE ESTA VENDO ESTAS ESTAS SAO AS FOTOS
CENAS EM UM PROGRAMA DO SEU FIM DE
DE AVENTURA SEMANA PASSADO
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VOCE VENCEU PREPARE-SE PARA A
BARREIRAS E MAIOR VIAGEM
CHEGOU AO TOPO DA SUA VIDA
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VOCE TORCEU
MUITO E ELES
VENCERAM
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Anexo - B

Blocos de fotografias com conteddo emocional utilizados durante o

paradigma de Medo
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DESASTRES DA NATUREZA VOCE
ACONTECERAM. ONDE VOCE ESTA SENDO
VAI SE ESCONDER? ASSALTADO
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VOCE FOI ACAMPAR ELES LHE DISSERAM
E FOI ISTO QUE QUE DESTA VEZ
LHE ACONTECEU VAI DOER
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IMAGINE-SE
NESTAS
SITUACOES
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Anexo - C

Blocos de fotografias com conteddo emocional utilizados durante o

paradigma de Raiva
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VOCE FOI A PRAIA PARA ELES VAO A GUERRA,
RELAXAR E OLHA SO O MAS QUEM PAGA
QUE LHE ACONTECEU E VOCE
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VOCE ABRIU O JORNAL E FOI E ISTO QUE VOCE
ISTO QUE VOCE VIU: MAUS VE NATELEVISAO:
TRATOS E DESRESPEITO VIOLENCIA E REPRESSAO
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VOCE PERCEBEU QUE ESSAS
PESSOAS ESTAO SE DIVERTINDO
AS CUSTAS DOS OUTROS
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Anexo - D

Blocos de fotografias com conteddo neutro
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VOCE VOCE ESTA
VAI POR DENTRO DE
A MESA UMA CASA




132

MAIS UM VOCE
DIA NO SEU USA ESTAS
TRABALHO COISAS
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MAIS UM
DIA EM
SUA CASA

VOCE ESTA
NUMA
COZINHA
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VOCE ESTA VOCE SAIU
SE DESLOCANDO ANDANDO
PELA CIDADE PELA CIDADE
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MAIS UM
DIA NA SUA
VIDA
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ABSTRACT:

Objective: Previous functional magnetic resonance imaging(fMRI) studies
examined neural activity responses to emotive stimuli in healthy individuals
after acute/subacute administration of antidepressants. We now report the
effects of repeated use of the antidepressant clomipramine on fMRI data
acquired during presentation of emotion-provoking and neutral stimuli on
healthy volunteers.

Methods: Twelve volunteers were evaluated with fMRI after receiving low
doses of clomipramine for four weeks, and again after four weeks of
washout. Fear-, happiness-, anger-provoking and neutral pictures from the
IAPS were used. Data analysis was conducted with statistical parametric
mapping(p<0.05).

Results: Paired t-test comparisons for each condition between medicated
and unmedicated states showed, to negative valence paradigms, decrease
brain activity in the amygdala when participants were medicated. We also
demonstrated, across both positive and negative valence paradigms,
consistent brain activity decreases in the medicated state in the anterior
cingulate gyrus and insula.

Discussion: This is the first report of modulatory effects of repeated
antidepressant use on the central representation of somatic states in
response to emotions of both negative and positive valence in healthy
individuals. Also, our results corroborate findings of antidepressant-induced
temporolimbic activity changes to emotion-provoking stimuli obtained in

studies of subjects treated acutely with such agents.
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INTRODUCTION

The serotonin (5-HT) and noradrenaline (NA) transmitter systems are critical
for the development of normal social behavior. Their efferent neurons project
to several brain regions involved in emotional processing in healthy
individuals: the amygdala, the ventral striatum, the orbitofrontal and visual
cortical areas (implicated in the evaluation of emotionally-salient stimuli and
generation of emotional states), the ventral anterior cingulate cortex and the
insula (involved in the central mapping of autonomic and visceral reactions
associated with emotions), the hippocampus, the dorsal anterior cingulate,
and the dorsolateral prefrontal cortices (regulating emotional

behaviors)(Phillips et al. 2003; Critchley 2005; Phillips et al. 2008).

To date, many studies have shown functional abnormalities in the brain
regions involved in emotional processing of negative and positive
emotionally-salient stimuli in unipolar depression (Siegle 1999; Sheline et al.
2001; Fu et al. 2004; Keedwell et al. 2005; Keedwell et al. 2005; Surguladze
et al. 2005; Schaefer et al. 2006; Siegle et al. 2006). Subjects with unipolar
depression have shown normalization of neural activity after response to
antidepressant drugs acting as 5-HT reuptake inhibitors (SRIs) and/or NA
reuptake inhibitors (NRIs)(Mayberg et al. 2000; Kennedy et al. 2001; Fu et
al. 2004; Canli et al. 2005; Schaefer et al. 2006). In such studies, however,
the detection of the direct neural mechanism by which SRIs/NRIs mediate

their antidepressant effects was confounded by the significant changes in



Busatto, GF Clomipramine Trial in Healthy Volunteers using fMRI

mood which might influence activity of brain regions involved in emotional

processing.

Understanding the effects of 5-HT/NA augmentation upon activity in the
above neural system can be facilitated by examining the effect of such
medication in healthy individuals without family history of psychiatric
disorders. Acute, intravenous administration of a SRI (citalopram) to healthy
individuals has been associated with increased recognition of fear and
happy facial expressions(Harmer et al. 2002), whereas sub-acute (seven-
day) oral administration of citalopram or a NRI (reboxetine) has been
associated with reduced fear and anger recognition and enhanced positive
stimuli recall(Harmer et al. 2004). Regarding direct effects upon neural
activity, acute administration of a SRI (citalopram) has been associated with
increased amplitude of visual evoked potentials in parieto-occipital areas to
pleasant scenes and suppressed responses in frontal and occipital regions
to unpleasant scenes(Kemp et al. 2004). In addition, in recent functional
magnetic resonance imaging (fMRI) studies acute administration of a SRI
(citalopram) has been associated with increased resting activity in amygdala,
striatum, thalamus and hippocampus(McKie et al. 2005); with attenuated
ventrolateral prefrontal cortical and amygdalar responses to aversive
faces(Del-Ben et al. 2005), and, in one study, with increased amygdala
activity when processing faces (Bigos et al. 2008). Acute administration of a
SRI (fluvoxamine) has been associated with decreased amygdalar response

to aversive compared with neutral stimuli(Takahashi et al. 2005). Also,
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seven-day administration of citalopram has been associated with decreased
amygdalar, hippocampal and medial frontal activity to fearful faces(Harmer
et al. 2006). Similarly, seven-day administration of reboxetine has been
shown to provoke reduced amygdalar responses to fear-provoking
faces(Norbury et al. 2007). These findings suggest that 5-HT/NA reuptake
inhibiting antidepressants may attenuate the activity in subcortical limbic
neural regions to a higher degree when in presence of negative emotional

stimuli compared to positive emotional stimuli.

The above findings need to be interpreted in the light of some limitations.
First, the studies have not examined neural activity responses to emotive
stimuli in healthy individuals after several weeks of sustained 5-HT and/or
NA re-uptake inhibition, which more closely parallels the clinical uses of
antidepressants in unipolar depression and anxiety disorders. Second,
previous fMRI studies used paradigms requiring passive viewing or
identification of emotion in emotional displays, rather than paradigms that
more closely resemble the emotion and cognitive processes involved in
social interactions, namely, the appraisal of, and empathic response to, more
complex emotionally-salient stimuli. The latter paradigms may be more
appropriate to examine the putative neural mechanisms mediating

antidepressant response.

The present fMRI study sought to compare fMRI data acquired during

presentation of emotion-provoking (happiness, fear and anger) and neutral
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stimuli among healthy volunteers during 4-week administration of the
S5HT/NE re-uptake inhibitor clomipramine (medicated status) and after 4-
week of clomipramine washout (unmedicated status). We hypothesized that:

1. There would be decrease amygdala activity after repeated
clomipramine use in response to negative stimuli;

2. There would be no change or increased neural response in the
amygdala after repeated clomipramine use in response to positive
stimuli;

3. Repeated clomipramine use would engage other brain regions
involved in emotion processing in response to positive and negative
stimuli.

METHODS

Subjects

Twelve healthy individuals [3 males and 9 females, mean age = 33.5 years
(SD=6.9), mean education = 11.1 years (SD=0.7)] were selected from a
larger sample included in a controlled drug trial conducted at the Institute of
Psychiatry of Sdo Paulo, Brazil. This study aimed at investigating whether
low doses of clomipramine had an effect on mood improvement in healthy
subjects (Gentil et al. 2007). Healthy subjects were recruited through
newspaper and radio advertisements, and were screened by a team of
experienced psychiatrists using the Structured Clinical Interview for

Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (First et al. 1995).
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Subjects did not have either first-degree family history of psychiatric
disorders including psychosis, recurrent mood disorders and substance
dependence, as assessed by the Family History Screen (Weissman et al.
2000). As part of the drug trial, clomipramine was gradually increased
according to subject tolerance to up 40Mg/day over 2 weeks and maintained
thereafter for an additional period of 2 weeks (mean clomipramine dose
37.5Mg/day — SD=4.5). Subjects were followed weekly for subjective
changes in emotional response to every day stimuli. Side-effects (mainly
constipation, dry mouth and sexual dysfunction) were present in few subjects
and considered mild. No volunteer dropped-out due to any of these
complains. Only subjects showing no subjective mood change to
clomipramine (as assessed every week blindly by two psychiatrists) (Gentil
et al. 2007), and who were right-handed according to the Edinburgh
Handedness Inventory were included in this study. Exclusion criteria were:
(a) current age greater than 50 or lower than 21 years; (b) current or
previous history of neurological and/or general medical conditions, as
assessed by non-structured clinical interviewing, physical examination,
electrocardiogram and blood/urinary work-up; (c) current use of other drugs
psychoactive effects; (d) and for female subjects, history of pregnancy or

lactation during the past six months.

Local ethical committees approved the study and all participants signed a

written informed consent forms.
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Experimental Paradigm

We used the following stimuli: 45 pictures from the International Affective
Picture System (IAPS)(Lang et al. 1997) added by 3 pictures obtained from
internet versions of local newspapers, divided in three sets with different
emotional content (fear, happiness or anger); and 27 pictures of neutral
scenes from the IAPS. The selection of happiness-inducing pictures was
restricted to the excited (rather than relaxed) kind, in order to minimize the
possibility of major decrements in the level of arousal elicited by happiness-
provoking stimuli compared to the fear- and anger-inducing pictures. All
pictures were presented via a mirror mounted on the head coil of the fMRI

scanner.

Three, 5-minute experiments (order counterbalanced across subjects) were
carried out during fMRI acquisition, each consisting of a block design
paradigm, with five blocks of one type of emotion (fear, anger or happiness)
alternated with three blocks of neutral pictures. Before the experiments,
subjects were instructed to imagine themselves in the situations while
looking at the pictures. Each block comprised three pictures (each presented
for 7.5s, with no inter-stimuli interval), all with the same emotional content
(fear, anger, happiness or neutral). The themes for each picture set were the
same, involving respectively: accidents, natural phenomena, dangerous
animals and dentist for the fear blocks; adventure scenes and soccer for the

happiness-aroused blocks; observational view of threatening situations or
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revolting situations for the anger blocks; and personal objects and domestic
utilities for the neutral blocks. Stimuli presentation was immediately
preceded by a statement shown visually on a black background (for 5s); this
strategy was aimed at directing the subject toward experiencing one of the
three specific emotions, thus enhancing the desired emotional response. For
example, for a block of three fear stimuli including a gun, a thief and a

robbery, the instruction was “you are being robbed”.

After each 3-picture set, subjective self-ratings (for fear, anger, happiness
and arousal) were obtained over a period of 20s using discretized scales
presented visually, in pseudo-randomized order. For each scale, individuals
quantified the intensity of the emotional experience as follows: 1. almost

nothing, 2. a little, 3. moderate, 4.intense.

In order to confirm that each set of pictures and its associated cue sentence
would elicit the desired emotion in a specific fashion, an off-scanner
validation study was carried out previously with 156 undergraduate students
(91 men and 65 women) at the same university where the current imaging
study was conducted (Tavares et al, submitted). A larger pool of pictures
were rated using the same four scales cited above. The final sets of three
pictures selected for the fMRI study were matched across emotional
conditions (happiness, fear or anger) with regard to the mean arousal scores

and mean intensity of the key emotion obtained in the off-scanner study.
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Also, the emotion-provoking sets of pictures were matched to the neutral

pictures in regard to their degree of visual complexity.

Occasions of Data Acquisition

Each subject participated in the above imaging experiment on two
occasions: (1 - medicated) after a 4-week repeated use of low doses of
clomipramine (mean dose 37.5Mg/day) and (2 - unmedicated) after a 4-week
period of washout. A simulated session was performed in the week prior to
the medicated state scan using a mock scanner that replicated the MRI
environment, in order to habituate each subject to the fMRI procedure. In this
sham session, each subject was trained to use the response glove, and
became used to the paradigm projection, gradient noise and room
temperature. During the fMRI session, no subject presented side effects

impeditive of successful realization of the scan.

Image Acquisition

Gradient-echo imaging was used to acquire T2*-weighted image volumes
using a 1.5 Tesla GE (Milkwalkee, USA) signa LX v8.3 gradient of 23mT/m,
in the Institute of Radiology at the FMUSP. For each of the 152 brain
volumes, twenty-five axial planes parallel to the AC-PC plane were collected
with the following parameters: TR 2500 ms, TE 40ms, slice thickness: 5 mm,

0.7 mm gap, FOV 240 mm and matrix 64X64. In addition, a high-resolution
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three-dimensional structural axial SPGR sequence was acquired (TE: 4.2ms,
TIl: 400ms, TR: 10.5ms, flip angle 15°, FOV: 240mm, slice thickness: 1.6mm
- zero filled to 0.8mm, matrix: 256x256, 232 slices). Image acquisition,
stimulus presentation and subjects’ response were synchronized via an
optical-electrical trigger based on the RF signal used to excite each image

slice.

Behavioral Data Analysis

Planned comparison using paired t-tests were calculated contrasting scale
scores between the medicated and unmedicated states for each condition

(emotional or neutral pictures) in each of the three paradigms.

Image Analysis

Data were pre-processed and analyzed using statistical parametric mapping
software (SPM5; www. fil.ion.ucl.ac.uk/spm). Data for each participant were
initially realigned using the first brain volume acquired as a reference, and
unwarped to correct for static inhomogeneity of the magnetic field and
movement by inhomogeneity interactions. They were then co-registered with
the subjects structural brain dataset, segmented/normalized to the standard
Montreal Neurological Institute template (Ashburner and Friston 2005),
resampled to 2x2x2 mm?® voxels, and spatially smoothed with a Gaussian

kernel of 6-mm full-width at half-maximum. The time-series in each voxel
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were high pass-filtered to 1/128 Hz. Images from one subject during the Fear
paradigm were not available due to technical problems during data
acquisition. The structural dataset was always co-registered with the

functional images acquired during the same session.

A single-subject, first-level fixed effect model was constructed with emotion
and neutral pictures as separate conditions in a block design, using the
period of visual scale presentation and responses as baseline in the design
matrix. Movement parameters from the realignment stage were entered as a
covariate of no interest to further control for subject movement. Trials were
modeled using the Canonical Haemodynamic Response Function (Friston
2007). The two conditions were then entered into the second-level analyses
using the relevant t-contrast images (emotional pictures > baseline and

neutral pictures > baseline).

A group analysis was conducted on the t-contrasts generated in the previous
single-subject analyses using planned comparisons (paired t-test) to
compare each condition (either emotional pictures or neutral pictures) at time
1 (medicated state) with the analogous condition in time 2 (unmedicated
state). Paired t-testing has been used in previous neuroimaging studies
investigating the effect of psychotropic medications on brain functioning

(Hariri et al. 2002; Aizenstein et al. 2008).

Region of Interest (ROI) Analyses
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A priori regions of interest were targeted using anatomical masks created
with the Wake Forest University (WFU) Pick Atlas (Maldjian et al. 2003). To
control for multiple statistical testing we maintained conservative threshold
with a cluster-level false positive detection rate at p < 0.05 by using a voxel
threshold of p < 0.05 with a cluster (k) extent empirically determined by
Monte Carlo simulations implemented in AlphaSim, which accounted for
spatial correlations between BOLD signal changes in neighboring voxels
(Forman et al. 1995; Gianaros et al. 2008). We first accessed neural
response in the amygdala. Sequentially, we explored regions involved in
emotion processing as follows: ventrolateral prefrontal cortex (VIPFC -
BA47), dorsolateral prefrontal cortex (DLPFC — BA9 and 46), ventromedial
prefrontal cortex (vmPFC - BA11), dorsomedial prefrontal cortex (mPFC -
medial region of BA10), anterior cingulate gyrus (ACG - BA24, 25 and 32),
hippocampus, parahippocampal gyrus, insula, caudate, thalamus and

putamen.

RESULTS

Behavioral Data — Subjective State Ratings

There was no significant difference in the mean scores for each scale

between medicated and unmedicated states, with the exception of trends
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toward greater arousal scores in the medicated state during the presentation
of neutral pictures in the Happiness and Fear paradigms (p=0.081 and
p=0.095 respectively), and greater anger scale scores in the medicated state

during the presentation of anger-provoking pictures (p=0.065) (Table 1).

INSERT TABLE 1 HERE

Functional Neuroimaging Results

During emotion induction in the Happiness paradigm, ROI paired t-tests did
not detect significant activity changes in the right or left amygdala.
Exploratory analyses revealed significant reductions in brain activity in the
right insula, right and left caudate body, right and left ACG (BA24 and 32),
right vmPFC (BA11), left mPFC (BA10) and left putamen when subjects
were medicated relative to not medicated (Table 2a; Figure 1). There were
no statistical increases in the BOLD effect during the Happiness paradigm
when we compared the medicated state (clomipramine) with the
unmedicated state (washout) using ROl approach. There were no
differences in brain activity (at p<0.05) between the medicated relative to not

medicated state during presentation of the neutral pictures.

INSERT TABLE 2a HERE

Emotion induction in the Fear Paradigm, using paired t-test comparisons,

revealed decreased activity in the left amygdala when subjects were
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medicated. We also observed decreased activity in the right amygdala
during visualization of neutral pictures when subjects were medicated.
Exploratory analyses revealed significant reduction in brain activity in the
right and left insula, right putamen, right parahippocampal gyrus, right
thalamus, right and left DLPFC (BA9/46), left vVIPFC (BA47), when subjects
were medicated relative to not medicated. To neutral pictures, decreased
activity was found in the left ACG (BA24)(Table 2b, Figure 1); however an
increase in activity was found in the vmPFC (BA11) when subjects were

medicated relative to not medicated.

INSERT TABLE 2b HERE

Finally, during emotion induction in the Anger paradigm, paired t-tests
comparisons showed reduced activity in the right amygdala. Exploratory
analyses revealed significant activity reduction when subjects were
medicated relative to not medicated in the left and right insula, right and left
thalamus, left and right caudate, right and left ACG (BA24/BA32), right and
left vVIPFC (BA47), right and left DLPFC (BA09/46), left hippocampus, right
and left parahippocampal gyrus, right and left putamen (Table 2c, Figure 1).
To neutral pictures, BOLD signal was reduced in the bilateral insula in the

medicated relative to the unmedicated state (Table 2c).

INSERT TABLE 2c HERE
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INSERT FIG. 1 HERE

DISCUSSION

This fMRI study evaluated the neural responses to visually presented
emotional stimuli in healthy subjects during 4-week of repeated use of low
doses of clomipramine (mean 37.5 Mg/day) and after a 4-week washout
period. Healthy subjects had no personal or family history of psychiatric
disorders, and showed no detectable subjective changes in mood or
emotional reactivity to everyday stimuli under repeated use of
clomipramine. We were able to replicate previous findings of reduction of
amygdala activity after antidepressant use in response to negative stimuli.
However, our analysis did not find change in amygdala activity in response
to positive stimuli. Although there were some degree of variability in the
specific locations of emotion-related neural activity changes across the three
emotion-provoking paradigms employed (happiness, fear and anger), we
identified a consistent pattern of regionally decreased activity after repeated
clomipramine use. The decreased activity occurred in neural regions
implicated in the processing of emotional stimuli in healthy individuals, such
as the parahippocampal gyrus, anterior cingulate gyrus, insula, subcortical
nuclei (striatum and thalamus), and prefrontal cortex (Phillips et al. 2003;
Phillips et al. 2008). The healthy subjects in the study showed no detectable
subjective changes in mood or emotional reactivity to everyday stimuli under

repeated use of clomipramine. Thus, the reduced BOLD signal during the
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medicated state may reflect intrinsic pharmacological effects of clomipramine
upon neural activity, rather than improvements in sub-clinical
psychopathology or differences in emotional engagement of the subjects
during the processing of visual emotion stimuli between two consecutive

scanning sessions.

Our findings of decreased activity in amygdala after repeated clomipramine
use during the Fear and Anger paradigm parallels previous studies in
healthy volunteers. Studies of acute antidepressant use of citalopram
revealed decrease amygdala response to aversive faces (Del-Ben et al.
2005). Moreover, decreased amygdala response was also demonstrated
after acute fluvoxamine use in response to aversive faces (Takahashi et al.
2005). Finally, a reduction of amygdala activity after seven days use of
citalopram and reboxetine was demonstrated after fearful faces (Harmer et
al. 2006; Norbury et al. 2007). The consistent observation of reduction in the
amygdala activity in acute, subacute and repeated antidepressant use is
consistent with the idea of antidepressant effects in emotion appraisal rather
than regulatory emotion processing mechanisms (Norbury et al. 2007).
However, one study found increased activation in the amygdala after acute
use of citalopram (Bigos et al. 2008). The contrasting findings are interesting
and need replication. Moreover, studies in unipolar depression groups using
sophisticated functional connectivity analysis methods, reported increased
connectivity between amygdala and subgenual ACC, a regulatory area

(Anand et al. 2007).
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Interestingly, we did not find any significant change in the amygdala activity
in response to positive stimuli. We might speculate a specific effect of
antidepressant in the neural response only after negative stimuli. However,

more studies using positive stimuli are necessary to replicate this finding.

Across the three emotion-provoking paradigms, the brain regions with the
most significant activity differences between the medicated and the
unmedicated state were the anterior cingulate gyrus, putamen and insula.
These three regions have been implicated in the brain network critical for the
mediation of emotional responses to emotional stimuli (Phillips et al. 2008;
Critchley 2005). In particular, the anterior cingulate gyrus and insula areas
are thought to be relevant to the cortical mapping of information pertaining to
bodily responses that accompany emotional reactions (Drevets et al. 1997;
Craig 2002; Critchley 2005), while the putamen is involved with reward
behavior (Forbes et al. 2008). Furthermore, the anterior cingulate gyrus has
been implicated in the generation of changes in autonomic arousal, and the
insula is thought to play a key role in the central representation of internal
visceral responses during emotional processing (Bechara et al. 1997). In
addition, the putamen has been implicated in emotional appraisal and
identification (Phillips et al. 2008). Contemporary theories propose that the
central mapping of such emotion-based somatic markers is crucial to the
guiding of decisions and behaviors in complex situations, consciously or

unconsciously (Del-Ben et al. 2005; Harmer et al. 2006; Norbury et al. 2007).
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Curiously, we found reductions in brain activity in response to negative
stimuli (Fear and Anger paradigm) but not to positive stimuli in dorso- and
ventro-lateral prefrontal cortical regions. These regions are known to be
involved with regulation of behavior and emotion. The use of sophisticated
analysis determining the function integration between these regions might
help to elucidate the effect of antidepressants in the regulatory process and

coupling between the subcortical regions and the prefrontal cortex.

To our knowledge, this is the first study reporting significant activity
decrements in the insula and anterior cingulate gyrus in healthy subjects
after repeated clomipramine use (4 weeks). Previous fMRI studies on
healthy subjects during the presentation of emotion-inducing stimuli have
examined the changes in neural activity following only acute (single dose) or
subacute (seven days) administration of 5-HT/NA re-uptake inhibiting drugs
(Del-Ben et al. 2005; Harmer et al. 2006; Norbury et al. 2007; Bigos et al.
2008; Takahashi et al. 2005). Thus, our findings suggest that a sustained 5-
HT/NA re-uptake inhibition (4 weeks) may induce changes in regions
involved in the central representation of emotion-related autonomic and
visceral responses. Since the subjects in the study were selected with
exclusion criteria of vulnerability to depressive, anxiety or other mental
disorders (they had neither personal nor familiar history of any psychiatric

disorders), our findings suggest an intrinsic capacity of clomipramine to
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modify brain activity patterns involved in the normal processing of emotional

responses, irrespectively of pathological mood features.

Although the duration of clomipramine treatment in this study is close to the
latency for antidepressants effects of this drug, the low doses and the
absence of anxiety or depressive psychopathology limit the extrapolation of

the current findings to clinical states. Nevertheless, one could tentatively

take our findings as suggestive that treatment-induced modifications in the

processing of emotion-related bodily information are relevant to the

mediation of the clinical efficacy of antidepressant drugs. This is consistent

with the proposed role of the anterior cingulate gyrus as a surrogate
biomarker of antidepressant treatment response, as indicated in previous
neuroimaging studies of major depressed patients evaluated before and
after antidepressant treatment (Fraguas et al. 2007). Moreover, there is
evidence that the intensity of autonomic responses during the processing of
emotion-provoking stimuli in unmedicated major depressed patients predicts
depressive symptom improvement after chronic antidepressant treatment

(Fu et al. 2004).

It is noteworthy that as other tricyclic antidepressants with SNRI properties,
clomipramine displays high affinity to histaminergic H4, as-adrenergic, 5-HTa
and muscarinic postsynaptic receptors (Marcourakis et al. 1993). Therefore,

the differences observed in emotion-related neural activity between
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medicated and non-medicated states may be due to the effect of

clomipramine on one or more of those postsynaptic receptor sites.

The choice of clomipramine for this experiment was based on our group’s
previous experiments showing that it is clinically effective in doses lower
than those usually recommended for major depression, and therefore is
likely to decrease unwanted side-effects that could mask the more subtle
effects on normal mood regulation (Lotufo-Neto et al. 2001). Indeed,
clomipramine is highly efficacious in relatively low doses in panic disorder
(Wijkstra et al. 2006) Also, its antidepressant efficacy may be higher than
that of non-tricyclic antidepressants in severe depression (Gillman 2007).
Moreover, low doses of clomipramine, such as 10Mg, has been
demonstrated to occupy 80% of 5-HT transporter, similar with the
occupation pattern of more selective inhibitors in clinical doses, (20-40Mg of
fluoxetine occupy 80% of the 5-HT transporter)(Wong et al. 2008). Finally,
pharmacological studies using animal tissue or human cloned receptors
have shown that clomipramine displays strong, dual action both as 5-HT and
NA reuptake inhibitor, fulfilling the criteria of a serotonin/noradreline reuptake
inhibiting (SNRI) antidepressant even in greater conformity than the more

recently marketed agents venlafaxine and duloxetine (Gillman 2007).

As we emphasized the detection of any patterns of changes in subjective
mood under clomipramine use (and the exclusion from the present report of

responders to this drug), we chose to use a fixed scanning order with the



Busatto, GF Clomipramine Trial in Healthy Volunteers using fMRI

first session under the medicated state. Therefore, it is possible that the
findings were influenced by non-specific practice effects from the first,
chronically medicated, to the second, not medicated, fMRI session.
However, such practice effects are likely to have been minimized since all
subjects underwent a simulated scan session one week prior to the
medicated assessment. Moreover, previous studies have shown decreased
activity in neural regions involved in emotional processing after repeated
exposure to emotion-provoking stimuli, rather than the increase in neural
activity seen in the post-treatment scan in our subjects. Therefore, the
differences in activity in regions implicated in the representation of
autonomic states may be related to the direct action of clomipramine,
decreasing activity in those neural regions, rather than resulting from

practice effects.

Our sample was not balanced in gender distribution and we did not control
for possible influence of menstrual cycle phase in our female subsample.
Other studies should replicate our finding assessing the menstrual cycle

and/or study a larger sample with only females.

In conclusion, the findings of this study indicate that clomipramine, possibly
by sustained 5-HT/NA re-uptake inhibition, reduces the central
representation of somatic states in response to positive and negative
emotional stimuli in healthy subjects. Our finding will inform future research

on patients with major depression or panic/agoraphobia in order to clarify the
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therapeutic effect of antidepressants on neural activity changes in regions
involved in the processing of the somatic markers that accompany the

generation of emotional states.
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Fig.1 Selected regions of interest where there were foci of significantly
decreased neural activity when healthy volunteers (n=12) were medicated
versus unmedicated while viewing emotion-provoking paradigm (paired t-
tests, p<0.05 corrected for multiple comparisons). Foci of significance were
overlaid on coronal and sagittal brain slices spatially normalized into the
Montreal Neurologic Institute coordinates system. A. Happiness paradigm;
B. Fear paradigm and C. Anger paradigm. Significant differences were
detected across the three emotion-provoking paradigms in the insula (shown
on the sections on the superior side of the illustration), and in the anterior
cingulate gyrus (shown on the inferior slices). Brain slices correspond to
coronal view (superior panel) an sagittal view (inferior panel). Left side of the
brain corresponds to the left side of the picture. The numbers at the right
upper corner at each frame represent standard coordinates in the y (coronal
view) and x (sagittal view) axis.
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Table 1 — Subjective Self-rating Scores after Presentation of Emotional and Neutral Blocks
of Pictures from the International Affective Picture System

Medicated status

Unmedicated status

Planned comparison

emotion neutral
emotion emotion t t
Scales (SD) neutral (SD) (SD) neutral (SD) P P
Happiness Paradigm
Anger 105(012)  103(009)  107(0.18)  1.41(0.36) o027 079 090 039
Arousal 2.83(0.82)  1.97(0.85)  2.77(073)  1.64(0.95 037 072 191 008
Fear 182(0.49)  1.03(0.09) 182 (0.7) 105(0.13) o005 09 -1.00 034
Happiness 2.72 (0.86) 1.75(0.79)  2.87 (0.87) 175(096) 106 031 <001 1.00
Fear Paradigm
Anger 2.08(0.58)  1.05(0.13)  1.97 (0.65) 117(03) 054 060 -148 0.17
Arousal 312(078)  186(0.96)  3.17(082)  158(0.83) o037 072 182 0.0
Fear 3.05 (0.8) 103(0.09)  3.08(075)  1.03(0.09) 030 077 <001 1.00
Happiness 113(027)  144(064)  115(023)  147(0.72) o017 08 013 090
Anger Paradigm
Anger 272(048)  1.36(0.39)  268(076)  1.08(0.21) 0.6 087 206 0.06
Arousal 323(0.73)  211(0.88)  3.23(0.85)  192(0.88) 003 0-98 069 051
Fear 2.66 (0.83) 1.28 (0.4) 261(0.74)  122(029) 044 067 1.00 0.34
Happiness 1.02(0.06)  1.53(0.48) 1.08 (0.2) 164(063) 108 930 057 058

Values are means scores; SD = standard deviation;
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Table2a: Anatomical Locations of the Planned Comparisons during Happiness Paradigm

MNI coordinates

Region Side X Y z K T z p
Happy pictures
Clomipramine < Washout
vmPFC (BA11) R 28 42 -8 26 338 274 0.003
Insula R 40 14 8 77 343 277 0.003
R 32 26 10 67 276 235 0.009
Anterior Cingulate (BA24) R 4 280 22 29 305 254 0.005
Anterior Cingulate (BA32) L -8 42 14 80 3.85 3 0.001
Caudate body L -16 -14 26 157 411  3.13 0.001
R 16 -14 24 132 55 3.74 <0.001
medial PFC (BA10) L -16 42 14 32 319 263 0.004
Putamen L -14 2 10 66 234 207 0.019
vmPFC: ventromedial prefrontal cortex; R, right; L, left; BA, Brodmann area; Coordinates correspond to the
stereotaxic array of Montreal Neurologic Institute; K: cluster size; PFC, prefrontal cortex
Table2b: Anatomical Locations of the Planned Comparisons during Fear Paradigm
MNI coordinates
Region Side X Y z K T z p
Fear pictures
Clomipramine < Washout
VvLPFC (BA47) L -32 16 -2 24 322 2.61 0.005
DLPFC (BA46) L -46 36 16 30 325 262 0.004
Amygdala L -28 -8 -12 12 2.83 237 0.009
Insula L -44  -16 18 97 5,06 349 <0.001
R 38 0 14 186 6.46 3.97 <0.001
Parahippocampal Gyrus R 20 -34 -14 184 6.2 3.89 <0.001
DLPFC (BA9) R 42 22 36 47 2,69 2.28 0.011
L -52 2 36 24 362 2.83 0.002
Thalamus R 20 -14 6 253 4.31 317 <0.001
Putamen R 28 -16 -4 114 465 3.32 <0.001
Neutral pictures
Clomipramine > Washout
vmPFC (BA11) L 24 44 -6 8 222 1.96 0.025
Clomipramine < Washout
Anterior Cingulate (BA24) L -4 22 22 24 255 219 0.014
Amygdala R 28 -8 -14 65 358 281 0.002

VLPFC: ventrolateral prefrontal cortex DLPFC: dorsolateral prefrontal cortex; R, right; L, left; BA, Brodmann area;

Coordinates correspond to the stereotaxic array of Montreal Neurologic Institute; K: cluster size; vmPFC,

ventromedial prefrontal cortex
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MNI coordinates

Region Side X Y z K T z p
Anger pictures
Clomipramine < Washout
VLPFC (BA47) R 36 30 -2 22 349 238 0.003
R 26 16 -12 42 329 27 0.004
R 44 18 2 47 3.03 25 0.006
L 32 16 12 72 849 46 <0.001
DLPFC (BA46) R 42 36 16 53 415 3.2 0.001
Amygdala R 28 -4 16 61 3.02 25 0.006
Insula L -32 16 -10 529 6.62 4.1 <0.001
L 50 -38 20 66 273 23 0.01
R 38 12 -10 82 478 3.4 <0.001
R 32 14 12 524 434 3.3 <0.001
R 42 40 18 86 3.82 3 0.001
Anterior Cingulate (BA24) R 4 30 24 35 361 29 0.002
L -2 32 18 41 282 24 0.008
Anterior Cingulate (BA32) R 6 32 26 35 437 33 0.001
L -2 32 22 35 244 21 0.016
Parahippocampal Gyrus R 16 -48 2 143 3.09 26 0.005
L 20 -34 -8 270 3 25 0.006
Hippocampus L -26  -36 -4 9 273 23 0.01
DLPFC (BA9) R 4 46 28 37 345 2.8 0.003
R 34 20 34 129 331 27 0.003
Thalamus R 8 22 -2 621 5.02 35 <0.001
L -18 22 0 282 6.72 41 <0.001
Caudate body R 8 12 8 173 6.02 3.9 <0.001
Caudate head R 8 18 6 169 6.31 4.0 <0.001
L -8 6 0 64 265 23 0.011
Putamen R 22 -2 0 552 54 3.7 <0.001
L -18 4 -8 256 433 3.2 0.001
Neutral pictures
Clomipramine < Washout
Insula L -40  -12 6 122 472 34 <0.001
R 40 -20 6 72 456 3.3 <0.001

VLPFC: ventrolateral prefrontal cortex DLPFC: dorsolateral prefrontal cortex; Coordinates correspond to the
stereotaxic array of Montreal Neurologic Institute; BA, Brodmann area; R, right; L, left; K: cluster size
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