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RESUMO

ONISHI, B.K.A. Desempenho de ratos nas tarefas de medo condicionado e de contraste
antecipatorio de incentivo: efeitos de lesdes seletivas do nucleo basal da amigdala. 2005.

213 f. Tese (Doutorado) — Instituto de Biociéncias, Universidade de Sao Paulo.

As mais influentes teorias sobre a fungdo do complexo basolateral da amigdala (BLA)
sugerem seu envolvimento no aprendizado de associag¢des estimulo-reforco; nesse processo, o
BLA seria requerido para que as representacdes sensoriais de estimulos sejam associadas as
propriedades afetivas e motivacionais de eventos biologicamente significativos. Dados
hodolégicos e neurofisioldogicos sugerem que diferentes representagdes sensoriais de
estimulos sdo processadas paralelamente no BLA, sendo o nucleo basal (BL) importante na
codificagdo polimodal e o nucleo lateral (LA) na codificacdo unimodal; processos
associativos envolvendo representacdes unimodais ou polimodais poderiam ocorrer
paralelamente nesses nucleos amigdalares.

Nesse contexto, hipotetizou-se que o BL seria importante para os processos
subjacentes ao condicionamento cldssico aversivo a um contexto, mas nao a um som, ja que o
primeiro envolveria representagdes contextuais de multiplas associagdes € o segundo a
representacao de um estimulo discreto.

Para testar essa hipotese, ratos com danos seletivos do BL, pela administragao multipla
e topica de acido iboténico, foram submetidos a uma tarefa de condicionamento classico
aversivo que incluiu um componente contextual e um componente sonoro,
concomitantemente; posteriormente, os animais foram testados nas situagdes contextual e
sonora, separadamente.

Em relagdo aos animais controle-operados, os animais com danos seletivos no BL
exibiram prejuizo de desempenho no teste de medo condicionado ao contexto, mas ndo ao

Som.



A aprendizagem de associacdes do tipo estimulo-reforco seria também requerida para
o desempenho de uma tarefa de contraste antecipatdrio de incentivo. Nesta tarefa, animais
expostos diariamente a solugdo de sacarina 0,15% seguida de uma solucdo preferida de
sacarose 32% reduzem o consumo da primeira solu¢do em comparagdo com animais
controles, que recebem sacarina 0,15% seguida de sacarina 0,15%. Acredita-se que essa
reducdo relativa do consumo da primeira solucdo (i.e., o efeito de contraste antecipatorio de
incentivo) dependa do acesso a representagdo do valor de incentivo da solu¢do pendente que €
preferida. Isto ¢é, diante da apresentacdo da primeira solucdo, juntamente com os estimulos
discriminativos a ela associados, os animais comparariam seu valor de incentivo com o da
segunda solucdo, suprimindo o consumo da primeira. Do ponto de vista dos processos neurais
subjacentes, depreende-se que se os estimulos discriminativos envolverem uma representagao
configuracional o aparecimento do efeito de contraste antecipatdrio de incentivo dependera da
integridade do BL; por outro lado, se esses estimulos envolverem uma representagao
elemental, o efeito de contraste independera da integridade do BL. Observamos, porém, que
ratos com danos seletivos do BL ndo exibem qualquer alteracdo do efeito de contraste
antecipatorio de incentivo, independentemente das situagdes discriminativas (elemental ou
configuracional) impostas. Observamos ainda que a desvalorizacdo da solucdo preferida
(sacarose 32%), pelo seu pareamento com LiCl, ndo altera o efeito de contraste antecipatdrio
de incentivo nos ratos com danos no BL ¢ nem mesmo nos animais controle-operados. Esses
resultados sugerem, diferentemente do inicialmente proposto, que o aprendizado de
associagdes estimulo-reforco ndo ¢é crucial para o aparecimento do efeito de contraste
antecipatorio de incentivo.

No conjunto, esses resultados apoiam a nog¢do de que o BL esta envolvido no
estabelecimento de associacdes de estimulos aversivos com o contexto de sua apresentacao,
mas ndo com um estimulo auditivo discreto. Além disso, os dados permitem questionar o
envolvimento de aprendizagem de associagdes estimulo-reforco no efeito de contraste

antecipatorio de incentivo.



ABSTRACT

ONISHI, B.K.A. Rat’s performance on classical fear conditioning and anticipatory
incentive contrast task: effects of selective lesions of basal amigdalar nucleus. 2005. 213f.

Thesis (Doctoral) — Instituto de Biociéncias, Universidade de Sao Paulo.

Influential theories related to the functions of the basolateral amigdala complex (BLA)
suggest its involvement on learning of stimulus-reward associations; the BLA would be
required for associating representations of a given stimulus with affective or motivational
properties of relevant biological events. Hodological and neurophysiological studies suggest
that the BLA can process distinct representations of stimuli in parallel; while the basal
nucleus (BL) would process polimodal stimuli, the lateral nucleus (LA) would process
unimodal stimuli.

In this context, one can hypothesize that the BL is required for contextual, but not
auditory, fear conditioning.

In order to evalute this hypothesis, rats with selective damage of the BL, induced by
multiple-site injections of ibotenate, were trained in classical fear conditioning task that
includes, concurrently, contextual and auditory components; later, the rats were tested for
both the contextual and the auditory conditioning, separately.

Relative to the sham-operated controls, rats with damage to the BL exhibited
disruption of performance in the contextual, but not auditory, component of the task.

Stimulus-reward associations would be required for performance on anticipatory
incentive contrast task. In short, rats daily exposed to a solution of saccharin 0,15% followed
by a preferred sucrose 32% solution, suppress the intake of the first solution when compared
with rats exposed to saccharin 0,15% followed by saccharin 0,15%. This relative reduction of
the first solution intake (i.e., effect of anticipatory contrast) is seen as dependent upon the
access to the representation of the incentive value of the forthcoming preferred solution. In

other words, the presentation of the first solution in combination with their associated



discriminative stimuli render the rats to compare its incentive value with that of the second
solution, resulting in suppression of the intake. Supposedly, on considering the underlying
neural processes, being the discriminative stimuli configural in nature, the occurrence of the
anticipatory contrast would be dependent upon the integrity of the BL; on the other hand,
being the discriminative stimuli elemental in nature, the anticipatory contrast would independ
upon the BL integrity. However, data showed that damage to the BL does not intefere in the
anticipatory contrast, independently on the requirement for a configural or an elemental
discrimination. In addition, devaluation of the sucrose, by its pairing with LiCl, did not alter
the anticipatory contrast effect both for the BL rats and the sham-operated controls. Thus,
contrary to the inicial idea, these results suggest that stimulus-reward associations are not
crucial for the occurrence of the anticipatory incentive contrast effect.

Together, these results lend support to the notion that the BL is required for the
establishment of associations between aversive stimuli and the context of its presentation, but
not with a discrete auditory stimulus. In addition, these results allow to question that stimulus-

reward associations are critical for the occurrence of the anticipatory incentive contrast effect.
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1. Introducao
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Breve historico

A amigdala foi primeiramente descrita no inicio do século XIX por Burdach (1819
apud Petrovich, 1997), que lhe concedeu esse nome por sua aparéncia semelhante a de uma
améndoa. Ja no século XX, Volsch (1910 apud Petrovich, 1997) estabeleceu subdivisdes a
amigdala baseado na sua citoarquitetura, diferenciando um grupamento cortical de um
segundo nao-cortical, o qual denominou de principal e que ainda foi sub-dividido nos nucleos
medial, central e lateral. Um pouco mais tarde, Johnston (1923 apud Petrovich, 1997)
adicionou elementos ao estudo de Volsch, reconhecendo os nucleos basal e basal acessorio,
que foram incluidos no grupamento principal, e outros nucleos que foram adicionados ao
grupamento cortical. O trabalho de Johnston (1923) abrangeu ainda uma analise comparativa
da amigdala de mamiferos e de outros vertebrados, que o permitiu a distinguir um grupo
primitivo que ele denominou de corticomedial, associado com o sistema olfativo (nucleos
central, medial, cortical e nticleo do trato olfatdrio lateral), e um grupo filogeneticamente mais
recente chamado por ele de basolateral (ntcleos lateral e basal). Esse autor sugeriu que a
amigdala ¢ uma regido continua as estruturas olfativas nos vertebrados “mais inferiores”, mas
devido a uma expansao do pallium durante a evolugdo, houve uma separacao entre elas. Ele
ainda sugeriu que a necessidade de processar novas informagdes sensoriais na passagem do
ambiente aquatico para o terrestre durante o processo evolutivo, isto €, de processar
informagdes do tipo auditivas e visuais, em adi¢do as olfativas e gustativas marcantes no
ambiente aquatico, foi um fator relevante para as mudancas na estrutura da amigdala ao longo
da evolugdo dos vertebrados. Isso pode ser evidenciado por estudos comparativos do tamanho
e da complexidade da amigdala nos diferentes grupos de vertebrados, que indicam que a
amigdala de peixes ¢ composta somente pelo grupamento corticomedial, enquanto que répteis
ja& possuem o grupamento basolateral representado somente pelo nucleo basal, e que em
mamiferos o grupamento basolateral passa a ser composto também pelo ntcleo lateral.

Essa divisdo funcional da amigdala em grupos corticomedial e basolateral aplicada por
Johnston (1923) foi a primeira tentativa, apesar de simples sob a Otica atual, de se

correlacionar a heterogeneidade estrutural da amigdala com sua heterogeneidade funcional. A
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classificagdao funcional empregada por Johnston (1923) e a defini¢ao da extensdao dos nucleos
que compreendem a amigdala serviu de base para estudos neuroanatdmicos posteriores; em
1988, Alheid ¢ Heimer propuseram o conceito de amigdala extendida. Recentemente,
Swanson e Petrovich (1998) também propuseram uma classifica¢do funcional dos nucleos da
amigdala, sugerindo que diferentes grupamentos celulares da amigdala sdo derivados de
diferentes regides do sistema nervoso, e que esses grupamentos podem ser distinguidos tanto
por seu padrio de conectividade com outras estruturas quanto pela distribuicdo de
neurotransmissores dentro de cada grupamento; por conseguinte, eles podem ser diferenciados
funcionalmente. Diante dessas caracteristicas, esses autores, ao contrario da visdo tradicional
e gerando uma certa polémica, defendem que a amigdala ndo pode ser encarada como uma
unidade estrutural nem funcional. Segundo Swanson e Petrovich (1998), os grupamentos
celulares amigdalares derivam do estriado (ntcleos central e medial), do cortex olfativo
(nicleo do trato olfatorio lateral, nicleo cortical e area piriforme-amigdalar e area de
transicao pos-piriforme) e do claustro (nucleos lateral e basal), e pertecem funcionalmente aos
sistemas olfativo acessorio e principal, autonomico (nucleo central) e fronto-temporal cortical,
respectivamente.

A partir do trabalho de Kliiver e Bucy (1937; 1939), a amigdala passou a ser
considerada importante para processamentos de ordem emocional. A ablagdo bilateral das
porg¢des anteriores do lobo temporal de macacos produziu um conjunto de comportamentos,
denominado sindrome de Kliiver-Bucy, cuja caracteristica principal era o que os
pesquisadores chamaram de cegueira psiquica, que compreendia a aparente perda da reagdo
emocional a estimulos sensoriais, principalmente os visuais. Iso ¢, os animais podiam ver
perfeitamente, mas os objetos pareciam ter perdido o seu significado “psicolégico”; por
exemplo, os macacos lesados levavam a boca objetos ndo comestiveis, tentavam copular com
individuos do mesmo sexo ou de outras espécies, e perdiam o medo por cobras e pessoas.
Mais tarde, outros estudos tentaram determinar que regides especificas do lobo temporal
tinham maior relevancia na sindrome, e nesse sentido, o trabalho de Weiskrantz (1956) foi

marcante por demonstrar que ablagdo bilateral da amigdala em macacos levou a uma série de
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mudangas comportamentais que incluia mansidao, perda de responsividade emocional, exame
excessivo de objetos, consumo de itens alimentares previamente rejeitados e aproximacao de
objetos previamente relacionados ao medo, que em muito se assemelhavam aos
comportamentos observados por Kliiver e Bucy. Weiskrantz (1956) também reportou que a
ablagdo bilateral da amigdala em macacos resultou em prejuizo na aprendizagem da tarefa de
esquiva ativa, onde o animal deve produzir uma resposta operante na presenca de um estimulo
condicionado, o qual consiste geralmente de uma luz ou um som, que sinaliza um choque.
Baseado nessas e em outras observacdes, Weiskrantz (1956) foi um dos primeiros a sugerir
que a amigdala seria fundamental para que as representacdes sensoriais de um estimulo
fossem associadas a propriedades afetivas ou reforcadoras, ou seja, que a amigdala estaria
envolvida na formag¢do de associa¢des entre um estimulo ¢ um refor¢ador. Mais tarde, Jones ¢
Mishkin (1972) sugeriram que muitos dos sintomas da sindrome de Kliiver-Bucy seriam

decorrentes do prejuizo na aprendizagem de associagdes estimulo-reforco.

Anatomia e hodologia amigdalar: uma breve sintese

A amigdala, em todos os mamiferos, ¢ anatomicamente complexa, consistindo de
numerosos nucleos, que ainda podem ser subdivididos em diferentes sub-regioes.
Tradicionalmente sdo considerados dois grandes grupamentos amigdalares, segundo critérios
anatomo-funcionais: o grupamento corticomedial (nticleo do trato olfatdrio lateral, nucleos
cortical, medial e central, e cortex periamigdaldide) e o grupamento basolateral (nucleos
lateral, basal e basal acessorio), inicialmente classificados por Johnston (1923). Estudos mais
recentes indicam que dentro do grupamento corticomedial, os nucleos central e medial
apresentam caracteristicas anatomicas e histoquimicas diferentes dos demais ntcleos que
fazem parte desse grupamento, resultando em uma nova classificagdo que considera trés
grandes grupos celulares: grupamento basolateral, cortical e centromedial (que inclui também
o nucleo intersticial da estria terminal) (ver McDonald, 1998, para revisao). Sao considerados

também o nucleo intercalado e as areas amigdalo-hipocampal e amigdaldide anterior como
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constituintes do complexo amigdalar. Ainda, cada nucleo amigdalar e mesmo cada subdivisao
nuclear estabelecem conexdes bastante distintas com outras estruturas do sistema nervoso e
com outros nucleos da amigdala (ver Pitkdnen, 2000, para revisdo). A Figura 1 ilustra alguns

nucleos amigdalares e suas principais conexdes com outras estruturas do sistema nervoso.

Figura 1. Representacdo das principais conexdes dos nucleos lateral, basal, central

e medial da amigdala com outras estruturas do sistema nervoso. Modificado a

partir de Pitkdnen, 2000.
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Estimulagdao de diferentes regides da amigdala resulta em diferentes respostas que
incluem comportamentos maternais e de reprodu¢do, comportamentos relativos a alimentagao
e ao ato de beber, respostas de luta e fuga, respostas de alerta e de orientacdo, e
comportamentos relacionados a recompensas ¢ punig¢do (Kaada, 1972 apud McDonald, 1998).
Numerosos estudos mostram, ainda, que a amigdala ¢ uma estrutura critica para a producao de
comportamentos afetivos apropriados em resposta a estimulacdo sensorial proveniente do
meio ambiente (ver Davis, 2000, para revisdo). De fato, a hodologia da amigdala indica que
ela estd em condicdo de receber informagdo altamente processada do cortex e de influenciar
os sistemas motor ¢ neurovegetativo, ¢ algumas areas corticais das quais recebe projecoes e
outras estruturas limbicas, de modo a compreender uma interface entre o sistema sensorial e
0s sistemas executivos cerebrais para comportamentos emocionais, respostas neurovegetativas
e enddcrinas (ver Rolls, 1992, para revisao).

McDonald (1998), em uma revisdo sobre as aferéncias corticais da amigdala de
macacos, gatos e ratos, pontua que projecdes do sistema olfativo principal (bulbo e cortex
olfativo principal) atingem a amigdala através do nucleo cortical anterior, nucleo do trato
olfatdrio lateral e do cortex periamigdaldide, enquanto que o sistema olfativo acessorio envia
projegoes para os nucleos medial e cortical posterior, nicleo intersticial do trato olfatério
acessOrio e para o nucleo intersticial da estria terminal. Por outro lado, o ntcleo central e os
nucleos do grupamento basolateral ndo recebem projecdes do bulbo olfativo e sdo alvos de
pequenas inervagdes do cortex olfativo (com excessao do nucleo basal acessorio). Acredita-se
que essas ultimas areas amigdalares recebem, indiretamente, informagdes de natureza olfativa
através do nucleo cortical e do cortex periamigdaldide, o que explicaria por que neurdnios
dessas regides também sdo responsivos a estimulos olfativos (Cain & Bindra, 1972 apud
McDonald, 1998).

Enquanto informagdes de natureza olfativa atingem diretamente o grupamento cortical
e parte do grupamento centromedial, o restante das informagdes sensoriais acessam a
amigdala através, principalmente, do grupamento basolateral e do nucleo central. Por

exemplo, informagdes somatosensoriais, incluindo as nociceptivas, provenientes
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principalmente do cortex insular, do tdlamo e do nucleo parabraquial da ponte, chegam a
amigdala através dos nucleos lateral, basal e central. Informacdes gustativas e viscerais
oriundas do cortex insular, talamo e do nucleo parabraquial da ponte, por sua vez, alcancam a
amigdala diretamente através do nucleo lateral e do nucleo central e de discretas porgdes dos
nucleos basal e basal acessorio. Adicionalmente, informagdes auditivas com origem
principalmente nas areas de associagdo auditivas terminam majoritariamente nos nucleos
lateral e central. Projecdes provenientes da area auditiva talamica (ntcleo geniculado medial)
sobrepdem-se a essas proje¢des corticais auditivas no nucleo lateral. J& as informagdes de
natureza visual (majoritariamente das areas de associa¢do visual) atingem a amigdala
principalmente via nicleos lateral e central, e no rato também através do nucleo basal.

Por outro lado, informagdes polimodais originarias do cortex perirrinal (considerado
como integrante do sistema de memoria das por¢cdes mediais do lobo temporal medial)
alcangam diretamente os nucleos do grupamento basolateral e o nucleo central. Além disso,
em ratos, informagdes polimodais provenientes do cortex entorrinal atingem principalmente
os nucleos lateral, basal, basal acessorio e o cortex periamigdaloide; elas parecem ser
resultado do processamento prévio pelo hipocampo, uma vez que sdo primordialmente
oriundas das camadas profundas do cortex entorrinal, as quais recebem inervagao do subiculo,
que ¢ a principal via eferente do hipocampo. Interessantemente, as informagdes que partem da
amigdala chegam as camadas superficiais do cortex entorrinal, as quais, por sua vez,
aferentam o hipocampo, levando a sugestdo de que informagdes de natureza emocional
processadas na amigdala sdo também processadas pelo hipocampo e transmitidas de volta a
amigdala através do cortex entorrinal. A amigdala também recebe informagdes processadas
pelo hipocampo através do subiculo ventral e do CAl. O primeiro envia projegdes
principalmente para os nucleos lateral, basal, basal acessorio e central, enquanto que o campo
CA1 inerva primordialmente o ntcleo basal. Além disso, a amigdala é um dos principais
alvos de informagdes polimodais origindrias do cortex pré-frontal, sendo o nucleo basal a
regido amigdalar que recebe as maiores proje¢des da sua por¢do ventral, e em contrapartida,

as regides amigdalares relacionadas ao sistema olfativo sdo as areas que recebem as maiores
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inervagdes da por¢ao dorsal do cortex pré-frontal (também relacionada com o sistema
olfativo).

Mais especificamente, em ratos, as aferéncias corticais visuais e auditivas sobrepdem-
se na porcdo dorsolateral posterior do ntcleo lateral, enquanto que na por¢do dorsolateral
anterior do nucleo lateral sobrepdem-se projecdes que transmitem informagdes
somatosensoriais, gustativas e viscerais. De fato, a por¢do dorsolateral do nucleo lateral
representa a principal porta de entrada, na amigdala, de todas as informacdes sensoriais
corticais que ndo as de natureza olfativa, e sua atividade ndo ¢ influenciada por qualquer outro
nucleo amigdalar. Além disso, as divisdes ventrolateral e ventromedial do nucleo lateral (essa
ultima também recebendo grandes projecdes auditivas, visuais e polimodais) sdo inervadas
pela por¢do dorsolateral do nucleo lateral, e ainda recebem informagdes olfativas do cortex
periamigdaloide e informagdes polimodais do cortex perirrinal e da formagao hipocampal. Os
nucleos basal e basal acessorio, que por sua vez compreendem importantes alvos de proje¢oes
polimodais na amigdala, inervam as divisdes ventrolateral e ventromedial do nucleo lateral,
respectivamente. Portanto, a por¢ao ventromedial, € em menor grau, a ventrolateral do nucleo
lateral, sdo importantes areas da amigdala de convergéncia de todos os tipos de informagdes
sensoriais corticais unimodais e polimodais. Essas regides, por sua vez, enviam extensas
projecdes para os outros nucleos do grupamento basolateral, para a divisdo capsular do ntcleo
central e para algumas regides do grupamento cortical. Adicionalmente, os nucleos basal e
basal acessorio sdo importantes alvos de informagdes sensoriais polimodais dos cortices
polimodais e do nucleo lateral, além de informag¢des unimodais de natureza gustativa,
visceral, somatosensorial (nucleo basal) e olfativa (ntcleo basal acessorio); porém, recebem
pequenas projecdes dos cortices auditivo e visual. Em particular, o ntcleo basal é o maior
alvo amigdalar de proje¢des da formagdo hipocampal e do cortex pré-frontal. O nucleo
central, por sua vez, assim como o nucleo lateral, recebe informagdes visuais e auditivas
principalmente através da sua por¢do capsular, enquanto informagdes gustativas, viscerais e
somatosensoriais atingem esse nucleo pelas subdivisdes medial e lateral, as quais também sao

inervadas pelos nticleos basal e basal acessorio. A formacdo hipocampal e o cortex pré-frontal
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também enviam importantes projecdes para o nucleo central (ver McDonald, 1998 e Pitkdnen,
2000, como revisoes).

As aferéncias do complexo amigdalar compreendem ainda estruturas sub-corticais
como o talamo, hipotadlamo, estriado, diversas regides do tronco encefalico, entre outras. As
maiores eferéncias talamicas para a amigdala originam-se nos nucleos posteriores e da linha
média do tdlamo e atingem principalmente os nucleos lateral, basal, central, cortical anterior e
medial. Diversos nucleos hipotalamicos, por sua vez, inervam mais extensivamente o0s
nlcleos central e medial, mas também enviam grandes projecdes para os nucleos lateral,
cortical posterior e para a area amigdalo-hipocampal. Adicionalmente, o nucleo central
representa o maior alvo na amigdala (quase um alvo exclusivo) de proje¢des oriundas do do
prosencéfalo basal, mesencéfalo, ponte ¢ medula, compreendendo estruturas como substancia
negra e area tegmental ventral (neurdnios dopaminérgicos), nicleos da rafe (neuronios
serotonérgicos), locus coeruleus (neurénios noradrenérgicos), nucleos colinérgicos do
prosencéfalo basal, nticleo do trato solitario, substdncia cinzenta periaquedutal, ntcleo
parabraquial da ponte, entre outras (Pitkdnen, 2000).

As informagdes provenientes das regides extra-amigdalares ao acessarem a amigdala
por diferentes nucleos e sub-ntcleos podem ser distribuidas para dentro do mesmo nucleo,
através de conexdes intra-nucleares, e para outros nucleos, através de conexdes intra-
amigdalares, e assim tornarem-se associadas (Pitkdnen et al., 1997). Por exemplo, o nucleo
lateral, que representa a maior via de entrada de informagdes sensoriais ndo-olfativas na
amigdala, e os nucleos basal, basal acessorio e medial sdo as regides que parecem prover as
maiores inervagodes intra-amigdalares, sugerindo que as informagdes que chegam diretamente
nesses nucleos a partir dos cortices sensoriais, formagdo hipocampal, cortex pré-frontal e
hipotdlamo, entre outros, podem ser distribuidas paralelamente para outras regides da
amigdala. Diferentemente, o nucleo central e a area amigdalo-hipocampal exibem poucas
projecdes para os demais nicleos amigdalares, mas em contrapartida recebem informacdes de
muitos nucleos. Embora exista uma extensa rede de conexdes intra-amigdalares, hd pouca

sobreposi¢do de terminacdes de diferentes regides amigdalares para areas especificas dentro
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da amigdala; somente o nucleo central e a drea amigdalo-hipocampal parecem receber uma
grande convergéncia de informacdes partindo de diferentes ntcleos e sub-nucleos. De fato,
sugere-se que estas ultimas areas compreendem estagdes criticas para a integragdo ¢ a saida de
informagdes para outras estruturas do sistema nervoso, as quais produziriam respostas
adequadas aos estimulos que foram processados pela amigdala (Pitkdnen, 2000).

Finalmente, uma importante caracteristica anatomica da amigdala ¢ que os nucleos
diferenciam-se também por inervarem sistemas funcionais distintos. De uma forma geral, as
eferéncias amigdalares transmitem as informacdes processadas na amigdala para 1) estruturas
do sistema de memoria do lobo temporal medial, como por exemplo, a formacao hipocampal
e o cortex perirrinal, 2) para muitas das areas corticais das quais recebe aferéncias, 3) para
regides relacionadas com o sistema de recompensa, como o cortex pré-frontal e o estriado
ventral, 4) para o hipotdlamo e tronco encefalico, relacionados com a modulagdo de respostas
endocrinas, autondmicas e somaticas e, finalmente, 5) para areas importantes na producao de
respostas motoras como o estriado. Por exemplo, as projecdes do nucleo lateral terminam
principalmente em algumas das areas corticais das quais recebe aferéncias, e também incluem
a formagdo hipocampal e o cortex pré-frontal. O nucleo basal, por sua vez, ¢ a regido
amigdalar que prové as maiores projecdes para o cortex pré-frontal, nucleo accumbens,
caudado-putamen, e para a formagao hipocampal. Essas regidoes também sdo aferentadas pelo
nucleo basal acessorio, apesar de uma forma menos densa. Enquanto isso, o nicleo central
emite proje¢oes primordialmente para o hipotdlamo, mesencéfalo, ponte e medula. Por fim, os
nuicleos medial e cortical anterior inervam principalmente o sistema olfatério, o nucleo
intersticial da estria terminal e o hipotdlamo. Assim, considera-se que a classificacdo
funcional de cada nticleo se d4 mais pelo seu padrao de eferéncias do que por suas aferéncias
(Pitkdnen, 2000).

Portanto, do ponto de vista hodoloégico, a amigdala encontra-se em condigdes de
associar representacdes sensoriais de um dado estimulo com as propriedades afetivas de um
reforcador primdrio, participando assim do estabelecimento de associagdes do tipo estimulo-

reforgo. Além de receber informagdes sensoriais auditivas e visuais, também ¢ alvo de
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informacdes sobre reforgadores primdrios, incluindo as de natureza gustativa, olfativa,
somatosensorial e visceral (Rolls, 2000). Depois de processadas e associadas na amigdala,
essa informagdes podem modificar adequadamente respostas autondmicas, endocrinas,

somaticas e comportamentais por meio das diferentes areas de projecao da amigdala.

A amigdala e a associacéo estimulo-reforco

Os trabalhos de Kliiver e Bucy (1937; 1939), de Weiskrantz (1956) e de Jones e
Mishkin (1972) inauguraram um dos importantes ramos de pesquisa envolvendo a amigdala,
que compreende os estudos sobre sua participacao nos processos de aprendizagem pelos quais
as representagdes sensoriais um estimulo, inicialmente neutro, tornam-se associadas as
propriedades afetivas e motivacionais de estimulos biologicamente significativos. Esse tipo de
atividade foi denominado associagdo estimulo-reforco.

Numerosos estimulos ambientais sdo considerados biologicamente relevantes e
eliciam respostas especificas, selecionadas ao longo do processo evolutivo; entre eles,
alimento, dgua e parceiros sexuais. No condicionamento Pavloviano esses estimulos sdo
denominados incondicionados, ao passo que no condicionamento operante eles sdao chamados
de reforcadores primarios. Embora o condicionamento Pavloviano (ou classico) ndo envolva
reforcamento, uma vez que a obtencdo ou a apresentacdo dos estimulos incondicionados
independe da resposta do animal, as associacdes chamadas estimulo-refor¢co sio
perfeitamente aplicdveis a este condicionamento Pavloviano. De fato, associa¢des estimulo-
refor¢o no condicionamento operante referem-se as associagdes Pavlovianas envolvidas nos
processos que resultam nos comportamentos de direcionamento ao refor¢o (ver adiante).

Segundo Gaffan e Harrison (1987), a aspiragdo da amigdala de macacos provoca
prejuizos no desempenho de tarefas de discriminacdo visual, as quais envolvem associagdo de
um estimulo originalmente neutro com um refor¢o primario. Um ano mais tarde, esse mesmo
grupo (Gaffan et al., 1988) mostrou que desconexdo entre a amigdala e a area cortical

associativa visual em macacos também leva aqueles prejuizos anteriormente reportados.
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Entretanto, mais recentemente, o trabalho de Malkova e colaboradores (1997) revelou que
lesdes neurotoxicas da amigdala, que previnem a perda de fibras de passagem na regido, ao
contrario das aspiracdes empregadas previamente, ndo levam aos resultados encontrados
naqueles estudos mais antigos. Embora esse trabalho tenha mostrado que perdas dos corpos
celulares amigdalares ndo resultam em prejuizo numa tarefa que envolve associagdes do tipo
estimulo-refor¢o, sugere-se que esta tarefa comportamental poderia ser adquirida por uma
associagcdo do tipo estimulo-resposta na auséncia de areas implicadas com o sistema de
formacdo de associacdes estimulo-refor¢o, como a amigdala. Ou seja, nessa situacdo
comportamental, onde macacos sdo treinados a escolher entre dois objetos, sendo reforgada
sempre a escolha de um deles e nunca reforgada a escolha do outro, ¢ plausivel pensar que
animais lesados resolveram o problema através do aprendizado da associacdo entre a presenga
de um dado estimulo visual e a execuc¢dao de uma determinada resposta, que ¢ selecionada por
levar a obtengdo da recompensa (Baxter e Murray, 2002).

Entretanto, Schoenbaum e colaboradores (2003a) reportaram que, embora ratos
lesados no complexo basolateral da amigdala (BLA)' exibam desempenho semelhante aos
controles quanto a acuracia das respostas num teste de discriminac¢do olfativa, eles ndo
apresentam diferenca entre as laténcias de respostas frente ao estimulo que prediz um evento
aversivo (laténcia elevada) e frente ao estimulo que antecede uma recompensa (laténcia
menor), tipico em animais normais. Os autores sugerem que essas laténcias refletiriam o
aprendizado sobre os valores motivacionais dos diferentes reforcos, enquanto que a acuricia
das respostas estaria mais relacionada com mecanismos como o aprendizado de associagdes
estimulo-resposta.

Além das tarefas de discriminacdo visual e olfativa, outras situagdes que
aparentemente envolvem o aprendizado de associa¢des estimulo-reforco, mas que também
podem ser desempenhadas através da aquisicao de associagdes estimulo-resposta, também nao
sdo afetadas por danos amigdalares, como ¢ o caso, por exemplo, da discriminagdo visual

condicionada (Murray e Wise, 1996) e do condicionamento Pavloviano apetitivo (Hatfield et

O complexo basolateral da amigdala (BLA) compreende os niicleos lateral, basal e basal acessorio.
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al., 1996). Nesta tltima situagdo, um estimulo inicialmente neutro, por exemplo uma luz, é
pareado com a apresentagdo de alimento, e apesar de nenhuma resposta ser requerida, ou seja,
de nenhuma contingéncia instrumental ter sido imposta, os sujeitos passam a exibir o
comportamento de aproximagdo do local de liberagdo do alimento na presenca da luz,
considerado como uma resposta condicionada. Assim como no exemplo anterior, o
condicionamento Pavloviano apetitivo pode ser desempenhado através de uma associagdo
estimulo-refor¢o, mas também por associagdes entre estimulo e resposta, ou seja, a luz
promoveria um contexto para uma agao, que no caso ¢ a aproximag¢ao do local de liberacao do
alimento. Por outro lado, ¢ interessante notar que ratos com lesdo do BLA, apesar de
desempenharem normalmente o condicionamento Pavloviano apetitivo, ndo adquirem o
condicionamento de segunda ordem apetitivo, no qual é fundamental que os animais
estabelecam associagdes do tipo estimulo-reforco. Por exemplo, uma luz (estimulo
condicionado - CS - de primeira ordem) ¢ pareada com a apresentagdo de alimento, e passa a
eliciar uma resposta de aproximac¢do ao local de sua liberacdo. Posteriormente, um novo
estimulo, por exemplo um som, é seguido pela apresentacdo da luz, mas na auséncia do
alimento. Apesar de o som nunca ter sido seguido pelo alimento, os animais passam a exibir o
comportamento de se aproximar do local de liberagdo do mesmo na presenga do som (CS de
segunda ordem). Portanto, a luz parece ter adquirido ou parece acessar a representagao sobre
o valor motivacional do alimento ao qual foi pareado, tornando assim possivel, o
condicionamento de segunda ordem. Note que nesta situagdo, a estratégia comportamental por
uma associagdo estimulo-resposta ndo € viavel, mas parece ter sido fundamental a aquisi¢ao
da associagdo entre o estimulo (luz), inicialmente neutro, e a representacdo motivacional do
alimento.

Na mesma linha de raciocinio encontram-se alguns estudos compreendendo lesdes
amigdalares, especialmente do BLA, e seus efeitos sobre tarefas envolvendo reforgamento
condicionado (Everitt ¢ Robbins, 1992 e Everitt et al., 1999, como revisdes, e Parkinson et
al., 2001). Nesse sentido, estimulos condicionados Pavlovianos apetitivos, por adquirirem ou

acessarem representacdes motivacionais dos refor¢adores primarios aos quais passam ser
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associados, também podem controlar respostas operantes funcionando como reforgadores
condicionados (Williams, 1994, para revis@o). Inicialmente, nesse procedimento, um estimulo
neutro ¢ pareado com um refor¢ador primario, e a aquisicdo do condicionamento Pavloviano ¢
acessada verificando as respostas condicionadas de aproximagdo ao CS. Posteriormente, duas
novas barras sdo introduzidas na caixa de experimentacdo, € a resposta em uma delas leva a
apresentagdo do CS, e a resposta na outra barra resulta em nenhuma conseqiiéncia. Assim,
acessa-se o valor motivacional adquirido ou evocado pelo CS através do seu poder de reforgar
novas respostas operantes, obviamente, na auséncia do refor¢ador primario. Nesse contexto,
Cador e colaboradores (1989) verificaram que ratos com lesdo do BLA tiveram o desempenho
prejudicado nesse tipo de tarefa, exibindo uma significante reducdo das respostas a barra que
resultavam na apresentacdo do CS, em comparagdo com os controles. Os autores também
mostraram que a infusdo de d-anfetamina (agonista dopaminérgico) no nlicleo accumbens
potencializou essa resposta em animais controles e lesados.

Nesse mesmo sentido, Everitt e colaboradores (1989) avaliaram o desempenho de
animais com lesdo no BLA assim como os efeitos da inje¢do de d-anfetamina no nucleo
accumbens, em uma tarefa de reforcamento condicionado utilizando um reforcamento sexual.
Congruentemente com o trabalho anterior, os resultados mostraram que a lesio do BLA
reduziu significativamente, e especificamente, as respostas operantes que levavam ao acesso
ao estimulo previamente condicionado a apresentagcdo da fémea para copula. Adicionalmente,
injeg¢des de d-anfetamina no nicleo accumbens potencializaram as respostas tanto em animais
lesados como nos controles. Outro trabalho (Whitelaw et al., 1996) reportou,
consistentemente, que animais lesados no BLA também sado prejudicados em manter respostas
operantes num esquema de segunda-ordem quando o refor¢amento envolve auto-
administracdo de cocaina. E importante notar que, a aquisi¢io da auto-administragdo da
cocaina nao foi alterada pela lesio do BLA. Ou seja, todos esses trabalhos sugerem que o
comportamento de animais lesados na amigdala, mais especificamente no BLA, ¢ afetado
quando ele ocorre em fung¢do do valor motivacional de um evento reforcador adquirido ou

evocado por um estimulo condicionado.
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Por fim, Everitt e colaboradores (1991) avaliaram os efeitos de lesdes isoladas e
combinadas contralaterais do BLA e do estriado ventral no desempenho da tarefa de
preferéncia condicionada a lugares. Os resultados indicaram que o BLA e o estriado ventral
estdo envolvidos nos processos subjacentes a esta tarefa comportamental e mais do que isso,
interagem nesses processos.

Sugere-se, portanto, que o BLA seria importante para os mecanismos de associacio
entre um estimulo neutro ¢ o valor do estimulo refor¢ador, que resultaria no poder do CS
controlar respostas operantes, € mais ainda, que o nucleo accumbens, através de sua inervagao
dopaminérgica, exerceria uma amplificacdo das respostas comportamentais mediadas por
esses processos associativos (Everitt ¢ Robbins, 1992 e Everitt et al., 1999, para revisdes). As
grandes proje¢des do nucleo basal da amigdala para o nicleo accumbens, e as inervagdes dos
neurdnios dopaminérgicos da 4area tegmental ventral também para o nicleo accumbens
(Kelley et al., 1982 e Johnson et al., 1994 apud Hitchcott & Phillips, 1998; Swanson &
Petrovich, 1998) representam um substrato neural para essas interagdes, assim como a
facilitacdo ou a depressao da liberagdo de dopamina por neurénios do niicleo accumbens em
fun¢ao da atividade dos neurdénios do BLA (Floresco et al., 1998 ; Howland et al., 2002).

Além disso, embora o BLA parecer ser importante para o aprendizado de associagdes
estimulo-refor¢o, ele ndo ¢ fundamental para a sua expressdo. Por exemplo, Setlow e
associados (2002) mostraram que ratos lesados no BLA, apds terem adquirido previamente o
condicionamento Pavloviano apetitivo de primeira-ordem, sdo capazes de aprender o
condicionamento Pavloviano de segunda-ordem. Ademais, Lindgren e colaboradores (2003),
em um interessante trabalho, condicionaram ratos a dois estimulos visuais diferentes numa
situacdo de condicionamento Pavloviano apetitivo de primeira-ordem, e subseqiientemente,
submeteram os animais a lesdo do BLA. Num teste imediatamente posterior, somente um dos
estimulos condicionados foi sujeito a um esquema de extingao, e logo em seguida, os mesmos
estimulos foram usados para o treino de condicionamento Pavloviano de segunda-ordem.
Como esperado, ratos controles diminuiram significativamente as respostas condicionadas na

presenca do CS durante o teste de extingdo, e também nao eliciaram respostas condicionadas
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de segunda-ordem envolvendo esse estimulo em especial. Interessantemente, a lesdo do BLA
realizada ap6s o aprendizado do condicionamento de primeira-ordem, ndo impediu a extin¢ao
das respostas condicionadas ao CS de primeira-ordem, mas ndo levou, diferentemente dos
controles, a diminui¢do das respostas condicionadas de segunda-ordem envolvendo o CS
usado no esquema de extingdo. Portanto, parece que de fato, os ratos lesados no BLA nao
extinguiram a associacdo estimulo-refor¢co aprendida antes da lesdo, e por conseguinte, ndo
aprenderam uma nova associa¢cdo depois do dano amigdalar. Pelo fato de nesses animais, o
CS evocar o valor emocional do US como foi aprendido antes da lesdo, eles eliciaram
respostas condicionadas de segunda-ordem envolvendo o mesmo CS, mesmo tendo ele sido
sujeito a extingdo depois da lesdo. Além disso, faz sentido sugerir que os ratos lesados foram
capazes de extinguir as respostas condicionadas de primeira-ordem pela mesma razio que foi
possivel, em outros estudos, de adquirirem respostas condicionadas de primeira-ordem
apetitivas: através de um desempenho baseado em um sistema de aprendizagem de associa¢ao
estimulo-resposta.

Adicionalmente, Balleine e colaboradores (2003) treinaram ratos lesados no BLA a
pressionar uma barra tendo como conseqiiéncia a apresentacdo de maltodextrina e a puxar
uma corrente tendo como conseqiiéncia a liberagdo de alimento, com o devido balanceamento
dessas condigdes entre os grupos. Subseqiientemente, os ratos foram expostos a
desvalorizacdo de uma das conseqiiéncias por meio da saciagdo especifica com uma delas,
uma hora antes da sessdo de teste. Na sessdo de teste, ambas as acdes eram possiveis, mas
nenhum refor¢o era liberado. Ratos normais apresentaram, durante o teste, um nimero
significativamente menor da acdo que havia sido associada a conseqiiéncia desvalorizada, em
comparagdo com a acdo previamente associada ao reforco ndo desvalorizado. No entanto,
ratos lesados no BLA ndo exibiram esse efeito, ou seja, para esses animais, ambas as agdes
foram realizadas a taxas similares ao longo do teste. Posteriormente, os mesmos animais
receberam sessdes adicionais do treino inicial e, subseqiientemente, foram submetidos a uma
nova sessao de teste, a qual diferiu da primeira somente por envolver a liberagdo de reforgo.

Nesta situacdo, ratos normais continuaram mostrando um nimero menor da acdo que havia
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sido associada a conseqiiéncia desvalorizada em comparagdo com a outra agdo, ao longo de
toda a sessdo. Por outro lado, os ratos lesados apresentaram, no inicio da sessdo de teste,
ambas as agoOes a taxas similares, mas com o decorrer da sessdo, um nimero maior da agdo
previamente associada com o reforco ndo desvalorizado; apesar de a discrepancia entre as
duas acdes ndo atingir o nivel dos animais normais. Esses resultados parecem indicar que
ratos com lesdo do BLA ndo sdo capazes de estabelecer associagdes entre uma resposta
comportamental e o valor da sua conseqiiéncia, isto ¢, o valor de incentivo do refor¢co. No
entanto, ratos lesados ainda permanecem capazes de engajar um mecanismo que envolve
associagdes do tipo estimulo-resposta, isto é, um processo de aprendizagem no qual estimulos
discriminativos promovem um contexto para a efetuacdo de uma agdo. Isso fica claro quando
confrontamos os resultados obtidos nos dois testes. Note que a unica diferenga entre eles ¢
que o primeiro consiste tipicamente em um teste de extin¢do (ndo ha liberacdo de reforco), e o
segundo envolve a apresentacdo dos reforgos. No teste de extingdo, apos a desvalorizagao de
um dos refor¢os, os ratos lesados dividem o seu comportamento de forma similar entre as
duas acdes ao longo de toda a sessdo. Diferentemente, quando os reforgos sdo liberados apos
cada agdo, os ratos lesados apresentam uma curva de aprendizagem no sentido de efetuar mais
a a¢do que ¢ associada ao refor¢o ndo desvalorizado, em detrimento da outra acdo. Portanto,
parece que ratos com lesdo do BLA sdo sensiveis ao valor do reforco somente quando tém
experiéncia com ele, ndo sendo capazes de acessar a memoria sobre a representagdo do valor
corrente do refor¢o. De fato, um comportamento que ¢ resultante exclusivamente de um
mecanismo de aprendizagem envolvendo associacdo entre estimulo e resposta, so6 € alterado
em fun¢do da mudanca no valor de incentivo de um reforco quando as respostas efetuadas
forem moduladas pela experiéncia com o novo valor do reforgo, uma vez que, segundo as
teorias vigentes, nesse tipo de aprendizagem os eventos reforgadores atuam meramente
fortalecendo a conexao entre o estimulo discriminativo e a resposta, mas suas representagdes
ndo sdo acessadas (ver Balleine e Dickinson, 1998 e Dayan e Balleine, 2002).
Congruentemente, existem fortes evidéncias de que o estriado dorsal estaria envolvido

no aprendizado de tarefas nas quais uma resposta motora particular ¢ refor¢ada na presenca de
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um estimulo discriminativo, ou seja, no aprendizado de associacdes estimulo-resposta. E de
fato, sugere-se que a amigdala e o estriado dorsal funcionariam como sistemas independentes
no que se refere aos mecanismos de associagdo estimulo-reforco e estimulo-resposta
(McDonald e White, 1993; White e McDonald, 2002; McDonald e Hong, 2004).

Tarefas comportamentais envolvendo desvalorizacdo do reforgo, seja ela produzida
por meio do pareamento do reforco com um mal-estar induzido ou por meio da saciagdo com
o reforco, t€m sido bastante utilizadas com a finalidade de se avaliar efeitos de danos
amigdalares e de outras estruturas nervosas implicadas no processamento de ordem
emocional, incluindo o cortex orbitofrontal, em aspectos especificos do aprendizado de
associagdes estimulo-reforco, ou seja, na capacidade de um estimulo evocar a representagao
do valor corrente de um reforgo (Hatfield et al., 1996; Malkova et al., 1997; Pickens et al.,
2003; Blundell et al., 2003; Balleine et al., 2003). Por exemplo, no trabalho reportado acima,
Hatfield e colaboradores (1996) expuseram ratos ao pareamento da ingestdo de um alimento
com um mal-estar (induzido pela administragdo de LiCl, i.p.); esses animais diminuiram a
resposta condicionada ao CS que havia sido previamente associado a apresentacdo daquele
alimento, em comparagdo com ratos que receberam pareamento do alimento com salina. Isto
¢, a reducdo do valor de incentivo do alimento, que ocorreu através de seu pareamento com
um mal-estar, levou a uma reducdo das respostas condicionadas, indicando que o CS evoca a
representacdo do valor motivacional corrente do estimulo (US) ao qual foi previamente
associado. Ainda, ratos lesados no BLA ndo apresentaram essa diminui¢do das respostas
condicionadas apds a desvaloriza¢do do reforgo, indicando, como j4 mencionado, que essa
estrutura parece ser importante na formacdo de representacdes que associam pistas as
propriedades motivacionais do refor¢o. E importante notar que ratos lesados diminuiram o
consumo do alimento apds a sua desvalorizagdo de forma semelhante aos seus controles, ou
seja, a lesdo do BLA ndo interferiu sobre os processos de atribui¢cdo de valor hedonico ou de
incentivo ao reforgo.

Ainda, Blundell e colaboradores (2001), em um interessante trabalho, treinaram ratos

lesados no BLA em uma tarefa especial de discriminagdo condicional. Para um grupo
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denominado consistente, na presenca de um estimulo sonoro A, a resposta operante de
pressionar uma de duas barras (e.g., barra X) disponiveis ao animal, levava a apresentagdo de
sacarose como recompensa, ¢ por outro lado, a resposta a outra barra (barra Y) ndo era
reforcada. Ainda para o mesmo grupo, a resposta a barra X ndo era refor¢ada diante de um
estimulo sonoro B, mas pressionar a barra Y, diante desse estimulo, resultava na obtencao de
ragdo alimentar. Para um segundo grupo, chamado pelos autores de inconsistente, pressionar a
barra X diante do estimulo A, levava a obten¢do de sacarose ou de ragdo, com iguais
probabilidades, mas pressionar a outra barra ndo resultava em qualquer recompensa. Por outro
lado, na presen¢a do estimulo B, era a resposta a barra Y que promovia a obtengdo das duas
recompensas, mas a pressao na barra X nao era refor¢ada. Os resultados indicaram que apesar
de os ratos lesados no BLA ndo terem se mostrado prejudicados quanto a discriminagao
condicional, isto €, terem efetuado mais respostas nas barras corretas que nas incorretas, eles
nao mostraram um efeito esperado para animais normais de responderem mais na barra
correta se pertencessem ao grupo consistente do que se ao grupo inconsistente. Os autores
sugeriram que a lesdo do BLA incapacitou ratos a fazerem uso das diferengas sensoriais entre
as recompensas para tornar mais facil o aprendizado da discriminagdo. Ou seja, que ratos
lesados no BLA nao formam associagdes entre eventos inicialmente neutros e as propriedades
sensoriais especificas de estimulos motivacionalmente significantes.

Consistentemente com esses ultimos achados, os mesmos autores, no mesmo trabalho,
(Blundell et al., 2001) avaliaram os efeitos de lesdes do BLA sobre o desempenho de ratos em
uma tarefa comportamental envolvendo transferéncia Pavloviana-instrumental ("Pavlovian-
instrumental transfer", PIT) aversiva. O efeito de PIT ¢ caracterizado por uma modulac¢do do
desempenho operante por um estimulo condicionado Pavloviano; por exemplo, quando um
estimulo prediz a ocorréncia de uma recompensa, a resposta operante do animal ¢ aumentada
na presenga do estimulo condicionado, mesmo que ele esteja trabalhando por uma
recompensa diferente. Sugere-se que esse efeito ocorre devido a uma alteragdo no estado
motivacional provocada pela presenga do estimulo condicionado (ver Cardinal et al., 2002,

para revisdo). Blundell e colaboradores (2001) mostraram que ratos lesados no BLA quando
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testados em relacdo ao efeito de PIT para um reforcamento especifico, apresentaram
desempenho normal quanto ao aumento generalizado das respostas operantes diante de
estimulos condicionados Pavlovianos; porém, ndo aumentaram especificamente respostas
operantes que previamente resultavam na mesma recompensa sinalizada pelo estimulo
condicionado. Os autores sugeriram que a habilidade de o CS evocar representagdes sobre um
aspecto motivacional mais genérico do US estd intacta nos animais lesados no BLA, porém
esses animais ndo seriam capazes de formar associagdes entre o CS e os aspectos sensoriais
especificos do US (isso inclui os valores hedonicos e de incentivo do US); em outras palavras,
e congruentemente com os dados reportados anteriormente, para os animais lesados, o CS
promoveria uma expectativa mais genérica sobre as propriedades alertantes da recompensa,
mas nao sobre quais recompensas especificas ocorreriam. Mais ainda, os autores defendem
que animais lesados no BLA ndo teriam seu desempenho baseado estritamente em
associagdes do tipo estimulo-resposta, uma vez que foram capazes de aumentar suas respostas
operantes durante a apresentacdo do CS.

A interpretacdo de que o BLA exerce um papel importante em associagdes que
permitem um estimulo acessar representagdes especificas de um evento motivacionalmente
significante € consistente com numerosos estudos eletrofisiolégicos. Um dos primeiros a
reportar a presenca de neurdnios na amigdala responsivos a estimulos associados com eventos
reforgadores foi um grupo de pesquisadores japoneses (Nishijo et al., 1988; Muramoto et al.,
1993). Esse grupo também mostrou que neurdnios responsivos a estimulos condicionados de
diferentes naturezas sensoriais sdo organizados topograficamente na amigdala (Ono et al.,
1995). Por exemplo, neur6nios amigdalares unimodais que respondem a estimulos auditivos
ou somatosensoriais associados a um reforcador sdo encontrados majoritariamente no nicleo
lateral, ao passo que neuronios unimodais responsivos a estimulos olfativos condicionados
localizam-se na sua maioria no nucleo basal acessorio. Além disso, mostraram que neurdnios
amigdalares que respondem a estimulacdo visual condicionada sdo primordialmente
multimodais, e s3o encontrados principalmente nos nucleos basal e central. Também

reportaram que a maioria dos neurdnios multimodais amigdalares que respondem a
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estimulagdo condicionada localizam-se nos nucleos basal e central da amigdala. Nota-se,
portanto, que esses dados eletrofisiologicos sdo consistentes com aqueles reportados por
estudos da hodologia amigdalar.

Congruentemente com os resultados relativos aos efeitos de danos amigdalares e do
cortex orbitofrontal sobre tarefas envolvendo desvalorizagdo de refor¢o (Hatfield et al., 1996;
Malkova et al., 1997; Gallagher et al., 1999), Gottfried e associados (2003), em um estudo
conduzido em humanos mostraram, através de ressonancia magnética funcional, que a
atividade da amigdala e do cortex orbitofrontal diminui frente a um estimulo condicionado,
quando ele passa a prever a ocorréncia de um evento refor¢ador que foi desvalorizado.

Além disso, Schoenbaum e colaboradores (1998; 1999) ao registrar a atividade
eletrofisiologica de neurdnios do BLA e do cortex orbitofrontal de ratos em uma tarefa de
discriminacdo olfativa, na qual um dado estimulo olfativo era associado ao fornecimento de
sacarose, enquanto que um segundo odor era pareado a liberagdo de uma solugdo aversiva de
quinino, mostraram que populagdes de neurdénios em ambas as estruturas desenvolvem, com o
treino, uma atividade diferencial durante a experimentacdo do odor em func¢do do seu
significado (se apetitivo ou aversivo). Enquanto isso, outras populacdes de neurdnios,
bastante diferentes das primeiras, desenvolvem uma atividade diferencial em func¢do do
significado da pista durante o intervalo que precede a liberagdo do reforco; tal resposta foi
considerada pelos autores como uma atividade de antecipagao ao reforco especifico. Ademais,
especialmente no BLA, esses ultimos neurdnios exibem, durante o intervalo que precede a
liberagdo do refor¢co, um padrdo de atividade muito semelhante ao padrao de atividade durante
o contato que o sujeito tem com o refor¢o; ou seja, se um neurdnio tem uma taxa de disparo
elevada durante o intervalo que antecede a apresentagdo de sacarose, ele também mostrara
elevada taxa de disparos durante o intervalo do refor¢camento.

Ainda, em relagdo ao BLA esses mesmos pesquisadores relataram que o aumento dos
disparos dos neurdnios relacionados com a expectativa pelo refor¢o estd mais correlacionado
com a fase inicial de aquisicdo da discriminagdo olfativa; no cortex orbitofrontal, ele se

correlaciona mais com a fase de treino em que o critério de aprendizagem ja foi atingido



36

(Schoenbaum et al., 2000). Portanto, a “codificagdo” associativa ocorre primeiro na amigdala
e emerge, subseqiientemente, no cortex orbitofrontal. Ademais, a atividade do BLA parece
estar mais relacionada com a significancia das pistas, enquanto que a do cortex orbitofrontal
estaria mais ligada com a decisdo comportamental durante a discrimina¢do. Schoenbaum e
colaboradores (2000) ainda notaram que num teste de reversdo da discriminagdo olfativa,
neurdnios do cortex orbitofrontal mudam seu padrdao de disparo, ao passo que no BLA, os
neurdnios mantém suas respostas antigas. Portanto, em situagdes de mudanga na contingéncia
reforcadora, mesmo que associacdes originais ndo sejam expressas no comportamento, elas
podem ser mantidas na rede neural enquanto novas associagdes sao aprendidas.

Mais tarde, Schoenbaum e colaboradores (2003b) verificaram que apds lesdo do BLA,
durante a mesma tarefa de discrimina¢do olfativa, o numero de neurénios no cortex
orbitofrontal que mostram aumento da atividade durante a exposi¢do ao odor em fun¢do do
seu valor de incentivo diminui significativamente, ao passo que a quantidade de neurdnios
mais responsivos durante o intervalo que precede a liberagdo do reforco ¢ semelhante ao de
ratos normais. Além disso, apds a lesdo do BLA, os neurdnios do cortex orbitofrontal que
disparam seletivamente durante a apresentacdo dos odores sdo mais sensiveis as identidades
desses estimulos do que ao valor de incentivo associado a eles. Esses dados indicam que a
lesio do BLA preveniu a formagdo, no cortex orbitofrontal, de representagdes que
correlacionam um estimulo com o valor de incentivo de um evento associado a ele. Isso gera
fortes restricdes a interpretagdes de que em animais lesados essas representagdes ficariam
imunes a mudancgas na contingéncia refor¢adora ou até de que elas tornar-se-iam inacessiveis
na memoria deles. Ao contrario, isso fortalece a sugestdo de que animais lesados no BLA, de
fato, ndo estabelecem representagdes associativas do tipo estimulo-refor¢o (Schoenbaum et
al., 2003b).

Assim, diversos estudos referem-se ao BLA como uma regido critica, na amigdala,
para aspectos especificos da formacdo de associa¢des estimulo-refor¢o. Por outro lado, outros
estudos mostram a participacdo de uma segunda regido amigdalar, o nticleo central (Ce), em

outras facetas da associagdo entre um dado estimulo e um evento motivacionalmente
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significante. Por exemplo, Hatfield e associados (1996) reportaram, numa tarefa de
condicionamento Pavloviano apetitivo de segunda-ordem, que ratos lesados no BLA ndo
adquirem respostas condicionadas de segunda-ordem, mas adquirem respostas de orientagao
ao CS (considerada como uma resposta do tipo atencional ou de alerta). A lesdo do nucleo
central (Ce), por outro lado, levou a um padrao inverso de resultados. Além do mais, 0 mesmo
trabalho mostra que lesdo do Ce, diferentemente da perda do BLA, ndo teve efeito sobre a
sensibilidade das respostas condicionadas de segunda-ordem frente a desvalorizagdao do US.
Assim, parece que o Ce, ao contrario do BLA, ndo ¢ fundamental para que o CS evoque ou
adquira o valor reforgador do US. Consistentemente com esses resultados, Parkinson e
colaboradores (2000) também mostraram que lesdo do Ce, mas ndo do BLA, leva a um
prejuizo no desempenho de respostas de orientagdo ao CS num condicionamento Pavloviano
apetitivo de primeira-ordem.

Congruentemente, Hitchcott e Phillips (1998) observaram dissociagdo de desempenho
entre animais com infusdo de um agonista dopaminérgico no BLA ou no Ce. Ratos com
infusdo do agonista dopaminérgico no BLA, mas ndo aqueles com infusdo no Ce, passaram a
apresentar prejuizo no desempenho de respostas operantes para a obtencdo do estimulo
reforgador condicionado, enquanto ratos com infusdo do agonista no Ce mostraram prejuizo
na eliciagdo de respostas condicionadas de orientacgéo ao CS.

Além disso, Corbit e Balleine (2005) mostraram que lesdo do BLA interfere no efeito
de PIT especifico, mas ndo o geral, e ao contrario, lesdo do Ce prejudica o efeito geral de
PIT, mas ndo o especifico. Ou seja, a lesdo do BLA, mas ndo do Ce, sé prejudica o efeito de
PIT quando uma resposta operante particular, que € refor¢ada por uma recompensa especifica,
¢ potencializada na presenca de um determinado CS, que previamente havia sido associado
aquela determinada recompensa. Entretanto, a lesdo do Ce, mas ndo do BLA, s6 prejudica o
efeito de PIT quando uma resposta operante particular, que é reforgada por uma recompensa
especifica, ¢ aumentada na presenca de um CS que previamente N80 havia sido associado
aquela determinada recompensa, mas sim com um outro refor¢o. Assim, 0s autores sugeriram

que o Ce parece ser importante quando um estimulo produz um aumento numa resposta
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operante como resultado de efeitos alertantes daquele estimulo, por ter sido associado com
aspectos mais genéricos do reforco. E diferentemente, o BLA parece ser critico quando um
estimulo gera um aumento de uma resposta operante particular como resultado da sua
associacdo com as propriedades sensoriais especificas de um determinado reforco.

Portanto, sugere-se que, ao contrario do BLA que aparentemente estaria envolvido
com a habilidade de um estimulo evocar representacdes sobre aspectos sensoriais especificos
de um segundo estimulo, motivacionalmente significante (incluindo seus valores heddnicos e
de incentivo), o Ce supostamente estaria relacionado com os processos pelos quais um
estimulo evoca as qualidades motivacionais mais genéricas de um estimulo significante, como
por exemplo suas propriedades atencionais ou de alerta. Consistentemente com as
dissociagdes de desempenho entre animais com danos no BLA e no Ce, encontram-se as
diferencas anatomicas e hodoldgicas desses nucleos amigdalares. Enquanto o Ce influenciaria
os componentes autondmicos, enddcrinos e reflexos das respostas emocionais através de suas
amplas projecdes para o hipotdlamo e para o tronco encefalico, assim como influenciaria
processos atencionais e alertantes através de suas projegdes para 0s neurdnios
monoaminérgicos do tronco encefilico (4rea tegmental ventral) e para os neurdnios
colinérgicos do prosencéfalo basal, o BLA, através de sua particular interagdo com o cortex
pré-frontal e com o estriado, proveria a base para respostas emocionais “voluntarias”, isto €,
capacitando o animal a agir adequadamente em seu ambiente: direcionando-se ou esquivando-

se de um dado evento biologicamente relevante.

A amigdala e a aquisicdo do condicionamento aversivo

Até o momento nos detivemos a uma area de estudo envolvendo a amigdala que, na
pratica, ¢ segregada de um outro grande ramo de investigacdo, que compreende as pesquisas
sobre o condicionamento aversivo. Surpreendentemente isso ocorre, apesar de essas duas
areas de estudo compartilharem a mesma base tedrica. Segundo teorias mais influentes, o

condicionamento aversivo também envolve processos associativos nos quais representagdes
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de um estimulo motivacionalmente significante sdo acessadas por representagdes de um
segundo estimulo, o qual informa sobre a ocorréncia do primeiro (ver Maren, 2001). Por
exemplo, no condicionamento aversivo Pavloviano, a apresentacdo de um estimulo
inicialmente neutro ¢ pareada com um evento aversivo, tal como um choque nas patas, e com
o treino passa a eliciar respostas que tipicamente ocorrem na presenca de perigo, tais como
comportamentos defensivos (e.g., respostas de congelamento), respostas autondmicas (e.g.,
mudanga de pressdo arterial e batimentos cardiacos), respostas neuroendocrinas (e.g.,
liberagdo de hormoénios das glandulas adrenais e da pituitaria), entre outras. De fato, ¢
indiscutivel o fato de ter-se dado, at¢é o momento, mais atencdo a investigacdo do
envolvimento amigdalar e dos mecanismos celulares e moleculares subjacentes em tarefas
comportamentais relacionadas ao medo, particularmente em tarefas de condicionamento
classico aversivas e de esquiva, do que em situagdes envolvendo reforgamento apetitivo.

Numerosos estudos fortemente sugerem o envolvimento da amigdala, e em especial do
BLA, também na aquisi¢do do medo condicionado (Miserendino et al., 1990; Campeau et al.,
1992; Fanselow e Kim, 1994; Campeau e Davis, 1995; Maren et al., 1996a; 1996b; Cousens e
Otto, 1998; Lee e Kim, 1998; Wilensky et al., 1999; 2000); essa estrutura seria um sitio
importante de plasticidade neural responsavel pela associagdo entre um estimulo previamente
neutro com um outro de natureza aversiva (ver adiante). Portanto, o BLA parece ndo estar
somente envolvido com a formagdo de associa¢des entre um estimulo neutro ¢ outro com
significado apetitivo (como vimos até o momento), mas participaria da formacdo de
associagdes estimulo-refor¢o de uma maneira mais abrangente, ou seja, também em situagdes
aversivas.

Brady e colaboradores (1954; ver Maren, 2001, para revisao) possivelmente foram os
primeiros a reportar o envolvimento da amigdala no medo condicionado. Mostraram que
grandes aspiragdes da amigdala de gatos levam a um prejuizo na aquisi¢do, mas ndo na
reten¢do, de uma tarefa de esquiva. Mais tarde, Blanchard e Blanchard (1972) reportaram que

ratos com lesdes amigdalares perdem respostas condicionadas de congelamento ao contexto
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no qual ocorreu o condicionamento aversivo Pavloviano, assim como respostas de medo
inatas frente a um predador natural.

Mais recentemente, Campeau e Davis (1995) mostraram que lesdo do BLA produz um
prejuizo de aprendizagem da tarefa de sobressalto potencializado pelo medo. Nesta situacao
comportamental, a resposta de sobressalto perante a um dado estimulo sonoro ¢ aumentada na
presenca de um CS que havia sido condicionado a um evento aversivo, como por exemplo,
um choque nas patas. Maren e colaboradores (1996a) verificaram prejuizo no aprendizado do
condicionamento cldssico aversivo envolvendo som e contexto em ratos, apds lesdo
neurotdxica do BLA. Além disso, Cousens e Otto (1998) demonstraram que ratos lesados no
BLA também apresentam-se prejudicados quanto a aquisicdo do condicionamento aversivo a
uma pista olfativa e ao contexto.

Outros estudos mostraram que a administragdo de um antagonista de receptores
NMDA (AP5) no BLA leva a um prejuizo de aquisicdo da tarefa de sobressalto
potencializado pelo medo (Miserendino et al., 1990; Campeau et al., 1992). Mais tarde,
Fanselow e Kim (1994) verificaram que a infusdo de AP5 no BLA, mas ndo no Ce, também
resulta em prejuizo de aprendizagem do condicionamento cldssico aversivo ao contexto.
Maren e colaboradores (1996b) obtiveram resultados semelhantes. Enquanto isso, Lee e Kim
(1998) reportaram diminuigdo de respostas condicionadas de congelamento frente a um
estimulo sonoro, ap6s infusdo de AP5 no BLA. Esses dados sdo consistentes com a hipotese
de que a indugdo de potenciacdo de longa-duragao (LTP) dependente de receptores NMDA no
BLA serviria como substrato neural para o condicionamento aversivo (ver Maren, 1999 e
Blair et al., 2001). Adicionalmente, Wilensky e colaboradores (1999; 2000) observaram que
inativagdo do BLA por muscimol, logo antes do treino, leva a uma queda significativa da
resposta de congelamento durante o teste de condicionamento cléssico aversivo ao som.

Amoraphant e colaboradores (2000) sugerem que dentro do BLA, o nucleo lateral
(LA) parece ser a estrutura critica para os processos associativos subjacentes ao
condicionamento aversivo, pelo menos para um estimulo auditivo. Esses autores mostraram

que enquanto lesdo eletrolitica do LA prejudica a eliciacdo de respostas condicionadas de
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congelamento a um CS auditivo e a emissao de respostas operantes de esquiva na presenga do
mesmo CS, a lesdo restrita ao nucleo basal (BL) s6 tem efeitos sobre o ultimo tipo de
resposta. Os autores defenderam a interpretacdo de que o LA seria o sitio da aprendizagem do
condicionamento aversivo, € que informagdes sobre a associagdo CS-US seriam transmitidas
para o BL, que por sua vez modularia a emissdo de novas respostas operantes na presenc¢a do
CS, através de suas projegdes para o estriado.

Diferentemente do BLA, sugere-se que o Ce seria somente uma interface para a
producdo de respostas condicionadas de medo, e ndo uma regido importante para a
plasticidade neural envolvida no aprendizado do condicionamento Pavloviano (ver LeDoux,
1995; Rogan & LeDoux, 1996; Armony & LeDoux, 1997). Ou seja, que os processos
associativos subjacentes ao condicionamento aversivo ocorreriam no BLA, talvez
particularmente no LA (Amoraphant et al., 2000), ¢ que as informagdes processadas seriam
enviadas para o Ce, que por sua vez funcionaria como uma porta de saida para a geragao de
respostas autondmicas, enddcrinas e comportamentais através de suas projegdes para o
hipotadlamo e tronco encefalico. Por exemplo, apesar de lesdo do Ce resultar em prejuizo na
aquisi¢ao de tarefas envolvendo condicionamento aversivo (Iwata et al., 1986; Roozendaal et
al., 1991), infusdo de antagonistas de receptores NMDA (e.g. AP5) no Ce ndo leva a
diminuicdo de respostas condicionadas aversivas, ao contrario do que ocorre apds infusdo
dessas drogas no BLA (Fanselow e Kim, 1994). Ademais, estimulagdo elétrica do Ce produz
uma série de respostas similares aquelas resultantes de um condicionamento aversivo. Em
ratos ndo anestesiados, estimulagdo elétrica do Ce leva a um aumento da pressao arterial e da
taxa de batimentos cardiacos (provavelmete através de projecdes diretas para o nicleo motor
dorsal do vago, o nucleo do trato solitadrio e medula). A estimulagdo elétrica do Ce também
resulta em aumento do estado de atengdo e de alerta (por meio de projegdes para locus
coeruleus, area tegmental ventral e prosencéfalo basal), em imobilidade (por meio de
projecdes para a substancia cinzenta periaquedutal), em facilitagdo do reflexo de sobressalto
(ntcleo reticular pontino caudal), entre outros. Assim, uma vez que a estimula¢dao da amigdala

resulta em uma variedade de respostas encontradas durante um estado de medo, mesmo na
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auséncia de um condicionamento aversivo prévio, parece que as bases neurais para a eliciagao
de tais respostas ja estariam formadas em um individuo adulto, ou seja, que essas redes
neurais ja estariam prontas e teriam sido selecionadas pelo processo evolutivo. Entdo, parece
que, para um dado estimulo eliciar um conjunto de respostas de medo seria necessario que ele
simplesmente ativasse a amigdala, a qual engajaria um conjunto de mudancas
comportamentais em virtude de suas conexdes com outras estruturas do sistema nervoso.
Portanto, a plasticidade envolvida num condicionamento aversivo resultaria de mudancas
sindpticas que ocorreriam dentro da amigdala ou em uma estagdo anterior, € ndo de mudancas
sinapticas nas areas que a amigdala aferenta (ver Davis, 2000, para revisao).

Em contrapartida com a visdo de que o Ce receberia informagdo ja processada pelo
BLA, e funcionaria somente como uma interface para a produg¢do de respostas de medo,
encontra-se o trabalho de Killcross e colaboradores (1997). Ao testarem animais numa
situacdo de condicionamento aversivo a uma pista, onde podiam simultaneamente avaliar
respostas do tipo operantes e Pavlovianas, os autores mostraram que ratos com lesdo do BLA
foram incapazes de se esquivar do estimulo condicionado aversivo por comportamento
operante “‘voluntario”, mas exibiram supressdo do comportamento de aproximacdo ao
estimulo condicionado aversivo de forma semelhante aos controles. Enquanto isso, a lesdo do
Ce levou ao padrao inverso de resultados. Portanto, parece que o BLA ndo transmite
informagdes aversivas para o Ce no que se refere a producdo de respostas de supressdo; ou
seja, o Ce poderia mediar processos associativos subjacentes a alguma forma de
condicionamento aversivo.

Concluindo, de acordo com o modelo vigente sobre as bases neurais do
condicionamento aversivo Pavloviano proposto pelo grupo de Joseph LeDoux, a convergéncia
de informagdes a respeito do CS e do US aumentaria a eficiéncia de sinapses que carregam
informagdo sobre o CS no LA. Como resultado, apresentacdes subseqiientes do CS na
auséncia do US evocariam grandes respostas no LA. O LA, por sua vez, evocaria respostas
condicionadas através de suas projecdes para o Ce, o qual € uma das principais portas de saida

da amigdala para o hipotdlamo e o tronco encefilico. Assim, de acordo com o modelo
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vigente, o LA seria o principal sitio de plasticidade para o condicionamento aversivo,
enquanto que o Ce seria visto como uma simples interface para a modulagdo de respostas
condicionadas. Recentemente este modelo foi revisto, levando em conta dados pertinentes
indicando que os neurdnios do LA ndo inervam diretamente neurdnios do Ce que se projetam
para fora da amigdala, e ainda considerando estudos sugerindo que o Ce ¢ também um sitio de
plasticidade independente do LA. Atualmente, sugere-se que a ativacdo do Ce pelo LA ¢
intermediada por duas populagdes de células GABA-érgicas da massa de células intercaladas
(localizada entre o BLA e o Ce), e que o Ce poderia também mediar processos associativos
subjacentes ao condicionamento aversivo (ver Paré et al., 2004, para revisdo). Apesar de
algumas evidéncias favorecerem a interpretacdo contraria, esses pesquisadores nao
consideram o nucleo basal (BL) como um importante sitio de plasticidade para o medo

condicionado (ver adiante).

Os nucleos lateral e basal do BLA processariam dimensdes sensoriais distintas?

Estudos eletrofisiologicos e hodologicos envolvendo a amigdala sugerem que
diferentes representagdes sensoriais de um estimulo poderiam ser processadas paralelamente
na amigdala, sendo o BL importante na codificagdo multimodal dos estimulos, € o LA na
codificagdo unimodal (Pitkédnen et al., 1997; Ono et al., 1995; Toyomitsu et al., 2002).

Como mencionado anteriormente, estudos sobre a hodologia amigdalar mostram que o
BL ¢ um dos principais alvos amigdalares de informagdes polimodais originarias do cortex
pré-frontal, do cortex perirrinal e da formacdo hipocampal, além de receber informagdes
unimodais de natureza gustativa, visceral e somatosensorial. Por outro lado, o LA ¢ a
principal via de entrada, na amigdala, de informac¢des unimodais de todas as naturezas
sensoriais. Por exemplo, informacdes auditivas que acessam a amigdala t€ém origem nas areas
de associagdo auditivas e no nucleo geniculado medial do talamo, e terminam

majoritariamente no LA (McDonald, 1998 e Pitkénen, 2000, para revisdes).
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Estudos neurofisiologicos mostram que os neurdnios multimodais amigdalares
responsivos a estimulos condicionados encontram-se primordialmente no BL, enquanto que
neurdnios unimodais que respondem a estimulacdo condicionada encontram-se
principalmente no LA (Toyomitsu et al., 2002; Ono et al., 1995). Mais especificamente,
Toyomitsu e colaboradores (2002) reportaram que a maioria dos neurdnios responsivos a
estimulos condicionados auditivos na amigdala encontra-se no LA e no BL. Desses neurdnios,
os unimodais localizam-se majoritariamente no LA ¢ os multimodais no BL. Além disso,
observaram que a grande maioria de neurdnios responsivos a estimulos condicionados visuais
sdo multimodais, e localizam-se principalmente no BL.

Ademais, a estimulagdo elétrica do talamo auditivo induz LTP em neurdnios do LA,
mas ndo do BL, ao passo que a estimulacdo elétrica do cortex perirrinal resulta em LTP em
neuronios do BL, mas ndo do LA (Yaniv et al., 2001). Isso indica que representagdes
unimodais de um estimulo (a0 menos auditivas) seriam processadas no LA, enquanto que
representacdes polimodais (a0 menos as provenientes do cortex perirrinal) atingiriam o BL, e
mais do que isso, induziriam plasticidade sindptica nessas diferentes regides da amigdala.

Portanto, a organizacdo das conexdes amigdalares, em conjunto com dados
eletrofisiologicos, sugere que diferentes representagdes de um estimulo poderiam estar
ocorrendo em paralelo dentro da amigdala (Pitkdnen et al., 1997), e mais ainda, que processos
associativos envolvendo representacdes unimodais ou polimodais poderiam ocorrer em
diferentes nucleos amigdalares. Isso implicaria que diferentes circuitos intra-amigdalares
poderiam estar sendo usados no condicionamento de estimulos de diferentes modalidades.

Alguns estudos mostram que informagdes sobre um CS auditivo e um US aversivo
convergem em um mesmo neurdnio, no LA (Romanski et al., 1993). Ademais, registros
eletrofisiologicos da atividade neural do LA apoiam a idéia de que associagdes entre um CS
auditivo e um US aversivo ocorrem nessa regido da amigdala, em particular (Blair et al.,
2001, para revisdo). Quirk e colaboradores (1995) reportaram, através de registro neuronal
unitario, que o condicionamento classico aversivo a um som induz mudangas na atividade

neural do LA, ou seja, que a experiéncia com um CS auditivo leva a um aumento do padrdo
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de disparos de neurdnios nessa regido. Os autores, baseados em laténcias de disparo, sugerem
ainda que essa plasticidade neural no LA seria mediada por projecdes provenientes do tdlamo
(ntcleo geniculado medial) e ndo por aferenta¢do cortical (Quirk et al., 1997). Finalmente,
existem fortes evidéncias de que o condicionamento classico aversivo a um som induz LTP,
dependente de receptores NMDA, em neurénios do LA (ver Blair et al., 2001).

Animais também exibem respostas condicionadas de medo ao ambiente no qual sdo
submetidos ao condicionamento aversivo, € ndo s6 a um CS discreto associado ao evento
aversivo. A esse tipo de condicionamento da-se o nome de condicionamento aversivo ao
contexto. Diferentemente do condicionamento aversivo a um som, no qual a informagao sobre
um estimulo sonoro discreto parece atingir a amigdala (talvez particularmente o LA) através
de projecdes diretas do tdlamo e do cortex auditivo, acredita-se que o condicionamento
aversivo ao contexto requer a transmissdo, para a amigdala, de representagdes sobre uma
configurac¢do unificada de multiplos estimulos, possivelmente dependentes do funcionamento
da formagao hipocampal (ver Anagnostaras et al., 2001 e Maren , 2001).

O aprendizado sobre um contexto parece envolver a integragdo de uma multiplicidade
de estimulos elementares, de uma variedade de modalidades, em uma tnica representacao.
Por exemplo, apds o condicionamento a um contexto, as respostas condicionadas ndo sao
eliciadas por componentes tnicos do contexto, mas somente pela configuracdo completa dos
elementos (ver Pickens e Holland, 2004, para revisao). Ademais, se um animal recebe um
choque nas patas imediatamente depois que é colocado no aparelho de condicionamento,
posteriormente ele ndo exibira respostas condicionadas de medo aquele contexto — fenomeno
que leva o nome de prejuizo do choque imediato — o que nao ocorre no condicionamento
aversivo a um CS discreto. Segundo Fanselow (1990), a resposta condicionada de
congelamento aumenta linearmente com o aumento do intervalo entre a introdu¢do do animal
no aparelho de treino e a liberagdo do choque nas patas (até dois minutos). Além disso, a pré-
exposi¢ao ao contexto um dia antes do imediato condicionamento aversivo também resulta
em aumento da resposta condicionada de congelamento ao contexto (efeito de facilitagdo pela

pré-exposicdo ao contexto). E ainda, a pré-exposicdo a todos os elementos do contexto, em
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separado, nao melhora o condicionamento ao contexto (ver Rudy et al., 2004, para revisao).
Fanselow (1990) propds, entdo, que para que um ambiente ou contexto pudesse ser
condicionado aversivamente, seria necessario a formacdo de wuma representagdo
configuracional dos varios elementos do ambiente, a qual seria entdo associada com a
representacdo do US. Defendeu, ainda, que um certo periodo de tempo seria imprescindivel
para a construgao dessa representacao.

Nesse sentido, a aquisi¢ao do condicionamento classico aversivo ao contexto parece
também envolver o aprendizado configuracional sobre os multiplos elementos constituintes
do contexto em questdo. Existem fortes evidéncias de que a integridade funcional do
hipocampo ¢ critica para a aquisicdo e a consolidacdo de uma representacdo unificada de um
contexto (O’Keefe e Nadel, 1978; Nadel et al., 1985; Sutherland ¢ Rudy, 1989). Parece ser
esse o papel desempenhado pelo hipocampo durante o aprendizado do condicionamento
classico aversivo a um contexto, ao invés da formagao da associagdo entre o CS contextual e o
US, a qual, possivelmente, ¢ dependente da amigdala. Por exemplo, lesdo hipocampal
prejudica a aquisicdo do condicionamento aversivo ao contexto, mas nao ao som, quando €
realizada antes do treino (Phillips ¢ LeDoux, 1992; Kim et al., 1993; Young et al., 1994;
Maren e Fanselow, 1997; Maren et al., 1998; Selden et al., 1991) ou alguns dias depois do
treino (Kim e Fanselow, 1992; Anagnostaras et al., 1999). Ademais, enquanto lesdes
hipocampais realizadas antes do condicionamento ao contexto resultam em prejuizos
comportamentais moderados, lesdes produzidas apds o treino levam a profundos prejuizos das
respostas condicionadas. Isso sugere que durante o condicionamento, em animais normais,
multiplas representagdes elementares de um contexto competiriam com uma representaciao
unificada e configuracional do mesmo contexto pela associagdo com o US. E também indica
que animais com lesdes hipocampais utilizar-se-iam de representagdes elementares durante a
aquisi¢ado do condicionamento aversivo ao contexto; dai os prejuizos de desempenho
moderados quando o treino ocorre ap6s a lesdo (ver Anagnostaras et al., 2001).

Em um elegante trabalho de Anagnostaras e colaboradores (1999), envolvendo

investigagdo intra-sujeitos, ratos foram pré-expostos a um dado contexto e, apds 35 dias,
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receberam condicionamento aversivo a esse mesmo contexto € a um contexto totalmente
distinto. Subseqilientemente, os sujeitos foram submetidos a lesdo do hipocampo dorsal e,
entdo, testados quanto ao medo condicionado aos dois contextos diferentes.
Interessantemente, apesar do desempenho de ratos controles ndo ter diferido nos testes de
medo condicionado ao contexto pré-exposto e ao contexto nido pré-exposto, animais com
lesdes do hipocampo exibiram acentuado prejuizo na eliciagcdo de respostas condicionadas ao
contexto ndo pré-exposto, ¢ nenhuma perda significativa no teste realizado no contexto pré-
exposto. Portanto, parece que ratos lesados no hipocampo se beneficiaram da pré-exposi¢ao
ao contexto, 35 dias antes do treino de condicionamento, para o estabelecimento de
representacdes configuracionais sobre o contexto.

A representagdo contextual de um dado ambiente parece compartilhar propriedades
semelhantes com a representacdo configuracional que permeia algumas tarefas de
discriminagdo, tais como a discriminagdo de padrdo negativo (‘“negative patterning
discrimination”). Nessa tarefa comportamental, o sujeito deve aprender que respostas a um
estimulo discreto A (e.g., visual) ou a um estimulo discreto B (e.g., sonoro) sdo
recompensadas, enquanto que respostas aos estimulos A e B quando aparecem juntos, ndo sdo
reforgadas. Esse problema de discriminacdo ndo poderia ser resolvido por uma simples
somacdo das representagdes dos estimulos A e B, uma vez que essa estratégia levaria a
produgdo de respostas para a obtengdo do refor¢o, como na presenca de A ou B isolados.
Diferentemente, espera-se que seja formada uma representacdo Unica e configuracional sobre
AB, a qual, apesar de ser “composta” por A e B, ¢ diferente e pode ser discriminada de seus
constituintes individuais A e B (Sutherland e Rudy, 1989, Rudy e Sutherland, 1989; Rudy et
al., 1995).

Alguns estudos mostram que lesdo do hipocampo leva a um prejuizo de desempenho
na tarefa de discriminagdo de padrdo negativo (Sutherland e Rudy, 1989, Rudy e Sutherland,
1989; Rudy et al., 1995), apoiando a hipétese de que o hipocampo seria critico para a
formagdo de representagdes contextuais ou configuracionais. Por outro lado, a amigdala

parece ndo exercer qualquer papel na formacdo desse tipo de representagdo (Sutherland e
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McDonald, 1990), a nao ser, possivelmente, na modulacdo de um estado de alerta, o qual
favoreceria o processamento de informagdes sensoriais (uni € multimodais), na ocorréncia de
eventos de relevancia emocional (Phelps, 2004).

Com base nesses estudos, hipotetizamos que o LA pode estar envolvido especialmente
no condicionamento aversivo de estimulos discretos (ou unimodais), enquanto que o
condicionamento aversivo a um contexto (ou estimulacdo multimodal) poderia requerer o
funcionamento do BL, em particular.

Em contrapartida a grande quantidade de trabalhos que investigaram os efeitos de
lesdes relativamente extensas do BLA sobre a aquisicdo do medo condicionado, pouco se
sabe sobre os efeitos de lesdes restritas aos seus constituintes isoladamente (LA, BL e basal
acessorio - BM), tanto sobre o medo condicionado quanto sobre tarefas envolvendo
reforcamento apetitivo.

Recentemente, Nader e colaboradores (2001) objetivando elucidar a contribui¢cdo de
diferentes nucleos amigdalares para a aquisi¢do do medo condicionado a um estimulo sonoro,
verificaram que lesdes eletroliticas do LA ou do Ce resultaram em severos prejuizos na
eliciacdo de respostas condicionadas de congelamento a um CS auditivo; porém, lesdes
eletroliticas restritas ao BL, BM ou ao nucleo medial ndo produziram qualquer efeito sobre
esse condicionamento. Amoraphant e colaboradores (2000) descreveram resultados similares.
Entretanto, Goosens e Maren (2001) obtiveram resultados distintos; lesoes seletivas do LA,
do Ce, ou do BL em conjun¢do com o BM, resultaram em prejuizo de aquisi¢do do medo
condicionado, tanto auditivo quanto contextual. Entretanto, estes ultimos autores, a fim de
obter lesdes seletivas desses nucleos amigdalares, produziram grandes lesdes eletroliticas de
todo o complexo amigdalar em um hemisfério em associagdo a lesdes neurotoxicas seletivas
contralaterais em nucleos especificos da amigdala. A diferenca metodologica para a produgao
das lesdes seletivas nesses trabalhos pode ter causado as discrepancias nos resultados
comportamentais.

Por outro lado, Yaniv e colaboradores (2004) observaram que inativacao reversivel

do BL com lidocaina, 24 horas apds a fase de aquisi¢do do condicionamento aversivo, leva a
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um prejuizo de desempenho no teste de medo condicionado ao contexto, mas ndo ao som, em
concordancia com a hipdtese delineada acima.

Portanto, face aos sugestivos dados hodoldgicos e neurofisioldgicos sobre o possivel
envolvimento diferencial dos nucleos constituintes do BLA no condicionamento aversivo de
estimulos discretos ou contextuais, e diante do quadro pouco conclusivo a respeito dos efeitos
comportamentais resultantes de intervengdes, reversiveis ou irreversiveis, sobre essas
diferentes estruturas, um dos objetivos do presente trabalho foi exatamente avaliar os efeitos
de lesdes neurotoxicas e seletivas do BL sobre o desempenho de ratos na tarefa de
condicionamento classico aversivo a um estimulo sonoro e a um contexto. Lesdes
neurotdxicas pela aplicacdo multipla e topica de diminutas quantidades de neurotoxina, ao
contrario das eletroliticas, restringem-se aos neurdnios da estrutura em questdo, € nao
danificam fibras de passagem provenientes de outras dreas. Desta forma, diferentemente dos
trabalhos que investigaram a participacdo isolada dos diferentes nucleos do BLA sobre o
condicionamento aversivo, os quais empregaram lesdes eletroliticas ou inativagdes por uso de
lidocaina (que também age sobre fibras de passagem), o presente trabalho pretende restringir
os danos aos corpos celulares dos neurdnios do BL, em particular. Desta maneira, serd
possivel avaliar a participacdo desse nucleo amigdalar nos processos subjacentes ao medo
condicionado. E diante de todo esse contexto, hipotetizamos que a lesdo neurotoxica e seletiva
do BL levara ao prejuizo na aquisi¢do do medo condicionado ao contexto, mas ndo ao som, ao

tomarmos a resposta condicionada de congelamento como parametro de aprendizagem.

Contraste antecipatdrio de incentivo: seria a amigdala importante para a sua aquisi¢cdo?

O contraste de incentivo refere-se a exaltacdo da diferenca evidente entre
recompensas, quando elas sdo experienciadas sob contigiiidade temporal (Flaherty, 1982). Isto
¢, a exposicao a duas ou mais recompensas, apresentadas sob certa proximidade temporal,
leva o animal acentuar ou deprimir o comportamento que teria perante uma daquelas

recompensas se a mesma fosse apresentada isolada, ndo pareada com outra(s) recompensa(s)
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ou pareada com recompensa(s) de igual valor de incentivo. A acentuagdo ou a diminui¢ao do
comportamento perante uma das recompensas seria o reflexo da relativizacao, produzida pelo
animal, entre os valores de incentivo de cada recompensa experienciada.

Por exemplo, numa situacdo que recebeu o nome de contraste sucessivo negativo,
diferentes grupos de animais foram expostos por varios dias a solugdo de sacarina a uma
concentragdo de 0,15%. Subseqiientemente, numa fase de teste, cada grupo recebeu solugao
de sacarina em uma das seguintes concentragdes: 0,125%, 0,100%, 0,075% ou 0,05%. Grupos
controles correspondentes receberam essas Ultimas concentragdes tanto na fase de treino
quanto na fase de teste. Os grupos experimentais exibiram diminui¢do do consumo da solugao
de sacarina na fase de teste, e tal diminuicdo, que caracteriza o fenomeno de contraste de
incentivo sucessivo, variou em fun¢do da discrepancia das concentragdes no treino € no teste,
tornando-se significativa nas duas maiores diferencas de concentragdo, ou seja, quando as
concentragdes no teste foram de 0,075% e de 0,05% (Flaherty ¢ Rowan, 1986). Portanto,
nessa situagdo, pareceu ter ocorrido relativizacao do valor de incentivo das recompensas, uma
vez que as diferengas no comportamento consumatorio apareceram em fungdo da disparidade
entre os valores das recompensas experienciadas.

Usando um delineamento experimental distinto, Flaherty e Checke (1982) mostraram
que animais expostos diariamente a solugdo de sacarina 0,15% seguida de sacarose 32%,
reduzem o consumo da solu¢do de sacarina em comparagdo com animais controles, que
receberam sacarina 0,15% seguida também de sacarina 0,15%; estes Gltimos exibem aumento
no consumo de sacarina, ao longo dos dias de treino, em fun¢do da familiaridade com tal
solugdo. Essa reducdo relativa do consumo da solucdo de sacarina, quando seguida de
sacarose, consiste no efeito de contraste antecipatorio de incentivo.

Assim, o fendmeno de contraste antecipatdrio de incentivo ¢ evidenciado quando o
animal experiencia diariamente uma recompensa de determinado valor de incentivo seguido
por outra de valor de incentivo superior, com um pequeno intervalo de tempo entre suas
apresentacoes. Acredita-se que o efeito de contraste antecipatorio dependa da antecipacdo da

pendéncia do estimulo preferido, sinalizada pela apresentagao do primeiro estimulo.



51

Como a resposta de contraste antecipatorio desenvolve-se lentamente, ao longo de
varias sessoes de treino, e como o intervalo de tempo entre a apresentagdo pareada da
primeira e da segunda recompensas deve ser pequeno para o desenvolvimento do efeito de
contraste, ¢ de se supdr que processos associativos sirvam de substrato para este tipo de
contraste (Flaherty ¢ Rowan, 1986). Além disso, drogas ansioliticas, que afetam o contraste
sucessivo negativo, ndo interferem no efeito de contraste antecipatorio (Flaherty, 1996),
sugerindo que fatores como ansiedade e frustragdo ndo estdo envolvidos na génese desse
fendmeno.

Tanto o contraste sucessivo quanto o contraste antecipatério parecem envolver
memoria e antecipagdo, porém, em diferentes instdncias. No teste de contraste sucessivo
negativo, o animal experiencia um mesmo estimulo sob um padrio regular de apresentagio.
Ao tomar contato com um estimulo novo, compararia o conteido de sua memoria com o
estimulo presente, de menor valor de incentivo. Esta comparagdo poderia resultar num efeito
de frustracdo, o que levaria a um menor consumo. O conceito de frustragdo, no entanto,
implica em antecipagdo, isto €, o animal, tendo a expectativa da ocorréncia do evento outrora
experienciado, constataria a ocorréncia de um evento “pior”, e entdo consumiria menos.

Na situacdo de contraste antecipatdrio, a geragdo de previsdes com base em memoria
sobre regularidades passadas também ¢ possivel, porém, de maneira diferente. O evento
regular a ser arquivado na memoria refere-se a relagcdo de contingéncia entre os estimulos, isto
¢, a apresentagdo do primeiro estimulo segue-se um outro, de maior valor de incentivo.
Assim, a presenga do primeiro estimulo, como no condicionamento Pavloviano, informa
sobre a pendéncia do segundo estimulo. Tendo, este ultimo, maior valor de incentivo, o
animal evita o primeiro estimulo.

Portanto, embora os fendmenos de contraste sucessivo e de contraste antecipatdrio
envolvam memoria e, supostamente antecipacdo, este ultimo processo parece inequivoco
apenas na situagdo de contraste antecipatorio. Isto ¢é, o efeito de contraste sucessivo pode ser
produzido pela comparacdo do estimulo novo com o conteudo da memoria do animal, que

pode levar a expectativa da ocorréncia do estimulo original. Por outro lado, o efeito de
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contraste antecipatorio ¢ produzido, diretamente, pela antecipagdo, também com base em
memoria, da ocorréncia do segundo estimulo quando da presenca do primeiro.

O efeito de contraste antecipatdrio também ¢é baseado na relativizagdo dos valores de
incentivo das diferentes recompensas, € conseqiientemente, na preferéncia relativa a segunda
recompensa quando comparada a primeira. Flaherty e Rowan (1986) ofereceram, a diferentes
grupos de animais, sacarina em diferentes concentragdes como primeira solu¢do e mantiveram
constante a concentra¢do da segunda solugdo, também de sacarina e sempre de concentragiao
superior a primeira. Os autores constataram que o grau de supressdao do consumo da primeira
solucdo dependia do nivel de disparidade entre as concentracdes da primeira e segunda
solucdes. Ou seja, quanto maior a diferenga de concentra¢do entre a primeira e a segunda
solugdes, maior era a supressao do consumo da primeira solugao.

Uma das interpretagdes mais aceitas sobre o fendmeno de contraste antecipatorio de
incentivo sugere que, o efeito de contraste, nesta situagdo, resulta da aprendizagem da
antecipacdo da pendéncia do segundo estimulo, o qual ¢ preferido em relacdo ao primeiro.
Assim, os animais comparariam o estimulo corrente com a representagdo do estimulo
preferido que ird ocorrer em seguida (Flaherty e Rowan, 1985). Entretanto, esse fendmento
comportamental poderia ser interpretado como um caso particular de contraste sucessivo. Isto
¢, como o contraste antecipatdrio depende do pareamento das duas recompensas ao longo de
varios dias, ¢ possivel pensar que os animais comparariam a sacarina recebida a cada dia com
a memoria da sacarose recebida no dia anterior. No entanto, essa idéia foi logo refutada,
através de um engenhoso experimento idealizado por Flaherty e Rowan (1985). Um mesmo
conjunto de animais foi treinado sob duas condi¢des de pareamento em dias alternados:
sacarina-sacarina e sacarina-sacarose, sendo cada condi¢do antecedida por um estimulo
discriminativo. As previsdes geradas pelas interpretacdes de contraste sucessivo e contraste
antecipatorio a este arranjo experimental intra-sujeitos eram distintas, o que permitia,
portanto, avaliar qual interpretacdo melhor explica o fendomeno original. Se o efeito de
contraste fosse baseado na lembranga de ter recebido sacarose no dia anterior, portanto, um

fendmeno de contraste sucessivo negativo, o consumo de sacarina seria suprimido nos dias de
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condi¢do sacarina-sacarina, porque ¢ nesta condicdo que o animal tem a possibilidade de
provar a mudanga de um dado estimulo (no caso, a sacarose recebida no dia anterior) para um
outro de menor valor de incentivo (no caso, a sacarina oferecida no momento corrente). Por
outro lado, se o efeito de contraste fosse resultado da efetiva antecipagdo diaria da solugdo
preferida, portanto um fendmeno de contraste antecipatério, o consumo de sacarina seria
suprimido nos dias de condi¢do sacarina-sacarose, pois € nesta condi¢do que o animal
experiencia dois estimulos diferentes pareados, e pode refrear o consumo da primeira solugao
devido a antecipac¢do do futuro oferecimento da solucdo preferida; além disso, a resposta a
esta condicdo exclui a possibilidade de contraste sucessivo pelo fato de a ultima solugdo
apresentada no dia anterior também ter sido sacarina. De fato, os resultados experimentais
foram inequivocos: o efeito de contraste nesta situagcdo experimental decorre de antecipagdo e
nao da lembranca sobre a solucao recebida 24 horas antes.

Essa comparagdo diaria de um estimulo corrente com a representacdo de um outro,
preferido, que ocorrerd logo em seguida, pode resultar em trés processos diferentes: (1)
desvalorizagdo do primeiro estimulo, (2) produgdo de resposta a pendéncia do segundo
estimulo, a qual compete com a resposta ao primeiro, ou (3) inibigdo da resposta ao primeiro
estimulo.

A interpretacdo de desvalorizag¢do foi testada por Flaherty e colaboradores (1995)
através de experimentos intra-sujeitos, onde as solug¢des de sacarina 0,15% que antecediam a
solucdo de sacarose 32% e a de sacarina 0,15% eram sinalizadas por pistas distintas. Apds o
desenvolvimento do efeito de contraste antecipatdrio, aplicou-se um teste de preferéncia, o
qual consistia em apresentar duas solugdes de sacarina sinalizadas por estas pistas. No
entanto, nao foi observada qualquer diminui¢do do consumo da sacarina sinalizada pela pista
que indicava a pendéncia da sacarose, em comparagdo com a outra solucdo de sacarina. Ou
seja, ndo foi constatado qualquer indicio de desvalorizagdo da sacarina que antecedia a
solucado preferida.

Por outro lado, quando as apresentacdes da primeira e da segunda solugdes sao dadas

em locais diferentes, aproximagdes freqiientes do local de ocorréncia da solugdo preferida



54

poderiam ser as responsaveis pela diminui¢do do consumo da primeira solugdo. No entanto,
Flaherty e Checke (1982) mostraram que o efeito de contraste antecipatorio ocorre mesmo
quando as duas solugdes sdo apresentadas num mesmo local do aparelho, indicando que a
competicdo de respostas ndo ¢ o fator fundamental para o desenvolvimento do contraste
antecipatorio de incentivo.

A interpretacdo de inibi¢do de resposta ao primeiro estimulo, mesmo sendo ele
agradavel para o animal, é a que parece ser a mais aceita. Manipulando diferentes
concentragdes de solucdes de sacarina e de sacarose apresentadas como primeira solucao,
antecedendo uma solucdo de sacarose 32%, foi observado que, nos casos em que a primeira
solucdo consistia de sacarina 0,15% ou de sacarose 2%, isto €, nas situagoes onde ocorriam 0s
maiores efeitos de contraste, também ocorriam os maiores indices de consumo da segunda
solugdo (ver Flaherty, 1996). Este resultado apoia a interpretacdo de inibicdo da resposta ao
primeiro estimulo porque o aumento do consumo da segunda solu¢do pode tratar-se de um
“efeito rebote”, caracteristico de um processo de inibicdo comportamental.

Outro aspecto tedrico importante para o contraste antecipatdrio refere-se a possivel
implicagdo de uma contingéncia instrumental durante o desempenho da tarefa. No entanto, se
uma aprendizagem instrumental permeasse esse fendmento, esperar-se-ia encontrar um efeito
reforgador da solucdo preferida sobre a primeira solugdo, e conseqiientemente, o consumo da
primeira solugdo seria aumentado em relagdo a condigdo controle. E isso ndo é o que
realmente ocorre. Ademais, se o modelo experimental de contraste antecipatorio envolvesse
aprendizagem instrumental, o aumento da disparidade entre os valores de incentivo das duas
recompensas refletir-se-ia no aumento do efeito reforcador da segunda solugdo em relagdo a
primeira, resultando num aumento do consumo da primeira solu¢ao. Todavia, também ndo é o
que se verifica sob estas condigdes experimentais (Flaherty e Grigson, 1988).

Portanto, a aprendizagem associativa, a capacidade de discriminacdo e a relativizacao
dos valores de incentivo sdo fundamentais para a producdo do efeito de contraste
antecipatorio. Naturalmente, estes processos antecedem qualquer tipo de previsdo, ja que a

antecipagdo requer reconstrucdo representacional do evento regular, a qual s6 pode ser
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realizada com base nesses ultimos mecanismos. Entdo, a geracao de previsdo com base em
memoria sobre as regularidades passadas ocorreria a cada sessdo do teste, quando o animal
experiencia a primeira recompensa e/ou quando é exposto ao contexto experimental. Isto ¢, a
presenca desses estimulos evocaria a representagdo da segunda recompensa, que ¢ preferida.
A comparacao do valor do estimulo corrente com o valor de incentivo do estimulo preferido
produziria, entdo, uma resposta de inibicdo a este estimulo e/ou comportamentos que
competiriam com a resposta favoravel a ele. O resultado da antecipagdo da pendéncia do
estimulo preferido, promoveria, entdo, a diminuicao da resposta a primeira recompensa, 0 que

consiste no efeito de contraste antecipatorio (ver Flaherty, 1996 para revisao).

A tarefa de contraste antecipatorio de incentivo, entdo, compartilha algumas
caracteristicas com o condicionamento Pavloviano, j4 que ambas as tarefas requerem o
aprendizado e memoria sobre a contigiiidade e contingéncia entre um determinado estimulo e
um segundo estimulo, de forma que o primeiro informa sobre a pendéncia do estimulo
seguinte. No entanto, no caso do condicionamento Pavloviano, o primeiro estimulo (CS)
inicialmente tem valor neutro, ao passo que o outro estimulo (US) apresenta relevancia
motivacional intrinseca, ou em outras palavras, significado emocional. Com o treino, sugere-
se que o CS passa acessar a representacdo (incluindo a do valor de incentivo) do US. No
contraste antecipatorio, por outro lado, ambos os estimulos possuem valor refor¢ador
intrinsico e a associagdo temporal entre eles leva a supressao do consumo da primeira solugao,
uma vez que ela indica a pendéncia de um estimulo preferido, ou seja, com maior valor de
incentivo.

Pode-se pensar, entdo, que durante o desempenho na tarefa de contraste antecipatorio,
determinados estimulos exerceriam a func¢do de estimulos condicionados, através dos quais o
animal seria capaz de evocar a representacdo emocional da recompensa que ocorrera num
futuro proximo. A representagdo emocional da segunda recompensa, evocada por um CS,
seria entdo comparada com o valor corrente da primeira recompensa, levando a supressao do

seu consumo, uma vez que o valor de incentivo do evento pendente ¢ maior que o do estimulo
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corrente. O contexto experimental ou mesmo a propria primeira recompensa per se poderiam
exercer a fungdo de CS.

Esta idéia recebe de alguns experimentos que usam uma situacdo de contraste
antecipatorio ndo-consumatorio, onde os sujeitos tinham experiéncia com duas condi¢des de
treino envolvendo multiplos esquemas de refor¢amento, A-X e B-Y, sendo cada componente
sinalizado por diferentes estimulos discriminativos. O mesmo esquema de reforcamento era
empregado durante A e B, porém cada um deles era seguido por esquemas distintos: X ou Y,
onde X compreendia um esquema de extingdo, € Y, um esquema no qual ocorria uma taxa
maior de reforgamento. Apesar de a taxa de respostas em A ser maior do que em B quando as
duas condigdes eram apresentadas isoladamente, a taxa de respostas em B tornou-se maior do
que em A quando os animais tiveram a oportunidade de escolha de trabalharem em A ou em
B (ver Williams, 2002, para revisdo). Uma interpretagdo plausivel para esses resultados seria
de que as pistas que indicavam a pendéncia do melhor esquema foram capazes de servir como
reforcadores condicionados mais poderosos, levando a uma taxa de respostas maior no
esquema correspondente.

Além do mais, numa situacdo de contraste antecipatorio consumatorio onde a primeira
e a segunda solugdes sdo apresentadas em locais diferentes do aparelho de teste, os animais
exibem respostas de aproximacdo ao local de apresentacdo da segunda solucdo preferida
durante o periodo de oferecimento da primeira solugdo (ver Flaherty, 1996). Essas respostas
poderiam ser consideradas como condicionadas, eliciadas por um CS que informa sobre a
pendéncia do evento preferido, ja que ocorrem durante a fase de apresentacdo da primeira
solucdo e, portanto, na auséncia do segundo evento, e também porque ocorrem somente
quando a solug¢do pendente apresenta o maior valor de incentivo.

Assim, diante desse contexto, ¢ possivel hipotetizar que o contraste antecipatorio pode
envolver o aprendizado de associag¢des do tipo estimulo-reforco. Isso facultaria a um estimulo,
ou conjunto de estimulos, a capacidade de evocar a representacdo emocional da recompensa
pendente, a qual por sua vez, seria entdo comparada com a representacdo da recompensa

corrente, tornando assim possivel, a supressdo do comportamento consumatério da primeira
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recompensa diante da eminéncia do evento preferido, ou seja, o efeito de contraste
antecipatorio de incentivo.

E ¢é com base nesta idéia que o presente trabalho se propde a avaliar se a aquisi¢ao do
efeito de contraste antecipatorio de incentivo depende do estabelecimento de associagdes do
tipo estimulo-refor¢o. E mais ainda, investigar os efeitos de lesdes neurotoxicas e seletivas
do BL sobre esse fendmeno comportamental. Caso se confirme que o contraste antecipatdrio
envolve esse tipo de aprendizagem, e sendo essa estrutura provavel sitio de plasticidade
neural subjacente a aquisicao de associagdes estimulo-reforco, ¢ de se esperar que dano nessa
area levaria ao prejuizo de aquisi¢ao do efeito de contraste antecipatorio.

Se o valor de incentivo da solugdo preferida fosse diminuido ap6s o estabelecimento
normal do efeito de contraste antecipatorio, seria possivel avaliar o envolvimento de
associagdes do tipo estimulo-refor¢co no desempenho da tarefa de contraste. Ou seja, se o
aprendizado desse tipo de associagdo for fundamental para o efeito de contraste antecipatorio
ocorrer, esperamos que ratos normais exibam uma reducdo do efeito de contraste apos a
desvaloriza¢dao da solucdo preferida (por injecdo de LiCl, i.p.), uma vez que esta solugdo
passaria a exibir menor valor de incentivo. E mais ainda, poderemos avaliar se ratos com
lesdo seletiva do BL exibirdo prejuizo especifico quanto a esse tipo de aprendizagem. Se os
ratos lesados forem incapazes de acessar o valor de incentivo corrente da solugdo antes
preferida, deverdo manter inalterado o efeito de contraste.

Ademais, diante das fortes evidéncias de que o BL participaria do aprendizado de
associagdes estimulo-refor¢co em fungdo da natureza sensorial do estimulo, ou seja, que o BL
seria importante para o estabelecimento de associagdes entre estimulos contextuais (ou
representacdes configuracionais) e o valor de incentivo de um segundo estimulo, mas ndo em
se tratando de estimulos discretos (ou representagdes elementais), parece fundamental
controlar a natureza sensorial dos estimulos que funcionariam como pistas no teste de
contraste antecipatdrio intra-sujeitos envolvendo desvalorizacdo da solucdo preferida. Ou seja,
se de fato ratos com lesdo do BL forem capazes de desempenhar a tarefa de contraste através

da formacdo de associacdes entre pistas discretas e o valor de incentivo da segunda solucao,
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serd essencial que controlemos essa variavel. Portanto, dividiremos os grupos dos animais
lesados no BL e controle-operados em sub-grupos de forma que metade dos sujeitos recebera
um conjunto de pistas que permitira uma estratégia de discriminacdo elemental das condigdes
experimentais (sacarina-sacarina ou sacarina-sacarose), € a outra metade receberd um
conjunto de pistas arranjadas de forma a requerir uma estratégia de discriminagdo
configuracional das condic¢des de treino. De acordo com a nossa interpretacdo, esperamos que,
diferentemente dos controle-operados, ratos com lesdo do BL mantenham inalterado o efeito
de contraste apds a desvalorizagdo da sacarose somente quando a tarefa envolver a
representacao configuracional, mas ndo elemental, das pistas discriminativas.

A situacao de contraste envolvendo a discriminacao elemental das condi¢des de treino
sera associada a um “arranjo elemental” das pistas, onde a presenca de uma pista sonora ou
uma pista visual (dependendo do grupo) sinalizard a condi¢gdo A (e.g., sacarina-sacarina),
enquanto que a auséncia dessas pistas indicard a condi¢do B (e.g., sacarina-sacarose). Ja a
situacdo de contraste envolvendo a discriminagdo configuracional das condi¢gdes de treino sera
associada a um “arranjo configuracional” das pistas, onde a pista sonora e a pista visual,
quando apresentadas sozinhas, sinalizardo a condicdo A, enquanto que quando apresentadas
em conjunto, sinalizardo a outra condi¢do. Essas condigdes experimentais serdo, certamente,
contrabalanceadas dentro de diferentes grupos.

Assim, parece razoavel pensar que, ao se submeter os animais lesados no BL a essa
situagdo comportamental, com o devido controle de todas essas varidveis, poder-se-a avaliar
de uma forma mais assertiva, se de fato, (1) a tarefa de contraste antecipatdrio de incentivo
envolve um mecanismo de aprendizagem de associagdo do tipo estimulo-refor¢o; (2) o
funcionamento do BL ¢ importante durante o desempenho na tarefa de contraste por esse
nucleo participar da formacdo de associagdes estimulo-reforco quando o estimulo em questdo
envolve representa¢ao configuracional, mas ndo elemental.

A realizacdo dos experimentos propostos permitira avaliar se o BL participaria do
processamento de representacdes configuracionais de estimulos, mas ndo elementais, no que

se refere as associagdes do tipo estimulo-reforgo, tanto em uma tarefa apetitiva quanto em
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outra aversiva. E além disso, contribuira para a avaliacao da implicacao dos diferentes nticleos
do BLA em processamentos paralelos de representacdes de estimulos com diferentes

dimensdes sensoriais envolvendo o estabelecimento de associagdes estimulo-reforgo.
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2. Objetivos
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O presente trabalho teve por objetivo avaliar o possivel envolvimento diferencial do
nucleo basal da amigdala sobre a aprendizagem de associa¢des estimulo-reforco quando a
representacdo do estimulo em questdo ¢ elemental (ou discreta) ou configuracional (ou
contextual). Para tanto, o trabalho avaliou os efeitos de lesdes neurotdxicas e seletivas do
nucleo basal da amigdala sobre 1) a aquisi¢do do medo condicionado ao som e ao contexto; 2)
a aquisi¢do da tarefa de contraste antecipatdrio de incentivo em uma versao inter-sujeitos; e 3)
a aquisi¢do da tarefa de contraste antecipatorio de incentivo em uma versdo intra-sujeitos
envolvendo discriminagdo configuracional ou elemental das condi¢des de treino. Ademais,
diferentemente do condicionamento classico aversivo, onde parece claro a aprendizagem de
associagdes estimulo-refor¢o, ndo € certo que esse tipo de processo se faz necessario durante o
desempenho na tarefa de contraste antecipatério de incentivo. Portanto, o trabalho também
teve por objetivo avaliar se a aquisicdo do efeito de contraste antecipatdrio de incentivo, de

fato, envolve associacoes estimulo-reforgo.
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3. Experimento 1
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EXPERIMENTO 1.

Efeitos da lesdo seletiva e excitotoxica do BL sobre o desempenho de ratos numa tarefa

de condicionamento classico aversivo ao som e ao contexto

Baseado em estudos hodolégicos e neurofisioldgicos, € possivel hipotetizar que os
nucleos BL e LA, constituintes do BLA, estariam envolvidos no processamento de distintas
dimensdes sensoriais de um estimulo ou conjunto de estimulos no estabelecimento de
associagoes do tipo estimulo-refor¢o — o BL participaria do processamento de representagdes
configuracionais (ou contextuais) de um estimulo, ¢ o LA do processamento de
representacoes elementais (ou discretas). Neste sentido, o objetivo deste experimento foi
avaliar os efeitos da lesdo seletiva e neurotéxica do BL sobre o desempenho de ratos nos
testes de medo condicionado ao som e ao contexto. Diante da hipdtese delineada acima, seria
natural pensar que danos restritos ao BL resultariam em prejuizo de desempenho na tarefa de
condicionamento cldssico aversivo ao contexto, mas nao ao som, exatamente pelo fato de a
primeira envolver o aprendizado de associacdes entre a representagdo contextual de um
conjunto de estimulos e o valor afetivo de um evento aversivo, ¢ a ultima envolver este

mesmo tipo de associa¢des em se tratando de um estimulo discreto.

3.1. MATERIAIS E METODOS

3.1.1. Cirurgias-piloto para o estabelecimento das coordenadas estereotaxicas para a

producao de lesdes seletivas e excitotoxicas do BL

Sujeitos
Foram utilizados no total 44 ratos Wistar, machos, provenientes do Centro de

Desenvolvimento de  Modelos  Experimentais para  Medicina e  Biologia

(CEDEME/UNIFESP), com idade de aproximadamente trés meses. Grupos de até trés
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animais foram mantidos em gaiolas de plastico, em ambiente sob temperatura em torno de

22°C, e ciclo luz/escuro de 12 horas (luz das 7h00min as 19h00min).

Procedimento Cirurgico

Foram realizadas cirurgias-piloto objetivando estabelecer as coordenadas
estereotaxicas ideais para a produgdo de lesdes seletivas do BL por injecdo multipla e topica
de acido iboténico (10 mg/ml em tampao fosfato-salina, com pH 7,4). As cirurgias-piloto
diferiram entre si pelas coordenadas estereotaxicas empregadas. Ao final de cada cirurgia-
piloto seguia-se o processamento histologico (ver adiante) dos encéfalos dos animais
utilizados e a avaliagdo histologica da localizacdo e da dimensao das lesdes produzidas.

A etapa inicial do procedimento cirurgico para producdo de lesdo seletiva por injecao
multipla e topica de acido iboténico consistia em fixar o animal no aparelho estereotéxico,
depois de anestesiado com equitesina (0,3 ml/100 g de peso do animal). Logo em seguida, era
efetuada uma incisdo longitudinal da pele sobre o cranio. As bordas da pele eram rebatidas e o
periésteo removido. Entdo, efetuava-se a abertura do cranio, com o auxilio de uma broca
odontologica e um escareador, de tamanho suficiente para a passagem da micropipeta que
permitia realizar a inje¢do da neurotoxina nos pontos almejados.

A droga era injetada através de uma micropipeta de vidro estirado, com didmetro
externo de aproximadamente 160 um, colada a agulha de uma microseringa Hamilton (5 pul).
Procedimentos usuais de estereotaxia eram empregados. O ponto zero em relagdo as
coordenadas médio-laterais era tomado a partir do ponto mediano do seio sagital; o ponto zero
em relacdo as coordenadas antero-posteriores era tomado através de uma "correcdo" do
bregma, ou seja, através do cruzamento do ponto zero médio-lateral com a linha reta que
passa pelos pontos medianos de cada uma das suturas coronais; e finalmente o ponto zero
dorso-ventral era tomado na dura-mater em cada ponto de injecdo. As coordenadas
estereotaxicas empregadas para a aplicacdo da neurotoxina no BL diferiram entre cada teste
piloto realizado. Apds o posicionamento da micropipeta em cada sitio de injecdo, era injetado

um volume de acido iboténico que variou entre 0,02 e 0,03 pl, dependendo do teste.
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Terminada cada inje¢dao da neurotoxina, a micropipeta era mantida na mesma posi¢ao por 2
minutos para evitar refluxo do volume injetado, e a superficie cortical exposta era lavada com
solugdo fisiolodgica para minimizar danos. Terminadas as inje¢des, as bordas da pele eram,
entdo, suturadas.

As coordenadas estereotaxicas que produziram as melhores lesdes foram as seguintes:
(1) -2,0 AP; -4,6 ML; -7,6 DV; (2) -2,5 AP; -4,7 ML; -7,7 DV; (3) -2,9 AP; -4,7 ML; -7,8
DV; (4) -2,0 AP; +5,3 ML; -7,4 DV; (5) -2,5 AP; +5,4 ML; -7,5 DV; (6) -2,9 AP; +5,4 ML; -

7,6 DV; com injecao de 0,03 ul de acido iboténico em cada ponto de inje¢ao.

Processamento Histologico

No dia seguinte a realizacdo de cada cirurgia-piloto realizava-se o processamento
histolégico dos encéfalos dos animais.

Os animais eram anestesiados profundamente com éter sulfurico e seus encéfalos
removidos das caixas cranianas. Os encéfalos eram, entdo, imediatamente congelados, e
seccoes frontais eram tomadas no nivel da amigdala, cada uma com 30 um de espessura, a
intervalos de 150 um. Posteriormente, as seccdes eram coradas com violeta de cresila, para a
evidenciacao dos corpusculos de Nissl, e conseqiientemente, para a avaliacao da localizacdo e

da extensao das perdas celulares produzidas pelas injecdes neurotoxicas.

3.1.2. Cirurgias para a producéo de lesdes seletivas e excitotoxicas do BL

Sujeitos

Foram utilizados 52 ratos machos Wistar procedentes do Centro de Desenvolvimento
de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia (CEDEME/UNIFESP), com idade de
aproximadamente trés meses. Grupos de até trés animais foram mantidos em gaiolas de
plastico, em ambiente sob temperatura em torno de 22°C, e ciclo luz/escuro de 12 horas (luz

das 7h00min as 19h00min).
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Procedimento Cirargico

O procedimento cirirgico anteriormente descrito para as cirurgias-piloto foi o mesmo
utilizado nesta etapa. Foram empregadas as coordenadas estereotdxicas que produziram as
melhores lesdes seletivas do BL nas cirurgias-piloto, descritas acima. Aplicou-se 0,03 pl de
acido iboténico em cada ponto de injecao.

Os animais controles foram submetidos ao mesmo tratamento cirargico, porém
receberam inje¢do de tampao fosfato-salina ao invés do 4cido iboténico.

No total, foram operados 52 animais, dentre os quais 30 pertenciam ao grupo dos
lesados (BL) e os 22 restantes ao grupo dos controle-operados (SHAM). Dos 52 ratos
operados, seis morreram antes da conclusdo de todas as tarefas comportamentais. Os 46 ratos
restantes passaram por todos os testes comportamentais e pertenciam a dois grupos distintos:

25 ao grupo BL, e 21 ao grupo SHAM.

3.1.3. Condicionamento Classico Aversivo

Treino de Condicionamento Classico Aversivo

O aparelho utilizado no treino de condicionamento classico aversivo (Figura 2)
consistiu de uma tipica caixa de esquiva inibitoria, a qual compreendeu dois compartimentos
de acrilico de dimensdes 30 x 28 x 40 cm, conectados por uma portinhola do tipo “guilhotina”
de 10 x 10 cm distante 10 cm das paredes laterais. Um dos compartimentos tinha paredes
brancas (compartimento A), enquanto o outro compartimento possuia duas paredes pretas
(paredes laterais) e duas paredes brancas com figuras geométricas pretas (paredes anterior e
posterior; compartimento B). O assoalho do aparelho consistia de barras de aco de 0,32 cm de
diametro distando cerca de 1,5 cm entre si. As barras de ago do assoalho do compartimento B

”2

eram conectadas a um gerador de choque sem “scrambler”. As paredes do compartimento B

foram instaladas trés caixas de som, as quais, quando acionadas por computador, liberavam
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um som de 550 Hz e 80 dB. O treino de condicionamento aversivo foi conduzido somente no
compartimento B da caixa, o qual era fechado por uma tampa, onde encontrava-se um orificio
através do qual todo o procedimento era filmado por uma camera de video ligada a um video
cassete e a uma televisdo, sendo possivel, entdo, a gravacdo do treinamento de cada animal.

Para o treinamento dos animais na situagdo de condicionamento classico aversivo,
dividimos os animais submetidos aos diferentes tratamentos cirirgicos em dois sub-grupos
distintos: um grupo recebeu pareamento de som com choque (grupos CHQ), enquanto o outro
grupo recebeu estimulagio sonora na auséncia de choque (grupos N-CHQ). Como os animais
também haviam sido divididos quanto ao tipo de cirurgia empregada (grupo BL e grupo
SHAM), passaram a existir 4 grupos de animais: animais lesados que receberam choque
(grupo BL/CHQ; N = 14), animais lesados que ndo receberam choque (grupo BL/N-CHQ; N
= 11), animais controle-operados que receberam choque (grupo SHAM/CHQ; N = 12) e
animais controle-operados que nio receberam choque (grupo SHAM/N-CHQ; N =9).

Cada animal foi submetido ao treino na tarefa de condicionamento classico aversivo
10 dias apo6s a realizagdo do procedimento cirargico.

Cada sujeito do grupo CHQ era inicialmente retirado individualmente de sua gaiola no
biotério, colocado em uma outra gaiola e transportado para a sala de experimentagdo. Em
seguida, o rato era introduzido no compartimento B do aparelho. Passados dois minutos, o
animal recebia o primeiro pareamento som-choque, tendo o som duragdo de cinco segundos, e
o choque sendo liberado durante o Gltimo segundo da apresentacdo do som (som: 5 s, 550 Hz,
80 dB; choque: 1 s, 1 mA). Foram administrados cinco pareamentos de som e choque, com
intervalos de 30 segundos entre eles. Apos o ultimo pareamento, aguardava-se 30 segundos
para a retirada do animal do aparelho. Findo o treinamento, o animal era transportado de volta
para a sua gaiola. O treino na situagdo de condicionamento classico aversivo tinha, portanto,
duragdo total de quatro minutos e meio. O mesmo procedimento foi empregado com os
animais do grupo N-CHQ, com a tinica diferenca de que nio recebiam choque em nenhum

momento do treino.

% No sistema de geragdo de choques sem “scrambler” utilizado neste experimento, as barras de ago do assoalho
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Figura 2. Fotografias do aparelho utilizado no treino da tarefa de condicionamento classico aversivo

e no teste de medo condicionado ao contexto.

Teste de Medo Condicionado ao Contexto

O teste de medo condicionado ao contexto foi executado no mesmo aparelho utilizado
para o treino de condicionamento aversivo (Figura 2), descrito acima.

Todos os animais foram submetidos ao teste de condicionamento aversivo ao contexto
24 horas apds o treino. O procedimento de teste consistia em, inicialmente, transportar o
animal individualmente da sua gaiola para a sala de experimenta¢ao. Em seguida, o animal
era introduzido no compartimento B do aparelho, onde permanecia por um periodo de quatro
minutos; nenhum estimulo sonoro nem tampouco o choque eram apresentados ao animal.
Findo esse periodo, o animal era retirado do aparelho experimental e transportado de volta a
sua gaiola. A sessao do teste foi filmada e gravada em fitas de video.

A duracdo das respostas de congelamento foi medida durante o teste de

condicionamento aversivo ao contexto, e analisada em quatro blocos de um minuto.

vizinhas tinham polaridades diferentes e fixas ao longo de todo o tempo de duragio do choque.
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Teste de Medo Condicionado ao Som

O teste de medo condicionado ao som foi realizado em uma sala experimental
diferente da sala onde foram realizados o treino e o teste de condicionamento ao contexto.
Ademais, o aparelho de teste (Figura 3) também foi diferente, consistindo de um cilindro de
acrilico cinza, de 40 cm de altura e 37 cm de didmetro. Diferentemente do aparelho de treino,
o assoalho ndo possuia grades metélicas, mas era de acrilico preto. Trés caixas de som foram
conectadas a parede do aparelho, de modo que quando acionadas por computador, produziam
um som idéntico (550 Hz, 80 dB, 5s) ao empregado durante o treino de condicionamento

aversivo.

Figura 3. Fotografias do aparelho utilizado no teste de medo condicionado

ao som.

Todos os animais foram submetidos ao teste de condicionamento aversivo ao som
apos 24 horas da realizagao do teste de condicionamento ao contexto, e portanto, 48 horas
apos o treino. Depois de ter sido transportado individualmente para a sala de experimentagao,

o animal era introduzido ao aparelho, onde, apos trés minutos, iniciava-se cinco apresentagdes



70

do som, cada qual por um periodo de cinco segundos, com intervalos de 30 segundos entre
elas. O animal permanecia no aparelho até o término do oitavo minuto, quando entdo, era
retirado e transportado de volta a gaiola. Em nenhum momento o choque era apresentado ao
animal. A sessdo do teste foi filmada e gravada em fitas de video.

A duragdo das respostas de congelamento foi medida durante o teste de
condicionamento aversivo ao som, e¢ analisada posteriormente em oito blocos de um minuto

cada.

3.1.4. Processamento Histoldgico

Ao término das tarefas comportamentais, os animais foram sacrificados e seus
encéfalos processados histologicamente. Os animais foram anestesiados profundamente com
equitesina, perfundidos com 200 ml de solucgdo salina seguida por mais 200 ml de formalina-
salina 10%, e seus encéfalos, entdo, removidos das caixas cranianas. Em seguida, os encéfalos
receberam tratamento para a inclusdo em parafina. Secc¢des coronais de 10 um de espessura
foram tomadas a intervalos de 100 um no nivel da amigdala, e posteriormente foram coradas
com Violeta de Cresila, para a evidenciacdo de corpusculos de Nissl. Seguiu-se, entdo, a
analise qualitativa da extensdo e da seletividade das perdas celulares decorrentes das lesdes

neurotdxicas produzidas.

3.1.5. Analise Estatistica

Os dados comportamentais referentes aos testes de medo condicionado ao som e ao
contexto foram analisados estatisticamente através de uma Analise de Variancia (ANOVA)
para medidas repetidas pelo pacote STATISTICA. Os detalhes de cada analise serdo

descritos, a seguir, na se¢cdo dos Resultados.
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3.2. RESULTADOS

3.2.1. Resultados Histoldgicos: Cirurgias-Piloto

A Figura 4 mostra fotomicrografias de lesdes bilaterais e seletivas do BL, produzidas
pela aplicagdo multipla e topica de acido iboténico nas coordenadas estereotaxicas descritas
anteriormente. Para efeitos comparativos, a Figura 4 também mostra fotomicrografias de
seccoes histologicas do encéfalo de um animal normal que ndo foi submetido a qualquer

intervengao cirdrgica.

3.2.2. Resultados Histologicos

A Figura 5 ilustra esquematicamente as dimensdes das lesdes observadas nos ratos
com maiores e menores danos, incluidos neste experimento. Dos 25 ratos submetidos a
cirurgia para a producdo da lesdo do BL, cinco sujeitos ndo foram incluidos na andlise dos
dados comportamentais; um deles por exibir extensa lesdo unilateral do LA, e quatro deles por
apresentarem lesdes muito pequenas do BL. Os 20 ratos lesados incluidos na analise
apresentaram lesdo da porcao anterior do BL (segundo critérios adotados por Swanson, 1992).
A grande maioria dos sujeitos teve lesada parte da por¢do posterior do BL, sendo unilateral
em nove animais, e bilateral em 13 animais. Em alguns casos houve lesdo de pequenas
porgoes rostrais do LA (unilateralmente em dez sujeitos e bilateralmente em quatro sujeitos).
Além disso, alguns animais apresentaram pequena lesdo do nticleo endopiriforme e do cortex
piriforme adjacentes, sendo unilateral em oito ratos e bilateral em mais oito ratos. Ademais,
alguns sujeitos também exibiram lesdao de pequenas por¢des do nucleo basal acessorio
posterior, sendo unilateral em cinco animais e bilateral em sete animais. Em nenhum caso
houve lesdo do nucleo central ou do nucleo basal acessorio anterior.

Ademais, ndo foi observado qualquer dano nos encéfalos dos ratos do grupo SHAM, a nao
ser aqueles produzidos pela passagem da micropipeta no procedimento cirargico, que por sua vez

se apresentaram muito pequenos.



Figura 4. Fotomicrografias de secgdes coronais de encéfalo de um rato no nivel da
amigdala (aumento de 40x), coradas com violeta de cresila. (A) e (B) indicam hemisfério
direito e esquerdo, respectivamente, de um animal que apresentou a melhor lesdo do BL
numa cirurgia-piloto; (C) e (D) indicam hemisfério direito e esquerdo, respectivamente,
de um animal que ndo foi submetido a qualquer procedimento cirirgico. A lesdo
(delimitada pelos asteriscos) foi bilateral e atingiu o BL bilateralmente e parte do cortex
piriforme e do nucleo endopiriforme. BLa, nicleo basal anterior; BMa; nucleo basal
acessorio anterior; Ce, nucleo central; EP, ntcleo endopiriforme; La, nicleo lateral da
amigdala; PIR, cortex piriforme.
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Figura 5. Representagdes de sec¢des coronais no nivel da amigdala ilustrando
esquematicamente a abrangéncia das lesdes mais extensas (preenchimento em
cinza claro) e menos extensas (preenchimento em cinza escuro) dos animais
incluidos na andlise do Experimento 1. As legendas dos diferentes nucleos da
amigdala e das areas adjacentes sdo mostradas no Apéndice A (ver adiante).
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3.2.3. Condicionamento Cléassico Aversivo

O treino de condicionamento cldssico aversivo, neste primeiro experimento, foi
realizado na auséncia de um “scrambler”, o que parece ter ocasionado alguma variabilidade
nas reagdes dos animais aos choques administrados durante o treino. Isto ¢, observamos que
alguns animais exibiam intensa reacdo a administracdo dos choques enquanto outros reagiam
pouco e outros, ainda, exibiam reagdes intermedidrias. Essas reacdes foram registradas como
de sobressalto, tentativa de fuga e de congelamento. A andlise dos dados comportamentais
referentes aos testes de medo condicionado levou em consideracao essa variabilidade de
reacdes. Os animais do grupo CHQ foram sub-divididos em duas categorias: os que exibiram
reacOes de baixa intensidade e os que apresentaram reacdes de média a alta intensidade a
administracdo dos choques, de acordo com a intensidade das respostas aversivas mencionadas
acima. Animais que apresentaram (1) pouco ou nenhum sobressalto diante dos choques, (2)
pouco ou nenhum tempo em congelamento e (3) nenhuma resposta de tentativa de fuga, foram
classificados como sujeitos com reagdes de baixa intensidade diante dos choques
administrados. Animais que apresentaram respostas aversivas mais intensas, foram entio
reunidos dentro de um mesmo grupo, cujas reagdes diante dos choques administrados foram
classificadas como de média-alta intensidade. De fato, as reagdes dos animais classificados
em apresentar reacdes de baixa intensidade no treino de condicionamento foram bastante
similares as reagdes de ratos que ndo foram expostos aos choques durante o treino (grupo N-
CHQ). E importante ressaltar que essa classificagdo quanto as reagdes dos animais frente aos
choques administrados durante o treino foi feita antes de qualquer conhecimento a respeito do
desempenho dos ratos nos testes comportamentais.

O numero total de sujeitos incluidos na analise dos dados comportamentais referentes
ao condicionamento classico aversivo, apds a avaliagdo histologica das lesdes, foi o seguinte:
nove sujeitos no grupo dos lesados que receberam choque durante o treino (BL / CHQ), sendo
trés animais classificados com reacdes de baixa intensidade (BL / BAIXA INTENSIDADE; N
= 3) e seis animais com reagdes de média a alta intensidade (BL / MEDIA-ALTA

INTENSIDADE; N = 6); 11 sujeitos no grupo dos lesados que nao foram expostos ao choque
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(BL / N-CHQ; N = 11); 12 sujeitos no grupo dos controle-operados que receberam choque
durante o treino (SHAM / CHQ; N = 12), sendo sete animais classificados com reac¢des de
baixa intensidade (SHAM / BAIXA INTENSIDADE; N = 7) e cinco animais com reacdes de
média a alta intensidade (SHAM / MEDIA-ALTA INTENSIDADE; N = 5); e finalmente,
nove sujeitos no grupo dos controle-operados que ndo receberam choque (SHAM / N-CHQ; N

- 9).

Teste de Medo Condicionado ao Contexto

Foi aplicado o teste ANOVA de trés vias para medidas repetidas na analise dos dados.
A anélise incluiu, como varidveis independentes, dois fatores inter-sujeitos — 1) o tipo de
lesdio (SHAM ou BL), e 2) o tipo de treino (BAIXA INTENSIDADE, MEDIA-ALTA
INTENSIDADE ou N-CHQ) - e um fator intra-sujeitos, que consistiu nos blocos de tempo
nos quais o teste foi dividido (quatro blocos de um minuto cada). A porcentagem de tempo em
congelamento exibido pelos animais durante o teste foi tomada como a variavel dependente.
Os resultados sao mostrados nas Figuras 6 e 7.

O teste ANOVA revelou a existéncia de efeito significante em relagdo ao tipo de
Treino (Efeito de Treino: Fa35= 68,41 — p<0,0001); isto &, ratos dos grupos N-CHQ, BAIXA-
INTENSIDADE E MEDIA-ALTA INTENSIDADE exibiram diferencas significantes entre si
no tempo em congelamento durante o teste de medo condicionado ao contexto. A analise post
hoc de Newman-Keuls revelou que o tempo em congelamento exibido por sujeitos do grupo
BAIXA-INTENSIDADE néo diferiu daquele apresentado por sujeitos do grupo N-CHQ
(p=0,72), e ainda, que o desempenho de ratos do grupo MEDIA-ALTA INTENSIDADE
diferiu significantemente dos desempenhos dos ratos pertencentes aos outros dois grupos
(p<0,0001), como pode ser visualizado na Figura 6. Além disso, a ANOVA revelou auséncia
de efeito significante da Lesdo (Efeito de Lesdo: F;35=2,29 — p=0,14) e da interagdo Lesdo x
Treino (F235 = 1,15 — p=0,32). E mais especificamente, o teste post hoc de Newman-Keuls
(Lesao x Treino) indicou que ratos do grupo BL ou do grupo SHAM classificados em exibir

reacoes de BAIXA-INTENSIDADE ndo apresentaram, no teste ao contexto, diferencas
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Figura 6. Porcentagem do tempo total em congelamento (média +
erro padrao) durante o teste de medo condicionado ao contexto.
MEDIA-ALTA INTENSIDADE, ratos que foram expostos ao
choque durante o treino de condicionamento, ¢ que foram
classificados em exibir reagdes de média a alta intensidade frente aos
choques; BAIXA INTENSIDADE, ratos que foram expostos ao
choque durante o treino de condicionamento, ¢ que foram
classificados em exibir reacdes de baixa intensidade frente aos
choques; N-CHQ, ratos que ndo receberam o estimulo aversivo
durante o treino; BL, sujeitos lesados seletivamente no BL; SHAM,
sujeitos controle-operados.

significantes quanto ao tempo em congelamento em relagcdo aos animais BL ou SHAM do
grupo N-CHQ (BL: p=0,76; SHAM: p=0,86), como pode ser observado na Figura 6. E ainda,
o teste post-hoc mostrou que tanto sujeitos do grupo BL quanto os do grupo SHAM
classificados em exibir reagdes de MEDIA-ALTA INTENSIDADE apresentaram tempo em
congelamento significantemente maior que os BL ou SHAM sub-divididos nos outros dois
grupos (p<0,0001 — Figura 6). Ademais, o teste post hoc mostrou que ratos dos grupos BL /
N-CHQ ou BL / BAIXA INTENSIDADE n#o exibiram, no teste de medo condicionado ao

contexto, diferencas significativas no tempo em congelamento em comparagao com os SHAM
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/ N-CHQ ou os SHAM / BAIXA INTENSIDADE (CON: p=0,94; CHQ — BAIXA: p=0,98;
Figura 6). E ainda, que animais do grupo BL / MEDIA-ALTA INTENSIDADE apresentaram,
no teste de medo condicionado ao contexto, tempo em congelamento significantemente menor
que os SHAM / MEDIA-ALTA INTENSIDADE (p<0,05), como pode ser visualizado na
Figura 6.

Adicionalmente, o teste ANOVA revelou auséncia de efeito significante em relagdo ao
fator Bloco (F3,105 = 1,06 — p=0,32), a interacdo Lesdo x Bloco (Fs 105 = 0,46 — p=0,70) e a
interagdo Treino x Bloco (Fe10s = 0,64 — p=0,69), como mostra a Figura 7. Mais
especificamente, o teste post hoc de Newman-Keuls (Lesdo x Treino x Bloco) mostrou que o
tempo em congelamento exibido tanto por ratos do grupo BL quanto do grupo SHAM
classificados em apresentar reacdes de BAIXA INTENSIDADE ndo diferiu significantemente
daquele exibido pelos animais BL ou SHAM incluidos no grupo N-CHQ, ao longo de todos
os quatro blocos do teste (p>0,05), como pode ser visualizado na Figura 7. Além disso, o
tempo em congelamento exibido por ratos dos grupos BL / N-CHQ ou BL / BAIXA
INTENSIDADE nao diferiu significantemente daquele apresentado pelos animais dos grupos
SHAM / N-CHQ ou SHAM / BAIXA INTENSIDADE, ao longo de todos os quatro blocos do
teste (p>0,05 — Figura 7). Ademais, o teste de Newman-Keuls também mostrou que ratos do
grupo BL / MEDIA-ALTA INTENSIDADE exibiram tempo em congelamento
significantemente menor que os do grupo SHAM / MEDIA-ALTA INTENSIDADE somente
no terceiro bloco do teste (p<0,001 — Figura 7). E finalmente, o teste post hoc indicou que o
tempo em congelamento exibido tanto por animais do grupo BL quanto do grupo SHAM
classificados em exibir reagdes de MEDIA-ALTA INTENSIDADE foi significantemente
maior que o de animais dos grupos BL ou SHAM incluidos no grupo N-CHQ ou BAIXA-
INTENSIDADE, ao longo de todos os quatro blocos do teste de medo condicionado ao

contexto (p<0,0001), como pode ser observado na Figura 7.
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Figura 7. Porcentagem de tempo em congelamento (média + erro padrio) ao longo dos quatro blocos
de tempo (de 1 min cada) no teste de medo condicionado ao contexto. MEDIA-ALTA
INTENSIDADE, ratos que foram expostos ao choque durante o treino de condicionamento, ¢ que
foram classificados em exibir reagdes de média a alta intensidade frente aos choques; BAIXA
INTENSIDADE, ratos que foram expostos ao choque durante o treino de condicionamento, e que
foram classificados em exibir reagdes de baixa intensidade frente aos choques; N-CHQ, ratos que néo
receberam o estimulo aversivo durante o treino; BL, sujeitos lesados seletivamente no BL; SHAM,
sujeitos controle-operados.

Teste de Medo Condicionado ao Som

O teste ANOVA de trés vias para medidas repetidas e as variaveis utilizadas para a
analise do teste de medo condicionado ao contexto também foram empregados para a analise

dos dados deste teste comportamental. Os resultados sdo mostrados nas Figuras 8 ¢ 9.
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O teste ANOVA revelou a existéncia de diferencas significativas em relagao ao fator
Treino (Fp35 = 37,94 — p<0,0001), indicando que ratos dos grupos N-CHQ, BAIXA
INTENSIDADE E MEDIA-ALTA INTENSIDADE apresentaram diferencas entre si quanto
ao tempo em congelamento no teste de medo condicionado ao som (Figura 8). A andlise post
hoc de Newman-Keuls (Treino) revelou que o tempo em congelamento exibido por sujeitos
do grupo BAIXA INTENSIDADE nio diferiu daquele apresentado por sujeitos do grupo N-
CHQ (p=0,52), e ainda, que o desempenho dos ratos do grupo MEDIA-ALTA
INTENSIDADE diferiu dos desempenhos dos ratos pertencentes aos outros dois grupos
(p<0,0001), como pode ser observado na Figura 8. Além disso, a ANOVA revelou auséncia
de efeito significante em relacdo ao fator Lesdo (F;3s = 0,48 — p=0,49) e em relagdo a
interagdo Lesdo x Treino (F»35= 0,26 — p=0,77). O teste post hoc de Newman-Keuls (Lesdo x
Treino) revelou que tanto ratos do grupo BL quanto do grupo SHAM classificados em exibir
reacdes de BAIXA INTENSIDADE nio exibiram, no teste ao som, diferencas significantes
no tempo em congelamento em relagio aos animais BL ou SHAM incluidos no grupo N-CHQ
(BL: p=0,99; SHAM: p=0,80), como pode ser visualizado na Figura 8. E ainda, que sujeitos
dos grupos BL ou SHAM classificados em exibir reagdes de MEDIA-ALTA INTENSIDADE
apresentaram tempo em congelamento significantemente maior que animais BL ou SHAM
incluidos nos outros dois grupos (p<0,001 — Figura 8). Ademais, o teste post hoc também
mostrou que ratos do grupo BL / N-CHQ ou BL / BAIXA INTENSIDADE nio exibiram, no
teste de medo condicionado ao som, diferencas significativas no tempo em congelamento em
relagdo aos SHAM / N-CHQ ou SHAM / BAIXA INTENSIDADE (N-CHQ: p=0,99; CHQ —
BAIXA INTENSIDADE: p=0,71 — Figura 8). E ainda, que animais do grupo BL / MEDIA-
ALTA INTENSIDADE nao apresentaram, no teste de medo condicionado ao som, diferengas
significativas no tempo em congelamento em relagio aos SHAM / MEDIA-ALTA

INTENSIDADE (p=0,60), como pode ser observado na Figura 8.



80

100 -
S
% = —— BL
W=
|_
o i 60 - l
A
E O
g %%
Q 8 401
% E *%*
8 < 20
|_
arF
0 T T T
MEDIA-ALTA BAIXA N-CHQ

INTENSIDADE INTENSIDADE

Figura 8. Porcentagem do tempo total em congelamento (média +
erro padrdo) durante todo o teste de medo condicionado ao som.
MEDIA-ALTA INTENSIDADE, ratos que foram expostos ao choque
durante o treino de condicionamento, e que foram classificados em
exibir reagdes de média a alta intensidade frente aos choques; BAIXA
INTENSIDADE, ratos que foram expostos ao choque durante o treino
de condicionamento, e que foram classificados em exibir reagdes de
baixa intensidade frente aos choques; N-CHQ, ratos que néo
receberam o estimulo aversivo durante o treino; BL, sujeitos lesados
seletivamente no BL; SHAM, sujeitos controle-operados.

Adicionalmente, o teste ANOVA revelou efeito significante em relagao ao fator Bloco
(F7245 = 31,31 — p<0,0001) e a interagdo Treino x Bloco (Fi4245 = 7,24 — p<0,0001), mas
auséncia de efeito significante na interacdo Lesdo x Bloco (F7245 = 0,35 — p=0,93), como
mostra a Figura 9. Mais especificamente, o teste post hoc de Newman-Keuls mostrou que o
tempo em congelamento exibido tanto por ratos do grupo BL quanto do grupo SHAM
classificados em apresentar reacdes de BAIXA INTENSIDADE ndo diferiu significantemente
dos animais BL ou SHAM incluidos no grupo N-CHQ, ao longo de todos os oito blocos do
teste (p>0,05 — Figura 9). Além disso, o tempo em congelamento exibido por sujeitos dos

grupos BL / N-CHQ ou BL / BAIXA INTENSIDADE nio diferiu significantemente daquele
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exibido por ratos dos grupos SHAM / N-CHQ ou SHAM / BAIXA INTENSIDADE, ao longo
de todos os oito blocos do teste (p>0,05 — Figura 9). Ademais, o teste de Newman-Keuls
também mostrou que ratos do grupo BL / MEDIA-ALTA INTENSIDADE exibiram tempo
em congelamento que ndo diferiu significantemente daquele apresentado por ratos do grupo
SHAM / MEDIA-ALTA INTENSIDADE, em todos os blocos do teste (p>0,05 — Figura 9). E
finalmente, o teste post hoc indicou que o tempo em congelamento exibido por animais dos
grupos BL ou SHAM classificados em exibir reagdes de MEDIA-ALTA INTENSIDADE aos
choques ndo diferiu significantemente daquele apresentado por ratos BL ou SHAM incluidos
nos outros dois grupos ao longo dos trés primeiros blocos do teste ao som (bloco inicial, na
auséncia dos estimulos sonoros — p>0,05), mas foi significantemente maior ao longo dos
outros cinco blocos do teste de medo condicionado ao som (p<0,05), como pode ser

observado na Figura 9.

Em sintese, os resultados deste experimento indicam que ratos lesados no BL
apresentaram prejuizo de desempenho quanto ao tempo em congelamento no teste de medo
condicionado ao contexto, mas ndo ao som. Uma discussdao mais detalhada desses resultados sera
apresentada adiante, na secdo da Discussao.

Face a diversidade de intensidades das reacdes aversivas dos animais aos choques
administrados durante o treino de condicionamento aversivo observado no presente experimento,
um novo lote de animais (lesados no BL e controle-operados) foi submetido & mesma tarefa
comportamental, agora utilizando fontes de choques equipadas com ‘““scrambler”, com a finalidade

de eliminar essa variabilidade, como sera descrito a seguir na se¢do do Experimento 2.
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Figura 9. Porcentagem de tempo em congelamento (média + erro padrdo) ao longo dos oito blocos de

tempo (de 1 min cada) no teste de medo condicionado ao som. MEDIA-ALTA INTENSIDADE, ratos

que foram expostos ao choque durante o treino de condicionamento, ¢ que foram classificados em

exibir reacdes de média a alta intensidade frente aos choques; BAIXA INTENSIDADE, ratos que

foram expostos ao choque durante o treino de condicionamento, e que foram classificados em exibir

reagOes de baixa intensidade frente aos choques; N-CHQ, ratos que ndo receberam o estimulo aversivo

durante o treino; BL, sujeitos lesados seletivamente no BL; SHAM, sujeitos controle-operados.
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4. Experimento 2
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EXPERIMENTO 2.

Efeitos da lesdo seletiva e neurotdxica do BL sobre (1) o desempenho de ratos numa
tarefa de condicionamento classico aversivo ao som e ao contexto e (2) sobre o
desempenho de ratos numa versao intra-sujeitos da tarefa de contraste antecipatorio de

incentivo

Diante da variabilidade das rea¢des dos animais aos choques nas patas aplicados
durante o treino de condicionamento cldssico aversivo observada no Experimento 1,
realizamos um novo experimento objetivando avaliar os efeitos de lesdes seletivas do BL
sobre a aquisi¢ao do medo condicionado ao som e ao contexto. A fim de evitar o que parece
ter sido uma variabilidade na produgdo dos choques, pelo que se depreende do experimento
anterior, introduzimos uma nova fonte de choques equipada com um “scrambler” no aparelho
de treino do condicionamento classico aversivo (ver adiante).

Além de objetivar a avaliacao dos efeitos da lesdo seletiva do BL sobre o desempenho
de ratos nos testes de medo condicionado ao som e ao contexto, este experimento também
objetivou avaliar os efeitos da mesma lesdo sobre o desempenho numa versao intra-sujeitos da
tarefa de contraste antecipatério de incentivo envolvendo uma discriminagdo elemental das
condig¢des de treino (sacarina-sacarina € sacarina-sacarose).

E possivel que a tarefa de contraste antecipatério de incentivo envolva o aprendizado
de associagdes do tipo estimulo-reforco, no sentido de que estimulos ambientais poderiam
acessar o valor de incentivo da solucdo pendente, o qual seria entdo comparado com o valor
corrente da primeira solucdo. Como resultado dessa comparacdo ocorreria a supressao do
consumo da primeira solugdo, que consiste no efeito de contraste antecipatorio de incentivo.
Ademais, diante da hipdtese de que o BL participaria do processamento de representagdes
configuracionais (ou contextuais), mas ndo de representacdes elementais (ou discretas) de um
estimulo na formagdo de associacdes do tipo estimulo-reforco, é de se supdr que danos

restritos ao BL resultariam em prejuizo de desempenho numa versdo intra-sujeitos da tarefa
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de contraste antecipatorio envolvendo discriminacao configuracional, mas nao elemental, das

condicoes de treino.

4.1. MATERIAIS E METODOS

4.1.1. Cirurgias-piloto para o estabelecimento das coordenadas estereotaxicas para a

producao de lesdes seletivas e excitotoxicas do BL

Sujeitos

Foram utilizados no total 8 ratos machos Wistar provenientes do Centro de Bioterismo
da Faculdade de Medicina — USP, com aproximadamente trés meses de idade. Grupos de até
trés animais foram mantidos em gaiolas de plastico, em ambiente sob temperatura em torno de

22°C, e ciclo luz/escuro de 12 horas (luz das 7h00min as 19h00min).

Procedimento Cirargico

Os procedimentos basicos foram os mesmos ja descritos anteriormente (ver Materiais
e Métodos, Experimento 1).

Foi utilizado 4cido iboténico para a producdo das lesdes excitotoxicas, conforme
descrito no Experimento 1.

As coordenadas estereotaxicas que produziram as melhores lesdes do BL, neste lote de
animais, foram as seguintes: (1) -2,7 AP; -5,1 ML;-7,6 DV, (2) -3,2 AP; -5,2 ML; -7,7 DV,
(3) -3,6 AP; -5,2 ML; -7,8 DV, (4) -2,8 AP; +5,0 ML;-7,6 DV, (5) -3,3 AP; +5,1 ML; -7,7
DV, (6) -3,7 AP; +5,1 ML; -7,8 DV; com aplicagdo de 0,02 ul de acido iboténico (10 mg/ml)

em cada ponto de inje¢ao.
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Processamento Histologico

Os procedimentos foram os mesmos daqueles utilizados no Experimento 1.

4.1.2. Cirurgias para a producao de lesGes seletivas e excitotdxicas do BL

Sujeitos

Foram utilizados 60 ratos Wistar machos provenientes do Centro de Bioterismo da
Faculdade de Medicina da USP, com aproximadamente trés meses de idade. Grupos de até 3
animais foram mantidos em gaiolas de pléstico, em ambiente sob temperatura em torno de

22°C, e ciclo luz/escuro de 12 horas (luzes acesas das 7h00min as 19h00min).

Procedimento Cirargico

Utilizou-se 0 mesmo procedimento cirtirgico basico descrito no Experimento 1.

As coordenadas estereotdxicas empregadas foram aquelas que apresentaram as
melhores lesdes seletivas do BL nas cirurgias-piloto, descritas acima. Aplicou-se 0,02ul de
acido iboténico em cada ponto de inje¢do. Terminado o procedimento cirurgico, os animais
receberam injegdo intra-muscular de ketoprofeno (anti-inflamatorio; Ketofen®; 2mg/kg de
massa corpérea; 12-12h por 48h).

Os animais controle-operados foram submetidos ao mesmo tratamento cirrgico,
porém receberam injecdo de tampao fosfato-salina ao invés da neurotoxina.

Dos 60 ratos operados, 17 sujeitos morreram antes da conclusdo de todas as tarefas
comportamentais. Os 43 ratos restantes pertenceram a dois grupos distintos: 18 ao grupo dos

lesados (BL), € 25 ao grupo dos controle-operados (SHAM).
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4.1.3. Condicionamento Cléassico Aversivo

Treino de Condicionamento Classico Aversivo

O aparelho utilizado neste experimento foi o mesmo empregado durante o
Experimento 1, com a excegdo da introdugdo de uma nova fonte de choques equipada com um
“scrambler”.

O procedimento comportamental também foi 0 mesmo ja descrito para o Experimento
1, com a excec¢do de que os choques empregados foram de 0,50 mA, ao invés de 1 mA como
no experimento anterior (ver Materiais e Métodos, Experimento 1).

Os animais foram divididos em dois grupos distintos: um grupo recebeu pareamento
de som com choque (grupo CHQ) enquanto o outro grupo recebeu estimulagdo sonora na
auséncia de choque (grupo N-CHQ). Como os animais também haviam sido divididos quanto
ao tipo de cirurgia empregada (BL e SHAM), passaram a existir 4 grupos de animais: animais
lesados que receberam choque (grupo BL/CHQ; N = 10), animais lesados que ndo receberam
choque (grupo BL/N-CHQ; N = 8), animais controle-operados que receberam choque (grupo
SHAM/CHQ; N = 13) e animais controle-operados que ndo receberam choque (grupo

SHAM/N-CHQ; N = 12).

Teste de Medo Condicionado ao Contexto

O teste de medo condicionado ao contexto foi executado no mesmo aparelho utilizado
para o treino do condicionamento aversivo (ver Materiais e Métodos, Experimento 1).

Os sujeitos foram submetidos ao teste de medo condicionado ao contexto 24 horas
apods o treino de condicionamento cldssico aversivo. O procedimento de teste consistia em
inicialmente transportar o animal individualmente da sua gaiola para a sala de
experimentacdo. Em seguida, o animal era introduzido no compartimento B do aparelho, onde
permanecia por um periodo de 10 minutos; nenhum estimulo sonoro nem tampouco o choque

eram apresentados ao animal. Todo o procedimento era filmado e gravado por uma camera de
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video. Findo esse periodo, o animal era retirado do aparelho experimental e transportado de
volta a sua gaiola.
A duragdo das respostas em congelamento foi medida durante o teste de medo

condicionado ao contexto, e analisada em dez blocos de um minuto cada.

Teste de Medo Condicionado ao Som

O aparelho de teste de medo condicionado ao som foi o mesmo utilizado durante o
Experimento 1 (ver Materiais e Métodos, Experimento 1).

O teste de medo condicionado ao som foi realizado uma hora apds o término do teste
de medo condicionado ao contexto. Depois do transporte individual do animal para a sala de
experimentacdo, o mesmo era introduzido no aparelho de teste. Apds dois minutos iniciais
sem apresentagdo de som, iniciava-se 20 apresentagdes do som (idéntico ao empregado
durante o treino), cada qual com 5 segundos de duracdo a intervalos de 30 segundos. Depois
da ultima apresentacdo do estimulo sonoro, o animal permanecia no aparelho por mais 30
segundos, quando entdo, era retirado e transportado de volta a gaiola. Em nenhum momento o
choque era apresentado ao animal. Todo o procedimento de teste era filmado e gravado em
fitas de video.

A duragdo das respostas de congelamento foi medida durante o teste, ¢ analisada

posteriormente em doze blocos de tempo de um minuto cada.

4.1.4. Tarefa de Contraste Antecipatdrio de Incentivo Intra-Sujeitos
Seis dias depois do término dos testes de medo condicionado, os animais foram
submetidos ao treinamento na tarefa de contraste antecipatoério de incentivo, numa versao

intra-sujeitos, como descrito a seguir.
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Privacdo Alimentar

A privagdo alimentar teve duracdo de 21 horas didrias, iniciou-se trés dias antes do
inicio do treino dos animais na tarefa de contraste antecipatdrio de incentivo e perdurou até o
final do treinamento. Os animais tinham livre acesso ao alimento, por um periodo de trés

horas, 30 minutos depois do término de cada sessdo de treino.

Aparelho e Procedimento

O aparelho utilizado na tarefa de contraste antecipatorio de incentivo (Figura 10)
consistiu de uma caixa de acrilico branco de 27 x 34 x 30 cm, que continha dois orificios na
parede frontal, 7cm acima do assoalho e distantes 15cm um do outro. Em cada um desses
orificios era introduzido, em momentos diferentes, um bebedouro de ago inoxidavel preso a
um tubo de ensaio que continha solu¢do de sacarina 0,15% ou de sacarose 32%. O assoalho
do aparelho era formado por barras de ago inoxidavel paralelas, conectadas a um fio terra. Ao
lamber no bebedouro, o rato estabelecia contato elétrico entre o bebedouro e o assoalho (a
corrente que passa pelo animal ¢ da ordem de 4 pA, portanto, indetectavel pelo animal),
permitindo registrar a ocorréncia de uma lambida. Cada bebedouro conectava-se por uma
interface a um microcomputador, o qual registrava o nimero de lambidas em cada bebedouro.
Tinhamos disponiveis, no total, seis aparelhos, sendo possivel o treino de seis ratos
simultaneamente.

O procedimento basico de cada sessdo na tarefa de contraste antecipatorio de incentivo
utilizado no presente experimento consistiu em introduzir um primeiro bico de bebedouro em
um dos orificios da parede frontal do aparelho, que permitia ao animal consumir uma solugao
de sacarina 0,15%. O bico de bebedouro ficava disponivel ao animal durante 3 minutos,
contados a partir da primeira lambida no bebedouro. Ao término desse periodo, o bico do
bebedouro era retirado do orificio e iniciava-se um intervalo de 15 segundos. Apds esse
intervalo, novamente introduzia-se um segundo bico de bebedouro (contendo sacarina 0,15%
ou sacarose 32%, dependendo do dia de treino), agora no outro orificio da parede da caixa,

por 5 minutos contados também a partir da primeira lambida do animal. Apds esse periodo, o
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bico do bebedouro era retirado do orificio e os animais eram, entdo, colocados de volta nas
suas gaiolas. Um mesmo sujeito era exposto a duas condi¢gdes experimentais distintas, em dias
diferentes: sacarina 0,15% seguida por sacarina 0,15% (condi¢do 15/15) num dia ou sacarina
0,15% seguida por sacarose 32% (condi¢do 15/32) em outro dia. Cada condi¢do experimental
era apresentada num dia diferente, alternando-se as condicdes a cada dia, sendo o primeiro dia
de treino na condigdo 15/15. Os animais receberam um total de 12 sessdes de treino em cada
uma das condigdes experimentais, e portanto foram submetidos a um total de 24 sessdes, uma
por dia. As condi¢des 15/15 e 15/32 eram sinalizadas por pistas discriminativas visuais no
interior do aparelho de treino, as quais consistiam de duas paredes de acrilico pretas ou,
alternativamente, de duas paredes de acrilico brancas com figuras geométricas pretas. Para a
metade dos sujeitos, a condigdo 15/15 era sinalizada pelas paredes pretas e a condigdo 15/32
era sinalizada pelas paredes brancas; o inverso ocorria para a outra metade dos animais. A

Figura 11 mostra as pistas visuais utilizadas.

Figura 10. Fotografia do aparelho de treino na tarefa de contraste antecipatorio

de incentivo
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Ao término das 24 sessdes do treinamento inicial, os sujeitos foram submetidos a 10
sessoes de teste, apds um intervalo de dois dias. A fase de teste consistiu em randomizar os
dias de apresentagdo das condigdes 15/15 e 15/32, cada qual sinalizada pelas suas
correspondentes pistas discriminativas visuais. A seqiliéncia de sessdes realizada durante essa
fase de teste na tarefa de contraste antecipatorio de incentivo foi a seguinte: (1) 15/32, (2)
15/32, (3) 15/15, (4) 15/15, (5) 15/15, (6) 15/32, (7) 15/15, (8) 15/32, (9) 15/32, (10) 15/15.
Essa fase de teste permitiu avaliar se o desempenho dos sujeitos estava sob o controle das
pistas ambientais empregadas para a sinalizacdo de cada condi¢@o, e ndo sob o controle da

alternancia temporal existente entre as duas condi¢des experimentais.

Figura 11. Fotografia do aparelho de teste na tarefa de contraste antecipatorio

de incentivo e das pistas visuais discriminativas utilizadas para a sinalizag@o

das duas condi¢des experimentais empregadas.

4.1.5. Processamento Histoldgico
O processamento histologico dos encéfalos dos animais foi 0 mesmo empregado no

Experimento 1 (ver Materiais ¢ Métodos, Experimento 1).
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4.1.6. Analise Estatistica

Os dados comportamentais referentes as tarefas de condicionamento classico aversivo
e de contraste antecipatorio de incentivo foram analisados estatisticamente através do teste de
Andlise de Variancia (ANOVA) para medidas repetidas pelo pacote STATISTICA. Os

detalhes de cada andlise serdo descritos, a seguir, na se¢ao dos Resultados.

4.2. RESULTADOS

4.2.1. Resultados Histoldgicos: Cirurgias-Piloto

A Figura 12 mostra fotomicrografias de uma lesdo bilateral do BL, produzida com a
aplicacdo do conjunto de coordenadas estereotaxicas que apresentou os melhores resultados
nas cirurgias-piloto, através da injecdo multipla e topica de acido iboténico. Para efeitos
comparativos, a Figura 4 (ver Resultados, Experimento 1) mostra fotomicrografias do

encéfalo de um rato normal que ndo foi submetido a qualquer procedimento cirargico.

4.2.2. Resultados Histoldgicos

A Figura 13 ilustra esquematicamente as dimensdes das lesdes observadas nos ratos
com maiores ¢ menores danos, incluidos neste experimento. Dos 18 ratos submetidos a
cirurgia para a producdo da lesdo do BL, dois sujeitos ndo foram incluidos na analise dos
dados comportamentais, por apresentarem lesdes muito pequenas da por¢ao anterior do BL
(segundo critérios adotados por Swanson, 1992). Dos 16 ratos lesados incluidos na analise, 14
apresentaram lesdo de, no minimo, 70% da por¢do anterior do BL. Somente dois deles
exibiram lesdes menores compreendendo cerca de 40% dessa regido em um dos hemisférios,
e praticamente toda a regido no outro hemisfério. A grande maioria dos sujeitos nao teve
danificada a por¢ao posterior do BL, e quando isso ocorreu, a lesdo foi unilateral e abrangeu

pequenas por¢des rostrais dessa regiao (em cinco sujeitos). Em alguns casos houve lesao de
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pequenas porgdes rostrais do LA (unilateralmente em trés sujeitos e bilateralmente em um
sujeito). Além disso, um animal apresentou pequena lesdo do nucleo endopiriforme, e outro
sujeito do cortex piriforme adjacente. Em nenhum caso houve lesdo do nucleo central ou do
nucleo basal acessorio, ou de quaisquer dos restantes niicleos da amigdala.

Ademais, ndo foi observado qualquer dano nos encéfalos dos ratos do grupo SHAM, a nao
ser aqueles produzidos pela passagem da micropipeta no procedimento cirirgico, que por sua vez

se apresentaram muito pequenos.

Figura 12. Fotomicrografias de secg¢des coronais de encéfalo de rato no nivel da amigdala
(aumento de 40x), coradas com violeta de cresila. (A) e (B) indicam hemisfério direito e esquerdo,

respectivamente, de um animal que apresentou a melhor lesdo do BL numa cirurgia-piloto. A lesdo
(delimitada pelos asteriscos) atingiu o BL bilateralmente, e parte do cortex piriforme e do nucleo
basal acessorio posterior. BLa, nicleo basal anterior; BLp, nucleo basal posterior; BMa, ntcleo
basal acessorio anterior; BMp, nucleo basal acessorio posterior; Ce, nucleo central, EP, ntcleo
endopiriforme; La, ntcleo lateral da amigdala e PIR, cortex piriforme.



Figura 13. Representacdes de secgdes coronais no nivel da amigdala ilustrando

esquematicamente a abrangéncia das lesdes mais extensas (preenchimento em
cinza claro) e menos extensas (preenchimento em cinza escuro) dos animais
incluidos na analise do Experimento 2. As legendas dos diferentes nucleos da
amigdala e das areas adjacentes sdo mostradas no Apéndice A (ver adiante).

94
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4.2.3. Condicionamento Cléassico Aversivo

Teste de Medo Condicionado ao Contexto

O numero total de sujeitos incluidos na analise dos dados comportamentais referentes
ao condicionamento classico aversivo, apds a avaliagcdo histologica das lesodes, foi o seguinte:
nove sujeitos no grupo dos lesados que receberam choque durante o treino (BL/CHQ; N = 9);
sete sujeitos no grupo dos lesados que ndo foram expostos ao choque (BL/N-CHQ; N = 7); 13
sujeitos no grupo dos controle-operados que receberam choque durante o treino
(SHAM/CHQ; N = 13), e finalmente, 12 sujeitos no grupo dos controle-operados que nao
receberam choque (SHAM/N-CHQ; N =12).

Foi aplicado o teste ANOVA de trés vias para medidas repetidas, para a analise dos
dados. As variaveis independentes da analise compreenderam o tipo de lesdo (SHAM ou BL),
o grupo quanto ao procedimento experimental (CHQ ou N-CHQ) e os blocos de tempo nos
quais o teste foi dividido (dez blocos de um minuto cada, sendo considerado como medida
repetida). A porcentagem de tempo exibido pelos animais com respostas de congelamento
durante o teste foi tomada como a varidvel dependente. Os resultados sdo mostrados nas
Figuras 14 e 15.

A ANOVA revelou que tanto animais SHAM quanto animais BL (do grupo CHQ)
adquiriram o medo condicionado ao contexto, uma vez que ambos 0s grupos exibiram
aumento significante das respostas de congelamento em relacdo aos grupos correspondentes
N-CHQ (Efeito de Treino, F 37 = 22,83 — p<0,0001). Embora os animais do grupo BL/CHQ
tenham exibido ligeira reducdo do tempo em congelamento (Figura 14), esse efeito ndo foi
estatisticamente significante (Efeito de Lesdo: F;37 = 2,45 — p=0,12 e Efeito de interag¢do
Lesao x Treino, Fy 37 = 0,70 — p=0,40). A analise de post hoc de Newman-Keuls revelou, mais
especificamente, que o tempo em congelamento de ratos do grupo SHAM/CHQ foi
significantemente maior que o dos ratos do grupo SHAM/N-CHQ (p<0,001 — Figura 14). O
mesmo ocorreu para os animais do grupo BL/CHQ, cujo tempo em congelamento foi

significantemente maior que o do grupo BL/N-CHQ (p<0,02 — Figura 14). Além disso, o teste
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post hoc indicou que o tempo em congelamento de ratos do grupo BL/CHQ ndo diferiu
significantemente daquele apresentado pelos animais do grupo SHAM/CHQ (p=0,09), porém,
parece existir uma tendéncia de os ratos BL mostrarem um menor tempo em congelamento
em relacio aos SHAM (Figura 14). Finalmente, o desempenho dos animais do grupo BL/N-
CHQ também ndo diferiu significantemente em relacdo ao desempenho dos ratos do grupo

BL/N-CHQ (p=0,60), como pode ser observado na Figura 14.
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Figura 14. Porcentagem do tempo total em congelamento (média +
erro padrdo) no teste de medo condicionado ao contexto. CHQ,
ratos que foram expostos ao choque durante o treino de
condicionamento; N-CHQ, ratos que ndo receberam o estimulo
aversivo durante o treino; BL, sujeitos lesados seletivamente no
BL; SHAM, sujeitos controle-operados.

Adicionalmente, as respostas de medo condicionado ao contexto dos ratos dos grupos
SHAM/CHQ e BL/CHQ nao diferiram significantemente entre si ao longo dos dez minutos do
teste, pode ser visto na Figura 15 (Efeito de Bloco, Fg333 = 8,14 — p<0,0001; Efeito de

interagdo Treino x Bloco, Fg 333 = 5,89 — p<0,0001, e Efeito de interagdo Lesdo x Bloco, F9 333
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= 0,52 — p=0,85). O teste post hoc de Newman-Keuls (Lesdo x Treino x Bloco) mostrou que
os tempos em congelamento exibido por ratos BL/CHQ e SHAM/CHQ ndo diferiram
significantemente entre si ao longo de todos os blocos do teste de medo condicionado ao
contexto (p>0,05), assim como os dos animais BL/N-CHQ e SHAM/N-CHQ (p>0,05), como
mostra a Figura 15.

O teste de Newman-Keuls também indicou que o tempo em congelamento exibido
pelos animais dos grupos BL/CHQ e SHAM/CHQ nao diferiu significantemente daquele
exibido pelos sujeitos dos grupos BL/N-CHQ e SHAM/N-CHQ a partir do terceiro bloco do

teste (quando o p>0,05), como pode ser observado na Figura 15.
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Figura 15. Porcentagem de tempo em congelamento (média + erro padrdo) ao longo dos dez blocos de

tempo (de 1 min cada) no teste de medo condicionado ao contexto. CHQ, ratos que foram expostos ao

choque durante o treino de condicionamento; N-CHQ, ratos que nio receberam o estimulo aversivo
durante o treino; BL, sujeitos lesados seletivamente no BL; SHAM, sujeitos controle-operados.

Teste de Medo Condicionado ao Som

O teste ANOVA de trés vias para medidas repetidas e as variaveis utilizadas para a
analise do teste de medo condicionado ao contexto também foram empregadas para a andlise

dos dados deste teste comportamental. Os resultados sdo mostrados nas Figuras 16 e 17.
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A ANOVA mostrou que os animais BL e SHAM (do grupo CHQ) adquiriram o medo
condicionado ao som, ja que seus tempos em congelamento foram significantemente maiores
do que aqueles exibidos pelos ratos dos grupos correspondentes N-CHQ, como pode ser
observado na Figura 16. O teste revelou também que o desempenho de ratos do grupo BL ndo
diferiu  significantemente daquele apresentado pelos ratos do grupo SHAM,
independentemente do tipo de treino (Efeito de Treino, F; 37 = 34,15 — p<0,0001; Efeito de
Lesao, Fi37 = 0,18 — p=0,67, e Efeito de interacdo Lesdo x Treino, F;37 = 0,60 — p=0,44).
Como esperado, a analise post hoc de Newman-Keuls revelou, mais especificamente, que o
tempo em congelamento de ratos do grupo SHAM/CHQ foi significantemente maior do que o
de ratos do grupo SHAM/N-CHQ (p<0,001), como mostra a Figura 16. O mesmo ocorreu
para os ratos do grupo BL/CHQ, cujo desempenho ndo diferiu significantemente daquele
apresentado por animais do grupo BL/CON (p<0,001 — Figura 16). Além disso, o teste post
hoc indicou que o tempo em congelamento dos ratos do grupo BL/CHQ nao diferiu
estatisticamente daquele exibido pelos animais SHAM/CHQ (p=0,40 — Figura 16). O mesmo

ocorreu para ratos BL/CON em rela¢do aos BL/CHQ (p=0,80), como mostra a Figura 16.
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Figura 16. Porcentagem do tempo total em congelamento (média +
erro padrao) no teste de medo condicionado ao som. CHQ, ratos
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que foram expostos ao choque durante o treino de
condicionamento; N-CHQ, ratos que ndo receberam o estimulo
aversivo durante o treino; BL, sujeitos lesados seletivamente no
BL; SHAM, sujeitos controle-operados.
Ademais, as respostas de medo condicionado ao som dos ratos dos grupos

SHAM/CHQ e BL/CHQ ndo diferiram significantemente entre si ao longo dos doze minutos
do teste, pode ser visto na Figura 17 (Efeito de Bloco, Fij407 = 22,65 — p<0,0001; Efeito de
interagdo Treino x Bloco, Fj;407 = 10,17 — p<0,0001, e Efeito de interacdo Lesdo x Bloco,
Fi1.407=0,82 — p=0,62).

A analise post hoc de Newman-Keuls (Lesdo x Treino x Bloco) mostrou que durante
os dois primeiros blocos do teste, isto €, na auséncia de qualquer estimulo sonoro, o tempo em
congelamento de ratos BL/CHQ e SHAM/CHQ ndo diferiu significantemente daquele exibido

pelos animais dos grupos BL/N-CHQ e SHAM/N-CHQ (p>0,05 - Figura 17).
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Figura 17. Porcentagem de tempo em congelamento (média + erro padrdo) ao longo dos doze blocos
de tempo (de 1 min cada) no teste de medo condicionado ao som. CHQ, ratos que foram expostos ao
choque durante o treino de condicionamento; N-CHQ, ratos que nio receberam o estimulo aversivo
durante o treino; BL, sujeitos lesados seletivamente no BL; SHAM, sujeitos controle-operados.

O teste de Newman-Keuls também indicou que, tanto para ratos BL quanto para ratos
SHAM do grupo CHQ, o tempo em congelamento aumentou significantemente a partir do

terceiro bloco do teste, isto €, quando se iniciou a apresenta¢ao dos estimulos sonoros (p<0,05



100

- Figura 17). E ainda, que o tempo em congelamento dos animais do grupo CHQ ndo atingiu
diferenca estatitica em relagio aquele exibido pelos ratos do grupo N-CHQ a partir do sétimo
bloco do teste para os SHAM e a partir do oitavo bloco para os BL (quando o p>0,05 - Figura
17. Adicionalmente, o teste mostrou que o desempenho dos ratos BL/CHQ ou BL/N-CHQ)
foi semelhante ao dos seus respectivos SHAM ao longo de todos os 12 blocos do teste de

medo condicionado ao som (p>0,05), como mostra a Figura 17.

4.2.4. Tarefa de Contraste Antecipatdrio de Incentivo — Intra-sujeitos

Fase 1 — Condicdes 15/15 e 15/32 apresentadas em dias alternados

Foram incluidos na analise dos dados comportamentais da tarefa de contraste
antecipatorio de incentivo apenas ratos cujas lesdes foram consideradas satisfatorias,
conforme descrito anteriormente. Assim, incluiu-se um total de 16 sujeitos no grupo dos
lesados (BL) e 25 sujeitos no grupo dos controle-operados (SHAM), tendo cada um deles
recebido as duas condigdes de treino (sacarina-sacarina — 15/15, e sacarina-sacrose — 15/32)
em dias alternados e sinalizadas por pistas discriminativas visuais distintas.

Como parte desses animais havia previamente recebido choque na tarefa de
condicionamento classico aversivo e a outra parte ndo havia recebido choque, inicialmente foi
aplicado um teste ANOVA de quatro vias para medidas repetidas objetivando avaliar se esses
tratamentos prévios produziram diferencas comportamentais na tarefa de contraste
antecipatorio. Para isso, foram tomadas como variaveis independentes, (1) o tipo de lesdo
(SHAM ou BL), (2) o tipo de tratamento prévio (CHQ ou N-CHQ), (3) as condigdes
experimentais no contraste antecipatério (15/15 ou 15/32), e (4) as sessdes de treino (doze
sessdes para cada condicdo experimental; sendo considerada como medida repetida). A
freqiiéncia de lambidas (niumero de lambidas/minuto) em cada solugdo realizada pelos

animais foi tomada como a variavel dependente.
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A ANOVA revelou que o treino de condicionamento aversivo prévio ndo promoveu
qualquer interferéncia sobre o desempenho dos animais na tarefa de contraste antecipatorio de
incentivo, que ocorreu logo a seguir. Isso porque o teste mostrou que a freqiiéncia de lambidas
na primeira solucdo (sacarina, independentemente da condi¢do) de animais SHAM e BL que
haviam sido condicionados aversivamente no teste anterior (CHQ) ndo diferiu
significantemente daquela de ratos que ndo haviam recebido choque (N-CHQ), tanto em dias
de condigdao 15/15 quanto em dias de condi¢cao 15/32 (Efeito de Treino Prévio, F; 37 = 1,37 —
p=0,25; Efeito de interacdo Treino Prévio x Lesdo, F; 37 = 0,11 — p=0,74; Efeito de interacao
Treino Prévio x Condicdo, F; 37 = 0,62 — p=0,44, e Efeito de interacdo Treino Prévio x Lesdo
x Condicao, F;37=0,11 — p=0,74). Ademais, 0 mesmo ocorreu ao considerarmos a freqiiéncia
de lambidas na segunda solucdo (sacarina ou sacarose, dependendo da condi¢ao) — Efeito de
Treino Prévio, F; 37 = 1,10 — p=0,30; Efeito de interacdo Treino Prévio x Lesdo, F; 37 = 2,70 —
p=0,11; Efeito de interacdo Treino Prévio x Condi¢do, F;37 = 0,10 — p=0,76, e Efeito de
interagdo Treino Prévio x Lesdo x Condicao, F; 37 =1,50 — p=0,22.

Diante desses resultados, foi aplicado um segundo teste ANOVA (de trés vias para
medidas repetidas), para a andlise dos dados, desconsiderando a existéncia de sub-grupos
quanto ao condicionamento aversivo prévio. Para efeito de andlise, dividimos as 12 sessdes de
treino em cada condicdo experimental em 4 blocos de 3 sessdes cada. Assim, neste segundo
teste estatistico, foram tomadas como variaveis independentes: (1) o tipo de lesdo (SHAM ou
BL), (2) as condi¢des experimentais da tarefa de contraste (15/15 ou 15/32), e (3) os blocos de
sessoes de treino (quatro blocos no total para cada uma das condigdes, sendo considerado
como medida repetida). A freqiiéncia de lambidas em cada solu¢do durante a tarefa foi
tomada como a variavel dependente.

Ao analisarmos os dados referentes ao consumo da primeira solugao durante o teste, os
resultados da andlise estatistica indicaram que a lesdo seletiva do BL ndo interferiu na
aquisi¢dao do efeito de contraste antecipatorio de incentivo na versdo intra-sujeitos da tarefa,

ao menos nessa primeira fase do teste (Figura 18).
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A ANOVA revelou, como esperado, a existéncia de efeito significante em relacao ao
tipo de Condicao (F;39 = 6,04 — p<0,01) e a interagdo Condi¢do x Bloco (F3 ;7 = 34,85 —
p<0,0001). Indicando que, independentemente da lesdo, os animais consumiram, em média,
significantemente menos da primeira solucdo (sacarina) em dias em que ocorreu sinaliza¢ao
da condigdo 15/32 do que em dias que houve sinalizacdo da ocorréncia da condi¢ao 15/15,
evidenciando o efeito de contraste.

O teste ANOVA revelou ainda auséncia de efeito significante da Lesdo (F;39= 1,51 —
p=0,23), da interagdo Lesdo x Condi¢do (F;39 = 0,38 — p=0,54) e da interagdo Lesdo x
Condigdo x Bloco (F3,117= 1,85 — p=0,14), indicando que o efeito de contraste foi semelhante
entre ratos BL e SHAM nessa primeira fase do treino.

Ao analisarmos os dados sobre o consumo da primeira solucao no ultimo bloco do
treino, o teste post hoc de Newman-Keuls indicou que, tanto para ratos SHAM quanto para os
ratos BL, o consumo da primeira solucao na condigao 15/32 foi significantemente menor que
na condi¢do 15/15 (p<0,001), sugerindo que ratos lesados no BL e seus respectivos SHAM
adquiriram o efeito de contraste antecipatério de incentivo, numa versdo intra-sujeitos,
quando as diferentes condi¢des de treino foram apresentadas em dias alternados e sinalizadas

por pistas discriminativas visuais, como pode ser visualizado na Figura 18.
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Figura 18. Freqiiéncia de lambidas (média + erro padrdo) na primeira solu¢do (sacarina 0,15%)
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durante os blocos de sessoes de treino da primeira fase da tarefa de contraste antecipatorio de
incentivo intra-sujeitos realizado por ratos lesados seletivamente no BL (BL) e por seus respectivos
controle-operados (SHAM) sob as condi¢des sacarina-sacarina (15/15) ou sacarina-sacarose (15/32).

Além disso, os resultados referentes ao consumo da segunda soluc¢do (sacarina ou
sacarose, dependendo da condigdo, 15/15 ou 15/32) indicaram que a lesdao seletiva do BL
pareceu ndo interferiu na preferéncia da solu¢do de sacarose sobre a solu¢do de sacarina,
como pode ser visto na Figura 19. Isto €, ratos com lesao seletiva do BL, assim como seus
respectivos SHAM, apresentaram o consumo da solucdo de sacarose significantemente maior
que o consumo da solugdo de sacarina (Figura 19). Além disso, a analise dos dados também
indicou que ratos lesados seletivamente no BL apresentaram o consumo da segunda solugdo
diminuido frente aos seus SHAM, independentemente se era sacarina ou sacarose.

Como esperado, a ANOVA revelou a existéncia de efeito significante em relagdo ao
tipo de Condicao (F 30 = 2493,7 — p<0,0001) e a interacdo Condic¢do x Bloco (F3117= 29,6 —
p<0,0001), indicando que independentemente das lesdes, sujeitos expostos a condicao 15/32
consumiram mais da segunda solugdo que aqueles submetidos a condigao 15/15.

Ademais, ndo houve efeito significante na interacao entre os fatores Condi¢ao e Lesao
(F139=10,01 — p=0,92). Embora o teste de Newman-Keuls (Condicao x Lesdo) tenha indicado
que para os ratos do grupo BL e do grupo SHAM, o consumo da segunda solu¢do de sacarose
foi significantemente maior que o de sacarina (p<0,0001), também revelou que no geral ratos
do grupo BL consumiram menos da segunda solucdo, sendo ela sacarina ou sacarose, que 0s
ratos do grupo SHAM (p<0,01). Este ultimo resultado também pode ser evidenciado pelos
significativos Efeitos de Lesdo (F;39= 7,50 — p<0,01) e de interacdo Lesdo x Bloco (F3117=

4,40 — p<0,01).

Fase 2 — Condicdes 15/15 e 15/32 apresentadas em dias randomizados

A analise pelo teste ANOVA da freqiiéncia de lambidas na primeira solugdo durante a

segunda fase da tarefa de contraste antecipatério intra-sujeitos (tendo como variaveis
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independentes: Lesao, Condicao e Bloco) revelou um efeito significativo quanto ao tipo de
Lesao (Fi39= 3,92 — p<0,05), indicando que os ratos do grupo BL apresentaram o consumo da

primeira solu¢dao diminuido, independentemente da condi¢ao, em relacao ao grupo SHAM.
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Figura 19. Freqiiéncia de lambidas (média + erro padrdo) na segunda solug¢do durante os blocos de
sessdes de treino da primeira fase da tarefa de contraste antecipatério de incentivo intra-sujeitos
realizado por ratos lesados seletivamente no BL (BL) e por seus respectivos controle-operados
(SHAM) sob as condigdes sacarina-sacarina (15/15) ou sacarina-sacarose (15/32).

A ANOVA também revelou a existéncia de um efeito significante de Condicao (F;39=
96,71 - p<0,0001), indicando que, independentemente da lesdo, os animais consumiram, em
média, significantemente menos da primeira solucdo (sacarina) em dias que ocorreu
sinalizacdo da condicdo 15/32 do que em dias que houve sinalizacdo da ocorréncia da
condicao 15/15.

Além disso, ndo houve efeito significante na interacdo entre os fatores Lesdo e
Condigéo (Fy39= 0,13 — p=0,72), e o respectivo teste post hoc de Newman-Keuls mostrou que
o consumo da primeira solu¢do para a condi¢do 15/32 foi significantemente menor do que
para a condicao 15/15 para os ratos do grupo BL (p<0,0001) e para os do grupo SHAM

(p<0,0001), ou seja, que ratos BL e SHAM apresentaram o efeito de contraste antecipatorio
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também nessa fase da tarefa, como mostra a Figura 20. Adicionalmente, o teste post hoc
revelou que animais do grupo BL consumiram menos da primeira solu¢do que seus
respectivos SHAM tanto na condigdo 15/15 como na condicdo 15/32 (condigdo 15/15 —

p<0,001; e condigdo 15/32 — p<0,002 — Figura 20).
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Figura 20. Freqiiéncia média de lambidas (média + erro padrdo)
na primeira solugdo (sacarina 0,15%) durante a segunda fase da
tarefa de contraste antecipatorio de incentivo intra-sujeitos (dias
randomizados) realizado por ratos lesados seletivamente no BL
(BL) e por seus respectivos controle-operados (SHAM) sob as
condig¢des sacarina-sacarina (15/15) ou sacarina-sacarose (15/32).

A ANOVA também constatou efeito significante de Sessdo (F4156= 6,26 — p<0,0001),
mas ndo na interagdo Condi¢do x Sessdo (Fijs6 = 1,47 — p=0,22). O teste post hoc de
Newman-Keuls revelou que o consumo da primeira solugdo na condi¢ao 15/32 nio se alterou
ao longo das quatro sessoes de treino nesta fase da tarefa. No entanto, na condigdo 15/15, o
consumo da primeira solugdo pareceu se alterar em fun¢do da seqiiéncia de apresentacdo das
sessoes de treino (Figura 21). Lembrando que a seqiiéncia de apresentacao das condigdes
nesta fase da tarefa foi: (1*.) 15/32 - (2%)) 15/32 - (3*.) 15/15 - (4*)) 15/15 - (5%.) 15/15 - (6%.)
15/32 - (7%) 15/15 - (8%) 15/32 - (9*) 15/32 - (10%) 15/15, detectou-se diferenga entre os

consumos da (1) primeira e terceira, (2) primeira e quarta, (3) primeira e quinta, (4) segunda e
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terceira, (5) segunda e quarta, e (6) a quarta e a quinta sessdes da condi¢ao 15/15, mas nao
entre (1) a primeira e a segunda, (2) a segunda e a quinta, (3) a terceira e a quarta, e¢ (4) a
terceira e a quinta sessdes da condigao 15/15. Ou seja, parece que o consumo da primeira
solucao na condi¢ao 15/15 tendeu a aumentar quando essa condigao foi apresentada em dias
consecutivos, mas voltou a um nivel mais baixo depois da experiéncia com a condigdao 15/32,
como se pode ver na Figura 21. A andlise de Newman-Keuls (Lesdo x Condi¢cdo x Sessdo)
também mostrou que esse padrao de desempenho ocorreu para os ratos do grupo SHAM, mas

apesar de uma tendéncia, ndo foi significativo para os ratos do grupo BL (Figura 21).
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Figura 21. Freqiiéncia de lambidas (média + erro padrio) na primeira solugdo (sacarina 0,15%) ao
longo das sessdes de teste da segunda fase da tarefa de contraste antecipatorio de incentivo intra-
sujeitos (dias randomizados) realizado por ratos lesados seletivamente no BL (BL) e por seus
respectivos controle-operados (SHAM) sob as condi¢des sacarina-sacarina (15/15) ou sacarina-
sacarose (15/32). As sessdes em vermelho indicam os dias de apresentagdo da condigdo 15/15, e as em
azul indicam os dias de apresentagdo da condic¢do 15/32.

A andlise da freqiiéncia de lambidas na segunda solu¢do durante a segunda fase do
treino de contraste antecipatorio intra-sujeitos revelou um efeito significativo da Condigado

(F130=1109,4 — p<0,0001), indicando que independentemente das lesdes, sujeitos expostos a
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condi¢do 15/32 consumiram mais da segunda solucdo do que aqueles submetidos a condigdo
15/15 (Figuras 22 e 23).

A ANOVA revelou auséncia de significancia quanto ao efeito de interacdo Condigdo x
Lesao (Fy39= 2,80 — p=0,10). O teste post hoc de Newman-Keuls indicou que, para os ratos
do grupo BL e para os do grupo SHAM, o consumo da segunda solu¢do de sacarose foi
significantemente maior que o de sacarina (p<0,0001), isto é, que ratos BL mantém a
preferéncia pela solugdo de sacarose em relagdo a solugdo de sacarina, como pode ser visto
nas Figuras 22 e 23.

O teste post hoc também revelou que os ratos BL consumiram menos da segunda
solugdo de sacarose que os SHAM (p<0,01), mas que o consumo da segunda solugdo de
sacarina foi o0 mesmo entre eles (p=0,66 - Figura 22). Esse tltimo resultado também pdde ser

evidenciado pelo efeito significante da Lesao (F 30= 4,60 — p<0,04).
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Figura 22. Freqiiéncia média de lambidas (média + erro padrdo) na
segunda solugdo (sacarina 0,15% ou sacarose 32%, dependendo da
condi¢do) na segunda fase da tarefa de contraste antecipatorio de
incentivo intra-sujeitos (dias randomizados) realizado por ratos
lesados seletivamente no BL (BL) e por seus respectivos controle-
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operados (SHAM) sob as condi¢des sacarina-sacarina (15/15) ou
sacarina-sacarose (15/32).
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Figura 23. Freqiiéncia de lambidas (média + erro padréo) na segunda solugdo (sacarina 0,15% ou
sacarose 32%, dependendo da condicdo) ao longo das sessdes de teste da segunda fase da tarefa de
contraste antecipatério de incentivo intra-sujeitos (dias randomizados) realizado por ratos lesados
seletivamente no BL (BL) e por seus respectivos controle-operados (SHAM) sob as condigdes
sacarina-sacarina (15/15) ou sacarina-sacarose (15/32). As sessdes em vermelho indicam os dias de
apresentacao da condigdo 15/15, e as em azul indicam os dias de apresentacdo da condigdo 15/32.

Em sintese, os resultados deste conjunto de experimentos indicaram que ratos com
lesdo seletiva do BL ndo apresentaram prejuizo significativo de desempenho nos testes de
medo condicionado ao som e ao contexto, embora os lesados treinados com choque tenham
exibido tempo em congelamento moderadamente inferior aos seus respectivos controle-
operados (ndo significante em termos estatisticos). Ressalta-se aqui que o treino de
condicionamento aversivo empregado neste experimento envolveu choques de 0,50mA,
diferentemente do Experimento 1, o qual envolveu choques de ImA. Diferentemente do
observado no presente experimento, ratos com lesao do BL treinados com choques de 1mA

(Experimento 1) exibiram prejuizo significante de desempenho no teste de medo
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condicionado ao contexto, mas nao ao som. Especula-se que as discrepancias quanto aos
resultados dos dois experimentos ocorreram exatamente em razao das diferentes intensidades
de choques nas patas aplicadas durante os treinos de condicionamento. O experimento
seguinte tratard deste assunto.

Adicionalmente, os resultados do presente experimento indicaram que ratos com lesao
seletiva do BL apresentaram o efeito de contraste antecipatdrio de incentivo, como seus
respectivos controle-operados, numa versdo intra-sujeitos da tarefa de contraste envolvendo
sinalizagdo das diferentes condi¢des de treino por pistas discriminativas visuais. Ainda, ratos
com lesdo do BL permaneceram com a habilidade de discriminar entre as duas solugdes
apresentadas. Esses resultados estdo de acordo com a hipdtese de que o BL participaria da
formacao de associacOes estimulo-refor¢o em se tratando de estimulos contextuais, mas nao
discretos, uma vez que supostamente ratos lesados foram capazes de acessar o valor de
incentivo da segunda solucao por meio de pistas visuais discretas, e entdo comparar o valor de
incentivo da solu¢ao pendente com o valor da solugdo corrente. Neste contexto, o ultimo
experimento (4) terd por objetivo avaliar se, de fato, a aquisi¢do do efeito de contraste
antecipatorio de incentivo envolveria o aprendizado de associagdes estimulo-reforgo, ou seja,
se o desempenho nessa tarefa dependeria do acesso da representagdo do valor motivacional da
recompensa pendente por meio de estimulos condicionados ambientais.

Uma discussdo mais detalhada desse conjunto de resultados sera realizada na se¢ao da

Discussdo, mais adiante.
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5. Experimento 3
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EXPERIMENTO 3.

Efeitos da lesdo seletiva e excitotdéxica do BL sobre o desempenho numa tarefa de
condicionamento classico aversivo ao som e ao contexto, com choques de 0,75mA e de
1ImA

No ultimo experimento descrevemos o efeito da lesdo excitotoxica e seletiva do BL
sobre o medo condicionado ao som e ao contexto quando os animais foram expostos a cinco
pareamentos de som e choque de 0,50mA durante o treino. Os resultados mostraram que, sob
essas condi¢des de treino, ratos lesados ndo mostraram prejuizo em nenhum dos testes de
medo condicionado, diferentemente do observado no Experimento 1, onde animais lesados no
BL apresentaram prejuizo de desempenho no teste de medo condicionado ao contexto, mas
ndo ao som, quando o treino compreendeu cinco pareamentos de som e choque de 1mA
(grupo MEDIA-ALTA intensidade). Hipotetizamos que a auséncia de diferenca entre os
desempenhos de sujeitos lesados e controle-operados quanto ao medo condicionado ao
contexto quando o treino envolveu choques de 0,50mA, pode ter ocorrido por conta de as
respostas de congelamento exibidas pelos ratos controle-operados durante o teste terem sido
muito baixas a ponto de nao ser possivel detectar qualquer diferenga existente entre eles e os
ratos lesados. Assim sendo, os sujeitos lesados que haviam sido treinados no condicionamento
classico aversivo no Experimento 2 (com choques de 0,50mA) foram retreinados na mesma
tarefa, mas empregando choques de 0,75mA ou de ImA, logo depois do término do treino na

tarefa de contraste antecipatorio de incentivo.

5.1. MATERIAIS E METODOS

Sujeitos
Foram utilizados 26 ratos machos Wistar provenientes do Centro de Bioterismo da

Faculdade de Medicina - USP. Grupos de até trés animais foram mantidos em gaiolas de



112

plastico, em ambiente sob temperatura em torno de 22°C, e ciclo luz/escuro de 12 horas (luz
das 7h00min as 19h00min). Dezesseis desses sujeitos experimentais haviam passado
anteriormente pelas tarefas de condicionamento classico aversivo (com choques de 0,50mA) e
de contraste antecipatorio de incentivo intra-sujeitos (Experimento 2), e haviam sido
inicialmente submetidos a cirurgia para produgdo de lesdo seletiva do BL (portanto, faziam
parte do grupo BL). Os ratos controle-operados (SHAM) utilizados no Experimento 2 haviam
sido sacrificados antes do inicio do presente experimento, e portanto, os sujeitos controles (N-
OP, N = 10) utilizados aqui ndo haviam passado por nenhum procedimento cirirgico, mas
tinham idade e peso semelhantes aos lesados. Esses ratos utilizados como controles (N-OP)
diferiram dos ratos lesados (BL) em varios aspectos incluindo a auséncia de intervengao
cirirgica, auséncia de treino inicial na tarefa de condicionamento aversivo com choques de
0,50mA, auséncia de treino prévio na tarefa de contraste antecipatorio de incentivo e todas as
manipulagdes ligadas a esses procedimentos. Dessa forma, claramente esse grupo de animais
ndo se tratou de um grupo controle ideal, e por conseguinte o planejamento experimental
envolvendo este experimento também ndo foi ideal, porém pareceu importante fazé-lo
exploratoriamente face a “perda” dos ratos SHAM e ao tempo requerido para a operagdo e os

outros procedimentos envolvendo novos ratos.

Treino de Condicionamento Classico Aversivo

O aparelho e o procedimento basico de treino de condicionamento classico aversivo
empregados neste experimento foram os mesmos do Experimento 2 (ver Materiais e Métodos,
Experimento 2). O treino ocorreu cerca de quinze dias apos término dos testes de contraste
antecipatorio de incentivo do Experimento 2, e cerca de 50 dias depois do término do
primeiro teste de medo condicionado.

Dividimos os animais em dois grupos distintos considerando a intensidade de choque
aplicada durante o treino neste experimento. Um grupo recebeu pareamentos de som e choque
de intensidade de 0,75mA (grupo CHQ-0,75) enquanto outro grupo recebeu pareamentos de

som e choque de intensidade de 1mA (grupo CHQ-1). Desta forma, os animais foram
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divididos em um total de quatro grupos: animais lesados que receberam choques de 0,75mA
(grupo BL / CHQ-0,75; N = 8), animais lesados que receberam choques de ImA (grupo BL /
CHQ-1; N = 8), animais controles que foram expostos a choques de 0,75mA (grupo N-OP /
CHQ-0,75; N = 5) e, finalmente, animais controles que foram submetidos a choques de 1mA

(grupo N-OP / CHQ-1; N = 5).

Teste de Medo Condicionado ao Contexto

O aparelho e o procedimento do teste de medo condicionado ao contexto foram os

mesmos empregados no Experimento 2 (ver Materias e Métodos, Experimento 2).

5.2. RESULTADOS

Teste de Medo Condicionado ao Contexto

Inicialmente realizou-se um teste ANOVA de duas vias para medidas repetidas com o
objetivo de avaliar se o condicionamento aversivo prévio realizado no Experimento 2 alterou
de alguma forma o desempenho dos sujeitos lesados retreinados na tarefa de
condicionamento, com as novas intensidades de choque. Para tanto, comparamos os tempos
em congelamento, no teste de medo condicionado ao contexto, de ratos BL previamente
expostos aos choques de 0,50mA (no Experimento 2) com o tempo em congelamento de ratos
BL que ndo haviam recebido choque. As variaveis independentes da analise compreenderam o
tipo de treino prévio (CHQ e N-CHQ) e os blocos de tempo nos quais o teste foi dividido (dez
blocos de um minuto cada; sendo considerado como medida repetida). A ANOVA nao
detectou qualquer diferenga e, portanto, influéncia do condicionamento prévio sobre o
segundo condicionamento (Efeito de Treino Prévio: F;14=0,79 — p=0,39). Ou seja, ratos que
haviam recebido choque (de 0,50mA) e ratos que ndo haviam sido expostos ao choque (N-
CHQ) durante o treino anterior, exibiram desempenhos semelhantes no segundo

condicionamento aversivo envolvendo choques de 0,75mA ou de ImA.
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Assim sendo, aplicou-se uma ANOVA de trés vias para medidas repetidas, sendo
consideradas como variaveis independentes o tipo de lesdo (N-OP ou BL), o grupo quanto ao
procedimento experimental (CHQ-0,75 ou CHQ-1) e os blocos de tempo nos quais o teste foi
dividido (dez blocos de um minuto cada, considerado como medida repetida). A porcentagem
de tempo exibido pelos animais com respostas de congelamento durante o teste foi tomada
como a variavel dependente.

A ANOVA revelou a existéncia de um efeito significante da Lesdo (F; = 5,79 —
p<0,02), indicando que ratos lesados no BL exibiram tempo em congelamento
significantemente menor que os ratos N-OP no teste de medo condicionado ao contexto,
independentemente da intensidade de choque empregada durante o treino (Figura 24).

A ANOVA revelou também um efeito significante quanto ao tipo de Treino (F; 2 =
12,60 — p<0,002), ou seja, ratos expostos a choques de 0,75mA apresentaram, no teste ao
contexto, tempos em congelamento menores que ratos submetidos a choques de 1mA (Figura
24). Além disso, a ANOVA ndo revelou efeito significante na interagdo Lesdo x Treino (F; 2
= 0,12 — p=0,73), e o teste post hoc de Newman-Keuls indicou que o desempenho de ratos do
grupo BL / CHQ-1 ndo diferiu do desempenho do grupo correspondente N-OP / CHQ-1
(p=0,16), apesar de existir uma tendéncia de os lesados apresentarem tempo em congelamento
menor que os controles (Figura 24). No entanto, o teste post hoc revelou um efeito muito
proximo do significante quando comparamos o tempo em congelamento dos animais do grupo
BL / CHQ-0,75 e do grupo N-OP / CHQ-0,75 (p=0,06), sugerindo um prejuizo de
desempenho de ratos lesados no BL no teste de medo condicionado ao contexto quando o
treino envolveu choques de 0,75mA (Figura 24). O teste de Newman-Keuls também mostrou
uma tendéncia, apesar de ndo significante, de ratos do grupo N-OP / CHQ-0,75 exibirem
tempo em congelamento menor que os N-OP / CHQ-1 (p=0,08). O mesmo ocorreu para 0s
animais BL, porém neste caso, a diferenga atingiu significancia estatistica (p<0,03). Isto €, os
animais do grupo BL / CHQ-0,75 exibiram tempo em congelamento significantemente menor

que os ratos do grupo BL / CHQ-1, como mostra a Figura 24.
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Figura 24. Porcentagem do tempo total em congelamento (média
* erro padrdo) no teste de medo condicionado ao contexto. CHQ-
0,75, ratos que foram expostos a choques de 0,75SmA durante o
treino de condicionamento; CHQ-1, ratos que foram expostos a
choques de 1mA durante o treino de condicionamento; BL,
sujeitos lesados seletivamente no BL; N-OP, sujeitos controles

ndo-operados

Adicionalmente, o teste ANOVA revelou efeitos significantes quanto ao fator Bloco
(Fo,198 = 13,55 — p<0,0001) e a interagdo Lesdo x Bloco (F9 195 = 3,98 — p<0,0001), mas ndo
um efeito significante na interagdo Treino x Bloco (Fgi9s = 0,44 — p=0,91). Mais
especificamente, o teste post hoc de Newman-Keuls (Lesdo x Treino x Bloco) mostrou que os
tempos em congelamento exibidos por ratos BL / CHQ-1 ¢ N-OP / CHQ-1 ndo diferiram
significantemente entre si ao longo de todos os dez blocos do teste de medo condicionado ao
contexto (Figura 25). O teste indicou, ainda, que animais do grupo BL / CHQ-0,75
apresentaram tempo em congelamento significantemente menor que o do grupo
correspondente N-OP / CHQ-0,75, mais especificamente no terceiro, quarto e quinto blocos

do teste, como mostra a Figura 25.
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Figura 25. Porcentagem de tempo em congelamento (média * erro padrdo) ao longo dos dez blocos de
tempo (de 1 min cada) no teste de medo condicionado ao contexto. CHQ-0,75, ratos que foram
expostos a choques de 0,75mA durante o treino de condicionamento; CHQ-1, ratos que foram
expostos a choques de 1mA durante o treino de condicionamento; BL, sujeitos lesados seletivamente
no BL; N-OP, sujeitos controles ndo-operados.

Resumidamente, os resultados deste experimento indicaram que ratos com lesdo
seletiva do BL apresentam desempenho prejudicado no teste de medo condicionado ao
contexto quando treinados com choques de 0,75mA, mas apresentam prejuizo nao significante
em termos estatisticos, embora moderado, no mesmo teste quando treinados com choques
mais intensos, de 1mA. Face a utilizacdo de um grupo controle (N-OP) nio ideal na realizagdo
deste experimento, um novo lote de animais foi treinado na tarefa de condicionamento
classico aversivo envolvendo choques de 0,75mA com o objetivo de avaliar os efeitos da
lesdo seletiva do BL sobre essa situagao comportamental, como serd descrito no experimento
seguinte.

O experimento seguinte, como mencionado anteriormente, terd por objetivo também
avaliar o envolvimento do aprendizado de associacdes do tipo estimulo-refor¢o na aquisi¢ao
do efeito de contraste antecipatério de incentivo, e os efeitos da lesdo seletiva do BL sobre

essa tarefa comportamental.
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6. Experimento 4
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EXPERIMENTO 4.

1) Avaliacdo do possivel envolvimento de associacdes estimulo-reforco no efeito de
contraste antecipatdrio de incentivo, em ratos normais e com leséo seletiva e excitotoxica
do BL

2) Efeitos da lesdo seletiva e excitotoxica do BL sobre o desempenho de ratos numa
tarefa de condicionamento classico aversivo ao som e ao contexto envolvendo choques de

0,75mA

Um dos objetivos deste conjunto de experimentos foi avaliar se a aquisi¢do do efeito
de contraste antecipatorio de incentivo, em animais normais € em animais com lesdo seletiva
do BL, requer o estabelecimento de associagdes do tipo estimulo-refor¢o. Em outras palavras,
objetivou-se avaliar se o efeito de contraste antecipatorio dependeria do acesso da
representacdo do valor de incentivo da segunda recompensa por meio de estimulos
condicionados ambientais, a qual seria entdo comparada com o valor da solugdo corrente
gerando a supressdo do consumo da primeira solu¢do na condi¢ao sacarina-sacarose. Portanto,
de acordo com essa interpretacdo, se apds um treino inicial na tarefa de contraste
antecipatorio, os animais forem submetidos a sessdes de desvaloriza¢dao da solugdo preferida
(sacarose 32%) por meio do seu pareamento com um mal-estar (injecdo de LiCl, i.p.) e
subseqiientemente, re-expostos a tarefa, ¢ de se esperar que ratos normais exibam uma
reducgdo do efeito de contraste, ja que essa solucao apresentaria menor valor de incentivo.

Mais ainda, de acordo com a interpretacdo de que o BL participaria do processamento
de informagdes contextuais (ou representacdes configuracionais), mas nao de informacdes
sobre estimulos discretos (ou representagdes elementais) no estabelecimento de associagdes
estimulo-reforgo, seria plausivel hipotetizar que a lesdo seletiva do BL resultaria no prejuizo
de desempenho de ratos numa versdo intra-sujeitos da tarefa de contraste antecipatério de
incentivo envolvendo discriminagdo configuracional, mas nao elemental, das condi¢cdes de

treino. O presente experimento também objetivou avaliar essa hipdtese.
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Além disso, frente aos resultados dos ultimos experimentos quanto a tarefa de
condicionamento classico aversivo, decidiu-se reavaliar os efeitos da lesdo seletiva do BL
sobre o desempenho de ratos nos testes de medo condicionado ao som e ao contexto, quando
treinados com cinco pareamentos de som e choque de 0,75mA, replicando assim parte dos
resultados criticos do Experimento 3. Dessa forma, apds os procedimentos cirurgicos, novos
grupos de animais foram treinados na tarefa de contraste antecipatorio e, posteriormente,

submetidos aos testes de medo condicionado ao som e ao contexto.

6.1. MATERIAIS E METODOS

6.1.1. Cirurgias-piloto para o estabelecimento das coordenadas estereotaxicas para a

producéo de lesdes seletivas e excitotoxicas do BL

Sujeitos

Foram utilizados no total 17 ratos machos Wistar provenientes do Centro de
Bioterismo da Faculdade de Medicina — USP, com idades variando entre trés ¢ cinco meses.
Grupos de até trés animais foram mantidos em gaiolas de plastico, em ambiente sob

temperatura em torno de 22°C, e ciclo luz/escuro de 12 horas (luz das 7h00min as 19h00min).

Procedimento Cirurgico

Os procedimentos basicos foram os mesmos ja descritos nos outros experimentos, com
exce¢do de que os animais foram anestesiados com uma mistura de xilasina e ketamina
(ketamina: 75mg/kg de peso do animal; xilasina: 10mg/kg de peso do animal), ao invés de
equitesina.

Foi utilizado 4cido iboténico, conforme ja descrito anteriormente, para a producao das

lesdes excitotoxicas.
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As coordenadas estereotaxicas que apresentaram os melhores resultados nesse lote de
animais foram as seguintes: (1) -3,0 AP; -5,1 ML;-7,6 DV, (2) -3,5 AP; -5,2 ML; -7,7 DV, (3)
-3,9 AP; -5,2 ML; -7,8 DV, (4) -3,1 AP; +5,2 ML;-7,6 DV, (5) -3,5 AP; +5,3 ML; -7,7 DV,
(6) -4,0 AP; +5,3 ML; -7,8 DV, com aplicagdo de 0,02 ul de acido iboténico (10 mg/ml) em

cada ponto de injecao.

Processamento Histologico

Os procedimentos histologicos empregados foram os mesmos utilizados nos

experimentos anteriores.

6.1.2. Cirurgias para a producdo de lesdes seletivas e excitotoxicas do BL

Sujeitos

Foram utilizados 54 ratos machos Wistar provenientes do Centro de Bioterismo da
Faculdade de Medicina — USP, com aproximadamente trés meses de idade. Grupos de até trés
animais foram mantidos em gaiolas de plastico, em ambiente sob temperatura em torno de

22°C, e ciclo luz/escuro de 12 horas (luz das 7h00min as 19h00min).

Procedimento Cirargico

O procedimento cirtirgico anteriormente descrito para as cirurgias-piloto foi o mesmo
utilizado nesta etapa. Foram empregadas as coordenadas estereotaxicas que produziram as
melhores lesdes seletivas do BL nas cirurgias-piloto, descritas acima. Aplicou-se 0,02ul de
acido iboténico (10 mg/ml) em cada ponto de injecdo. Terminado o procedimento cirurgico,
os animais receberam injecdo intra-muscular de ketoprofeno (anti-inflamatorio; Ketofen®;
2mg/kg de massa corpérea; 12-12h por 48h).

Os animais controle-operados foram submetidos a0 mesmo tratamento cirtrgico,

porém receberam injecdo de tampao fosfato-salina ao invés da neurotoxina.
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Dos 54 ratos operados, 5 sujeitos morreram antes da conclusdo de todas as tarefas

comportamentais. Os 49 ratos restantes pertenceram a dois grupos distintos: 27 ao grupo dos

lesados (BL), e 22 ao grupo dos controle-operados (SHAM).

6.1.3. Tarefa de Contraste Antecipatorio de Incentivo Inter-Sujeitos

Privacdo Alimentar

A privagdo alimentar teve duracdo de 21 horas didrias, iniciou-se trés dias antes do
inicio do treino dos animais na tarefa de contraste antecipatério de incentivo e perdurou até o
final do treinamento. Os animais tinham acesso livre ao alimento por um periodo de trés horas

depois de 30 minutos do término de cada sessao de treino.

Aparelho e Procedimento

O aparelho utilizado na tarefa de contraste antecipatorio de incentivo foi o mesmo do
Experimento 2 (ver Materiais e Métodos, Experimento 2). Além do j& descrito anteriormente,
o aparelho de treino foi equipado com um alto-falante no teto da caixa, que permitia a
producdo de sons com freqiiéncia e intensidade controladas por uma fonte geradora.

O treino na tarefa de contraste antecipatorio iniciou-se 10 dias apds a cirurgia de cada
animal, e o procedimento basico de cada sessao foi o mesmo descrito no Experimento 2.
Foram realizadas ao total 12 sessdes de treino, uma por dia, nesta fase do teste.

Os animais foram divididos em dois grupos de acordo com a condic¢do do treino: um
grupo recebeu sacarina 0,15% como primeira e segunda solugdes (grupo 15/15), e o outro
grupo recebeu sacarina 0,15% como primeira solugdo e sacarose 32% como segunda solugao
(grupo 15/32). Note que a primeira solugdo oferecida aos animais era sempre sacarina 0,15%,
independentemente do grupo do qual faziam parte. Portanto, foram submetidos ao treino um
total de 4 grupos de animais, sendo eles: lesados no BL sob condigao 15/15 (BL — 15/15; N =

13); lesados no BL sob condigao 15/32 (BL — 15/32; N = 14); controle-operados sob condigao
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15/15 (SHAM — 15/15; N = 11) e controle-operados sob condi¢ao 15/32 (SHAM — 15/32; N =

11).

6.1.4. Tarefa de Contraste Antecipatorio de Incentivo Intra-Sujeitos

6.1.4.1. Treino Inicial

Dois dias depois de concluido o treinamento na versdo inter-sujeitos da tarefa de
contraste antecipatorio de incentivo, iniciou-se o treinamento dos mesmos animais ha versao

intra-sujeitos da tarefa.

Privacdo Alimentar

O esquema de privagdo alimentar manteve-se o mesmo da etapa de treino anterior.

Aparelho e Procedimento

O aparelho utilizado na tarefa de contraste antecipatdrio de incentivo intra-sujeitos e o
procedimento basico de cada sessdo foram os mesmos descritos para o treino anterior.

Os sujeitos foram expostos as duas condi¢cdes experimentais ao longo do treino:
sacarina 0,15% seguida por sacarina 0,15% (15/15) e sacarina 0,15% seguida por sacarose
32% (15/32), em dias alternados e sinalizados por pistas distintas. O primeiro dia de treino
nesta situagdo consistiu na apresentacado da mesma condig¢dao experimental (15/15 ou 15/32) a
qual cada sujeito havia sido exposto no treino prévio de contraste inter-sujeitos.

Os animais foram divididos em dois grupos de acordo com o tipo de arranjo das pistas
empregado para a sinalizacdo das condi¢des do treino: um grupo foi exposto a um conjunto de
pistas que permitia uma discriminagdo elemental (grupo ELM), e um segundo grupo foi
exposto a um conjunto de pistas que requeria uma discrimina¢do configuracional (grupo
CFQG) das condi¢des de treino. O “arranjo elemental” consistia da apresentacdo de um

estimulo sonoro intermitente (750 Hz, 80 dB, pulsos de 100ms em intervalos de 100ms) ou da
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introducao de paredes laterais pretas no aparelho de treino, sendo elas (som ou paredes
laterais) devidamente contrabalanceadas dentro do grupo; ou seja, metade dos animais
recebeu o estimulo sonoro como sinalizador da condi¢ao 15/15 e o estimulo visual como
sinalizador da condi¢do 15/32, e o inverso foi aplicado a outra metade dos animais. Ja o
“arranjo configuracional” compreendeu a apresentacdo do estimulo sonoro ou do estimulo
visual como sinalizadora de uma das condi¢des de treino e a apresentagdo conjunta dos dois
estimulos como sinalizadora da outra condi¢gdo. Da mesma forma, houve o
contrabalanceamento adequado das pistas dentro do grupo, ou seja, para metade dos sujeitos
as pistas isoladas sinalizavam a condicdo 15/15 e as pistas em conjunto sinalizavam a
condigdo 15/32, e para a outra metade dos animais o inverso foi aplicado.

Assim, foram submetidos ao treino um total de quatro grupos de animais, sendo eles:
lesados no BL sob “arranjo elemental” das pistas (BL/ELM; N = 13); lesados no BL sob
“arranjo configuracional” das pistas (BL/CFG; N = 14); controle-operados sob “arranjo
elemental” das pistas (SHAM/ELM; N = 10); controle-operados sob ‘“arranjo
configuracional” das pistas (SHAM/CFG; N = 12).

Foram realizadas 28 sessdes no total, uma por dia, para os sujeitos expostos ao
“arranjo elemental” (14 sessOes para cada uma das condigdes de treino) e um total de 36
sessOes para os ratos expostos ao “arranjo configuracional” das pistas para a discriminagdo
das condigdes experimentais (18 sessdes para cada uma das condi¢des experimentais).

Ao término desse treinamento inicial, os sujeitos receberam mais 8 sessdes de teste,
ap6s um intervalo de dois dias. Nessa segunda fase, as duas condi¢des experimentais nado mais
foram arranjadas de forma alternada, mas foram apresentadas de maneira randomica, sendo
cada uma ainda sinalizada pelas respectivas pistas discriminativas. A seqiiéncia de
apresentacdes das condicdes, nesta fase, foi a seguinte: (1) 15/32, (2) 15/32, (3) 15/15, (4)
15/15, (5) 15/15, (6) 15/32, (7) 15/32, (8) 15/15. Essa segunda fase do treino foi aplicada de
maneira a assegurar que o desempenho dos animais estava sob o controle das pistas
ambientais empregadas, e ndo da alternancia didria de apresentacdo das duas condicdes

experimentais.



124

6.1.4.2. Desvalorizacdo seletiva da solucdo de sacarose

Imediatamente ap6s o término do treino de contraste antecipatdrio intra-sujeitos, os

animais foram submetidos a sessoes de desvalorizacao seletiva da solucao de sacarose.

Privacdo Alimentar

O esquema de privacdo alimentar continuou sendo o mesmo empregado durante as

etapas anteriores do teste.

Aparelho e Procedimento

Esta etapa do treino comportamental foi realizada em gaiolas de plastico medindo 20 x
30 x 13cm, tendo como assoalho, barras de aco inoxiddvel conectadas a um fio terra.
Ressalta-se aqui que essas gaiolas eram completamente distintas das caixas utilizadas no
treinamento da tarefa de contraste antecipatorio. Tinhamos disponiveis, no total, seis gaiolas,
sendo possivel o treino de seis ratos simultaneamente.

Um bebedouro contendo solucdo de sacarina 0,15% ou de sacarose 32% (dependendo
da sessdo de treino), era introduzido em cada gaiola no inicio de cada sessdo e ficava
disponivel por 15 minutos contados a partir da primeira lambida do animal. Cada bebedouro
conectava-se a interface de um microcomputador, o qual registrava o nimero de lambidas
dadas pelos animais em cada bebedouro. Ao término de cada sessdo, os animais retornavam
para as suas respectivas gaiolas-viveiro.

Os animais foram divididos em dois grupos: um deles recebeu pareamentos da
ingestdo de sacarose com injecao de LiCl (0,3M; 0,4ml/100g de peso corporeo; i.p.) — grupo
LiCl — enquanto o outro grupo recebeu pareamentos da ingestdo de sacarose com injecao de
solugdo salina (0,4ml/100g de peso corporeo; i.p.) — grupo SAL. Portanto, os animais foram
divididos em um total de 8 grupos, sendo eles: lesados no BL sob “arranjo elemental” das
pistas submetidos a desvalorizagdo da sacarose (BL / ELM / LiCl; N = 6); lesados no BL sob
“arranjo elemental” das pistas submetidos ao tratamento controle (BL / ELM / SAL; N = 7);

lesados no BL sob “arranjo configuracional” das pistas submetidos a desvalorizacdo da
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sacarose (BL / CFG / LiCl; N = 6); lesados no BL sob “arranjo configuracional” das pistas
submetidos ao tratamento controle (BL / CFG / SAL; N = 8); controle-operados sob ‘“arranjo
elemental” das pistas submetidos a desvalorizacao da sacarose (SHAM / ELM / LiCl; N = 5);
controle-operados sob “arranjo elemental” das pistas submetidos ao tratamento controle
(SHAM / ELM / SAL; N = 5); controle-operados sob “arranjo configuracional” das pistas
submetidos a desvalorizacdo da sacarose (SHAM / CFG / LiCl; N = 5); controle-operados sob
“arranjo configuracional” das pistas submetidos ao tratamento controle (SHAM / CFG / SAL;
N=7).

No total foram realizadas seis sessdes, sendo trés sessdes de apresentagdo da solugdo
de sacarina 0,15% (nunca pareada a qualquer evento, independentemente do grupo), e outras
trés sessoes de apresentacao da solucao de sacarose 32% (pareada imediatamente com LiCl ou
salina, dependendo do grupo). As sessdes de apresentacdo de sacarina ou de sacarose foram
alternadas ao longo dos seis dias, sendo que a primeira sessdo do treino consistiu na

apresentacao da solucao de sacarina.

6.1.4.3. Teste na tarefa de contraste antecipatorio de incentivo intra-sujeitos apds a

desvalorizacdo da sacarose

Privacdo Alimentar

O esquema de privacdo alimentar continuou sendo o mesmo empregado durante as

etapas anteriores.

Aparelho e Procedimento

O aparelho e o procedimento utilizados nesta etapa foram os mesmos empregados no
treino intra-sujeitos da tarefa de contraste antecipatorio de incentivo, descrito acima. Com a
excegdo de que foram realizadas somente duas sessOes de teste, sendo a primeira

compreendida pela apresentagdo da condi¢do sacarina-sacarina (15/15), e a tultima pela
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apresentacao da condicdo sacarina-sacarose (15/32), devidamente sinalizadas pelas pistas

discriminativas empregadas durante a fase de treino intra-sujeitos.

6.1.5. Condicionamento Classico Aversivo

Treino de Condicionamento Classico Aversivo

O aparelho e o procedimento utilizados neste experimento foi 0 mesmo empregado
durante o Experimento 2 (ver Materiais e Métodos, Experimento 2), com a excecao de que os
choques administrados foram de 0,75 mA.

Dividimos os animais em dois grupos distintos: um grupo recebeu pareamento de som
com choque (grupo CHQ), enquanto o outro grupo recebeu estimulagdo sonora na auséncia de
choque (grupo N-CHQ). Como os animais também haviam sido divididos quanto ao tipo de
cirurgia empregada (BL e SHAM), passaram a existir 4 grupos de animais: ratos lesados que
receberam choque (grupo BL/CHQ; N = 17), ratos lesados que nao receberam choque (grupo
BL/N-CHQ; N = 10), ratos controle-operados que receberam choque (grupo SHAM/CHQ; N

= 14) e ratos controle-operados que ndo receberam choque (grupo SHAM/N-CHQ; N = 8).

Teste de Medo Condicionado ao Contexto

O teste de medo condicionado ao contexto foi executado no mesmo aparelho utilizado
para o treino do condicionamento aversivo (ver Materiais € Métodos, Experimento 2) e o
procedimento foi 0 mesmo empregado no teste do Experimento 2.

A duragdo das respostas de congelamento foi medida durante o teste de medo

condicionado ao contexto, e analisada em dez blocos de um minuto cada.

Teste de Medo Condicionado ao Som

O aparelho de teste de medo condicionado ao som foi o mesmo utilizado durante o

Experimento 2 (ver Materiais e Métodos, Experimento 2) e o procedimento foi o mesmo
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empregado no Experimento 2, com a excecao de que foi realizado 24 horas apods o término do
teste de medo condicionado ao contexto, e portanto, 48 horas apoés o treino do
condicionamento aversivo.

A duragdo das respostas de congelamento foi medida durante o teste, e analisada

posteriormente em doze blocos de tempo de um minuto cada.

6.1.6. Processamento Histoldgico

Ao término das tarefas comportamentais, os animais foram sacrificados e seus
encéfalos processados histologicamente. O processamento histologico dos encéfalos dos
animais utilizados foi o mesmo empregado no Experimento 1 (ver Materiais e Métodos,

Experimento 1).

6.1.7. Analise Estatistica

Os dados comportamentais referentes as tarefas de contraste antecipatério de incentivo
e de condicionamento classico aversivo foram analisados estatisticamente através do teste de
Andlise de Variancia (ANOVA) para medidas repetidas pelo pacote STATISTICA. Os

detalhes de cada analise serdo descritos, a seguir, na se¢dao dos Resultados.

6.2. RESULTADOS

6.2.1. Resultados Histoldgicos: Cirurgias-Piloto

A Figura 26 mostra fotomicrografias de uma lesdo bilateral do BL, produzida com a
aplicacdo do conjunto de coordenadas estereotaxicas que apresentou os melhores resultados
nas cirurgias-piloto, através da injecdo multipla e topica de &cido iboténico (10mg/ml; 0,02

ul/sitio de inje¢do). Para efeitos comparativos, a Figura 4 (ver Resultados, Experimento 1)
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mostra fotomicrografias de uma seccao coronal do encéfalo de um rato normal que nao foi

submetido a qualquer intervenc¢ao cirurgica.

Figura 26. Fotomicrografias de sec¢des coronais de encéfalo de rato no nivel da amigdala (aumento
de 40x), coradas com violeta de cresila. (A) e (B) indicam hemisfério direito e esquerdo,

respectivamente, de um animal que apresentou a melhor lesdo do BL numa cirurgia-piloto. A lesdo
(delimitada pelos asteriscos) atingiu o BL bilateralmente, e parte do nicleo basal acessorio posterior.
BLa, nicleo basal anterior; BLp, nicleo basal posterior; BMp, nucleo basal acessorio posterior; Ce,
nucleo central; EP, nicleo endopiriforme; La, nicleo lateral da amigdala e PIR, cortex piriforme.

6.2.2. Resultados Histoldgicos

A Figura 27 ilustra esquematicamente as dimensdes das lesdes observadas nos ratos
com maiores e menores danos, incluidos neste experimento. Dos 27 ratos submetidos a
cirurgia para a produgdo da lesdo do BL, nove sujeitos ndo foram incluidos na analise dos
dados comportamentais, por apresentarem lesdes muito pequenas da por¢ao anterior do BL

(segundo critérios adotados por Swanson, 1992). Dos 18 ratos lesados incluidos na analise,
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oito apresentaram lesdo de, no minimo, 70% da por¢do anterior do BL. Outros cinco ratos
exibiram lesdes menores, compreendendo no minimo, cerca de 30% dessa regido em um dos
hemisférios, e praticamente toda a regido no outro hemisfério. Os cinco ratos restantes
incluidos na andlise apresentaram lesdo de, no minimo, 30% da porcdo anterior do BL
bilateralmente. A maioria dos sujeitos teve danificada parte da por¢do posterior do BL (regido
mais rostral), sendo a lesdo bilateral em nove ratos e unilateral em oito ratos. Em alguns casos
houve lesdo de pequenas porgdes rostrais do LA (unilateralmente em quatro sujeitos e
bilateralmente em trés sujeitos). Além disso, trés animais apresentaram pequenas lesdes do
nucleo endopiriforme e do cortex piriforme adjacente. Em nenhum caso houve lesdo do
nucleo central ou do nucleo basal acessorio, ou de quaisquer dos nucleos restantes da

amigdala.

6.2.3. Tarefa de Contraste Antecipatdrio de Incentivo Inter-sujeitos

Apos a avaliacdo histologica das lesdes, foram incluidos na andlise dos dados
comportamentais referentes ao contraste antecipatorio de incentivo, um total de 18 sujeitos no
grupo dos lesados (BL) e 22 sujeitos no grupo dos controle-operados (SHAM), sendo eles
ainda divididos em dois grupos dependendo da condic¢do de treino a qual foram submetidos
(15/15 ou 15/32). Assim, os animais foram divididos em um total de quatro grupos,
relacionados a seguir: BL — 15/15 (N = 10); BL — 15/32 (N = 8); SHAM - 15/15 (N=11) e
SHAM - 15/32 (N =11).

Foi aplicada uma ANOVA de trés vias para medidas repetidas, para a analise dos
dados. Para efeito de analise, dividimos as 12 sessdes de treino em cada condigdo
experimental em quatro blocos de trés sessdes cada. Assim, foram tomadas como variaveis
independentes: (1) o tipo de lesdo (SHAM ou BL), (2) as condi¢gdes experimentais (15/15 ou
15/32), e (3) os blocos de sessdoes de treino (quatro blocos no total para cada uma das
condigdes; sendo considerado como medida repetida). A freqiiéncia de lambidas em cada

solucao durante a tarefa foi tomada como a variavel dependente.
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Figura 27. Representagdes de secgdes coronais no nivel da amigdala ilustrando
esquematicamente a abrangéncia das lesdes mais extensas (preenchimento claro) e
menos extensas (preenchimento escuro) dos animais incluidos na analise do
Experimento 4. As legendas dos diferentes nucleos da amigdala e das areas
adjacentes sao mostradas no Apéndice A (ver adiante).
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Os resultados indicaram que a lesdo seletiva do BL ndo interferiu no efeito de
contraste antecipatorio quando os ratos lesados foram treinados na versdo inter-sujeitos da
tarefa. Ou seja, ratos BL, como seus respectivos SHAM, apresentaram o consumo da primeira
solugdo (sacarina 0,15%, independentemente da condi¢do) diminuido quando a sacarose era
oferecida como segunda solugdo, em comparagdo com a condi¢do onde a segunda solugdo era
também sacarina 0,15% (Figura 28).

Ao analisarmos os dados relativos a freqiiéncia de lambidas na primeira solugdo, a
ANOVA, como esperado, revelou a existéncia de um efeito significante do fator Condicao
(F145=31,52 — p<0,0001) e da interacao entre Condi¢do e Bloco (Fs ;35 = 28,56 — p<0,0001),
indicando que independentemente da lesdo, sujeitos expostos a condi¢ao 15/32 consumiram
significantemente menos da primeira solucdo que aqueles submetidos a condi¢do 15/15,
evidenciando, entdo, o efeito de contraste.

Além disso, o teste estatistico revelou auséncia de efeito significante do fator Lesdo
(F145= 0,29 — p=0,60), da interagdo Lesdo x Condicao (F;45= 0,001 —p=0,98), e da intera¢do
Lesdo x Condi¢ao x Bloco (F3135 = 0,70 — p=0,55). A analise post hoc de Newman-Keuls
(Lesao x Condigao) indicou que os ratos do grupo BL e seus respectivos SHAM consumiram
significantemente menos da primeira solu¢do na condicdo 15/32 do que na condicdo 15/15
(p<0,001). Ainda, o teste de Newman-Keuls mostrou que o consumo da primeira solucao dos
ratos BL ndo diferiu significantemente do de ratos SHAM, tanto na condi¢do 15/15 como na
condi¢do 15/32. Os resultados indicaram, portanto, que o efeito de contraste foi semelhante
entre ratos do grupo BL e do grupo SHAM, nessa versdo inter-sujeitos da tarefa, como pode
ser observado na Figura 28.

Além disso, o teste post hoc de Newman-Keuls (Lesdo x Condigdo x Bloco) mostrou
que, tanto para os animais BL quanto para os SHAM, o efeito de contraste apareceu ja no
segundo bloco do treino. E ainda, que o consumo da primeira solu¢do de ratos do grupo BL
nao diferiu significantemente do de ratos do grupo SHAM em cada uma das condigoes de

treino ao longo de todos os quatro blocos da tarefa de contraste (Figura 28).
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Figura 28. Freqiiéncia de lambidas (média + erro padrdo) na primeira solu¢do (sacarina 0,15%)
durante os quatro blocos de sessdes de treino da tarefa de contraste antecipatorio de incentivo inter-
sujeitos realizado por ratos lesados seletivamente no BL (BL) e por seus respectivos controle-operados
(SHAM) sob as condigdes sacarina-sacarina (15/15) ou sacarina-sacarose (15/32).

Adicionalmente, os resultados referentes ao consumo da segunda solugdo (sacarina ou
sacarose, dependendo da condicdo, 15/15 ou 15/32) indicaram que a lesdo seletiva do BL
pareceu ndo interferir sobre a atribui¢do de valor hedonico as duas solugdes. Ou seja, ratos do
grupo BL, como seus respectivos SHAM, apresentaram o consumo da solu¢do de sacarose
significantemente maior que o consumo da segunda solucdo de sacarina, como podemos
observar na Figura 29.

A ANOVA, como esperado, revelou a existéncia de um efeito significante do fator
Condicao (F;45 = 388,67 — p<0,0001) e da interacdo Condicdo x Bloco (F3 35 = 3,98 —
p<0,001), indicando que independentemente da lesdes, sujeitos expostos a condi¢do 15/32
consumiram mais da segunda solug¢do que aqueles submetidos a condigao 15/15.

O teste estatistico revelou ainda a auséncia de efeito significante do fator Lesdo (F;45=
2,09 — p=0,16), embora tenha ocorrido uma tendéncia de os animais do grupo BL
apresentarem o consumo da segunda solucao (independentemente da condi¢ao) diminuido em

relacdo aos ratos SHAM.
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Também ndo houve efeito significante da interacdo Lesdo x Condicdo (F;45= 0,10 —
p=0,75), nem da interacdo Lesdo x Condi¢do x Bloco (F3i35 = 0,20 — p=0,89). Mais
especificamente, o teste post hoc de Newman-Keuls (Lesdo x Condigao) indicou que os ratos
BL e os SHAM ndo apresentaram diferencas significantes quanto aos consumos de sacarina

(p=0,43) e de sacarose (p=0,22), quando apresentadas como segundas solugdes, como mostra

a Figura 29.
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Figura 29. Freqiiéncia de lambidas (média + erro padrdo) na segunda solug@o durante os quatro blocos
de sessdes de treino da tarefa de contraste antecipatdrio de incentivo inter-sujeitos realizado por ratos
lesados seletivamente no BL (BL) e por seus respectivos controle-operados (SHAM) sob as condigdes
sacarina-sacarina (15/15) ou sacarina-sacarose (15/32).

6.2.4. Tarefa de Contraste Antecipatorio de Incentivo Intra-sujeitos

6.2.4.1. Fase 1: Treino inicial — apresentacdo das condic¢des 15/15 e 15/32, associadas a
uma discriminacao elemental ou configuracional, em dias alternados

De acordo com a avaliagdo histologica das lesdes, foram incluidos na analise dos
dados comportamentais um total de 18 sujeitos no grupo dos lesados (BL) e 22 sujeitos no

grupo dos controle-operados (SHAM), sendo eles ainda sub-divididos em dois grupos
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dependendo do tipo de arranjo das pistas discriminativas ao qual foram expostos (elemental -
ELM ou configuracional - CFG). Assim, os animais foram divididos em um total de quatro
grupos, relacionados a seguir: BL/ELM (N = 6); BL/CFG (N = 12); SHAM/ELM (N = 12) e
SHAM/CFG (N = 10).

Como ja& mencionado, para que os animais atingissem niveis assintoticos de
desempenho, os treinos na tarefa de contraste antecipatorio intra-sujeitos empregando o
“arranjo elemental” ou o ‘“‘arranjo configuracional” das pistas discriminativas envolveram
numeros totais de sessoes distintos: 28 sessdes (14 para a condigdo 15/15 e a outra metade
para a condigdo 15/32) para o treino com o “arranjo elemental” das pistas e 36 sessoes (da
mesma forma, metade para a condigdo 15/15 e outra metade para a condi¢ao 15/32) para o
treino com o “arranjo configuracional”. Assim, os dois tipos de treino foram divididos em
blocos de 5 sessdes cada, com a finalidade de possibilitar uma comparagdao envolvendo a
ANOVA para medidas repetidas, tendo Lesdo e tipo de Pista como varidveis inter-sujeitos e
Blocos de Sessdes e Condi¢do de Treino como variaveis intra-sujeitos. Para o treino com o
“arranjo elemental” das pistas, cada um dos quatro primeiros blocos representaram as médias
de trés sessdes e o ultimo bloco, a média das duas ultimas sessdes de cada sujeito. J& para o
treino com o “arranjo configuracional”, cada um dos trés primeiros blocos representaram as

médias de quatro sessdes, e os dois blocos restantes as médias de trés sessdes de cada sujeito.

Os resultados indicaram que a lesdo seletiva do BL ndo interferiu sobre o efeito de
contraste na versao intra-sujeitos da tarefa de contraste antecipatério de incentivo, tanto
quando empregamos o “arranjo elemental” das pistas para a discriminag@o das duas condi¢des
de treino (15/15 ou 15/32) quanto quando utilizamos o “arranjo configuracional” (Figura 30).

A ANOVA revelou, como esperado, um efeito significante do fator Condicao (F, 36 =
32,84 — p<0,0001) e da interacdo entre Condicdo e Bloco (Fs 144 = 45,78 — p<0,0001),
indicando que, independentemente da lesdo e do tipo de arranjo das pistas empregado, os
animais consumiram significantemente menos da primeira solu¢do (sacarina) em dias que
ocorreu sinalizagao da condicao 15/32 do que em dias que houve sinalizagdo da ocorréncia da

condigdo 15/15.
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Figura 30. Freqiiéncia de lambidas (média + erro padrdo) na primeira solu¢do (sacarina 0,15%)
durante os blocos de sessdes de treino da primeira fase da tarefa de contraste antecipatorio de

incentivo intra-sujeitos realizado por ratos lesados seletivamente no BL (BL) e por seus respectivos
controle-operados (SHAM) sob as condi¢des sacarina-sacarina (15/15) ou sacarina-sacarose (15/32),

ao empregarmos pistas discriminativas que possibilitaram uma discriminagdo elemental ou

configuracional das diferentes condi¢des experimentais.

A ANOVA revelou ainda a auséncia de um efeito significante na interacao entre Lesao

e Condic¢ao (F;36 = 0,20 — p=0,66), mas a existéncia de um efeito significante na intera¢do

Lesdo x Condig@o x Bloco (F4 144 = 3,15 — p<0,02). Mais especificamente, o teste post hoc de



136

Newman-Keuls (Lesao x Condigao) mostrou que o consumo da primeira solu¢ao na condi¢ao
15/32 foi significantemente menor do que na condi¢do 15/15 para os ratos do grupo BL
(p<0,0002) e para os do grupo SHAM (p<0,0006). Esses resultados sugerem, portanto, que
ratos lesados seletivamente no BL, como seus SHAM, adquiriram o efeito de contraste
antecipatorio, independentemente do tipo de arranjo das pistas empregado durante o treino
(Figura 30). Adicionalmente, o teste post hoc revelou que o consumo da primeira solugdo dos
animais do grupo BL foi significantemente menor que dos seus respectivos SHAM nas duas
condigdes de treino (15/15 — p<0,0002 e 15/32 — p<0,0001). Esse ultimo resultado também
pode ser evidenciado pelo efeito significante do fator Lesdo (F; 36 = 4,02 — p<0,05) revelado
pelo teste ANOVA.

Além disso, ndo houve efeito significante do fator Pista (F; 3= 0,0001 — p=0,99) nem
da interacao entre Pista e Condigdo (F; 3 = 2,24 — p=0,14). O teste post hoc de Newman-
Keuls (Pista x Condi¢do) mostrou que o efeito de contraste ocorreu, independentemente da
lesdo, tanto para sujeitos expostos ao “arranjo elemental” (ELM — p<0,01) quanto para
sujeitos expostos ao “arranjo configuracional” (CFG — p<0,001) (Figura 30). O teste post hoc
revelou também que ratos do grupo ELM ndo apresentaram diferengas significantes quanto ao
consumo da primeira solu¢do em relacdo aos ratos do grupo CFG, tanto na condi¢do 15/15
(p=0,31) como na condi¢ao 15/32 (p=0,27).

Também ndo houve efeitos significantes na interagdo Lesdo x Pista (Fj36 = 2,67 —
p=0,11) e na interagdo Lesdo x Pista x Condigdo (F;3c= 0,11 — p=0,74). O teste post hoc de
Newman-Keuls (Lesao x Pista x Condigdo) revelou que o consumo da primeira solucao na
condicdo 15/32 foi menor que na condi¢do 15/15 para os ratos dos grupos BL/CFG (p<0,001),
SHAM/CFG (p<0,007) SHAM/ELM (p<0,05). No entanto, esse efeito foi quase significante
para os ratos do grupo BL/ELM (p=0,08). E importante notar que essas anélises levam em
consideracdo a média de todas as sessdes de treino, e portanto, a auséncia da diferenca
significante entre os consumos da primeira solu¢do nas duas condi¢cdes nao necessariamente
revela que ndo houve aquisicdo do efeito de contraste; para isso, ¢ necessario analisar os

dados das ultimas sessdes de treino. O teste de Newman-Keuls (Lesdo x Condic¢do x Pista x
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Bloco) revelou que, para todos os quatro sub-grupos de ratos BL e SHAM expostos aos
arranjos ELM e CFG, o consumo da primeira solugdo na condigdo 15/32 foi significantemente
menor que na condi¢ao 15/15 (p<0,01) no ultimo bloco do treino, sugerindo que ratos lesados
no BL e seus respectivos SHAM adquiriram o efeito de contraste antecipatdrio de incentivo,
numa versao intra-sujeitos, quando os arranjos elemental e configuracional das pistas foram
empregados para a discriminacao das condi¢gdes de treino (Figura 30).

Além disso, os resultados referentes ao consumo da segunda solug¢do (sacarina ou
sacarose, dependendo da condi¢do, 15/15 ou 15/32) indicaram que a lesdo seletiva do BL
pareceu nao interferir sobre a preferéncia da solugcdo de sacarose em relagdo a sacarina,
durante a versdo intra-sujeitos da tarefa de contraste antecipatério de incentivo, quando
empregou-se um arranjo elemental ou configuracional das pistas para a discriminagdo das
condi¢des experimentais (Figura 31). Isto é, ratos do grupo BL, assim como seus SHAM,
apresentaram o consumo da solu¢do de sacarose significantemente maior que o consumo da
solugdo de sacarina, na situacdo de discriminacdo elemental ou configuracional das condigdes
de treino, como mostra a Figura 31.

A ANOVA, como esperado, revelou a existéncia de efeito significante do fator
Condigdo (F;36= 1154,8 — p<0,0001), indicando que independentemente da lesdo e do arranjo
das pistas empregado, animais sob a condi¢do 15/32 consumiram mais da segunda solugdo
que quando submetidos a condicao 15/15 (Figura 31).

A ANOVA também exibiu um efeito significante em relagdo a Lesdo (F; 3 = 4,20 —
p<0,05), indicando que ratos BL consumiram menos da segunda solucao que os SHAM. O
teste estatistico ainda revelou a existéncia de um efeito quase significante quanto a interacao
entre Lesdo e Condic¢ao (F;36 = 3,80 — p=0,06), mas a auséncia de um efeito significante da
interagdo Lesdo x Condicdo x Bloco (F4144 = 0,50 — p=0,73. Mais especificamente, o teste
post hoc de Newman-Keuls (Lesdo x Condigdo) indicou que, para os ratos do grupo BL ¢ para
os seus SHAM, o consumo da segunda solucdo de sacarose foi significantemente maior que o
de sacarina (p<0,0001), independentemente do tipo de arranjo das pistas empregado. O teste

post hoc ainda mostrou que os ratos BL apresentaram o consumo da segunda solugdo de
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sacarina diminuido em relagdo aos seus SHAM (p<0,003), mas o mesmo nao ocorreu para o

consumo da solugdo de sacarose (p=0,78).
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Figura 31. Freqiiéncia de lambidas (média + erro padrdo) na segunda solugdo (sacarina 0,15%)
durante os blocos de sessdes de treino da primeira fase da tarefa de contraste antecipatério de
incentivo intra-sujeitos realizado por ratos lesados seletivamente no BL (BL) e por seus respectivos
controle-operados (SHAM) sob as condi¢bes sacarina-sacarina (15/15) ou sacarina-sacarose (15/32),
ao empregarmos pistas discriminativas que possibilitaram uma discriminagdo elemental ou
configuracional das diferentes condigdes experimentais.
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Além disso, a ANOVA ndo revelou efeito significante de Pista (F; 36= 0,20 — p=0,68),
da interacdo entre Pista e Condicdo (F;36= 1,40 — p=0,25), nem da interacdo Pista x Condi¢ao
X Bloco (F4144 = 0,70 — p=0,60). O teste post hoc de Newman-Keuls (Pista x Condi¢o)
mostrou que o consumo da segunda solugdo de sacarose foi significantemente maior que o de
sacarina tanto para os ratos do grupo ELM (p<0,0001) quanto do grupo CFG (p<0,0001),
independentemente da lesdo. Ainda, o teste post hoc indicou que o consumo da segunda
solucdo de sacarina de ratos expostos ao arranjo ELM ndo diferiu significantemente do de
ratos que receberam o arranjo CFG (p=0,62), e que o mesmo ocorreu para o consumo da
solucao de sacarose (p=0,24).

Também ndo houve efeito significante na interagdo entre Lesdo e Pista (F;36= 0,50 —
p=0,48), na interagdo Lesdo x Pista x Bloco (F4,144 = 0,80 — p=0,53), nem na interagdo Lesdo x
Pista x Condi¢ao (F;36= 1,00 — p=0,33). O teste post hoc de Newman-Keuls (Lesdo x Pista x
Condicao) mostrou que o consumo da segunda solucdo de sacarose foi significantemente
maior que o de sacarina para todos os grupos de ratos BL e SHAM submetidos aos diferentes
tipos de arranjos das pistas (p<0,0001), como mostra a Figura 31. Além disso, o teste post hoc
revelou que o consumo da segunda solugdo de sacarose ndo diferiu entre BL e SHAM quando
a discriminacao das condi¢des de treino ocorreu tanto por um arranjo ELM (p=0,91) quanto
por um arranjo CFG das pistas (p=0,79) (Figura 31). No entanto, o teste mostrou que o
consumo da segunda solug@o de sacarina foi similar entre ratos BL e SHAM quando foram
expostos ao arranjo CFG (p=0,22), mas foi menor para os lesados no BL quando a sinaliza¢ao

ocorreu pelo arranjo ELM (p<0,02) (Figura 31).

6.2.4.2. Fase 2: Treino inicial - apresentacdo das condigdes 15/15 e 15/32, associadas a
uma discriminacado elemental ou configuracional, em dias randomizados

Os mesmos parametros de andlise empregados no teste estatistico da Fase 1 do treino
inicial de contraste antecipatorio de incentivo intra-sujeitos (ver secdo anterior) foram

utilizados para a andlise dos dados comportamentais referentes a esta segunda fase do treino.
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Ou seja, foi realizado um teste ANOVA de quatro vias para medidas repetidas tendo Lesdo
(BL ou SHAM) e tipo de Pista (ELM ou CFG) como variaveis independentes inter-sujeitos, e
Condicao (15/15 ou 15/32) e Sessdo (quatro sessdes para cada condigdo) como variaveis
independentes intra-sujeitos. A freqiiéncia de lambidas nas solugdes foi tomada como a
variavel dependente. Os resultados sdo mostrados nas Figuras 32, 33 e 34.

Quando analisamos os dados referentes a freqii€ncia de lambidas na primeira solugao,
o teste ANOVA, como esperado, revelou um efeito significante do fator Condi¢do (F;36 =
27,70 — p<0,0001), indicando que, independentemente da lesdo e do tipo de arranjo das pistas
empregado, os animais consumiram significantemente menos da primeira solucao (sacarina)
em dias que ocorreu sinaliza¢ao da condi¢ao 15/32 do que em dias que houve sinalizagdo da
ocorréncia da condicdo 15/15 (Figura 32).

O teste ANOVA também revelou a existéncia de um efeito muito proximo do
significante do fator Lesdo (F;3s = 3,60 — p=0,06), indicando que ratos do grupo BL
consumiram menos da primeira solu¢ao do que os do grupo SHAM, independentemente da
condi¢do de treino e do tipo de arranjo das pistas empregado. A ANOVA ainda revelou a
auséncia de um efeito significante na intera¢do entre Lesdo e Condicdo (F;3s = 0,002 —
p=0,96) e na interacdo Lesdo x Condigdo x Sessdo (Fsjia4 = 1,36 — p=0,26). Mais
especificamente, o teste post hoc de Newman-Keuls (Lesdo x Condigdo) mostrou que o
consumo da primeira solugdo na condicao 15/32 foi significantemente menor do que na
condicdo 15/15 para os ratos do grupo BL (p<0,0005) e do grupo SHAM (p<0,0006),
independentemente do tipo de pista empregada (Figura 32). O teste post hoc ainda indicou
que os ratos BL consumiram menos da primeira solucao, nas duas condigdes de treino, que os
animais SHAM (p<0,0002), independentemente do tipo de arranjo da pistas empregado.

Além disso, a ANOVA revelou a auséncia de um efeito significante do fator Pista
(Fi36= 0,23 — p=0,63) e da interacdo entre Pista e Condicao (F;3c= 2,14 — p=0,15). O teste
post hoc de Newman-Keuls mostrou que o consumo da primeira solugdo na condig¢do 15/32
foi significantemente menor que na condi¢ao 15/15 para os ratos do grupo ELM (p<0,0001) e

do grupo CFG (p>0,02), independentemente da lesdo (Figura 32).
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Figura 32. Freqiiéncia de lambidas (média + erro padrdo) na primeira solugdo (sacarina 0,15%)
durante a segunda fase da tarefa de contraste antecipatorio de incentivo intra-sujeitos (dias
randomizados) realizado por ratos lesados seletivamente no BL (BL) e por seus controle-operados
(SHAM) sob as condigdes sacarina-sacarina (15/15) ou sacarina-sacarose (15/32), ao empregarmos
pistas discriminativas que possibilitaram uma discriminagdo elemental ou configuracional das
diferentes condi¢des experimentais.

Além disso, a ANOVA revelou auséncia de um efeito significante na intera¢do entre
Lesao e Pista (F;36= 1,40 — p=0,24) e na interacdo Lesdo x Condi¢ao x Pista (F;36= 0,13 —
p=0,72). O teste post hoc de Newman-Keuls mostrou que o consumo da primeira solugdo na
condigdo 15/32 foi significantemente menor que na condigdo 15/15 para os ratos BL
(p<0,002) e SHAM (p<0,006) que receberam o arranjo ELM, mas que isso ndo ocorreu para
nenhum dos grupos que recebeu o arranjo CFG (BL — p=0,17 e SHAM — p=0,34), como pode
ser observado na Figura 32.

Portanto, os resultados indicaram que ratos do grupo BL que receberam o ‘“‘arranjo
elemental” das pistas discriminativas e seus respectivos SHAM apresentaram o efeito de
contraste antecipatorio de incentivo nesta fase da tarefa de contraste intra-sujeitos, onde as
condigdes de treino foram apresentadas em dias randomizados, € ndo mais em dias alternados,
mas ainda sinalizadas pelas pistas discriminativas. Ademais, apesar de os testes estatisticos
terem sido sensiveis a ocorréncia do efeito de contraste antecipatdrio, nessa segunda fase do

treino, ao analisarmos os dados do consumo da primeira solugdo de todos os animais que
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receberam sinalizag¢ao pelo “arranjo configuracional” das pistas (independentemente da lesao
— Efeito de Pista x Condicdo), os mesmos testes revelaram a auséncia de um efeito
significante de contraste antecipatorio quando os dados de ratos BL e SHAM, expostos
também ao arranjo configuracional, foram analisados separadamente (Efeito de Lesdo x Pista
x Condig¢do).

A ANOVA também detectou a existéncia de um efeito significante do fator Sessao
(F3.108 = 8,50 — p<0,0001) e da intera¢do entre Condi¢do e Sessdo (F3 03 = 3,04 — p<0,03). O
teste post hoc de Newman-Keuls indicou que o consumo da primeira solu¢do na condigdo
15/32 nao se alterou ao longo das quatro sessoes de treino nesta fase da tarefa. No entanto, na
condigdo 15/15, o consumo da primeira solugdo pareceu se alterar em funcao da seqiiéncia de
apresentacdo das sessOes de treino. Lembrando que a seqiiéncia de apresentacdo das
condi¢des nesta fase da tarefa foi: 15/32 — 15/32 — 15/15 — 15/15 — 15/15 — 15/32 — 15/32 —
15/15, detectou-se diferengas significantes entre os consumos da (1) primeira e terceira, (2)
segunda e terceira e da (3) terceira e quarta sessdes da condi¢dao 15/15 (p<0,01), mas ndo entre
(1) a primeira e a segunda, (2) a primeira e a quarta ¢ (3) a segunda e a quarta sessoes da
condigdo 15/15, como podemos visualizar na Figura 33. Ou seja, o consumo da primeira
solucdo na condi¢do 15/15 tendeu a aumentar quando essa condigdo foi apresentada em dias
consecutivos, mas voltou a um nivel mais baixo depois da subseqiiente experiéncia com a
condi¢do 15/32. Além disso, o teste também revelou que quando comparamos as quatro
sessoes de treino na condigdo 15/15 com as outras quatro sessdes na condigdo 15/32,
individualmente, o efeito significante de contraste antecipatorio nao apareceu sempre, ou seja,
foi somente na segunda e na terceira sessdes da condicao 15/15 que o consumo da primeira
solucdo se mostrou significantemente maior que o de quaisquer das quatro sessdes da
condigdo 15/32. As analises de Newman-Keuls (Lesdo x Condicdo x Sessdo, e Pista x
Condicao x Sessdo) também mostraram que os ratos dos grupos BL e SHAM apresentaram
igualmente esse padrdo de desempenho, assim como os ratos expostos a discriminagdo

elemental ou configuracional das condig¢des de treino.
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Figura 33. Freqiiéncia de lambidas (média + erro padrdo) na
primeira solugdo (sacarina 0,15%) durante a segunda fase da tarefa
de contraste antecipatdorio de incentivo intra-sujeitos (dias
randomizados) de todos os sujeitos, sob as condigdes sacarina-
sacarina (15/15) ou sacarina-sacarose (15/32) ao longo das sessdes
de treino. As sessdes em vermelho indicam os dias de apresentagdo
da condigdo 15/15, e as em azul indicam os dias de apresentagdo da
condicdo 15/32

Em relagdo ao consumo da segunda solucdo durante a segunda fase do treino de
contraste antecipatorio intra-sujeitos, a ANOVA revelou um efeito significante quanto ao
fator Condicao (F; 36 = 678,44 — p<0,0001), indicando que independentemente da lesdo e do
arranjo das pistas empregado, animais expostos a condicdo 15/32 consumiram mais da
segunda solu¢do do que aqueles submetidos a condig¢ao 15/15 (Figura 34).

Nao houve um efeito significante do fator Lesdo (F; 3= 3,05 — p=0,09), embora tenha
existido uma tendéncia dos ratos do grupo BL apresentarem o consumo da segunda solugdo
diminuido em comparagdao com os SHAM, independentemente da condi¢ao de treino e do tipo

de arranjo das pistas empregado. A ANOVA ainda revelou a existéncia de um efeito muito
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proximo do significante na intera¢do entre Lesdo e Condigdo (F; 36 = 3,68 — p=0,06); o teste
post hoc de Newman-Keuls (Lesdo x Condigdo) mostrou que, tanto para os ratos BL como
para os SHAM, o consumo da segunda solu¢do de sacarose foi significantemente maior que o
de sacarina (p<0,0001), independentemente do tipo de arranjo das pistas empregado (Figura
34). O teste post hoc também indicou que o consumo da segunda solugao de sacarina de ratos
BL foi significantemente menor que o dos SHAM (p<0,01), mas ndo revelou qualquer
diferenca significante quanto ao consumo da solucdo de sacarose (p=0,91),
independentemente do tipo de arranjo das pistas empregado.

Além disso, a ANOVA ndo exibiu efeito significante do fator Pista (F;3s = 0,02 —
p=0,89), nem da interagdo entre Pista ¢ Condigdo (F;36= 0,01 — p=0,91). O teste post hoc de
Newman-Keuls (Pista x Condi¢do) revelou que o consumo da segunda solucdo de sacarose foi
significantemente maior que o de sacarina tanto para os ratos do grupo ELM quanto para os
ratos do grupo CFG (p<0,0001), independentemente da lesdo. O teste post hoc ainda mostrou
que o consumo das segundas solugdes, tanto de sacarina (p=0,98) quanto de sacarose
(p=0,86), ndo atingiu diferenca estatistica entre sujeitos do grupo ELM ou CFG (Figura 34).

Além disso, a ANOVA revelou auséncia de efeito significante na interagdo Lesdo x
Condicao x Pista (F; 36= 1,32 — p=0,25). E o teste de Newman-Keuls mostrou que o consumo
da segunda solucao de sacarose foi significantemente maior que o de sacarina para os grupos
de ratos BL e SHAM submetidos aos dois tipos de arranjos das pistas (p<0,0001), como
mostra a Figura 34. O teste post hoc ainda revelou que o consumo da segunda solugdo de
sacarose nao diferiu significantemente entre ratos BL e SHAM quando a sinalizagdo se deu
pelo arranjo ELM (p=0,94) ou pelo arranjo CFG (p=0,87) (Figura 34). Porém, mostrou que o
consumo da segunda solugdo de sacarina ndo diferiu entre ratos BL e SHAM quando a
sinalizacdo ocorreu pelo arranjo CFG (p=0,78), mas foi menor para os BL quando a

sinalizag¢do ocorreu pelo arranjo ELM (p<0,01), como mostra a Figura 34.
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Figura 34. Freqiiéncia de lambidas (média + erro padréo) na segunda solugdo (sacarina 0,15% ou
sacarose 32%, dependendo da condi¢do) durante a segunda fase da tarefa de contraste antecipatdrio de
incentivo intra-sujeitos (dias randomizados) realizado por ratos lesados seletivamente no BL (BL) ¢
por seus controle-operados (SHAM) sob as condigdes sacarina-sacarina (15/15) ou sacarina-sacarose
(15/32), ao empregarmos pistas discriminativas que possibilitaram uma discriminagdo elemental ou
configuracional das diferentes condi¢des experimentais.

6.2.4.3. Desvalorizacéo seletiva da solucéo de sacarose

Como ja mencionado, apds a avaliacdo histologica das lesdes, foram incluidos na
analise dos dados comportamentais um total de 18 sujeitos no grupo dos lesados (BL) e 22
sujeitos no grupo dos controle-operados (SHAM), sendo eles ainda divididos em dois grupos
dependendo do tipo de arranjo das pistas discriminativas ao qual foram expostos (elemental -
ELM ou configuracional - CFG), e ainda em outros dois grupos quanto ao tipo de tratamento
na fase de desvalorizagdo seletiva da sacarose ao qual foram submetidos (grupo com
desvalorizacao — LiCl, ou grupo controle — SAL). Assim, os animais foram divididos em um
total de oito grupos, relacionados a seguir: BL / ELM / LiCl (N = 3); BL / ELM / SAL (N =
3); BL/CFG/LiCl (N =6); BL/CFG/SAL (N =6); SHAM / ELM / LiCl (N =5); SHAM /
ELM /SAL (N =5); SHAM / CFG/LiCl (N=5) e SHAM /CFG/ SAL (N =7).

Foi realizado uma ANOVA de cinco vias para medidas repetidas tendo Lesao (BL ou
SHAM), tipo de Pista (ELM ou CFQG) e tipo de Tratamento (LiCl ou SAL) como variaveis

independentes inter-sujeitos, € tipo de Solucdo (sacarina ou sacarose) € Sessdo (trés sessoes
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para cada solucao) como varidveis independentes intra-sujeitos. A freqii€éncia de lambidas nas

solucdes foi tomada como a variavel dependente.

A ANOVA revelou um efeito significante quanto ao fator Lesdo (F;3 = 5,09 —
p<0,03), indicando que o consumo de ratos do grupo BL foi significantemente menor que o
de ratos do grupo SHAM, independentemente dos fatores Solucdo, Pista e Tratamento
(Figuras 35 e 36).

O teste estatistico, como esperado, também exibiu um efeito significante do fator
Tratamento (F;3 = 17,54 — p<0,001). Ou seja, ratos do grupo LiCl consumiram
significantemente menos que os animais do grupo SAL, independentemente do fator Solucao.
Além disso, a ANOVA também revelou a existéncia de um efeito significante do fator
Solugdo (F;32 = 337,95 — p<0,0001), indicando que o consumo da solu¢do de sacarose foi
significantemente maior que o de sacarina. Também houve efeito significante na interagao
entre Tratamento e Solucdo (F; 3, = 45,48 - p<0,0001), e o teste post hoc de Newman-Keuls
indicou que o consumo médio de sacarose foi maior que o de sacarina para ratos do grupo
LiCl (p<0,0001) ou do grupo SAL (p<0,0001). O teste post hoc mostrou ainda, que os
animais do grupo LiCl consumiram menos da sacarose que aqueles do grupo SAL
(p<0,0001), mas que eles ndo diferiram entre si quanto ao consumo da sacarina (p=0,32)
(Figuras 35 e 36).

Além disso, a ANOVA ndo revelou efeito significante na interacdo Lesdo x
Tratamento x Solucdo (Fi3; = 0,89 — p=0,35), ¢ o teste post hoc de Newman-Keuls mostrou
que tanto ratos BL quanto SHAM incluidos no grupo LiCl consumiram menos da solucdo de
sacarose que aqueles incluidos no grupo SAL (BL — p<0,0001; SHAM — p<0,0001), mas nao
houve diferenca quanto ao consumo da sacarina (BL — p=0,08; SHAM — p=0,70) (Figuras 35
e 36).

Também nao houve efeito significante do fator Pista (F; 3, = 0,87 — p=0,36) nem da
interagdo Pista x Tratamento x Solugdo (F; 3= 1,18 — p=0,28). O teste post hoc de Newman-
Keuls revelou que a diminui¢do do consumo da sacarose no grupo LiCl em rela¢do ao grupo

SAL, ocorreu tanto para ratos que receberam o arranjo ELM (p<0,0002) quanto para ratos
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expostos ao arranjo CFG (p<0,0002) (Figuras 35 e 36). E mostrou, ainda, que o consumo da
solugdo de sacarina ndo diferiu entre os grupos LiCl e SAL, quando o arranjo das pistas foi

ELM (p=0,48) ou CFG (p=0,97) (Figuras 35 e 36).
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Figura 35. Freqiiéncia de lambidas (média + erro padrdo) nas solu¢des de sacarina 0,15% (sacarina)
ou de sacarose 32% (sacarose) na primeira (SS1) e na ltima (SS3) sessoes da fase de desvalorizagio
seletiva da sacarose (LiCl: pareamento de sacarose com LiCl; SAL: pareamento de sacarose com
salina), realizada pelos ratos lesados seletivamente no BL (BL) e por seus controle-operados (SHAM),
que haviam recebido previamente pistas discriminativas que possibilitaram uma discriminagéo

elemental das diferentes condi¢es experimentais.
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Figura 36. Freqiiéncia de lambidas (média + erro padrdo) nas solugdes de sacarina 0,15% (sacarina)
ou de sacarose 32% (Sacarose) na primeira (SS1) e na ltima (SS3) sessoes da fase de desvalorizagdo
seletiva da sacarose (LICl: pareamento de sacarose com LiCl; SAL: pareamento de sacarose com
salina), realizada pelos ratos lesados seletivamente no BL (BL) e por seus controle-operados (SHAM),
que haviam recebido previamente pistas discriminativas que possibilitaram uma discriminagao
configuracional das diferentes condi¢cdes experimentais.

Além disso, a ANOVA revelou a existéncia de um efeito significante do fator Sessao
(Fa64 = 38,87 — p<0,0001) e da interacdo entre Tratamento e Sessdo (Fres = 19,10 —
p<0,0001). O teste post hoc de Newman-Keuls mostrou que os ratos diminuiram o consumo
das solugdes ao longo de todas as trés sessoes dessa fase de treino quando pertenceram ao

grupo LiCl (p<0,0001), mas ndo ao grupo SAL (p>0,05). Também houve efeito significante
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na interagdo entre Solucdo e Sessdo (Fz64= 28,57 — p<0,0001), e o teste post hoc de Newman-
Keuls indicou que o consumo da sacarina ndo se alterou ao longo das trés sessdes do treino
(p>0,05), mas que diferentemente, o consumo da sacarose diminuiu ao longo das sessdes
(p<0,0001). O teste ANOVA também exibiu efeito significante na interagdo Tratamento x
Solugdo x Sessdo (Fye4 = 34,41 — p<0,0001), e o teste de Newman-Keuls revelou que tanto
ratos do grupo LiCl quanto do grupo SAL ndo alteraram o consumo da solu¢do de sacarina ao
longo das trés sessdes dessa fase de treino (p>0,05) (Figuras 35 €36). No entanto, o consumo
da sacarose diminuiu ao longo das trés sessdes para animais do grupo LiCl (p<0,0001), mas
nao para os do grupo SAL (p>0,05) (Figuras 35 e 36).

A ANOVA revelou auséncia de efeitos significantes na interagdo Lesdo x Tratamento
x Sessdo (Fa64 = 0,05 — p=0,95) e na interagcdo Pista x Tratamento x Sessdo (Fyes = 1,43 —
p=0,25). Também revelou auséncia de efeitos significantes na interacdo Lesdo x Solugdo x
Sessao (Fa64= 0,08 — p=0,92) e na interag¢do Pista x Solucdo x Sessdo (F264= 0,15 — p=0,86).
As auséncias desses efeitos, em conjunto, indicam que o padrao de resultados descritos acima
se aplica igualmente para ratos BL e SHAM e para ratos dos grupos ELM e CFG.

Finalmente, a ANOVA revelou auséncia de efeito significante na interagdo Lesdo x
Pista x Tratamento x Solug¢do x Sessdo (Faes = 1,57 — p=0,22). O test post hoc de Newman-
Keuls mostrou que, dentro de todos os quatro sub-grupos de ratos BL e SHAM expostos aos
arranjos ELM e CFG, o consumo da sacarose diminuiu significantemente da primeira sessao
para a ultima sessdo em ratos do grupo LiCl (p<0,0001), mas ndo em ratos do grupo SAL
(p>0,05). O teste de Newman-Keuls também revelou que, dentro de todos esses quatro sub-
grupos, o consumo da sacarina ndo se alterou ao longo das sessdes dessa fase do treino tanto
em ratos do grupo LiCl (p>0,05) quanto em ratos do grupo SAL (p>0,05). O teste também
indicou que, dentro de todos os quatro sub-grupos, ratos do grupo LiCl e ratos do grupo SAL
ndo exibiram diferencas significantes nos consumos de sacarina na ultima sessdo do treino
(p>0,05). E que, também para todos os quatro sub-grupos, o consumo de sacarose na ultima
sessdo do treino de ratos do grupo LiCl foi menor que o de ratos do grupo SAL (p<0,001). E

finalmente que, na ultima sessdo dessa fase de treino, para todos esses quatro sub-grupos, o
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consumo de sacarose foi maior que o consumo de sacarina em animais do grupo SAL
(p<0,0001), mas ndo do grupo LiCl (p>0,05) (Figuras 35 e 36).

Em sintese, esse conjunto de resultados mostra que o procedimento adotado para
desvalorizar seletivamente a sacarose foi efetivo em todos os sub-grupos, sendo eles BL ou

SHAM, e mesmo ELM ou CFG.

6.2.4.4. Teste na tarefa de contraste antecipatorio de incentivo intra-sujeitos apés a
desvalorizacao da sacarose

A composi¢do dos grupos continuou como na fase anterior de desvalorizagdo seletiva
da sacarose. A ANOVA de quatro vias para medidas repetidas teve Lesdao (BL ou SHAM),
tipo de Pista (ELM ou CFG) e tipo de Tratamento (LiCl ou SAL) como variaveis
independentes inter-sujeitos, € Condigdo (15/15 ou 15/32) como variavel independente intra-
sujeitos. A freqiiéncia de lambidas nas solugdes foi tomada como a varidvel dependente.

Ao utilizarmos o teste ANOVA no tratamento dos dados da freqiiéncia de lambidas na
primeira solucdo durante esta fase de teste, verificou-se a existéncia de um efeito significante
do fator Condigdo (F;32 = 4,62 — p<0,04), indicando que ratos expostos a sinalizagdo da
condigdo 15/32 consumiram menos da primeira solugao que ratos submetidos a sinalizacao da
condicdo 15/15, independentemente da lesdo, das pistas e do tratamento empregado (Figura
37).

A ANOVA revelou a existéncia de um efeito préximo ao significante do fator Lesao
(F132= 3,02 — p=0,09), sugerindo uma tendéncia de ratos do grupo BL consumirem menos da
primeira solucdo que os SHAM, independentemente das condigdes de teste, das pistas e do
tratamento empregado.

Também houve um efeito significante do fator Tratamento (F;3, = 8,10 — p<0,01),
indicando que ratos do grupo LiCl consumiram significantemente mais da primeira solucao,
nessa ultima etapa do teste, que os animais do grupo SAL, independentemente dos fatores

Condicdo e Pista. Verificou-se que esse efeito ndo existia antes dessa fase do treino (F; 3, =
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2,27 — p=0,14), apesar de ja existir uma tendéncia. Ou seja, os ratos que receberiam o
tratamento com LiCl ndo apresentavam, durante a fase anterior do treino (contraste
antecipatorio intra-sujeitos com dias randomizados), o consumo da primeira solugdo
(independentemente da condi¢do) significantemente maior que o dos ratos que receberiam o
tratamento SAL, apesar de existir uma forte tendéncia para isso.

Além disso, a ANOVA revelou auséncia de um efeito significante do fator Pista (F; 3,
=0,001 —p=0,97) e da interacao entre Pista e Condi¢do (F;3,= 2,42 — p=0,13). No entanto, o
teste post hoc de Newman-Keuls (Pista x Condi¢@o) revelou que ratos do grupo ELM,
independentemente da lesdo e do tratamento da fase de desvalorizagdo, apresentaram o
consumo da primeira solugdo no dia de condi¢do 15/32 significantemente menor que no dia
de condigao 15/15 (p<0,05) (Figura 37). Diferentemente, o0 mesmo teste mostrou que isso nao
ocorreu para os ratos do grupo CFG (p=0,67), ou seja, para estes ratos, o consumo da primeira
solucdao no dia de teste na condigdo 15/32 nao diferiu daquele no dia da condicao 15/15, e
portanto, ndo exibiram o efeito de contraste antecipatdrio (Figura 37). Além disso, a ANOVA
revelou auséncia de efeito significante na interagdo Lesdo x Pista x Condi¢do (F;3,= 0,69 —
p=0,41), indicando que os grupos BL e SHAM ndo diferiram quanto a essa influéncia das
pistas sobre o aparecimento do efeito de contraste antecipatorio. E ainda, a auséncia de efeito
significante na interacdo Pista x Tratamento x Condicao (F; 3, = 0,03 — p=0,86) mostrou que
os grupos LiCl e SAL também ndo diferiram quanto a essa influéncia das pistas sobre o
aparecimento do efeito de contraste antecipatorio (Figura 37).

Diante desse conjunto de resultados, os dados dos animais do grupo ELM foram
analisados separadamente. A ANOVA revelou a existéncia de um efeito significante do fator
Condigdo (Fy,12 = 4,33 — p<0,05), mas a auséncia de efeitos significantes dos fatores Lesdo
(F112 = 0,82 — p=0,38) e Tratamento (F; ;> = 1,87 — p=0,20), indicando que o consumo da
primeira solucdo foi significantemente menor no dia de sinalizagdo da condigdo 15/32 que no
dia de sinalizacdo da condigdo 15/15, independentemente da lesdo e do tratamento
empregado. Ou seja, independentemente dos fatores Lesdo e Tratamento, os animais exibiram

o efeito de contraste antecipatorio nessa ultima etapa do teste.
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Figura 37. Freqiiéncia de lambidas (média + erro padrdo) na primeira solu¢do (sacarina 0,15%)
durante a fase de teste pos-desvalorizacdo seletiva da sacarose (LiCl: parecamento da sacarose com
LiCl; e SAL: pareamento da sacarose com salina), na tarefa de contraste antecipatério de incentivo,
realizado por ratos lesados seletivamente no BL (BL) e por seus controle-operados (SHAM) sob as
condigdes sacarina-sacarina (15/15) ou sacarina-sacarose (15/32), ao empregarmos pistas
discriminativas que possibilitaram uma discriminagdo elemental ou configuracional das diferentes
condigdes experimentais.

Além disso, ndo houve efeitos significantes na interacdo Lesdo x Tratamento (F; > =

1,94 — p=0,19) e na interagdo Lesdo x Condi¢ao (F; ;2= 0,37 — p=0,55).
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A ANOVA também revelou auséncia de efeito significante na interagdo entre
Tratamento e Condigao (F; 2= 0,007 — p=0,93). O teste post hoc de Newman-Keuls mostrou
uma tendéncia ndo significante de os animais consumirem menos da primeira solucao na
sessdo de sinalizagdo da condicao 15/32 do que na da condicao 15/15, tanto para o grupo LiCl
(p=0,13) quanto para o grupo SAL (p=0,17) (Figura 37). O teste de Newman-Keuls revelou,
ainda, que o consumo da primeira solugdo dos ratos do grupo SAL ndo diferiu
significantemente do consumo dos ratos do grupo LiCl nas duas condigdes de teste (15/15:
p=0,20 e 15/32: p>0,25) (Figura 37).

Também nao houve efeito significante na interagdo Lesdo x Tratamento x Condicao
(F1,12= 0,21 — p=0,65), ¢ o teste post hoc de Newman-Keuls ndo mostrou qualquer diferenga
significante quanto ao consumo da primeira solugcdo entre as condi¢cdes 15/32 e 15/15
(p>0,05), quando analisamos os quatro grupos individualmente (BL/LiCl; BL/SAL;
SHAM/LiCl e SHAM/SAL). Também ndo mostrou diferencas significantes entre os quatro
grupos quanto ao consumo da primeira solucdo no dia de condi¢do 15/15 (p>0,05) e também
quanto ao consumo da primeira solu¢do no dia de condi¢ao 15/32 (p>0.05) (Figura 37).

Os resultados indicaram, portanto, que durante essa etapa final do teste, o efeito de contraste
antecipatorio ocorreu para os animais do grupo ELM, mas ndo para os do grupo CFG.
Ademais, ao analisarmos apenas os dados comportamentais dos ratos do grupo ELM, o teste
estatistico ndo foi sensivel a ocorréncia do efeito significante de contraste antecipatorio
quando os animais foram separados em grupos quanto a lesio (BL ou SHAM) ou ao
tratamento empregado (LiCl ou SAL). O teste foi sensivel ao aparecimento de um efeito
significante de contraste antecipatorio somente quando os dados de todos os animais do grupo
ELM foram analisados em conjunto. No entanto, o teste estatistico detectou auséncia de
diferengas entre esses sub-grupos quanto ao consumo da primeira solucdo durante essa etapa
da tarefa, tanto na condigdo 15/15 quanto na condigdo 15/32. E provavel que isso tenha se
dado pelo reduzido nimero de animais nas amostras decorrente da separacao dos ratos em
quatro sub-grupos. Portanto, dentre os animais do grupo ELM, parece plausivel sugerir que

aqueles que haviam recebido o tratamento com LiCl apresentaram desempenho semelhante
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aqueles que haviam recebido o tratamento controle (SAL); ou seja, ambos mostraram uma
tendéncia em exibir o efeito de contraste antecipatdrio de incentivo nessa fase de teste, apesar
da desvalorizagdo da sacarose. Ademais, ratos BL ¢ SHAM parecem também ter exibido
desempenhos similares quanto ao consumo da primeira solugdo, nas duas condi¢des de treino,
nessa fase de teste.

Adicionalmente, ao analisarmos os dados sobre a freqiiéncia de lambidas nas segundas
solucdes nesta fase de teste, a ANOVA revelou auséncia de efeitos significantes dos fatores
Lesdo (F32=1,76 — p=0,19) e Pista (F; 32 = 2,59 — p=0,12), e da interag¢do entre Lesdo e Pista
(F132= 0,60 — p=0,44) (Figura 38).

A ANOVA revelou um efeito significante no fator Condicdo (Fi;3, = 179,07 —
p<0,0001), indicando que o consumo da segunda solucdo de sacarose foi significantemente
maior que o de sacarina, independentemente da lesdo, das pistas e dos tratamentos
empregados.

Também houve um efeito significante do fator Tratamento (F; 3, = 30,10 — p<0,0001),
mostrando que o consumo da segunda solu¢do de ratos do grupo LiCl foi significantemente
menor que o de ratos do grupo SAL, independentemente da condi¢do experimental. Além
disso, houve um efeito significante na interagdo entre Tratamento e Condic¢ao (F; 3= 58,46 —
p<0,0001), tendo o teste post hoc de Newman-Keuls mostrado que ratos do grupo LiCl
consumiram significantemente menos da segunda solugdo de sacarose que ratos do grupo
SAL (p<0,0001), mas que o consumo da segunda solucdo de sacarina ndo diferiu entre esses
dois grupos (p=0,31) (Figura 38). Além disso, o teste de Newman-Keuls revelou que o
consumo da segunda solu¢do de sacarose foi significantemente maior que o de sacarina para
esses dois grupos (p<0,0003) (Figura 38).

Além disso, a ANOVA revelou um efeito de interagdo proximo do significante na
interagdo entre Lesdo e Tratamento (F;3, = 3,17 — p=0,08). O respectivo teste de Newman-
Keuls revelou que o consumo da segunda solugdo, independentemente da condi¢do, dos ratos
do grupo LiCl foi menor que o dos ratos do grupo SAL, tanto para os BL (p<0,01) quanto

para os SHAM (p<0,001) (Figura 38). O teste post hoc indicou ainda, que os ratos do grupo
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BL/SAL consumiram menos da segunda solucao, independentemente da condi¢ao, que o seus
respectivos SHAM/SAL (p<0,03). No entanto, o0 mesmo ndo foi detectado para os animais

previamente tratados com LiCl (p=0,74) (Figura 38).
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Figura 38. Freqiiéncia de lambidas (média + erro padrao) na segunda solugdo (sacarina 0,15% ou
sacarose 32%, dependendo da condi¢do) durante a fase de teste pos-desvalorizagdo seletiva da
sacarose (LiCl: pareamento da sacarose com LiCl; e SAL: pareamento da sacarose com salina), na
tarefa de contraste antecipatdrio de incentivo, realizado por ratos lesados seletivamente no BL (BL) e
por seus controle-operados (SHAM) sob as condigdes sacarina-sacarina (15/15) ou sacarina-sacarose
(15/32), ao empregarmos pistas discriminativas que possibilitaram uma discriminagdo elemental ou
configuracional das diferentes condi¢des experimentais.
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Ainda, ndo houve efeito significante na intera¢do entre Lesdo e Condicdo (F;3,= 1,15
— p=0,29). O respectivo teste de Newman-Keuls mostrou que, tanto para os ratos BL como
para os SHAM, o consumo da segunda solu¢do de sacarose foi significantemente maior que o
de sacarina (p<0,0001), independentemente dos fatores Pista e Tratamento. O teste post hoc
também revelou uma forte tendéncia, apesar de ndo significante, de o consumo da segunda
solugdo de sacarina de ratos do grupo BL ter sido menor que o dos SHAM (p=0,06), mas nao
mostrou qualquer diferenga entre esses grupos quanto ao consumo da solugdo de sacarose
(p=0,75).

A ANOVA ainda revelou auséncia de efeito significante na interacdo Lesdo x
Tratamento x Condigdo (F;3, = 0,07 — p=0,79). Mais especificamente, o teste post hoc de
Newman-Keuls indicou que, tanto para os BL quanto para os SHAM, o consumo da segunda
solugdo de sacarose foi menor para aqueles incluidos no grupo LiCl do que para aqueles
incluidos no grupo SAL (p<0,0001) (Figura 38). No entanto, essa diferenga ndo ocorreu para
o consumo da segunda solugdo de sacarina (p>0,05) (Figura 38). Além disso, o teste post hoc
mostrou que, tanto para o grupo BL quanto para o grupo SHAM, o consumo da segunda
solugdo de sacarose foi significantemente maior que o de sacarina em ratos expostos ao
tratamento SAL (BL e SHAM: p<0,0001) e também em ratos submetidos ao tratamento LiCl
(BL: p<0,01 e SHAM: p<0,04) (Figura 38).

Além disso, a ANOVA revelou auséncia de efeito significante na interagdo Pista x
Tratamento x Condi¢ao (F;3,= 0,12 — p=0,73). O teste post hoc de Newman-Keuls mostrou
que dentro dos grupos ELM e CFG, o consumo da segunda solu¢do de sacarose de ratos
expostos ao tratamento LiCl foi significantemente menor que daqueles submetidos ao
tratamento SAL (p<0,0001) (Figura 38). O teste também mostrou que, ainda dentro dos
grupos ELM e CFG, o consumo da segunda solugdo de sacarina ndo diferiu entre ratos
tratados com LiCl e ratos tratados com SAL (ELM: p=0,91; CFG: p=0,43). Além disso, o
teste de Newman-Keuls indicou que, dentro dos grupos ELM e CFG, o consumo da segunda
solucao de sacarose foi maior que o de sacarina para ratos tratados com LiCl ou com SAL

(p<0,05) (Figura 38).
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Finalmente, a ANOVA revelou auséncia de efeito significante na interagao Lesdo x
Pista x Tratamento x Condi¢do (Fi3 = 0,27 — p=0,61). O respectivo teste post hoc de
Newman-Keuls revelou que o consumo da segunda solucdo de sacarose dos quatro sub-
grupos (BL e SHAM expostos aos arranjos ELM ou CFG) que receberam o tratamento LiCl
foi menor do que o dos outros quatro sub-grupos submetidos ao tratamento SAL (p<0,01)
(Figura 38). Além disso, o teste de Newman-Keuls mostrou que o consumo da segunda
solucdo de sacarina nao diferiu entre ratos que receberam o tratamento LiCl e aqueles que
receberam o tratamento SAL, dentro de todos os quatro sub-grupos de ratos BL e SHAM
expostos aos arranjos ELM ou CFG (p>0,05) (Figura 38). O teste também revelou que o
consumo da segunda solug¢do de sacarose foi maior que o de sacarina em ratos expostos ao
tratamento SAL (p<0,0001), mas que essa diferenca ndo foi detectada em ratos submetidos ao
tratamento LiCl (p>0,05), quando analisamos individualmente os dados de ratos BL e SHAM

expostos aos arranjos ELM ou CFG (Figura 38).

6.2.4. Condicionamento Classico Aversivo

O numero total de sujeitos incluidos na analise dos dados comportamentais referentes
ao condicionamento cléssico aversivo, em funcdo da avaliagdo histoldgica das lesdes, foi o
seguinte: dez sujeitos no grupo dos lesados que receberam choque durante o treino (BL/CHQ;
N = 10), sete sujeitos no grupo dos lesados que nido foram expostos ao choque (BL/N-CHQ;
N = 7), 14 suyjeitos no grupo dos controle-operados que receberam choque durante o treino
(SHAM/CHQ; N = 14), e oito sujeitos no grupo dos controle-operados que nao receberam

choque (SHAM/N-CHQ; N = 8).

Teste de Medo Condicionado ao Contexto

Foi aplicada uma ANOVA de trés vias para medidas repetidas, para a analise dos
dados. As variaveis independentes da analise compreenderam o tipo de lesdo (SHAM ou BL),

o0 grupo quanto ao tipo de Treino (CHQ ou N-CHQ) e os blocos de tempo nos quais o teste foi
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dividido (dez blocos de um minuto no total; sendo considerado como medida repetida). A
porcentagem de tempo exibida pelos animais com respostas de congelamento durante o teste
foi tomada como variavel dependente. Os resultados sdo mostrados nas Figuras 39 e 40.

Ao analisarmos os dados de todos os dez blocos do teste de medo condicionado ao
contexto, o teste ANOVA revelou um efeito significante do fator Treino (F;3s = 4,64 —
p<0,04), indicando que ratos do grupo CHQ apresentaram tempo em congelamento
significantemente menor que os ratos do grupo N-CHQ, independentemente da lesdo.

Além disso, a ANOVA revelou auséncia de efeitos significantes do fator Lesdo (F;35=
1,84 — p=0,18) e da interagdo entre Lesdo e Treino (Fi3s = 0,65 — p=0,44). Mais
especificamente, o teste post hoc de Newman-Keuls indicou que os ratos do grupo
SHAM/CHQ nao exibiram, no teste ao contexto, diferencas significantes no tempo em
congelamento em relagdo aos SHAM/N-CHQ (p=0,10). O mesmo foi encontrado para os
ratos BL. Ou seja, os testes estatisticos ndo detectaram diferencgas significantes entre os
desempenhos de ratos SHAM/CHQ e SHAM/N-CHQ, quando os dados comportamentais
coletados em todos os dez blocos do teste foram analisados em conjunto.

Diante desta auséncia de efeitos estatisticos significantes e da clara tendéncia sugerida
pelos resultados no sentido da aquisicao do medo condicionado ao contexto por ratos SHAM,
e de uma redu¢do do congelamento nos animais lesados submetidos ao choque (Figuras 39 e
40) resolveu-se analisar os dados comportamentais referentes somente aos cinco minutos
iniciais do teste, pois, apds esse periodo, o tempo em congelamento de ratos submetidos ao
choque atingiu um nivel similar ao de animais ndo expostos ao choque, o que contribui para a
reducdo de eventuais diferencas numa andlise global dos resultados.

Essa segunda ANOVA revelou a existéncia de um efeito significante de Treino (F; 35 =
9,61 — p<0,01), mas a auséncia de efeito significante do fator Lesdo (F;3s = 1,89 — p=0,18) e
da interagdo entre Lesdo e Treino (Fi35 = 2,28 — p=0,14). Ademais, o teste post hoc de
Newman-Keuls mostrou que ratos do grupo SHAM/CHQ exibiram tempo em congelamento
significantemente maior que aqueles do grupo SHAM/N-CHQ (p<0,01), nos primeiros cinco

blocos do teste (Figura 39). No entanto, 0 mesmo nao ocorreu para os animais do grupo BL
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(p=0,27), ou seja, ratos lesados nao aumentaram o tempo em congelamento no teste ao
contexto quando condicionados aversivamente (Figura 39). Ainda, o teste post hoc revelou
que ratos do grupo BL/CHQ apresentaram tempo em congelamento significantemente menor
que seus respectivos SHAM/CHQ (p<0,04), mas que o mesmo ndo ocorreu para aqueles que

ndo haviam sido submetidos ao choque (grupos N-CHQ — p=0,92) (Figura 39).
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Figura 39. Porcentagem do tempo total em congelamento (média +
erro padrao) durante os primeiros cinco blocos do teste de medo
condicionado ao contexto. CHQ, ratos que foram expostos ao
choque durante o treino de condicionamento; N-CHQ, ratos que
ndo receberam o estimulo aversivo durante o treino; BL, sujeitos
lesados seletivamente no BL; SHAM, sujeitos controle-operados.

Adicionalmente, a ANOVA revelou auséncia de efeito significante do fator Bloco
(F4140 = 1,16 — p=0,33) e da interagdo entre Lesdo e Bloco (F4 140 = 2,00 — p=0,10), mas
exibiu efeito significante na interacdo entre Treino e Bloco (Fi140 = 2,82 — p<0,03). A
ANOVA também revelou auséncia de efeito significante na interagdo Lesdo x Treino x Bloco
(F4,140 = 0,91 — p=0,46). Mais especificamente, o teste post hoc de Newman-Keuls (Lesdo x

Treino x Bloco) mostrou que os ratos do grupo SHAM/CHQ apresentaram tempo em
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congelamento significantemente menor que os do grupo SHAM/N-CHQ especificamente no
primeiro e no terceiro blocos do teste (p<0,0001) (Figura 40). Ainda, foi exatamente nesses
blocos que o desempenho dos BL/CHQ diferiu dos SHAM/CHQ (p<0,01) (Figura 40).
Ademais, o teste post hoc indicou que o desempenho dos ratos do grupo BL/CHQ néo diferiu
significantemente em relagdo ao dos ratos do grupo BL/N-CHQ ao longo de todos os cinco

primeiros blocos do teste (Figura 40).
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Figura 40. Porcentagem de tempo em congelamento (média * erro padrdo) ao longo dos dez blocos de

tempo (de 1 min cada) no teste de medo condicionado ao contexto. CHQ, ratos que foram expostos ao

choque durante o treino de condicionamento; N-CHQ, ratos que nio receberam o estimulo aversivo
durante o treino; BL, sujeitos lesados seletivamente no BL; SHAM, sujeitos controle-operados.

Teste de Medo Condicionado ao Som

O teste ANOVA de trés vias para medidas repetidas e as variaveis utilizadas para a
analise dos dados do teste de medo condicionado ao contexto foram empregadas também para
a analise dos dados deste teste comportamental. Os resultados sdo mostrados nas Figuras 41 e

42.
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A ANOVA revelou a existéncia de um efeito significante do fator Treino (F; 35= 53,43
— p<0,0001), indicando que os ratos do grupo CHQ exibiram tempo em congelamento
significantemente maior que aqueles do grupo N-CHQ, independentemente da les3o.

Além disso, a ANOVA revelou a auséncia de efeitos significantes do fator Lesao (F 35
= 0,0001- p=0,99) e da interagdo entre Lesdo e Treino (F;3s = 0,68 — p=0,41). Mais
especificamente, o teste post hoc de Newman-Keuls indicou que animais dos grupos
SHAM/CHQ e BL/CHQ apresentaram tempo em congelamento significantemente maior que
os respectivos ratos dos grupos N-CHQ (p<0,0001) (Figura 41). O teste post hoc também
mostrou que ratos BL/N-CHQ ndo exibiram, no teste de medo condicionado ao som,
diferencas significantes no tempo em congelamento em relacdo aos SHAM/N-CHQ (p=0,56)
(Figura 41). E ainda, que animais do grupo BL/CHQ ndo apresentaram, no teste de medo
condicionado ao som, diferencas significantes no tempo em congelamento em relacdo aos

SHAM/CHQ (p=0,56), como mostra a Figura 41.
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Figura 41. Porcentagem do tempo total em congelamento (média +
erro padrdo) durante todo o teste de medo condicionado ao som.
CHQ, ratos que foram expostos ao choque durante o treino de
condicionamento; N-CHQ, ratos que ndo receberam o estimulo
aversivo durante o treino; BL, sujeitos lesados seletivamente no
BL; SHAM, sujeitos controle-operados.
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Adicionalmente, a ANOVA revelou a existéncia de efeitos significantes do fator Bloco
(F11385 = 31,30 — p<<0,0001) e da interagdo entre Treino e Bloco (F;;335 = 19,91 — p<0,0001),
mas auséncia de um efeito significante na interagdo entre Lesdo e Bloco (Fij385 = 1,63 —
p=0,09). O teste estatistico também evidenciou auséncia de efeito significante na interacao
Lesdo x Treino x Bloco (Fj;385 = 0,61 — p=0,82). Mais especificamente, o teste post hoc de
Newman-Keuls (Lesdo x Treino x Bloco) mostrou que o tempo em congelamento exibido por
ratos do grupo BL/N-CHQ nio diferiu significantemente do de ratos do grupo SHAM/N-CHQ
ao longo de todos os doze blocos do teste (p>0,05) (Figura 42). Ademais, os animais do grupo
BL/CHQ também nao apresentaram diferencas significantes no tempo em congelamento em
relagio aos SHAM/N-CHQ em todos os blocos do teste (p>0,05) (Figura 42). E finalmente, o
teste post hoc indicou que os tempos em congelamento exibidos por ratos dos grupos
BL/CHQ e SHAM/CHQ nio diferiram daqueles exibidos por ratos BL/N-CHQ e SHAM/N-
CHQ nos dois primeiros blocos (na auséncia dos estimulos sonoros — p>0,05) e nos ultimos
trés blocos (p>0,05), mas diferiram significantemente nos outros blocos do teste de medo

condicionado ao som (p<0,01), como mostra a Figura 42.
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Figura 42. Porcentagem de tempo em congelamento (média + erro padrao) ao longo dos doze blocos

de tempo (de 1 min cada) no teste de medo condicionado ao som. CHQ, ratos que foram expostos ao

choque durante o treino de condicionamento; N-CHQ, ratos que ndo receberam o estimulo aversivo
durante o treino; BL, sujeitos lesados seletivamente no BL; SHAM, sujeitos controle-operados.
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Em sintese, os resultados deste experimento mostraram que a lesdo seletiva do BL
prejudicou o desempenho de ratos no teste de medo condicionado ao contexto, mas ndo ao
som, quando o treino de condicionamento aversivo envolveu choques de 0,75mA.

Além disso, os resultados também indicaram que a lesdo seletiva do BL nao interferiu
sobre o efeito de contraste antecipatério de incentivo tanto em uma versdo inter-sujeitos
quanto em uma versao intra-sujeitos da tarefa envolvendo discrimina¢do do tipo elemental ou
configuracional das diferentes condigdes de treino.

Mais ainda, os resultados mostraram que mesmo apos uma desvalorizacao efetiva da
solucdao de sacarose, o efeito de contraste antecipatério se mantém tanto em ratos normais
quanto em ratos lesados no BL.

Esses resultados serdo discutidos mais detalhadamente adiante.
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7. Discussao
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7.1. A lesdo seletiva e neurotdxica do nucleo basal da amigdala e os testes de medo

condicionado ao som e ao contexto

O presente trabalho mostrou que ratos com lesdo seletiva e neurotoxica do BL exibem
prejuizo de desempenho no teste de medo condicionado ao contexto, mas nao ao som. Em
particular, ao se empregar cinco pareamentos de som e choque de intensidade de 0,75mA
durante o treino de condicionamento cléssico aversivo (Experimentos 3 e 4) detectou-se um
prejuizo de desempenho dos animais lesados em relagdo aos seus respectivos controle-
operados, especificamente no teste de medo condicionado ao contexto. Mais ainda, no teste de
medo condicionado ao contexto, o tempo em congelamento de ratos lesados condicionados
aversivamente com choques de 0,75mA nao diferiu significantemente daquele apresentado
por animais controle-operados ndo expostos ao choque durante o treino. Por outro lado,
nenhum prejuizo de desempenho de ratos lesados no BL foi observado no teste de medo
condicionado ao som. Portanto, sob essas condi¢cdes de treinamento, parece que a lesdo
seletiva e neurotoxica do BL prejudicou a aquisi¢do do medo condicionado ao contexto, mas
nao ao som.

Interessantemente, este trabalho também evidenciou que quando o condicionamento
classico aversivo envolveu cinco pareamentos de som e choque na intensidade de 0,50mA ou
de ImA, a lesdo seletiva do BL pareceu nao levar a criticos prejuizos no desempenho dos
animais tanto no teste de medo condicionado ao contexto como no teste ao som, apesar de
existir uma tendéncia de ratos lesados condicionados aversivamente exibirem tempo em
congelamento menor que o0s seus respectivos controle-operados nos testes de medo
condicionado ao contexto, em particular (Experimentos 2 e 3). Os resultados do Experimento
1 parecem consistentes com esse conjunto de resultados. Neste experimento, em particular, os
animais exibiram grande variabilidade quanto as reagdes aos choques de ImA recebidos nas
patas (respostas de sobressalto, tentativa de fuga e congelamento) durante o treinamento na
tarefa de condicionamento classico aversivo. Essa variabilidade na intensidade das reagdes
aos choques pode ter ocorrido em fun¢do da auséncia de um aparelho de “scrambler” durante

a administracdo dos choques, o que foi modificado nos experimentos subseqiientes. Assim, no
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experimento em questao, as respostas dos animais aos choques nas patas foram classificadas
em reacoes de baixa ou média-alta intensidade. De fato, os resultados mostraram que os
animais que haviam exibido respostas de baixa intensidade aos choques nas patas durante o
condicionamento apresentaram, nos testes de medo condicionado ao som e ao contexto,
tempo em congelamento similar ao dos ratos que haviam sido submetidos ao procedimento
controle (i.e., que nao haviam recebido o estimulo aversivo). Ademais, os resultados
indicaram que os ratos lesados que haviam apresentado reagdes de média a alta intensidade
aos choques durante o condicionamento tiveram prejuizo de desempenho no teste de medo
condicionado ao contexto, mas ndo ao som, quando comparados com os seus controle-
operados. Assim, houve uma aparente discrepancia entre os resultados deste experimento
(Experimento 1) com aqueles do Experimento 3, os quais por sua vez indicaram a auséncia de
prejuizo de desempenho significativo de ratos lesados nos testes de medo condicionado ao
contexto quando o condicionamento se deu também com choques de 1mA. No entanto, ¢
importante ressaltar que as reagdes aos choques nas patas dos animais incluidos na analise do
Experimento 1 variaram de média a alta intensidade. Portanto, parece plausivel sugerir que
tenham sido incluidos nesta amostra ratos que receberam choques nas patas com intensidade
inferior a 1mA (classificados em exibir reagdes aos choques de média a alta intensidade).
Isso permitiria explicar o prejuizo significativo de desempenho dos ratos lesados no teste de
medo condicionado ao contexto observado no Experimento 1, mesmo com o treinamento com
choques, supostamente, de ImA: ¢é possivel que a presenca de animais que haviam recebido,
de fato, choques nas patas de intensidade inferior a ImA no grupo amostral tenha contribuido
para o aparecimento de um prejuizo significativo de desempenho dos ratos lesados no teste de
medo condicionado ao contexto, da mesma forma como ocorreu quando o treino envolveu a
apresentacao de choques de 0,75mA nos Experimentos 3 ¢ 4.

Assim, a lesdo seletiva do BL, apesar de resultar em prejuizo de desempenho no teste
de medo condicionado ao contexto, parece nao ter eliminado a capacidade de aprendizagem
dos animais nessa condi¢do experimental. Primeiro, porque o tempo em congelamento de

ratos lesados condicionados aversivamente, em qualquer condi¢ao de treino (com excecao do
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Experimento 4), se mostrou sempre significantemente maior que o de ratos lesados ndo
expostos ao choque. Em segundo lugar, porque apesar de haver uma tendéncia no sentido de
animais lesados no BL se mostrarem prejudicados em relacdao aos controle-operados quanto a
resposta de congelamento no teste de medo condicionado ao contexto quando treinados com
choques de 0,50 ou ImA, esse prejuizo nao chegou a ser significativo. Além disso, nos
animais controle-operados parece haver uma relagdo direta entre a intensidade do choque
recebido nas patas e o tempo em congelamento exibido posteriormente no teste de medo
condicionado ao contexto. De certa forma, algo similar ocorreu em relacdo aos ratos lesados
no BL: animais lesados que haviam sido treinados com choques de ImA exibiram tempo em
congelamento, no teste de medo condicionado ao contexto, maior do que aqueles que haviam
recebido choques de 0,75mA ou de 0,50mA. No entanto, o tempo em congelamento, nesse
mesmo teste, de ratos lesados treinados com choques de 0,75mA parece ter sido equivalente
ao daqueles submetidos a choques de 0,50mA.

Portanto, pode-se sugerir que o desempenho de ratos lesados no teste de medo
condicionado ao contexto se “beneficiou” do aumento do valor aversivo dos choques nas
patas durante o condicionamento, mas nao da mesma forma como ocorreu com o desempenho
de ratos normais. Ou seja, parece que o medo eliciado em ratos lesados pelo ambiente no qual
haviam recebido os choques nas patas, medido em termos da resposta de congelamento,
aumentou a medida que se aumentou também o valor aversivo do estimulo em questdo. No
entanto, o medo condicionado ao ambiente no qual o estimulo aversivo havia sido
apresentado mesmo assim foi “menor” para ratos lesados no BL do que para os ratos
controles: a diferenca atingiu significancia estatistica quando treinados com choques de
intensidade intermediaria (0,75mA), mas ndo quando os choques foram mais ou menos
intensos (1mA ou 0,50mA).

E ainda nesse contexto, a auséncia de diferenga entre os desempenhos de sujeitos
lesados e controles quanto ao medo condicionado ao contexto, quando o treino envolveu
choques de 0,50mA, pode ter ocorrido por conta de o tempo em congelamento exibido pelos

ratos controles durante o teste ter sido muito baixo a ponto de nao ser possivel detectar
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qualquer diferenca existente entre eles e os lesados. De fato, os resultados indicaram que o
tempo em congelamento apresentado por ratos controles que haviam recebido treino com
choques de 0,50mA foi significativamente menor do que aquele mostrado por controles que
haviam sido expostos aos choques de 0,75mA ou de ImA.

E relevante ressaltar, por outro lado, que os resultados mostram inequivocamente que
a lesdo seletiva do BL ndo levou a qualquer prejuizo de desempenho dos ratos no teste de
condicionamento cldssico aversivo ao som.

Ademais, a lesdo neurotoxica do BL extendeu-se, principalmente, a sua porgao
anterior; na totalidade ou, em outros casos, na sua maior parte. Em muitos casos também
houve lesdo, unilateral ou bilateralmente, de parte da porc¢ao posterior do BL. Em particular,
no Experimento 4, foram reportadas as menores lesdes do BL: de no minimo, cerca de 30%
da extensdo da sua por¢do anterior. J4 em relacdo as outras regides, os animais lesados deste
experimento mostraram perdas celulares equivalentes aos sujeitos dos demais experimentos.
Apesar das lesdes menos extensas do BL, foi no Experimento 4 onde observou-se os prejuizos
mais severos de desempenho dos ratos lesados no teste de medo condicionado ao contexto.
Parece portanto, que o BL esta envolvido criticamente na aquisi¢do ou no desempenho do
medo condicionado ao contexto, uma vez que mesmo pequenas perdas celulares desse nucleo
resultaram em comprometimento da resposta de congelamento dos animais nesta tarefa
comportamental. A mesma idéia se aplica no refutamento de uma possivel interpretacdo de
que a auséncia de prejuizo de desempenho no teste de medo condicionado ao som por ratos
lesados seria decorrente de uma lesdo ndo suficientemente completa do BL: pelo fato de as
lesdes produzidas neste trabalho terem resultado no prejuizo de aquisicdo do medo
condicionado ao contexto, existe uma forte indicacdo de que estas lesdes foram de fato
efetivas, e portanto, ¢ plausivel sugerir que o funcionamento do BL ndo ¢ fundamental para o

desempenho no teste de medo condicionado ao som.

Diversos trabalhos t€ém investigado o envolvimento do BLA nos processos relativos ao
medo condicionado, e ¢ consenso que lesdes ou inativagdes temporarias bilaterais do BLA

resultam em prejuizo de aquisi¢do do medo condicionado tanto ao som quanto ao contexto, ao
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se tomar a resposta de congelamento como indice de aprendizagem (Fanselow & Kim, 1994;
Maren et al., 1996a, Maren et al., 1996b; Cousens & Otto, 1998; Maren, 1998; 1999;
Wilensky et al., 1999; 2000). Entretanto, tem havido poucas tentativas no sentido de
investigar o efeito de lesdes, ou de outras intervengdes, restritas a nucleos especificos da
amigdala (Amoraphant, 2000; Goosens & Maren, 2001; Nader et al., 2001; Yaniv et al.,
2004).

Por exemplo, Nader e colaboradores (2001) ao realizarem lesdes eletroliticas restritas
a alguns ntcleos amigdalares evidenciaram que lesdes do LA ou do Ce resultaram em
prejuizos significativos quanto a eliciagdo de respostas de congelamento no teste de medo
condicionado ao som; entretanto, lesdes eletroliticas restritas ao BL, BM ou ao Me ndo
interferiram sobre a aquisicao desse tipo de condicionamento. Amoraphant e colaboradores
(2000) obtiveram resultados equivalentes. Por outro lado, Goosens e Maren (2001) obtiveram
resultados distintos; lesdes seletivas do LA, do Ce, ou do BL em conjunto com o BM
resultaram em prejuizo de aquisicdo do medo condicionado, tanto auditivo quanto contextual.
Entretanto, estes ultimos autores, a fim de obter lesdes seletivas desses nicleos amigdalares,
produziram grandes lesdes eletroliticas do complexo amigdalar em um hemisfério em
associacgdo a lesdes neurotoxicas seletivas contralaterais nos nucleos especificos da amigdala.
A diferenca metodologica para producdo das lesdes nesses trabalhos pode ter causado as
discrepancias nos resultados comportamentais.

Além disso, Yaniv e colaboradores (2004) observaram que a inativacao reversivel do
BL com lidocaina durante a fase de aquisicdo do condicionamento aversivo, levou a um
prejuizo de desempenho 24h depois, no teste de medo condicionado ao contexto, mas ndo ao
som. Calandreau e colaboradores (2005) descreveram resultados semelhantes. Neste ultimo
estudo, a inativacdo reversivel do BL com lidocaina antes do condicionamento classico
aversivo resultou no prejuizo de desempenho no teste de medo condicionado ao contexto,
quando o contexto era pareado com o estimulo aversivo isoladamente ou em conjunto com
um CS auditivo, mas ndo alterou de nenhuma forma a aquisi¢do do medo condicionado ao

SOm.
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O presente trabalho reportou resultados similares aos do estudo de Amoraphant e
colaboradores.(2000) e de Nader et al. (2001): a lesdo seletiva do BL ndo interferiu na
aquisicdo do medo condicionado ao som. Entretanto, os resultados do nosso estudo
discreparam em relagcdo aos descritos por Goosens e Maren (2001), os quais reportaram
prejuizo de desempenho no teste de medo condicionado ao som apés lesdo do BL. E possivel
que essa desigualdade tenha ocorrido por conta das diferengcas metodolégicas empregadas
para a produgdo das lesdes em questdo e da extensdo das lesdes em ambos os estudos;
enquanto o presente trabalho valeu-se de lesdes neurotoxicas bilaterais seletivas do BL, o
estudo de Goosens e Maren (2001) utilizou extensa lesdo eletrolitica envolvendo a totalidade
do complexo amigdalar em um dos hemisférios em adi¢do a uma lesdo neurotdxica
contralateral restrita ao BL. E finalmente, os nossos resultados foram consistentes com
aqueles encontrados por Yaniv e colaboradores (2004) e por Calandreau et al. (2005): a perda
funcional do BL levou ao prejuizo da aquisi¢do do medo condicionado ao contexto, mas ndo
ao som.

Segundo estudos hodoldgicos, informagdes sensoriais unimodais — auditivas e de
outras naturezas — atingem a amigdala primordialmente através do LA (McDonald, 1998 e
Pitkédnen, 2000, para revisoes). Trabalhos com enfoque eletrofisiologico indicam também que
neurdnios unimodais amigdalares responsivos a estimulos condicionados encontram-se
majoritariamente no LA, e mais especificamente, que neurdnios responsivos a estimulos
auditivos condicionados localizam-se principalmente nesse ntcleo (Toyomitsu et al., 2002;
Ono et al., 1995). Mais do que isso, além de as representa¢cdes unimodais de um estimulo
auditivo serem processadas no LA, induziriam plasticidade sinéptica nessa regido, em certas
circunstancias (Blair et al., 2001, para revisio).

Ademais, estudos eletrofisioldgicos sugerem que associagdes entre um CS auditivo e
um US aversivo ocorreriam no LA (Blair et al., 2001 para revisdo), e mais ainda, que a
experiéncia com o condicionamento cldssico aversivo a um som resulta em aumento no
padrdo de disparos de neuronios nessa regido (Quirk et al., 1995), sendo essa plasticidade

neural mediada por LTP dependente de receptores do tipo NMDA (ver Blair et al., 2001).
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Entretanto, estas caracteristicas hodologicas e neurofisiologicas do LA nao sdo
compartilhadas pelo BL. Diferentemente, esse nucleo ¢ um dos principais alvos amigdalares
de informacdes sensoriais polimodais provenientes da formac¢do hipocampal, do cortex pré-
frontal e do cortex perirrinal (ver McDonald, 1998 e Pitkdnen, 2000, para revisdes). Além
disso, dados eletrofisioldgicos indicam que neurdnios polimodais amigdalares responsivos a
estimulos condicionados encontram-se primordialmente no BL (Toyomitsu et al., 2002; Ono
et al., 1995), e que essas informag¢des polimodais induziriam plasticidade sinaptica nessa
regido (Yaniv et al., 2001).

Diversos estudos sugerem que o aprendizado sobre um contexto requer a formacao de
uma representagdo unificada ou configuracional sobre uma multiplicidade de estimulos
(Fanselow, 1990; Pickens e Holland, 2004 e¢ Rudy et al., 2004 para revisdes), € que por
conseguinte, envolveria representagdes do tipo polimodais. Ademais, a integridade funcional
hipocampal parece ser critica para a aquisi¢do e a consolidacio de uma representacao
unificada de um contexto (O'Keefe ¢ Nadel, 1978; Nadel et al., 1985; Sutherland e Rudy,
1989). E mais ainda, sugere-se que o aprendizado do condicionamento classico aversivo a um
contexto envolve a transmissdo, para a amigdala, de informacdes sobre a representagdo
integrada de maultiplos estimulos (portanto, polimodal), possivelmente dependentes do
funcionamento da formagdo hipocampal (Anagnostaras et al., 2001 e Maren, 2001).
Finalmente, estudos sobre a hodologia amigdalar indicam que o BL corresponde ao principal
alvo amigdalar das proje¢des provenientes da formagao hipocampal (Pitkdnen, 2000).

Portanto, os resultados do presente trabalho relativos aos efeitos das lesdes
neurotdxicas e seletivas do BL sobre o condicionamento cldssico aversivo sdo congruentes
com os dados hodoldgicos e neurofisiologicos descritos acima. Ou seja, a alteracao ou a perda
do processamento de informacgdes do tipo contextuais, mas nao a de informagdes sobre um
estimulo auditivo discreto, decorrente da perda seletiva de neuronios do BL foi,
possivelmente, o fator relevante para a dissociagdo de desempenho encontrada em animais
lesados nos testes de medo condicionado ao contexto € ao som. Assim, esses resultados

possibilitam a inferéncia sobre a importancia da integridade funcional do BL no
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processamento de informacdes contextuais, mas nao auditivas, relativo a aquisicdo do
condicionamento classico aversivo, ao menos quando a resposta de congelamento ¢ tomada
como o parametro de desempenho. No entanto, esses resultados ndo possibilitam qualquer
interpretacdo sobre a hipotese de que diferentes representacdes de um CS ocorreriam em
paralelo dentro da amigdala (Pitkdnen et al., 1997), uma vez que eles se referem somente aos
efeitos das perdas celulares do BL, e ndo dos demais nucleos amigdalares.

Adicionalmente, alguns trabalhos sugerem que o BLA poderia estar envolvido na
producéo da resposta de congelamento, mais do que na formagdo de associag¢des entre o CS ¢
o US durante o condicionamento aversivo (Cahill et al., 1999; Vazdarjanova et al., 2001). Por
exemplo, Vazdarjanova e colaboradores (2001) ao avaliarem a expressdo da resposta de
congelamento de ratos em resposta a bolas de pélo de gato ou a bolas de pélo de plastico,
verificaram que a lesdo ou a inativacao temporaria do BLA prejudica a expressdo da resposta
de congelamento incondicionado a um estimulo aversivo. Os autores sugeriram, entdo, que a
diminui¢do do congelamento em tarefas de condicionamento aversivo em ratos portadores de
lesdo do BLA ndo necessariamente refletiria uma inabilidade de aprendizado de associacdes
Pavlovianas, mas poderia refletir uma inabilidade de expressar o que de fato se aprendeu.
Entretanto, o presente conjunto de experimentos nao sustenta essa conclusdo, a0 menos ao
que se refere ao BL, uma vez que ndo houve alteragdo da expressdo da resposta de
congelamento em animais lesados. Isto €, apesar do prejuizo de desempenho no teste de medo
condicionado ao contexto, animais lesados no BL exibiram tempo em congelamento
equivalente ao de ratos controles no teste de medo condicionado ao som.

Dessa forma, uma das interpretacdes que surgem desse trabalho ¢ de que o
funcionamento do BL seria necessario para o processamento de informacdes do tipo
contextuais (ou configuracionais), mas ndo de informag¢des auditivas unimodais, e mais ainda,
que seria importante para o estabelecimento de associagdes entre a representacao polimodal
(contextual) de um estimulo e o valor motivacional de um evento aversivo durante a
experiéncia com a tarefa de condicionamento classico aversivo, mas ndo na formacdo de

associagdes entre um estimulo auditivo e um US aversivo. Isso culminaria com os prejuizos
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encontrados por ratos lesados quanto as respostas de congelamento no teste de medo
condicionado ao contexto, mas ndo ao som. Os resultados ainda sugerem que este prejuizo ¢é
severo quando o ambiente ou contexto em questdo prediz a ocorréncia de um estimulo
aversivo com valor “intermediario”, mas ¢ moderado quando prediz um estimulo com valor
aversivo “maior”’. Ou seja, parece que o BL seria necessario para a aquisi¢ao da associagao
Pavloviana entre um contexto e um estimulo aversivo, mas que ndo seria o Unico a participar
desse processo, isto €, outros nlcleos amigdalares ou regides extra-amigdalares estariam
envolvidos também na formacao dessa associagdo. Alternativamente, ou em paralelo, também
¢ possivel que a atividade dos neurdnios do BL que “sobreviveram” ao procedimento de
inducdo da lesdo contribuiu de alguma forma no estabelecimento dessa associagdo. Nesse
contexto, Calandreau e colaboradores (2005) recentemente reportaram que o LA exerce um
papel importante tanto para a aquisicdo do condicionamento classico aversivo ao som quanto
na aquisi¢do do condicionamento ao contexto. Esses autores sugeriram que a contribuicao do
funcionamento do LA sobre o condicionamento ao contexto seria dependente do grau de
predictibilidade relativa das pistas ambientais sobre a pendéncia do US. Ou seja, no
condicionamento classico aversivo ao contexto, o funcionamento do LA competiria com o do
BL no caso de um determinado estimulo (e.g., um som) estabelecer uma predigdo temporal
mais precisa sobre a ocorréncia do US do que o proprio contexto. Por outro lado, o
funcionamento do LA cooperaria com o do BL para a formagdo de associagdes entre um
contexto e um estimulo aversivo no caso de o proprio contexto ser a pista mais eficiente para
a predicdo da pendéncia do US. Apesar de o BL ser o principal alvo de informagdes
contextuais ou polimodais dentro da amigdala, o LA e o BM também recebem projecdes,
embora menos densas, provenientes da formacdo hipocampal e de outras regides que
transmitem informacdes polimodais. Portanto, ¢ possivel que o LA e/ou o BM também
participem da formagao de associagdes Pavlovianas entre a representagdo de um contexto e o
valor motivacional de um estimulo aversivo.

No caso da interpretacio de que o BL estaria envolvido de forma importante na

formacao de associacdes entre um contexto e o estimulo aversivo durante o condicionamento
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classico aversivo, pode-se sugerir que essas informagdes processadas no BL seriam
transmitidas ao Ce, direta ou indiretamente, o qual modularia a producdo de respostas de
medo — incluindo a de congelamento — através de suas conexdes com o hipotdlamo e o tronco
encefalico; e em se tratando particularmente da resposta de congelamento, através das suas
projecdes para a substancia cinzenta periaquedutal (LeDoux, 1995; Rogan e LeDoux, 1996;
Armony e LeDoux, 1997; Davis, 2000 para revisdo). Como ja& mencionado, o Ce ¢ o nticleo
amigdalar que estabelece as mais densas conexdes com o hipotalamo e tronco encefalico (ver
Pitkdnen, 2000 para revisdo), e por conseguinte, ¢ considerado por alguns autores como a
porta de saida de informagdes processadas na amigdala para a geragdo de respostas
autonomicas, endocrinas € comportamentais através dessas projecdes (ver LeDoux, 2000, para
revisdo). Alguns trabalhos contribuem para essa idéia ao reportarem prejuizo de desempenho
da resposta de congelamento nos testes de medo condicionado ao som e ao contexto apds
leses eletroliticas ou neurotoxicas do Ce (Roozendaal et al., 1991; Campeau e Davis, 1995;
Goosens e Maren, 2001; Nader et al., 2001). Entretanto, recentemente Koo e colaboradores
(2004) mostraram que danos eletroliticos seletivos ao Ce resultaram em severos prejuizos
quanto a producdo de resposta de congelamento nos testes de medo condicionado ao som e ao
contexto, ao passo que danos neurotoxicos seletivos do mesmo nucleo levaram somente a
prejuizos moderados quanto a essa mesma resposta no teste de medo condicionado ao som,
mas ndo ao contexto. Diante desses resultados, os autores sugeriram uma nova proposta em
adicdo ao modelo serial de transmissdo de informac¢do do BLA para o Ce, e deste para o
hipotalamo e o tronco encefélico no controle de respostas de medo, proposto pelo grupo de
LeDoux (ver LeDoux, 2000 para revisdo). Koo et al. (2004) sugeriram que, adicionalmente,
informacdes processadas particularmente pelo BL poderiam ser transmitidas diretamente para
o nucleo instersticial da estria terminal, e dai para a zona hipotalamica medial, a qual por sua
vez se projeta diretamente e densamente para a substancia cinzenta periaquedutal (Dong et al.,
2001 e Canteras, 2002 apud Koo et al., 2004). Assim, a atividade do BL poderia modular a
producao de respostas de congelamento independentemente do funcionamento do Ce. Esses

autores sugeriram ainda que lesdes eletroliticas ou até mesmo algumas lesdes neurotdxicas
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(em certas circunstancias) do Ce levariam aos graves prejuizos quanto a producao de
respostas de congelamento nos testes de medo condicionado, exatamente por danificar fibras
de passagem oriundas do BL que atravessam o Ce e atingem o nucleo intersticial da estria
terminal (Smith ¢ Millhouse, 1985 apud Koo et al., 2004). Diante disso, é possivel admitir
também que informacdes processadas no BL, sobre as associacdes entre o contexto € o
estimulo aversivo, seriam transmitidas a substancia cinzenta periaquedutal, via o nucleo
intersticial da estria terminal e o hipotdlamo, controlando a produgdo das respostas de
congelamento, independentemente do Ce.

Além de participar desses processos associativos envolvendo pistas contextuais
evidenciado pelo nosso e por outros trabalhos (Yaniv et al., 2004 e Calandreau et al., 2005), o
BL parece ser fundamental também em situacdes de condicionamento nas quais o animal deve
executar uma resposta motora a fim de se ter acesso ou impedir a ocorréncia de um US ou
de um CS (neste ultimo caso, fala-se em reforcamento condicionado). Por exemplo, Killcross
e colaboradores (1997) verificaram que ratos com lesao do BLA foram incapazes de se
esquivar de um CS visual aversivo por comportamento operante “voluntario”, mas exibiram
supressdo do comportamento de aproximag¢do ao CS de forma semelhante aos controles.
Diferentemente, a lesdo seletiva do Ce levou ao padrao inverso de resultados. Ademais,
Amoraphant e colaboradores (2000) reportaram que a lesdo eletrolitica seletiva do BL teve
por conseqiiéncia um prejuizo de desempenho no teste de esquiva ativa envolvendo um CS
auditivo, mas ndo quanto a producdo de respostas de congelamento. Mais ainda, observaram
que a lesdo seletiva do LA resultou em prejuizos comportamentais nas duas situacoes de teste.
Esses ultimos autores sugeriram que o funcionamento do LA, portanto, seria necessario para a
associacao entre um CS auditivo e um US, e que projecoes do LA para o Ce mediariam as
reacOes Pavlovianas condicionadas, ao passo que as projecdes do LA para o BL mediariam o
reforgamento condicionado de uma dada agdo ou resposta motora. Acredita-se que o BL
mediaria a produ¢ao de respostas motoras nessas situagdes de condicionamento através de
suas grandes projegdes para o estriado ventral (Everitt e Robbins, 1992; Everitt et al., 1999;

Kelley et al., 1982 e Johnson et al., 1994 apud Hitchcott & Phillips, 1998; Swanson &
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Petrovich, 1998). Os resultados do nosso trabalho, portanto, conflitam com a hipdtese
levantada por Killcross et al. (1997) e por Amoraphant et al. (2000) de que o BL seria
importante em situacdes de condicionamento que envolveriam a produgdo de respostas
operantes, mas nao a eliciacao de respostas do tipo Pavlovianas. Diferentemente, os resultados
do presente trabalho indicam que o funcionamento do BL ¢ critico para o desempenho de
respostas Pavlovianas de medo, ao menos as de congelamento.

Neste mesmo contexto, ¢ possivel até ousar uma interpretacdo de que o BL poderia
estar envolvido no processamento de informagdes contextuais ou polimodais ndo somente no
estabelecimento de associagdes estimulo-reforgo per se, mas selecionando um tipo de resposta
mais adequada ao CS. Ou seja, o processamento das informagdes polimodais no BL seria
importante também para a “avaliacdo” do contexto que permearia uma dada situacdo durante
a experiéncia com o CS. Quando exposto a situacdo de teste, o animal ¢ apresentado a uma
série de estimulos que informam sobre quais respostas seriam as mais apropriadas dentro
daquele cenario. Nesse sentido, o BL participaria de processos que capacitariam o animal
avaliar que tipos de respostas seriam mais adequadas frente a uma dada situagdo envolvendo o
CS. Por exemplo, em funcdo do padrao de informagdes que atingiriam o BL, a atividade desse
nucleo fortaleceria determinadas conexdes (e.g., com o estriado) no sentido da producao de
respostas do tipo operantes ou, alternativamente, fortaleceria outras conexdes (e.g., com o Ce,
nucleo intersticial da estria terminal ou hipotdlamo) no sentido da produgdo de respostas do
tipo Pavlovianas. No entanto, ndo podemos ser assertivos quanto a essa interpretagdo ja que
nenhum trabalho foi realizado até o momento na tentativa de se esclarecer essa idéia.

Diferentemente do condicionamento cldssivo aversivo ao contexto, o presente
conjunto de experimentos sugere que o BL ndo esta envolvido criticamente na aquisi¢do ou
no desempenho do medo condicionado ao som. Isso nao implica que o BL nao possa
participar de alguma forma do estabelecimento de associa¢des entre um estimulo sonoro e um
evento aversivo, ou mesmo do controle das respostas de congelamento frente a um CS
auditivo, mas sugere que o funcionamento desse nucleo amigdalar ndo ¢ fundamental para

esses processos: eles poderiam ser desempenhados por outras regides mesmo na auséncia do
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BL. Como indicam os dados hodologicos, neurofisioldgicos e comportamentais ja
mencionados, o LA e at¢ mesmo o Ce sdo os principais candidatos a participar desses
processos.

Portanto, a dissociagcdo de desempenho nos testes de medo condicionado ao som e ao
contexto resultante das lesdes neurotoxicas e seletivas do BL sugerem que esse nucleo
amigdalar seria um sitio de plasticidade neural necessirio para associagdo entre as
representacdes sensoriais de um estimulo e o valor motivacional de um evento aversivo,
quando o CS envolve pistas contextuais, mas ndo auditivas. No entanto, apesar de importante
para esse tipo de aprendizagem, o BL parece ndo ser a Unica regido que participa desse tipo de
processo. Alternativamente a essa idéia do envolvimento do BL no estabelecimento de
associacoes CS-US, pode-se inferir que o funcionamento do BL seria necessario para a
eliciacdo de respostas de congelamento em situacdes de condicionamento aversivo

envolvendo pistas contextuais, mas ndo auditivas.

7.2. A lesdo neurotdxica e seletiva do nucleo basal da amigdala e o desempenho na tarefa

de contraste antecipatorio de incentivo

Os resultados apresentados no presente trabalho sugerem que a lesdo neurotdxica e
seletiva do BL ndo prejudica a aquisi¢ao do efeito de contraste antecipatorio de incentivo na
versdo inter-sujeitos da tarefa ou mesmo numa versdo intra-sujeitos envolvendo uma
discriminacdo elemental ou configuracional das condi¢des experimentais (sacarina-sacarina
ou sacarina-sacarose). Isso porque, em todas essas situagdes, ratos lesados no BL, assim como
os controle-operados, apresentaram o consumo da primeira solucdo (sacarina 0,15%)
diminuido quando os estimulos ambientais (ou a propria primeira solucao, no caso da versao
inter-sujeitos) indicavam a pendéncia de uma solucdo preferida (sacarose 32%) em
comparacdo com a condi¢do controle, na qual a solucdo de sacarina 0,15% era seguida

também de sacarina 0,15%.
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Em particular na versao intra-sujeitos da tarefa de contraste antecipatorio envolvendo
discriminacao elemental (Experimentos 2 e 4) verificou-se que ratos controle-operados e
lesados exibiram o efeito de contraste tanto na primeira fase, onde as diferentes condicdes
experimentais eram apresentadas em dias alternados e sinalizados pelas pistas discriminativas,
quanto na fase subseqiiente, na qual os animais eram submetidos as diferentes condigdes de
treino em dias randomizados mas ainda sinalizadas pelas respectivas pistas. Esses resultados
indicam, portanto, que ratos controle-operados e lesados no BL se valeram do ‘“arranjo
elemental” das pistas, mais do que da alternancia diaria das duas condi¢des experimentais
presentes na primeira fase da tarefa, para a discriminagdo das diferentes condi¢des de treino e,
por conseguinte, para a aquisi¢ao do efeito de contraste.

Ja em se tratando da mesma tarefa na versdo intra-sujeitos envolvendo discriminagao
configuracional (Experimento 4), observamos que ratos controle-operados e lesados
apresentaram o efeito de contraste antecipatorio na primeira etapa, onde, da mesma forma que
na situacdo descrita acima, os animais eram expostos as duas condi¢des de treino em dias
alternados e sinalizadas pelas pistas discriminativas. No entanto, na fase subseqiiente, quando
as diferentes condigdes experimentais eram apresentadas em dias randomizados, mas ainda
sinalizadas por suas respectivas pistas, os testes estatisticos evidenciaram o efeito de contraste
antecipatorio somente quando o consumo da primeira solugao de todos os sujeitos (controle-
operados e lesados) foi submetido a andlise, porém ndo foram sensiveis a ocorréncia
significativa do mesmo efeito quando os dados de ratos lesados e controle-operados foram
analisados individualmente. Portanto, a diferenca entre o consumo das primeiras solucdes
entre os dias de condi¢do sacarina-sacarina € sacarina-sacarose apresentou-se moderada,
porém ndo significativa, tanto para controles quanto para lesados na segunda etapa da tarefa,
na qual as duas condigdes experimentais eram apresentadas em dias randomizados e
sinalizadas pelas pistas configuracionais. Apesar disso, o efeito de contraste antecipatorio se
mostrou significativo quando as condi¢des foram apresentadas em dias alternados sob o
mesmo tipo de sinalizagdo. Dessa forma, parece que os ratos submetidos a sinalizagdo pelo

“arranjo configuracional” durante a tarefa de contraste antecipatorio intra-sujeitos podem ter
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se valido também da alternancia didria das condi¢des experimentais para a antecipacdo da
solucdo pendente em cada sessdo, em adicdo a utilizacdo das pistas ambientais
discriminativas. O mesmo ndo ocorreu para os ratos expostos a situacao de discriminagdo
elemental, isto €, neste caso, o efeito de contraste foi significativo mesmo quando as
condi¢gdes experimentais foram apresentadas em dias randomizados, e portanto, os animais
parecem ter utilizado, preferencialmente, as pistas ambientais para a antecipagdao da condi¢ao
de cada sessdo do que a sinalizagdao temporal. Em geral, o aprendizado de uma discriminagdo
configuracional requer um treino mais prolongado do que o de uma discriminagdo elemental,
possivelmente por ser mais complexo; e apesar de termos empregado um numero maior de
sessdes para o grupo submetido a discriminacdo configuracional do que para o grupo que
recebeu a situagdo de discriminagdo elemental, possivelmente o nimero de apresentacdes das
condi¢cdes sob ‘“sinalizagdo configuracional” durante a primeira fase ndo tenha sido
suficientemente grande para o estabelecimento adequado do efeito de contraste.

Os resultados ainda mostraram que ratos controle-operados e lesados também
apresentaram desempenhos semelhantes durante a fase de desvalorizagao seletiva da sacarose
(Experimento 4). Isto ¢, ratos que receberam pareamento da ingestdo da solugcdo de sacarose
com um mal-estar, provocado pela inje¢do i.p. de LiCl, diminuiram significantemente o
consumo da sacarose em compara¢ao com os ratos que receberam o tratamento controle (i.e.,
pareamento com inje¢do de salina), e mais ainda, apresentaram uma desvalorizacdo seletiva a
sacarose, mantendo inalterado o consumo da solugdo de sacarina. Além do mais, nos ratos que
receberam o tratamento com LiCl, o consumo da sacarose ndo diferiu significantemente em
relacdo ao consumo da sacarina na ultima sessdo do teste de desvalorizacdo da sacarose, ao
passo que ratos que foram submetidos ao tratamento com salina exibiram, no mesmo dia de
teste, o consumo da sacarose significantemente maior que o de sacarina. Também quanto a
este ultimo padrdo de resultados, os animais lesados apresentaram comportamento similar ao
dos ratos controle-operados.

Na fase subseqiiente de teste, na qual os animais foram novamente submetidos as

condicOes sacarina-sacarina e sacarina-sacarose devidamente sinalizadas, ratos controle-
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operados e lesados que haviam sido previamente submetidos a desvalorizagdo seletiva da
sacarose pelo parecamento dessa solugdo com um mal-estar, apresentaram uma tendéncia,
embora ndo significativa, de consumir menos da primeira solu¢do na sessdo em que havia
sinalizagdao da pendéncia da solu¢dao de sacarose em comparagdo com a sessao em que havia
sinalizagdo da pendéncia da solugcdo de sacarina, ou seja, mostraram uma tendéncia em
continuar apresentando o efeito de contraste antecipatorio de incentivo. Da mesma forma,
para ratos controle-operados e lesados que haviam recebido previamente o tratamento
controle (pareamento da sacarose com salina) o efeito de contraste antecipatorio de incentivo
também apareceu nessa fase de teste como uma tendéncia ndo significativa em termos
estatisticos. Verificou-se ainda, que ratos controle-operados e lesados que haviam recebido
pareamento da sacarose com mal-estar apresentaram, na fase de teste, o consumo da primeira
solucdo na condicdo sacarina-sacarose semelhante ao dos ratos que haviam recebido o
tratamento com salina. Ademais, os testes estatisticos foram sensiveis a ocorréncia
(significante) do efeito de contraste antecipatorio quando o consumo da primeira solugdo de
todos os sujeitos (controle-operados e lesados submetidos aos dois tratamentos) foi submetido
a andlise. Ou seja, ¢ possivel que essa tendéncia para a ocorréncia do efeito de contraste
antecipatorio ndo tenha atingido significancia estatistica, tanto em ratos submetidos ao
tratamento com LiCl como em ratos expostos ao procedimento controle, por conta do
pequeno nimero amostral dos grupos envolvidos. Notou-se ainda que, congruentemente com
o obtido nas fases de treino anteriores, o efeito de contraste no teste s6 ocorreu para o grupo
de ratos que foi submetido a situagdo de discriminagao elemental, mas configuracional.

Além disso, de acordo com o observado na fase anterior, os ratos que haviam sido
expostos a desvalorizagdo seletiva da sacarose apresentaram o consumo da segunda solu¢do
de sacarose significativamente menor que os animais que haviam recebido o tratamento
controle. No entanto, diferentemente da fase anterior do teste, embora o consumo da segunda
solugdo de sacarose tenha diminuido nos ratos que receberam o tratamento com LiCl, ele

ainda se mostrou maior que o consumo da segunda solucao de sacarina, nos mesmos animais.
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Dessa forma, os resultados indicaram que ratos controle-operados expostos a situagao
de discriminagdo elemental continuaram apresentando o efeito de contraste antecipatorio de
incentivo, embora moderado, mesmo apos a desvalorizacao seletiva da solucao preferida. No
entanto, o0 mesmo nao foi observado para os ratos controles submetidos a sinalizagdo das
diferentes condi¢des experimentais por um “arranjo configuracional”. De fato, a auséncia do
efeito de contraste antecipatorio nesta Ultima situagdo ¢ congruente com o desempenho dos
mesmos animais nas etapas iniciais da tarefa, onde o efeito de contraste, embora moderado,
ndo atingiu significancia estatistica. E possivel que neste caso, o aprendizado do efeito de
contraste — que era dependente da discriminacdo configuracional — nao foi efetivamente
estabelecido na fase inicial do treino, e conseqlientemente, ndo apareceu na Ultima etapa do
teste por conta da complexidade envolvida neste tipo de discriminagdo e de um numero de
sessoes de treino insuficiente para o seu devido aprendizado. De qualquer forma, o
desempenho de ratos lesados no BL quanto ao efeito de contraste antecipatorio apresentou-se

semelhante ao de ratos controles em todas essas circunstancias.

A tarefa de contraste antecipatorio de incentivo consiste, basicamente, de uma situagao
em que um evento disponivel com determinado valor de incentivo ¢ comparado com um
segundo, de valor de incentivo diferente (maior) que ocorrerd a seguir. Ademais, o contraste
antecipatorio de incentivo reflete a decisdo do animal de consumir uma recompensa
disponivel no momento ou esperar para consumir uma outra de maior valor de incentivo, que
ocorreré no futuro (Flaherty, 1996). E plausivel pensar que durante o desempenho na tarefa de
contraste antecipatério de incentivo, determinados estimulos (ambientais ou a propria
primeira solugdo) exerceriam a fungao de estimulos condicionados (CS), através dos quais o
animal seria capaz de evocar o valor motivacional da recompensa pendente. A representagao
sobre o valor de incentivo da segunda recompensa, evocada por um CS, seria entdo
comparada com a representagdo do valor corrente da primeira recompensa, € no caso da
condi¢do sacarina-sacarose, isso resultaria na supressao do consumo da primeira solugdo, por

esta exibir menor valor de incentivo que a solugdo pendente. Desta forma, essa interpretacao
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sugere que a tarefa de contraste antecipatorio de incentivo requereria o aprendizado de
associacdes do tipo estimulo-reforgo.

Como ja mencionado, as mais influentes teorias sobre a funcdo do BLA sugerem seu
envolvimento no aprendizado sobre associacdes estimulo-reforco (Weiskrantz, 1956; Gaffan
& Harrison, 1987; Gaffan et al., 1988, Cardinal et al., 2002 e Baxter & Murray, 2002 para
revisdo). Nesse processo, o BLA seria requerido para que um estimulo condicionado ganhasse
acesso ao valor motivacional corrente de um estimulo especifico, ao qual ele havia sido
pareado ou apresentado de forma a informar sobre a sua ocorréncia . Mais ainda, com base em
dados hodologicos e neurofisiologicos, seria possivel supor que o BL, em particular,
participaria do estabelecimento de associacdes entre a representacdo configuracional de um
dado estimulo (ou conjunto de estimulos) e o valor motivacional de um segundo estimulo,
mas nao na formacao desse tipo de associagdes envolvendo representagdes elementais de um
CS.

Portanto, de acordo com essas interpretacdes, o BL poderia participar da aquisi¢ao do
efeito de contraste antecipatorio de incentivo especialmente em situacdes em que estimulos
contextuais ou representacdes configuracionais fossem fundamentais para a evocagao do valor
de incentivo da recompensa pendente. E sendo assim, seria natural hipotetizar que a lesdo
seletiva do BL resultaria em um prejuizo de desempenho na tarefa de contraste antecipatorio
de incentivo intra-sujeitos envolvendo discriminag¢do configuracional, mas nao elemental, das
condigdes experimentais (sacarina-sacarina ou sacarina-sacarose).

Os resultados mostraram que ratos lesados no BL adquiriram o efeito de contraste
antecipatorio de incentivo na versdo inter-sujeitos da tarefa (Experimento 4) tal como os seus
controle-operados. De acordo com a interpretacdo delineada acima, nos parece plausivel a
auséncia de prejuizo de desempenho encontrada na tarefa de contraste antecipatdrio inter-
sujeitos apos lesdo seletiva do BL, uma vez que ratos lesados ndo seriam capazes de evocar a
representacao do valor de incentivo da solugdo pendente por meio de estimulos contextuais,
mas o fariam normalmente por meio de estimulos ambientais discretos. Ou seja, durante o

treino na versdo inter-sujeitos da tarefa de contraste antecipatorio, grupos diferentes de
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animais seriam expostos a apenas uma das condi¢des experimentais (sacarina-sacarina ou
sacarina-sacarose), € portanto, cada grupo poderia se valer da primeira solug¢do ou de qualquer
pista ambiental (sendo ela discreta ou contextual) para a evocagdo do valor de incentivo da
solugdo pendente, e por conseguinte, para o desempenho adequado na tarefa. Da mesma
forma, a auséncia de prejuizo de aquisicao da tarefa de contraste antecipatério de incentivo
em uma versao intra-sujeitos envolvendo discriminagdo elemental das diferentes condi¢des
de treino (Experimentos 2 e 4) parece estar em conformidade com a hipdtese levantada. Nesta
situagdo, onde as duas condigdes experimentais sdo experienciadas por cada animal, ratos
lesados no BL seriam capazes de utilizar o “arranjo elemental” da sinaliza¢do discriminativa
das diferentes condigdes de treino para acessar o valor de incentivo da solugdo pendente e,
portanto, adquirir o efeito de contraste. Entretanto, a ocorréncia de um moderado efeito de
contraste antecipatorio em ratos lesados, tal como em ratos controle-operados, na versao
intra-sujeitos da tarefa de contraste envolvendo discriminagdo configuracional das
diferentes condicdes experimentais (Experimento 4) sugere que ratos lesados no BL foram
capazes de utilizar também o “arranjo configuracional” das pistas para a aquisi¢ao da tarefa,
em desacordo com a nossa interpretagao inicial.

Apesar de ratos lesados no BL terem exibido o efeito de contraste antecipatorio de
incentivo sob “sinalizacdo configuracional” das diferentes condi¢cdes experimentais, tal qual
os seus controle-operados, os resultados ndo necessariamente permitem a afirmacao de que
isso se deu pelo fato de os ratos lesados terem sido capazes de acessarem o valor de incentivo
da solugdo pendente por meio da representagdo configuracional das pistas, ou seja, de terem
sido capazes de estabelecer associagdes do tipo estimulo-refor¢o envolvendo representagdes
configuracionais do CS. Isso porque os resultados deste trabalho ndo levam a uma sugestao
categdrica sobre o real requerimento da formacdo de associacdes estimulo-refor¢o na
aquisicdo do efeito de contraste antecipatorio de incentivo, mesmo em animais normais, cComo

sera discutido adiante.

Diversos estudos tém empregado o procedimento de desvalorizagao seletiva do reforco

em tarefas comportamentais, seja ela produzida por meio do pareamento do refor¢o com um
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mal-estar induzido ou por meio da saciacdo com o refor¢o, na tentativa de se avaliar efeitos de
danos amigdalares e de outras estruturas em aspectos especificos do aprendizado de
associacoes estimulo-refor¢o, ou seja, na capacidade de um estimulo acessar a representagao
do valor corrente de um dado refor¢o (Hatfield et al., 1996; Malkova et al., 1997; Pickens et
al., 2003; Blundell et al., 2003; Balleine et al., 2003). Por exemplo, ratos que recebem
pareamento da ingestdo de uma recompensa com um mal-estar diminuem a resposta
condicionada ao CS que havia sido previamente associado a apresentacdo daquela
recompensa, em comparagdo com ratos que recebem pareamento da recompensa com salina
(Hatfield et al., 1996). Ou seja, parece que o CS evoca a representacdo do valor de incentivo
corrente do estimulo (US) ao qual foi previamente associado, ja que a reducdo do valor de
incentivo do alimento, que ocorreu através de seu pareamento com um mal-estar, leva a uma
diminui¢do das respostas condicionadas. Mais ainda, ratos lesados no BLA nao apresentam
essa reducao das respostas condicionadas apds a desvalorizagdo do reforco, indicando, como
j4 mencionado, que essa estrutura parece ser importante na formacgado de representagdes que
associam pistas as propriedades de incentivo do reforgo (Hatfield et al., 1996). Nota-se
também, nos estudos envolvendo desvaloriza¢ao do reforco, que a lesdo do BLA nao interfere
sobre os processos de atribuicao de valor de incentivo ao refor¢o, uma vez que ratos lesados
no BLA diminuem o consumo da recompensa apds a sua desvalorizacao de forma semelhante
aos seus controles. E importante notar que o mesmo foi observado no presente trabalho, ou
seja, ratos com lesdes seletivas do BL apresentaram reducdo do consumo da solu¢do da
sacarose tal qual os controle-operados, apos a sua desvalorizagao.

Diante deste contexto, inicialmente pareceu plausivel pensar que se a aquisi¢ao do
efeito de contraste antecipatorio de incentivo envolvesse associagdes do tipo estimulo-reforgo,
ao submetermos animais normais a desvalorizacdo da sacarose apos o treinamento na tarefa
de contraste antecipatdrio intra-sujeitos, e posteriormente, ao retreino na mesma situagao,
constatariamos uma reducao do efeito de contraste, uma vez que a sacarose passaria a exibir
menor valor de incentivo. No entanto, nao foi o que verificamos: como ja mencionado, ratos

normais expostos ao “arranjo elemental” das pistas discriminativas, que foram submetidos a
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desvalorizacdo seletiva da sacarose, continuaram apresentando um moderado efeito de
contraste antecipatorio de incentivo na ultima fase do teste. E portanto, diferentemente da
hipotese inicial levantada, esse resultado pode sugerir que a modulacio do consumo da
primeira solugdo durante a tarefa de contraste antecipatorio de incentivo ndo envolveria a
formagdo de associagdes do tipo estimulo-reforco, uma vez que a antecipagdao do valor de
incentivo diminuido da solucao de sacarose, apds o seu pareamento com um mal-estar, nao foi
eficiente na alteragdo do padrao de resposta frente a esta solu¢do, em animais normais. Ou
seja, a evocacdo do valor de incentivo corrente da recompensa pendente, através de estimulos
ambientais, ndo teve influéncia relevante sobre a expressio do efeito de contraste
antecipatorio de incentivo.

Apesar disso, esses resultados ndo implicam que a tarefa de contraste antecipatorio de
incentivo nao envolva, de qualquer forma, o aprendizado de associagdes estimulo-reforgo.
Esses resultados somente sugerem que a evocagao do valor motivacional da segunda solugao,
através de estimulos ambientais condicionados, ndo controlaria o comportamento
consumatorio relativo a primeira solugdo, durante a tarefa. Entretanto, essa predigdo
poderia controlar outras respostas. Por exemplo, em uma tarefa de contraste antecipatorio
nao-consumatorio onde os animais eram apresentados a duas condi¢des de treino envolvendo
multiplos esquemas de reforcamento, A-X e B-Y, sendo o esquema de reforcamento em A
equivalente ao de B, X um esquema de extingdo, ¢ Y um esquema com taxa maior de
reforgamento, verificou-se que apesar de a taxa de respostas em A ser maior do que em B
quando as duas condicdes de treino eram apresentadas independentemente (efeito de
contraste), os animais exibiram uma taxa de respostas maior em B do que em A quando
tiveram a oportunidade de escolha entre os dois esquemas de refor¢camento. Portanto, parece
que nessa situagdo, as pistas que sinalizavam a pendéncia do melhor esquema de
reforgamento funcionaram como refor¢cadores condicionados mais poderosos, resultando em
uma taxa de respostas maior no esquema correspondente. Assim, € plausivel sugerir que na
tarefa de contraste antecipatério de incentivo, apesar de as pistas ambientais ndo controlarem

o consumo da primeira solugdo através do acesso ao valor de incentivo corrente da segunda
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solucdo, elas poderiam controlar outras respostas. Ou seja, a tarefa de contraste antecipatorio
de incentivo envolveria também o aprendizado de associagdes do tipo estimulo-reforgo,
porém ele ndo seria o mecanismo primordialmente relevante no controle do consumo da
primeira solugdo, isto €, do efeito de contraste antecipatorio.

Por outro lado, se a mesma tarefa envolvesse uma aprendizagem de associacdes do
tipo estimulo-resposta, num primeiro momento do teste imediatamente apos a desvalorizagao
da sacarose, sujeitos normais produziriam o mesmo comportamento anteriormente aprendido,
isto €, de refrear o consumo da primeira solucdo. Segundo teorias vigentes, quando a
aprendizagem de uma tarefa comportamental se da por associagdes do tipo estimulo-resposta,
o desempenho do animal € sensivel ao valor do refor¢o somente quando ele tem experiéncia
com o refor¢o, ndo sendo o animal capaz de acessar a memoria sobre a representacao do valor
corrente de um refor¢o que ocorrera no futuro. Isso porque neste tipo de aprendizagem, um
evento refor¢ador atua fortalecendo a associagdo de um estimulo discriminativo com uma
resposta, mas nao com as suas proprias representacdes (ver Balleine e Dickinson, 1998 e
Dayan e Balleine, 2002). Desta forma, os resultados do presente trabalho podem levar a esta
segunda interpretacdo, isto €, de que a aprendizagem do efeito de contraste antecipatério de
incentivo se daria, primordialmente, pela formac¢do de associagdes do tipo estimulo-resposta,
ou em outras palavras, pelo estabelecimento de um habito. Neste caso, uma determinada pista
discriminativa evocaria a producdo de um certo padrdo de respostas, o qual teria sido
selecionado pela experiéncia prévia do animal com o pareamento da primeira com a segunda
solucdo. Ou seja, o pareamento das duas solugdes levaria a relativizacdo dos valores de
incentivo das duas recompensas, que ocorreria ao longo das sessdes de treino, e possivelmente
controlaria diretamente as respostas consumatdrias do animal. Essas respostas seriam, entao,
associadas com as pistas discriminativas em cada uma das condi¢des experimentais. Assim,
com o treino, os estimulos discriminativos da condi¢do sacarina-sacarose eliciariam um
determinado conjunto de respostas que resultaria na supressdo do consumo da primeira
solugdo, ao passo que as pistas discriminativas da condi¢do sacarina-sacarina eliciariam um

outro padrdo de respostas que levaria ao consumo aumentado da primeira solugdo em
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comparagdo com a outra condicdo de treino. Além do mais, na sessdo de teste apoOs a
desvalorizagdo da sacarose, os animais continuariam refreando o consumo da primeira
solucdo, no caso da condi¢do sacarina-sacarose, exatamente porque a resposta eliciada nao
seria passivel de modulagdo pela representagdao do valor de incentivo corrente da sacarose
pendente, mas poderia ser somente alterada em fun¢do da experiéncia com o “novo” valor
motivacional da sacarose, ou seja, em funcdo de um treino adicional na tarefa envolvendo o
valor aversivo da solucao.

Ademais, animais com lesdo da amigdala adquirem normalmente tarefas
comportamentais que podem ser desempenhadas através do estabelecimento de associagdes
do tipo estimulo-resposta (McDonald e White,1993; White ¢ McDonald, 2002; McDonald e
Hong, 2004; Blundell et al., 2001; Malkova et al., 1997; Baxter ¢ Murray, 2002). Portanto,
nossos resultados seriam congruentes com esses achados: o desempenho na tarefa de contraste
antecipatorio de incentivo ndo seria alterado pela lesdo seletiva do BL da mesma forma que a
lesio do BLA ndo interfere sobre a aquisicdo de outras situagdes comportamentais que
envolvem também o aprendizado de associacdes estimulo-resposta.

Por outro lado, é possivel hipotetizar que a aquisicdo do efeito de contraste
antecipatorio de incentivo envolvesse um processo semelhante ao que se denomina
“aprendizado sobre incentivo” (do inglés “incentive learning”). O conceito de aprendizado
sobre incentivo tém sido aplicado para situagdes de condicionamento operante, € consiste no
aprendizado sobre o valor de incentivo de uma dada recompensa que se da pelo contato
consumatorio com esse refor¢o depois de ter ocorrido uma mudanga no estado motivacional
do animal (Dayan e Balleine, 2002, para revisdo). Por exemplo, Dickinson e Dawson (1988),
ao treinarem ratos a pressionar uma barra para ter acesso a uma solucao de sacarose ou a
puxar uma corrente para adquirir uma bolota de ragdo, verificaram que os ratos, depois de
expostos a privagcdo de agua, ndo modificaram prontamente o seu comportamento no sentido
de executar mais a agdo que produziria a solu¢ao de sacarose, mas ao contrario, continuaram
efetuando as duas respostas com taxas equivalentes. No entanto, se aos animais fosse

permitido consumir das duas recompensas num estado de privacdo de agua logo antes da
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sessdo de teste, subseqlientemente eles passavam a exibir mais a resposta que produziria a
solugdo de sacarose do que a bolota de ragcdo. Ou seja, o animal modifica seu comportamento
operante somente depois que ele tem a oportunidade de experienciar ou consumir o reforgo
sob o novo estado motivacional. De acordo com a teoria do aprendizado sobre incentivo, ¢
como se o animal tivesse que aprender sobre o significado de um dado reforco em diferentes
estados motivacionais através da experi€éncia com ele nesses respectivos estados (Balleine e
Dickinson, 1998). Um raciocinio semelhante pode ser aplicado a tarefa de contraste
antecipatorio de incentivo: nesta situagao, o animal aprenderia sobre os valores relativos das
recompensas através da experiéncia com a relacdo que ¢ estabelecida entre elas. O valor
relativo da primeira solucao, na tarefa da contraste, nao seria dado pela antecipacao diaria do
valor motivacional da solu¢do pendente e a subseqiiente comparacao do valor motivacional da
solucdo corrente com a representagdo do valor motivacional da solu¢do pendente.
Diferentemente, o valor de incentivo relativo da primeira solu¢do seria aprendido, e modulado
diariamente, através da experiéncia do animal com o pareamento das solucdes, e por
conseguinte, com o estado motivacional resultante desse pareamento.

Esta ultima interpretacdo aparentemente € a mais parcimoniosa, uma vez que OS
resultados do nosso trabalho indicam que o consumo da primeira solu¢do parece se dar de
uma forma bastante flexivel, diferentemente das respostas geradas por um hébito, isto &, pelo
aprendizado de associagdes estimulo-resposta. Os resultados sugerem que a seqiiéncia de
apresentacao das condigdes de treino interferem sobre o consumo da primeira solugao numa
dada condi¢do. Por exemplo, o consumo da primeira solugdo na condigdo sacarina-sacarina
aumenta a medida que essa mesma condicdo vai sendo apresentada em seqiiéncia. E o
consumo nessa mesma condicdo decai logo depois que o animal € exposto a condi¢ao
sacarina-sacarose. Ou seja, parece que o comportamento consumatério relativo a primeira
solugdo nao ¢ gerado como um “programa pronto”, de uma forma inflexivel semelhante a um
habito, mas ao contrario, parece ser modulado de forma bastante plastica pela experiéncia

prévia do animal com a relagdo entre as recompensas.
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Ademais, a amigdala parece ndo estar envolvida no aprendizado relativo a atribuigao
de valor reforgcador (hedonico e de incentivo) a recompensas, mas diferentemente, parece
participar da formagdo de associacdes entre estimulos e o valor refor¢ador de um evento com
significado bioldgico (ver Rolls, 1999). Assim, a auséncia de prejuizo de desempenho por
ratos com lesdo do BL na tarefa de contraste antecipatorio de incentivo seria congruente com
a interpretacdo de que o efeito de contraste antecipatoério seria dependente do aprendizado
sobre o valor de incentivo relativo das solugdes em funcdo da experiéncia do animal com a
relagdo estabelecida entre elas, e ndo do aprendizado de associagdes entre estimulos
ambientais e o valor de incentivo da recompensa pendente.

De qualquer forma, os resultados sugerem que o comportamento consumatorio
relativo a primeira solu¢do durante a tarefa de contraste antecipatorio de incentivo ndo €
diretamente controlado pela antecipagao diaria das propriedades motivacionais da recompensa
que ocorrera no futuro, mas parece ser mais sensivel a experiéncia prévia com a relagdo que
se estabelece entre as duas recompensas e também com a sinalizagdo discriminativa
correspondente. Ou seja, de acordo com a hipdtese relacionada ao aprendizado sobre
incentivo, as pistas discriminativas sinalizariam sobre o valor relativo da primeira solugdo, o
qual ndo seria dado pela antecipagdo diaria do valor motivacional da segunda solu¢do, mas
pela histdria prévia do animal com a relacdo entre as duas recompensas. Ja de acordo com a
hipotese da associagdo estimulo-resposta, as pistas discriminativas informariam sobre um
padrao de respostas motoras selecionado pela experiéncia prévia do animal com o pareamento
entre duas recompensas. Essas interpretagdes sdo contrarias aquela proposta por Flaherty e
Rowan (1985), que sugere que o efeito de contraste antecipatério seria resultante da efetiva
antecipacdo diaria do valor de incentivo da solugdo pendente, e da subseqiiente comparagao
da representagdo do valor de incentivo da solugdo pendente com a da recompensa corrente.
Essa idéia baseou-se nos resultados de um experimento mostrando que o efeito de contraste
antecipatorio de incentivo ocorre mesmo em uma versdo intra-sujeitos da tarefa, onde as
condi¢des sacacarina-sacarina € sacarina-sacarose sao apresentadas em dias alternados e

sinalizadas por diferentes pistas discriminativas. Segundo a interpretacdo desses autores, se 0
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efeito de contraste antecipatorio fosse baseado na memoria de ter recebido sacarose no dia
anterior, o consumo da primeira solu¢ao de sacarina seria diminuido em dias de condigdo
sacarina-sacarina; mas se o efeito de contraste fosse resultado da antecipacdo didria da
solucao preferida, o consumo da sacarina seria suprimido em dias de condi¢ao sacarina-
sacarose, que ¢ de fato o que ocorre. Diferentemente, segundo nossa proposta, o efeito de
contraste ndo seria resultado da antecipacao da solucao pendente, mas sim da antecipagao do
valor relativo da primeira solugdo (que € estabelecido pela experiéncia do animal, e ndo pela
antecipacdo diaria do valor motivacional da segunda solugdo), ou alternativamente, da
evocagao de um conjunto de respostas motoras selecionado pela experiéncia prévia do animal
com a relagdo entre as duas recompensas. Ademais, nossa interpretagao também implica que o
efeito de contraste antecipatorio ndo € resultado da memoria sobre o valor de incentivo da
ultima solugdo recebida, e da comparacao dessa representagdo com o valor da recompensa
corrente.

Por outro lado, os resultados também podem levar a interpretacao de que o efeito de
contraste antecipatério de incentivo continuou ocorrendo nos sujeitos expostos a
desvalorizacdo seletiva da sacarose simplesmente porque os animais, apesar de terem
mostrado uma desvalorizagdo significativa da sacarose, ainda apresentaram uma preferéncia
por esta solucdo em comparacao com a solugdo de sacarina. Apesar de os ratos controles e
lesados, durante a fase de desvalorizacdo seletiva da sacarose, terem apresentado o consumo
da sacarose semelhante ao consumo da sacarina nas ultimas exposi¢des a essas solugoes,
observamos que na fase subseqiiente de teste, o consumo da sacarose mostrou-se maior que o
da segunda solugdo de sacarina. Vale a pena relembrar que, na etapa de desvalorizacao
seletiva da sacarose, o ultimo registro do consumo da sacarose foi imediatamente anterior ao
seu ultimo pareamento com o mal-estar (LiCl), e portanto, se nessa fase, o ultimo registro do
consumo da sacarose se assemelhou ao ultimo registro do consumo da sacarina, ¢ muito
provavel que apds o ultimo pareamento com o mal-estar, o valor motivacional da sacarose
tenha atingido ainda um nivel inferior ao do valor da sacarina. No entanto, como

mencionamos, isso nao foi exatamente o observado na fase subseqiiente de teste, isto €, nessa
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ultima fase, apesar de o consumo da solugdo de sacarose ter sido significativamente menor em
ratos tratados com LiCl do que em ratos tratados com salina, o consumo da sacarose foi maior
que o da segunda solucdo de sacarina mesmo em ratos que haviam sido expostos ao
pareamento da sacarose com o mal-estar. Uma possivel interpretacdo para esse conjunto de
resultados seria de que o contexto do treino prévio, onde os ratos nunca haviam experienciado
um mal-estar seguido do consumo da sacarose e onde ocorreu o teste pds-desvalorizacdo,
serviu como um estimulo condicionado sinalizando a presenca de um ambiente seguro. Entdo,
a resposta de refrear o consumo da sacarose desvalorizada competiu com a resposta de
consumir da solucdo, que naquele contexto nunca havia produzido um mal-estar. Assim, os
sujeitos pré-expostos a desvalorizagdo seletiva da sacarose, exibiram ainda, na fase de teste,
uma preferéncia pela solucao de sacarose em comparagdo com a sacarina, o que pode ter sido
a causa da manutengdo do efeito de contraste por estes ratos na fase de teste. E sendo assim,
nao seria possivel descartar a hipotese de que a aquisicdo do efeito de contraste antecipatorio
de incentivo envolveria a efetiva antecipa¢ao diaria das propriedades motivacionais da
recompensa pendente.

Adicionalmente, foram raros os estudos, at¢ o momento, que tiveram por objetivo
elucidar o envolvimento de substratos neurais na aquisi¢do da tarefa de contraste antecipatorio
de incentivo. E mais raros ainda, foram os trabalhos que reportaram alguma interferéncia de
lesdes sobre o aprendizado dessa tarefa. Por exemplo, a lesdo por colchicina do giro denteado
hipocampal ndo resultou em qualquer alteragao sobre a aquisi¢ao do efeito de contraste
antecipatorio, como reportado por Flaherty e colaboradores (1989). Além disso, a lesdao
eletrolitica do nucleo accumbens também ndo impediu o aparecimento do efeito de contraste
antecipatorio consumatorio (Leszczuk e Flaherty, 2000). A hipotese inicial levantada por estes
ultimos autores era de que a lesao do nucleo accumbens resultaria numa perda do efeito de
contraste, por esta regido estar envolvida na modulacdo de respostas comportamentais diante
da antecipacao de futuras recompensas; entretanto, essa idéia nao foi sustentada. Por outro
lado, a unica lesdo reportada até o momento que alterou de alguma forma a ocorréncia do

efeito de contraste antecipatorio consumatorio foi a lesdo do tdlamo gustativo (Reilly e
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Pritchard, 1996; Reilly et al., 2004) — o dano nessa regido levou a uma facilitagdo do
consumo da primeira solugdo e ndo ao efeito de contraste. Sugere-se que isso se deu por conta
de uma eliminagdo da habilidade dos animais de comparar valores hedonicos, a qual seria
baseada nos efeitos pds-ingestivos das recompensas, mas ndo na “memdoria gustativa” sobre a
solucdo pendente. Portanto, os resultados relativos aos efeitos das lesdes do nucleo
accumbens e do tdlamo gustativo descritos acima podem ser vistos de forma congruente com
uma das hipodteses levantadas pelo nosso trabalho: de que a aquisicdo do contraste
antecipatorio de incentivo seria baseado no aprendizado sobre o valor relativo da primeira
solucdo através da experiéncia da relagdo entre as duas recompensas, € ndo na antecipagao
diaria do valor motivacional da segunda solug¢ao.

Os resultados deste trabalho também mostraram que a lesdo seletiva do BL nao alterou
a habilidade dos animais em discriminar as solugdes de sacarina 0,15% e de sacarose 32%,
uma vez que os ratos lesados apresentaram o consumo da solugdo de sacarose
significativamente maior que o consumo da solugdo de sacarina, tal como os animais
controle-operados. Por outro lado, foi observado que ratos lesados no BL apresentaram o
consumo geral das solugdes diminuido em comparagdo com os controle-operados. O consumo
da solucdo de sacarose por ratos lesados mostrou-se menor que o dos controle-operados
somente em um dos dois experimentos que avaliaram o desempenho dos animais na tarefa de
contraste antecipatorio. Ja o consumo da solugdo de sacarina foi menor para ratos lesados nos
dois experimentos em questdo, tanto quando ela foi apresentada como primeira solugdo
quanto como segunda solugdo. No entanto, o fato de animais lesados no BL consumirem
menos das solugdes que os controle-operados ndo implicou em prejuizo da aquisi¢do do efeito
de contraste antecipatorio de incentivo. Esses resultados podem indicar uma alteragdo
motivacional ou no controle motor do ato de lamber resultante da lesdao do BL, os quais nao
tém sido reportados por outros estudos envolvendo lesdo do BLA.

Em sintese, os resultados do presente trabalho ndo levam a uma interpretacao
definitiva acerca do envolvimento de associa¢des do tipo estimulo-refor¢o na aquisicdo do

efeito de contraste antecipatério de incentivo. De qualquer forma, ratos com lesdo do BL
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mostraram desempenho semelhante aos seus controle-operados quanto ao efeito de contraste
antecipatorio, indicando que o funcionamento do BL nao ¢ fundamental para os processos

subjacentes a aquisi¢ao desse fendomeno, sejam eles quais forem.
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8. Conclusbdes Gerals
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Os resultados do presente trabalho sugerem o envolvimento do BL no desempenho de
ratos na tarefa de condicionamento classico aversivo ao contexto, mas ndo ao som. A
participagdo do BL nessa situacdo comportamental possivelmente ocorre nos processos
subjacentes as associacdes entre as representacdes contextuais (ou configuracionais) de um
estimulo e as representacdes sobre os valores motivacionais ou afetivos de um evento
aversivo que havia sido pareado ao primeiro.

Ja os resultados referentes a tarefa de contraste antecipatorio de incentivo ndo levam a
uma interpretagdo conclusiva acerca do requerimento da formagdo de associagdes do tipo
estimulo-reforco para a aquisi¢io do efeito de contraste antecipatorio. E possivel que
estimulos ambientais teriam acesso ao valor de incentivo da solugdo pendente, o qual seria
entdo comparado, diariamente, com o valor da recompensa corrente (i.e., envolvimento de
associacoes estimulo-refor¢o). Porém, de acordo com esta interpretagdo, a auséncia de
prejuizo de desempenho na versdo intra-sujeitos da tarefa envolvendo discriminagao
configuracional das condi¢des de treino, observada em animais com lesdo do BL, seria
inconsistente com os resultados obtidos pelo presente trabalho na tarefa de medo
condicionado; ou seja, de acordo com esta idé€ia, era de se esperar que animais lesados no BL
também exibissem prejuizo de desempenho nesta situagdo especifica da tarefa de contraste, da
mesma forma como ocorreu no teste de medo condicionado ao contexto. Por outro lado, os
resultados permitem outras duas interpretagdes alternativas: 1) o efeito de contraste seria
resultado da antecipagao do valor relativo da primeira solugdo, estabelecido pela experiéncia
prévia do animal com a relagdo entre as duas recompensas e nao pela antecipagdo didria do
valor motivacional da segunda solu¢do, ou alternativamente, 2) o efeito de contraste
antecipatorio seria resultado da evocacdo de um conjunto de respostas motoras selecionado
pela experiéncia prévia do animal com a relacdo entre as duas recompensas. De qualquer
forma, de acordo com estas ultimas idéias, o comportamento consumatoério relativo a primeira
solucdo durante a tarefa de contraste antecipatério de incentivo nao seria controlado
diretamente pela antecipacdo didria das propriedades motivacionais da recompensa pendente,

mas seria resultado da experiéncia prévia com a relagdo que se estabelece entre as duas
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recompensas. Ademais, baseado em outros estudos, a auséncia de prejuizo de desempenho na
tarefa de contraste antecipatorio de incentivo por ratos com lesdo do BL seria congruente com
essas ultimas hipdteses sobre o fendmeno de contraste.

Finalmente, estas questdes relativas ao efeito de contraste antecipatério podem ser
posteriormente esclarecidas empregando a mesma estratégia utilizada neste estudo, porém

utilizando um procedimento de desvalorizagao da solucao de sacarose mais efetivo.
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APENDICE A. Representagdes esquematicas de secgdes coronais de encéfalo de
rato no nivel da amigdala. Abreviaturas na pagina seguinte.



Abreviaturas do Apéndice A: BLAa, ntcleo basal (anterior) da amigdala; BLAp,
nucleo basal (posterior) da amigdala; BMAa, nucleo basal acessorio (anterior) da
amigdala; BMAp, nuacleo basal acessorio (posterior) da amigdala; CEAc, nticleo
central (capsular) da amigdala; CEAI, nucleo central (lateral) da amigdala; CEAm,
nucleo central (medial) da amigdala; COAa, nucleo cortical (anterior) da amigdala;
COApl, ntcleo cortical (pOstero-lateral) da amigdala; COApm, ntcleo cortical
(postero-medial) da amigdala; CP, caudado-putamen; DG; giro denteado; EPd, nticleo
endopiriforme (dorsal); EPv, ntcleo endopiriforme (ventral); GPI, globo palido
(lateral); GPm, globo palido (medial); IA, nticleo intercalado da amigdala; LA, ntcleo
lateral da amigdala; MEAad, nticleo medial (dntero-dorsal) da amigdala; MEApv,
nucleo medial (postero-ventral) da amigdala; PA, niicleo posterior da amigdala; PAA,
area piriforme amigdaldide; PIR, cortex piriforme; Sl, substincia inominata; SUBv,
subiculo (ventral); TR, area de transigdo pds-piriforme.
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