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Resumo

O coliculo inferior (CI) além de ser uma estagdo importante no tronco encefalico
para a transmissao de informagdes auditivas para centros superiores também participa do
chamado sistema encefalico aversivo. A amigdala ¢ uma estrutura fundamental na aquisicao e
expressdo do medo condicionado e incondicionado. Essa regulacdo do medo pela amigdala
parece mediada por mecanismos dopaminérgicos e serotoninérgicos. Tem sido demonstrado que
a amigdala influencia os estados aversivos gerados a partir do CI. Assim, a lesdo eletrolitica ou
serotoninérgica do complexo basolateral da amigdala (CBL) causa um aumento na aversividade
gerada pela estimulagdo do CI, enquanto que essas lesdes no nticleo central da amigdala (NCe)
causam uma redugdo nessa aversividade. A estimulacdo aversiva do CI também provoca um
aumento nos niveis extracelulares de dopamina no cortex frontal, que mantém conexdes com a
amigdala. Nesse estudo, examinamos 1) os efeitos da estimulagdo do CI sobre os niveis
extracelulares de dopamina (DA) e serotonina (5-HT) no CBL e no NCe; ii) os efeitos da
inativagdo com muscimol e de antagonistas de receptores 5-HT2 e D1 no CBL no medo
condicionado ¢ no medo incondicionado promovido pela estimulacao aversiva do CI; e iii) os
efeitos da inativagdo com muscimol e lidocaina do CBL sobre as conseqiiéncias comportamentais
e neuroquimicas da estimulacdo aversiva do CI. Os resultados mostram que a estimulagdo do CI
causa um aumento nos niveis extracelulares de DA e 5-HT no CBL sem, contudo, afeta-los no
NCe. A inativagdo ou o bloqueio dos receptores D1 ou 5-HT2 no CBL causam uma reducao no
medo condicionado e um aumento do medo incondicionado promovidos pela estimulagdo do CI.
A inativacdo do CBL reduziu o incremento nos niveis extracelulares de DA produzido pela
estimulacdo do CI. Os resultados desse estudo mostram que a estimula¢do aversiva do CI
aumenta a liberagao extracelular de DA e 5-HT no CBL. Por sua vez, a DA e a 5-HT regulam as
respostas do medo condicionado e incondicionado gerado pela estimulacio do CIL
Especificamente, a DA e a 5-HT no CBL parecem facilitar o medo condicionado e inibir o medo
incondicionado gerados pela estimulacdo aversiva no CI. O CBL parece também regular a
ativacdo de mecanismos dopaminérgicos corticofrontais produzido pela estimulacdao aversiva do

CL
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Abstract

The inferior colliculus (IC) is primarily involved in auditory information
processing but also integrates acoustic information of aversive nature. The amygdala is an
important structure in the acquisition and expression of conditioned and unconditioned fear. This
amygdaloid regulation of fear seems to be mediated by dopaminergic and serotoninergic
mechanisms. It has been found that depending on the nucleus, amygdaloid lesions cause distinct
changes in the aversiveness of electrical stimulation of the IC. In this respect, serotoninergic and
neurotoxic lesions of the basolateral amygdaloid complex (BLA) enhance whereas those of the
central nucleus of the amygdala (CeA) reduce the aversiveness of the electrical stimulation of the
IC. Moreover, electrical stimulation of the IC increases extracellular levels of dopamine in the
prefrontal cortex, which sends projections to the amygdala. Based on this evidence, we examined
1) the effects of the electrical stimulation of the IC on the extracellular levels of serotonin (5-HT)
and dopamine (DA) in the BLA and CeA; ii) the effects of injections of muscimol, the antagonist
of SHT2 receptors ketanserin and the antagonist of D1 receptors SCH-23390, on the conditioned
and unconditioned fear generated withelicited by stimulation of the IC; iii) the effects of BLA
inactivation with muscimol and lidocaine on the activation of cortical dopaminergic neurons
produced by aversive stimulation of the IC. The results showed that electrical stimulation of IC
increased the extracellular levels of DA and 5-HT in BLA, but not in the CeA. Inactivation with
muscimol or inhibition of D1 or 5-HT2 receptors in BLA decreased the conditioned fear and
increased the aversiveness of the unconditioned fear elicited by IC stimulation. Inactivation of
BLA counteracted the increase in DA extracellular levels in the frontal cortex elicited by aversive
stimulation of the IC. These findings indicate that aversive stimulation of the IC increases DA
and 5-HT extracellular levels in BLA. 5-HT mechanisms of the BLA appear to have opposite
influences on the conditioned and unconditioned fear. Specifically, DA and 5-HT mechanisms in
BLA seem to facilitate the conditioned fear and inhibit the unconditioned fear triggered by
activation of the CI. Also, BLA seems to regulate the activation of dopaminergic cortical

mechanisms elicited by aversive stimulation of the IC.
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Introducéo

A partir da segunda da metade do século XIX, as emogdes tornaram-se objeto de
indagagao cientifica e passam a ser estudas a partir de sua expressao comportamental. A primeira
tentativa importante nesse sentido foi a de Charles Darwin em seu livro A expressao das emogdes
no homem e nos animais, de 1872. A partir deste trabalho cresceu a importancia das pesquisas
com animais voltadas para a busca das raizes bioldgicas das emocgodes, particularmente do medo e
da ansiedade no homem.

Willian James e Karl Lange propuseram, no final do século XIX, a chamada
“teoria somatica das emocgodes” que, apesar das criticas que suscitou, ocupa o campo cientifico ha
muitos decénios e tem servido como ponto util de referéncia para varias teorias correntes. Ao
longo de duas ou trés décadas sucessivas, os estudos sobre as emogdes seguiram influenciados
por essa teoria, que sustenta que as emogoes resultam da percepgao de alteracdes fisioldgicas no
organismo frente a estimulos estressantes (James, 1890). No entanto, no inicio do século
passado, tal teoria encontrou as primeiras objecdes importantes nos estudos realizados por Walter
Cannon e por seu colaborador Philip Bard. Esses fisiologistas apresentaram a “teoria neural das
emocgdes”’, sugerindo o hipotdlamo como centro controlador das emogdes no encéfalo. A hipotese
sugeria que o hipotdlamo permitiria avaliar a relevancia emocional de eventos ambientais por
meio de suas conexdes com o cOrtex e expressar respostas emocionais por meio de suas conexoes
com o tronco cerebral (Cannon, 1929).

Em 1937, surge uma das teorias mais significativas para a compreensao das raizes
biologicas das emog¢des. Cunhada pelo neuroanatomista norte-americano James Papez e baseada
em observagdes clinicas e experimentais, essa teoria segue os passos daquela elaborada por

Cannon e Bard, que ressaltou tanto a importancia do hipotdlamo na recep¢do de estimulos



emocionais e no controle das reagdes fisiologicas durante a emog¢ao, como também a relevancia
do coértex na regulacao da experiéncia emocional. Entretanto, Papez aprofundou o entendimento
de Cannon e Bard sobre a comunicagdo entre o hipotalamo e o cortex, propondo que a emogao
surge através de um fluxo de informagdes que obedece a um ciclo de conexdes anatdomicas entre
o hipotalamo e outras estruturas do sistema limbico (le grand lobe limbique, expressao cunhada
pelo anatomista francés Paul Pierre Broca, em 1878). Derivado de seu proprio nome, o “circuito
de Papez” ¢ composto pelo cortex sensorial, tdlamo, giro do cingulo, hipocampo e hipotalamo.
Nesta neurocircuitaria, capaz de gerar experiéncias emocionais, as mensagens sensoriais chegam
ao talamo e sdo direcionadas para o cortex cerebral - dando origem a experiéncia emocional - ¢
para o hipotalamo - originando as reagdes emocionais somaticas. Segundo Papez, a experiéncia
emocional surgiria quando o giro do cingulo fosse capaz de integrar sinais provenientes do cortex
sensorial e do hipotdlamo. Entretanto, essa teoria continua conferindo um papel central ao
hipotalamo e as suas conexdes ascendentes e descendentes. Neste mesmo ano de 1937, apoiando
a sugestdo de Papez, os pesquisadores Heinrich Kliiver ¢ Paul Bucy observaram que lesdes nos
lobos temporais de macacos causavam hipersexualidade, tranqiiilidade e disturbios alimentares.

Recorrendo aos trabalhos de Cannon e Papez, bem como ao trabalho de Kliiver e
Bucy, Paul MacLean, entre os anos de 1949 e 1952, constr6éi uma teoria mais abrangente para a
emocdo. O cortex e o hipotdlamo continuam exercendo grande importancia para a experiéncia e
expressdo emocionais, respectivamente, mas MacLean adicionou ao circuito de Papez outras
regides como a amigdala, o septo e o cortex pré-frontal (CPFr).

Embora o termo sistema limbico ainda seja utilizado para se referir aos circuitos
emocionais no encéfalo, a teoria do sistema limbico possui pelo menos duas grandes criticas.
Primeiro, ndo hd um critério amplamente aceito para decidir qual area ¢ limbica; segundo, a

teoria do sistema limbico nao explica como o sistema nervoso central (SNC) produz emogoes.



Com o transcorrer dos anos, outras estruturas foram incorporadas ao sistema
limbico, tido como grande coordenador do funcionamento das visceras e das emogdes. Além
disso, ndo sO outras estruturas passaram a integrar o sistema limbico, mas também as diversas
emogdes passam a ser investigadas separadamente dentro desse sistema.

Assim, as teorias das emogoes passam a concentrar-se sobre o SNC e, mais ainda,
incidem sobre um tnico sistema de estruturas encefalicas e em suas conexdes. Além disso,
passou-se a qualificar as emogdes como importantes na sobrevivéncia do individuo e da espécie,
recuperando, assim, sua importancia evolutiva. Porém, se emogdes diferentes estdo associadas a
distintas func¢des de sobrevivéncia (prote¢do contra o perigo, alimentacao, reproducao, etc.), cada
uma delas pode perfeitamente ser produzidas em diferentes sistemas enceféalicos, cuja ativagdo
pode depender de diferentes estimulos. Por conseguinte, ndo haveria um tnico sistema
emocional no SNC, mas varios. Baseado nisto e em varios outros estudos, F.G. Graeff atribui a
diferentes estruturas neurais distintas emogdes, relacionadas ao repertério de defesa de cada
espécie. Assim, a ansiedade, que envolve uma estratégia comportamental de “avaliagdo de risco”
diante de uma ameaga potencial, seria mediada pela amigdala e pelo sistema septo-hipocampo. O
medo, que envolve o comportamento de congelamento diante de uma ameaga distante, seria
mediado pela amigdala e pela substancia cinzenta periaquedutal ventral (SCPv). E, finalmente, o
panico/raiva, que envolve um repertério comportamental de luta/fuga diante de uma ameaga
proximal, seria mediado pela amigdala, hipotdlamo e substincia cinzenta periaquedutal dorsal
(SCPd) (Graeft, 1990).

Dentre as estruturas neuronais criticas que regulam o comportamento de defesa e
as emogoes associadas (ansiedade, medo e panico) mencionadas acima, o hipotdlamo, a amigdala
e a substincia cinzenta periaquedutal (SCP) constituem o denominado sistema encefalico

aversivo (SEA) (Graeff, 1990). Além dessas estruturas, haveria a participacdo de outras como o



CPFr. Em apoio a sua teoria, Graeff (1990) lembra que nos experimentos classicos realizados por
Hess e colaboradores (1943) e Fernandez de Molina e Hunsperger (1959) as estimulagdes
elétricas na SCP, no hipotalamo medial, nos ntcleos central, medial e dorsal da amigdala
produzem tanto respostas de fuga como de agressao em gatos, similares a comportamentos
espécie-especificos que ocorreriam em circunstancias naturais. Essas estimulagdes elétricas sao
acompanhadas por alteragdes nos sistemas respiratorio e cardiovascular (Kelly, 1980; Graeff,
1990). Ainda, considerando a especificidade de respostas defensivas em funcdo da estrutura
encefalica estimulada, a estimulagdo elétrica da amigdala produzia uma reacao de defesa que se
manifestam somente apds alguns segundos (normalmente de 20 a 30 s) ao contrario do
hipotalamo, que produzia uma reagdo de defesa imediata e completa concomitantemente a sua
estimulacao (Kelly, 1980).

Em 1969, Nashold e colaboradores relataram que estimulacgdes elétricas na SCP de
pacientes durante interven¢des neurocirurgicas para tratamento de dores incoerciveis produziam
medo intenso, as vezes com sensacdo de morte iminente, acompanhadas de taquicardia,
hiperventilagdo, piloerecdo e enrubescimento da face e do pescogo, lembrando muito um ataque
de panico.

Outras estruturas também participam de forma importante na organiza¢do do
medo no SNC. O CPFr, considerada outra estrutura dentro do sistema de defesa, mantém
conexdes com as estruturas que compdem o SEA e sua estimulagdo em primatas humanos e nao-
humanos produz alteragdes autondmicas e emocionais proprias do medo e da ansiedade (Graeff,
1990).

Esse Laboratorio de Neuropsicofarmacologia de Ribeirdo Preto vem propondo,
baseado em modelos animais de medo e ansiedade, a inclusdo do coliculo inferior dentro da

neurocircuitaria que compode o sistema encefalico aversivo (Brandao et al., 1988; 1993; 1994;



1999).

A aversao gerada no coliculo inferior parece envolver a participacao da amigdala e
do cortex pré-frontal (Maisonnette et al., 1996; Cuadra et al., 2000; Macedo et al., 2002; Borelli
et al., 2006). Além disso, estudos neuroanatdmicos mostram conexoes diretas e indiretas entre
essas estruturas (LeDoux et al., 1990a-b; McDonald, 1996). Ainda, estudos neuroquimicos e
eletrofisiologicos mostram que a estimulacdo de uma dessas estruturas pode provocar alteragdes
na liberacdo de neurotransmissores ¢ no funcionamento neural da outra estrutura (Cuadra et al.,
2000; Carr & Sesack, 2000). Dada a relevancia para o presente estudo, destacaremos desse
sistema de defesa os principais aspectos relacionados ao coliculo inferior, a amigdala e ao cortex

pré-frontal.

Coliculo inferior

O coliculo inferior (CI) ¢ uma estacdo sinaptica mesencefalica bilateral de vias
auditivas (Webster, 1995). Muitas abordagens neuroanatdomicas em mamiferos tém subdivido o
CI em diversas regides, obedecendo a varias nomenclaturas (Morest, 1964; Geniec & Morest,
1971; Huffman & Henson, 1990). Neste estudo serdo adotadas as divisdes neuroanatdmicas do
CI elaboradas por Faye-Lund & Osen (1985), que sdo adotadas também pelo atlas de Paxinos &
Watson (1997). Segundo esses autores, o CI de ratos pode ser dividido em trés grandes areas: o
nucleo central (NCCI), o nucleo externo (NECI) e o ntcleo dorsal (NDCI) (Figura 1.1). Essas
divisdes neuroanatomicas foram baseadas em estudos de quimioarquitetura e citoarquitetura do

CI e em suas conexdes (Faye-Lund & Osen, 1985; Webster, 1995).



Coliculo Inferior

l_ Ntcleo Externo

l_ Nucleo Central

. Ntcleo Dorsal

0,5 mm

Figura 1.1. Secgdo coronal do coliculo inferior de ratos mostrando suas divisdes (adaptado de
Huffman & Henson, 1990 e de Paxinos & Watson, 1997). Abrevia¢des: Aq= aqueduto cerebral;
cic= comissura do coliculo inferior; 1I= trato do lemnisco lateral; NC= ntcleo cuneiforme;
NDLL= nucleo dorsal do lemnisco lateral; SCPdm= substancia cinzenta periaquedutal
dorsomedial; e SCP1= substancia cinzenta periaquedutal lateral.

O NCCI esta organizado em padrdes de laminagdo, base de sua organizacdo
tonotopica, onde sdo encontrados neurdnios que variam em forma e tamanho. A organizagdo
tonotopica desse nlicleo apresenta-se com freqiiéncias de caracteristicas baixas encontradas
dorsalmente e freqiiéncias de caracteristicas altas encontradas ventralmente (Hind et al., 1963;
Aitkin et al., 1975). Este nticleo, além de receber as principais aferéncias de fibras do sistema
ascendente auditivo, parece conter uma circuitaria local de neurénios GABAérgicos. O NECI,
que inclui as divisdes ventral e lateral do nucleo central definido por Morest & Oliver (1984),

consiste de trés camadas. O DCCI também possui trés camadas e, assim como o NECI, nao

possui qualquer padrdo de laminacdo. Estas subdivisdes em camadas estdo baseadas tanto no



tamanho e tipo celular dos neurénios do CI como na sua organizagao e forma de campo
dendritico (Faye-Lund & Osen, 1985).

O CI recebe axonios da maioria dos nucleos auditivos do tronco encefélico.
Estudos utilizando tragadores retrogrados mostram que o CI de gatos recebe fibras de diferentes
nucleos do tronco encefélico (Roth et al., 1978; Adams, 1979). As projecdes ascendentes do
tronco encefalico para o CI tém origem predominantemente no nucleo coclear contralateral e
ipsilateral, no complexo olivar superior medial ipsilateral, no nucleo ventral do lemnisco lateral
ipsilateral e no nucleo dorsal do lemnisco lateral ipsilateral e contralateral. Outras projecdes,
menos densas, tém origem no nucleo coclear ipsilateral, no ntcleo periolivar e no coliculo
inferior contralateral (Webster, 1995).

O CI envia fibras principalmente para o ntcleo geniculado medial do talamo
(NGm). Além disso, o CI mantém conexoes indiretas com a SCP, o hipotalamo, a amigdala, a
substancia negra e o coliculo superior (Webster, 1995; Beitz, 1982; LeDoux et al., 1985; 1990a-
b). Portanto, o CI apresenta conexdes importantes para as estruturas que compdem o SEA
(Graeft, 1990).

As conexdes eferentes do CI mantidas com a amigdala sdo estabelecidas
indiretamente através do nucleo geniculado medial do tadlamo (LeDoux et al., 1985; 1990-b;
1991). O NGm ¢, na verdade, um complexo de varias areas e subnucleos (Price, 1995). As
projegoes do NGm que alcangam os nucleos da amigdala tém origem principalmente na divisao
medial e no nicleo suprageniculado. A amigdala também recebe densas aferéncias do nucleo
intralaminar posterior e da regido peripeduncular. Dentro da amigdala, essas eferéncias do NGm
encontram-se em maior densidade principalmente nos ntcleos lateral e central e na area de
transicao entre a amigdala e o putamen (LeDoux et al., 1985; 1990a-b; 1991).

Além da implicagao do CI na producdo de crises audiogénicas (Garcia-Cairasco e



Sabbatini, 1989; Garcia-Cairasco, 2002), um conjunto de evidéncias t€ém sugerido, baseado em
modelos animais de estimulagdo elétrica e quimica, seu envolvimento no processamento de
respostas aversivas (Brandao et al., 1993; 1994; 1999; Cardoso et al., 1994; Melo et al., 1992).
De fato, a estimulacao elétrica ou quimica dessa estrutura mesencefalica em ratos desencadeia
reacoes de defesa. Assim, aumentos graduais na intensidade de estimulacao elétrica do CI
induzem, de modo progressivo, respostas defensivas caracteristicas, tais como, estado de alerta,
de congelamento ¢ de fuga (Branddo et al., 1993; 1994; 1999). Injeg¢des do antagonista de
receptores GABAA, bicuculina, no CI causam respostas defensivas de fuga mostrando que o
GABA exerce uma agao inibitéria em neurdnios do CI, implicados na elaboragdo das respostas
defensivas (Brandao et al., 1988). Um ponto importante nos estudos dos substratos neurais do
medo no CI € a natureza aversiva das respostas a estimulacdo elétrica ou quimica dessa estrutura
decorre de experimentos nos quais os animais se empenham em diferentes comportamentos a fim
de interromper ou desligar aquela estimulagdo (Bagri et al., 1991; Melo et al.,1992). Nesse
contexto, foi analisada a expressdo da proteina c-fos com o intuito de mapear areas encefalicas
ativadas pela estimulagdo elétrica aversiva do CI. Os resultados desse estudo mostram acentuada
imunorreatividade c-fos no nucleo central € no complexo basolateral da amigdala e no CPFr

(Lampreia et al., 2002).

Amigdala

A amigdala, localizada bilateralmente no lobo temporal anterior do encéfalo de
primatas humanos e nao-humanos ¢, na verdade, um complexo de muitos nucleos (Amaral et al.,
1992; Price, 1995). Pitkédnen et al. (1997), baseado em estudos de quimio e citoarquitetura e em

fibras de projecdo em ratos, identificou 13 regides diferentes na amigdala (LeDoux, 2000;



Pitkédnen et al., 1997).

Uma variedade de fungdes tem sido atribuida a amigdala, entre elas memoria,
atencdo, interpretagdo de significado emocional de estimulos sensoriais e elaboracao e producao
de reagdes emocionais de medo (Aggleton, 1992; Adolphs et al., 1995; Gallagher & Chiba, 1996;
LeDoux, 2000). Os nucleos de maior relevancia para o medo condicionado e incondicionado sdao
o lateral (NLa), o basal (NB), o basal acessorio (NBA) e o central (NCe) (Davis et al., 1994a;
Pitkdnen et al., 1997; LeDoux, 2000). O complexo basolateral (CBL) ¢ um termo que tem sido
utilizado para se referir ao conjunto dos nticleos NLa ¢ NB e, em alguns estudos, o NBA (Amaral
etal., 1992).

As interconexoes descritas destes nucleos da amigdala sdo observadas em muitas
espécies, incluindo ratos, gatos e primatas (Pitkdnen et al., 1997; Royer et al., 1999; Amaral et
al., 1992). De maneira resumida, o NLa se projeta para o NB, NBA ¢ NCe; o NB ¢ NBA se
interconectam e enviam projecdes para o NCe. Entretanto, ¢ importante reconhecer que cada
nucleo ¢ subdivido em varias regides, cujas redes neurais obedecem a diferentes composigdes em
suas conexdes intrinsecas com as proprias regides nucleares da amigdala e com outras regides
encefalicas. Assim, por exemplo, sinais que chegam ao NLa na regido dorsal sofrem regulagio
local de interneurdnios inibitdrios (Stutzmann & LeDoux, 1999; Pitkédnen et al., 1997). Esses
interneuronios nessa regido exercem um papel inibitorio apds a estimulagdo elétrica do talamo
auditivo que, a despeito de produzir disparos na divisdo dorsal do NLa, sdo inicialmente
mediados por receptores GABAA, durante os primeiros milissegundos e, posteriormente, por
receptores GABAB, num periodo de inibi¢do mais prolongada (Pitkénen et al., 1997). A divisdo
dorsal do NLa projeta-se para as outras duas divisdes deste nucleo: regides ventral e medial.
Conferindo maior complexidade aos circuitos intra-amigdalares existe a presenca de grupos

intercalares de neurdnios inibitorios GABAérgicos entre o CBL e os setores lateral e medial de
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NCe. Esse grupo de neurdnios inibitorios ocupa uma posi¢ao central no fluxo de informacgoes
entre 0 CBL e o NCe. Assim, as respostas dos neurdnios localizados no setor medial do NCe
podem aumentar ou diminuir dependendo dos nucleos do CBL ativados. Desta forma, por
exemplo, a ativacdo dos nucleos lateral e basal promovem um aumento das respostas dos
neurdnios do setor medial do NCe (Paré¢ & Smith, 1993; Collins & Paré, 1999a-b; Royer et al.,
1999).

O NLa, que recebe densas projegdes auditivas enviadas principalmente pelo
talamo e pelo cortex auditivos, mantém extensas conexdes com o NCe. A regido medial do NCe
da amigdala parece ser o principal responsavel pelas conexdes com as areas do tronco encefalico
relacionadas com as reagdes de medo (Venning et al., 1984; Collins & Paré, 1999a-b).
Entretanto, o NLa, apesar de manter conexoes diretas com a regido lateral e central do NCe, nao
se projeta diretamente para a regido medial do NCe. A divisdo medial do NCe recebe conexdes
das outras duas divisdes deste ntcleo: lateral e central. Conseqiientemente, sdo as conexdes intra-
amigdalares entre as demais regides e nucleos do complexo basolateral da amigdala que
possibilitam uma conexdo do NLa com a regido medial do NCe. No entanto, estudos mostram
que a projecao direta do NLa para o NCe parece ser suficiente na mediagao de respostas de medo
condicionado, visto que a lesdo dos nucleos NB e NBA ndo interfere nas reagdes de medo
(LeDoux, 2000).

Uma ampla gama de estruturas encefalicas mantém conexdes com os diversos
nicleos da amigdala. Assim, por exemplo, o hipocampo mantém conexdes com a divisdo
parvocelular do NB, enquanto o cortex frontal envia fibras para o NBA (Pitkénen et al., 1997). O
nucleo central também envia projecdes para a area tegmentar ventral (ATV ou A10) (Amaral et
al., 1992; Fallon & Loughlin, 1995) e para a SCP (Rizvi et al., 1991). O CBL recebe conexdes

aferentes modulatorias do CPFr (Rosenkranz & Grace, 1999; 2001).
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Viarios estudos atribuem a amigdala o status de receptora de sinais de perigo, onde
sao avaliados quanto ao seu grau de ameaca para o organismo. Desta forma, a amigdala parece
atuar como uma espécie de interface sensorio-afetiva da reacao de defesa, isto ¢, funcionaria
como um filtro de sinais sensoriais, proporcionando-lhes uma conotagdo afetiva. O CBL,
especificamente o nucleo lateral, ¢ o principal sitio de recepcao destes sinais, enquanto o nucleo
central ¢ a principal estagdo de saida para as respostas autondomicas, enddcrinas e somaticas de
medo (LeDoux, 2000; LeDoux et al., 1988; Davis, 1992a; Davis et al., 1994a-b; Fendt &
Fanselow, 1999; Killcross et al., 1997).

Como visto anteriormente, o CI mantém conexoes indiretas com o CBL através do
NGm. Estudos mostram que a lesdo excitotoxica do CBL ou do NCe da amigdala, com NMDA,
modificam, em sentidos opostos, a aversividade produzida pela estimulagao elétrica do CI. Desta
forma, a lesdo do NCe inibe ¢ a lesdo do CBL facilita a aversividade gerada pela estimulagdo
elétrica do CI (Maisonnette et al., 1996). Assim, a amigdala parece interferir diretamente nos
estados aversivos gerados pela estimulagdo elétrica do CI.

O nucleo dorsal da rafe (NDR) mantém extensas conexdes com o CBL e com o
NCe da amigdala (Bobillier et al., 1975; Azmitia & Segal, 1978; Sadikot & Parent, 1990; Vertes,
1991; Amaral et al., 1992; Fallon & Ciofi, 1992). Estudos neuroquimicos mostram que a
ativacdo do NDR, através da inje¢do de acido cainico, aumenta a liberacao de serotonina (5-HT)
na amigdala (Viana et al., 1997). Outros estudos, também utilizando a técnica de microdialise,
mostram um aumento na liberagdo extracelular de serotonina na amigdala em ratos submetidos a
estimulos estressantes (Amat et al., 1998; Rueter & Jacobs, 1996; Funada & Hara, 2001). Os
receptores serotoninérgicos na amigdala parecem ter distintos padrdoes de distribuigdo. Os
receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT1 sdo encontrados em alta densidade principalmente no

hipocampo, porém altas densidades sdo observadas também no septo, hipotdlamo, algumas
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camadas do cortex e na amigdala, particularmente no NCe. Por outro lado, ao contrario da alta
densidade de receptores serotoninérgicos 5-HT1 no NCe, o CBL parece ter uma alta densidade de
receptores serotoninérgicos 5-HT2 e 5-HT3 (Pazos & Palacios, 1985; Ohuoda et al., 1993;
Rainnie, 1999).

Stutzmann & LeDoux (1999) examinaram o papel da 5-HT na modulagdo do
processamento de informacgdes sensoriais no CBL. Esses autores mostraram que a serotonina
parece exercer um papel inibitério sobre as eferéncias glutamatérgicas oriundas do cortex e do
talamo auditivos.  Ainda, esta inibicdo da atividade glutamatérgica no CBL ocorre,
predominantemente, devido a localizagdo desses receptores serotoninérgicos, provavelmente dos
subtipos 5-HT2 e 5-HT3, diretamente nos interneurénios GABAérgicos € nos neuronios de
projecao no CBL (Stutzmann & LeDoux, 1999; Rainnie, 1999). Segundo esses estudos, o
principal efeito da serotonina no CBL seria provocar uma acdo estimulatoria sobre os
interneurénios GABAérgicos.

Em estudo recente, a administracdo do antagonista 5-HT2 nefazodona no CBL
potencializou os efeitos gerados pela estimulacdo do CI através da administragdo de aminoacido
excitatorio NMDA nessa estrutura mesencefalica (Maisonnette et al.,, 2000). A lesdo
neuroquimica dos terminais nervosos serotoninérgicos com a neurotoxina serotoninérgica 5,7-
DHT do CBL e do NCe produzem resultados opostos na aversividade gerada pela estimulagao
elétrica do CI: a lesdo serotoninérgica no CBL facilita a aversividade gerada pelo CI, enquanto
essa lesdo no NCe a diminui (Macedo et al., 2002). Estes resultados estdo de acordo, portanto,
com aqueles obtidos com a lesdo excitotdxica destes nticleos da amigdala.

A dopamina ¢ outro neurotransmissor encontrado na amigdala em concentragdes
apreciaveis (Coco et al., 1992; Young & Ress, 1998; Inglis & Moghaddam, 1999; Funada &

Hara, 2001). As projecdes dopaminérgicas para a amigdala tém origem principalmente na area
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tegmentar ventral (ATV ou A10) (Oades & Halliday, 1987; Le Moal & Simon, 1991). Além
disso, os receptores dopaminérgicos D1 e D2 apresentam uma distribuigdo seletiva nos nucleos
da amigdala; enquanto os receptores D1 sdao detectados principalmente no CBL, os receptores D2
sao encontrados em maior densidade no NCe (Levey et al., 1993; Missale et al., 1998). Na
presenca de estimulos afetivos sensoriais, os niveis extracelulares de DA no CBL estao
aumentados (Coco et al., 1992; Inglis & Moghaddam, 1999). Os estudos de microdialise em ratos
revelam altas concentragdes extracelulares de dopamina no CBL e no NCe (Young & Ress, 1998;
Funada & Hara, 2001). A aplicagdo de choques nas patas aumenta os niveis de DA na amigdala,
revelando um envolvimento desse neurotransmissor em eventos de natureza aversiva (Young &
Ress, 1998). Apesar de pouco esclarecido o papel da dopamina na amigdala, estudos
eletrofisiologicos mostram que a ativagdo de receptores dopaminérgicos com a apomorfina no
CBL atenua a freqiiéncia de disparo das eferéncias provenientes do CPFr (Rosenkranz & Grace,
2001). Além da serotonina ¢ dopamina, os aminodcidos excitatorios e inibitérios tém papel
destacado nos processos mediados pela amigdala. Assim, a neurotransmissao GABAérgica no
CBL parece ser essencial nos processos de aquisicdo e/ou expressdo do medo condicionado,
enquanto os receptores NMDA no CBL exercem um papel fundamental nos processos de
aquisi¢ao do medo condicionado (Muller et al., 1997; Miserendino et al., 1990; Kim & Fanselow,
1992). No entanto, desconhecemos os mecanismos neuroquimicos amigdalares envolvidos na
produgdo de comportamentos defensivos gerados a partir da estimulagdo elétrica do CI. Portanto,
torna-se relevante investigar a participagao serotoninérgica e dopaminérgica no CBL e no NCe na
expressdo destas reagdes defensivas. Ainda, ndo esta claro se os estados aversivos gerados pela

estimulac¢do do CI sdo mediados por mecanismos amigdalares.
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Cortex pré-frontal

A claboracao, definicdo ¢ delimitacdo de critérios neuroanatdémicos do CPFr ¢
muito complexa, pois sua variabilidade de espécie para espécie ¢ marcante (Kolb, 1984). Um
critério sensivel muito utilizado para sua definicao ¢ a distribuicdo das fibras eferentes que
partem do nucleo dorsomedial do tidlamo para o CPFr (Barbas, 1995; Kolb, 1984, 1990;
McDonald, 1998; Fuster, 1989, 2001). Assim, foram identificadas cinco diferentes regides
corticofrontais no rato: 1- uma area do cingulo anterior (Cgl, Cg2, Cg3); 2- uma area pré-limbica
(PL) e infralimbica (IL); 3- uma &rea orbital; 4- uma &rea insular agranular, que pode ser
subdividida nos componentes dorsal (AIAd) e ventral (AIAv); e 5- uma pequena faixa do cortex
pré-central (CPc) (Kolb, 1984, 1990). Essas regides podem ser ordenadas em trés grandes grupos:
o cortex pré-frontal medial (CPFm), que compreende o PL, IL , Cg e o CPc; o cortex pré-frontal
orbital (CPFo); e o cortex pré-frontal lateral, que compreende o AIAd e AIAv (Kolb, 1984, 1990;
McDonald, 1998).

Além das densas conexodes mantidas com o nicleo dorsomedial do talamo, o CPFr
tem uma profusdo de conexoes corticais e subcorticais (Zillies & Wree, 1995; Fuster, 1989; Kolb,
1984, 1990). Assim, por exemplo, o CPFr recebe, diretamente ou através do talamo, fibras do
hipotdlamo, SCP e amigdala. Particularmente, as eferéncias que partem da amigdala sdo
direcionadas principalmente para o CPFm (Kolb, 1984, 1990; Price, 1999). O CPFr envia fibras
para praticamente todas as estruturas das quais ele recebe eferéncias (Fuster, 1989). Assim, suas
eferéncias projetam-se para outras areas corticais e para varias estruturas encefalicas, tais como o
hipocampo, os nucleos da base, o hipotdlamo, a SCP e a amigdala (Fuster, 1989; Kolb, 1984,
1990).

As eferéncias do CPFr para a amigdala sdo direcionadas principalmente para o NB
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(McDonald & Mascagni, 1996; McDonald, 1998). Essas eferéncias corticofrontais em direcdo ao
NB sdo principalmente fibras glutamatérgicas (Brinley-Reed et al.,1995). Segundo Royer e
colaboradores (1999), a estimulagdo do NB produz uma inibi¢ao da atividade neuronial da regido
medial do NCe. Com efeito, o proprio CPFr pode participar da modulagao dos estados aversivos
que dependam da atuagdo da amigdala. Assim, a estimulagdo do CPFr parece inibir a produgdo
de comportamentos emocionais produzidos pela CBL (Zbrozyna & Westwood, 1991), enquanto a
sua lesdo parece desinibir alguns comportamentos afetivos (Morgan & LeDoux, 1995; Jaskiw &
Weinberger, 1992). O CBL e o NCe, principalmente a divisdo medial que exerce uma fungao
critica na mediacdo das respostas de medo, mant€ém conexdes com o talamo e com o cortex
auditivo. Assim, parece que o balango das aferéncias sensoriais e do CPFr para o CBL podem
determinar se uma resposta emocional mediada pela amigdala sera produzida na presenga de um
estimulo sensorial significativo.

O CPFr esté classicamente relacionado a memoria, planejamento ou execugdo de
acoOes, organizando temporalmente o comportamento e formando memoria de seqiiéncias
comportamentais ¢ planos ou esquemas de agdo (Fuster, 1989, 2001). Estudos cléssicos tém
demonstrado que a estimulagdo do CPFr produz varias alteragcdes no sistema respiratorio e
cardiovascular (Fuster, 1989; Zillies, 1990). Muitos estudos apontam um papel regulatorio do
CPFr nas reagdes de medo e stress regulados pelo eixo hipotalamo—hipéfise—adrenal (Sullivan &
Gratton, 2002; Lacroix et al., 2000) e pela SCP e amigdala (Price, 1990; McDonald, 1998;
Davidson, 2002; Behbehani, 1995; Powell et al., 1997; Barbas, 1995).

Muitos estudos sugerem a participagdo do CPFr em disturbios de ansiedade ou na
esquizofrenia (David et al., 1996; Gorman et al., 2000). Eventos de natureza aversiva ou
relacionados ao stress aumentam os niveis extracelulares de dopamina no cortex pré-frontal

(Thierry et al., 1976; Cuadra et al. 1999, 2001; Abercrombie et al., 1989). De fato, diversos
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estressores agudos (Biggio et al., 1990; Feenstra, et al., 1995) e uma ampla variedade de
estimulos aversivos (Abercrombie et al., 1989; Feenstra & Botterblom, 1996; Yoshioka et al.,
1996; Chachic & Powell, 1998) causam um aumento na concentracao extracelular de dopamina
no cortex pré-frontal. A principal origem das vias dopaminérgicas no CPFr ¢ a regiao A10
(Dahlstron & Fuxe, 1964), através da via mesocortical (Oades & Halliday, 1987; Le Moal &
Simon, 1991).

Em estudo recente deste Laboratorio de Neuropsicofarmacologia de Ribeirdo
Preto em colaboragdo com o Laboratério de Farmacologia da Universidad Nacional de Cérdoba
(Argentina) mostramos que a estimulacdo elétrica aversiva do CI, no limiar de fuga, aumenta a
liberagdo extracelular de dopamina no coértex frontal (CFr), enquanto a estimulagdo da SCP
dorsal ndo causa efeitos apreciaveis sobre os niveis dopaminérgicos extracelulares dessa estrutura
telencefalica (Cuadra et al., 2000). No entanto, desconhecemos quais estruturas podem mediar
esse aumento de DA no CFr a partir da estimulagao elétrica do CI. Uma possibilidade é uma via
glutamatérgica que parte do CI ao corpo geniculado medial que, por sua vez, envia fibras
glutamatérgicas para o complexo basolateral da amigdala. O complexo basolateral mantém
conexdes glutamatérgicas reciprocas e diretas com o CFr que podem influenciar sua atividade
dopaminérgica.

Alguns estudos recentes mostram que ocorre um aumento na liberagdo
extracelular de DA e 5-HT na amigdala durante estados aversivos (Amat et al., 1998; Rueter &
Jacobs, 1996; Funada & Hara, 2001; Inglis & Moghaddam, 1999; Young & Ress, 1998). Nao ha,
entretanto, estudos que mostrem essas alteracdes neuroquimicas com a ativacdo aversiva de
estruturas do teto mesencefalico, como o coliculo inferior. Como muitos estudos indicam que o
envolvimento da amigdala em estados aversivos depende da regido estudada é possivel que

mecanismos mediados por DA e\ou 5-HT no complexo basolateral e no nucleo central da
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amigdala possam influenciar diferentemente o comportamento defensivo induzido pela
estimulagdo aversiva do coliculo inferior. Baseado neste raciocinio postulamos que eventuais
alteragdes nos niveis extracelulares desses neurotransmissores no complexo basolateral da
amigdala e no nucleo central da amigdala estariam também envolvidas com o papel funcional da
amigdala na regulacdo do medo condicionado e incondicionado gerados a partir da estimulagdo
aversiva do coliculo inferior. Por fim, dadas as estreitas conexdes entre a amigdala e o cortex
frontal, ficamos interessados em saber se alteragdes na liberagdo extracelular de aminas

biogénicas no CFr induzidas pela estimulacdo do CI podem ser moduladas pela amigdala.
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Objetivos

Este estudo examinou a participacdo da amigdala e de seus mecanismos
dopaminérgicos e serotoninérgicos nos estados aversivos induzidos pela estimulagdo do coliculo
inferior. Esse estudo foi subdividido em trés fases: 1) Experimento I: efeitos da estimulagao
elétrica do coliculo inferior sobre os niveis extracelulares de dopamina e serotonina no complexo
basolateral e no nucleo central da amigdala; i1) Experimento II: efeitos da inativagdo e de
antagonistas dopaminérgicos do tipo D1 e serotoninérgicos do tipo 5-HT2 no complexo
basolateral da amigdala no medo condicionado e no medo incondicionado gerados a partir do
coliculo inferior; e iii) Experimento III: efeitos da inativagdo do complexo basolateral da
amigdala sobre o aumento nos niveis extracelulares de dopamina no cortex frontal produzido pela
estimulagao elétrica do CI.

Os experimentos I e II foram desenvolvidos no Laboratério de
Neuropsicofarmacologia da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto,
Universidade de S3ao Paulo, Ribeirdo Preto, Brasil. O experimento III foi desenvolvido no
Laboratorio de Farmacologia da Faculdad de Ciéncias Quimicas, Universidad Nacional de

Cordoba , Coérdoba, Argentina.
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Experimento |



Experimento |. efeitos da estimulacdo elétrica do coliculo
inferior sobre o0s niveis extracelulares de dopamina e
serotonina no complexo basolateral e no nucleo central da
amigdala

Materiais e métodos

Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar com peso inicial entre 280 g e 320 g
provenientes do biotério central da Universidade de Sdo Paulo, campus de Ribeirdo Preto. Os
animais, mantidos posteriormente no biotério do Laboratorio de Neuropsicofarmacologia com
temperatura de 22°C + 1°C e ciclo de iluminagdo claro-escuro (periodo de luz: 7:00 as 19:00 hs),
foram alojados (cinco animais por caixa) em caixas de polipropileno (40 x 30 x 20 cm), forradas
com serragem, recebendo comida e agua ad libitum. Os animais, apds o procedimento cirtrgico,

foram mantidos nessas mesmas caixas.

Cirurgia

Os animais foram anestesiados com tribromoetanol, por via i.p. (250 mg/kg), e
foram fixados a um aparelho estereotaxico (David Kopf, EUA), pelo rochedo temporal e
incisivos superiores (barra dos incisivos: -3,3 mm). Ap0s tricotomia na regido da cabeca, foi feita
limpeza com alcool iodado e injecdo subcutanea (0,2 ml) de lidocaina (2 %) com adrenalina (3
%) (Harvey, Brasil). A seguir, foi realizada uma incisdo de aproximadamente 2,0 cm,
removendo-se pele, tecido subcutineo e peridsteo. Com a superficie craniana exposta e ajustada
na posi¢do horizontal foram implantados dois parafusos nos 0ssos cranianos para a posterior

ancoragem de uma protese de iondémero de vidro (VOCO, Alemanha) sobre o local da incisdo.
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Em seguida, foram introduzidos, apos perfuracao oOssea e de acordo com cada protocolo
experimental, um eletrodo bipolar no CI e uma sonda de microdidlise concéntrica no CBL ou no
NCe. As coordenadas utilizadas, de acordo com o atlas de Paxinos ¢ Watson (1997), tendo o
bregma como referéncia, foram: coliculo inferior, anterior-posterior (AP) = - 8,8 mm; médio-
lateral (ML) = 1,6 mm; e dorso-ventral (DV) = 4,5 mm; complexo basolateral da amigdala, AP =
- 2,8 mm; ML = 45,1 mm; DV = 7,8 mm; ntcleo central da amigdala, AP=-2.6 mm, ML= +4.2
mm, DV= 7.5 mm. O CBL ¢ considerado neste estudo como composto pelos nucleos lateral,
basolateral e basomedial. Esses implantes cirurgicos foram realizados unilateralmente, tanto no

encéfalo direito como no esquerdo.

Microdialise

As sondas de microdialise concéntricas, confeccionadas a partir de membranas de
dialise (Cuprophan, Akzo, Alemanha; 250 mm d.o.), possuiam uma area de 2 mm (para implantes
no CBL) e 1 mm (para implantes no NCe) que possibilitava a troca de moléculas entre o tecido
nervoso da amigdala e o meio interno da membrana (ocupado por liquido cefalorraquidiano
artificial - LCRa). Um tubo de polietileno (PE-20; Becton-Dickinson, EUA) foi conectado na
extremidade de entrada da sonda e um tubo de silica foi conectado na extremidade de saida da
sonda, constituindo uma via de entrada do LCRa e outra de saida do dialisado. Durante o
procedimento de microdidlise, os animais foram colocados em uma cuba para microdialise
(Bioanalytical Systems, EUA), que possibilitava sua livre movimentac¢ao. Neste momento, o tubo
de polietileno e o tubo de silica foram conectados a um sistema de bragcos e comutadores, que
permitia a conexao do tubo de polietileno com uma seringa de microinfusao (entrada do LCRa) e
o tubo de silica com um coletor de fracao (saida do dialisado) refrigerado com a temperatura

ajustada a 4°C (BAS, EUA). Na sessao experimental, a perfusdao com LCRa (NaCl 147 mM, KCI
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4,0 mM, CaCl, 1,5 mM e MgCl, 0,8 mM) foi realizada através de uma bomba de infusdao (BAS,
EUA), num fluxo continuo de 2,0 uL/min. As amostras do dialisado foram coletadas a cada 30
min, em tubos contendo 10 uL. de uma solucdo com dacido perclorico (0,05 N) e diidroxi-

benzilamina (DHBA, padrao interno).

Determinagcéo por CLAE da DA e da 5-HT

A dopamina e a serotonina e seus metabdlicos acido 3,4-diidroxifenilacético
(DOPAC) e acido 5-hidroxindolacético, respectivamente, contida no dialisado, foram analisadas
num sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Esse sistema era constituido por
um detector eletroquimico (LC-4C; Bioanalytical Systems, EUA), acoplado a uma coluna de
fase-reversa (Nucleosil 125 x 2 mm, C18, tamanho de particulas de 5 um, Macherey & Nagel,
Alemanha) e a uma bomba para CLAE de baixa pulsacdo (PM-80, BAS, EUA). O potencial
utilizado foi de 650 mV (eletrodo de referéncia Ag/AgCl). A fase movel, constituida de 0.15 M
acido cloroacético, 0,12 M NaOH, 0,67 mM EDTA, 0,86 mM octilsulfato de sédio, 3,5%
acetonitrila e 1,8% tetrahidrofurano (pH = 3.0), foi filtrada e bombeada através do sistema num
fluxo de 250 pL/min. O volume por amostra de dialisado injetada foi de 50 pL. O sistema de
CLAE era integrado a um sistema de aquisi¢do de dados, PeakSimple II (SRI Instruments, EUA).
Sob essas condigdes, o limite de detecgao foi de aproximadamente 0,5 pg por amostra para DA e
5-HT e de aproximadamente 1,0 pg para os metabolitos DOPAC e 5-HIAA. A quantificacdao dos
neurotransmissores DA e de 5-HT e seus metabolitos, respectivamente, DOPAC e 5-HIAA, foi

feita pela comparacao da area dos picos em relagdo ao padrao interno (DHBA).
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Determinagé&o dos limiares aversivos

Ap6s a implantacio de eletrodos bipolares (MS 303/3, Plastics One Inc., EUA), os
limiares foram mensurados na cuba de microdidlise (Bioanalytical Systems, EUA), numa sala
experimental com iluminacao incandescente (35 lux na base da cuba). Através de um estimulador
de onda senoidal (ESF12, DelVechio, Brasil), foram aplicados estimulos elétricos intracranianos
no CI com corrente inicial de 10 pA (pico-a-pico) e gradualmente aumentados em passos de 5 pA
(CA, 60 Hz, 15 s) em periodos de 1 min. A corrente elétrica foi monitorada por meio de um
osciloscopio (PM3218, Phillips, EUA), através de um resistor de 1K€Q. Os limiares aversivos
foram determinados como a menor intensidade de corrente, aplicada por duas vezes consecutivas,
capaz de produzir comportamentos aversivos indicativos de alerta, de congelamento e de fuga. O
limiar de alerta foi definido operacionalmente como a menor intensidade capaz de produzir
episodios de suspensdo do movimento, com interrupgdes de qualquer comportamento corrente €
assumindo uma postura de aten¢do. O limiar de congelamento foi definido como a menor
intensidade capaz de produzir uma imobilidade, acompanhada por pelo menos duas das seguintes
reagoes autondmicas: mic¢do, defecacdo, piloerecdo e/ou exoftalmia. O limiar de fuga foi
definido como uma ativacdo comportamental acompanhada por corridas, saltos e/ou galopes. Os

animais com limiares acima de 150 pA foram descartados dos experimentos.

Drogas e reagentes

Todos os reagentes utilizados para CLAE foram obtidos da Merck (Darmstadt,

Alemanha) ou da Sigma-Chemical (St. Louis, EUA).
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Procedimento

O experimento foi iniciado seis dias depois do procedimento cirurgico para os
implantes de um eletrodo bipolar no CI e de uma sonda de microdialise concéntrica no CBL ou
no NCe e um dia ap6s o procedimento de mensuracdo dos limiares aversivos. A membrana de
dialise foi perfundida com a solugdo de LCRa num fluxo de 2,0 uL/min. Ap6s um periodo de 2
horas de equilibrio, as amostras de dialisado foram coletadas a intervalos regulares de 10 min
dentro de tubos de vidro lacrados contendo 10 uL. de uma solugdo com acido perclorico (0,05 N)
e DHBA. Esses tubos foram mantidos na temperatura de 4°C num coletor de fra¢des refrigerado.
Os niveis basais dos neurotransmissores ¢ seus metabolitos, anteriores a qualquer procedimento,
foram definidos como a média de trés amostras consecutivas de dialisados, diferindo ndo mais do
que 10%. Apds a coleta dessas amostras basais, consideradas como 100%, foi aplicada a
intensidade de corrente elétrica nos limiares de alerta, de congelamento ou de fuga, determinados
um dia antes. A ocorréncia da reacdo comportamental de alerta, de congelamento ou de fuga, foi
considerada como tempo zero. A seguir, foram coletados dialisados a cada 30 min até 120 min.

Trés grupos de animais, com um eletrodo bipolar implantado no CI e com uma
sonda de microdidlise concéntrica implantada no CBL, foram testados para examinar os efeitos
da estimulacdo elétrica no CI, nos limiares de alerta (n=6), de congelamento (n=7) e de fuga
(n=7) sobre os niveis de DA e de 5-HT no CBL. Outros trés grupos de animais, com um eletrodo
bipolar implantado no CI e com uma sonda de microdidlise concéntrica implantada no NCe,
foram testados para examinar os efeitos da estimulagdo elétrica no CI aplicada nos limiares de

alerta (n=6), de congelamento (n=6) e de fuga (n=6) sobre os niveis de DA e de 5-HT no NCe.
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Histologia

ApoOs o término dos experimentos, os animais foram anestesiados com uma
sobredose de hidrato de cloral, administrada via i.p., ¢ perfundidos intracardiacamente com
solugdo de salina tamponada (pH= 7,3), seguida por uma solucdo de formalina tamponada (4%).
Apos a perfusdo, os animais foram decapitados e seus encéfalos removidos e colocados na
mesma solucdo de formalina por duas horas e, em seguida, os encéfalos foram colocados em
solugdo de sacarose (30%) em tampao fosfato (pH= 7,3) durante 12 horas. Os encéfalos foram,
posteriormente, seccionados coronalmente em séries de 60 pm de espessura através de um
criostato (Cryocut 1800, Leica, Alemanha). Subseqiientemente, os cortes foram montados em
laminas de vidro gelatinizadas, corados com violeta de cresil (5%) (Sigma, EUA) para a
localizagao dos sitios de microinjecdo e de dialise, de acordo com o atlas de Paxinos e Watson
(2005). Foram considerados como integrantes da amostra, somente os dados obtidos de animais
que apresentaram localizagdo dos eletrodos e das sondas de microdialise concéntricas nas

estruturas-alvo, segundo comparacdes com diagramas do atlas de Paxinos & Watson (1997).

Analise dos dados

Os dados estdo representados como média + E.P.M. do percentual dos valores
basais, calculados a partir das primeiras trés amostras consecutivas de dialisados, que foram
obtidas antes do procedimento de estimulagdo elétrica do CI.

Os dados foram analisados através da analise de varidncia (ANOVA) de dois
fatores com medidas repetidas. Essa analise estatistica foi aplicada para examinar o efeito da
estimulacdo elétrica no CI, nos limiares de alerta, de congelamento e de fuga (fator 1) sobre os

niveis extracelulares de DA e 5-HT e seus metabolitos DOPAC e 5-HIAA no CBL e no NCe
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(fator 2: tempo das amostras de dialisados). Nos casos em que ocorreram diferencas
estatisticamente significativas foi aplicado o teste post hoc de Tukey. Um valor de p < 0,05 foi

considerado significativo.
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Resultados

Os sitios de estimulagao elétrica e de didlise estavam localizados, respectivamente,

no CI e no CBL. A figura 4.1A mostra um sitio representativo de estimulacao elétrica no CI. A

Bregma -2.3 mm

sy e gt
~ e = {\'

Bregma -3.1 mm Bregma -3.3 mm

Figura 4.1. Fotomicrografias representativas dos sitios de estimulagdo elétrica no coliculo inferior (A) e do
implante de uma sonda de microdialise concéntrica no complexo basolateral da amigdala (B). Representacdes de
se¢des coronais mostrando a localizagdo dos implantes das sondas de microdialise no complexo basolateral da
amigdala e no ntcleo central da amigdala (C), adaptada do atlas de Paxinos e Watson (1997). Barras = 500 pm.
Aq, aqueduto; BLA, complexo basolateral da amigdala; Cea, ntcleo central da amigdala; CIC, nucleo central do
coliculo inferior; CnF, nucleo cuneiforme; ECIC, nicleo externo do coliculo inferior; MeP, nticleo medial da
amigdala; opt, tracto optico; e PAG, substancia cinzenta periaquedutal.
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figura 4.1B mostra a posi¢ao representativa de uma sonda de microdialise concéntrica implantada
no CBL. A figura 4.1C mostra a posi¢ao das sondas de microdialise no CBL e no NCe.

Os niveis extracelulares basais de DA foram de 23 £ 3 e 27 £ 2 fmol/amostra no
CBL e no NCe, respectivamente e os niveis extracelulares basais de 5-HT foram de 22 £ 1 e 29 +
2 fmol/amostra no CBL e no NCe, respectivamente. Os niveis extracelulares basais de DOPAC
foram de 173 £ 17 e 291 £ 29 fmol/amostra no CBL ¢ no NCe, respectivamente e os niveis
extracelulares basais de 5-HIAA foram de 279 + 19 e 188 £ 16 fmol/amostra no CBL e no NCe,

respectivamente.

Os resultados obtidos no CBL e no NCe serdo descritos separadamente abaixo.

Complexo basolateral da amigdala

A figura 4.2A mostra o curso temporal dos niveis extracelulares de DA no CBL de
animais com estimulagdo elétrica no CI no limiares de alerta, congelamento ¢ fuga. A ANOVA
mostrou que houve um aumento estatisticamente significativo nos niveis extracelulares de DA no
CBL sobre o tempo [F(6,102) = 18,30; p < 0,05], porém sem efeito significativo sobre os limiares
[F(2,17) = 1,50; p >0,05], apos a estimulacdo elétrica do CI. Houve efeito estatisticamente
significativo na interagdo tempo x limiares [F(12,102) = 2,12; p < 0,05]. O teste post hoc de
Tukey mostrou que houve um aumento significativo nos niveis extracelulares de DA nos tempos
20 e 40 min ap6s a estimulagdo elétrica do CI nos limiares de congelamento ¢ de fuga em
comparag¢do ao tempo 0 min, imediatamente antes da estimulagdo elétrica do CI (p < 0,05). Nao
houve diferenca estatisticamente significativa nos niveis extracelulares de DA no CBL nos
animais com estimulagdo elétrica do CI no limiar de alerta (p > 0,05). Os niveis extracelulares de

DA no CBL aumentaram aproximadamente 50% em comparagdo com os valores basais apos a
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estimulagdo elétrica do CI nos limiares de congelamento e de fuga. Porém, ndo houve diferengas
estatisticamente significativas nos niveis extracelulares de DA nos tempos 20 ¢ 40 min quando

comparamos a estimulacao elétrica do CI nos limiares de congelamento e de fuga (p > 0,05).
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Figura 4.2. Niveis extracelulares de dopamina (DA) e de serotonina (5-HT) nos dialisados do complexo
basolateral da amigdala (A e B, respectivamente) e do nucleo central da amigdala (C e D, respectivamente) antes
(-40, -20 e 0 min) e depois (20 — 120 min) da estimulacdo elétrica do coliculo inferior (eeci). A estimulacdo
elétrica do coliculo inferior foi aplicada nos limiares de alerta, congelamento e fuga, no tempo 0. Os dados estdo
apresentados como porcentagem em relacdo aos niveis basais (média das trés primeiras amostras de dialisado
consecutivas antes do eeci, considerada como 100%) e estdo expressos como média + E.P.M. A andlise
estatistica aplicada foi a ANOVA de dois fatores com medidas repetidas, seguido do teste post hoc de Tukey.
Complexo basolateral da amigdala (CBL): n=6 para o grupo alerta e n=7 para os grupos congelamento e fuga;
nucleo central da amigdala (NCe): n=6 para todos os grupos. * p<0,05 em relagdo a linha de base.

A figura 4.2B mostra o curso temporal dos niveis extracelulares de 5-HT no CBL
de animais com estimulacdo elétrica no CI no limiares de alerta, congelamento e fuga. A
ANOVA mostrou que houve um aumento estatisticamente significativo nos niveis extracelulares
de DA no CBL sobre o tempo [F(6,102) = 16,01; p < 0,05], porém sem efeito significativo sobre
os limiares [F(2,17) = 2,17; p >0,05], ap6s a estimulagdo elétrica do CI. Houve efeito

estatisticamente significativo na interagdo tempo x limiares [F(12,102) = 2,05; p < 0,05]. O teste
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post hoc de Tukey mostrou que houve um aumento significativo nos niveis extracelulares de 5-
HT nos tempos 20 e 40 min apds a estimulagdo elétrica do CI no limiar de fuga e no tempo 20
min ap6s a estimulacdo elétrica do CI no limiar de congelamento em comparacgdao ao tempo 0
min, imediatamente antes da estimulacdo elétrica do CI (p < 0,05). Nao houve diferenca
estatisticamente significativa nos niveis extracelulares de DA no CBL nos animais com
estimulagado elétrica do CI no limiar de alerta (p > 0,05). Os niveis extracelulares de DA no CBL
aumentaram aproximadamente 70% em compara¢dao com os valores basais apos a estimulacao
elétrica do CI nos limiares de congelamento e¢ de fuga. Porém, ndo houve diferencas
estatisticamente significativas nos niveis extracelulares de DA no tempo 20 min quando
comparamos a estimulacao elétrica do CI nos limiares de congelamento e de fuga (p > 0,05).

As figuras 4.3A e 4.3B mostram o curso temporal dos niveis extracelulares de
DOPAC e 5-HIAA no CBL de animais com estimulagdo elétrica no CI no limiares de alerta,
congelamento e fuga. A ANOVA mostrou que houve um aumento estatisticamente significativo
nos niveis extracelulares de DOPAC e 5-HIAA no CBL sobre o tempo [F(6,102) = 13,97 ¢ 3,01
para DOPAC e 5-HIAA, respectivamente; p < 0,05 em ambos os casos], porém sem efeito
significativo sobre os limiares [F(2,17) = 0,05 e 0,63 para DOPAC e 5-HIAA, respectivamente; p
> (0,05 em ambos os casos], apos a estimulagdo elétrica do CI. Nao houve efeito estatisticamente
significativo na interacdo tempo x limiares [F(12,102) = 1,26 e 1,76 para DOPAC e 5-HIAA,
respectivamente, p > 0,05 em ambos os casos]. O teste post hoc de Tukey mostrou que houve um
aumento significativo nos niveis extracelulares de DOPAC e 5-HIAA nos tempos 20 e 40 min
apos a estimulacdo elétrica do CI no limiar de fuga e no tempo 20 min apos a estimulagao elétrica
do CI no limiar de congelamento em comparagdo ao tempo O min, imediatamente antes da

estimulacdo elétrica do CI (p < 0,05). Nao houve diferenca estatisticamente significativa nos
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niveis extracelulares de DOPAC e 5-HIAA no CBL nos animais com estimulacao elétrica do CI

no limiar de alerta (p > 0,05).
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Figura 4.3. Niveis extracelulares do acido 3,4-diidroxifenilacético (DOPAC) e acido 5-hidroxindolacético (5-
HIAA) nos dialisados do complexo basolateral da amigdala (A e B, respectivamente) e do nucleo central da
amigdala (C e D, respectivamente) antes (-40, -20 e 0 min) e depois (20 — 120 min) da estimulacdo elétrica do
coliculo inferior (eeci). A estimulago elétrica do coliculo inferior (eeci) foi aplicada nos limiares de alerta,
congelamento e fuga, no tempo 0. Os dados estdo apresentados como porcentagem em relacdo aos niveis basais
(média das trés primeiras amostras de dialisado consecutivas antes do eeci, considerada como 100%) e estdo
expressos como média + E.P.M. A analise estatistica aplicada foi a ANOVA de dois fatores com medidas
repetidas, seguido do teste post hoc de Tukey. Complexo basolateral da amigdala (CBL) e nticleo central da
amigdala (NCe): n=6 para todos os grupos. * p<0,05 em relagdo a linha de base.

Nucleo central da amidala

A figura 4.2C mostra o curso temporal dos niveis extracelulares de DA no NCe de
animais com estimulacdo elétrica no CI no limiares de alerta, congelamento e fuga. A ANOVA
ndo mostrou efeitos estatisticamente significativos nos niveis extracelulares de DA no NCe tanto
sobre o tempo [F(6,102) = 1,67; p > 0,05] como sobre limiares [F(2,15) = 0,74; p >0,05] ap6s a
estimulacdo elétrica do CI. Nao houve efeito estatisticamente significativo na interagdo tempo x

limiares [F(12,90) = 0,83; p > 0,05]. Nao houve diferencas estatisticamente significativas nos trés
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limiares de estimulagdo elétrica no CI sobre os niveis extracelulares de DA no NCe quando
comparamos com o tempo 0 min (p > 0,05).

A figura 4.2D mostra o curso temporal dos niveis extracelulares de 5-HT no NCe
de animais com estimulagdo elétrica no CI no limiares de alerta, congelamento e fuga. A
ANOVA nao mostrou efeitos estatisticamente significativos nos niveis extracelulares de 5-HT no
NCe tanto sobre o tempo [F(6,90) = 1,86; p > 0,05] como sobre limiares [F(2,15) = 1,63; p >
0,05] ap6s a estimulagdo elétrica do CI. Nao houve efeito estatisticamente significativo na
interagdo tempo x limiares [F(12,90) = 1,02; p > 0,05]. Nao houve diferengas estatisticamente
significativas nos trés limiares de estimulagdo elétrica no CI sobre os niveis extracelulares de 5-
HT no NCe quando comparamos com o tempo 0 min (p > 0,05).

As figuras 4.3C e 4.3D mostram o curso temporal dos niveis extracelulares de
DOPAC e 5-HIAA no NCe de animais com estimulacdo elétrica no CI no limiares de alerta,
congelamento e fuga. A ANOVA nao mostrou efeitos estatisticamente significativos nos niveis
extracelulares de DOPAC e 5-HIAA no NCe tanto sobre o tempo [F(6,90) = 0,45 e 1,34 para
DOPAC e 5-HIAA, respectivamente; p < 0,05 em ambos os casos] como sobre limiares [F(2,15)
= 1,38 ¢ 1,35 para DOPAC e 5-HIAA, respectivamente; p < 0,05 em ambos os casos] apds a
estimulacao elétrica do CI. Nao houve efeito estatisticamente significativo na interagdo tempo X
limiares [F(12,90) = 0,31 ¢ 0,59 para DOPAC e 5-HIAA, respectivamente; p < 0,05 em ambos os
casos]. Nao houve diferengas estatisticamente significativas nos trés limiares de estimulacao
elétrica no CI sobre os niveis extracelulares de DOPAC e 5-HIAA no NCe quando comparamos

com o tempo 0 min (p > 0,05).
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Discussao

Todos os sitios de estimulagdo elétrica estavam situados no coliculo inferior, uma
area tradicionalmente conhecida por processar informacdes acusticas de natureza aversiva
(Merzenich & Reid, 1974; Hind et al., 1963; Cardoso et al., 1994; Brandao et al., 2001).

O presente trabalho mostrou um aumento nos niveis extracelulares de DA e de 5-
HT no complexo basolateral da amigdala nos animais com estimulag¢do elétrica no coliculo
inferior nos limiares de congelamento e de fuga.

O aumento nos niveis extracelulares de DA na amigdala em resposta a varios
estressores, ou em resposta a estimulacao de areas envolvidas na circuitaria aversiva ou durante a
aprendizagem tem sido relatado na literatura (Goldstein et al., 1996; Harmer & Phillips, 1999;
Young & Rees, 1998; Inglis & Moghaddam, 1999; Funada & Hara, 2001; Suzuki et al., 2002).
Esse aumento nos niveis extracelulares de DA no CBL permaneceu aproximadamente por
quarenta minutos apds a estimulagado elétrica do CI nos limiares de congelamento e fuga. Porém,
esse aumento nos niveis extracelulares de DA no CBL nao foi estatisticamente diferente quando
comparamos o0s limiares de congelamento e de fuga. Assim, independentemente do
comportamento defensivo gerado no CI — congelamento ou fuga — o aumento nos niveis
extracelulares de dopamina e serotonina no CBL seguiram praticamente o mesmo curso temporal.

A amigdala recebe proje¢des moderadas de fibras dopaminérgicas do sistema
mesotelencefalico, com origem nas células das areas A9 e, principalmente, A10 ou darea
tegmentar ventral (Ungerstedt, 1971; Asan, 1997a,b; Le Moal & Simon, 1991). A administragdo
sistémica de agonistas dopaminérgicos facilitam comportamentos que dependem da participacao

da amigdala (Borowski & Kokkinidis, 1996; Harmer & Phillips, 1999), enquanto os antagonistas
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dopaminérgicos parecem diminuir esses comportamentos (Greba & Kokkinidis, 2000). Além
disso, as manipulagdes dopaminérgicas diretamente na amigdala também alteram esses
comportamentos (Greba & Kokkinidis, 2000; Greba et al., 2001; Lamont & Kokkinidis, 1998).
Alguns estudos, por exemplo, indicam que a modulacdo dopaminérgica da aprendizagem
associativa requer a acao direta da DA nos neurdnios de projecdo do CBL. Assim, durante o
condicionamento os neuronios de projecdo do CBL apresentam um aumento no limiar de
despolarizacdo. Essas alteracdes s3o bloqueadas pela administragio do antagonista
dopaminérgico haloperidol (Rosenkranz & Grace, 2002a-b; Maren, 2000; Paré & Collins, 2000;
Quirk et al., 1995).

Embora a fungdo precisa da dopamina na amigdala seja desconhecida, alguns
estudos propdem um efeito modulatorio sobre as aferéncias sensoriais e corticais que alcangam
essa estrutura. Assim, a estimulacdo do CPFr provoca uma excita¢do inicial nos neuronios do
CBL, especificamente sobre interneurdnios inibitérios (Rosenkranz & Grace, 1999). Desta
forma, a estimulagdo do CPFr poderia causar uma inibi¢do sobre os neurdnios de projecao do
CBL através da ativagao de interneurdnios nesta regido que, provavelmente, estdo sob influéncias
de receptores dopaminérgicos do tipo D1 (Rosenkranz & Grace, 2001; Grace & Rosenkranz,
2002). Porém, esse efeito ndo ocorre da mesma forma para todas as aferéncias que alcancam o
CBL. Assim, quando o CPFr e o cortex de associacdo auditivo sdo estimulados outro efeito ¢
observado, que passara a depender da ordem nas estimulagdes. Com efeito, a estimulacdo da
regido cortical sensorial ndo parece afetar significativamente a resposta a estimulacdo do CPFr.
Entretanto, se o CPFr ¢ estimulado primeiro, ha uma potente inibi¢ao das respostas a estimulacao
do cortex de associacdo auditivo (Rosenkranz & Grace, 2001). A ativagao dos receptores
dopaminérgicos do tipo D1 parecem atenuar os efeitos do CPFr sobre o CBL. A DA parece agir

também através de receptores dopaminérgicos do tipo D2 localizados no CBL onde causariam
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uma potencializacao dos aferentes corticais sensoriais. Com efeito, a estimulagdo dos receptores
dopaminérgicos D2 aumentaria a eficicia das aferéncias sensoriais para o CBL, enquanto, em
contraste, a estimulagdo dos receptores dopaminérgicos D1 ndo afetaria direta e substancialmente
os neurdnios no CBL. Porém, a estimulagdo desses receptores D1 causa uma potente atenuagao
das aferéncias do CPFr dirigidas ao CBL (Rosenkranz & Grace, 2002b).

Resumidamente, a estimulacdo dos receptores dopaminérgicos D1 e D2 exerce
uma agao coordenada no CBL: pode potencializar as aferéncias provenientes de regides corticais
sensoriais ¢ atenuar as aferéncias do CPFr. Assim, quando os niveis de DA estdo aumentados no
CBL duas agdes principais podem ocorrem. Primeiro, a capacidade do CPFr para estimular
interneuronios inibitorios, que indiretamente inibiria os neurénios de projecao do CBL, estaria
reduzida, provavelmente, pela agdo sobre receptores dopaminérgicos do tipo D1. Esse efeito, per
se, afetaria a eficacia das aferéncias corticais sensoriais que alcancam o CBL, incrementando a
acao dessas aferéncias no CBL. Porém, além desse efeito, o aumento nos niveis de DA no CBL
provocaria uma acao direta sobre os receptores dopaminérgicos do tipo D2, que aumentaria a
excitabilidade dos neurdnios de proje¢do do CBL. Como conseqiiéncia, a DA maximizaria as
respostas dos neurdnios de projecao do CBL que estdo sob influéncias de aferéncias sensoriais e
removeria a capacidade do CPFr em atenuar essas aferéncias sensoriais que alcangam a amigdala.
Assim, por exemplo, a administragdo de anfetamina poderia atenuar a influéncia inibitéria do
CPFr sob o CBL e aumentar as repostas dos neurdnios de proje¢do do CBL. Com efeito,
alteracdes nesses mecanismos dopaminérgicos poderiam exercer um impacto sobre as respostas
afetivas geradas na amigdala em resposta a um estimulo sensorial, independente das
caracteristicas e da saliéncia do estimulo. A estimulacdo elétrica do CI provoca um aumento nos
niveis de DA que, provavelmente, exerce alteragdes sobre a atividade do CBL e acentua o carater

aversivo dessa estimulacao.
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Muitos estudos tém associado alteracdes no funcionamento da amigdala com
ansiedade (Rauch et al., 2003), depressao (Drevets, 2003), esquizofrenia (Chance et al., 2002) e
drogas de abuso (Robbins & Everitt, 2002). Em algumas desses distirbios parece haver um
envolvimento do sistema dopaminérgico e serotoninérgico na causa ou no tratamento (Reynolds,
1983; Volkow et al., 2002).

A estimulagdo elétrica do coliculo inferior ndo provocou qualquer alteracdo nos
niveis extracelulares de DA no nucleo central da amigdala. Até o presente momento, poucos
estudos foram direcionados para examinar o papel dopaminérgico no NCe.

A amigdala pode ser um sitio de acdo para a modulacdo serotoninérgica da
neurocircuitaria do medo. De fato, estudos neuroanatdmicos indicam que a amigdala de roedores
recebe uma densa projecdo de fibras serotoninérgicas do nucleo dorsal da rafe (Vertes, 1991;
Vertes et al., 1999; Azmitia & Segal, 1978; Sadikot & Parent, 1990; Ma et al., 1991) e que
receptores do subtipo 5-HT1, 5-HT2 e 5-HT3 estdo presentes na amigdala (Stuart et al., 1986;
Pompeiano et al., 1994; Varnas et al., 2001). A estimula¢do do nucleo dorsal da rafe produz um
aumento na liberagdo de 5-HT na amigdala (Viana et al., 1997). Além disso, alteragdes nos
niveis de serotonina afetam o balango entre a neurotransmissdo inibitdria e excitatoria no
complexo basolateral da amigdala (Rainnie, 1999; Stutzmann & LeDoux, 1999).

A amigdala ¢ uma estrutura fundamental nos processos de aquisicdo do medo
condicionado bem como na expressdo de respostas aprendidas e inatas (LeDoux, 1994, 2000;
Killcross et al., 1997; Par¢ et al., 2004). Muitos estudos mostram que ha um aumento nos niveis
de 5-HT durante as reagdes de defesa diante de estimulos aversivos (Amat et al., 1998; Graeff,
2002; Kawahara et al., 1993). Alteragdes no funcionamento do sistema serotoninérgico na
amigdala tém sido relacionadas a ansiedade (Graeff, 2002; Millan, 2003). A deficiéncia no

funcionamento do sistema serotoninérgico no CBL tem sido relacionada a alteragdes no
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processamento de informacdes sensoriais que, com efeito, poderia passar a processar um sinal
sensorial indcuo como um evento emocional significativo (Stutzmann & LeDoux, 1999). Em
estudo recente mostramos que a reduc¢ao da neurotransmissao serotoninérgica no CBL através da
neurotoxina 5,7-diidroxitriptamina causa um aumento na aversividade gerada pela estimulagao
elétrica do CI, enquanto nos animais falso-operados ndo houve mudancas nas reacdes aversivas
geradas pela estimula¢do do CI (Macedo et al., 2002). O presente trabalho mostra também um
aumento nos niveis extracelulares de 5-HT no CBL nos animais com estimulagdo elétrica no
coliculo inferior nos limiares de congelamento e¢ de fuga. As alteragdes no sistema
serotoninérgico do CBL através da lesdo neurotoxica serotoninérgica ou pela injecao local de
antagonistas serotoninérgicos podem, ambas, aumentar a aversividade da estimulacdo do CI
(Maisonnette et al., 2000; Macedo et al., 2002). A auséncia da regulagdo serotoninérgica no CBL
pode resultar em um padrdo alterado na expressdo comportamental em resposta a estimulacio
aversiva do CI. Assim, parece que os mecanismos serotoninérgicos no CBL integram informacao
sensorial no processamento de respostas relacionadas ao medo diante de estimulos de perigo
gerados pelo CI. O estudo recente também mostra um aumento nos niveis extracelulares de 5-HT
no CBL em ratos expostos a estimulos incondicionados (Gonzalez et al., 2004). Os mecanismos
mediados pelo sistema serotoninérgico no CBL poderiam ser uma resposta adaptativa do
organismo as conseqiiéncias aversivas da estimulacdo do CI.

A atividade neuronal no CBL parece ser regulada por uma complexa interacao
reciproca entre neurénios de proje¢do e uma rede de interneurdnios. Além dessa interacdo, o
relacionamento das aferéncias e eferéncias do CBL pode ser modulado pela serotonina. Uma das
acoes da serotonina pode ocorrer através da excitacdo de interneurdnios inibitorios,
provavelmente via ativacdo de receptores 5-HT2 (Stutzmann & LeDoux, 1999). Ao mesmo

tempo, essa excitagdo pode provocar uma inibi¢ao indireta nos neurdénios de projecdo, via um
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aumento na liberacdo de GABA, cuja agdo subseqiiente ¢, principalmente, ativacao de receptores
GABAA. A 5-HT pode também, em menor extensao, provocar uma a¢ao inibitdria direta nos
neurénios de projecdo do CBL, via ativacdo de receptores 5-HT1A. Quando ha altas
concentragdes ou um aumento prolongado de 5-HT no CBL, pode ocorrer um efeito indireto
adicional na excitabilidade neuronal: ha uma reducao na probabilidade da liberacao de glutamato
dos terminais glutamatérgicos pré-sinapticos, provavelmente mediado por receptores 5S-HT1A ou
5-HT1B (Rainnie, 1999). Nesse quadro, o sistema serotoninérgico parece regular
primordialmente a atividade de interneurdnios e, desta forma, pode influenciar na sincronizagao
dos neurdnios de projecdo no CBL em relagdo as aferéncias sensoriais que alcancam essa regiao
da amigdala. Com efeito, a 5-HT no CBL pode modular as respostas comportamentais geradas
pela estimulagdo do CI.

Diferentemente do CBL, no NCe ndo hd uma alteracdo significativa nos niveis
extracelulares de 5-HT durante a estimulagao elétrica do CI. Esses resultados apontam para um
papel diferencial do CBL e do NCe na regulagdo do medo incondicionado gerado pela
estimulacdo elétrica do CI. De fato, resultados anteriores deste laboratério mostraram que
enquanto a lesdo neurotoxica serotoninérgica no CBL causou um aumento nas conseqiiéncias
aversivas da estimulacdo do CI, essa mesma manipulacdo no NCe resultou numa atenuagao das
conseqiiéncias aversivas da estimulagdo do CI (Macedo et al., 2002). Através da técnica de
microdialise ndo conseguimos verificar a participagdo do sistema serotoninérgico no NCe. Uma
explicagdo pode ser devido a alteragdes discretas e rapidas nos niveis extracelulares de 5-HT no
NCe que ndo foram detectados nesse estudo. Outra possibilidade pode ser relacionada a zona de
inser¢ao da membrana de didlise, ou seja, outras regides proximas ao NCe podem influenciar os
niveis serotoninérgicos e dopaminérgicos basais.

Os niveis extracelulares de DOPAC e 5-HIAA seguiram o mesmo padrio de
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aumento nos niveis extracelulares de DA e 5-HT no CBL indicando um aumento no metabolismo
dessas aminas biogénicas no CBL.

Os resultados apresentados sustentam que a informagdo acustica de natureza
aversiva gerada no CI ativa mecanismos dopaminérgicos e serotoninérgicos no CBL. A
neurocircuitaria responsavel compreende provavelmente o coliculo inferior — nticleo geniculado
medial — complexo basolateral da amigdala. Além disso, o NCe nao apresenta qualquer
modificacdo nos niveis extracelulares de DA ou de 5-HT durante a estimulagdo aversiva do CI.
Nao obstante, outros mecanismos podem estar agindo durante esse evento, tais como mecanismos
glutamatérgicos e\ou GABAé&rgicos.

Assim, os dados obtidos neste trabalho mostram que a estimulagao elétrica do CI,
nos limiares de alerta e de congelamento, causam um aumento diferencial na liberagdo
extracelular de DA ¢ de 5-HT no CBL, mas sem alteracdes nesses niveis no NCe. Com efeito, a
informagdo acustica aversiva ascendente do CI é acompanhada por um aumento concomitante
nos niveis extracelulares de DA e 5-HT no CBL. Esses mecanismos dopaminérgicos e
serotoninérgicos no CBL podem regular o medo incondicionado gerado no CI. A auséncia desses
mecanismos regulatorios no CBL pode resultar em um padrio alterado na expressdo
comportamental em resposta a estimulos de medo incondicionado gerado a partir do CI ou pode
interferir nos processos de medo condicionado eliciados com o uso da estimulagdo do CI. Assim,
torna-se relevante estudar qual o papel da dopamina e da serotonina no CBL durante o medo

condicionado e incondicionado a partir da estimulagdo dos substratos neurais da aversao no CI.
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Experimento Il



Experimento Il: efeitos da inativagcdo e de antagonistas D1 e
5-HT2 no complexo basolateral da amigdala no medo
condicionado e no medo incondicionado gerados a partir do
coliculo inferior

MATERIAIS E METODOS

Animais
Foram utilizados ratos machos Wistar com peso inicial entre 280 g e 320 g ,

mantidos sob as mesmas condi¢des do Experimento I (pag. 22).

Cirurgia
Foi utilizado o mesmo procedimento cirirgico descritos no Experimento I (pag.
24).  Entretanto, foram implantadas, de acordo com as mesmas coordenadas descritas

anteriormente, duas canulas-guia direcionadas para o CI e para o CBL.

Drogas

Neste estudo foram utilizados o agonista de receptores GABAA muscimol, o
antagonista de receptores serotoninérgicos 5-HT2, cetanserina, o antagonista de receptores
dopaminérgicos D1, SCH-23390 e o inibidor da enzima descarboxilase do acido glutamico,
semicarbazida. Todas essas drogas foram obtidas da Sigma (EUA), diluidas em solugdo salina
(0,9%) e microinjetadas no volume de 0,2 puL. A concentracdo escolhida de muscimol nesse
estudo (0,5 png/0,2 pl) para a inativacdo neural do CBL deve-se a sua efetividade em outros
estudos, demonstrando um bom grau de inatividade quando injetadas localmente em estruturas

encefalicas (Wilensky et al., 1999). A concentracdo de semicarbazida utilizada neste estudo para
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injecoes no CI foi selecionada baseada em estudos deste laboratério mostrando que, quando
microinjetada no teto mesencefalico de ratos, provoca uma resposta comportamental aversiva,
com predominio do congelamento (Aguiar & Brandao, 1994; Nobre et al., 2004). As
concentragdes de cetanserina (0,5 nmol e 1 nmol) e de SCH-23390 (1 png/0,2 pul e 2 pg/0,2 pl)
foram selecionadas de acordo com estudos anteriores (Lamont & Kokkinidis, 1998; Zangrossi-

Junior & Graeff, 1994).

Microinjegoes

As injecdes de muscimol (0,5 pg / 0,5 pL), de cetanserina (0,5 nmol e 1 nmol) e
de SCH-23390 (1 pg/0,2 ul e 2 pg/0,2 pl) no CBL e de semicarbazida (6 pg/0,2 pL) no CI foram
realizadas por meio de uma canula de infusdo (30 G; 14 mm). Essas drogas ou o seu veiculo
foram microinjetadas no complexo basolateral da amigdala num volume de 0,2 pl. O fluxo para a
administracao da droga foi de 0,2 pl/min (tempo total de administracdo de 1 min). Apds esse
procedimento, esperou-se um tempo adicional de 60 s para a completa dispersao da droga no
tecido encefalico. As inje¢des foram realizadas através de uma seringa de 5 pl (Hamilton, EUA)
conectada, através de um tubo de polietileno (PE-10; Becton-Dickinson, EUA), a canula de

infusdo. O volume injetado foi controlado por uma bomba de microinfusao (Harvard Apparatus,

EUA).

Aparelhos

Os testes comportamentais foram iniciados entre 5-7 dias apds o procedimento
cirargico. Os dois testes comportamentais deste estudo utilizaram uma arena circular construida
com acrilico (60 cm de diametro e 50 cm de altura). Os experimentos foram conduzidos na

mesma sala experimental, que contava com pistas visuais externas, através da posi¢do da cdmera
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de video, quadros e outros estimulos discriminativos arranjados de forma permanente no teto e
nas paredes da sala. Um ruido (70 dB) foi gerado por um ar-condicionado ¢ a iluminagdo na base
da arena era de 50 lux. Nos dois testes comportamentais, o comportamento dos animais foi
gravado através de uma camera de video e, posteriormente, analisado com a ajuda de um
computador. No teste de aversdo condicionada ao lugar a arena foi dividida em quatro
quadrantes iguais através de linhas dispostas em sua base. Durante o condicionamento foram
inseridas barreiras construidas em acrilico separando os quatro quadrantes. No teste do campo
aberto a arena foi dividida em doze se¢des. A limpeza da arena foi realizada com uma solucao de

amonia (5%).

Teste de aversdo condicionada ao lugar

Esse procedimento foi realizado durante trés dias consecutivos e dividido em trés
sessoes: pré-condicionamento ou linha de base (1° dia), condicionamento (2° dia) e pds-
condicionamento ou teste (3° dia). Na sessdo de linha de base, os animais foram colocados no
centro da arena com livre acesso aos compartimentos (barreiras ausentes). Nessa sessdo, foi
avaliado o tempo de permanéncia em cada quadrante, durante 10 min. A permanéncia em um
quadrante foi definida a partir da entrada no quadrante das duas patas dianteiras do rato. Foi
escolhido como quadrante de tratamento para a sessdao seguinte (condicionamento) aquele onde o
animal ndo permaneceu nem o maior nem o menor tempo. Na sessdo de condicionamento, 0s
animais permaneceram confinados ao quadrante de tratamento (através das barreiras de acrilico
inseridas na arena), durante 30 min. Nessa fase, foram administradas previamente as injecdes de
salina, muscimol, cetanserina ou SCH-23390 no CBL e de salina ou semicarbazida no CI. Na
sessdo de teste, assim como na sessdo de linha de base, os animais foram colocados no centro da

arena e tiveram livre acesso aos compartimentos (barreiras ausentes), sendo avaliado o tempo de
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permanéncia em cada quadrante durante 10 min. Foi mensurada a atividade locomotora através

do ntimero de entradas nos quadrantes.

Teste do campo aberto

Ap0s as injecdes de salina, muscimol, cetanserina ou SCH-23390 no CBL e de
salina ou semicarbazida no CI, os animais foram colocados no centro da arena. O numero de
cruzamentos foi definido como a entrada com as quatro patas numa das se¢des da arena e a
duracdo do comportamento de congelamento foi definida operacionalmente como uma auséncia
de movimentos corporais durante pelo menos 6 segundos, exceto pelos movimentos respiratorios,
e acompanhada por pelo menos duas das seguintes reagdes autondmicas: micg¢do, defecagdo,
piloerecdo e/ou exoftalmia. Esses comportamentos foram registrados durante 30 min e avaliados

posteriormente.

Procedimento

Os experimentos foram iniciados 5-7 dias ap6s o procedimento cirargico. Nos dois
testes, aversao condicionada ao lugar e campo aberto, os animais foram aleatoriamente divididos
nos seguintes grupos, de acordo com as inje¢des no CBL e no CI, respectivamente: 1) inje¢cdes de
salina ou muscimol (0,5 pg / 0,5 uL) no CBL e de salina ou semicarbazida no CI; ii) inje¢des de
salina ou cetanserina (0,5 nmol e 1 nmol) no CBL e de salina ou semicarbazida no CI; e iii)
injegdes de salina ou SCH-23390 (1 png/0,2 pl, 2 pg/0,2 pl) no CBL e de salina ou semicarbazida
(6 ng/0,2 uL) no CI. As injeg¢des no CBL e no CI foram administradas, respectivamente, 20 min e
5 min antes dos testes comportamentais. Os resultados foram analisados tomando por base a
droga injetada no CBL (muscimol, cetanserina ou SCH-23390). A tabela 1 mostra em detalhes os

grupos experimentais (i, ii e iii) de acordo com as combinagdes das injecdes no CBL e no CI,
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visando caracterizar os efeitos de cada uma dessas drogas sobre os comportamentos de medo

condicionado e incondicionado gerados a partir do CI.

Tabela 1 — Grupo de animais com inje¢des no complexo basolateral da amigdala (CBL) e no
coliculo inferior (CI) administradas, respectivamente, 20 min ¢ 5 min, antes do teste de
aversao condicionada ao lugar (TACL) e do teste do campo aberto (TCA) acordo com as
combinacgdes das inje¢des no CBL e no CI, respectivamente, com suas abreviaturas € o
numero de animais de acordo com o teste de aversdo condicionada ao lugar e do campo

aberto. Estdo indicados os numeros de animais em cada grupo conforme o teste realizado.

TACL TCA
Grupos Inje¢des no CBL + CI Abreviaturas n n
i Salina + Salina Sal+Sal 10 6
i Salina + Semicarbazida Sal+Sem 11 8
i Muscimol (0,5 pg /0,5 uL) + Salina Mus+Sal 9 6
i Muscimol (0,5 pg /0,5 pL) + Semicarbazida Mus+Sem 10 8
i Salina + Salina Sal+Sal 10 9
i Salina + Semicarbazida Sal+Sem 8 9
il Cetanserina (0,5 nmol) + Salina KO0,5+Sal 8 6
il Cetanserina (1 nmol) + Salina K1+Sal 8 7
il Cetanserina (0,5 nmol) + Semicarbazida KO0,5+Sem 8 9
ii Cetanserina (1 nmol) + Semicarbazida K1+Sem 8 8
il Salina + Salina Sal+Sal 9 9
il Saline + Semicarbazida Sal+Sem 11 9
iii SCH-23390 (1 pg /0,2 pL) + Salina SCH1+Sal 8 7
iii SCH-23390 (2 pg /0,2 pL) + Salina SCH2+Sal 8 7
il SCH-23390 (1 pg/ 0,2 uL) + Semicarbazida SCH1+Sem 8 9
il SCH-23390 (2 pg/ 0,2 uL) + Semicarbazida SCH2+Sem 8 8
Histologia

Ap6s o término dos experimentos, foi administrado 0,2 pL. de Azul de Evans (2%)

para marcar os sitios de inje¢des no BLA e no CI. Em seguida, os animais foram submetidos ao

mesmo procedimento descrito na pag. 27. Foram considerados como integrantes da amostra,
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somente os dados obtidos de animais que apresentaram localizagdao das canulas-guia no CBL e no

CI, de acordo com o atlas de Paxinos ¢ Watson (2005).

Andalise dos dados

Os dados estdo representados como média + E.P.M. do tempo de permanéncia e
nimero de entradas nos quadrantes no teste de aversdo condicionada ao lugar e nimero de
cruzamentos e tempo de congelamento no teste do campo aberto.

Os dados do tempo de permanéncia (linha de base e teste) obtidos no teste de
aversdo condicionada ao lugar foram analisados através da andlise de variancia (ANOVA) de
dois fatores com medidas repetidas. Essa andlise estatistica foi aplicada para examinar os efeitos
das injegoes (fator 1) sobre as sessoes (linha de base e teste) do teste de aversao condicionada ao
lugar (fator 2). O numero de entradas nos quadrantes, registrado para cada grupo de tratamento,
foi analisado através da ANOVA de um fator.

O tempo de congelamento e o numero de cruzamentos registrados foram
analisados através da ANOVA de um fator.

Nos casos em que ocorreram diferencas estatisticamente significativas foi aplicado

o teste post hoc de Newman-Keuls. Um valor de p < 0,05 foi considerado significativo.

48



Resultados

Os sitios de injegdo estavam localizados no CBL e no CI. As figuras 4.4A e 4.4B

mostram, respectivamente, um sitio representativo de microinje¢do no CBL e no CI.

Figura 4.4. Fotomicrografias representativas dos sitios de microinje¢cdes no complexo basolateral da amigdala
(A) e no coliculo inferior (B). Barras = 500 um. Agq, aqueduto; BLA, complexo basolateral da amigdala;
CeA, nticleo central da amigdala; CI, coliculo inferior; cic, comissura do coliculo inferior; opt, tracto dptico,
PAG, substincia cinzenta periaqueductal; e rf, fisura rinal.
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Os resultados obtidos no teste de aversao condicionada ao lugar e no teste da arena
serdo descritos abaixo de acordo com as microinjecdes no CBL de muscimol (Mus), de
cetanserina (K), de SCH-23390 (SCH) ou salina (Sal). Esses grupos recebem semicarbazida

(Sem) ou salina (Sal) no CI, conforme Tabela 1.

Muscimol

Durante a sessdo de linha de base (dia 1), ndo houve diferencas estatisticamente
significativas quando comparamos o tempo de permanéncia em cada um dos quatro quadrantes
(131,38 £ 16,18; 146,23 + 12,35; 155,40 + 14,54; ¢ 167,00 £ 15,50 segundos), revelando que nao
houve uma preferéncia ou uma aversao por qualquer quadrante [F(3,156)=1,41; p > 0,05].

A figura 4.5 mostra a média do tempo de permanéncia no quadrante de tratamento
durante as sessdes de linha de base e de teste nas diferentes combina¢des de microinje¢des no
CBL e no CI (Sal+Sal, Sal+Sem, Mus+Sal e Mus+Sem). A ANOVA mostrou diferencas
estatisticamente significativas nos tratamentos [F(3,36)=3,82; p < 0,05], nas sessdes
[F(1,36)=12,20; p < 0,05] e na interagdo entre tratamentos x sessoes [F(3,36)=3,38; p < 0,05]. O
teste post hoc de Newman-Keuls mostrou uma redug@o no tempo de permanéncia no quadrante
de tratamento no dia do teste para o grupo Sal+Sem em comparacdo com os demais grupos (p <
0,05). Os animais do grupo Sal+Sem mostraram uma aversao ao quadrante de tratamento, isto €,
uma redugdo no tempo de permanéncia no quadrante de tratamento na sessao teste (p < 0,05). A
analise post hoc mostrou também que ndo houve diferencas estatisticamente significativas nos

grupos Sal+Sal, Mus+Sal e Mus+Sem (p > 0,05).
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Figura 4.5. Média + E.P.M. no tempo de permanéncia no quadrante de tratamento (QT) no teste de aversdo
condicionada ao lugar durante sessdo de linha de base e de teste. Durante a sessdo de condicionamento foram
microinjetados muscimol (Mus; 0,5 pg / 0,2 pl) ou salina (Sal; 0,2 ul) no complexo basolateral da amigdala e
semicarbazida (Sem; 6 pg / 0,2 pl) ou salina (Sal; 0,2 pl) no coliculo inferior. Todos os animais receberam
duas microinje¢des antes do confinamento no quadrante de tratamento (QT) na sessdo de condicionamento (30
min): salina + salina (Sal+Sal, n=10); muscimol + salina (Mus+Sal, n=9); salina + semicarbazida (Sal+Sem,;
n=11); muscimol + semicarbazida (Mus+Sem; n=10). Na sessao de linha de base e de teste os animais tiveram
livre acesso a todos os quadrantes da arena durante 10 min. A analise estatistica aplicada foi a ANOVA de
dois fatores com medidas repetidas, seguido do teste post hoc de Newman-Keuls. * p < 0,05 em relagdo a
linha de base dentro do mesmo grupo; ¢ p < 0,05 em relagio a sessdo de teste dos demais grupos.

A ANOVA mostrou que nao houve diferencas estatisticamente significativas no
numero de entradas nos quatro quadrantes para as diferentes combinagdes de microinje¢des no
CBL [F(3,36)=0,16; p > 0,05]. Entretanto, os animais mostraram uma reducdo na atividade
motora durante a sessdo de teste quando comparada a sessao de linha de base [F(1,36)=10,92; p <
0,05]. Nao houve diferencas estatisticamente significativas na interagdo entre tratamento x
sessoes [F(3,36)=0,17; p > 0,05]. Embora todos os grupos tenham apresentado uma diminuic¢ao
no comportamento exploratério durante a sessao de teste em relagao a sessao de linha de base,
somente os animais do grupo Sal+Sem mostraram uma reducao no tempo de permanéncia no
quadrante de tratamento durante a sessao de teste.

A figura 4.6 mostra os efeitos das mesmas quatro combinagdes de microinjecdes

no CBL e no CI nos comportamentos de congelamento e de cruzamentos medidos no teste do
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campo aberto. A ANOVA mostrou diferencas estatisticamente significativas no tempo de

congelamento entre as combinagdes de microinjecdo no CBL e no CI [F(3,24)=26,00; p < 0,05].
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Figura 4.6. Média + E.P.M. no tempo de congelamento (A) ¢ no nimero de cruzamentos (B) no teste do
campo aberto. Os animais receberam microinjegdoes de muscimol (Mus; 0,5 pg / 0,2 ul) ou salina (Sal; 0,2 pl)
no complexo basolateral da amigdala e de semicarbazida (Sem; 6 pg / 0,2 pl) ou salina (Sal; 0,2 ul) no
coliculo inferior. Todos os animais receberam duas microinjecdes antes do teste do campo aberto (30 min):
salina + salina (Sal+Sal, n=6); muscimol + salina (Mus+Sal, n=6); salina + semicarbazida (Sal+Sem; n=8);
muscimol + semicarbazida (Mus+Sem; n=8). A analise estatistica aplicada foi a ANOVA de um fator, seguido
do teste post hoc de Newman-Keuls. * p < 0,05 em relagdo ao grupo Sal+Sal; e ° p < 0,05 em relagdo ao grupo
Sal+Sem.

O teste post hoc de Newman-Keuls mostrou que houve um aumento no tempo de

congelamento no grupo com microinjegdes de Sal+Sem e um aumento desse comportamento nos
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animais com microinje¢oes de Mus+Sem (p < 0,05). Esses resultados sdo apresentados na figura
4.6A. A figura 4.6B mostra os efeitos das combinac¢des de microinjecdes no CBL e no CI na
atividade locomotora de animais no teste do campo aberto. A ANOVA mostrou diferengas
estatisticamente significativas no numero de cruzamentos entre as combinagdes de microinjecoes
no CBL e no CI [F(3,24)=5,59; p < 0,05]. O teste post hoc de Newman-Keuls mostrou que
houve um aumento no nimero de cruzamentos no grupo Mus+Sem (p < 0,05). A analise post hoc
nao mostrou diferencas estatisticamente significativas nos grupos Sal+Sal, Mus+Sal e Sal+Sem
(p > 0,05). Dois animais do grupo Sal+Sem e quatro do grupo Mus+Sem apresentaram uma

seqliéncia de comportamentos de fuga.

Cetanserina

Durante a sessdo de linha de base (dia 1), ndo houve diferencas estatisticamente
significativas quando comparamos o tempo de permanéncia em cada um dos quatro quadrantes
(119,30 + 14,32; 123,10 £ 11,23; 149,55 £+ 24,44; 131,12 £+ 15,79 segundos), revelando que nao
houve uma preferéncia ou uma aversao por qualquer quadrante [F(5,44)=1,08; p > 0,05].

A figura 4.7 mostra a média do tempo de permanéncia no quadrante de tratamento
durante as sessdes de linha de base e de teste nas diferentes combina¢des de microinjegdes no
CBL e no CI (Sal+Sal, Sal+Sem, KO0,5+Sal, K1+Sal, K0,5+Sem ¢ Kl1+Sem). A ANOVA
mostrou diferencas estatisticamente significativas nas microinje¢des [F(5,44)=7,67; p < 0,05], nas
sessoes [F(1,44)=9,58; p < 0,05] e na interagdo entre tratamento x sessoes [F(5,44)=8,27; p <
0,05]. O teste post hoc de Newman-Keuls mostrou uma redugido no tempo de permanéncia no
quadrante de tratamento no dia do teste para o grupo Sal+Sem e K0,5+SEM em comparagao com
os demais grupos (p < 0,05). Os animais do grupo Sal+Sem e K0,5+SEM mostraram uma aversao

ao quadrante de tratamento, isto é, uma reducdo no tempo de permanéncia no quadrante de
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tratamento na sessdo teste (p < 0,05). A analise post hoc mostrou também que nao houve
diferengas estatisticamente significativas nos grupos Sal+Sal, K0,5+Sal, K1+Sal; K1+Sem (p >

0,05).

olinha de base
200 1 mteste
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SaL+SaL K0.5+SaL K1+SaL SAL+SEM K0.5+Sem K1+Sem

Figura 4.7. Média + E.P.M. no tempo de permanéncia no quadrante de tratamento no teste de aversdo
condicionada ao lugar durante sessdo de linha de base e de teste. Durante a sessdo de condicionamento foram
microinjetados cetanserina (K0,5: 0,5 nmol; e K1: 1 nmol) ou salina (Sal; 0,2 pl) no complexo basolateral da
amigdala e semicarbazida (Sem: 6 pug / 0,2 pl) ou salina (Sal: 0,2 pl) no coliculo inferior. Todos os animais
receberam duas microinje¢des antes do confinamento no quadrante de tratamento (QT) na sessdo de
condicionamento (30 min): salina + salina (Sal+Sal, n=10); cetanserina 0,5 nmol + salina (K0,5+Sal, n=8);
cetanserina 1 nmol + salina (K1+Sal, n=8); salina + semicarbazida (Sal+Sem; n=8) cetanserina 0,5 nmol +
semicarbazida (K0,5+Sem, n=8); cetanserina 1 nmol + semicarbazida (K1+Sem, n=8). Na sessdo de linha de
base ¢ de teste os animais tiveram livre acesso a todos os quadrantes da arena durante 10 min. A analise
estatistica aplicada foi a ANOVA de dois fatores com medidas repetidas, seguido do teste post hoc de Newman-
Keuls. * p < 0,05 em relagdo a sessdo de linha de base dentro do mesmo grupo; e * p < 0,05 em relagio a sessdo
de teste dos demais grupos.

A ANOVA mostrou que nao houve diferencas estatisticamente significativas no
numero de entradas nos quatro quadrantes para as diferentes combinagdes de microinje¢des no
CBL [F(5,44)=0,04; p > 0,05]. Entretanto, os animais mostraram uma redugdo na atividade
motora durante a sessdo de teste quando comparada a sessdo de linha de base [F(1,44)=7,18; p <
0,05]. Nao houve diferengas estatisticamente significativas na interagdo entre microinjegcdes X

sessoes [F(5,44)=0,05; p > 0,05]. Embora todos os grupos tenham apresentado uma diminui¢ao
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no comportamento exploratdrio durante a sessao de teste em relagao a sessao de linha de base,
somente os animais do grupo Sal+Sem e KO0,5+SEM mostraram uma redugdo no tempo de
permanéncia no quadrante de tratamento durante a sessao de teste.

A figura 4.8 mostra os efeitos das mesmas quatro combinagdes de microinjecoes
no CBL e no CI nos comportamentos de congelamento e de cruzamentos medidos no teste do
campo aberto. A ANOVA mostrou diferencas estatisticamente significativas no tempo de
congelamento entre as combinacdes de microinje¢do no CBL e no CI [F(7,42)=8,04; p < 0,05]. O
teste post hoc de Newman-Keuls mostrou que houve um aumento no tempo de congelamento no
grupo com microinje¢des de Sal+Sem e KO,5+SEM (p < 0,05) e um aumento desse
comportamento nos animais com microinje¢des de K1+SEM (p < 0,05). A analise post hoc
mostrou também que ndo houve diferengas estatisticamente significativas nos grupos Sal+Sal,
KO0,5+Sal e K1+Sal (p > 0,05). Esses resultados s3o apresentados na figura 4.8A. A figura 4.8.B
mostra os efeitos das combinag¢des de microinje¢des no CBL e no CI na atividade locomotora de
animais no teste do campo aberto. A ANOVA mostrou diferengas estatisticamente significativas
no numero de cruzamentos entre as combina¢des de microinjegdes no CBL e no CI
[F(5,42)=3,14; p < 0,05]. O teste post hoc de Newman-Keuls mostrou que houve um aumento no
nimero de cruzamentos no grupo com microinjegdes de Sal+Sem e K0,5+SEM (p < 0,05) e um
aumento desse comportamento nos animais com microinjegoes de K1+SEM (p < 0,05). A andlise
post hoc mostrou também que ndo houve diferengas estatisticamente significativas nos grupos
Sal+Sal, K0,5+Sal e K1+Sal (p > 0,05). Quatro animais do grupo Sal+Sem e dez do grupo
KO0,5+Sem e K1+Sem apresentaram uma seqiiéncia de comportamentos de fuga. Oito animais
dos grupos KO0,5+Sem e K1+Sem morreram durante ou apos os testes experimentais € apds

apresentarem o comportamento de fuga.
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Figura 4.8 Média + E.P.M. no tempo de congelamento (A) e no nimero de cruzamentos (B) no teste do campo
aberto. Os animais receberam microinje¢des de cetanserina (KO0,5: 0,5 nmol; ¢ K1: 1 nmol) ou salina (Sal; 0,2
pl) no complexo basolateral da amigdala e de semicarbazida (Sem; 6 pg / 0,2 ul) ou salina (Sal; 0,2 pl) no
coliculo inferior. Todos os animais receberam duas microinjecdes antes do teste do campo aberto (30 min):
salina + salina (Sal+Sal, n=9); cetanserina 0,5 + salina (K0,5+Sal, n=6); cetanserina 1 + salina (K1+Sal, n=7);
salina + semicarbazida (Sal+Sem; n=9) cetanserina 0,5 + semicarbazida (K0,5+Sem, n=9); cetanserina 1 +
semicarbazida (K1+Sem, n=8). A analise estatistica aplicada foi a ANOVA de um fator, seguido do teste post
hoc de Newman-Keuls. * p < 0,05 em relagdo ao grupo Sal+Sal; e ° p < 0,05 em relagdo ao grupo Sal+Sem.

SCH-23390

Durante a sessdo de linha de base (dia 1), ndo houve diferengas estatisticamente
significativas quando comparamos o tempo de permanéncia em cada um dos quatro quadrantes
(106,83 + 27,33; 112,55 £ 12,11; 99,55 + 13,27; 97,22 + 13,33 segundos), revelando que ndo

houve uma preferéncia ou uma aversdo por qualquer quadrante [F(5, 46)=0,86; p > 0,05].
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A figura 4.9 mostra a média do tempo de permanéncia no quadrante de tratamento
durante as sessdes de linha de base e de teste nas diferentes combinag¢des de microinjegdes no
CBL e no CI (Sal+Sal, Sal+Sem, SCHI1+Sal, SCH2+Sal, SCH1+Sem e SCH2+Sem). A
ANOVA mostrou diferencas estatisticamente significativas no tratamento [F(5,46)=3,25; p <
0,05], nas sessoes [F(5,46)=18,15; p < 0,05] e na interagdo entre tratamento x sessoes
[F(5,46)=16,75; p < 0,05]. O teste post hoc de Newman-Keuls mostrou uma redug¢do no tempo
de permanéncia no quadrante de tratamento no dia do teste para o grupo Sal+Sem e SCH1+Sem
em comparagdo com os demais grupos (p < 0,05). Os animais do grupo Sal+Sem ¢ SCH1+Sem
mostraram uma aversdo ao quadrante de tratamento, isto é, uma redugdo no tempo de

permanéncia no quadrante de tratamento na sessdo teste (p < 0,05). A analise post hoc mostrou
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Figura 4.9. Média + E.P.M. no tempo de permanéncia no quadrante de tratamento no teste de aversdo
condicionada ao lugar durante sessdo de linha de base e de teste. Durante a sess@o de condicionamento foram
microinjetados SCH-23390 (SCHI1: 1 pg/0,2 ul; e SCH2: 2 nug/0,2 ul) ou salina (Sal; 0,2 pl) no complexo
basolateral da amigdala e semicarbazida (Sem: 6 pg/ 0,2 ul) ou salina (Sal: 0,2 pl) no coliculo inferior. Todos
os animais receberam duas microinje¢des antes do confinamento no quadrante de tratamento (QT) na sess@o de
condicionamento (30 min): salina + salina (Sal+Sal, n=9); SCH-23390 1 pg/0,2 pul + salina (SCH1+Sal, n=8);
SCH-23390 2 pug/0,2 ul + salina (K1+Sal, n=8); salina + semicarbazida (Sal+Sem; n=11) SCH-23390 1 pg/0,2
pl + semicarbazida (SCH1+Sem, n=8); SCH-23390 2 ng/0,2 ul + semicarbazida (K1+Sem, n=8). Na sessdo de
linha de base e de teste os animais tiveram livre acesso a todos os quadrantes da arena durante 10 min. A analise
estatistica aplicada foi a ANOVA de dois fatores com medidas repetidas, seguido do teste post hoc de Newman-
Keuls. * p < 0,05 em relagio a sessido de linha de base dentro do mesmo grupo; e ° p < 0,05 em relagio a sessio
de teste dos demais grupos.
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também que nao houve diferencas estatisticamente significativas nos grupos Sal+Sal, SCH1+Sal
e SCH2+Sal (p > 0,05).

A ANOVA mostrou que nao houve diferencas estatisticamente significativas no
numero de entradas nos quatro quadrantes para as diferentes combinagdes de microinje¢des no
CBL [F(5,46)=0,09; p > 0,05]. Entretanto, os animais mostraram uma reducao na atividade
motora durante a sessdo de teste quando comparada a sessao de linha de base [F(1,46)=7,37; p <
0,05]. Nao houve diferengas estatisticamente significativas na interagdo entre tratamento X
sessoes [F(5,46)=0,06; p > 0,05]. Embora todos os grupos tenham apresentado uma diminuicao
no comportamento exploratorio durante a sessdo de teste em relagdo a sessdo de linha de base,
somente os animais do grupo Sal+Sem e SCHI1+Sem mostraram uma reducdo no tempo de
permanéncia no quadrante de tratamento durante a sessdo de teste.

A figura 4.10 mostra os efeitos das mesmas quatro combinagdes de microinjegdes
no CBL e no CI nos comportamentos de congelamento e de cruzamentos medidos no teste do
campo aberto. A ANOVA mostrou diferencas estatisticamente significativas no tempo de
congelamento entre as combinagdes de microinje¢ao no CBL e no CI [F(5,43)=6,00; p < 0,05].
O teste post hoc de Newman-Keuls mostrou que houve um aumento no tempo de congelamento
no grupo com microinjecdes de Sal+Sem, SCH1+Sem e SCH2+Sem quando comparado aos
demais grupos (p < 0,05). A andlise post hoc mostrou também que ndo houve diferengas
estatisticamente significativas nos grupos Sal+Sal, SCH1+Sal e SCH2+Sal (p > 0,05). Esses
resultados sdo apresentados na figura 4.10A. A figura 4.10B mostra os efeitos das combinagdes
de microinje¢des no CBL e no CI na atividade locomotora de animais no teste do campo aberto.
A ANOVA mostrou diferengas estatisticamente significativas no nimero de cruzamentos entre as
combinagdes de microinje¢des no CBL e no CI [F(5,43)=3,07; p < 0,05]. O teste post hoc de

Newman-Keuls mostrou que houve um aumento no nimero de cruzamentos no grupo com
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microinjecdes de Sal+Sem (p < 0,05) e um aumento desse comportamento nos animais com
microinje¢cdes de SCH1+Sem ¢ SCH2+Sem (p < 0,05). A analise post hoc mostrou também que
nao houve diferencas estatisticamente significativas nos grupos Sal+Sal, SCH1+Sal e SCH2+Sal
(p > 0,05). Trés animais do grupo Sal+Sem e nove do grupo SCHI+Sal e SCH2+Sal

apresentaram uma seqiiéncia de comportamentos de fuga.
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Figura 4.10. Média + E.P.M. no tempo de congelamento (A) e no nimero de cruzamentos (B) no teste do
campo aberto. Os animais receberam microinje¢des de SCH-23390 (SCH1: 1 pg/0,2 ul; e SCH2: 2 pg/0,2 ul)
ou salina (Sal; 0,2 pl) no complexo basolateral da amigdala e de semicarbazida (Sem; 6 pg /0,2 pl) ou salina
(Sal; 0,2 pl) no coliculo inferior. Todos os animais receberam duas microinjegdes antes do teste do campo
aberto (30 min): salina + salina (Sal+Sal, n=9); SCH-23390 1 pg/0,2 ul + salina (SCH1+Sal, n=7); SCH-
23390 2 pg/0,2 pl + salina (K1+Sal, n=7); salina + semicarbazida (Sal+Sem; n=9) SCH-23390 1 pg/0,2 ul +
semicarbazida (SCH1+Sem, n=9); SCH-23390 2 ng/0,2 ul + semicarbazida (K1+Sem, n=8). A analise
estatistica aplicada foi a ANOVA de um fator, seguido do teste post hoc de Newman-Keuls. * p < 0,05 em
relagdo ao grupo Sal+Sal; e ° p < 0,05 em relagio ao grupo Sal+Sem.
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Discussao

Estudos comportamentais mostram que a estimulagdo quimica do CI produz
comportamentos de congelamento e fuga (Cardoso et al., 1994; Castilho & Brandao, 2001; Nobre
et al., 2004). Processos mediados por GABA podem ser importantes para o funcionamento do CI
como revelam varios estudos mostrando altas concentracoes de GABA ¢ da enzima
descarboxilase do acido glutamico — DAG — nessa estrutura (Okada, 1974; Thompson et al.,
1985; Roberts & Ribak, 1987). Muitos estudos mostram que o GABA tem uma funcdo
regulatéria nos estados aversivos gerados e elaborados no CI (Brandao et al., 1988; 1993; 1994;
1999). Neste contexto, a semicarbazida, um inibidor da enzima DAG, tem sido usada em
estruturas relacionadas a comportamentos de defesa, pois produz uma reducao lenta e gradual nos
niveis de GABA, que resulta no aparecimento progressivo de comportamentos defensivos
(Aguiar & Brandao, 1994; Brandado et al., 1986; Nobre et al., 2003). De fato, injecdes de
bloqueadores da DAG na SCPd e no hipotdlamo medial de ratos produzem reagdes de defesa
caracterizadas por comportamento de alerta, congelamento e fuga (Brandao et al., 1986). Em
concentragdes apropriadas, as inje¢des de semicarbazida no CI produzem, principalmente, um
comportamento de congelamento, com aumento simultdneo da magnitude de potenciais auditivos
evocados, indicando que, no CI, mecanismos GABAérgicos estdo envolvidos na interface
sensorio-motora (Aguiar & Brandao, 1994; Brandao et al., 2003; Nobre et al., 2003). Da mesma
forma, o presente estudo mostra o envolvimento de um controle GABAérgico sobre os substratos
neurais da aversdo no CI. As inje¢des de semicarbazida no CI, que possuem um efeito similar ao
produzido pela estimulagdo elétrica, podem servir como estimulo incondicionado no paradigma
da aversdo condicionada ao lugar. Confirmando esta predi¢do, neste estudo as injecdes de

semicarbazida no CI produzem uma aversdo condicionada no modelo do teste de aversdo
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condicionada ao lugar. Este estudo também confirma resultados anteriores mostrando que a
inibicdo de mecanismos GABA¢érgicos no CI produz um estado aversivo através da ativacao de
substratos neurais do medo no CI que, com efeito, pode influenciar na aprendizagem associativa
(Aguiar & Brandao, 1994; Brandao et al., 1997; Troncoso et al., 1998, 2003).

Neste contexto, a amigdala, uma das principais estruturas na regulacdo do
comportamento emocional, ocupa uma posi¢do central na regulagdo de respostas condicionadas ¢
incondicionadas, atuando como um filtro para informagdes sensoriais que parecem ser cruciais
para a aquisi¢do do medo condicionado (Davis et al., 1994a; Davis, 1992b; LeDoux, 1994;
Killcross et al., 1997). Varios estudos mostram uma fungao regulatéria do CBL na aquisi¢ao do
medo condicionado (Davis, et al., 1992b; LeDoux, et al., 1990a-b; Vazdarjanova, et al., 2001).
Alteragdes no funcionamento da amigdala tém sido relacionadas ao transtorno de ansiedade
generalizada (Davis et al., 1994a; De Oca et al., 1998; Graeff, 2002). Nesse contexto, os efeitos
ansioliticos das benzodiazepinas s3o relacionados a potencializagdo de mecanismos
GABA¢érgicos no CBL (Davis et al., 1994a; LeDoux, 2000). Nesse estudo analisamos como a
amigdala participa nas respostas condicionadas e incondicionadas organizadas no CI. Ele se
baseou inicialmente nos resultados que evidenciam o papel do CBL na aquisi¢do do medo
condicionado (Davis et al., 1994a; Davis, 1992b; LeDoux, 1994; Killcross et al., 1997). Este
estudo confirmou esse pressuposto, mostrando que a inativagdo do CBL, através de inje¢des de
muscimol, produziu uma clara reducdo na aversdo condicionada ao lugar, utilizando a
semicarbazida injetada no CI como estimulo incondicionado.

O mesmo raciocinio ndo se aplica ao medo incondicionado produzido pela
estimulacdo do CI. Para estudar o papel funcional do CBL no medo gerado pela ativagdo de
substratos neurais da aversdo no CI, foi realizada inje¢do de muscimol para inativar o CBL. Essa

inativagdo do CBL aumentou a aversividade da estimulagdo do CI com semicarbazida. Assim, a
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inativacdo do CBL aumentou tanto o congelamento como o nimero de cruzamentos no teste do
campo aberto. Em estudo anterior, a lesdo eletrolitica do CBL aumentou a aversividade gerada
pela estimulagdo quimica do CI (Maisonnette et al., 1996). Porém, quando as estimulagdes sao
realizadas em outra estrutura do sistema encefalico defensivo, os resultados sdo diferentes. Desta
forma, a lesdo eletrolitica ou a inativacdo do CBL nao alteram os limiares aversivos gerados pela
estimulacdo elétrica da substancia periaqueductal dorsal (Oliveira et al., 2004; Martinez et al.,
2006). Com efeito, esses resultados sugerem que a inativagdo de mecanismos modulatorios no
CBL pode facilitar ou amplificar a ocorréncia de comportamentos defensivos produzidos pela
estimulacdo do CI, porém ndo influenciam a aversividade gerada na substincia cinzenta
periaqueductal dorsal. Assim, esses estudos apontam para uma diferenciagdo no papel funcional
do CBL na regulagdo do medo incondicionado gerado no CI e na SCPd.

Tomados em conjunto, os resultados obtidos mostram que a inativagdo do CBL
aumentou os efeitos aversivos incondicionados produzidos pela estimulacdo do CI e inibiu a
aversao condicionada ao lugar com o uso da estimulacdo do CI como estimulo incondicionado.
Esses resultados corroboram outros estudos mostrando que a inativagdo do CBL prejudica a
aquisi¢ao do medo condicionado e favorece a expressdo do medo incondicionado (Charney &
Deutch, 1996; Davis et al., 1994a; Davis & Whalen, 2001). Apesar da inativagdo do CBL
aumentar a aversividade da estimulacdo do CI, ou seja, do estimulo incondicionado, ocorre um
enfraquecimento do processo associativo dado que houve uma reducdo na aquisi¢do do medo
condicionado. Isto sugere que o CBL ¢ recrutado ja nos processos iniciais da aquisicdo do medo
condicionado. Isto reforca a idéia de que o CBL atua como filtro essencial nos processos de
aprendizagem associativa.

A participagdo do CBL no medo condicionado ja estd bem consolidada

(Amorapanth et al. 2000; Davis, 1992b; LeDoux et al., 1990a; Maren et al., 2001; Muller et al.,
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1997; Sacchetti et al., 1999; Wilensky et al., 1999). Porém, pouco se sabe sobre como o CBL
pode influenciar as respostas na expressao do medo incondicionado. Uma possibilidade
neuroanatomica para os efeitos da inativacio do CBL sobre o medo incondicionado ¢ a
participagdo de fibras glutamatérgicas que partem do ntcleo talamico posterior e alcangam a
regido medial do NCe, a principal regido da amigdala com neurénios de projecao que alcancam
estruturas encefalicas relacionadas ao medo (LeDoux et al., 1987; Linke et al., 2000; Turner &
Herkenham, 1991). Até recentemente, acreditava-se que as informagdes auditivas que partiam do
CI nao alcangariam o nucleo talamico posterior. Porém, Linke e colaboradores (2000) mostram
que o nucleo talamico posterior recebe aferéncias do CI. Assim, essa regido do talamo auditivo,
que recebe projecdes do CI, envia fibras glutamatérgicas para o CBL e, o mais importante,
também envia projegoes distintas para a regido medial do NCe. O CBL pode influenciar os
neurdnios de projecdo da regido medial do NCe através de conexdes intra-amigdalares. O
principal efeito produzido pelos neurdnios de projecao do nucleo lateral e do nucleo basal ¢ uma
acdo inibitoria sobre os neurdnios da regido medial do NCe (Pitkdnen et al., 1997; Rosenkranz et
al., 2005; Paré et al., 2004). Diante dessas informac¢des podemos conjecturar que a estimulagao
do CI poderia alcangar os neurdnios de projecdo do nucleo talamico posterior e influenciar
diretamente os neurdnios da regido medial do NCe que, sem a a¢do inibitéria do CBL sobre seus
neurdnios, poderiam funcionar inadequadamente, ou seja, as fibras glutamatérgicas que partem
do nucleo talamico posterior, estimuladas pelos neurénios de projecdo do CI, alcangariam a
regido medial do NCe com maior eficiéncia e ativaria seus neurdnios de proje¢do que mantém
conexdes com varias estruturas do sistema encefalico aversivo.

De interesse para a interpretagdo dos resultados aqui obtidos estdo os relatos de
que os neurdnios da regido medial do NCe parecem diminuir sua atividade em resposta a um

estimulo condicionado e aumentar sua atividade em resposta a um estimulo incondicionado
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(Rosenkranz et al., 2005; Pascoe & Kapp, 1985). Uma explicagao possivel para essa contradicao
seria que as estimulacdes do CBL ou do NCe poderiam produzir respostas emocionais distintas a
um estimulo condicionado e a um estimulo incondicionado (Davis, 2000; Iwata & LeDoux, 1988;
Marchand, 2002; Powell et al., 2002). Assim, ¢ possivel que o CBL possa afetar um subconjunto
de neuronios na regidao medial do NCe, enquanto as projecdoes do nucleo talamico posterior
poderiam afetar outros subconjuntos e a estimulagdo do NCe, que produz fortes reagdes
emocionais, afetaria todos os seus neurdnios de projecdo. Uma implicagdo interessante € que este
sistema funcionaria pela desinibicdo no tronco encefalico e no hipotalamo na producdo de
respostas emocionais, pois a maioria dos neurénios de projecdo da regido medial do NCe contém
GABA como seu principal mediador quimico (Cassell et al., 1999; Saha et al., 2000, 2002) e,
além disso, agonistas GABAérgicos administrados nessas areas de proje¢ao da regido medial do
NCe reduzem aquelas respostas emocionais, enquanto a administragdo de antagonistas
GABA¢érgicos nessas areas provocam fortes reagdes emocionais (Graeff, 2004; Bailey &
DiMicco 2001; Chen et al., 2003; Keim & Shekhar 1996; Kenney et al., 2003; Martin &
Haywood, 1993; Martin et al., 1997; Shekhar, 1993; Shekhar ¢ DiMicco 1987; Shekhar et al
1987; Soltis & DiMicco 1991; Wible et al., 1988). Assim, as respostas opostas nesses mesmos
neurdnios indicam que a regido medial do NCe pode possuir a capacidade de processar eventos
condicionados e incondicionados de maneira unica. Com efeito, pelo menos em parte, esse
padrdo distinto de respostas emocionais a estimulos condicionados e incondicionados indica que
o CBL pode influenciar a regido medial do NCe em resposta a estimulos condicionados e
modular, pelo menos algumas, respostas a estimulos incondicionados através de vias alternativas.
Outros neurdnios de projecao ndo GABA¢érgicos da regido medial do NCe podem participar das
respostas a estimulos incondicionados.

Os resultados deste estudo mostram a possibilidade da participacdo de
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mecanismos serotoninérgicos ¢ dopaminérgicos no CBL nas respostas de medo geradas pela
estimulagdo do CI. Esses neurotransmissores parecem agir nos interneurdnios GABA¢érgicos e
nas aferéncias sensoriais e corticofrontais do CBL. Assim, para examinar o papel de mecanismos
dopaminérgicos e serotoninérgicos no CBL durante o medo condicionado eliciado pela
estimulagdo do CI e do medo incondicionado produzido por essa mesma estimulagdo, foram
administrados nessa regido da amigdala antagonistas serotoninérgicos do tipo 5-HT2 e
antagonistas dopaminérgicos do tipo DI1. Ambos os antagonistas, serotoninérgico e
dopaminérgico, administrados no CBL aumentaram os efeitos aversivos incondicionados
produzidos pela estimulacdo do CI e inibiram a aversdo condicionada ao lugar com o uso da
estimulagdo do CI como estimulo incondicionado. Assim, o bloqueio dos receptores
serotoninérgicos do tipo 5-HT2 e dos receptores dopaminérgicos do tipo D1 no CBL
prejudicaram a aquisi¢gdo do medo condicionado e favorecem a expressio do medo
incondicionado.

A administragdo da cetanserina, um antagonista de receptores serotoninérgicos do
tipo 5-HT2, no CBL produziu uma clara reduc¢do na aversdao condicionada ao lugar eliciada pelos
efeitos aversivos provocados pela administragio de semicarbazida no CI. No medo
incondicionado a cetanserina administrada no CBL produziu um aumento na aversividade gerada
pela ativagdo de substratos neurais aversivos no CI.  Assim, a inibi¢do de receptores
serotoninérgicos do tipo 5-HT2 no CBL aumentou tanto o tempo de congelamento como o
numero de cruzamentos no teste do campo aberto.

Corroborando com os presentes resultados, em estudos anteriores mostramos que a
lesdo neurotdxica serotoninérgica no CBL aumentou a aversividade gerada pela estimulacao
elétrica do CI (Macedo et al., 2002). Do mesmo modo, a administragdo do antagonista de

receptores serotoninérgicos nefazodona no CBL provocou um aumento na aversividade gerada
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pela estimulacao quimica do CI (Maisonnette et al., 2000).

Muitos estudos tém associado alteragdes no funcionamento do sistema
serotoninérgico com ansiedade e depressdao (Graeff et al., 1996; Graeff, 2002; Gargiulo et al.,
1996, Liang, 1998; Graeff, 1994, 2002). Deakin & Graeff, baseados em uma série de estudos,
lancaram a hipotese de que a serotonina na amigdala aumentaria os comportamentos relacionados
ao medo ou ansiedade, enquanto sua presenga na substancia cinzenta periaqueductal inibiria esses
comportamentos. Muitos estudos mostram os efeitos anti-aversivos da serotonina na substancia
cinzenta periaqueductal dorsal (Graeff et al., 1990, 1996; Graeff, 2002, 2004), mas sdo poucos os
estudos que sustentam um papel da serotonina no medo incondicionado na amigdala. A infusao
local de serotonina ou do agonista de receptores serotoninérgicos 5-HT1A 8-OH-DPAT na
amigdala produz um efeito ansiogé€nico no teste de conflito, enquanto a infusdo do antagonista de
receptores serotoninérgicos cetanserina produz um efeito ansiolitico (Hodges et al., 1987). Por
outro lado, a infusdo na amigdala de 8-OH-DPAT ou buspirona reduziu a vocalizagdo induzida
pelo choque (Schreiber & De Vry, 1993). A infusdo de 8-OH-DPAT ou midazolam na amigdala
prejudicou o medo condicionado, indicando um efeito ansiolitico, mas ndo o medo
incondicionado, medidos no labirinto em T elevado (Zangrossi et al., 1999). De maneira
interessante, antagonistas de receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT3 na amigdala promovem
um efeito ansiogénico no medo incondicionado medido nesse mesmo modelo (Gargiulo et al.,
1996). Os estudos atuais t€ém se restringido a nucleos especificos na amigdala, j& que muitas
respostas s3o moduladas diferentemente pelo CBL e pelo NCe. Assim, os resultados relatados
acima ndo sao facilmente interpretaveis em razao de terem sido pouco seletivos quanto aos sitios
de infusdo dentro da amigdala. O efeito aqui observado de antagonistas serotoninérgicos do tipo
5-HT2 no CBL ¢ consistente com a predi¢cao de Deakin & Graeff, ou seja, que a inibigcdo desses

receptores pode reduzir o medo condicionado, ou de outra forma, que a serotonina no CBL
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facilita o medo condicionado. Se durante o medo condicionado os niveis de 5-HT estdo
aumentados no CBL, a administragdo do antagonista de receptores 5-HT2 poderia reduzir a
aquisicdo ou na expressao do medo condicionado (Inoue et al., 1993; Kawahara et al., 1993).

Em nosso estudo o antagonista de receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT?2,
cetanserina, produziu um aumento nas respostas de medo incondicionado, ou seja, a serotonina
no CBL diminui as respostas de medo incondicionado. Porém, esse mecanismo deve ser
mediado pela regido medial do NCe, que mantém conexdes, por exemplo, com a substincia
cinzenta periaqueductal dorsal, o que seria consistente com a teoria de Deakin & Graeff. Ha
portanto, os relatos de que agonistas serotoninérgicos do tipo 5-HT2 no BLA aumentaram o
medo incondicionado (Campbell & Merchant, 2003). Porém, em nosso estudo o efeito observado
foi o contrario. Estes resultados conflitantes podem ser explicados por diferencas no modelo
animal e nas concentragdes dos agonistas utilizados. Além disso, os receptores 5-HT2 estdo
localizados em neurdnios de projecdo e em interneuronios GABAérgicos no CBL (Stein et al.,
2000). De fato, a estimulagdo desses receptores no CBL parece ter um efeito ansiolitico, pois
aumenta a liberacdo de GABA ¢ os agonistas GABAérgicos na amigdala tém efeito ansiolitico
(Rainnie, 1999; Stutzmann & LeDoux, 1999; Hodges et al., 1987). A infusdo de agonistas de
receptores 5S-HT2 estimula tanto neurdnios de projecdo como interneurdnios GABAérgicos (Stein
et al., 2000; Rainnie, 1999; Stutzmann & LeDoux, 1999). Esse balango entre efeitos excitatorios,
via neur6nios de proje¢do, e inibitdrios, via interneurénios GABAérgicos, deve sofrer influéncia
da concentragdo de serotonina no CBL durante as respostas defensivas mediadas pela amigdala.
A estimulacdo do CI, ao promover uma reducdo dos filtros serotoninérgicos 5-HT2, poderia
modular os neurdnios de projecdo do CBL que, conseqiientemente, poderiam modular os
neurdnios da regido medial do NCe facilitando, assim, as respostas de medo incondicionado. De

outra forma, uma reducdo da atividade do sistema serotoninérgico no CBL pode resultar num
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déficit da modulagao GABA¢érgica sobre as aferéncias sensoriais glutamatérgicas que alcancam
esse complexo nuclear da amigdala que, com efeito, pode provocar um processamento incorreto
desses sinais sensoriais, por exemplo, processando sinais in6cuos como eventos emocionais
importantes para o organismo. Desta forma, essas alteragdes poderiam afetar tanto o medo
condicionado como o medo incondicionado.

Os efeitos aversivos provocados pela estimulagdo do CI acentuados pela inibigao
dos receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT2 podem ter sido determinantes na morte de oito
animais deste estudo.

A administragdo da SCH-23390, um antagonista de receptores dopaminérgicos do
tipo D1, no CBL produziu uma clara redugdo na aversdo condicionada ao lugar eliciada pelos
efeitos aversivos provocados pela administragio de semicarbazida no CI. No medo
incondicionado a SCH-23390 administrada no CBL produziu um aumento na aversividade gerada
pela ativagdo de substratos neurais de aversdo no CI. Assim, a inibicdo de receptores
dopaminérgicos do tipo D1 no CBL aumentou substancialmente o nimero de cruzamentos no
teste do campo aberto, porém nao afetou o congelamento.

A redugdo do medo condicionado pela administragdo de SCH-23390 no CBL tem
sido confirmada em outros estudos (Lamont & Kokkinidis, 1998). Esse mesmo antagonista de
receptores D1 no CBL reduziu a aquisicdo e a expressdo do medo condicionado, enquanto a
infusdo do agonista D1 SKF-82958 facilitou tanto sua aquisi¢do como sua expressao (Guarraci et
al., 1999a,b). A plasticidade e excitabilidade neural dos processos de condicionamento podem
ser bloqueadas pela infusdo de antagonistas dopaminérgicos no CBL (Rosenkranz & Grace,
2002a,b). Assim, uma conseqiiéncia de inibi¢des do sistema dopaminérgico do CBL ¢ a
interrupgdo dos processos associativos no condicionamento, que poderia resultar em mecanismos

associativos inadequados. Todos esses resultados parecem indicar que a DA tem um papel
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facilitador sobre o medo condicionado. Apoiando esta idéia, sabe-se que a ativagdo de receptores
dopaminérgicos no CBL favorece o aparecimento de comportamentos emocionais (Borokowski
& Kokkinidis 1996; Harmer & Phillips, 1999). A ativagdo de receptores dopaminérgicos resulta
num aumento pds-sinaptico de neurdnios de projecao e de interneuronios GABAérgicos no CBL
(Brinley-Reed & McDonald, 1999; Kroner et al.,, 2005). Especificamente, a ativacdo de
receptores D1 aumenta a freqliéncia de disparos em interneurdnios GABAérgicos resultando,
assim, numa inibi¢ao dos neurdnios de proje¢do no CBL. Esse aumento da inibicdo GABAérgica
pode filtrar as aferéncias glutamatérgicas que alcangam o CBL através de uma hiperpolarizagao
transitoria e reduzir a possibilidade de disparos dos seus neurdnios de projecdo (Hausser & Clark,
1997). Assim, a redugdo desses mecanismos dopaminérgicos no CBL resultaria num déficit da
modulacdo GABA¢érgica sobre as aferéncias sensoriais e corticais glutamatérgicas que alcangam
o CBL que, conseqiientemente, pode provocar um processamento incorreto desses sinais
sensoriais e corticais, por exemplo, processando sinais in6cuos como eventos emocionais
importantes para o organismo ou interferindo sobre a inibicdo provocada pelas aferéncias
corticofrontais, que estdo relacionadas aos processos de extin¢ao (Ledoux, 2000; Sotres-Bayon et
al., 2004; Cookson & Clarimon, 2005). E provavel, portanto, que mecanismos mediados por
receptores 5-HT2 e dopaminérgicos do tipo D1 atuem de maneira cooperativa na modulacio do

medo na amigdala.
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Experimento Il



Experimento lll: efeitos da inativacdo do complexo
basolateral da amigdala sobre o aumento nos niveis
extracelulares de DA no cortex frontal produzido pela
estimulacao elétrica do Cli

MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar com peso inicial entre 250 g e 300 g
provenientes do biotério do departamento de farmacologia da Faculdad de Ciéncias Quimicas da
Universidad Nacional de Cordoba, Cérdoba, Argentina. Os animais, mantidos nesse biotério
com temperatura de 22°C + 1°C e com ciclo de iluminag¢do claro-escuro (periodo de luz: 7:00 as
19:00 hs), foram alojados (quatro animais por caixa) em caixas de polipropileno (50 x 30 x 20
cm), forradas com serragem, recebendo comida e agua ad libitum. Os animais, apos o
procedimento cirtrgico, foram mantidos nessas mesmas caixas. Porém, apds o procedimento para
implantacdo de sondas de microdialise transversal no cortex frontal, os animais foram mantidos

isolados por 24 horas dentro de uma cuba para microdialise.

Cirurgia

Os animais foram anestesiados com tribromoetanol, por via i.p. (250 mg/kg), e
foram fixados a um aparelho estereotaxico (Stoelting, EUA), pelo rochedo temporal e incisivos
superiores (barra dos incisivos: -3,3 mm). Apds tricotomia na regido da cabeca, foi feita limpeza
com alcool iodado. A seguir, foi realizada uma incisdo de aproximadamente 2,0 cm, removendo-
se pele, tecido subcutaneo e periosteo. Com a superficie craniana exposta e ajustada na posicao

horizontal foram implantados trés parafusos nos 0ssos cranianos para a posterior ancoragem de
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uma protese de ionomero de vidro (VOCO, Alemanha) sobre o local da incisdo. Em seguida,
foram introduzidos, apds perfuragdo d6ssea e de acordo com cada protocolo experimental, um
eletrodo bipolar no CI, uma canula-guia no CBL e uma sonda de microdialise transversal no CFr.
As coordenadas utilizadas, de acordo com o atlas de Paxinos e Watson (1997), tendo o bregma
como referéncia, foram: coliculo inferior, anterior-posterior (AP) = - 8,8 mm; médio-lateral (ML)
= 1,6 mm; e dorso-ventral (DV) = 4,5 mm; complexo basolateral da amigdala, AP = - 2,8 mm;

ML = 5,1 mm; DV = 7,8 mm,; e cortex frontal, AP = 3,2 mm; DV = 2,6 mm.

Microdialise

Quatro dias apds a implantagao de eletrodos bipolares no CI e de canulas-guia no
CBL foi realizada a implanta¢ao de sondas de microdialise transversal. Confeccionadas a partir
de membranas de dialise (Hospal S.P.A., Itdlia; 200 mm d.i. e 340 mm d.e.), essas sondas de
microdidlise transversais possuiam membranas com uma area de 6 mm que possibilita a troca de
moléculas entre o tecido nervoso do cortex frontal — em ambos os hemisférios — € 0 meio interno
da membrana (ocupado por liquido cefalorraquidiano artificial - LCRa). O restante da fibra de
dialise foi recoberta com resina de epoxi. Tubos de polietileno (PE-10; Becton-Dickinson, EUA)
foram conectados em cada extremidade da membrana de dialise, implantada no CFr, constituindo
uma via de entrada e outra de saida. Apos o procedimento cirirgico, os animais foram colocados
em uma cuba para microdialise (Bioanalytical Systems, EUA), que possibilitava sua livre
movimentagdo. Neste momento, os tubos de polietileno eram conectados a um sistema de bragos
e comutadores, que permitia a conexao desses tubos com uma seringa de microinfusdo (entrada
do LCRa) e um coletor de fragao (saida do dialisado) refrigerado com a temperatura ajustada a
4°C (CMA/100, CMA, EUA). Na sessao experimental, a perfusdio com LCRa (NaCl 147,0 mM,

KCl 4,0 mM, CaCl, 1,5 mM e MgCl, 0,8 mM) foi realizada através de uma bomba de infusao,
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num fluxo continuo de 1,2 pL/min. As amostras do dialisado foram coletadas a cada 30 min, em

tubos contendo 1 pL de acido acético (0,1 N).

Determinagéo por CLAE da DA e da 5-HT

A dopamina e a serotonina, contida no dialisado, foi analisada num sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Esse sistema era constituido por um detector
eletroquimico (LC-4C; Bioanalytical Systems, EUA), acoplado a uma coluna de fase-reversa
(Ultrasphere C18, 15 cm, tamanho de particulas de 5 mm; Beckman, EUA) e a uma bomba para
CLAE de baixa pulsa¢do (SpectraSeries P200; Spectra-Physics Analytical, EUA). O potencial
utilizado foi de 650 mV (eletrodo de referéncia Ag/AgCl). A fase movel, constituida de 75 mM
NaH,PO4, 0,75 mM sulfato de soédio dodecil, 100 uM EDTA, 1,48 mM trietilamina, 16%
acetonitrila e 16% metanol (pH = 5.6), foi filtrada e bombeada através do sistema num fluxo de
1,0 ml/min. O volume por amostra de dialisado injetada foi de 20 pL. O sistema de CLAE era
integrado a um sistema de aquisi¢do de dados, PeakSimple II (SRI Instruments, EUA). Sob essas
condi¢des, o limite de deteccdo foi de 10 fmoles por amostra. A quantificagdo dos
neurotransmissores DA e de 5-HT e seus metabolitos, respectivamente, DOPAC e 5-HIAA, foi

feita pela comparagdo da altura dos picos em relagdo a uma curva padrao.

Microinjegdes

As injecdes de salina, de muscimol (0,5 pg / 0,5 uL) ou de lidocaina (10 pg / 0,5
pL) foram realizadas por meio de uma canula de infusdo (30 G; 13 mm). Essas drogas ou o seu
veiculo foram microinjetadas no complexo basolateral da amigdala num volume de 0,5 ul. O
fluxo para a administracdo da droga foi de 0,25 pL/min (tempo total de administracdo de 2 min).

Apbs esse procedimento, esperou-se um tempo adicional de 1 min para a completa dispersdo da
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droga no tecido encefalico. As injecdoes foram realizadas através de uma seringa de 5 pl
(Hamilton, EUA), conectada a um tubo de polietileno (PE-10; Becton-Dickinson, EUA) a canula

de infusdo e controladas por uma bomba de microinfusao (CMA/100, CMA, Suiga).

Determinagé&o dos limiares aversivos

Ap6s a implantacao de eletrodos bipolares (MS 303/3, Plastics One Inc., EUA), os
limiares foram mensurados na cuba de microdilise (Bioanalytical Systems, EUA), numa sala
experimental com iluminagdo fluorescente (60 lux na base da cuba). Através de um estimulador
de onda senoidal (ESF12, DelVechio, Brasil), foram aplicados estimulos elétricos de acordo com

o protocolo descrito no experimento I (pag. 25).

Drogas e reagentes

O muscimol foi obtido da Sigma-Chemical (St. Louis, USA) e a lidocaina foi
obtida da Denver Farma S.A. (Buenos Aires, Argentina). Todos os reagentes utilizados para
CLAE foram obtidos da J. T. Baker Chemical (Phillipsburg, EUA) ou da Sigma-Chemical (St.

Louis, EUA).

Procedimento

Os experimentos foram iniciados cinco dias apds o procedimento cirirgico para a
implantacdo de um eletrodo bipolar no CI e uma canula-guia no CBL e vinte e quatro horas apds
o procedimento de implanta¢do da sonda de microdidlise transversal. A membrana de dialise foi
perfundida com a solu¢do de LCRa num fluxo de 1,2 puL/min (CMA/100, CMA, Suica). Apos
um periodo de 2 horas de equilibrio, as amostras de dialisado foram coletadas a intervalos
regulares de 30 min dentro de tubos de vidro (BAS, EUA) contendo 1 uL de acido perclorico (0,1

N) para prevenir oxidagdes. Esses tubos foram mantidos na temperatura de 4°C num coletor de
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fracdes refrigerado (BAS, EUA). Os niveis basais dos neurotransmissores e seus metabolitos,
anteriores a qualquer procedimento, foram definidos como a média de quatro amostras
consecutivas de dialisados, diferindo ndo mais do que 10%. Apos a coleta dessas amostras
basais, consideradas como 100%, foi realizado o procedimento de estimulacao elétrica do CI.
Apos a ocorréncia da reagdo comportamental de fuga, considerada como tempo zero, foram
coletados dialisados até 210 min. O procedimento de injegdes de salina, de muscimol ou de
lidocaina no CBL foi realizado quinze minutos antes da estimulagao elétrica no CI.

Trés grupos de animais, com um eletrodo bipolar no CI, uma canula-guia no CBL
e uma sonda de microdidlise transversal no CFr, foram testados para examinar os efeitos da
microinjecao de salina (n=6), lidocaina (n=6) e muscimol (n=5) no CBL sobre os niveis de DA ¢
de 5-HT no CFr, apds a estimulacdo elétrica do CI — no limiar de fuga. Trés grupos de animais
controle, com os mesmos implantes cirurgicos, foram adicionados nesse estudo, porém, para os
animais desses grupos, ndo foi realizado o procedimento de estimulagdo elétrica do CI. Nesses
grupos foi examinada a influéncia das inje¢des de salina (n=6), lidocaina (n=6) e muscimol (n=6)
no CBL sobre os niveis de DA e de 5-HT no CFr, porém sem o efeito da estimulagdo elétrica do

CL

Histologia

ApoOs o término dos experimentos, os animais foram submetidos ao mesmo
protocolo descrito no experimento I (pag. 27). Foram considerados como integrantes da amostra,
somente os dados obtidos de animais que apresentaram localizagdo dos eletrodos, das canulas-
guia e das sondas de microdialise transversal nas estruturas-alvo, segundo comparagdes com

diagramas do atlas de Paxinos & Watson (1997).
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Andalise dos dados

Os dados estdo representados como média + E.P.M. do percentual dos valores
basais, calculados das primeiras quatro amostras de dialisados consecutivas, que foram obtidas
antes do procedimento de microinjecdo de salina, muscimol ou lidocaina no CBL e do
procedimento de estimulagao elétrica do CI.

Os dados foram analisados através da andlise de varidncia (ANOVA) de dois
fatores com medidas repetidas. Essa andlise estatistica foi aplicada para examinar o efeito das
injecdes de salina, muscimol ou lidocaina no CBL (fator 1) sobre os niveis extracelulares de DA
e 5-HT no CFr (fator 2: tempo das amostras de dialisados) apds a estimulagdo elétrica do CI no
limiar de fuga. Nos casos em que ocorreram diferengas estatisticamente significativas foi

aplicado o teste post hoc de Tukey. Um valor de p < 0,05 foi considerado significativo.
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Resultados
Os sitios de estimulacdo elétrica, de microinjecdes e de didlise estavam

localizados, respectivamente, no CI, no CBL e no CFr. A figura 4.11A mostra a posi¢ao das

Cc

Bregma: 2.7mm

Figura 4.11. Representagdes de segdes coronais mostrando a localizagdo dos implantes das sondas de
microdialise no complexo basolateral da amigdala e no nticleo central da amigdala (A), adaptada do atlas de
Paxinos ¢ Watson (1997). Fotomicrografias representativas de sitios de microinje¢des no complexo basolateral
da amigdala (B) e de sitios de estimulag@o elétrica no coliculo inferior (C). Barras = 500 pm. BLA= complexo
basolateral da amigdala. Ce=nucleo central da amigdala. CIC= nticleo central do coliculo inferior. cic=
comissura do coliculo inferior. CnF= nucleo cuneiforme. DCIC= cortex dorsal do coliculo inferior. Den=
nucleo endopiriforme dorsal. ECIC= cortex externo do coliculo inferior. LPAG= substincia periaqueductal
lateral. MeP= nucleo medial da amigdala. Pir= cortex piriforme.
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sondas de microdidlise no CFr. As figuras 4.11B e 4.11C mostram, respectivamente, um sitio
representativo de microinje¢do no CBL e um sitio representativo de estimulagdo elétrica no CI.

A figura 4.12 mostra os efeitos das microinjecdes de salina, muscimol e lidocaina
no CBL sobre o limiar aversivo de fuga produzido pela estimulagdo elétrica do CI. A ANOVA
mostrou diferencas estatisticamente significativas no limiar de fuga nos grupos com
microinje¢des no CBL [F(2,14) = 39,10; p < 0,05]. O teste post hoc de Tukey mostrou uma
diminui¢do estatisticamente significativa limiar de fuga nos grupos com microinjecao de

muscimol e de lidocaina quando comparados com o grupo tratado com salina (p > 0,05).
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Figura 4.12. Limiares de fuga (média + E.P.M.) determinados pela estimulaggo elétrica do coliculo inferior
nos grupos com microinje¢do de salina (0,5 pl), lidocaina (10 pg/0,5 pl) e muscimol (0,5 pg/0,5ul) no
complexo basolateral da amigdala. A analise estatistica aplicada foi a ANOVA de um fator, seguido do teste
post hoc de Tukey. n=6 para os grupos salina e lidocaina e n=5 para o grupo muscimol todos os grupos. *
p<0,05 em relagdo a linha de base.

Os niveis extracelulares basais de DA foram de 0,62 + 0,05 nM e os niveis

extracelulares basais de 5-HT foram de 0,35 + 0,04 nM.
A figura 4.13 mostra os niveis extracelulares de DA e de 5-HT no CFr de animais

com microinje¢dao de salina, muscimol e lidocaina no CBL, porém sem a estimulagdo elétrica
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aversiva no CI. A ANOVA nao mostrou diferencgas estatisticamente significativas nos niveis
extracelulares de DA e de 5-HT corticofrontais durante o tempo [F(7,105) = 0,51 ¢ 0,18 para DA
e 5-HT, respectivamente; p > 0,05 em ambos os casos] para os grupos com microinjecdes no
CBL [F(2,15) = 1,27 e 0,44 para DA e 5-HT, respectivamente; p > 0,05 em ambos os casos]. Nao
houve diferengas estatisticamente significativas na interacao tempo x microinjegoes [F(14,105) =

0,61 e 0,68 para DA e 5-HT, respectivamente; p > 0,05 em ambos os casos].
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Figura 4.13. Niveis extracelulares de dopamina (DA) e de serotonina (5-HT) nos dialisados do cortex frontal
antes (-90, -60, -30 e 0 min) e depois (30 — 210 min) de microinje¢des de salina (0,5 pl), lidocaina (10 pg/0,5
pl) e muscimol (0,5 pg/0,5ul) no complexo basolateral da amigdala em animais sem estimulagéo elétrica do
coliculo inferior. Essas microinje¢des foram aplicadas no tempo 0. Os dados estdo apresentados como
porcentagem em relagdo aos niveis basais (média das quatro primeiras amostras de dialisado consecutivas
antes das microinje¢des, considerada como 100%) e estdo expressos como média = E.P.M. A analise
estatistica aplicada foi a ANOVA de dois fatores com medidas repetidas, seguido do teste post hoc de Tukey.
n=6 para todos os grupos. * p<0,05 em relag@o a linha de base.
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A figura 4.14 mostra o curso temporal dos niveis extracelulares de DA e de 5-HT
no CFr de animais com estimulagdo elétrica no CI no limiar ¢ microinjecdes de salina, de
lidocaina ou de muscimol no CBL. Os animais que receberam microinje¢des de lidocaina e de
muscimol foram agrupados em um grupo, pois ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas nos niveis extracelulares corticofrontais de DA [F(1,9) = 0,07; p > 0,05] ou de 5-
HT [F(1,6) = 0,80; p > 0,05].

Os resultados obtidos nos niveis extracelulares de DA e de 5-HT em animais com

estimulagao elétrica no CI e microinje¢des no CBL serdo descritos separadamente abaixo.

Dopamina

A ANOVA mostrou que houve diferencas estatisticamente significativas nos
niveis extracelulares de DA no CFr sobre o tempo [F(7,105) = 4,64; p < 0,05] e nos grupos com
microinjecdes no CBL [F(1,15) = 4,98; p < 0,05], apds a estimulagdo elétrica do CI no limiar de
fuga. Houve efeito estatisticamente significativo na interacdo tempo x microinje¢des [F(7,105) =
6,73; p < 0,05]. O teste post hoc de Tukey mostrou que houve um aumento significativo nos
niveis extracelulares de DA somente nos animais com microinje¢cdes de salina no CBL (p <
0,05). Esse efeito ocorreu logo apos a estimulagdo elétrica do CI e seu efeito permaneceu até o
tempo 210 min. Os niveis extracelulares de DA no CFr foi de aproximadamente 30% em

comparagdo com os niveis extracelulares basais. Esses resultados sdo apresentados na figura

4.14A.

Serotonina
A ANOVA mostrou que houve diferengas estatisticamente significativas nos
niveis extracelulares de 5-HT no CFr sobre o tempo [F(7,84) = 12,34, p < 0,05], porém sem

efeito nos grupos com microinjecdes no CBL [F(1,12) = 0,19; p > 0,05], apds a estimulacao
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elétrica do CI no limiar de fuga. Nao houve diferencas estatisticamente significativas na
interagdo tempo x microinje¢des [F(7,84) = 1.77, p > 0,05]. O teste post hoc de Tukey mostrou
que houve um reducao significativa nos niveis extracelulares de 5-HT no CFr em todos os grupos

com microinje¢cdes no CBL (p < 0,05). Esse efeito ocorreu no tempo 60 min apos a estimulagao
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Figura 4.14. Niveis extracelulares de dopamina (DA) (A) e de serotonina (5-HT) (B) nos dialisados do cortex
frontal antes (-90, -60, -30 ¢ 0 min) e depois (30 — 210 min) de microinje¢des de salina (0,5 pl), lidocaina (10
pg/0,5 ul) e muscimol (0,5 pg/0,5ul) no complexo basolateral da amigdala em animais com estimulacao
elétrica do coliculo inferior (eeci). Essas microinjegdes e as estimulacdes elétricas no limiar de fuga foram
aplicadas no tempo 0. Os dados estdo apresentados como porcentagem em relagdo aos niveis basais (média
das quatro primeiras amostras de dialisado consecutivas antes da eeci ¢ das microinjegdes, considerada como
100%) e estdo expressos como média £ E.P.M. A andlise estatistica aplicada foi a ANOVA de dois fatores
com medidas repetidas, seguido do teste post hoc de Tukey. n=6 para os grupos salina e lidocaina; e n=5 para
o grupo muscimol. * p<0,05 em relagdo a linha de base.

81



elétrica do CI e seu efeito permaneceu até o tempo 210 min. Esses resultados sdo apresentados na

figura 4.14B.
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Discussao

O presente estudo confirma resultados anteriores mostrando que a estimulagao
elétrica do coliculo inferior, no limiar de fuga, causa uma liberacao extracelular prolongada de
DA no CF (Cuadra et al., 2000). Neste estudo, entretanto, quando o CBL ¢ inativado, através da
administracao de lidocaina ou de muscimol, produz-se uma queda significativa nesse aumento
dos niveis extracelulares de DA apds a estimulagao elétrica do CI no limiar de fuga.

O presente estudo busca compreender parte da circuitaria neural do medo que
estabelece a conexado coliculo inferior — cortex frontal. Alguns estudos suportam a hipdtese de
que a amigdala ocupa um papel relevante nessa circuitaria. Neuroanatomicamente, o CI mantém
conexdes com o CBL, através do nucleo geniculado medial (LeDoux et al. 1990b; Turner &
Herkenham, 1991), enquanto o CBL estabelece conexdes reciprocas e diretas com o CFr
(McDonald, 1996). Estudos conduzidos neste € em outros laboratorios mostram que a lesao
excitotoxica, a lesdo neurotdxica serotoninérgica ¢ a administragdo de antagonistas
serotoninérgicos no CBL favorecem aversividade decorrente da ativagdo do CI (Maisonnette et
al., 1996, 2000; Macedo et al., 2002). Nos estudos apresentados mostramos que a estimulagao
elétrica do CI no limiar de congelamento e de fuga provoca um aumento na liberagdo extracelular
de DA e de 5-HT. Alguns resultados mostrando a ativagdo de mecanismos neurais corticofrontais
durante estados aversivos gerados pela estimulagdo do CI tém sido descritos recentemente
(Cuadra et al., 2000; Troncoso et al., 2003). Além disso, a ativagdo de substratos neurais da
aversdo no CI revela um aumento na expressao da proteina c-fos tanto na amigdala como no CFr
(Lamprea et al., 2002).

O CBL parece modular a ativacdo de mecanismos dopaminérgicos corticofrontais

em situagdes aversivas (Goldstein et al., 1996; Davidson et al., 2002; Quirk et al., 2003; Sotres-
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Bayon et al., 2004; Likhtik et al., 2005). O CFr parece influenciar a resposta comportamental a
estimulos aversivos e integrar as informacgdes internas e externas e processa-las de acordo com
sua relevancia emocional, sendo que seu funcionamento depende das informagdes recebidas do
CBL (Hurley et al., 1991; Terreberry & Neafsey, 1983, 1987). De fato, o CBL mantém conexdes
glutamatérgicas reciprocas com o CFr (Krettek & Price, 1977; McDonald, 1991; McDonald et
al., 1996; Jackson & Moghaddam, 2001). Porém, o modo pelo qual a amigdala pode modular a
atividade dopaminérgica no CFr ainda ¢ objeto de conjecturas.

A principal fonte dopaminérgica corticofrontal ¢ a area tegmentar ventral (ATV,
A10), origem da via mesocortical (Le Moal & Simon, 1991). Tem sido postulado que o nucleo
basolateral da amigdala atua como filtro sensorial para as informagdes aversivas que chegam
CPFr. O controle seria exercido sobre o nucleo central da amigdala que se constitui na principal
via de saida das respostas defensivas geradas e/ou elaboradas na amigdala. Estas fibras, por sua
vez, alcangariam a A10, que se projeta para o CPFr (Wallace et al., 1992). Na literatura ndo ha
pesquisas que mostrem alguma conexao direta entre o CI e a area tegmentar ventral, principal
origem da via mesocortical dopaminérgica. Por outro lado, estudos neuroanatdémicos demonstram
que o CPFr tem importantes conexdes com areas auditivas no cortex temporal (Pandya &
Kuyper, 1969). Sabe-se que o CI é uma estrutura chave para a informacgdo auditiva e que
estabelece importantes conexdes com areas corticais, principalmente com o lobo temporal
(Adams, 1979; Cooper & Young, 1976). Assim, a estimulagdo do coliculo inferior, através de
circuitos reguladores da amigdala, poderia aumentar os niveis de DA no CPFr, através da
estimulacdo da area tegmentar ventral.

Atualmente, muitos estudos tém procurado compreender o papel da conexado
reciproca e direta entre o CBL e o CPFr (Grace, 2000; Carr & Sesack, 2000). As projecoes

diretas do CBL para o CPFr envolvem fibras que, em sua maioria, s3o excitatorias,
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especificamente glutamatérgicas (McDonald, 1987). A amigdala parece modificar a atividade dos
neurdnios do cortex pré-frontal durante o processamento de estimulos auditivos aversivos em
ratos (Garcia et al., 1999). Ainda, a estimulagdo do CBL induz predominantemente respostas
inibitorias no cortex pré-frontal (Pérez-Jaranay & Vives, 1991). Jackson & Moghaddam (2001),
através de estudos neuroquimicos, mostraram que microestimulacdes do CBL produzem um
aumento significativo nos niveis extracelulares de dopamina no CPFr. Além disso, essas
microestimulagdes no CBL, que mantém conexdes glutamatérgicas com o CPFr, também
provocaram um aumento nos niveis de glutamato corticofrontal. Nao obstante, o aumento nos
niveis dopaminérgicos do CPFr ndo foi bloqueado pela inibigdo desse sistema glutamatérgico.
Assim, que as fibras eferentes glutamatérgicas, que conectam diretamente a amigdala ao CPFr,
ndo participem da regulacdo dopaminérgica do CPFr. Por conseguinte, é provavel que a ativagao
do sistema dopaminérgico corticofrontal derive do aumento da atividade neuronal da ATV, cujos
corpos celulares dopaminérgicos ddao origem ao sistema dopaminérgico mesocortical (Carr &
Sesack, 2000).

O nucleo accumbens tem sido considerado como uma interface para estimulos
com valor emocional e os sitios efetores motores (Mogenson et al., 1980; Pennartz et al., 1994).
Ainda, fibras glutamatérgicas tanto do CPFr como da amigdala para o nucleo accumbens sio
consideradas como vias fundamentais para a expressdo de comportamentos motores acionado por
estimulos emocionais relevantes (Cador et al., 1989; Robbins et al., 1989).

Assim, a estimulacdo elétrica do CI poderia ativar, via corpo geniculado medial,
neurénios do CBL que se projetam para o CPFr que, por sua vez, ativariam neurdnios
glutamatérgicos corticofrontais que se projetam para a ATV: essa estimulacdo nos neurdnios
dopaminérgicos da ATV promoveria a liberagdo de DA no CPFr. Porém, em nosso estudo, essa

cascata estimulatoria parece ter sido interrompida pela inativagdo dos neurénios no CBL. O
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aumento na transmissao dopaminérgica no CFr em fun¢ao das informagdes aversivas elaboradas
no mesencéfalo parece sofrer uma influéncia direta do CBL.

Uma outra possibilidade neuroanatomica na circuitaria entre o coliculo inferior e o
cortex pré-frontal pode ocorrer através da via: coliculo inferior — nucleo geniculado medial —
amigdala — tdlamo dorsomedial — cortex pré-frontal (Brodal, 1992). Porém, parece haver um
papel preponderante das conexdes diretas entre o CBL e o CPFr no trajeto das informagdes
aversivas (Barbas, 2000; Garcia et al., 1999; Jacobson & Trojanowski, 1975). Ainda, o NCe da
amigdala mantém conexdes com a ATV, podendo, assim, influenciar diretamente o sistema
dopaminérgico mesocortical. Porém, os neurdnios de proje¢do do NCe s3o em sua maioria
GABA¢érgicos e alcancam os corpos celulares na ATV, cujo alvo sdo neuronios de proje¢do nao
dopaminérgicos (Fudge & Haber, 2000; Phillipson, 1979; Wallace et al., 1992).

Alguns autores tém proposto que mecanismos dopaminérgicos corticofrontais
estdo implicados em processos cognitivos e atencionais que seriam ativados durante experiéncias
aversivas, sugerindo que a resposta dopaminérgica corticofrontal a estimulos aversivos ¢
necessaria, sob certas circunstancias, para manter uma resposta comportamental apropriada
diante de mudangas no ambiente (Davidson, 2002; Espejo, 1997; Likhtik et al., 2005). Assim,
Garcia e colaboradores (1999) mostraram que a estimulagdo do CBL parece causar uma inibi¢ao
nos mecanismos neurais corticofrontais que participam no controle da expressio de medo.
Existem varios relatos que mostram um aumento na liberacao extracelular de DA corticofrontal
em resposta a estressores ambientais e farmacoldgicos ou a estimulagdo de areas envolvidas na
neurocircuitaria aversiva (Abercrombie et al., 1989; Cuadra et al., 2000; 2001; Davis et al.,
1994b; Pezze et al., 2003).

A interagdo entre o cortex pré-frontal e amigdala parece estar envolvida nos

processos de extingdo do medo (LeDoux 2000; Morgan et al., 1993; Quirk et al., 2003;
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Rosenkranz et al., 2003). Assim, a circuitaria no CBL, que ¢ essencial para a aquisicdo do medo
condicionado, mantém conexdes intra-amigdalianas com a regido medial do NCe, que controla a
expressdo do medo através de conexdes com circuitos encefalicos especificos — tais como a
substancia cinzenta periaquedutal dorsal e o hipotadlamo — que medeiam diferentes respostas — por
exemplo, comportamento de congelamento e respostas endocrinas. A comunicagao entre o CBL
e a regido medial do NCe ¢ complexa e pode envolver as camadas intercalares de interneurénios
inibitorios (Paré et al., 2004). O cortex pré-frontal medial parece regular a expressdo do medo
pela inibi¢do da amigdala (Davidson, 2002; Drevets, 1999; Quirk & Gehlert, 2003; Sotres-Bayon
et al.,, 2004). A extingdo poderia envolver o cortex pré-frontal medial ou ventromedial que
poderiam suprimir diretamente os disparos neurais na amigdala ou ativar interneuronios
inibitdorios no CBL ou a ativacdo dos interneurdnios inibitoérios da massa intercalar (Sotres-Bayon
et al., 2004; Rosenkranz et al., 2003; Quirk et al., 2003).

Neste estudo a inativagdo do CBL com lidocaina ou muscimol ndo causou
qualquer alteracdo nos mecanismos dopaminérgicos basais no CFr. Alguns estudos mostram que
a inativacdo do CBL pode influenciar diretamente os niveis extracelulares de DA no cortex pré-
frontal medial (Carr & Sesack, 2000). Mecanismos dopaminérgicos corticofrontais podem ser
influenciados pela atividade motora. Assim, o aumento nos niveis extracelulares dopaminérgicos
no CFr apds a estimulagdo elétrica do CI, no limiar de fuga — que causa uma forte ativagao
motora —, poderia sofrer influéncias inerentes a propria atividade motora que o animal exibe
durante esse comportamento. No entanto, em estudo anterior mostramos que a estimulagio
elétrica, no limiar de fuga, da substancia cinzenta periaqueductal dorsal, outra area mesencefalica
relacionada ao comportamento defensivo, ndo produz um aumento nos niveis extracelulares de
DA no CFr (Cuadra et al., 2000). Assim, é provavel que o aumento nos niveis extracelulares de

DA corticofrontais produzido pela estimulacdo elétrica do CI ndo sofra influéncias da atividade
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motora do animal.

Em contraste com os mecanismos dopaminérgicos corticofrontais, os niveis
extracelulares de serotonina no CFr sdo reduzidos pela estimulagdo elétrica do CI. Esses
resultados eram esperados na medida em que mecanismos serotoninérgicos no medo e na
ansiedade sao largamente reconhecidos (Brandao et al., 1999; Graeff, 2002; Millan, 2003; Gray
& McNaughton, 2000). Por outro lado, a inativagdo do CBL com lidocaina ou muscimol ndo
causou qualquer modificagdo nos niveis extracelulares de 5-HT no CFr de ratos com estimulacao
elétrica no CI no limiar de fuga. Assim, ao contrario dos mecanismos dopaminérgicos
corticofrontais, que parecem ser modulados pelo CBL, os mecanismos serotoninérgicos no CFr
parecem nao sofrer uma modulag¢do do CBL.

Esse estudo mostra também que a inativagdo do CBL com lidocaina ou muscimol
aumenta a aversividade produzida pela estimulacao elétrica do CI. Esse resultado segue a mesma
dire¢do daqueles obtidos com a semicarbazida injetada no CI combinada com a inativagdo do
CBL com muscimol.

A estimulacdo elétrica do CI produz um aumento nos niveis extracelulares de
dopamina e uma redu¢do nos niveis extracelulares de serotonina. A inativagdo do CBL produz
um aumento da aversividade gerada pela estimulacao elétrica do coliculo inferior € uma redugao
nos niveis extracelulares de dopamina corticofrontal, porém ndo influenciou os niveis
extracelulares de 5-HT.

Resultados consistentes na literatura tém evidenciado o papel critico da amigdala
na modulagdo de respostas condicionadas e incondicionadas a estimulos de perigo (Blanchard &
Blanchard, 1972; LeDoux et al., 1988; Davis, 1992b; Davis et al., 1994a). O cortex pré-frontal
medial parece regular a expressdo do medo através de mecanismos inibitdrios da amigdala

(Drevets, 1999; Quirk & Gehlert, 2003; Sotres-Bayon et al., 2004), suprimindo diretamente os
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disparos neurais na amigdala ou ativando interneurénios inibitérios no CBL (Sotres-Bayon et al
2004; Rosenkranz et al., 2003; Quirk et al., 2003). O medo condicionado est4d associado a um
aumento na liberagdo de DA no cortex pré-frontal, sugerindo que a DA ¢ um importante
componente no medo condicionado (Yoshioka et al., 1996; Pezze et al., 2003; Pezze & Feldon,
2004). Estimulos de estresse e aversivos também provocam um aumento na liberacdo de DA no

cortex pré-frontal (Goldstein et al., 1994; Yoshioka et al., 1996).
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Conclusodes



Conclusodes

® A estimulagdo elétrica no coliculo inferior, nos limiares de congelamento e fuga,
aumentou os niveis extracelulares de dopamina e de serotonina no complexo basolateral
da amigdala. A estimulacdo elétrica do coliculo inferior ndo provocou qualquer

alteracdo nos niveis extracelulares de DA e 5-HT no nucleo central da amigdala.

® A inativagdo com muscimol ou a inibicdo dos receptores dopaminérgicos DI e
serotoninérgicos 5-HT2 no complexo basolateral da amigdala prejudicam a aquisi¢do da
aversao condicionada ao lugar produzida por associagdes com o estado aversivo gerado
pela infusdo de semicarbazida no coliculo inferior. Essas mesmas manipulagdes no
complexo basolateral da amigdala favorecem o medo incondicionado produzido pela

estimulagdo do coliculo inferior.

® A inativacdo do complexo basolateral da amigdala com lidocaina ou muscimol preveniu
a liberagao extracelular de dopamina no cortex frontal gerado pela estimulagdo elétrica
do coliculo inferior no limiar de fuga. Por outro lado, a estimulagao elétrica do CI, no
limiar de fuga, promoveu uma reducao nos niveis extracelulares de serotonina no cortex
frontal. Essa redu¢ao nos mecanismos serotoninérgicos do cortex frontal parecem ndo

depender do funcionamento do complexo basolateral da amigdala.
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