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RESUMO

A microinjecdo do antagonista de receptores GABA-A bicuculina ou do inibidor da
descarboxilase do 4cido glutdmico (GAD), a semicarbazida, na substancia cinzenta
periaquedutal dorsolateral (SCPdl) ou no coliculo inferior (CI) produz comportamentos
defensivos, que mimetizam os efeitos da estimulagdo elétrica nessas estruturas do teto
mesencefalico. Enquanto a bicuculina causa uma intensa ativagdo comportamental
caracterizada por respostas de fuga, o comportamento predominante induzido pela
semicarbazida ¢ o congelamento. Mecanismos GABA¢érgicos parecem exercer, portanto, uma
inibi¢do tonica no substrato neural responsavel pela geragdo e elaboracdo de respostas
defensivas no teto mesencefalico. Varios estudos que utilizam técnicas eletrofisiologicas,
psicofarmacologicas e imunoistoquimicas foram desenvolvidos, nas ultimas décadas, com o
intuito de esclarecer o funcionamento dos substratos neurais envolvidos na elaboracao do
comportamento defensivo.  Dentre as técnicas de imunoistoquimica, destaca-se o
mapeamento da proteina Fos no estudo da organizacdo neural do processamento e da
expressdo da reagdo de defesa. No presente trabalho, a imunorreatividade a proteina Fos foi
utilizada com o objetivo de avaliar as estruturas ativadas, no encéfalo de ratos, pela inducao
dos comportamentos de congelamento e de fuga. Os resultados obtidos mostraram que a
resposta de congelamento induzida pela inje¢do de semicarbazida na SCPdl aumentou a
expressao de Fos no nucleo laterodorsal do talamo (LD) e na coluna ventrolateral da
substancia cinzenta periaquedutal (SCPvl). Por outro lado, a injecdo de semicarbazida no CI
aumentou a expressao de Fos apenas na coluna dorsomedial da substancia cinzenta
periaquedutal (SCPdm). A fuga induzida pela administracao de bicuculina na SCPdl ou no CI
promoveu uma intensa ativacdo comportamental e ampla distribuicdo de neurdnios
imunorreativos a proteina Fos. Portanto, os resultados mostraram uma segregacao neural dos
circuitos neurais subjacentes ao comportamento de congelamento e fuga induzidos pela
redugdo do controle GABA¢érgico na SCPdl ou no CI. O processo de aquisi¢ao da informagao
aversiva, durante o congelamento, provavelmente envolve o nucleo LD e a coluna
dorsomedial da SCP como estagdes-relés para centros encefalicos superiores, enquanto a fuga
ativa, de maneira generalizada, as estruturas encefalicas envolvidas com o comportamento

emocional.



ABSTRACT

Microinjections of the GABA-A receptor antagonist bicuculline or the inhibitor of the
glutamic acid decarboxylase (GAD) semicarbazide into the dorsolateral periaqueductal gray
(dIPAG) or inferior colliculus (IC) produce defensive behaviors similar to those reported with
electrical stimulation of these structures in the midbrain tectum. Bicuculline injections induce
an intense behavioral activation characterized by escape response, while the predominant
behavior caused by semicarbazide is freezing. GABAergic mechanisms exert a tonic control
over the neural substrates responsible for the generation and elaboration of defensive
responses in the midbrain tectum. Several studies using electrophisiological,
psychopharmachological and immunohistochemical techniques have been developed in the
last decade with the purpose of clarifying the function of neural substrates involved in
defensive behaviors. The mapping of Fos protein is the most used immunohistochemical
technique for disclosing the neural organization of the processing and expression of the
defense reaction. In the present study, the Fos immunoreactivity was used order to map the
encephalic structures of rats activated during the freezing or escape response. The results
showed that freezing induced by semicarbazide microinjections into the dIPAG increased Fos
expression in the laterodorsal nucleus of the thalamus (LD) and ventrolateral periaqueductal
gray (VIPAG). On the other hand, semicarbazide microinjections into the IC increased Fos
immunreactivity only in the dorsomedial periaqueductal gray (dmPAG). Bicuculline
microinjections into the dIPAG or IC elicited an intense behavioral activation and a
widespread Fos labeling in the brain. Therefore, the present data support the notion that there
is a neural segregation for freezing and escape behaviors induced by reduction of the
GABAergic control in the dIPAG or IC. The process of information acquisition during
freezing behavior probably involves the LD and dmPAG, which appear to be important relay
stations to higher brain centers. All structures involved with the emotional behavior are

recruited for the expression of the escape behavior.
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ABREVIATURAS

AHC - hipotalamo anterior

BIC - bicuculina

BLA - nticleo basolateral da amigdala

CeA - nucleo central da amigdala

Cg - cortex cingulado

ClI - nucleo central do coliculo inferior

CnF - nucleo cuneiforme

CS - coliculo superior

DMH - hipotalamo dorsomedial

DRN - nucleo dorsal da rafe

Ent - cortex entorrinal

GABA - 4cido gama-amino butirico

GAD - descarboxilase do acido glutdmico

HM - hipotalamo medial

LC - locus coeruleus

LD - nucleo laterodorsal do talamo

LH - area hipotalamica lateral

MGD - nticleo geniculado medial, parte dorsal
MGM - nucleo geniculado medial, parte medial
MGV - nucleo geniculado medial, parte ventral
MnR - nicleo mediano da rafe

PaH - nucleo paraventricular do hipotalamo
PEA - potencial evocado auditivo

PMD - nucleo pré-mamilar dorsal

PrL - cortex pré-limbico

SCB - semicarbazida

SCP - substancia cinzenta periaquedutal

SCPD - substancia cinzenta periaquedutal dorsal
SCPdI - substéancia cinzenta periaquedutal dorsolateral
SCPdm - substéancia cinzenta periaquedutal dorsomedial
SCPI - substancia cinzenta periaquedutal lateral
SCPVI - substancia cinzenta periaquedutal ventrolateral
SEA - sistema encefalico aversivo

SNC - sistema nervoso central

VMHdm - hipotalamo ventromedial, parte dorsomedial
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Introdugédo

Reacdo de defesa

O estudo do comportamento de varias espécies animais tem servido de base para a
compreensdo das emog¢des humanas desde o trabalho pioneiro de Charles Darwin (1872).
Estados motivacionais, tais como raiva e medo, sdo vivenciados, subjetivamente, como
necessidades ou urgéncias que motivam o desempenho comportamental. Geralmente, os
comportamentos gerados por esses estados ativados por fatores externos e internos sao
destinados a proteger o individuo ou animal e garantir a preservacdo da espécie a que ele
pertence.

Processos emocionais como o medo e a ansiedade originam-se das reagdes de defesa
dos animais frente a estimulos ameagadores. A exposi¢ao de uma presa a seu predador, por
exemplo, constitui um modelo etoexperimental para o estudo de tais comportamentos
emocionais. O padrao comportamental de defesa anti-predatéoria — congelamento, fuga e
ataque defensivo — ¢ muito similar entre as espécies animais (Edmunds, 1974). Essas
estratégias relacionam-se a diferentes niveis de ameagca com que o animal se defronta no
ambiente (Tabela 1).

A separacdo categorica do medo e da ansiedade foi demonstrada por meio de uma
analise detalhada das respostas defensivas, realizada por Blanchard e Blanchard (1988). Estes
pesquisadores desenvolveram um aparelho para analise comportamental que consistia de um
alojamento artificial para ratos, idealizado de acordo com o seu ambiente natural — o Visible
Burrow System. Constituido por uma arena conectada a um sistema de tineis, o equipamento
podia abrigar uma coldnia de ratos selvagens. A arena permitia tanto a introdugdo de comida e
adgua para os ratos quanto a apresentacdo do estimulo aversivo, o gato. Ja os tlneis,
iluminados por luz infravermelha, possibilitavam que o comportamento dos animais fosse
constantemente observado. Com tal modelo, os pesquisadores determinaram padrdes de

respostas defensivas a diferentes estimulos aversivos.
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Introducgéo

A apresentagdao do gato produzia uma seqili€ncia caracteristica de respostas defensivas
imediatas de luta e fuga da arena para os tineis, onde ocorria inibicdo comportamental e
congelamento que persistiam apds a retirada do gato. Decorrido um tempo apds a
apresentacdo do gato, os animais voltavam a explorar a mesma arena, de modo muito
cauteloso, num comportamento denominado avaliagao de risco (risk assessment). O padrio
observado apos a remogdo do gato também foi induzido com o odor do felino. Nesse caso,
entretanto, a fase inicial de imobilidade era menor. Concluiu-se que, em roedores, o
comportamento anti-predatorio é organizado em fun¢ao da viabilidade de fuga e da distancia
entre o predador e a presa. A fuga, quando possivel, é a resposta predominante, por outro
lado, se ndo houver uma distancia segura para a presa, a auséncia completa de seus
movimentos — condi¢do conhecida como congelamento — reduz a probabilidade de ser
reconhecido pelo predador. A intensidade da reacdo aumenta quando a distdncia entre os
animais diminui. Na situacdo de confronto real, ocorrem respostas de ameaca defensiva
(vocalizagdes e exposicao dos dentes) e ataque explosivo (saltos e mordida na area do focinho
do predador) seguido, imediatamente, pela fuga (Blanchard & Blanchard, 1988). Tais
respostas sdo acompanhadas por alteragdes autondmicas, neuroenddcrinas e antinocicepcao
(Hilton, 1982; Bolles & Fanselow, 1980).

Dessa forma, duas dimensdes comportamentais s3o associadas a distancia defensiva,
uma vez que evitar a ameaga denota medo e, por outro lado, a aproximag¢do do estimulo
ameagador pressupOe ansiedade; ambas operam uma formagdo cognitiva interna referente a
intensidade da ameaca percebida. Portanto, a natureza das respostas defensivas em animais
expostos a situacdes ameacadoras depende da distancia e da intensidade do estimulo aversivo,
as quais ativam substratos neurais especificos (McNaughton & Corr, 2004). Assim, o estudo
das bases neurais das estratégias de defesa levaria a um conhecimento mais aprofundado da

neurobiologia da ansiedade.

13



Introdugédo

Tabela 1. Niveis de ameaga, comportamentos apresentados, integra¢do neural € emogdes

associadas. Adaptacdo de Gray & McNaughton, 2000.

} Estratégia .
Nivel de ameaca Substrato neural Emocéo
comportamental

] ) Lo ) Regido posterior do giro do
Perigo potencial | Avaliacdo de risco/ ) ) )
. o cingulo/ sistema septo- Ansiedade
(aproximar) inibi¢do comportamental |
hipocampal

. . Regido anterior do giro do
Perigo potencial

) Esquiva cingulo/ complexo Ansiedade

(evitar) . .
amigdaldide

] ] Congelamento/ inibicao L ]

Perigo distal Hipotalamo medial Medo
do ataque

) ) Substancia cinzenta ) .

Perigo proximal | Congelamento/fuga/ luta Raiva/ panico

periaquedutal

Substrato neural da defesa

Os estados aversivos, os comportamentos defensivos e as alteracdes fisiologicas que
os acompanham estdo organizados no sistema nervoso central e apresentam caracteristicas
que parecem persistir ao longo da escala evolutiva (Panksepp, 1990). Nesse contexto, muitos
estudos tém sido realizados com o intuito de identificar as estruturas e os mecanismos neurais
envolvidos na aquisicdo de informagdes aversivas e na expressao de diferentes tipos de
comportamentos defensivos.

A técnica de estimulagdo elétrica de areas subcorticais permitiu a identificacdo de
algumas estruturas encefalicas relacionadas a organizacao de respostas defensivas. Os estudos
classicos de Hess e Briiger (1943) e o de Fernandez de Molina e Hunsperger (1959) foram os
primeiros a indicar que a estimulacdo elétrica da regido perifornical do hipotdlamo e da
substancia cinzenta periaquedutal (SCP) de gatos acordados provocava uma seqiiéncia de
comportamentos defensivos similares aos apresentados em resposta a situacdes de perigo ou a

14



Introducgéo

estimulos aversivos ambientais. Varios estudos com lesdo de tais estruturas sdo condizentes
com esses achados (LeDoux et al., 1988; Canteras et al., 1997; Walker & Davis, 1997;
Vianna et al., 2001). Trabalhos posteriores evidenciaram que varias outras estruturas
encefalicas pareciam estar envolvidas na regulacio de diferentes aspectos da reagdo de defesa.
Assim, dois importantes sistemas relacionados as bases neuroanatomicas da ansiedade foram
propostos: o sistema encefalico aversivo (SEA; Graeff, 1981) e o sistema de inibicao
comportamental (SIC; Gray, 1982).

O sistema encefalico aversivo seria responsavel pela elaboracdo e coordenagdo das
respostas defensivas nos animais. Foi observado que a ativagdo de estruturas como o
hipotdlamo medial (HM), a amigdala (AM) e a SCP, evoca um padrdo similar de respostas
defensivas. Posteriormente, Branddo e colaboradores (1988, 1994) sugeriram que, além
dessas estruturas, o coliculo inferior (CI) e as camadas profundas do coliculo superior (CS)
também constituiriam o substrato neural da aversdo. Anatomicamente, varios experimentos
tém demonstrado que o SEA possui um padrio altamente complexo de interconexdes com
outras estruturas encefalicas que participam da organizacdo neural do comportamento
emocional.

O sistema encefalico aversivo estabelece contato andtomo-funcional com o sistema
septo-hipocampal, tdlamo intralamilar e cortex pré-frontal (Gray & McNaughton, 2000).
Essas ultimas estruturas constituem o sistema de inibicdo comportamental, baseado na
supressdo do comportamento que os animais apresentam em situagdes de perigo, com o
objetivo de avaliar o grau de ameaca durante uma exploragdo cautelosa do ambiente (risk
assessment).

Resumidamente, enquanto o sistema encefdlico aversivo envolve estruturas
relacionadas com estratégias defensivas observadas em situagdes de perigo iminente, o

sistema de inibigdo comportamental ¢ ativado em situagdes conflitantes, como aproximar-se e
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Introdugédo

evitar o perigo. Tais sistemas atuam de modo complementar, regulando estratégias
comportamentais distintas de medo e/ou de ansiedade (Tabela 1).

Duas estruturas do SEA, a SCPD e o CI, constituem-se alvos desse estudo,
desenvolvido para a identificacdo da circuitaria neural recrutada na geragdo ¢ na elaboragao

de comportamento defensivo.

Substéncia cinzenta periaquedutal

A SCP refere-se a regido do mesencéfalo que circunda o aqueduto cerebral. A regido
mais rostral da SCP esta logo abaixo do nivel de corte da comissura posterior e a regido mais
caudal imediatamente acima do véu medular superior. Sua posi¢do anatOmica, entre o
rombencéfalo e o diencéfalo, proporciona uma localizacdo privilegiada, por participar de
varios sistemas sensoriais ascendentes e de trajetos sensoriais descendentes. Tal condig¢ao
sugere que essa estrutura estd interligada a um grande nimero de redes neurais que
coordenam estratégias distintas para enfrentar diferentes tipos de ameagas, estimulos
dolorosos e estressantes (Beitz, 1985; Behbehani, 1995; Mantyh, 1982).

Utilizando critérios morfolégicos, a SCP do rato foi dividida, inicialmente, em quatro
sub-regides: medial, dorsal, dorsolateral e ventrolateral (Beitz, 1985). Posteriormente, Carrive
(1993) e Bandler e Shipley (1994) propuseram a divisdo da SCP em quatro colunas
longitudinais que se estendem ao longo do eixo rostrocaudal: colunas dorsomedial (SCPdm),
dorsolateral (SCPdI), lateral (SCPI) e ventrolateral (SCPvl).

A utilizagdo de técnicas de imunoistoquimica revelou a existéncia de uma grande
diversidade de neurotransmissores na SCP. Neurdnios imunorreativos as enzimas da sintese
do glutamato (Clements et al., 1987), do &acido y-aminobutirico (GABA; Barbaresi &
Manfrini, 1988), do aspartato (Clements et al., 1987), da acetilcolina (Ruiz-Torner et al.,

2001) e da neurotensina (Shipley et al., 1987), foram encontrados nas sub-regides da SCP.
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Introducgéo

Entretanto, a coluna dorsolateral apresenta também neuronios imunorreativos a enzima sintase
do 6xido nitrico (Onstott et al., 1993; De Oliveira et al., 2001). Acreditava-se que a coluna
ventrolateral ao aqueduto era a Unica que possuia neurdnios imunorreativos a serotonina
(Clements et al., 1985), mas dados neuromorfolégicos recentes mostraram a presenga desse
neurotransmissor também nos aspectos dorsais da SCP (Coimbra & Brandado, 1997; Coimbra
et al., 2006).

As colunas da SCP sdo interconectadas e, além dos neurdnios de saida ha uma rede
intrinseca de conexdes envolvidas na ativagdo e inibigdo de cada coluna. Varios estudos
demonstraram que a SCP também possui conexdes reciprocas com as demais estruturas do
SEA, como o coliculo superior (Beitz et al., 1986; Redgrave & Dean, 1991; Eichenberger et
al., 2002), o coliculo inferior (Meninger et al., 1986), o hipotalamo (Shipley et al., 1991;
Veening et al., 1991) e o complexo amigdaloide (Rizvi et al., 1991; Shipley et al., 1991). A
SCP recebe aferéncias e envia eferéncias a diferentes areas motoras, sensoriais, autondmicas e
limbicas (Beitz, 1990; Bandler et al., 1991; Canteras & Swanson, 1992; Canteras, 2002;
Sewards & Sewards, 2002). As principais conexdes anatdmicas da SCP estdo ilustradas na
figura 1.

A SCP ¢ a estrutura mais caudal da SEA, a partir da qual um padrdo completo de
comportamentos defensivos pode ser observado. Estudos mostram que lesdo da amigdala ou
do hipotdlamo ndo afeta a reacdo de defesa induzida pela estimulacdo da SCP, enquanto a
lesdo, nessa ultima, resulta no bloqueio dos efeitos provocados pela estimulagao da AM e do
HM. Dessa forma, a SCP tem sido considerada como a via final comum do repertorio

comportamental de defesa (Bandler, 1988; Graeff, 1993).
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Introdugédo

Hipotalamo
dorsomedial

Nucleo

central . .
da amigdala : ™ Hipotalamo
Anterior

Nicleo

basui?teral ~==0 Substancia | Hipotalamo
da amigdala Cinzenta | ventromedial,
- dorsomedial

= Periaquedutal

Coliculo Dorsal r
superior =

Pré-mamilar
| dorsal
Nicleo i
dorsal da
rafe
Coliculo

inferior T, I

SCP Nicleo Locus
ventrolateral cuneiforme coeruleus

Figura 1. Principais conexdes anatomicas da substancia cinzenta periaquedutal dorsal na
organizag¢do do medo.

Evidéncias importantes referentes ao envolvimento da SCP com o medo e a ansiedade
também foram obtidas a partir de relatos de pacientes submetidos a estimulacdo dessa
estrutura. A estimulacdo elétrica da SCP de humanos produz sentimentos de medo intenso,
panico, terror, sensagdo de morte iminente, aumento das freqiiéncias cardiaca e respiratoria,
sudorese ¢ piloere¢ao (Nashold et al., 1969).

Em ratos, estudos sobre a neurobiologia do medo e da ansiedade t€ém mostrado que o
aumento gradual na intensidade de estimulagdo elétrica aplicada na SCPD induz, de maneira
hierarquica, uma série de respostas defensivas caracteristicas, tais como alerta, congelamento
e fuga (Coimbra & Brandao, 1993; Brandao et al., 1999; Coimbra et al., 2000; Borelli et al.,
2004). Em geral, essas respostas sdo acompanhadas por antinocicepgdo (Ledo-Borges et al.,
1988; Coimbra et al., 1992; Coimbra & Brandio, 1997; Fendt & Fanselow, 1999; Castilho &
Brandao, 2001), alteragdes na pressao arterial média, nas freqiiéncias cardiaca e respiratoria e
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Introdugédo

por outras alteracdes autonOmicas, tais como piloerecdo, mic¢ao e defecacdo (Fendt &
Fanselow, 1999; Vargas, 2000). A administragdo de antagonistas GABA¢rgicos — como a
bicuculina e a picrotoxina — e do inibidor da sintese do GABA — a semicarbazida —, na SCPD,
produz rea¢ao de defesa similar aquela observada com a estimulagdo elétrica dessa estrutura
(Brandao et al., 1982, 1986, 2005). Por outro lado, drogas que facilitam a neurotransmissao
GABA¢érgica deprimem as respostas defensivas da estimulacdo do substrato neural que
organiza o medo na SCPD (Graeff, 1981, Graeff et al., 1991; Coimbra & Brandio, 1993;

Brandio et al., 1999).

Coliculo inferior

O coliculo inferior (CI) ¢ a maior estrutura mesencefalica criticamente envolvida no
processamento das informagdes aferentes e eferentes no sistema auditivo (Oliver & Huerta,
1992). Em ratos, o coliculo inferior esta dividido de acordo com as diferencas morfoldgicas
de seus tipos celulares em trés principais sub-regides: nucleo central (CIC), ntcleo dorsal
(DCI) e o nucleo externo (ECI) (Morest & Oliver 1984; Oliver & Morest, 1984; Faye-Lund &
Osen, 1985). Os neurdnios de cada subnucleo diferem na sua citoarquitetura € na resposta a
estimulos acusticos e a outros estimulos sensoriais.

Os neurdnios do CIC apresentam distribuicdo laminar que reflete sua organizacao
tonotdpica, isto €, estimulos acusticos de diferentes freqiiéncias ativam regides especificas
(Rose et al., 1963; Aitkin et al., 1986; Oliver & Morest, 1984; Merchan et al., 2005). O CIC
recebe a maior ascendéncia de projecdes auditivas diretas, principalmente do nucleo coclear
dorsal contralateral e ventral, e de proje¢des indiretas do complexo olivar superior, do nucleo
periolivar e do ntcleo do leminisco lateral (Oliver & Huerta, 1992). Em contraste, o DCI e o

ECI recebem numerosas projecdes intrinsecas do proprio CIC, pouca ou nenhuma
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ascendéncia do complexo olivar superior e algumas projecdes do nucleo coclear contralateral
(Coleman & Clerici, 1987; Wynne et al., 1995).

Fibras eferentes das trés subdivisdes do CI projetam-se, densamente, para o nucleo
geniculado medial ipsilateral. Projegcdes ascendentes do CIC partem, primariamente, para a
divisdo ventral do nucleo geniculado medial, enquanto projecdes descendentes vao para o
complexo olivar superior, ntiicleo coclear e também para o nicleo externo do coliculo inferior
(Huffman & Henson Jr, 1990).

O DCI recebe projegdes descendentes do cortex auditivo e envia fibras para a divisao
dorsal do nucleo geniculado medial. J& o nucleo externo do coliculo inferior (ECI) — que
recebe projecdes auditivas e somatossensoriais — envia projecdes para a divisdo medial do
nucleo geniculado medial (area talamica multissensorial) e para o coliculo superior e cerebelo
0 que sugere sua participagdo na integragdo multissensorial (Huffman & Henson Jr. 1990).
Além disso, héd evidéncias que sugerem o envolvimento da parte dorsal do CI na produgdo de
crises audiogénicas intensas (para revisao, ver Garcia-Cairasco, 2002).

O CI mantém conexdes com a SCP, o hipotdlamo, o coliculo superior e a amigdala
(Kudo & Niimi, 1980; Meininger et al., 1986; Herrera et al., 1988; Brandio et al., 1999,
2001). Tem sido demonstrado que as proje¢des do CI para o complexo amigdaldide ocorrem
via talamo (LeDoux et al., 1988, 1990; Rizvi et al., 1991), entretanto, Marsh e colaboradores
(2002) observaram, em morcegos, proje¢oes diretas do nucleo basolateral da amigdala para o
coliculo inferior. As principais conexdes anatdmicas do CI estdo ilustradas na figura 2.

O (I ¢, portanto, um importante nicleo mesencefalico que participa da complexa
analise de freqiiéncias, da localizagdo de sons e da regulagdo de muitos reflexos auditivos
(Aitkin et al., 1986). Evidéncias recentes obtidas em estudo com humanos apdiam a
proposi¢ao do envolvimento do CI no medo. Nesse estudo, os individuos eram submetidos a

estimulos acusticos aversivos, a0 mesmo tempo em que era realizado o registro dos potenciais
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evocados auditivos. Sabe-se que as ondas V dos potenciais evocados auditivos registrados no
cortex cerebral indicam a ativacdo pelo som de circuitos neurais do CI. Os resultados
mostraram que estados aversivos induzidos experimentalmente promovem aumentos
significativos das ondas V dos potenciais evocados auditivos dos individuos avaliados (Baas

et al., 20006).

Areas
corticais

Nucleo
basolateral
da amigdala

Coliculo
Inferior

Locus
coeruleus

Substancia |/
negra I

Substancia Substancia
cinzenta cinzenta Nicleo
periaquedutal cuneiforme

ventrolateral

Figura 2. Principais conexdes anatdmicas do coliculo inferior na organizagdo do medo.

Varios padroes de respostas acusticas podem ser registrados no coliculo inferior em
razao da complexa interacdo entre mecanismos excitatorios e inibitdrios nessa regido (Vaughn
et al., 1996; Brandio et al., 1993). Assim, o uso de técnica da estimulagdo quimica do CI
associada a registros eletrofisiologicos tem fornecido evidéncias sobre as influéncias
modulatérias de varios neurotransmissores, tais com, GABA (Brandéo et al., 1988; Melo et

al., 1992; Coimbra & Brandao, 1993), aminoacidos excitatorios (Cardoso et al., 1994; Nobre
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et al., 2004), serotonina (Brandéo et al., 1993; Melo & Branddo, 1995; Castilho & Brandao
2001; Coimbra et al., 2006), 6xido nitrico (Moreira et al., 2003) ¢ opiodides (Cardoso et al.,
1992; Bagri et al., 1992; Osaki et al., 2003) dos substratos neurais da aversao nessa estrutura.
Dentre esses, 0 GABA tem sido amplamente estudado, levando-se em conta sua
funcao regulatoria nas reagdes de defesa integrada no teto mesencefalico. A microinje¢do do
antagonista de receptor GABA-A bicuculina no CI induz intensa reacdo defensiva com
expressdo de corridas, saltos e alteragdes autondmicas — aumento da pressdo arterial e da
freqiiéncia cardiaca (Brandao et al., 1988). Assim como na SCPD, a estimulagao elétrica do
CI induz comportamentos caracteristicos da reagdo de defesa. Melo e colaboradores (1992)
demonstraram que a administracdo sist€émica do benzodiazepinico midazolam reduziu as
conseqiiéncias aversivas da estimulagdo elétrica do CI num paradigma de switch-off, em que o
animal aprende a desligar a estimulacdo aversiva. Tais resultados sugerem que o GABA

exerce um controle inibitorio tonico sobre os processos aversivos integrados no CI.

Neurotransmissdo GABAérgica

No sistema nervoso central dos vertebrados o acido gama-aminobutirico (GABA) ¢ o
principal neurotransmissor inibitorio. O GABA ¢ produzido pela remog¢do enzimdtica de um
grupo carboxilico do 4cido glutamico pela enzima descarboxilase do acido glutdmico (GAD).
O GABA ¢ um neurotransmissor que atua rapidamente, promovendo a abertura de canais
10nicos, nos niveis pré¢ ou pos-sinaptico, com a producao de efeitos inibitorios. Apresenta-se
em todas as areas do neuroeixo — na maioria delas associado a interneuronios inibitdrios
locais — e a neurotransmissao mediada por GABA regula muitos processos psicoldgicos e
fisiologicos.

Hé duas classes de receptores GABA: os receptores ionotropicos GABA-A (inclui

também o GABA-C) e os receptores metabotropicos GABA-B (Bowery et al., 1987). O
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complexo receptor GABA-A ¢ constituido por subunidades que formam uma estrutura
pentamérica associada ao canal de CI', cuja ativagdo promove a hiperpolarizagao celular. Ja os
receptores GABA-B sdo heterodimeros acoplados a proteina G, o receptor GABA-B pré-
sinaptico modula a liberagio do neurotransmissor por meio da redugio do influxo de Ca® ¢ os
receptores GABA-B pos-sinapticos sdo associados, principalmente, a ativagio de canais de K"
(Bowery et al., 1987, 2002; Cryan & Kaupmann, 2005).

Ativacdo de receptores GABA-A e GABA-B podem ser distinguidas
farmacologicamente. O receptor GABA-A ¢ ativado, seletivamente, pelo agonista muscimol e
bloqueado, da mesma forma, por bicuculina ou picrotoxina. Os receptores GABA-B sdo
seletivamente estimulados por baclofen ¢ bloqueados por 2-OH-sacofen (Bowery et al.,
1987). Ha evidéncias de que a inibi¢do pré-sinaptica em terminais sensoriais envolve ativagao
de ambos os receptores.

No teto mesencefalico, a maior parte da agdo inibitoria parece ser mediada por GABA
(Faingold et al., 1989). Analises autorradiografica e imunoistoquimica, nessa regido,
detectaram niveis apreciaveis da enzima GAD (Ribak & Morin, 1995), de receptores GABA-
A (Bristow & Martin, 1988; Glendenning & Baker, 1988; Shiraishi et al., 2001) e de

receptores GABA-B (Bowery et al., 1987; Vaughn et al., 1996).

Marcacéo da ativagdo neural — Proteina Fos

A neurobiologia molecular fornece a possibilidade de investigar a relacdo entre
drogas, comportamentos e circuitos neurais ativados. Como visto anteirormente, existe um
numero consideravel de trabalhos mostrando que a ansiedade esta associada a um conjunto de
estruturas encefalicas e pode ser modulada por alteracdes em sua atividade neural (Graeff,
1990; Gray & McNaughton, 2000). Entretanto, a maioria das evidéncias neuroanatomicas

obtidas até o momento ¢ origindria de estudos comportamentais que utilizam técnicas de
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lesdo, estimulacdo ou manipulacao farmacologica de estruturas especificas. Embora sejam de
grande utilidade, esses métodos ndo avaliam o funcionamento integrado de estruturas do
neuroeixo em situagdes de ameaca, apenas indicam o envolvimento de areas isoladas na
mediagdo da ansiedade e possibilitam, portanto, uma identifica¢do parcial do substrato neural
da ansiedade.

Além disso, parte da dificuldade em analisar as redes sensoriais envolvidas nas
respostas de medo e ansiedade consiste no fato de que muitas vias sensdrias ascendentes sao
multissindpticas e esses caminhos neurais sdo relativamente dificeis de serem tragados por
técnicas de investigacdo tradicional (Peschanski & Besson, 1984; McMahon & Wall, 1985;
Bullitt, 1990). O desenvolvimento de técnicas de marcagdo que identificam a atividade neural,
em preparagdes histoldgicas, poderia, entretanto, ajudar no delineamento de subnucleos e de
estruturas que elaboram, conjuntamente, o comportamento defensivo, assim como permitir a
identificagdo de focos de atividade anormal em estados patolégicos (Dragunow & Faull,
1989; Morgan & Curran, 1991; Bullitt, 1990). Por meio de um marcador neural, areas que sao
excitadas por estimulos definidos podem ser identificadas por sua atividade celular ao longo
do neuroeixo. A expressdo do gene c-fos e seu produto protéico possibilitam este tipo de
marcagdo. A proteina Fos possui uma seqiiéncia de 380 aminoacidos na cadeia polipepitidica
(Curran et al., 1984).

Estudos pioneiros na indugdo de expressdo do gene c-fos, do c-jun e do c-myc, dentre
outros, foram iniciados na década de 90 (Herdegen & Leah, 1998; Herrera & Robertson,
1996). Tais genes pertencem a categoria dos proto-oncogenes e, em condic¢des fisioldgicas,
estdo envolvidos na regulagdo do crescimento e da divisdo celular. Por outro lado, quando
expressos de forma inadequada, esses genes ddo origem aos oncogenes, definidos como

elementos genéticos que podem causar alteragdo celular patologica (Bishop, 1985; Morgan &
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Curran, 1991). Assim, os genes celulares normais, dos quais os oncogenes foram derivados,
sdo referidos como proto-oncogenes, que representam os progenitores dos oncogenes.

Os proto-oncogenes codificam proteinas nucleares que agem na transmissao de sinais
intra e intercelulares. A interagdo de ligantes extracelulares com seus receptores na membrana
plasmatica promove uma série de informacdes ao citoplasma pela transducdo de sinais
nervosos. Tal informagdo promove uma rapida alteragdo na fungdo celular por modificar a
atividade das proteinas. A cascata de transducdo de sinais ndo termina no citoplasma, mas se
estende ao nucleo ¢ a atividade neural é capaz de causar alteragdes na expressdo gé€nica de
células pos-sinapticas (Morgan & Curran, 1991; Armstrong & Montminy, 1993). Nessa
cascata de eventos, existe uma distingdo entre os fatores que requerem uma resposta nuclear
(resposta de longo prazo) e aqueles que sdo independentes da sintese protéica (curto prazo),
eventos rapidos, mediados por segundos-mensageiros, com alteracdes subseqlientes na
expressdo génica. Contudo, os proto-oncogenes tém sua expressdo alterada pela atividade
celular e, por essa razdo, sdo chamados genes de ag¢do precoce ou imediata. Foi postulado que
os referidos genes poderiam codificar fatores de transcricdo e agir como terceiros-
mensageiros nucleares, ligando eventos mediados por segundos-mensageiros para
subseqiiente alteragdo no fendtipo celular, por regularem a expressdo de genes-alvos
selecionados (Morgan & Curran, 1991, Curran & Morgan, 1995).

As familias génicas fos e jun incluem os genes c-fos, fos B, fra-1 e fra-2, e os genes c-
jun, jun B e jun D, respectivamente. O produto protéico desses genes ¢ sintetizado no
citoplasma. Entretanto, possivelmente em resposta ao aumento intracelular de segundos-
mensageiros — proteina quinase C, calcio, adenosina monofosfato ciclico —, as proteinas Fos e
Jun voltam ao nticleo neuronial onde sdo dimerizadas por meio do denominado ziper de

leucina (para revisdo ver Landschulz et al., 1988; Gentz et al., 1989; Curran et al., 1984).
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No ntcleo, as proteinas podem formar homodimeros (Jun-Jun) ou heterodimeros (Fos-
Jun), complexos protéicos classificados como proteinas ativadoras 1 (AP-1; Activator-
Protein-1). Tais complexos tém a capacidade de se ligarem, especificamente, a elementos do
DNA (seqiiéncia de nucleotideos TGACTCA) que contém o sitio de ligagdo AP-1 (sitios
regulatorios de transcricdo do DNA), e estdo presentes em genes-alvos e podem atuar como
fatores de transcrigdo (figura 3). E interessante notar que a presenca de Fos no heterodimero
Fos-Jun determina maior afinidade do complexo AP-1 pelo DNA, por aumentar a estabilidade
da interagdo proteina-DNA (Rauscher et al., 1988; Feldman et al., 1997).

Em condigdes fisiologicas, tanto o RNAm c-fos quanto a proteina Fos sdo encontrados
no sistema nervoso central em baixas concentragdes (Herdegen & Leah, 1998; . Contudo, os
genes de acdo imediata sdo caracterizados pela transcri¢do de genes induzida de maneira
rapida e transitoria em resposta a estimulos fisioldgicos ou nocivos, a acdo de hormdnios, a
ligacdo de neurotransmissores ou neuromoduladores a seus respectivos receptores e a

despolarizagao da membrana neural (Morgan & Curran, 1989, 1991; Kovasc, 1998).

o
Membrana celular genka M
Receptor l
Resposta Segundo-mensageiro
curto prazo ' (AMPc; Ca®*)

Resposta adaptativa

longo prazo RNAmM | RNAM
s

Nicleo

Regulagdo da expressao
de genes-alvos

gene c-fos gene c-jun

SeqUéncia AP-1 T
(TGACTCA)

Figura 3. Ativacdo do gene c-fos (adaptado de Feldman et al., 1997).
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Dentre as técnicas de biologia molecular, a hibridizagdo in situ e a imunoistoquimica
para detec¢do do RNAm do c-fos e da proteina Fos sdo as mais utilizadas por fornecerem
melhor localizagdo neuroanatomica do substrato neural ativado por estimulos especificos
(Curran & Morgan, 1995; Campeau et al., 1997).

De particular interesse para este trabalho, a técnica de imunoistoquimica ¢ baseada na
interagdo entre antigeno e anticorpo e utiliza anticorpos capazes de reconhecerem e de se
ligarem especificamente a substdncias neuroativas. O intervalo necessdrio para sintese e
acumulo da proteina Fos no SNC ¢é de aproximadamente duas horas ap6s a excitagdo neural e
desaparece depois de 4 a 16 horas. A marcac¢do da imunorreatividade a proteina Fos ¢ restrita
ao nucleo celular (Bullitt, 1990).

Os fatores de transcri¢ao e seus produtos protéicos desempenham fungdes especificas
no desenvolvimento do sistema nervoso normal e no funcionamento dele, assim como nas
respostas adaptativas do sistema nervoso a diferentes estimulos e a situagdes patologicas.
Portanto, o mapeamento neuroanatomico dos circuitos neurais subjacentes as respostas
comportamentais, autonomicas e neuroendocrinas induzidas pelo estresse pode permitir a
identificagdo de estruturas encefalicas ativadas por estados aversivos induzidos por estimulos

especificos.
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OBJETIVOS

O estudo dos substratos neurais envolvidos na geracdo dos estados aversivos tem sido
util para o esclarecimento das bases biologicas do medo e da ansiedade. Estratégias
defensivas distintas tais como esquiva, congelamento e fuga sdo provavelmente organizadas
por diferentes redes neurais (Blanchard & Blanchard, 1988; Ferreira-Netto et al., 2005;
Vianna & Brandao, 2003). O mapeamento dos circuitos neurais associados a essas reagoes
defensivas tem sido realizado por meio de técnicas de imunoistoquimica para deteccdo da
proteina Fos, um marcador de atividade neural. Ultimamente, tem despertado grande interesse
o delineamento dos circuitos neurais subjacentes aos comportamentos defensivos induzidos
por estimulagdo elétrica e quimica da substancia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPD) e do

coliculo inferior (CI).

O presente trabalho teve como proposta avaliar o substrato neural ativado pela
estimulacdo quimica da SCPD ou do CI por meio de drogas que reduzem a neurotransmissao
GABA¢érgica no teto mesencefalico. Para tanto, foi avaliada a distribui¢ao da proteina Fos no
encéfalo de ratos apds a injecdo de semicarbazida — inibidor da descarboxilase do acido
glutamico — ou de bicuculina — antagonista de receptor GABA-A — na SCPdl ou no CI. A
microinjecao de semicarbazida ou de bicuculina nessas estruturas promove, respectivamente,

congelamento e fuga.
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Distribui¢ao da proteina Fos no encéfalo de ratos submetidos a estimulacao quimica da SCPdl




Materiais e Métodos

Nesse estudo, foi avaliada a ativagdo de estruturas encefalicas, por meio da detecgdo
da proteina Fos, no congelamento ou na fuga induzidos pela microinjecdo de semicarbazida

ou bicuculina na SCPdI.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizados, nesse experimento, ratos Wistar, machos, com peso entre 220 e 250
g, provenientes do biotério central da USP-RP. Os animais foram alojados aos pares, em
caixas de acrilico, com livre acesso a 4gua e comida durante o experimento, em um biotério
com temperatura controlada (23 + 1°C) e ciclo claro/escuro de 12 x 12 horas; o inicio do

periodo de claro (67 lux) ocorria as 7 horas.

Cirurgia

Cada animal foi anestesiado, por via intraperitoneal, com tribromoetanol (Aldrish,
EUA), na concentracdo de 250 mg/Kg. Apds a anestesia, realizou-se a tricotomia do campo
cirargico. O cranio do animal foi fixado a um aparelho estereotaxico (David-Kopf, USA),
pelo rochedo temporal, e a barra dos incisivos, colocada 2,5 mm abaixo da linha interaural, de
forma que o cranio ficasse em posi¢cao horizontal entre o bregma e o lambda. Utilizou-se
alcool iodado para a limpeza do campo cirargico. Em seguida, o anestésico local cloridrato de
lidocaina (Novocol 100, S.S.White, Brasil) foi administrado subcutaneamente. Com uma
incisdo longitudinal na pele, o peridsteo foi removido por raspagem, com o auxilio de um
bisturi. Em dois orificios feitos no osso com auxilio de uma broca conectada a um motor de
alta rotacdo, dois parafusos de ago inoxidavel foram fixados para ancorar a protese ao cranio

do animal. Uma cénula 26 G (gauge) — de aco inoxidavel, com 13 mm de comprimento, 0,6
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mm de didmetro externo, 0,4 mm de didmetro interno - foi colocada na haste do estereotaxico
e dirigida para a SCPdl do animal, com uma angulagdo de 16°. Considerando o lambda como
referéncia, foram utilizadas as seguintes coordenadas: antero-posterior = 0 mm; lateral = 1.9
mm; e vertical = - 4.1 mm (Paxinos & Watson, 2005). Por meio de uma resina acrilica, a
canula foi fixada a parafusos pré-fixados no cranio. Para evitar obstrucdo, essa canula
permaneceu vedada, até o momento da inje¢cdo central, por um fio de ago inoxidavel. Ao
término da cirurgia uma associagdo antibidtica de largo espectro (Pentobarbital Veterinario,
Fontoura-Wyeth, Brasil) foi administrada (0,2 mL) por via intramuscular, com o intuito de
prevenir possiveis infecgdes. Os animais, apds serem retirados do estereotaxico, foram
colocados aos pares em suas gaiolas, no biotério, para recuperagdo por seis dias antes dos

experimentos.

MicroinjecGes de drogas

Os animais receberam uma inje¢ao intra-SCPdl de salina ou droga, através de uma
agulha odontolégica 30 G — com 14 mm de comprimento, 0,3 mm de didmetro externo —
introduzida na canula e ultrapassando-a em 1 mm. A agulha para inje¢do foi conectada a uma
seringa Hamilton, de 5 pL, por meio de um tubo de polietileno (PE-10). Um volume de 0,2
uL foi injetado durante 30 s, por meio de uma bomba de microinfusdo (Harvard, USA), e a
agulha mantida no lugar por 30 s adicionais para evitar o refluxo da solugdo. O deslocamento
de uma bolha de ar no tubo de polietileno foi utilizado para monitorar a microinje¢cdo e
imediatamente ap6s o procedimento, os animais foram colocados na arena circular para o

registro das respostas comportamentais.
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Drogas

Metiliodeto de bicuculina (Sigma-USA) e semicarbazida (Vetec-Brasil) foram
dissolvidas em solucdo salina (0,9%). A salina foi usada nos animais do grupo controle.
Foram utilizadas as concentracdes de 40 ng/ 0,2 uL de bicuculina e de 5 pg/0,2 pL de

semicarbazida.

Arena circular

A medida das respostas comportamentais de congelamento e fuga foi realizada em
uma arena constituida de uma base formica, sobre a qual estavam delimitados dois circulos
conceéntricos, de 30 cm e 60 cm de diametro, divididos em 12 quadrantes. Um cilindro de
acrilico transparente, medindo 60 cm de didmetro e 50 cm de altura, foi colocado sobre a base

formica.

Procedimento experimental

Para a realizacdo dos testes comportamentais (apos a recuperagdo cirurgica - 6 dias),
os animais foram colocados na arena para 10 minutos de habituacdo, sob iluminagdo
fluorescente 40W (50 lux na base da arena). Apds esse periodo, eles receberam a
microinjecdo de droga ou veiculo e foram recolocados na arena para registro do
comportamento por meio de um circuito interno de TV durante 30 minutos. Foi observada a
intensidade da movimentagdo expressa sob a forma de cruzamentos (resposta de cruzar com
as quatro patas o limite de um dos quadrantes), saltos (resposta de retirar as quatro patas do
piso) e congelamento (pelo menos 6 segundos de imobilidade tensa). Apds o registro

comportamental, os animais voltaram para suas gaiolas de origem.
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Histologia

Duas horas apds a microinje¢do, os animais foram anestesiados com uretana (25%, 5
mL/kg; Sigma) e sacrificados por meio de perfusdo intracardiaca com solugdo salina
tamponada (PBS 0,1M; pH = 7,3), seguida de solu¢do de paraformaldeido 4% (PFA, Sigma)
em tampao fosfato (PB 0,2M), por aproximadamente 10 minutos. Os encéfalos foram
removidos da caixa craniana, guardados em frascos com PFA 4% por duas horas e, depois,
transferidos para solugdo de sacarose 30% em PBS 0,1M a 4°C, durante cerca de 48 horas. Os
encéfalos foram imersos em isopentana (Sigma) e congelados, em gelo seco, a temperatura de
aproximadamente -40°C, durante 30 segundos. Apds o congelamento, os encéfalos foram
secionados em um criostato (Cryocut 1800, Reichert-Jung).

Para cada regido, foram coletados trés cortes histoldgicos coronais, seriados, com
espessura de 40 um. Um corte foi coletado em cubetas com PBS 0,1M, para o ensaio de
imunoistoquimica; o segundo corte — util para localizagdo e comparacido neuroanatomica — foi
colocado em laminas previamente gelatinizadas e posteriormente coradas com Nissl; o
terceiro corte foi colocado em ependorf com solugdo anti-congelante e armazenado no freezer
a -20°C, para uma eventual necessidade. Vale ressaltar que, antes da secc¢do, o lado do
encéfalo ipsilateral ao sitio de microinje¢do era sinalizado com um pequeno orificio, por meio
de uma agulha de 26 G. Os cortes tiveram como referéncia as seguintes coordenadas: bregma
3,72; 1,08; -1,80; -2,92; -3,96; -6,36; -6,48; -7,20; -7,32; -7,56; -7,80; 8,16; -8,52; -8,72, -9,60

mm segundo Atlas de Paxinos e Watson (2005).

Protocolo de imunoistoquimica para detec¢do da proteina Fos

A solugdo salina tamponada com fosfato de molaridade 0,1 (PBS 0,1M) foi utilizada

para todas as incubagdes e lavagens da imuno-histoquimica, realizadas em agitadora orbital a
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temperatura de aproximadamente 25°C. As trocas do tampao foram feitas, por aspiragdo, com
pipetas plasticas (Falcon).

Com a finalidade de diminuir a marcagdo nao especifica os cortes foram tratados em
uma solucdo de peroxido de hidrogénio (H,O, 1% em PBS 0,1M) — para diminui¢do da
atividade da peroxidase enddgena, durante 10 minutos — e submetidos, a seguir, a quatro
lavagens com PBS 0,IM (5 minutos cada). Ao final desse processo, os cortes foram
incubados overnight com anticorpo primario policlonal anti-fos, produzido em coelho (Santa
Cruz, USA, SC-52), na concentragdo de 1:2000 em PBS+ (PBS 0,1M acrescido de soro
albumina bovina, 1 mg/mL e do detergente triton X-100, 2 uL/mL).

Apos a retirada do anticorpo primario, as secdes foram lavadas trés vezes (5 min cada)
e incubadas com o anticorpo secundario (anticorpo policlonal anticoelho biotinilado, Kit ABC
Elite, Vectastain), na concentracdo 1:400 em PBS+, durante 1 hora. Depois da incubacdo do
anticorpo secundario, o tecido foi novamente lavado por trés vezes (5 min cada) e incubado
por 1 hora com o complexo de peroxidase avidina-biotina (reagentes A e B; Kit ABC Elite,
Vectastain) em PBS 0,1M, na concentragdo de 1:250 cada, para formacdo dos complexos
entre a avidina e a peroxidase-biotinilada; os cortes foram novamente lavados em PBS 0,1M,
por trés vezes (5 min cada). Posteriormente, foi revelada a reag¢do, com tetracloreto de 3,3’-di-
amino-benzidina (DAB, Sigma) acrescido de perdoxido de hidrogénio 0,02% em PBS 0,1M.
Os cortes foram incubados durante 5 a 15 minutos para revelacdo da atividade da peroxidase;
em seguida, foram lavados duas vezes consecutivas, com PBS 0,IM. A di-amino-benzidina ¢
um cromogeno que, na presenca de H,O,, propicia a formacdo de um precipitado de cor

marrom visualizavel no interior dos nticleos neuroniais com proteina Fos.
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Montagem das laminas

As secoes foram distribuidas, uma a uma, sobre laminas de vidro previamente
gelatinizadas. Os cortes foram dispostos em seqiiéncia antero-posterior. Apos a secagem, as
laminas foram desidratadas por imersdo em gradiente alcodlico, clareadas em xilol e cobertas

com Permount e laminulas.

Analise quantitativa da expressado da proteina Fos

A imunorreatividade a proteina Fos (Fos-IR) foi visualizada como um produto marrom
depositado no interior dos nucleos neuronais. A contagem de células Fos-positivas foi
realizada com o auxilio de um microscépio (Olympus BX-50) acoplado a uma videocamara
(Hamatsu Photonics C2400) que enviou, a um microcomputador, a imagem digitalizada da
estrutura selecionada e, depois, foi processada por um programa de andlise de imagem (Image
Pro-Plus 5.0, Media Cybernetics, USA). A contagem de células Fos-positivas foi realizada
em ambos os hemisférios cerebrais, ipsi e contralateral ao sitio da microinjecdo, em uma area
pré-delimitada pelo experimentador, com uma magnificagcao x 100. O ntimero total de objetos
que correspondiam aos sinais positivos da Fos-IR foi dividido pela area previamente
delimitada, e obteve-se a densidade das células que apresentam imunorreatividade Fos
positiva. Os nucleos foram contados individualmente e expressos como nimero de células
Fos-IR por 0,1 mm®. A nomenclatura e os planos analisados basearam-se no Atlas de Paxinos
e Watson (2005) e todas as estruturas foram bilateralmente quantificadas em cada rato (n = 6
— 8 por estrutura). As regides encefalicas e suas respectivas areas e coordenadas podem ser
observadas na figura 4. Um grupo controle adicional recebeu injecdo intra-SCPdIl de salina e

permaneceu no biotério, foi igualmente analisado quanto a imunorreatividade Fos (n = 5).
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Andlise estatistica

Os dados comportamentais foram analisados por meio da andlise de varidncia
(ANOVA) de dois fatores, com o fator 1: tratamento (salina e drogas) e o fator 2 com medidas
repetidas: tempo (trés blocos de 10 min). No estudo imunoistoquimico, os efeitos da
semicarbazida e da bicuculina foram analisados separadamente. Para cada estrutura, os dados
foram analisados por meio da ANOVA de dois fatores. Considerou-se o fator 1: tratamento
(salina e droga) ¢ o fator 2: lado da microinje¢do (ipsi ou contralateral em relagdo a
implantacdo da canula-guia). Em caso de significancia estatistica do tratamento e/ou da
interagdo entre os fatores tratamento versus lado, foi realizado o teste post hoc de Newman-

Keuls. Um valor de p inferior a 0,05 foi considerado significativo.
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Bregma 8,52 mm Bregma 9,60 mm

Figure 4. Representagdo esquematica das areas quantificadas tendo como referéncia o Atlas

de Paxinos e Watson (2005).
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RESULTADOS
Localizacéo dos sitios de estimulacdo quimica na SCPdlI

A andlise histologica indicou que os sitios de estimulacdo quimica dos animais
utilizados nesse estudo estavam localizados na SCPdl. Uma fotomicrografia representativa do
ponto de microinje¢do e os sitios identificados e assinalados em diagramas modificados do

Atlas de Paxinos e Watson (2005) podem ser vistos na figura 5.

Bregma -6,72 mm Bregma -6,84 mm Bregma -6,96 mm

Bregma -7,20 mm Bregma -7,44 mm Bregma -7,80 mm

Figura 5. Fotomicrografia que ilustra um exemplo tipico do sitio de microinje¢do na
substancia cinzenta periaquedutal dorsolateral (SCPdl). Aq: aqueduto de Sylvius; barra: 400
pum (A). Representacdo esquematica dos pontos de microinje¢do na SCPdIl, tendo como
referéncia o Atlas Paxinos e Watson (2005). O simbolo (©) indica os animais que receberam

microinjecao de salina, (@) de semicarbazida e (®) de bicuculina (B).
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Efeitos comportamentais

A inje¢do intra-SCPdl de semicarbazida (5 pg/0,2ul) promoveu congelamento
caracterizado por imobilidade acompanhada por conjunto de sinais, tais como piloerecao,
defecacdo e/ou miccdo, exoftalmia, retracdo das orelhas e arqueamento do dorso. Essas
reacOes defensivas duravam cerca de 20 — 30 minutos.

Os animais que receberam inje¢do intra-SCPdl de bicuculina (40 ng/0,2 pL)
apresentaram uma resposta imediata de fuga explosiva, caracterizada por corridas, galopes,
saltos e respostas autondmicas. Tal reacdo era mantida por aproximadamente 20 minutos e,
entdo, decrescia paulatinamente.

As respostas comportamentais foram analisadas em trés blocos de 10 minutos cada. A
ANOVA de dois fatores mostrou uma diferenca estatistica do tratamento sobre cruzamentos e
saltos [F 275y = 71,24 e 139,49; p<0,01], no tempo [F 275 = 71,57 e 119,33; p<0,01] ¢ na
interagdo tratamento e tempo [F 75y = 70,42 e 96,73; p<0,01]. A comparacdo post hoc de
Newman-Keuls revelou que tais efeitos foram devidos apenas ao tratamento com bicuculina
(Tabela 2). A ANOVA de dois fatores também mostrou um efeito estatisticamente
significante do tratamento na resposta de congelamento [F (2,75) = 83,40; p<0,01]; no entanto,
ndo houve efeito estatistico significativo no tempo [F (2,75 = 0,70; p>0,05] e na interacao
tratamento ¢ tempo [F 2.75= 1,38; p>0,05]. O teste post hoc indicou apenas o tratamento com
semicarbazida como responsavel por tal efeito (p<0,01), apesar de haver uma tendéncia a

significancia pelo tratamento com bicuculina (p>0,08).
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Tabela 2. Dados apresentados como média = EPM do nuimero de cruzamentos, saltos e
duracdo de congelamento em segundos apos a microinjecao de salina, semicarbazida (SCB; 5
pg/0.2 ul) ou bicuculina (BIC; 40 ng/0.2 uL.) na SCPdI de ratos. A resposta comportamental
foi analisada na arena durante 30 minutos, em trés blocos de 10 minutos cada. * p < 0.05

quando comparado ao grupo controle, de acordo com o teste post hoc de Newman-Keuls.

Cruzamentos
SAL SCB BIC
10 min 52,00+9,72 43,60+10,81 863,56+73,76%*
20 min 20,22+4,58 40,30+13,72 131,11421,04%*
30 min 12,56+4,16 18,50+7,84 21,22+4,86
Saltos
SAL SCB BIC
10 min 0+0 0+0 57,33+£7,02%*
20 min 0+0 0+0 0,22+0,15
30 min 0+0 0+0 0+0
Congelamento
SAL SCB BIC
10 min 10,67+£5,17 296,40+53,40* 0,67+0,67
20 min 0,67+0,67 337,80+48,11* 58,00+9,22
30 min 0+0 261,60+48,30* 82,67+21,99

Expressao da proteina Fos

Nos animais que receberam microinjecao de salina na SCPdI e ndo foram expostos a
arena circular (grupo: salina + biotério), observou-se discreta expressdo da proteina Fos ou,
até mesmo, auséncia de expressao nas estruturas encefalicas analisadas (Tabela 1 do Anexo).

Nos animais que receberam a microinje¢ao de salina na SCPdl e foram submetidos ao
teste da arena (grupo: salina + arena), nicleos neuroniais com imunorreatividade Fos (Fos-IR)
foram encontrados em ambos os hemisférios cerebrais. Tais células apresentavam-se
esparsamente distribuidas, sem formar aglomerado e a expressdao da Fos-IR, nesse grupo, foi

maior que a observada nos ratos do grupo salina + biotério. Para realizacdo dos testes
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estatisticos descritos a seguir, foi utilizado, como controle, apenas o grupo salina + arena, com
o intuito de controlar o fator novidade e a atividade locomotora.

Os resultados obtidos com a analise quantitativa da imunorreatividade da proteina Fos
nas estruturas encefalicas estudadas apos a redugdo do controle GABAérgico, na SCPdI, estao
sumarizados na Tabelas 2 do Anexo. Fotomicrografias de algumas regides podem ser vistas
na figura 6 (estruturas telencefalicas e diencefélicas) e na figura 7 (estruturas mesencefalicas).
Os graficos das médias de células Fos imunorreativas nos grupos experimentais podem ser
vistos nas figuras 8-11.

Congelamento: a ANOVA de dois fatores mostrou que o grupo tratado com
semicarbazida promoveu um aumento significativo na densidade de neurdénios Fos-IR no
nucleo laterodorsal do talamo [F (1 20)= 27,42; p<0,01] (figura 6) e na SCPVI [F (126)= 12,34;
p<0,01] (figura 7). Nao houve efeito significativo do lado da microinje¢do [F (120)= 2,36 ¢ F
a26 = 0,92 para LD e SCPvl, respectivamente; p>0,05] e na intera¢do tratamento e lado
[F1.200= 0,46 e F(126)= 1,74 para LD e SCPvl, respectivamente; p>0,05].

Fuga: a ANOVA de dois fatores mostrou que a microinje¢ao de bicuculina na SCPdI
induziu um aumento significativo na densidade de nucleos neuronais Fos-IR na maioria das
areas encefalicas relacionadas. Os efeitos mais salientes do tratamento foram obtidos no CeA
[F (130 = 39,46; p<0,01] (figura 8); LD [F (126 = 84,65; p<0,01]; VMHdm [F (28 = 25,91;
p<0,01]; PMD [F (1,19)= 17,68; p<0,01] (figura 8); CnF [F( 2 = 58,34; p<0,01] (figura 8) e
nas colunas da SCP [valores de F variaram de 6,96 a 31,21; p<0,05] (figura 7). Nao foi
observada diferenca estatistica no lado da microinje¢ao, nessas estruturas. Em outras regides,
houve interagdo entre o tratamento ¢ o lado da microinjecdo, sendo que a marcagdo foi
significativamente maior do lado ipsi a injecdo: CS [F (24 = 14,31; p<0,01], SCP
intermediaria: SCPdm [F (21)= 10,80; p<0,01], SCPdI [F (1,19)= 57,76; p<0,01], SCPI [F (1 21)

=28,44; p<0,01] e CnF [F (1,26)= 10,48; p<0,01].
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Controle Congelamento Fuga
Salina ‘ Semicarbazida Bicuculina
CeA
. BLA
"I.Ilﬂj.tm
j PaH
LD

VMHdm

-\ . . %, ; £ 2 ey

_PMD

200 im

Figura 6. Fotomicrografias de sessdes coronais (40 um) de encéfalos de ratos ilustram a distribuicio
da imunorreatividade a proteina Fos apds o congelamento (coluna intermediaria) e fuga (coluna da
direita) induzidos pela microinjecdo de semicarbazida (5 pg/0,2 pL) e bicuculina (40 ng/0,2 pL),
respectivamente, na SCPdl em comparagdo com o grupo controle (coluna da esquerda). Estruturas
telencefalicas — BLA: nucleo basolateral da amigdala; CeA: nacleo central da amigdala; estruturas
diencefalicas — PAH: nucleo paraventricular do hipotdlamo; LD: nucleo laterodorsal do talamo;

VMHdm: nucleo ventromedial do hipotalamo,parte dorsomedial ¢ PMD: nuicleo pré-mamilar dorsal.
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Controle Congelamento Fuga
Salina Semicarbazida Bicuculina
o / S”
=S X
SCPdm .
2W00pim -
%
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SCPvI
CnF
/ % u
AL
200 pm

Figura 7. Fotomicrografias de sessdes coronais (40 um) de encéfalos de ratos ilustram a distribuigdo
da imunorreatividade a proteina Fos ap6s o congelamento (coluna intermediaria) e fuga (coluna da
direita) induzidos pela microinjecdo de semicarbazida (5 pg/0,2 uL) e bicuculina (40 ng/0,2 pL),
respectivamente, na SCPdl em comparagdo com o grupo controle (coluna da esquerda). Estruturas
mesencefalicas — CS: coliculo superior; SCPdm: substincia cinzenta periaquedutal dorsomedial;
SCPvl: substancia cinzenta periaquedutal ventrolateral; CnF: nucleo cuneiforme; ponte — LC: Locus

Coeruleus.
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Figura 8. Numero de neurdnios Fos imunoreativos (Fos-IR) nas estruturas telencefalicas apos
a microinje¢do de salihna, semicarbazida (SCB; 5 ng/0,2 pL) ou bicuculina (BIC; 40 ng/0,2
pL) na SCPdI de ratos. As colunas representam as médias e as barras, o EPM. O numero de
células Fos-IR foi obtido de 4reas pré-fixadas de 0,1 mm®. Cada estrutura encefélica foi
quantificada bilateralmente, ipsilateral e contralateral a microinjegdo (n = 6-8 por estrutura); *

p < 0,05 quando comparado com o grupo controle, de acordo com o teste de Newman-Keuls.
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Figura 9. Numero de neurdnios Fos imunorreativos (Fos-IR) nas estruturas diencefalicas ap6s
a microinjecdo de salina, semicarbazida (SCB; 5 pg/0,2 uL) ou bicuculina (BIC; 40 ng/0,2
pL) na SCPdI de ratos. As colunas representam as médias e as barras, o EPM. O numero de
células Fos-IR foi obtido de 4reas pré-fixadas de 0,1 mm®. Cada estrutura encefélica foi
quantificada bilateralmente, ipsilateral e contralateral a microinjegdo (n = 6-8 por estrutura); *

p < 0,05 quando comparado com o grupo controle, de acordo com o teste de Newman-Keuls.
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Figura 10. Numero de neur6nios Fos imunorreativos (Fos-IR) nos niveis: rostral,
intermediario e caudal da SCP ap6s a microinjecdo de salina, semicarbazida (SCB; 5 pg/0,2
pL) ou bicuculina (BIC; 40 ng/0,2 pL) na SCPdI de ratos. As colunas representam as médias e
as barras, o EPM. O niimero de células Fos-IR foi obtido de areas pré-fixadas de 0,1 mm?’.
Cada estrutura encefalica foi quantificada bilateralmente, ipsilateral e contralateral a
microinjecdo (n = 6-8 por estrutura); * p < 0,05 quando comparado com o grupo controle, de

acordo com o teste de Newman-Keuls.
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Figura 11. Namero de neurdnios Fos imunorreativos (Fos-IR) nas estruturas mesencefalicas
e pontina ap6s a microinje¢do de salina, semicarbazida (SCB; 5 pg/0,2 uL) ou bicuculina
(BIC; 40 ng/0,2 pL) na SCPdI de ratos. As colunas representam as médias e as barras, o EPM.
O numero de células Fos-IR foi obtido de areas pré-fixadas de 0,1 mm?® Cada estrutura
encefalica foi quantificada bilateralmente, ipsilateral e contralateral & microinje¢do (n = 6-8
por estrutura); * p < 0,05 quando comparado com o grupo controle, de acordo com o teste de

Newman-Keuls.
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DISCUSSAO

Em estudos prévios, a estimulacdo elétrica da SCPD nos limiares de congelamento e
fuga resultou em aumentos diferenciais da expressdo da proteina Fos em estruturas
envolvidas na mediagdo do comportamento emocional (Vianna et al., 2003). Esses
experimentos revelaram diferengas significativas na distribuicdo de Fos em fun¢do do
comportamento defensivo apresentado, mais especificamente, observou-se que as respostas
de congelamento e fuga ativam circuitos neurais distintos. No entanto, a estimulagado elétrica
de determinada estrutura tem a desvantagem de ativar tanto corpos celulares quanto fibras de
passagem (Bandler et al., 1985). Para evitar esse problema de ndo-especificidade, ¢
preferivel o uso de agentes quimicos que estimulam somente receptores pds-sindpticos nos
estudos sobre a organizagdo neural das reacdes de defesa. Para isso, foram utilizadas a
semicarbazida e a bicuculina como ferramentas farmacoldgicas, com base no fato de que,
dependendo da concentragdo utilizada, elas induzem os comportamentos de congelamento e
fuga, respectivamente (Brandao et al., 1982; 1986; Schmitt et al., 1985; Nobre & Brandao,
2004). Assim, foi realizado o estudo da distribui¢cdo encefalica da proteina Fos induzida por
estados aversivos decorrentes da estimulacao quimica da SCPdI.

A inje¢do de semicarbazida induziu um comportamento de intenso congelamento,
durante a sessdo experimental; j& a bicuculina causou uma reagdo motora explosiva,
associada a ampla ativacao dos substratos neurais das respostas aversivas. O congelamento e
a fuga induzidos pela semicarbazida e pela bicuculina, respectivamente, foram seguidos pelo
aumento significativo da imunorreatividade a proteina Fos na SCPvl. O tempo de acdo das
drogas pode ter permitido que o animal associasse o estado aversivo induzido pela droga
com o ambiente experimental. Além disso, os nucleos dorsal ¢ mediano da rafe também
apresentaram aumento da expressao de Fos apos a fuga induzida pela bicuculina. Essas

estruturas, juntamente com o hipocampo e a amigdala, estdo envolvidas no medo
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condicionado contextual (Avanzi & Brandao, 2001; Carrive et al., 1997, 2000; Silva et al.,
2002; Borelli et al., 2005).

A administracdo de bicuculina na SCPdIl resultou em aumento significativo da
proteina Fos no nucleo central da amigdala (CeA). A SCP e o CeA mantém conexdes diretas e
reciprocas (Rizvi et al., 1991; Pitkdnen, 2000). Tais achados apdiam outros relatos que
indicam a participagdo dessas estruturas na mediagdo da expressdo de medo condicionado e
de respostas defensivas incondicionadas (Rizvi et al., 1991; Shipley et al., 1991; Vianna &
Brandao, 2003). Ja o nucleo basolateral da amigdala ndo apresentou aumento da expressao da
proteina Fos apos a fuga. Esses resultados corroboram os achados de Sullivan e colaboradores
(2003) que verificaram aumento da proteina Fos no CeA, mas ndo no nucleo lateral do
complexo amigdaldide apds a administracdo de doxapram, um estimulante respiratdrio que
acentua comportamentos relacionados a ansiedade em animais submetidos ao teste da arena.
Além disso, Martinez e colaboradores (2006) t€ém demonstrado que ndo ocorre alteracdo dos
limiares de congelamento e fuga, induzidos pela estimulagdo elétrica da SCPD, apos a
inativagdo da amigdala.

Nos nucleos hipotaldmicos, a injecdo de bicuculina intra-SCPdl promoveu aumento
significativo na expressao da proteina Fos no AHC, VMHdm e PMD. Tais resultados estdo de
acordo com estudos comportamentais que mostraram que a estimulagdo elétrica ou quimica
dessas areas hipotalamicas induz o comportamento de fuga (Brandéao et al., 1986). O PMD
tem sido considerado uma “estrutura-chave” na mediacdo das respostas de medo inato e ¢
uma das principais fontes de aferéncia para a SCPdl (Canteras et al., 1997). Congelamento ¢
fuga induzidos pela exposi¢do ao predador promovem um aumento na expressao de Fos no
PMD (Canteras & Swanson 1992; Comoli et al., 2003). Tem sido sugerido que projec¢des do
PMD para SCPdl poderiam envolver o hipotdlamo anterior ¢ o VMHdm, estruturas que

compdem o circuito hipotalamico de defesa (Canteras, 2002; 2003).
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No mesencéfalo, a microinjecdo de bicuculina intra-SCPdI resultou em expressiva
imunorreatividade a proteina Fos nas colunas da SCP, no nucleo cuneiforme, no coliculo
superior e no locus coeruleus. Uma marcagdo mais pronunciada foi obtida no CnF — principal
via de saida para respostas defensivas mediadas pela SCPD e pelo coliculo superior (Dean et
al., 1989; Keay & Bandler, 2001) — ¢ no LC — estrutura comumente referida como
determinante nos circuitos encefalicos associados ao medo e ansiedade (Lino-de-Oliveira et
al., 1991; Ennis et al., 1991; Sandner et al., 1993). Curiosamente, a semicarbazida ¢ a
bicuculina ndo promoveu aumento significativo da expressdo de Fos no coliculo inferior,
estrutura que mantem conexoes diretas com a SCP (Herrera et al., 1988). Isso ndo significa,
entretanto, que tais estruturas nao estejam conectadas funcionalmente na organizacdo do
comportamento defensivo uma vez que a estimulagdo elétrica ou a microinje¢do de NMDA na
SCPD promove aumento da imunorreatividade Fos no CI (Vianna et al., 2003; Ferreira-Netto
et al., 2005). Além disso, esses resultados em conjunto podem indicar que a ativagdo dos
circuitos neurais de defesa pode depender também dos mecanismos neuroquimicos alterados
pelas drogas.

Particularmente em roedores, a resposta de defesa na presenga de um estimulo
aversivo envolve a ativacdo da SCPD, do hipotdlamo medial e da amigdala e produz
comportamentos de congelamento pronunciado, fuga, luta ou imobilidade tonica (Brandao et
al., 1986; Dielenberg & McGregor, 2001; Canteras, 2003; Comoli et al., 2003; Leite-Panissi
et al., 2003). A fuga induzida pela estimulagdo elétrica (Vianna et al., 2003) ou quimica da
SCPD o 6xido nitrico (De Oliveira et al., 2000) e o aminoacido excitatorio NMDA (Ferreira-
Netto et al., 2005) promove um padrdo similar de distribuicdo da proteina Fos nas estruturas
que compdem o sistema encefalico aversivo. Desse modo, tem sido sugerido que alteragdes
em diferentes sistemas de neurotransmissores na SCPD podem participar da circuitaria neural

comum relacionada a ansiedade (Bernard & Bandler, 1998; Coplan & Lydiard, 1998).
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A hipotese de que as respostas de congelamento e fuga ativam diferentes conjuntos de
estruturas encefalicas foi confirmada pelos presentes resultados. Diferentemente da fuga que
causou um aumento da expressdao de Fos na maioria das estruturas analisadas, o congelamento
promoveu um aumento significativo de Fos no LD e na SCPvl. Dentre as estruturas avaliadas,
o LD foi a unica, fora do tronco encefalico, ativada durante o congelamento induzido pela
semicarbazida. Esse achado ¢ indicativo de que a SCPdI pode enviar informagdes aversivas
para estruturas cerebrais superiores e ndo €, unicamente, um centro neural para a expressao de
respostas defensivas. Parece natural que, durante o congelamento, os animais se orientem para
o estimulo ameagador. O LD assumiria o papel de filtragem das informagdes aversivas. Essa
proposta corrobora estudos de Ferreira-Netto e colaboradores (2005), ao mostrar que o
glutamato injetado em concentracdo que produz o congelamento na SCPD causou um padrao
de distribuicdo de Fos muito distinto daquele obtido com o NMDA injetado na SCPD em
concentragdo que induz fuga. Enquanto o glutamato ativou estruturas envolvidas no
processamento de informagdes sensoriais como o LD, CS e CI, o NMDA promoveu fuga ¢
uma ampla ativagdo do encéfalo, assim como a bicuculina, no presente estudo. Com base
nesse conjunto de resultados, foi sugerido que, durante o congelamento induzido por essa
droga na SCPD, ocorre a aquisi¢do de informagdes aversivas que sdo enviadas para o LD,
conhecido como nucleo transicional com projecdes para areas limbicas e neocorticais (van
Groen & Wyss, 1992; Krout & Loewy, 2000; Shibata, 2000; van Groen et al., 2002). Ja
durante a fuga, todas as estruturas envolvidas na expressdo dos comportamentos defensivos
devem ser ativadas — como foi demonstrado no presente trabalho — e os diferentes estados
sensorial e motor podem agir como variaveis criticas para os padrdes distintos de
imunorreatividade Fos no encéfalo (Keay & Bandler, 2001; Mongeau et al., 2003).

Finalmente, nas estruturas corticais analisadas — Cg e PrL —, a semicarbazida ou a

bicuculina intra-SCPdI nao foram capazes de induzir um aumento significativo no numero de
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neurdnios Fos positivos, quando comparado ao grupo salina. Embora projecdes corticais
exer¢cam um controle sobre o substrato neural da aversao na SCPD, projecdes ascendentes das
colunas SCP para regides corticais nao tém sido claramente caracterizadas até o momento
(Floyd et al., 2000; Lacroix et al., 2000; Vianna & Brandao 2003). De acordo com essa visao,
tem sido relatado que o “disparo” de um ataque de panico inesperado ¢ relacionado a um
aumento regional do fluxo sanguineo cerebral no hipotdlamo, mas ndao no cortex medial pré-
frontal (Javanmard et al., 1999), o que sugere que a ativagdo do eixo hipotalamo-SCP nao esta
necessariamente associada ao funcionamento do cortex pré-frontal. A ativagdo desse eixo,
sem a participagdo de estruturas corticais, poderia ser a origem da desordem do panico
(Sweards & Sweards, 2002). Curiosamente, o aumento do nivel extracelular de dopamina no
cortex pré-frontal — considerado um marcador bioldgico de condi¢des estressantes — tem sido
obtido apds a estimulacdo aversiva do CI, mas ndo apods a estimulagdo da SCPD (Cuadra et
al., 2000).

A estimulacao da SCPdI com semicarbazida ou bicuculina promoveu uma distribui¢ao
de células Fos imunorreativas similar ao mapeamento descrito previamente com a
estimulagdo elétrica da SCPD nos limiares de congelamento e fuga (Vianna et al., 2003).
Entretanto, as diferencas observadas entre tais estudos podem estar relacionadas aos
procedimentos neles utilizados. Com a estimulacdo elétrica, a corrente pode ser desligada
logo apods a obtencdo das respostas comportamentais, enquanto a rea¢ao defensiva induzida

pela estimulagdo quimica permanece durante o periodo correspondente a a¢ao da droga.
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EXPERIMENTO II

Distribui¢ao da proteina Fos no encéfalo de ratos submetidos a estimulagdo quimica do CI




Materiais e Métodos

Nesse estudo, foi avaliada a ativagdo de estruturas encefalicas por meio da deteccao da
proteina Fos no congelamento ou na fuga induzidos pela microinjecao de semicarbazida ou

bicuculina no CI.

MATERIAIS E METODOS

Os matérias e métodos utilizados foram iguais aos do Experimento I, exceto a
coordenada utilizada para colocacdo da canula no CI dos animais; a canula foi introduzida,
verticalmente, com as seguintes coordenadas, considerando o bregma como referéncia:
antero-posterior: 8,7 mm; médio-lateral: 1,6 mm e dorso-ventral: -3,5 mm. A concentracdo de

semicarbazida utilizada neste experimento foi de 6 ng/0,2 pL.
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Localizag&o dos sitios de estimulagdo quimica no Cl

A andlise histoldgica indicou que os sitios de estimulacdo quimica dos animais
utilizados nesse estudo estavam localizados no nucleo central do coliculo inferior. Uma
fotomicrografia representativa ilustra o ponto de microinjecdo e os sitios identificados e
assinalados — em diagramas modificados do Atlas de Paxinos e Watson (2005) — podem ser

vistos na figura 12.

Bregma -8,52 mm Bregma -8,64 mm

; ® ] \ o*

A\ .l'll ..'- . A

_ NS ? N
Bregma -8,88 mm Bregma -9,00 mm

Figura 12. Fotomicrografia que ilustra um exemplo tipico do sitio de microinjecdo no
coliculo inferior; barra: 400 um (A). Representagdo esquematica dos pontos de microinje¢ao
no CI tendo como referéncia o Atlas Paxinos ¢ Watson (2005). O simbolo (0) indica os

animais que receberam microinjecao de salina, (@) de semicarbazida e (®) de bicuculina (B).
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Efeitos comportamentais

Os efeitos comportamentais obtidos com a administragdo de semicarbazida e de
bicuculina no CI foram, em geral, parecidos com os descritos no experimento I, com algumas
diferencas. A concentragdo efetiva de semicarbazida (6 pg/0,2 pl) intra-Cl para produzir
congelamento foi maior que a concentracdo utilizada na SCPdl e o comportamento de fuga
induzido pela microinje¢do de bicuculina no CI foi menos intenso e explosivo, quando
comparado com a resposta observada apos a inje¢do da mesma concentragao na SCPdI.

As respostas comportamentais foram analisadas em trés blocos de 10 minutos cada. A
ANOVA de dois fatores mostrou uma diferenga estatistica do tratamento sobre cruzamento
[F2.42=17,76; p<0,01], congelamento [F42=25,37; p<0,01] e salto [F42=7,46; p<0,01].
Houve também efeito significativo do tempo sobre o cruzamento e congelamento [F
2.42=4,57 e 5,83; p<0,05], mas ndo sobre o salto [F(42=1,52; p>0,05]. Nao houve interacido
entre tratamento e tempo para as respostas comportamentais [F(442) variaram de 1,51 a 2,43;
p>0,05]. A comparagdo post hoc de Newman-Keuls revelou que os efeitos sobre cruzamento
e salto foram devidos apenas ao tratamento de bicuculina, em relagdo ao grupo controle.
Entretanto, o teste post hoc indicou que tanto a semicarbazida quanto a bicuculina

aumentaram a dura¢do do congelamento, na comparac¢ao com o grupo controle (Tabela 3).

60



Resultados

Tabela 3. Dados apresentados como média = EPM do nuimero de cruzamentos, saltos e
duracdo de congelamento em segundos, ap6s a microinjecdo de salina, semicarbazida (SCB; 6
pg/0.2 ul) ou bicuculina (BIC; 40 ng/0.2 ul) no CI de ratos. A resposta comportamental foi
analisada na arena durante 30 minutos, em trés blocos de 10 minutos cada. * p < 0.05 quando

comparado ao grupo controle, de acordo com o teste post hoc de Newman-Keuls.

Cruzamentos
SAL SCB BIC
10 min 40.13+8.88 43.3849.10 352.90+126.70*
20 min 14.25+4.03 7.754+6.65 202.60+43.92%*
30 min 8.75+2.41 13.63+5.92 68.884+30.78
Saltos
SAL SCB BIC
10 min 0+0 0+0 20.75+12.32*
20 min 0+0 0+0 12.00+£3.90
30 min 0+0 0+0 2.12+1.36
Congelamento
SAL SCB BIC
10 min 5.254+2.38 231.80+44.86* 221.30+£52.53*
20 min 4.5+3.72 353.30+£31.33*  349.50+60.88*
30 min 0+0 288+35.73* 339.84+55.05*

Expressao de proteina Fos

Apds a microinje¢do de salina no CI, nucleos neuroniais com imunorreatividade Fos
foram encontrados em ambos os hemisférios cerebrais. As células apresentavam-se
esparsamente distribuidas, sem formar aglomerado.

Os resultados obtidos com a andlise quantitativa da imunorreatividade da proteina Fos
nas estruturas encefalicas estudadas apds a redug¢do do controle GABAérgico no CI estdo
sumarizados na Tabela 3 do Anexo. Fotomicrografias de algumas das regides podem ser
vistas na figura 13 (estruturas telencefalicas), na figura 14 (estruturas diencefalicas) e na
figura 15 (estruturas mesencefalicas). Os graficos com as médias de células Fos

imunorreativas nos grupos experimentais podem ser vistos nas figuras 16-18.
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Congelamento: a ANOVA de dois fatores mostrou que o grupo tratado com
semicarbazida promoveu um aumento significativo na densidade de neuronios Fos-IR apenas
na coluna dorsomedial da SCP [F(; 23)= 9,04; p<0,05]. Nao houve efeito significativo no lado
da microinjecdo [F(i28)= 1,22; p>0,05] e na interagdo tratamento e lado [F(; 28)= 0,82; p>0,05]
Figura 17.

Fuga: a ANOVA de dois fatores mostrou que a administragdo de bicuculina no CI
induziu aumento significativo na densidade de ntcleos neuronais Fos-positivos, na maioria
das areas encefalicas relacionadas. Como pode ser observado nos graficos, os efeitos mais
salientes desse tratamento foram obtidos nos nticleos hipotaldmicos — PaV [F(j24) = 22,39;
p<0,01]; AHC [F(24)= 42,45; p<0,01]; LH [F(j 24)= 33,89; p<0,01]; VMHdm [F 23, = 39,49;
p<0,01]; PMD [F(2) = 22,15; p<0,01]; nos amigdaloides — CeA [F( 25 = 14,27; p<0,01];
BLA [F25) = 20,63; p<0,01]; MeA [F(27 = 31,00; p<0,01]; nos talamicos — LD [F(j 2 =
9,86; p<0,01]; MGD [F(20) = 9,24; p<0,01]; MGM [F(j20) = 37,96; p<0,01], nas estruturas
mesencefélicas — CI [F(j 2= 18,24; p<0,01]; SC [F(128)= 49,86; p<0,01]; CnF [F(; 25)=50,61;
p<0,01] e em todas as colunas da SCP [F(; »3) variaram de 7,39 a 134,55; p<0,05].

Em algumas regides, houve interacdo entre tratamento e lado da microinjecdo e a
marcacao foi significantemente maior do lado ipsilateral, o da microinjecdo: CS [F(; 23)=9,84;
p<0,01]; CnF [F(128)=4,27; p<0,05] MGM [F(120)= 7,55; p<0,05]. As colunas da SCP [F; »s)
variaram de 7,05 a 40,75; p<0,05], exceto a lateral da SCP [F(; 5 =0,69; p>0,05]. Esses

resultados estdo ilustrados nas figuras 14-16.
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Controle Congelamento Fuga
Salina Semicarbazida Bicuculina
CeA
BLA
II 200 pm
MeA
200 pm

Figura 13. Fotomicrografias de sessdes coronais (40 um) de encéfalos de ratos que ilustram a
distribuicao da imunorreatividade a proteina Fos, apds congelamento (coluna intermediaria) e
fuga (coluna da direita), induzidos pela microinje¢do de semicarbazida (6 pg/0,2 pL) e
bicuculina (40 ng/0,2 pL), respectivamente, no CI em comparacdo com o grupo controle
(coluna da esquerda). Estruturas telencefalicas - BLA: nucleo basolateral da amigdala; CeA:

nucleo central da amigdala e MeA: nicleo medial da amigdala.
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Controle Congelamento Fuga
Salina Semicarbazida Bicuculina
VMHdm SEeey
% .':7- : : = = :._
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Figura 14. Fotomicrografias de sessdes coronais (40 um) de encéfalos de ratos que ilustram a
distribui¢cdo da imunorreatividade a proteina Fos, ap6s congelamento (coluna intermediaria) e
fuga (coluna da direita), induzidos pela microinjecdo de semicarbazida (6 pg/0,2 plL) e
bicuculina (40 ng/0,2 pL), respectivamente, no CI em comparagdo com o grupo controle
(coluna da esquerda). Estruturas diencefélicas - VMHdm: ntcleo ventromedial do hipotalamo,
parte dorsomedial; PMD: ntcleo premamilar dorsal; MGD: ntcleo geniculado medial parte
dorsal, MGV: nucleo geniculado medial parte ventral e MGM: nticleo geniculado medial

parte medial.
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Controle Congelamento Fuga
Salina Semicarbazida Bicuculinva i
dMPAG
\ \
"\;._ : Cl
L
CnF
. > . :' :- 4‘
.-‘_ = i - - I.:C ) " - \ e 5 e .‘ : =
“ - . o '.' 200 |.|m

Figura 15. Fotomicrografias de sessdes coronais (40 um) de encéfalos de ratos que ilustram a
distribui¢cdo da imunorreatividade a proteina Fos, ap6s congelamento (coluna intermediaria) e
fuga (coluna da direita), induzidos pela microinjecdo de semicarbazida (6 pg/0,2 plL) e
bicuculina (40 ng/0,2 pL), respectivamente, no CI em comparagdo com o grupo controle
(coluna da esquerda). Estruturas mesencefalicas - SCPdm: substancia cinzenta periaquedutal

dorsomedial; CI: nucleo central do coliculo inferiore CnF: nucleo cuneiforme; ponte - LC:

locus coeruleus
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Figura 16. Numero de neurdnios Fos imunorreativos (Fos-IR) em estruturas telenceféalicas
apds a microinje¢do de salina, semicarbazida (SCB; 6 pg/0,2 pulL) ou bicuculina (BIC; 40
ng/0,2 pL) no CI de ratos. As colunas representam as médias e as barras, o EPM. O niimero
de células Fos-IR foi obtido de areas pré-fixadas de 0,1 mm®. Cada estrutura encefélica foi
quantificada bilateralmente, ipsilateral e contralateral a microinjegao (n = 6-8 por estrutura); *

p < 0,05 quando comparado com o grupo controle, de acordo com o teste de Newman-Keuls.
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Figura 17. Namero de neur6nios Fos imunorreativos (Fos-IR) em estruturas diencefélicas
apods a microinje¢do de salina, semicarbazida (6 pg/0,2 puL) ou bicuculina (40 ng/0,2 ulL) no
CI de ratos. As colunas representam as médias e as barras, 0 EPM. O nimero de células Fos-
IR foi obtido de areas pré-fixadas de 0,1 mm®. Cada estrutura encefalica foi quantificada
bilateralmente, ipsilateral e contralateral a microinjecdo (n = 6-8 por estrutura); * p < 0,05

quando comparado com o grupo controle, de acordo com o teste de Newman-Keuls.
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Figura 18. Numero de neurénios Fos imunorreativos (Fos-IR) em estruturas mesencefalicas e
pontina ap6s a microinje¢do de salina, semicarbazida (6 pg/0,2 pulL) ou bicuculina (40 ng/0,2
puL) no CI de ratos. As colunas representam as médias e as barras, o EPM. O numero de
células Fos-IR foi obtido de areas pré-fixadas de 0,1 mm®. Cada estrutura encefilica foi
quantificada bilateralmente, ipsilateral e contralateral a microinjegao (n = 6-8 por estrutura); *

p< 0.05 quando comparado com o grupo controle, de acordo com o teste de Newman-Keuls.
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DISCUSSAO

O proximo passo do presente trabalho foi verificar os circuitos neurais da aversdo
ativados pela estimula¢do quimica do CI. Considerando-se que o GABA exerce um controle
inibitério ténico sobre o substrato neural da aversdo, no teto mesencefalico, foram utilizadas
drogas que reduzem a transmissdo GABA¢érgica intra-CI a fim de ativar somente receptores
pos-sinépticos.

A analise comportamental mostrou que a microinje¢ao de bicuculina no CI promoveu
reagOes de fuga intercaladas com respostas de congelamento nos animais. Ja a administragdo
de semicarbazida no CI induziu somente o congelamento. A hipdtese de que as respostas de
congelamento e fuga induzidas pela estimulagdo do CI representam dois tipos de reagdes
defensivas, com circuitos neurais distintos, ¢ também confirmada neste estudo, uma vez que
injegdes de semicarbazida ou de bicuculina no CI promoveram um padrdo distinto de
distribuicao da proteina Fos no encéfalo de ratos.

A fuga induzida pela bicuculina foi associada ao aumento de expressao de Fos na
maioria das estruturas analisadas no presente trabalho. Por outro lado, o congelamento
induzido pela semicarbazida promoveu uma marcagdo significativa apenas na coluna
dorsomedial da SCP. O congelamento parece ser a resposta apropriada quando o animal esta
adquirindo informagdes do ambiente antes de optar por fugir da situacdo ameagadora. Nesse
sentido, parece natural que, durante esse comportamento, 0os animais se orientem para o
estimulo ameagador, uma vez que a fuga nao seria a resposta adequada durante o processo de
aquisicdo de informagdes. A SCPdm pode ser recrutada a participar dos circuitos neurais
envolvidos no processamento das informagdes aversivas durante o congelamento induzido
pela estimulacdo do CI. Uma evidéncia, embora indireta, que corrobora tal idéia estd no
trabalho de Comoli e colaboradores (2003) que demonstraram que ratos expostos ao seu

predador natural — o gato — exibem intenso congelamento com alta densidade de células Fos
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imunorreativas na coluna dorsomedial da SCP, enquanto a expressdao de Fos nas outras
colunas da SCP mostrou-se esparsamente distribuida.

E possivel que o congelamento gerado na SCPD e no CI cumpram fungdes biologicas
distintas. O processo de aquisi¢ao das informagdes durante o congelamento induzido pela
estimulagdo da SCPD com NMDA foi relacionado com a ativagao do ntcleo laterodorsal do
talamo, do coliculo superior e do inferior (Ferreira-Netto et al., 2005); ja a distribui¢ao de Fos
resultante da estimulacdo do CI com semicarbazida foi restrita a SCPdm. A ativa¢do induzida
pela estimulagdo quimica da SCPdl foi maior e alcangou o teto mesencefalico e circuitos
talamicos. O envolvimento diferenciado dessas estruturas na geracdo e elaboracdo do medo
encontra suporte em estudos que apontam a SCPD como a principal estrutura envolvida nos
ataques de panico, conseqiiéncia de uma ampla estimula¢do sensorial — visual, tatil e
proprioceptiva —, enquanto o CI parece ter uma participacdo mais seletiva no medo com o
processamento de sinais acusticos de natureza aversiva para a completa expressdo desse
transtorno (Borelli et al., 2004; Brandao et al., 2005; Ferreira-Netto ¢ Guimaries, 2004).

Em contraste com o experimento I, com estimulagdo quimica da SCPdI, o nucleo
dorsal e mediano da rafe, estruturas encefalicas também envolvidas na ansiedade, ndo se
mostraram ativadas apos a administragdo de semicarbazida ou de bicuculina no CI.

Neste experimento, o nimero de neurénios Fos imunorreativos nas estruturas corticais
analisadas (Cg, PrL), ndo foi observada alteragdo associada as respostas de congelamento e
fuga. Da mesma forma ocorrida em relacdo a SCPdI, esses resultados sugerem que estruturas
corticais podem ndo ter controle direto sobre o substrato neural da aversdo no CI (Brandao et
al., 2005). A bicuculina, por sua vez, promoveu aumento significativo na expressdo de Fos
nos nucleos amigdaldides BLA, CeA e MeA. Resultados similares foram obtidos com a
estimulacdo elétrica do CI no limiar de fuga (Lamprea et al., 2002) e apds a microinje¢ao de

NMDA nessa estrutura (Ferreira-Netto, comunicagdo pessoal). Tais nucleos estdo
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criticamente envolvidos na modulacdo de reagdes inatas e condicionadas a estimulos
ameacadores (Blanchard & Blanchard, 1972; Davis & Whalen, 2001; Maisonnette et al.,
1996; Mongeau et al., 2003). Tem sido proposto um papel diferencial de mecanismos
amigdaldides no medo incondicionado gerado na SCPD e no CI. De fato, a inativagao do
nucleo basolateral da amigdala com muscimol aumenta, de forma significativa, as
conseqiliéncias aversivas da estimulagdo do CI, sem alterar as respostas induzidas pela
estimulagdo da SCPD (Macedo et al., 2005; Martinez et al., 2006).

Os resultados imunoistoquimicos revelaram que a fuga induzida pela bicuculina
promoveu aumento de células Fos imunorreativas no nucleo geniculado medial (parte medial
e dorsal). Trabalhos prévios t€ém proposto que as respostas de medo induzidas por sinais
aversivos de natureza auditiva envolvem projecdes do CI para a parte medial do ntcleo
geniculado medial (MGM). Desse nucleo talamico as informagdes aversivas sdo diretamente
transmitidas para a amigdala e para o cortex auditivo (Brandao et al., 1993, 1999, 2001,
Marsh et al., 2002; LeDoux et al., 1988, 1990; Rizvi et al., 1991).

Um quadro de ativacdo hipotalamica similar ao descrito no experimento I com a
SCPdI foi observado no presente estudo. A injecdo de bicuculina, mas ndo de semicarbazida,
no CI, também induziu aumento significativo na expressdo da proteina Fos nos nucleos
dorsomedial (DMH), ventromedial (VMHdm), lateral (LH), anterior (AHC) e pré-mamilar
dorsal (PMD) do hipotalamo. Tal circuito integrado de estruturas hipotalamicas ¢ também
fortemente ativado pelo odor de gato (Dielenberg & McGregor, 2001) e apods a estimulagdo
elétrica do CI no limiar de fuga (Lamprea et al., 2002). Esses resultados corroboram estudos
comportamentais mostrando que a estimulagdo elétrica ou quimica de areas hipotalamicas
induz fuga, mas ndo congelamento (Bandler et al., 1985; Brandao et al., 1986, 1994; Comoli

et al., 2000).
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O PMD apresentou, em particular, um expressivo numero de neurdnios Fos
imunorreativos, bilateralmente, ap6s a microinjecao de bicuculina no CI. Outros estudos
mostraram que a exposicao ao predador promove congelamento, fuga e saltos acompanhados
pelo aumento da expressao de Fos no PMD (Blanchard et al., 2005; Canteras 2002; Comoli et
al., 2003). Por outro lado, lesdo eletrolitica ou neurotoxica do PMD produz uma redugdo da
resposta defensiva de ratos na presencga do predador ou do odor deste, o que sugere um papel
funcional critico para o PMD na modulagdo da rea¢dao defensiva (Blanchard et al., 2005;
Canteras et al., 1997; Markham et al., 2004).

Neste estudo, destaca-se o papel da SCPdm na resposta de congelamento induzida por
estimula¢do do CI com semicarbazida. A SCPdm parece ser importante para a expressao da
resposta de congelamento e por contribuir, de alguma forma, no padrdo das respostas
somatomotoras, enddcrinas e autonOmicas expressas por animais frente a estimulos
ameacadores (Bernardis, 1975; Blanchard et al., 2005). Assim, quando um animal se defronta
com seu predador, o CI, a SCPdm, o hipotalamo medial e a amigdala agem em concerto na
produgdo da reagdo de defesa. O fasciculo dorsal de Schultz conecta a SCPdm a regido
periventricular hipotalamica e pode atuar como uma ponte indutora de acdo integrada do
sistema encefalico aversivo (Gomita et al., 1988). A partir dessa ativagdo inicial, dependendo
da intensidade do estimulo aversivo, tal sistema organizaria outras respostas na escala
hierarquica de defesa, como a fuga ou, quando ela ndo é possivel, a imobilidade (Brandao et
al., 1999, Graeff et al., 1986; Leite-Panisssi et al., 2003).

Entre as estruturas mesencefalicas, além das colunas da SCP, a marca¢do mais
pronunciada foi obtida no ntcleo cuneiforme (CnF) — principal estagdo de saida para as
respostas defensivas mediadas pela SCPD, CS e CI (Redgrave et al., 1988; Depoortere et al.,
1990; Key & Bandler, 2001). Tem sido mostrado que os neurdnios do CnF sdo ativados pela

exposicdo de ratos ao odor de gato (Dielenberg & McGregor, 2001), por estimulagdo elétrica
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da SCPD e do CI (Lamprea et al., 2002; Vianna et al., 2003) e por estimulagdo quimica da
SCPD (Ferreira-Netto et al., 2005).

Concluindo, o congelamento induzido pela semicarbazida foi associado ao aumento de
células Fos imunorreativas apenas na coluna dorsomedial da SCP. Essa estrutura parece ser
importante estacdo-relé no teto mesencefalico de informacdes aversivas relacionadas ao
congelamento para centros encefalicos superiores. Por outro lado, a fuga induzida pela
bicuculina foi acompanhada por uma intensa expressao de Fos nas estruturas encefalicas
analisadas. A atividade encefalica durante o congelamento parece depender da extensdo das
conexdes anatdmicas da SCPdm, enquanto uma ampla ativagao do sistema limbico predomina

durante o comportamento de fuga induzido pela estimulagdo do CI.
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CONCLUSOES

O LD foi a tnica estrutura, fora do tronco encefalico, ativada durante o congelamento
induzido pela semicarbazida na SCPdI. Esse achado ¢ indicativo de que a SCPdI pode
enviar informagdes aversivas para estruturas encefalicas superiores. O LD assumiria o
papel de filtragem das informagdes aversivas.

A fuga induzida pela bicuculina, na SCPdl, promoveu uma ampla ativagdo dos
substratos neurais da aversao.

O congelamento induzido pela microinjegdo de semicarbazida no CI promoveu
aumento da expressao da proteina Fos somente na SCPdm.

Na aquisi¢do de informagdes aversivas que ocorrem durante o comportamento de
congelamento, o CI, provavelmente, utiliza a SCPdm como uma estagao-rel¢ para
centros encefalicos superiores. Por outro lado, todas as estruturas envolvidas na
expressdo do comportamento defensivo foram ativadas pelo comportamento de fuga
induzido pela bicuculina no CI.

Circuitos neurais distintos foram recrutados pelos comportamentos de congelamento e

fuga induzidos pela inibi¢do de mecanismos GABAérgicos na SCPdl e no CI.
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ANEXOS

Tabela 1. Dados apresentados como média =+ EPM do niimero de neuroénio Fos-IR em
estruturas encefalica de animais que receberam de salina na SCPdI e ndo foram colocados a
arena circular (n = 5). Cada estruturas encefalicas foi quantificada bilateralmente, ipsilateral a

2

microinjecdo e contralateral em areas pré-fixadas de 0,1 mm®. A substdncia cinzenta

periaquedutal foi analisada no niveis rostral (r), intermediario (i) e caudal (c).

Salina + Biotério
Estruturas Ipsi Contra
PrL 3.16£1.45 2.30+1.22
Cg 0.89+0.41 0.63+0.36
Ent 2.89+0.68 1.38+0.55
PaH 9.39+2.49 13.4045.08
AHC 6.03+2.83 3.18+0.99
LH 1.17+0.62 3.36+1.46
DMH 4.34+1.25 2.50+0.35
VMHdm 4.19+1.17 2.2741.06
PMD 3.73+2.91 3.34+2.81
LD 1.46+0.31 1.42+0.42
CeA 1.36+0.69 0.96+0.36
BLA 3.04+1.69 2.78+1.44
CS 1.31£0.35 0.62+0.23
DRN 1.1640.13 1.16+0.13
MnR 0.31%0.10 0.310.10
SCPdmr 0.59+0.22 0.59+0.22
SCPdIr 2.04+0.92 1.54+0.41
SCPIT 3.47+0.86 2.68+0.65
SCPdm i 0.40+0.70 0.40+0.07
SCPdl i 3.59+1.35 2.2140.63
SCPIi 3.12+0.67 2.30+0.62
SCPdmc 0.57+0.19 0.57+0.19
SCPdl ¢ 2.98+0.66 2.05+0.42
SCPlc 2.47+0.44 1.07+0.23
SCPvlc 4.24+1.53 4.22+1.36
CnF 1.34+068 1.29+0.70
Cl 0.94+0.16 1.58+0.60
LC 8.30+2.31 6.99+3.02
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Tabela 2. Numero de neuronios Fos-IR ap6s administragdao de salina, semicarbazida (SCB; 5
ng/0,2 uL) ou bicuculina (BIC; 40 ng/0,2 uL) na SCPdI de ratos expostos a arena. O nimero
de células Fos-IR foi obtido em éreas pré-fixadas de 0,1 mm”. Cada estrutura encefélica foi
quantificada ipsilateral & microinjegdo e contralateral. Os dados estdo apresentados como

médias e o0 EPM; * p<0.05 em relagdo ao grupo controle, de acordo com o teste de Newman-

Keuls.

Estruturas Saling SCB 5 ug/0,2 uL BIC 40_ ng/0,2 uL

Ipsi Contra Ipsi Contra Ipsi Contra
PrL 32,92+8,33 | 24,48+8,50 | 23,90+5,73 23,18+7,17 51,53+5,88 46,44+4,40
Cg 33,73+5,67 | 31,37+£5,61 | 32,39+8,15 34,88+12,51 | 44,10+8,33 44,50+11,74
Ent 23,9743,37 | 17,03£2,36 | 31,0246,95 24,64+6,05 38,1743,49* 21,084+2,89
PaH 28,69+4,29 | 31,02+£5,85 | 27,41+6,63 18,89+4,43 105,37£11,69* 99,68+12.27*
AHC 23,16£3,43 | 21,41£2,70 | 19,54£1,93 18,50+2,83 49,01£3,35* 40,85+3,33*
LH 19,42+1,75 | 17,27£1,78 | 13,71+£2,29 10,83£2,62 27,64+3,57 22,0843,06
DMH 27,5545,87 | 24,82+4,88 | 19,35+£2,35 16,98+2,87 55,3948,27* 51,3345,77*
VMHdm 17,89+5.17 | 16,41+3,73 | 11,9322,09 | 12,2042,36 | 57,80+8,97* 48,17+6,89
PMD 18,84+5,67 | 18,81+£5,07 | 23,16+3,42 22,39+4,06 39,40+3,06* 35,04+2,24*
LD 7,3943,01 | 4,4241,74 | 27,91+3,87* | 20,21+4,58* | 76,66+8,75* 51,6614,75*
CeA 6,57£1,50 6,52+1,59 10,87£2,97 4,25+1,05 55,60+8,24* 35,54+8,03*
BLA 7,79£1,53 8,51£1,37 4,66x1,52 3,5240,72 11,94+1,19 10,65%1,86
CS 29,454+5,44 | 24,23+3,42 | 16,38+3,65 12,2043,13 81,96+9,20* 34,93+2.42
DRN 19,31+4,76 | 20,64+3,58 | 22,13+2,56 | 18,2242,77 | 35,1043,47* 30,88+4,16
MnR 11,75+3,92 | 11,65+2,95 | 13,03+3,55 12,89+3,05 | 22,52+1,94* 18,46+1,93
SCPdmr 15,11£2,96 | 16,30+£6,42 | 13,45+2,46 11,6442,28 48,73+4,37* 34,86+3,95*
SCPdlI r 1232422 | 13,01+2,10 | 11,84+329 | 10,34+2,90 | 63,35+15,49* 19,77+3,46
SCPIr 15334333 | 15,0623,61 | 16,61+3,69 | 13,81+3,71 | 42,07£9,21* 22,16+2,42
SCPdm i 13,30+3,53 | 14,38+3,30 | 19,01+3,96 | 14,23+4,81 | 95,32+22,74* 28,49+7,19
SCPdl i 15,39+£3,01 | 16,31+£3,79 | 18,30+5,08 9,92+2.27 127,51+18,03* 25,59+6,66
SCPIi 19,75+4,67 | 14,05+4,02 | 18,65+1,99 16,22+2,62 64,69+7,32* 21,05+1,67
SCPdm ¢ 15,57+3,39 | 9,81+1,79 | 10,09+2,19 | 10,75+4,23 | 72,79£19,71* 43,37+6,85
SCPdl ¢ 17,18+6,37 | 11,86+2,92 | 12,50+5,52 | 8,88+3,20 74,59+19,08* 31,99+3,25
SCPIc 18,714£5,53 | 12,51+2,30 | 11,18+2,27 8,83+1,40 55,79+11,81* 25,34+3,67
SCPvlc 17,12+1,15 | 18,17+1,73 | 31,27£2,59* | 24,58+4,43 58,16+9,72* 37,20+5,46*
CnF 13,0043,58 | 8,23+£2,18 12,29+2 .45 14,32+2,39 88,89+10,65* 45,63+4,72*
Cl 9,57£1,24 | 8,22+1,11 12,93+2.81 16,18+3,28 | 12,60+1,97 7,44+1,11
LC 16,96+4.88 | 13,39+2,79 | 18,55+3,89 | 13,78+3,28 | 47,07+7,10* 32,46+421%
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Tabela 3. Numero de neuronios Fos-IR ap6s administragdo de salina, semicarbazida (SCB; 6
ng/0,2 ul) ou bicuculina (BIC; 40 ng/0,2 ulL) no CI de ratos expostos a arena. O nimero de
células Fos-IR foi obtido em areas pré-fixadas de 0,1 mmP” Cada estrutura encefalica foi
quantificada ipsilateral a microinje¢do e contralateral. Os dados representam as médias e o

EPM; * p<0.05 em relagdo ao grupo controle, de acordo com o teste de Newman-Keuls.

Estruturas _ Salina SCB 6 ng/0,2 ul BIC 40 ng/0,2 pL
Ipsi Contra Ipsi contra Ipsi contra

PrL 29.66+2.44 28.09+3.97 29.97+£5.53 19.44+3.43 34.40+4.49 32.27+£5.83
Cg 19.13£3.62 14.67+3.48 17.16+3.55 13.26+1.32 24.83+4.37 25.84+3.36
PaH 38.42+4.61 30.08+4.48 33.48+6.85 31.95+6.59 71.50+9.94* 68.38+11.66*
AHC 22.69+2.46 20.24+2.15 14.82+2.91 15.60+3.74 51.79+6.50* 47.49+6.36*
LH 17.41£1.42 16.53+1.42 12.73£1.74 11.57+2.07 31.51+£2.68* 25.53+2.64*
DMH 25.24+1.39 25.77+1.53 22.99+3.40 20.10£3.03 47.00+5.32* 36.36+4.93
VMHdm 11.15+1.80 11.70+1.60 18.67+4.61 12.26+3.02 72.77+10.80% 55.14+12.53*
PMD 12.05+0.68 10.41£1.42 11.1242.53 9.30+2.47 53.19+10.16% | 42.84+11.77*
LD 10.32+3.75 9.85+3.97 9.97+5.32 9.83+5.98 25.8943.62* 17.7343.35
MGD 9.63+4.75 5.5542.26 8.3443.42 3.81£1.44 51.69+13.51* 32.10£15.05
MGV 4.29+2.78 4.03+1.24 4.43+2.38 2.73£12.61 27.70+14.14 16.52+10.58
MGM 7.16+0.88 6.61+1.39 12.1842.32 6.284+2.02 60.33+7.56* 26.98+7.62
CeA 9.74+3.08 8.59+3.11 11.17£3.91 6.41+1.74 35.67+8.31* 25.374+6.28
BLA 4.66+1.22 6.02+1.18 4.99+1.01 4.63+0.60 17.1842.49* 11.11£2.44
MeA 7.73£1.09 7.02+1.06 9.65£1.40 8.32+1.83 35.85+6.30* 24.47+5.21*
CSs 20.00+2.28 19.45+£2.81 22.48+3.71 21.88+4.09 56.58+5.44* 33.52+2.97*
SCPdm 10.44+2.35 12.92+3.99 18.60+4.79* 14.85+3.58 75.72+9.74* 43.38+5.86*
SCPdI 11.54+2.11 10.91+£2.17 19.30+2.59 14.19+£2.79 64.06+3.90* 26.1443.12*
SCPI 16.85+3.15 15.95+3.14 23.36+3.19 20.64+3.22 31.20+6.06* 23.57+2.95
SCPVI 20.12+2.65 20.18+2.95 17.974£2.92 14.17+2.40 46.93+3.67* 28.044+4.66
DRN 17.54+3.06 18.07+£2.75 19.44+5.11 17.1544.05 25.83£3.60 24.46+3.16
MnR 16.38+1.93 14.79+1.88 15.18+2.73 12.46+1.35 21.19£2.12 19.73+1.98
CnF 9.75+0.88 9.12+1.85 13.83+2.66 8.45+2.11 56.62+6.61* 34.94+7.47%*
Cl 15.01+£2.19 13.88+3.04 23.10+3.97 16.82+4.03 33.90+4.43* 26.24+4.46
LC 15.76+1.85 16.10+1.84 16.71£2.30 14.17+£2.35 25.64+2.76* 20.90+2.19
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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