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RESUMO

Os ntcleos lateral e basolateral da amigdala (LaA e BLA) servem como filtros para as
informacdes aversivas condicionadas e incondicionadas que chegam ao cérebro, enquanto que o
nucleo central da amigdala (CeA) estd envolvido na expressao das reacdes de defesa. Sabe-se que
a substancia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPd) ¢ ativada por estimulos aversivos e tem
importantes conexdes funcionais com a amigdala. Nesse experimento, estudou-se a influéncia da
mediacdo gabaérgica e serotoninérgica dos nucleos amigdaldides sobre as respostas de
congelamento e fuga induzidas pela estimulagdo elétrica da SCPd de ratos Wistar. Cada rato foi
implantado com uma canula em um dos nucleos amigdaloides: LaA, BLA ou CeA, por meio da
qual se injetava salina, muscimol (0,51g/0,5 pL) ou fluoxetina (3,5 nmol/0,2 pL) e um eletrodo na
SCPd. O tempo de congelamento apos a estimulagio da SCPd também foi avaliado.
Adicionalmente, os animais foram submetidos ao medo condicionado contextual utilizando-se
choque nas patas como estimulo incondicionado. O congelamento condicionado contextual foi
inibido apds as inje¢des de muscimol e aumentado apds administracdo de fluoxetina nos trés
nucleos amigdalodides. Os resultados obtidos mostram também que as inje¢des de muscimol ou
fluoxetina nos trés nucleos amigdaldides ndo alteram os limiares aversivos de congelamento e
fuga. Estes resultados sugerem o envolvimento de mecanismos mediados por GABA e 5-HT nos
circuitos neurais de medo condicionado, mas ndo no medo incondicionado induzido por
estimulagdo da SCPd. Por outro lado, ambos tratamentos reduzem o tempo de congelamento pos-
estimulagdo nos trés nucleos estudados. Estudos anteriores mostraram que esse tipo de
congelamento € resultante diretamente da estimulagdo da SCPd e ndo ¢ contexto dependente,
evidenciando sua natureza incondicionada. O congelamento pos-estimulagdo pode refletir o
processo de transferéncia da informacdo aversiva da SCPd para estruturas superiores. Desse
modo, mecanismos serotoninérgicos e gabaérgicos afetariam alguns, mas nao todos os aspectos do

medo incondicionado.
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ABSTRACT

The lateral and basolateral nuclei of amygdala (LaA and BLA, respectively) serve as a filter
for unconditioned and conditioned aversive information that arrives to the brain, whereas the
central nucleus of the amygdala (CeA) is considered to be the main output for the defense
reaction. It has been shown that the dorsal periaqueductal gray (dPAG) is activated by
threatening stimuli and has important functional links with the amygdala. In this work, we
examined the influence of gabaergic and serotoninergic mediation of these nuclei of amygdala
on the freezing and escape responses induced by electrical stimulation of the dPAG of Wistar
rats. Each rat bore a cannula implanted in the LaA, BLA or CeA for injections of the vehicle,
muscimol (0.5 pg/0.5 uL) or fluoxetine (3.5 nmol/0.2 pL) and an electrode in the dPAG for
the determination of the freezing and escape thresholds. The duration of freezing behavior
that outlasts electrical stimulation of the dPAG was also measured. These animals were also
submitted to a contextual fear-conditioning using footshocks as unconditioned stimuli.
Conditioned freezing to contextual cues previously associated with footshocks was reduced
by injections of muscimol and increased by injections of fluoxetine into these amygdaloid
nuclei. The contextual conditioned freezing is dependent on the serotoninergic mechanisms
and regulated by gabaergic mechanisms in the amygdala. The data obtained also show that
injections of muscimol and fluoxetine into the three amygdaloid nuclei did not change the
aversive thresholds for freezing and escape, but disrupted the dPAG post-stimulation freezing.
Previous findings showing that this freezing results directly from dPAG stimulation and that it
is not sensitive to a context shift suggest that it is of unconditioned nature. Thus, while the
freezing and escape behaviors induced by direct stimulation of the dPAG are not under the
influence of the amygdala, the freezing that outlasts the dPAG stimulation is. Therefore,
gabaergic and serotoninergic mechanisms of the amygdala can affect some, but not all,

aspects of the unconditioned fear.
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Introdugdo

INTRODUCAO

COMPORTAMENTO DEFENSIVO

No decorrer da vida, os animais defrontam-se com muitas situagdes perigosas, as quais
podem colocar em risco sua integridade e sobrevivéncia. Tais ameagas podem ser
representadas por estimulos inatos, como predadores ou agressores da mesma espécie, ou
ainda por estimulos condicionados que adquirem esta capacidade por meio de eventuais
associagdes com estimulos causadores de dor, desconforto ou outras sensacdes de cunho
desagradavel.

Embora o comportamento de defesa e a natureza dos sinais de ameaga variem com a
espécie do animal, algumas estratégias padronizadas sdo adotadas em funcao dos diferentes
niveis de ameaca com os quais o animal defronta-se no seu meio ambiente. Blanchard e
colaboradores (1986) e Blanchard & Blanchard (1988) sugeriram que cada uma das formas de
defesa deve corresponder a um tipo de medo ou ansiedade, cada qual com um substrato neural
especifico. Assim, o estudo das bases neurais das diversas estratégias de defesa levaria a um
conhecimento mais aprofundado da neurobiologia do medo e da ansiedade.

O primeiro nivel de defesa ocorre quando o animal deixa a area segura para explorar
uma area mais perigosa. Tal exploracao pode ocorrer de maneira cautelosa, quando o animal
encontra-se diante de um perigo incerto, apenas potencial. Esse tipo de comportamento pode
levar a obtencao de informagdes que permitam confirmar, identificar e localizar o perigo além
de sinalizar que a ameaga nao ¢ iminente, propiciando assim uma reducao da defesa. Se este
ndo ¢ localizado ou confirmado e a investigacdo cautelosa prolonga-se temos a configuracao
da ansiedade antecipatoria ou condicionada. Quando um predador é encontrado, o animal

passa para o proximo nivel de defesa. Para o rato esse nivel € caracterizado pela resposta de
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Introdugdo

congelamento. Se o predador se aproxima (perigo proximal), o congelamento ¢ interrompido
¢ 0 animal passa para o terceiro nivel de defesa, com ataques, saltos ou fuga (Blanchard et al.,
1986).

Recentemente, Gray & McNaughton (2000) sugeriram algumas modificagdes nos
niveis de defesa sugeridos por Blanchard & Blanchard (1988). No modelo modificado, o
congelamento, a luta e a fuga desordenada fariam parte dos niveis primarios de defesa. Esses
comportamentos seriam resultantes do perigo proximo, no qual ha pouco tempo para analise
da situagdo. O proximo nivel seria caracterizado por uma fuga ordenada que seria resultante
de um perigo identificado, porém distal. Nesse nivel, ha mais tempo para a andlise da situagao
e uma maior variedade de respostas possiveis. Quando o perigo € potencial e ha necessidade
de ser evitado, o comportamento caracteristico nessa situacdo seria a esquiva ativa. Nesse
nivel, pode ocorrer o condicionamento. Finalmente, quando o perigo € potencial, mas ha uma
tendéncia de aproximacao, haveria a inibi¢do comportamental juntamente com a avaliagdo de
risco. Nessa situacdo um alto nivel de conflito ¢ gerado e ha necessidade do processamento da
informagdo pelas estruturas que medeiam as tendéncias de esquiva e aproximacao, além
daquelas que seriam responsaveis pelo nivel mais complexo, atuando na resolucdo do
conflito, com a defini¢do da resposta mais apropriada apdés a comparacao das tendéncias
distintas.

Em ratos selvagens, o comportamento antipredatdrio esta organizado em funcdo da
disponibilidade de fuga e da distdncia entre o predador e a presa. A fuga é a resposta
predominante se o predador se aproxima e ainda existe uma distancia segura para fugir.
Quando a fuga nao ¢ possivel devido a pouca distdncia entre os animais, o congelamento ¢ o
comportamento de defesa inicial, seguido da ameaca defensiva (vocalizagdo com exposi¢ao

dos dentes). Finalmente, se ocorre o encontro com o predador, o animal emite um ataque
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Introdugdo

defensivo. Esse ataque pode resultar em uma mordida na regido do olho/focinho do predador,
seguido imediatamente pela fuga (Blanchard & Blanchard, 1988).

Conhecendo-se o repertorio de uma dada espécie, pode-se explorar o substrato neural
subjacente a cada nivel de defesa pelos métodos classicos da neurofisiologia — ablagao,
estimulagdo elétrica, estimulagdo quimica — ou pelos métodos de andlise de imagens
funcionais do cérebro. Essas ultimas podem compreender tanto métodos moleculares (por
exemplo, imunorreatividade da proteina fos, radioimunoensaio) quanto técnicas como a

tomografia e a ressonancia magnética nuclear funcional (Graeff & Guimaraes, 1999).

MEDO E ANSIEDADE

O medo ¢ a ansiedade sdo estados emocionais distintos, relacionados a reagdo de
defesa dos animais. Segundo Blanchard & Blanchard (1988), um conceito importante para se
diferenciar medo e ansiedade ¢ o de direcdo defensiva, segundo o qual comportamentos
distintos sdo observados quando um animal deixa uma area onde ha um predador (perigo real)
ou entra em uma area onde um predador esteve ou pode estar (perigo potencial). Esses
pesquisadores definiram como respostas de medo aqueles comportamentos evocados na
presenga do predador e como respostas de ansiedade os comportamentos evocados na
auséncia do predador, por sinais a ele associados (por exemplo, seu odor). Com relagdo a
distancia defensiva observam-se diferentes tipos de comportamentos. Se o mesmo estiver
préximo surgem respostas relacionadas ao medo e se estiver distante surgem comportamentos
relacionados a ansiedade. Reacdes de congelamento, vocalizagdes, ataques defensivos com
saltos e autolimpeza podem ser indicativas de medo (Blanchard & Blanchard 1988).

A palavra ansiedade tem origem no termo grego anshein, que significa "estrangular,

sufocar, oprimir" evidenciando metaforicamente a experiéncia subjetiva aversiva
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Introdugdo

caracteristica da ansiedade. Desde as primeiras reflexdes sobre a ansiedade registradas na
Grécia classica, a experiéncia subjetiva era sempre associada a sintomas corporais. Na
Antigiiidade, bem como durante a Idade Média, a ansiedade raramente era tida como doenga,
embora Hipocrates ja tivesse descrito casos Obvios de fobia. Biologicamente, a ansiedade
pode ser definida como um estado emocional aversivo ligado a percepc¢ao de determinados
contextos ambientais (lugares, pessoas, atividades, etc.) que sdo comparados a vivéncia
anterior (memoria) € que ativam sistemas cerebrais especificos, com fungdo adaptativa (Gray,
1982; Gray & McNaughton, 2000).

A ansiedade pode ainda ser entendida como um estado emocional resultante de
sentimentos de apreensdo, incerteza ¢ medo, freqlientemente experimentados na espécie
humana e em outros mamiferos (Darwin, 1872). Esses sentimentos sdo, em humanos,
relatados subjetivamente como desconfortaveis e sdo, em grande parte, acompanhados por
diversas alteracdes fisiologicas, comportamentais e psicoldgicas, tais como taquicardia,
sudorese, hiperventilagdo, aumento da tensdo muscular, inquietude e alerta (Nutt, 1990).
Quando manifestada em niveis adequados e normais, a ansiedade parece ser importante para
um bom desempenho do individuo, ativando ¢ mobilizando o organismo para sua adaptacao
ao ambiente; mas quando se torna excessiva, a ansiedade pode ser considerada patologica
prejudicando o desempenho (Dractu & Lader, 1993; Graeff & Brandao, 1999). Segundo
Dractu & Lader (1993), altos niveis de ansiedade podem conduzir o individuo a exaustdo e,
conseqlientemente, a formagdo de sintomas psicossomaticos, podendo desencadear uma
patologia psicossomatica. Distinguem-se dois tipos de ansiedade patoldgica: “estado” e
“traco”. A ansiedade “estado” ¢ freqiientemente associada com um evento estressante
especifico e termina quando o estimulo cessa. Ja a ansiedade “traco” € uma caracteristica

persistente em um individuo, fazendo parte de sua personalidade (Graeff, 1997).
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Introdugdo

A Associacdo Americana de Psiquiatria classificou (DSM-IV) a ansiedade patologica
em diversos grupos, como: disturbio de panico, agorafobia, disturbio de panico com
agorafobia, fobia especifica, fobia social, disturbio obsessivo-compulsivo, distarbio do
estresse pos-traumatico, disturbio de ansiedade generalizada, distirbio de ansiedade devido a
condigdo médica geral, distirbio de ansiedade induzida por substancias e distirbio de
ansiedade ndo especificada. Essas diferentes formas de ansiedade respondem a diferentes
tratamentos farmacologicos e abordagens terapéuticas.

Evidéncias sobre a neuroanatomia da ansiedade provenientes de estudos em humanos,
com a utilizagdo de recursos estaticos (ressonancia magnética) e funcionais (tomografia por
emissdo de positrons PET/ ressonancia nuclear magnética com fluxo) t€ém também mostrado
novas e importantes contribui¢des a este campo de estudo (Sandford et al., 2000).

A utilizacdo de modelos animais de ansiedade possibilita estudar em laboratorio
aspectos de sintomatologia, etiologia, possiveis tratamentos ¢ mecanismos pelos quais estes
compostos produzem seus efeitos, além da neurobiologia da ansiedade (Treit, 1985; File,
1992). Os modelos animais de ansiedade sdo divididos em dois grupos principais: modelos
baseados em medos inatos ou etologicamente fundamentados ¢ modelos baseados em
aprendizagem associativa.

Os modelos etologicamente fundamentados usam estimulos que desencadeiam
respostas incondicionadas de medo em diferentes espécies animais como lugares novos e/ou
intensamente iluminados, a presencga de co-especificos e o confronto com predadores (Pelow
et al., 1985; Lister, 1990). Entre os modelos etologicamente fundamentados estdo a transigao
claro-escuro, a interagdo social, o labirinto em cruz elevado, a interagdo presa-predador.

Muitos modelos animais de ansiedade envolvem processos de aprendizagem
associativa e¢ s3o baseados no condicionamento cldssico e/ou operante do medo. Pelo

condicionamento cléssico, estimulos neutros como sons de baixa intensidade ou luz, quando
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associados a estimulos aversivos incondicionados, como choques elétricos € sons intensos,
tornam-se estimulos condicionados que podem desencadear respostas de medo/ansiedade
(resposta condicionada). Nesse sentido, esses estimulos neutros passariam a desencadear as
respostas de medo/ansiedade em decorréncia de anteciparem para o animal a apresentagao de
um estimulo aversivo. Ja pelo condicionamento operante, os animais aprendem determinadas
estratégias ou tarefas, a fim de diminuir ou suprimir as conseqiiéncias negativas associadas
com a apresentagdo real de estimulos aversivos. Quando as respostas dos animais sao
seguidas de apresentacdo do estimulo aversivo, e ocorre uma diminui¢do da expressdo deste
comportamento no futuro, temos caracterizada uma situacdo de puni¢do. Caso as respostas
determinem a retirada do estimulo aversivo temos a fuga e quando s3o seguidas pela evitagao
da apresentagdo do estimulo aversivo temos a esquiva. Entre os modelos baseados em
aprendizagem associativa estdo a resposta emocional condicionada, o sobressalto
potencializado pelo medo, o teste de conflito do beber punido e puni¢do de pressdo a barra

(Geller & Seifter, 1960; Vogel et al., 1971).

SISTEMAS NEURAIS DE DEFESA

Os estados aversivos e as mudangas fisioldgicas que os acompanham caracterizam as
emocdes basicas e parecem ser elaborados em circuitos encefalicos presentes em todos os
mamiferos. Assim, tem-se observado que se, por um lado, as experiéncias subjetivas e
cognitivas de muitas emogodes parecem ser um fendmeno predominantemente humano, por
outro, suas alteragdes fisioldgicas e comportamentais sugerem uma heranga neuronial comum
com os outros animais. Com o aumento da complexidade do neocortex no homem, as
respostas as emocdes foram sendo cada vez mais elaboradas. Apesar disso, os elementos

basicos dos sistemas motivacionais primarios, como o medo, a raiva e o panico permaneceram
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constantes. Sendo assim, esses sistemas apresentam-se organizados ao longo do neuroeixo,
com caracteristicas que parecem persistir ao longo da escala evolutiva (Pankseep, 1990). Com
efeito, a utilizagdo de modelos animais estd baseada na premissa que considera que as raizes
biologicas da ansiedade humana apresentam analogia com as reagdes de defesa que os
animais exibem em resposta a estimulos ou situacdes de perigo (Graeff, 1988; Graeff &
Zangrossi, 2002). De maneira geral dizemos que existem dois sistemas neurais que
comandam a rea¢do de defesa dos animais: o sistema encefalico aversivo (Graeff, 1981) e o
sistema de inibicdo comportamental (Gray, 1982). A ativagdo desses dois sistemas ¢
acompanhada por componentes subjetivos ¢ neurovegetativos da reagdo de defesa e sdo de

grande valor na luta pela sobrevivéncia.

SISTEMA ENCEFALICO AVERSIVO E SISTEMA DE INIBICAO COMPORTAMENTAL

A técnica de estimulagdo elétrica de areas subcorticais permitiu a identificagdo de
algumas estruturas encefalicas relacionadas ao comando de respostas defensivas. Os estudos
classicos de Hess e Briiger (1943) e de Fernandez de Molina e Hunsperger (1959) foram os
primeiros a indicar que a estimulacdo elétrica do hipotalamo medial e da substancia cinzenta
periaquedutal dorsal (SCPd) de gatos acordados provocava uma seqliéncia de
comportamentos defensivos que incluiam arqueamento do dorso, ataque orientado,
piloeregdo, elevacdo da cauda, midriase e exposi¢do de garras e dentes. Os autores
propuseram que essas respostas eram partes de um repertério organizado, similar ao
comportamento defensivo apresentado por diferentes espécies de animais, quando
confrontadas com situagdes de perigo ou estimulos aversivos. Esse conjunto de respostas

somatomotoras e viscerais foi denominado “reacdo de defesa afetiva”. Trabalhos posteriores
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evidenciaram que vdrias outras estruturas encefalicas pareciam estar envolvidas na regulagdo
de diferentes aspectos da reagdo de defesa.

O sistema encefalico aversivo estaria envolvido com a geracdo de comportamentos
defensivos ¢ a elaboracao de estados motivacionais € emocionais aversivos. Esse sistema ¢
representado por estruturas envolvidas nos processos que compreendem agressao/defesa, tais
como hipotalamo medial, amigdala, SCPd, coliculo inferior e camadas profundas do coliculo
superior (Graeff, 1990; Brandido et al., 1999). O sistema encefalico aversivo processa
principalmente estimulos incondicionados, produzindo um aumento expressivo da atividade
dirigida para o ataque e a fuga.

A estimulacdo elétrica das estruturas do sistema encefalico aversivo produz um padrao
caracteristico de respostas, com atividade motora intensa com saltos, além de reagdes
neurovegetativas, tais como, aumento da pressao arterial e da freqiiéncia cardiaca, piloerecao,
mic¢ao, defecacdo, exoftalmia, similares aquelas evocadas quando um animal ¢ confrontado
com estimulos aversivos ou dolorosos em situacao natural (Deakin & Graeff, 1991; Deakin et
al., 1994; Graeff, 1994).

Para Deakin & Graeff (1991), a amigdala estaria mais relacionada ao condicionamento
aversivo. Sua disfun¢do geraria o distirbio de ansiedade generalizada antecipatoria. A SCPd,
por sua vez, desencadearia respostas comportamentais a estimulagdo aversiva incondicionada
(dor, asfixia e ameaga inata, como a presenga de predadores), sendo que alteragdes funcionais
nessa estrutura resultam em distirbio do panico. Enquanto o sistema encefalico aversivo
compreende as estruturas relacionadas com as estratégias de defesa observadas em situagdes
ameagadoras ou perigo iminente, o sistema de inibi¢do comportamental ¢ ativado em
situacdes conflitantes.

Gray & McNaughton (2000) propuseram que a ansiedade estaria relacionada com a

ativacdo de um sistema de inibicdo comportamental, que levaria a um aumento nos niveis de
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atencdo e vigilancia. Esse sistema seria representado principalmente pelo sistema septo-
hipocampal, o qual ¢ constituido pelo hipocampo, cértex entorrinal, subicular e cingulado
posterior e area septal, além de suas interconexdes e vias monoaminérgicas ascendentes que
inervam estas estruturas prosencefalicas.

O sistema de inibicdo comportamental controlaria o comportamento quando ha
necessidade de movimento em direcao a fonte de perigo, ou seja, quando existem dois planos
conflitantes: obter a seguranca e satisfazer a tendéncia de aproximagao (Gray & McNaughton,
2000). A fungdo desse sistema ¢ promover a inibi¢do do comportamento em curso, com o
objetivo de avaliar o grau de ameaga enquanto ocorre uma exploragdo cautelosa do ambiente.
Para isso, existe a necessidade de um aumento nos niveis de atengao e alerta. Essa reag¢do de
defesa seria caracterizada, principalmente, pelo comportamento de avaliagdo de risco.
Entretanto, esse sistema ¢ acionado apenas quando existe conflito entre as tendéncias de
aproximacdao do perigo e de se esquivar, ¢ ndo simplesmente em resposta a presenga de
estimulos aversivos. Para ativar o sistema de inibi¢do comportamental € necessario ativar, ao
mesmo tempo o sistema de aproximagdo comportamental, isto €, colocar o animal em uma
situacao de conflito aproximacao/ esquiva. Dependendo do grau de ativacdo de um e outro
pode ocorrer supressdo do comportamento e/ou exploracdo do ambiente com um aumento na
aten¢do e no comportamento de avaliagdo de risco, associados a analise de informagdes
relacionadas que estdo armazenados na memoria. O papel do sistema de inibicao
comportamental no controle da memdria seria o de resolver conflitos e, para isso, ele
aumentaria a valéncia dos estimulos e associagdes afetivamente negativas. A partir dai, a
esquiva passa a ser predominante no conflito aproximagdo/ esquiva. Enfim, como
conseqiiéncia da ativacdo do sistema de inibi¢do comportamental, temos um alteragdo do
equilibrio entre as tendéncias de aproximacdo e esquiva em direcdo 4 esquiva (Gray &

McNaughton, 2000).
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MEDO CONDICIONADO

O primeiro relato na literatura sobre o comportamento de congelamento como indice
de medo condicionado ocorreu em estudos com animais submetidos previamente a apenas um
choque nas patas e inicialmente foi denominado de “crouching”, postura agachada e imovel
(Blanchard & Blanchard, 1969). A postura de agachar sugerida pelo casal Blanchard tem sido
substituida pela resposta de congelamento como medida de medo. Bolles & Collier (1976)
partiram deste trabalho para seus estudos sobre o comportamento de congelamento, como
resposta de medo condicionado.

Alteragdes inesperadas no ambiente sdo suficientes para causar congelamento (Hofer,
1970; Bolles & Collier, 1976). Esse comportamento ¢ uma maneira efetiva de evitar um
provavel perigo, quando a fuga e a esquiva ndo sdo viaveis. A aprendizagem também
desempenha um papel importante quando um estimulo ativa o sistema de medo. O
congelamento condicionado ¢ uma forma de resposta do condicionamento pavloviano, no
qual o sujeito ¢ treinado a associar um estimulo neutro (apresentagdo de luz, som, contexto
por exemplo) com um estimulo incondicionado, como o choque elétrico. Apds esse
pareamento, a apresenta¢do da luz sozinha prediz a ocorréncia do choque e atua como um
estimulo condicionado, desencadeando o congelamento (Fendt & Fanselow, 1999). Assim, a
luz, o som ou o contexto adquirem significado por terem sido pareados com um estimulo
incondicionado intrinsecamente aversivo. A aprendizagem ¢ avaliada, portanto, pela
capacidade com que a presenga apenas do estimulo condicionado produz resposta
condicionada em antecipa¢do a ocorréncia do estimulo incondicionado (Gewirtz & Davis,
2000).

A resposta de medo condicionado expressa como comportamento de congelamento,

pode ser definida como imobilidade total com postura tensa (Fanselow, 1984). Esse
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comportamento ndo consiste na simples supressao da atividade do animal, mas sim, constitui
um padrdo comportamental complexo, acompanhado de alteragdes autondmicas, como
aumento da atividade respiratoria, hipertensdo, aumento da freqiiéncia cardiaca, aumento da
defecacdo e micgdo, e resposta antinociceptiva que reduz o impacto do choque subseqiiente
pela ativacdo de mecanismos endogenos (Fanselow & Bolles, 1979; Fanselow & Baackes,
1982; Fanselow, 1984; Avanzi et al., 1998; Antoniadis & McDonald, 1999; Carrive et al.,
2000; Carrive, 2002).

O tempo de resposta de congelamento é predominantemente determinado pelas
caracteristicas do choque e pela intensidade e/ou duragio do mesmo (Fanselow, 1980). E
determinado também pelo tipo de estimulo condicionado apresentado ao animal, ou seja, a
durag@o é menor se o estimulo for discreto, como a luz ou o som (Sakaguchi et al., 1983). Ao
contrario, o tempo da resposta de congelamento aos estimulos contextuais pode ultrapassar 40
minutos, dependendo da duragdo das sessdes de condicionamento (Fanselow, 1980;
Sakaguchi et al., 1983; LeDoux et al., 1988; Antoniadis & McDonald, 1999; Carrive, 2002;
Silva et al., 2004).

Evidéncias mostram que lesdes na amigdala e no hipocampo, realizadas ap6s o treino,
produzem enfraquecimento na expressdo de congelamento (Blanchard & Blanchard, 1972;
Davis, 1992a; 1992b; Maren & Fanselow, 1997), e que a lesdo hipocampal, antes do treino,
prejudica a aquisi¢do do medo condicionado ao contexto (LeDoux, 1994). A destruicao
seletiva do nucleo lateral da amigdala bloqueia a resposta de congelamento a estimulos
auditivos condicionados (Iwata et al, 1986; LeDoux et al., 1990a). Acredita-se que os
sistemas sensoriais conduziriam as informacdes sobre os estimulos condicionados e
incondicionados até os nucleos lateral e basolateral da amigdala (Davis, 1997; Maren, 1999,
LeDoux, 2000). Estas evidéncias permitem sugerir que estes nucleos possuem funcido na

aprendizagem e memoria do medo condicionado (Wallace & Rosen, 2001). No paradigma de
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sobressalto potencializado pelo medo, lesdes no nucleo central da amigdala bloquearam a
potencializagdo do sobressalto (Hitchcock & Davis, 1986; 1987). As projecdes que partem do
nucleo central da amigdala para os diversos ntcleos hipotalamicos e do tronco cerebral
parecem mediar componentes distintos da resposta de medo. Suas projecdes para o nucleo
reticulopontino caudal, possivelmente, medeiam o sobressalto potencializado pelo medo, ao
passo que as eferéncias para o hipotalamo lateral e bulbo medeiam as respostas autonomicas e
as projecdes para a substancia cinzenta periaquedutal sdo importantes para o congelamento ¢ a
antinocicepgao (LeDoux et al., 1988).

Acredita-se, também, que o complexo basolateral da amigdala esteja envolvido na
esquizofrenia, depressdo e outras desordens que mobilizam componentes afetivos. Alguns
desses comportamentos sdo regulados por impulsos do cortex pré-frontal ao nucleo
basolateral da amigdala. A ativagdo dos receptores de dopamina atenua os impulsos do cortex
pré-frontal ao nucleo basolateral da amigdala, confirmando, em parte, a sugestdo acima
(Rosenkranz & Grace, 2001). Entretanto, os mecanismos celular e farmacologico
responsaveis por essas manipulagdes ainda ndo estdo claros.

Ha evidéncia da participagdo de uma via amigdala/substancia cinzenta periaquedutal
ventrolateral no medo condicionado. LesOes excitotoxicas, nesta ultima estrutura, feitas antes
ou apos o treino, inibem a resposta de congelamento condicionado (De Oca et al., 1998). Da
mesma forma, lesdes na substancia cinzenta periaquedutal ventrolateral diminuem também a
resposta de congelamento condicionado ao som pareado com choques nas patas (LeDoux et
al., 1988), como também as respostas de medo contextual (Kim et al., 1993; De Oca et al.,
1998; Vianna et al., 2001a).

Assim, os circuitos neurais que subservem essa forma de aprendizagem pavloviana
vém sendo examinados com detalhes. Bem menos conhecido, contudo, é como os sistemas

modulatérios dopaminérgico, serotoninérgico ¢ noradrenérgico, interagem com o circuito de
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medo. Na literatura, algumas evidéncias, realgam o papel da dopamina (Blackburn et al.,
1992; Salamone, 1994; Aguilar et al., 2000), serotonina (Ceulemans et al., 1985; Van Praag et
al., 1990; Kent et al., 1998; Dalery & Aubin, 2001; Nardi, 2001) e noradrenalina (Ressler &
Nemeroff, 2001; Detke et al., 2004; Garcia et al., 2004; Rabasseda, 2004) na neurobiologia de
certas desordens psiquiatricas. Nos modelos de ansiedade, as drogas antidepressivas que
bloqueiam a recaptagdo de serotonina como a fluoxetina apresentam efeito quando utilizadas
de maneira cronica ou ainda de maneira subcronica em comparacdo com a administragao
aguda (Porsolt et al., 1977; Beck & Fibiger, 1995; Kent et al., 1998; Nardi, 2001; Borelli et

al., 2004).

MEDO INCONDICIONADO

Estad bem estabelecido na literatura que os ratos congelam, esquivam e tém respostas
defensivas a odores de predadores. Essas caracteristicas sdo indicadoras de medo
incondicionado (Cattarelli & Chanel, 1979; Blanchard & Blanchard, 1989; Berton et al.,
1998; Wallace & Rosen, 2001). Varias estruturas do sistema nervoso central, tais como, a
SCPd, hipotalamo medial, camadas profundas do coliculo superior, a amigdala e o coliculo
inferior sdo acionadas na génese e elaboragdo dessas estratégias defensivas (Brandao et al.,
1999).

A microinje¢do de drogas que diminuem a neurotransmissdo gabaérgica, como
também a estimulagdo elétrica da SCPd desencadeiam comportamento de congelamento
alternado por corridas e saltos aparentemente nao-direcionados (Brandao et al., 1982; Schmitt
et al., 1984). Esta reagdo encontra similaridades ao que ocorre nos ataques de panico

apresentados em seres humanos (Panksepp, 1982; Brandao et al., 2005).
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Os circuitos que elaboram o comportamento de congelamento condicionado
compreendem o nucleo central da amigdala, niicleo mediano da rafe, hipocampo e substancia
cinzenta periaquedutal ventral (Fanselow, 1980; LeDoux et al., 1988; Avanzi et al., 1998;
Antoniadis & McDonald, 1999). Entretanto, pouco se sabe sobre a participagdo dessas
estruturas na organizacdo do medo incondicionado. Varias evidéncias sugerem que o
complexo basolateral ¢ um sitio de plasticidade e armazenamento de informagdes emocionais
aversivas (Fanselow & LeDoux, 1999). Estudos deste laboratério mostram que a lesdo do
complexo basolateral da amigdala aumenta o carater aversivo da estimulacdo elétrica do
coliculo inferior, enquanto que a lesdo do nucleo central reduz essa aversividade, sugerindo
que o complexo basolateral contém mecanismos neurais inibitorios, enquanto que o nucleo
central da amigdala pode representar uma importante via motora de saida para o
comportamento defensivo induzido pela ativagdo do coliculo inferior (Maisonnete et al.,

1996; Macedo et al., 2002).

MODULACAO DO MEDO POR  MECANISMOS GABAERGICOS E

SEROTONINERGICOS DA AMIGDALA

GABA

O GABA ¢ o principal neurotransmissor inibitorio do sistema nervoso central dos
mamiferos. E produzido pela remogdo enzimatica de um grupo carboxilico do &cido
glutamico. Apresenta-se virtualmente em todas as areas do neuroeixo, na maioria delas
associado a interneurdnios inibitorios locais, € mostra-se ativo em aproximadamente 30 a 40%
das sinapses (Graeff, 1993a).

O controle exercido por mecanismos gabaérgicos sobre estruturas responsaveis pela

geracao ¢ elaboracdo do comportamento de defesa tem sido um dos principais focos de
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atencdo de pesquisas sobre a modulacdo dos substratos neurais da aversao no teto
mesencefalico. Diversos estudos vém mostrando que inje¢des locais de benzodiazepinicos na
SCPd deprimem o comportamento de fuga aprendido e ndo aprendido, induzido por
estimulagdo eclétrica dessa regido (Branddo et al., 1994; 1999). Dados obtidos de estudos
comportamentais usando modelos animais de ansiedade tém fornecido evidéncias consistentes
de uma interacdo da acdo antiaversiva dos benzodiazepinicos com mecanismos gabaérgicos
no teto mesencefalico. Particularmente, tem sido observado que antagonistas de receptores
gabaérgicos injetados nessa regido causam reacgdes defensivas similares as que se observam
com a estimulagdo elétrica, o que sugere que o complexo GABA-benzodiazepinico exibe um
papel inibitorio tonico sobre o substrato neural da ansiedade no teto mesencefalico (Schmitt et
al., 1985; Brandao et al., 1988; 1994; 1999).

A estimulagdo quimica da SCPd com drogas que diminuem a neurotransmissao
gabaérgica (Branddo et al., 1982) e a estimulagdo elétrica dessa estrutura em animais sdo
capazes de produzir comportamentos que se assemelham aos ataques de panico clinicos e
experimentais em humanos. Os animais apresentam um congelamento alternado com corridas
desenfreadas e saltos; comportamento em geral acompanhado por exoftalmia e/ou defecagdo e
miccdo. Essas alteracdes autondmicas estdo associadas ao comportamento defensivo, e tem
sido relatado que sdo similares as induzidas por estimulagdo de outras estruturas envolvidas
com a reagdo de defesa (Brandao et al., 1994; 1999; Schenberg et al., 2000).

Herdade e colaboradores (2006) examinaram o papel da neurotransmissdo gabaérgica
na modulagdo dos comportamentos de medo e ansiedade ¢ mostraram que a disfungdo desses
mecanismos regulatorios na amigdala resultam em reacgdes defensivas similares as
mencionadas acima. Adicionalmente, Venton e colaboradores (2006) mostraram que a
reducdo dos niveis gabaérgicos da amigdala facilita o medo condicionado contextual e

auditivo.
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De maneira geral pode ser dito que a amigdala, uma das principais estruturas na
regulacao do comportamento emocional, ocupa uma posicao central na regulagao de respostas
condicionadas e incondicionadas, atuando como um filtro para informagdes sensoriais que
parecem ser cruciais para a aquisi¢do do medo condicionado (Davis et al., 1994a; Davis
1992b; LeDoux, 1994; Killcross et al., 1997). Varios estudos apontam uma fungdo regulatoria
do nucleo basolateral na aquisi¢do do medo condicionado (Davis 1992b, LeDoux et al.,
1990a,b; Vazdarjanova et al., 2001). Alteragdes no funcionamento da amigdala tém sido
relacionadas ao transtorno de ansiedade generalizada (Davis et al., 1994a; De Oca et al.,
1998; Graeff, 2002). Nesse contexto, os efeitos ansioliticos dos benzodiazepinicos sao
relacionados a potencializagdo de mecanismos gabaérgicos no nucleo basolateral (Davis et al.,
1994a; LeDoux, 2000). Macedo e colaboradores (2006) mostraram que o aumento da
neurotransmissdo gabaérgica no nucleo basolateral da amigdala através de injegdes de
muscimol produz uma clara redugdo na aversdo condicionada ao lugar. Enquanto que no
medo incondicionado gerado pela ativagdo de substratos neurais da aversdo no coliculo
inferior a microinjecdo de semicarbazida no nucleo basolateral da amigdala levou a um
aumento da aversividade, expresso pelo aumento do tempo de congelamento e do nimero de
cruzamentos no teste do campo aberto.

O papel do GABA na ansiedade estd fortemente apoiado na indiscutivel eficacia dos
benzodiazepinicos (BZDs) como ansioliticos. Os receptores BZDs ¢ o GABA, por estarem
amplamente distribuidos no sistema nervoso central, podem exercer influéncia em varios
sistemas neuroniais diferentes. Torna-se, entdo, extremamente importante delimitar quais
sistemas neuroniais GABA-BZD participam da regulagdo da ansiedade. Como exemplo, o
complexo amigdaloide parece estar mais relacionado com o medo condicionado e com o
transtorno de ansiedade generalizada, que é susceptivel aos medicamentos bezodiazepinicos

(Davis, 1997). A SCPd, por sua vez, estaria predominantemente envolvida na elabora¢do do
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medo incondicionado e no transtorno de panico. Essa regido possui um nimero bem menor de
receptores BZDs quando comparada a amigdala. Portanto, ¢ plausivel que a SCPd possa ser o
local de acdo de certos compostos BZDs potentes, eficazes no transtorno de panico quando
administrados em doses elevadas e por periodo prolongado (Graeff, 1993a; Russo et al.,

1993).

Serotonina

Os neuronios contendo 5-hidroxitriptamina (5-HT) ou serotonina, no sistema nervoso
central foram localizados utilizando técnicas de imunofluorescéncia e auto-radiograficas. Eles
estao concentrados na rafe do tronco encefalico. Os nucleos pontinos e bulbares projetam-se
caudalmente para a medula espinhal, onde a 5-HT est4 envolvida com a percepcao dolorosa,
com a regulagdo visceral e com o controle motor. Os nucleos mesencefalicos —
particularmente o nucleo dorsal da rafe e o nucleo mediano da rafe — inervam o prosencéfalo,
com destaque para a amigdala, bem como o teto mesencefalico, com destaque da SCPd
(Graeft, 1997).

A funcao da 5-HT na ansiedade foi estabelecida observando-se que a diminui¢ao da
neurotransmissao serotoninérgica, pela administragdo sist€émica de inibidor da sintese de 5S-HT
(Robichaud & Sledge, 1969) ou de antagonistas serotoninérgicos (Graeff & Schoenfeld,
1970), liberava o comportamento suprimido por puni¢do em teste de conflito. Essas
observagoes levantaram a possibilidade de que a 5-HT pudesse participar da modulacao do
comportamento defensivo em modelos animais de ansiedade (Graeff, 1993b).

Dessa forma, varios estudos foram realizados para investigar o modo de acao da 5-HT
nas estruturas envolvidas na mediacdo da ansiedade. Alguns trabalhos demonstraram que a
serotonina medeia os efeitos da punicdo ao estimular regides prosencefalicas, como a

amigdala ¢ a formacdo hipocampal (Stein et al., 1973). Entretanto, outras evidéncias
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sugeriram que esse mesmo neurotransmissor parece ter um papel antiaversivo na SCPd, pois a
estimulagdo do nucleo dorsal da rafe (Kiser et al., 1980) ¢ a microinjegdo local de agonistas
serotoninérgicos (Nogueira & Graeff, 1995) reduzem a aversividade de sua estimulagdo. A 5-
HT parece exercer esse efeito antiaversivo particularmente pela atuagao em receptores 5-HTia
e 5-HT2a (Schutz et al., 1985; Nogueira & Graeff, 1995).

A amigdala recebe diversas modalidades de informagdo sensorial, olfativa, visual e
auditiva. Essas informagdes permitem uma estratégia de defesa mais integrada e elaborada
frente a estimulos sinalizadores de perigo ou de ameaca distal ou potencial, (Blanchard &
Blanchard 1988). A defesa pode ser de natureza inata ou, por outro lado, a estratégia pode ter
adquirido significado emocional através de um mecanismo de condicionamento classico
(LeDoux et al., 1988). Assim, Deakin & Graeff (1991) propuseram que a via serotoninérgica
prosencefalica, origindria do ntcleo dorsal da rafe, e que inerva a amigdala, promoveria
comportamentos de esquiva em resposta a estimulos aversivos condicionados. O tipo de
ansiedade elaborada por esta via seria o da ansiedade condicionada, ou seja, antecipatdria ao
perigo. Nesse caso, a ameaga estaria a uma certa distdncia do animal, levando-o a evita-la. Por
outro lado, segundo ainda esta teoria, a amigdala deve exercer algum controle sobre os
substratos neurais do medo localizados na SCPd que sdo ativados por estimulos proximais
que ameagam a sobrevivéncia do animal. Como a ansiedade antecipatoria que resulta do medo
moderado e o panico que resulta do perigo proximal sdo excludentes, a ativacdo da amigdala
deve cursar com a inibi¢do da SCPd. Em vista disso, t€ém sido realizados estudos com
procedimentos de medo moderado e intenso na perspectiva de que eles possuam substratos
neurais distintos da mesma forma que possam representar tipos diferentes de ansiedade. De
fato, enquanto o medo contextual moderado ¢ sensivel a ag¢do ansiolitica dos BZDs, o medo
contextual intenso produzido pelo condicionamento com choques de intensidade alta ¢

resistente a acdo ansiolitica dos BZDs (Santos et al., 2005). De forma interessante, estudo

32



Introdugdo

recente deste laboratério mostrou que a fluoxetina administrada por via sist€émica e de forma
subcronica melhora os mecanismos de defesa de animais submetidos ao medo condicionado
contextual intenso (Santos et al., 2006). Ndo ha entretanto, na literatura qualquer estudo que
investigue os efeitos de drogas serotoninérgicas administradas localmente na amigdala ou na
SCPd sobre 0 medo moderado ou intenso.

O nucleo dorsal da rafe mantém extensas conexdes com os nucleos basolateral e
central da amigdala (Azmitia & Segal, 1978; Vertes, 1991; Fallon & Ciofi, 1992). Estudos
neuroquimicos mostram que a ativagao do nucleo dorsal da rafe, através de injecdo de acido
cainico, aumenta a liberagdo de serotonina na amigdala (Viana et al., 1997). Outros estudos,
também utilizando a técnica de microdialise, mostram um aumento na liberagdo extracelular
de serotonina na amigdala em ratos submetidos a estimulos estressantes (Amat et al., 1998;
Rueter & Jacobs, 1996; Funada & Hara, 2001). Os receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT1
sdo encontrados em alta densidade principalmente no hipocampo, porém também sao
observadas altas densidades no septo, hipotalamo, algumas camadas do cértex e na amigdala,
particularmente no nucleo central. Por outro lado, os trés nicleos amigdaldides de interesse
para esse estudo parecem ter uma alta densidade de receptores 5-HT2 ¢ 5-HT3 (Pazos &
Palacios, 1985; Ohuoda et al., 1993; Rainnie, 1999).

Stutzmann & LeDoux (1999) examinaram o papel da 5-HT na modulacdo do
processamento de informagdes sensoriais na amigdala. Esses autores mostraram que a
serotonina na amigdala exerce um papel inibitorio sobre as aferéncias glutamatérgicas
oriundas do cortex e do talamo auditivo. Ainda, esta inibi¢do da atividade glutamatérgica no
nucleo basolateral ocorre, predominantemente, devido a localizagdo desses receptores
serotoninérgicos, provavelmente dos subtipos 5-HT2 e 5-HT3, nos interneurénios gabaérgicos

e nos neurdnios de proje¢do do nucleo basolateral (Stutzmann & LeDoux, 1999; Rainnie,
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1999). Segundo esses estudos, o principal efeito da serotonina no ntcleo basolateral seria o de
provocar uma acao estimulatoria sobre os interneuronios gabaérgicos.

Em estudo recente, a administracdo do antagonista 5-HT2 nefazodona no nucleo
basolateral potencializou os efeitos gerados pela estimulagdo do coliculo inferior com a
administracao de aminoacido excitatorio NMDA nessa estrutura mesencefalica (Maisonnette
et al., 2000). A lesdo neuroquimica dos terminais nervosos serotoninérgicos com a
neurotoxina serotoninérgica 5,7-DHT dos nucleos basolateral e central produz resultados
opostos na aversividade gerada pela estimulacdo elétrica do coliculo inferior: a lesdao
serotoninérgica no nucleo basolateral facilita a aversividade gerada no coliculo inferior,
enquanto a lesdo no nucleo central a diminui (Macedo et al., 2002).

Adicionalmente, estudos mostram que ocorre um aumento na liberagao extracelular de
dopamina e serotonina na amigdala durante estados aversivos (Rueter & Jacobs, 1996; Amat
et al., 1998; Funada & Hara, 2001; Inglis & Moghaddam, 1999; Young & Ress, 1998). Como
muitos estudos indicam o envolvimento da amigdala em estados aversivos dependendo da
regido estudada ¢ possivel que mecanismos mediados por GABA e/ou 5-HT nos nucleos
lateral, basolateral e central da amigdala possam influenciar diretamente o comportamento
defensivo induzido pelo procedimento de estimulagdo elétrica da SCPd. Baseado nesse
raciocinio postula-se que eventuais alteragdes na neurotransmissdo gabaérgica e
serotoninérgica no nucleo lateral, basolateral e central da amigdala podem interferir com o
papel funcional da amigdala na regulagao do medo condicionado e incondicionado gerado por

estimulagdo da SCPd.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL
Estudar o papel da neurotransmissdo gabaérgica e serotoninérgica nos nucleos lateral,

basolateral e central da amigdala no medo condicionado e no medo incondicionado.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Avaliar o papel da neurotransmissao serotoninérgica no medo condicionado contextual
moderado e intenso com injegdes sistémicas de fluoxetina. No primeiro experimento
nao foi estudada a mediagdo gabaérgica uma vez que estudo anterior do laboratorio
(Nobre et al., 2004) ja avaliou os efeitos da administragdo sistémica de muscimol em
modelos animais de ansiedade.

= Estudar a influéncia da neurotransmissao gabaérgica com a inje¢ao de muscimol nos
nucleos da amigdala sobre o medo incondicionado induzido pela estimulagao elétrica
da SCPd e sobre o medo condicionado contextual.

= Estudar os efeitos da neurotransmissdao serotoninérgica utilizando-se fluoxetina nos
nucleos da amigdala sobre o medo incondicionado induzido pela estimulagao elétrica

da SCPd e sobre o medo condicionado contextual.
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Materiais e Métodos

EXPERIMENTO I: MODULACAO SEROTONINERGICA DO MEDO

CONDICIONADO CONTEXTUAL MODERADO E INTENSO

Nesse experimento foi avaliado o papel da neurotransmissdo serotoninérgica no medo

condicionado contextual moderado e intenso.

MATERIAIS E METODOS

Sujeitos

Foram utilizados 156 ratos Wistar machos, com peso médio de 230 g, agrupados em 5
animais em gaiolas de polipropileno (30 x 32 x 18 cm), forradas com maravalha, com livre
acesso a agua e alimento. Os animais foram mantidos em um biotério com temperatura
controlada a 23° C + 1° C em um programa de iluminagao artificial com ciclo claro/escuro 12

h x 12 h, com inicio do periodo claro as 7:00 horas.

Condicionamento Aversivo

Foram utilizadas duas caixas distintas: mesmo contexto (caixa A) e contexto diferente
(caixa B). A caixa A mede 25 x 25 x 15 cm, com o teto e paredes de acrilico transparente, o
piso constituido por 15 grades eletrificadas, separadas 1,2 cm uma da outra, conectadas a um
gerador de choques (Albarsch). A porta, situada na face anterior da caixa, ¢ confeccionada em
acrilico transparente para facilitar a observacdo do animal pelo experimentador. A caixa B,
diferente e maior, mede 60 x 40 x 30 cm com paredes de acrilico preto e a porta situa-se na

face superior da mesma.
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Na caixa A ou B, os animais foram colocados na caixa experimental por 8 minutos ¢ a
seguir receberam 10 choques nas patas de intensidade 0,3 (medo moderado) ou 0,6 mA (medo
intenso), 1 s de duragdo, com intervalo randomico de 10 a 50 s entre as tentativas, controlado
por um microprocessador (Insight Equipment, Brasil). Ap6s cada sessdao, os animais foram
submetidos ao tratamento subcronico com administragdo intraperitonial (i.p.) de 3 injecdes de
salina ou fluoxetina (0, 19 h e 23 h apo6s o condicionamento) e, 24 horas apods, os animais
(condicionados na caixa A ou B) foram testados na caixa A. A eficdcia deste tratamento
subcronico ja foi verificada por Porsolt e colaboradores (1977). Adicionalmente, foi
verificado o efeito da administracdo aguda de fluoxetina (15 minutos antes do teste) no
paradigma de medo condicionado contextual. O teste durou 8 minutos e sempre foi realizado
na caixa A, onde foi medido o tempo de congelamento que ¢ definido operacionalmente como

auséncia de todos os movimentos corporais, exceto aqueles relacionados a respiragao.

Drogas

Os animais receberam injecdes de fluoxetina, inibidor de recaptacdo de serotonina
(Kent et al., 1998), nas doses de 10 ¢ 20 mg/Kg ou de solugdo fisiologica (NaCl, 0,9%), por

via intraperitonial. As solugdes foram administradas no volume de 1 mg/Kg.

Delineamento Experimental

Os animais foram submetidos ao condicionamento contextual aversivo que consistiu
de 2 sessoes: uma de condicionamento e outra de teste. Na sessdo de condicionamento, oS
ratos receberam na caixa A, ou na caixa B, 10 choques nas patas com intensidade de 0,3 mA
(medo moderado) ou 0,6 mA (medo intenso). Apods a sessdo condicionamento, 0os animais

receberam por via intraperitonial trés injecdes de salina ou fluoxetina (10 e 20 mg/kg).
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Segundo esquema proposto por Porsolt e colaboradores (1977), os animais receberam
injecdes intaperitoniais 0, 19 e 23 horas apos a sessao de condicionamento. Adicionalmente,
um outro grupo experimental recebeu administracdo aguda 15 minutos antes da sessao teste
de salina ou fluoxetina (10 e 20 mg/kg). A sessdo teste ocorreu na caixa A, com duragao de 8
minutos nos quais registrou-se o tempo de congelamento dos animais. Abaixo temos um

esquema desse delineamento experimental.

Condicionamento contextual com Teste
choques 0,3 ou 0,6 mA

Caixa A Intervalo de 24 h
o Caixa A
- Adminsitragdo aguda de
Caixa B veiculo ou fluoxetina
- Administragdo subcrénica de congelamento

veiculo ou fluoxetina

Esquema 1. Delinemanto experimental para a avaliagao dos efeitos do tratametno agudo ou
subcrénico (ip) com fluoxetina ou salina sobre o medo contextual moderado (0,3 mA) e intenso (0,6

mA). Caixa A = mesmo contexto. Caixa B = Contexto Diferente.

Anélise Estatistica

Os dados estdo expressos como média + erro padrio da média (EPM). Nesse
experimento para avaliar a resposta de congelamento em ratos submetidos ao
condicionamento no mesmo contexto e no contexto diferente com choques de 0,3 e 0,6 mA
foi utilizado o teste t de Student. Também foi utilizada a andlise de variancia (ANOVA) de
uma via para avaliar os efeitos da administracdo aguda e subcronica de fluoxetina no medo
moderado e intenso. No caso de significancia estatistica, aplicou-se o teste de Newman-Keuls.

Um valor de p < 0,05 foi considerado significativo.
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RESULTADOS

Mesmo Contexto X Contexto Diferente.

A Figura 1A mostra o tempo de congelamento dos animais submetidos ao
condicionamento contextual aversivo na caixa B com choque nas patas de intensidade 0,3 mA
e testados na caixa A, 24 h ap6s o condicionamento. O teste t de Student ndo acusou diferenca
entre os grupos [t (1,149 = 1,82 e p > 0,05]. Igualmente, a Figura 1C mostra o tempo de
congelamento dos animais submetidos ao condicionamento contextual aversivo na caixa B
com choque nas patas de intensidade 0,6 mA e testados na caixa A, 24 h apds o
condicionamento. O teste t de Student também nao mostrou diferenga entre os grupos [t (1,14) =
1,17; p> 0,05].

A Figura 1B mostra o tempo de congelamento dos animais submetidos ao
condicionamento contextual aversivo na caixa A com choque nas patas de intensidade 0,3 mA
e testados na caixa A, 24 h ap6s o condicionamento.O teste t de Student acusou diferenca
entre os grupos [t (1,18) = 26,93 e p < 0,05]. A Figura 1D mostra o tempo de congelamento dos
animais submetidos ao condicionamento contextual aversivo na caixa A com choque nas
patas de intensidade 0,6 mA e testados na caixa A, 24 h apds o condicionamento.O teste t de

Student acusou diferenga entre os grupos [t (1,22) = 6,80 e p < 0,05].

42



Resultados
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Figura 1. Tempo de congelamento (s) em animais testados no contexto diferente com choque nas
patas de intensidade 0,3 mA (A) ou 0,6 mA (C) ou no mesmo contexto com choque nas patas de
intensidade 0,3 mA (B) ou 0,6 mA (D). As colunas pontilhadas representam o tempo de
congelamento registrado durante a sessdo de condicionamento e as colunas hachuradas
representam o tempo de congelamento na caixa A durante a sessao teste. SAL=salina (N = 10
para 0,3 mA e N = 8 para 0,6 mA). As colunas representam a média e as barras representam o
E.P.M. *, diferencga significativa em comparagao com o congelamento registrado durante a sessao
treino. Os animais foram injetados com salina para permitir um controle para os grupos de animais

injetados com fluoxetina.
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Medo Moderado

Administracdo aguda de fluoxetina

A Figura 2 mostra o tempo de congelamento dos animais que passaram pelo
condicionamento contextual moderado (choques de intensidade 0,3 mA) e receberam
tratamento agudo com salina ou fluoxetina (10 e 20 mg/kg, ip). A ANOVA de uma via ndo

revelou diferenga entre os grupos [Fe,27) = 2,123, p > 0,05].

400 - Fluoxetina
350
@ 300 -
2 250
&
% 200 _
2150 1 I 7
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C 10 20 mg/Kg

Figura 2. Efeitos da administragéo intraperitonial aguda de salina ou fluoxetina, nas doses de 10 e
20 mg/Kg, sobre o tempo de congelamento (s) dos animais avaliados na sessao teste (caixa A). C =
controle (salina). As colunas representam a média e as barras representam o E.P.M. (N=10 para

todos os grupos).
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Administracdo subcronica de fluoxetina

A Figura 3 mostra o tempo de congelamento dos animais que passaram pelo
condicionamento contextual moderado (choques de intensidade 0,3 mA) e receberam
tratamento subcronico com salina ou fluoxetina (0, 19 e 23 h depois do condicionamento). A
ANOVA de uma via ndo revelou diferenga para os animais administrados com fluoxetina

[F227) = 3,00, p> 0,05].
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Figura 3. Efeitos da administragéo intraperitonial subcrénica de salina ou fluoxetina nas doses de 10
e 20 mg/Kg, sobre o tempo de congelamento (s) dos animais avaliados na sesséao teste (caixa A),
24 h apos a sessdo de condicionamento contextual pareado com choque nas patas, 0,3 mA.
C=controle (salina). As colunas representam a média e as barras representam o E.P.M. (N=10 para

todos os grupos).
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Medo Intenso

Administracdo aguda de fluoxetina

A Figura 4 mostra o tempo de congelamento dos animais que passaram pelo
condicionamento contextual intenso (choques de intensidade 0,6 mA) e receberam tratamento
agudo com salina ou fluoxetina (10 e 20 mg/kg, ip). A ANOVA de uma via nao revelou

diferenca entre os grupos [Fe,21) = 0,176, p > 0,05].

%200 % % %
o

Figura 4. Efeitos da administragéo intraperitonial aguda de salina ou fluoxetina, nas doses de 10 e
20 mg/Kg, sobre o tempo de congelamento (s) dos animais avaliados na sessao teste (caixa A). C =
controle (salina). As colunas representam a média e as barras representam o E.P.M. (N=8 para
todos os grupos).
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Administracdo subcronica de fluoxetina

A Figura 5 mostra o tempo de congelamento em animais que passaram pelo
condicionamento contextual intenso (choques de intensidade 0,6 mA) e receberam tratamento
subcronico com salina ou fluoxetina (0, 19 € 23 h depois do condicionamento). A ANOVA de
uma via revelou diferenga entre os grupos [F@33) = 5,95, p < 0,05]. O teste post-hoc de
Newman Keuls mostrou uma redug¢ao do tempo de congelamento quando os animais foram
administrados subcronicamente com fluoxetina 10 ¢ 20 mg/kg em comparagdo com o grupo

controle (salina).
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Figura 5. Efeito da administracao intraperitonial subcrdnica de salina ou fluoxetina, nas doses de 10
e 20 mg/Kg, sobre o tempo de congelamento dos animais avaliados na sessao teste (caixa A), 24 h
ap6s a sessao de condicionamento contextual com choque nas patas de 0,6 mA. C=controle
(salina). *, diferenga significativa dos tratamentos em relagéo ao controle (salina), segundo o teste
de Newman Keuls. As colunas representam a média e as barras representam o E.P.M. (N=12 para

todos os grupos).
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DISCUSSAO

Na literatura véarios relatos mostram que os ratos congelam, apresentam pressao
arterial sangiiinea elevada e sobressalto potencializado quando novamente expostos ao
contexto onde receberam um estimulo aversivo, tal como o choque nas patas (Blanchard &
Blanchard, 1972; McNish et al., 1997). Essas reagdes indicam que os ratos aprenderam a
relagdo entre o contexto e o estimulo incondicionado apresentado na forma de choques nas
patas, estabelecendo uma aprendizagem associativa entre a representacdo do contexto € o
choque (Bolles & Fanselow, 1981; Fanselow, 1990). Esta resposta de congelamento ¢
amplamente documentada na literatura (Fanselow, 1986, 1990; Kilcross et al., 1997). Ao lado
disso, ratos esquivam-se do contexto onde receberam o choque, preferindo a livre
movimentagdo no contexto sem associagdo com o choque (McAllister & McAllister; 1995;
Holahan & White, 2002). Deste modo, no teste de mudanga de contexto (Contexto Diferente,
Figura 1A e 1C), ndo ocorreu congelamento significativo em concordancia com outros relatos
da literatura (Fanselow, 1980; Landeira-Fernandez, 1996).

Os resultados do presente trabalho mostram uma relacdo unimodal entre a resposta de
congelamento dos animais submetidos ao condicionamento contextual aversivo com choques
nas patas na intensidade de 0,3 e 0,6 mA corroborando Blanchard & Blanchard (1969) que
sugerem que o tempo de congelamento ¢ proporcional a intensidade do choque, sendo que
quanto maior a intensidade, maior o tempo de congelamento do animal. Esta resposta de
congelamento ¢ caracterizada pela supressdao da atividade que o animal estd engajado e tem
sido considerada um indicador de ansiedade condicionada frente a situagdes de perigo que
depende da intensidade do choque (Small, 1899; Rescorla, 1988; Landeira-Fernandez, 1996;
Winocur et al., 1987; Phillips & LeDoux, 1992; LeDoux, 1995).

As diferentes modulagdes serotoninérgicas observadas nas diversas circuitarias neurais

que envolvem o comportamento emocional ajudam a interpretar a vasta utilizagdo dos
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inibidores de recaptacdo da serotonina na depressao, ansiedade generalizada, panico e outras
condicoes.

Esse estudo procurou esclarecer como o tratamento agudo e subcronico com o inibidor
da recaptagdao de serotonina fluoxetina podem modular estados de medo diferentes (medo
moderado e medo intenso). Tem sido proposto que o medo moderado € o medo intenso tém
significados bioldgicos distintos. O medo condicionado moderado, sensivel ao tratamento
com benzodiazepinicos, parece configurar uma condicdo relacionada a ansiedade e envolver a
participagdo de estruturas como a amigdala. J4 o medo condicionado intenso ¢ resistente a
acdo ansiolitica dos benzodiazepinicos e parece estar relacionado a estados de panico/fobia e

requer a participag@o de estruturas do tronco encefalico, como a SCPd (Santos et al., 2005).

Medo Moderado

Os tratamentos agudo (15 minutos antes do teste) e subcronico com o inibidor da
recaptacdo de serotonina fluoxetina (Kent et al., 1998) ndo alteram a expressdo do medo
contextual com choques de intensidade 0,3 mA. Esses dados acrescentam-se aos resultados
conflitantes dos inibidores de recaptagao de serotonina nos modelos animais de ansiedade. Na
literatura, os tratamentos agudo e cronico com fluoxetina nesses modelos tém mostrado
efeitos ansiogénicos, ansioliticos ou nenhum efeito (Boyer & Feighner, 1992; Griebel et al.,
1994, 1995a; Sanchez & Meier 1997; Goldstein & Goodnick, 1998; Matto & Allikmets 1999;
Silva & Brandao, 2000; Inoue et al., 2004). Essa discrepancia de resultados pode ser
explicada pelos diferentes mecanismos neurais que controlam os processos de aquisi¢do e
expressao do condicionamento contextual e os diversos modos como a serotonina pode
modulé-los. A conseqliéncia funcional dessa diferenca pode ser exemplificada pela
administracao de 8-OH-DPAT, um agonista de receptor 5-HT1a, no nucleo mediano da rafe

(Avanzi & Branddo, 2001; Borelli et al., 2005) ou no hipocampo (Stiedl et al., 2000) que ao
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contrario do presente estudo com a fluoxetina, inibe o condicionamento aversivo contextual.
Ao lado disso, levando-se em consideragao que o condicionamento contextual com choques
de intensidade 0,3 mA (medo moderado) ¢ um modelo animal de ansiedade, a auséncia de
efeitos ansioliticos com o tratamento subcronico de fluoxetina se relaciona a baixa eficacia

desse farmaco no tratamento da ansiedade generalizada (Silva & Brandao, 2000).

Medo Intenso

Contrariamente ao que foi observado no medo moderado, os tratamentos agudo e
subcronico com a fluoxetina produziram resultados distintos sobre o tempo de congelamento
em animais no paradigma de condicionamento contextual utilizando-se choques de
intensidade 0,6 mA como estimulo incondicionado. Enquanto o tratamento agudo ndo
produziu efeitos, o tratamento subcronico com fluoxetina (10 e 20 mg/Kg) causou uma
significativa redu¢do no medo condicionado intenso. Essa responsividade diferencial ao
mesmo farmaco em situagdo de medo de intensidade diferente ja foi relatada na literatura e
sugere padroes de respostas diferentes em fung¢dao da intensidade do choque que podem
representar tipos distintos de ansiedade (Santos et al., 2005).

Estudo recente mostra que animais submetidos a procedimento de estresse moderado
ndo apresentam alteragdo na concentracao de serotonina em diversas areas cerebrais incluindo
cortex pré-frontal medial, hipocampo dorsal, nticleo accumbens e amigdala (Carvalho et al.,
2005). No entanto, ndo existem dados mostrando o que ocorre com a concentragao de
serotonina nessas estruturas quando os animais sao testados durante o medo intenso. O efeito
ansiolitico exibido pelo tratamento subcronico com fluoxetina corrobora os efeitos observados
na clinica com a fluoxetina, particularmente no alivio dos sintomas de ataque de panico
(Wong et al., 1995; Gorman et al., 2000; Sonawalla et al., 2002). E relatado que durante os

ataques de panicos a resposta normalmente exibida ¢ o comportamento de imobilidade
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defensiva. Provavelmente, os efeitos benéficos deste tratamento tenham sido resultado do
bloqueio da recaptagdo da serotonina causado pela administracdo subcronica de fluoxetina e o
conseqiiente aumento na neurotransmissao serotoninérgica dos substratos neurais envolvidos
na elaboracao e organizagao do comportamento defensivo, particularmente no nivel da SCPd
(Borelli et al., 2004).

O tratamento agudo, por sua vez, ndo se mostrou eficaz na diminui¢do do tempo de
congelamento registrado pelos ratos submetidos ao paradigma de medo condicionado
contextual com choques de intensidade 0,6 mA. Normalmente observa-se que em modelos de
ansiedade, as drogas antidepressivas apresentam efeito quando utilizadas de forma crénica ou
subcronica em comparagdo com a administragdo aguda (Porsolt et al., 1997; Beck & Fibiger,
1995; Kent et al., 1998; Nardi, 2001; Borelli et al., 2004).

Os resultados obtidos em fungdo da forma de administragio da droga estdo
relacionados com a sua agdo em diferentes tipos de receptores. Quando administrada
agudamente a fluoxetina aumenta os niveis extracelulares de serotonina com consequente
ativacao de autoreceptores 5-HT1a somatodendriticos nos nucleos da rafe. Isso leva a uma
inibi¢do do disparo dos neurénios serotoninérgicos € uma subseqiiente diminuigao na taxa de
liberagdo da serotonina nos terminais neuroniais das regides prosencefalicas (Silva &
Brandao, 2000). Com a administragao subcronica ou cronica ocorre uma desensibilizagdo dos
autoreceptores somatodendriticos aos efeitos da droga, com uma gradual recuperacao da taxa
de disparo dos neurdnios serotoninérgicos ¢ uma normaliza¢do da taxa de disparo neuronial,
resultando em um aumento da neurotransmissdo serotoninérgica (Blier, 2001). Esses efeitos
da fluoxetina servem de base para explicar a eficacia da farmacoterapia com antidepressivos

que sdo inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina no disturbio do panico.
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EXPERIMENTO II: MODULACAO GABAERGICA DA AMIGDALA
NO MEDO CONDICIONADO CONTEXTUAL E NO MEDO

INCONDICIONADO

INTRODUCAO

A amigdala ¢ um complexo multinuclear localizado no lobo temporal. O interesse
maior por essa estrutura ocorreu nos ultimos 5-15 anos devido ao papel da amigdala em
determinar significado emocional as pistas sensoriais (Adolphs et al., 1994, 1995; Bonda et
al., 1996), ser responsavel pela modulagio de memorias a eventos emocionais (Cahill &
McGaugh, 1998; Hamann et al., 1997) e por uma variedade de respostas autondmicas,
endocrinas e somatomotoras (Klingler & Gloor, 1960; Goddard, 1964).

Especificamente, a amigdala participa do condicionamento cldssico aversivo, sendo
que a inativagdo dos nucleos amigdaldides impede a aquisicdo e a expressdo do
condicionamento frente a estimulos discretos, som e luz, € a estimulos multimodais,
contextuais (Davis et al., 1994a; Fanselow, 1994; Maren & Fanselow, 1996; Muller et al.,
1997; Rogan & LeDoux, 1996).

Adicionalmente, a amigdala faz parte do sistema encefdlico aversivo que estd
envolvido na geragdo de comportamentos defensivos e na elaboragdo de estados emocionais
aversivos. Esse sistema abrange além da amigdala, o hipotdlamo medial, a SCPd, o coliculo
inferior e camadas profundas do coliculo superior (Graeff, 1990; Brandao et al., 1999). Esse
sistema processa estimulos incondicionados, sendo que a estimulacdo elétrica dessas
estruturas produz um padrdo caracteristico de respostas, como atividade motora intensa, com
saltos, além de reacOes neurovegetativas, tais como, aumento da pressdo arterial e da

freqliéncia cardiaca, piloerecdo, mic¢ao, defecacdo, exoftalmia, similares aquelas evocadas
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quando um animal ¢ confrontado com estimulos aversivos ou dolorosos em situacao natural
(Deakin & Graeff, 1991; Deakin et al., 1994; Graeff, 1994).

Muitos trabalhos tentam esclarecer as conexdes anatdmicas entre o sistema de medo
condicionado ¢ o de medo incondicionado, trazendo importantes contribuigdes para a
compreensdo da intera¢do entre os diferentes substratos neurais da aversdo (Vianna et al.,
2003; Vianna & Branddo, 2003; Walker & Carrive, 2003). A principal estrutura apontada
como interface entre os dois sistemas ¢ a amigdala. Muitas evidéncias mostram que a
amigdala é fundamental para a regulacdo das reagdes de medo inato e condicionado frente a
estimulos aversivos (Campeau & Davis, 1995; Davis, 1992a; Davis et al., 1994a; LeDoux,
1994; LeDoux et al., 1988; 1990a; Rizvi et al., 1991; Vazdarjanova et al., 2001).

Existem evidéncias de conexdes reciprocas entre a amigdala e a SCP, especificamente
com as colunas dorsomedial, lateral, ventrolateral e dorsolateral (Rizvi et al., 1991).
Adicionalmente, os estudos de marcagdo neuronial da proteina Fos mostram ativagdo dos
nucleos amigdaléides em decorréncia da estimulagdo elétrica ou quimica da SCPd (Sandner et
al., 1993; De Oliveira et al., 2000). A fun¢do dessas projecdes pode ser a integragdo neural de
respostas comportamentais e autonomicas envolvidas com o estado emocional.

De acordo com a divisdo da amigdala em nucleos, observam-se papéis distintos na
modulacdo das respostas defensivas (Killcross et al., 1997; Sah et al., 2003; Rosen, 2004). Os
nucleos lateral e basolateral sdo filtros dos estimulos aversivos, enquanto que o ntcleo central
controla os componentes autondmicos ¢ somaticos das reacdes de medo através da projecao
para o hipotalamo e para areas do tronco encefalico (Davis et al., 1994a; Fendt & Fanselow,
1999; LeDoux, 1994; LeDoux et al., 1988, 1990a; Maren & Fanselow, 1996). Com relagdo as
respostas frente ao medo incondicionado, sugere-se que o circuito neural responsavel pela

produgdo do comportamento defensivo inicie-se na SCPd e se projete via feixe prosencefalico
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medial para estruturas prosencefalicas, como a amigdala basolateral (Cameron et al., 1995;
Rizvi et al., 1991).

Na literatura, muitos estudos mostram que a circuitaria amigdala-substancia cinzenta
periaquedutal ventral ¢ fundamental para a expressao do medo condicionado contextual,
entretanto, faltam estudos mostrando os efeitos da inativacdo de cada um dos nucleos da
amigdala durante o medo eliciado pela ativagdo da SCPd. Adicionalmente, ¢ relatado que as
lesdes eletroliticas da amigdala ou da substancia cinzenta periaquedutal ventral ndo alteram os
limiares aversivos determinados pela estimulagdo elétrica da SCPd, mas reduzem o medo
condicionado contextual (Oliveira et al., 2004; Vianna et al., 2001a; b). No entanto, é sabido
que as lesdes eletroliticas tém a desvantagem de destruir ndo s6 os corpos celulares de
neurdnios, mas também axonios e fibras de passagem. Além disso, a lesdo de todos os nicleos
amigdaloides pode interferir na fun¢do individual de cada um dos nucleos. Para solucionar
esse problema, a utilizacdo de agentes quimicos, os quais agem nos corpos celulares
reduzindo a atividade neuronal, é preferivel no estudo da organizagdo dos circuitos neurais
responsaveis pelo comportamento defensivo.

Nesse sentido, Hopkins & Holstege (1978) propdem que as projecdes amigdaloides no
mesencéfalo, na ponte e na medula podem ser o substrato anatomico para a modulacio
amigdaléide nos diversos componentes das reacdes de defesa. Além da compreensdo da
neuroanatomia, o estudo da neurotransmissdo da amigdala possibilita o desenvolvimento de
novas estratégias para o tratamento de desordens clinicas de ansiedade, além de avangos no

estudo da aprendizagem e da memoria.
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Nesse experimento foi avaliado o efeito da modulagdo gabaérgica da amigdala no

medo condicionado contextual e no medo incondicionado.

MATERIAIS E METODOS

Sujeitos

Foram utilizados 57 ratos Wistar machos, com peso entre 250 ¢ 300 g. Os animais
foram agrupados (5 animais por caixa) em gaiolas de polipropileno (30 x 32 x 18 cm) forradas
com maravalha, e tiveram livre acesso a dgua e alimento. Os animais foram mantidos em um
biotério com temperatura controlada a 23° C £ 1° C e um programa de iluminacdo artificial

com ciclo claro/escuro 12 h x 12 h, com inicio do periodo claro as 7:00 horas.

Cirurgia

Apo6s um periodo de habituacdo ao biotério de 72 horas, os animais foram anestesiados
com tribromoetanol (250 mg/Kg) por via intraperitoneal (i.p.). Em seguida, sofreram
tricotomia e foram fixados a um aparelho estereotaxico (David-Kopf), com a barra do incisor
a 3,3 mm abaixo da linha interaural. Em seguida, foram feitas a assepsia com iodo ¢ a
administracdo do anestésico local cloridrato de lidocaina na pele da cabega. O cranio do
animal foi, entdo, exposto e o peridsteo removido com o auxilio de um bisturi. Cada animal
recebeu implante de um eletrodo direcionado a SCPd e uma canula-guia direcionada a um dos
trés nacleos amigdaldides: lateral (LaA), basolateral (BLA) ou central (CeA). O eletrodo,
introduzido com um angulo de 16 ° e com lambda como referéncia, foi implantado de acordo
com as seguintes coordenadas: AP: 0,0 mm; ML: 1,9 mm; DV: 5,1 mm. A cénula-guia foi

implantada, considerando-se bregma como referéncia, utilizando-se as seguintes coordenadas:
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lateral (AP: - 3,0 mm; ML: 5,1 mm; DV: 7,0 mm), basolateral (AP: - 2,5 mm; ML: 5,1 mm;
DV: 7,7 mm) e central (AP: - 2,4 mm; ML: 4,0 mm; DV: 7,0 mm). A canula-guia e o eletrodo
foram fixados no cranio do animal por meio de uma resina acrilica (JET) e parafusos. A
canula-guia foi selada com um fio de acgo inoxidavel para protegé-la de obstrugcao. Esse fio so
foi retirado no momento da sessdo experimental. Para evitar infec¢do, apOs a cirurgia
administrou-se 0,2 ml de uma associacdo antibiotica de largo espectro (pentabidtico
veterindrio, Fontoura-Wyeth-Brasil), por via intramuscular e aplicagdo por via subcutanea

(0,2 ml) de um analgésico com atividade antiinflamatdria (Banamine, Schering-Plough).

Microinjecao

As microinjecdes foram realizadas com a utilizagdo de uma agulha de infusdo
conectada por meio de um tubo de polietileno (PE-10) a uma seringa de 5 pl (Hamilton, EUA)
que, por sua vez, era controlada por uma bomba de microinfusdao (Harvard Apparatus, South
Natick, MA). A agulha de infusdo foi introduzida 1mm abaixo da canula guia e, as solugdes
foram injetadas com fluxo de 0,25 pl/min, sendo que apds a inje¢do a agulha de infusdo
permaneceu no local por mais um minuto a fim de maximizar o processo de difusdo. Esse
procedimento foi monitorado por meio do deslocamento de uma bolha de ar no interior do

tubo de polietileno.

Equipamentos e Procedimento Experimental

Condicionamento Contextual Aversivo

Treino: Uma semana apds a cirurgia, os animais foram submetidos ao

condicionamento contextual aversivo. Os animais foram condicionados em um caixa de 25 x
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25 x 15 cm, com o teto e paredes de acrilico transparente, o piso constituido por 15 grades
eletrificadas, de didmetro 2,0 mm e separadas 1,2 cm uma da outra, conectadas a um gerador
de choques (Albarsch). A porta, situada na face anterior da caixa, ¢ confeccionada em acrilico
transparente para facilitar a observagdao do animal pelo experimentador. Os animais foram
colocados na caixa e, apos um periodo de 8 minutos de adaptacao, receberam 10 choques nas
patas de intensidade 0,6 mA, 1 s de duracdo, com intervalo randomico de 10 a 50 s entre as
tentativas, controlado por um microprocessador (Insight Equipment, Brasil). Os animais
foram removidos da caixa experimental 2 minutos apds a aplica¢ao do ultimo choque.

Teste: O teste consistiu na exposi¢cdo do animal por 8 minutos ao mesmo local onde
foi realizado o condicionamento, no entanto, sem a aplicagao dos choques nas patas. Metade
dos animais de cada grupo recebeu salina, enquanto a outra metade recebeu muscimol. Nesse
teste, foi avaliado o tempo de congelamento que ¢ definido operacionalmente como a

auséncia de todos os movimentos corporais, exceto aqueles relacionados a respiragao.

Determinacio dos limiares aversivos

Vinte e quatro horas apds o término do condicionamento contextual iniciou-se o teste
do medo incondicionado. Essa seqiiéncia foi escolhida com base em trabalhos prévios desse
laboratério que mostraram a ndo ocorréncia do comportamento de congelamento quando os
animais sdo expostos a um contexto completamente diferente daquele em que foram
inicialmente condicionados (Castilho & Branddo, 2001; Santos et al., 2005; Silva et al.,
2004). O teste do medo incondicionado foi realizado em uma arena circular (60 cm de
diametro e 50 cm de altura, dividida em doze quadrantes) com iluminagdo de 40-W (80 lux)
no piso da arena. No inicio da sessdo os animais permaneceram por um periodo de inicial de 5

minutos, apoés esse periodo se iniciava a aplicagdo de uma corrente elétrica na SCPd com
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intensidade inicial de 20 pA e que gradualmente era aumentada de 5 em 5 pA em intervalos
de 1 minuto (CA, 60 Hz, 10 s). A corrente elétrica foi monitorada por meio de queda de
voltagem, através do resistor de 1KQ, ligado em paralelo a um osciloscopio (Phillips, USA).
Os limiares aversivos efetivos foram considerados como a menor intensidade de corrente
elétrica, aplicada por duas vezes consecutivas, capaz de induzir comportamentos de
congelamento ou fuga. Os animais com limiares acima de 180 pA para a resposta de
congelamento foram descartados dos experimentos. A fim de investigar o congelamento que
persiste apds a interrupcdo da estimulagdo da SCPd, os animais permaneceram por um
periodo adicional de 8 minutos, nos quais ndo havia estimulagao, e era analisado o tempo de
congelamento. Tal medida ¢é referida como congelamento pos-estimulagdo (Vianna et al.,
2001a; b). Apdés a determinacdo da corrente elétrica necessaria para obtencdo dos
comportamentos de congelamento e fuga, os ratos receberam microinjecdo de muscimol ou
salina em um dos trés ntcleos amigdaloides (LaA, BLA ou CeA). As condigdes de tratamento
foram balanceadas entre os testes de medo condicionado e incondicionado. Apos 20 minutos
da microinjecdo na amigdala, o valor da corrente elétrica necessaria para obtengdo dos
comportamentos de congelamento ¢ fuga e o tempo de congelamento pos- estimulacdo da

SCPd foram novamente determinados.

Histologia

Ao final do experimento, os animais receberam uma dose letal de hidrato de cloral
(i.p.) e, entdo, receberam microinje¢do de Azul de Evans (2%) no mesmo volume das drogas
utilizadas anteriormente (0,25 pl/min). Posteriormente, foram perfundidos intracardiacamente
com solucdo salina (0,9%) seguida de formalina (10%). Em seguida, o encéfalo foi retirado e
inicialmente estocado em solu¢cdo de formalina (10%) por 2 horas sendo entdo mantido em

uma solugdo de sacarose 30%. Apds um prazo minimo de 3 dias, os encéfalos foram fatiados
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em microtomo 60-um de congelagdo nas areas correspondentes a amigdala e a SCPd. Os
cortes foram corados em Nissl e analisados quanto a localizagdo da canula e do eletrodo com

o auxilio de microscépio Optico e do atlas de Paxinos & Watson (2005).

Drogas

Para avaliar a neurotransmissdo gabaérgica nos nucleos amigdaloides foi utilizado

muscimol (0,5ug/0,5ul). Os animais controle receberam o mesmo volume de salina.

Anélise Estatistica

Os dados estao representados como média + E.P.M. Os dados referentes aos limiares
aversivos determinados pelo procedimento de estimulacdo da SCPd antes e apds a
microinjecao de salina ou muscimol em cada um dos nucleos amigdaloides foram analisados
utilizando-se a analise de varidncia (ANOVA) de duas vias com medidas repetidas. O fator 1
referiu-se ao tratamento (salina ou muscimol) e o fator 2 condi¢do (antes ou depois da injecao
do farmaco).

Para melhor visualizagdo dos efeitos observados com as injecdes nos nucleos
amigdaldides sobre os comportamentos de congelamento e fuga induzidos pela estimulagao
da SCPd também calcularam-se as diferencas entre os limiares determinados antes e depois
destas injegdes. As variagdes (A) nos limiares também foram submetidos a ANOVA de duas
vias com medidas repetidas sendo tratamento (salina ou muscimol) e comportamentos
(congelamento e fuga) os dois fatores analisados.

O tempo de congelamento pds-estimulagdo também foi analisado com a ANOVA de
duas vias com medidas repetidas sendo o tratamento (salina ou muscimol) e a condi¢do (pré

ou pds-injecao) os fatores analisados.
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O tempo de congelamento regstrado durante o teste do medo condicionado contextual
também foi analisado com a ANOVA de duas vias com medidas repetidas utilizando-se como
fator 1 o tratamento (salina ou muscimol) e como fator 2 a condicao (antes ou depois da
microinjecao). O nivel de significincia para todos os testes foi p < 0,05. Em caso de

significancia estatistica foi utilizado o teste de Newman-Keuls.
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RESULTADOS

(LaA),

SCPd.

A Figura 6 representa os sitios das microinjegdes localizados nos nucleos lateral

basolateral (BLA) e central (CeA) da amigdala e o sito da estimulagdo situado na

Bregma -2,6 mm

'

éregma -2,9 mm BJr‘ngn'.l;h- 6,8 mm - | 0,5 mm

Figura 6. Fotomicrografias representativas dos sitios de inje¢do nos nucleos basolateral -BLA
(A), central - CeA (B), e lateral - LaA (C) e do sitio de estimulagéo localizado na substancia
cinzenta periaquedutal dorsal - dPAG (D). A barra representa 500 ym em todas as fotografias.
opt: trato optico; Cpu: caudado putdmen; SC: coliculo superior; VPAG: substancia cinzenta
periaquedutal ventral; DR: nicleo dorsal da rafe. Os numeros abaixo das figuras indicam a

distancia em mm do bregma.
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Medo Incondicionado

A medida que a intensidade da corrente elétrica aplicada na SCPd aumentava os
animais subitamente paravam, permaneciam imoéveis e frequentemente urinavam e
defecavam. Com intensidades maiores, o comportamento de congelamento era seguido por
fugas vigorosas e saltos. Os limiares aversivos de congelamento e fuga foram plotados juntos
e submetidos a ANOVA de uma via. A analise mostrou diferencas significativas (Fi,115 =
6,05, p < 0,05) entre as intensidades da corrente elétrica necessarias para a produgdo do
congelamento (64,21+4,60) e da fuga (80,33+4,66) confirmando trabalhos anteriores (Oliveira
et al., 2004; Vianna et al., 2001a; b; 2003).

A Figura 7 mostra os valores dos limiares (uA) de congelamento (A) e fuga (B)
determinados pelo procedimento de estimulacdo elétrica da SCPd em ratos antes e apos
receberem a microinje¢do de salina ou muscimol nos nucleos LaA (N = 9 ¢ 9,
respectivamente), BLA (N = 8 ¢ 9, respectivamente) ¢ CeA (N = 10 e 12, respectivamente).
Os dados obtidos com as inje¢des em cada nucleo foram submetidos a8 ANOVA de duas vias
com medidas repetidas. Com relagdo aos limiares necessarios para a obtencdo do
congelamento, a analise mostrou que os diferentes tratamentos nao alteraram o valor do limiar
obtido pelo procedimento de estimulagdo elétrica da SCPd apos a microinje¢do nos nucleos
amigdaloides (F1,35 = 0,24 para o nucleo lateral, Fi,33 = 0,185 para o nucleo basolateral e F1,43
= 0,01 para nucleo central; sendo p > 0,05 em todos os casos). Também nao foi observado
efeito das diferentes condi¢des (Fi,35 = 2,34 para o nucleo lateral, F1,33 = 0,09 para o ntcleo
basolateral e F1,43 = 2,33 para nucleo central; sendo p > 0,05 em todos os casos). Do mesmo
modo, a interagdo entre os fatores também nao foi estatisticamente diferente (F1,35 = 2,34 para
o nucleo lateral, F133 = 0,09 para o nucleo basolateral ¢ Fi143 = 0,11 para o nucleo central;

sendo p > 0,05 em todos os casos).
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A Figura 7B mostra os valores dos limiares (nA) de fuga determinados pelo
procedimento de estimulagao elétrica da SCPd durante as fases de linha de base e teste para os
grupos que receberam microinje¢do de salina ou muscimol nos nucleos LaA, BLA e CeA. Os
dados foram submetidos a ANOVA de duas vias com medidas repetidas. Essa anélise mostrou
que os diferentes tratamentos nao alteraram os limiares aversivos de fuga determinados pela
estimulagdo elétrica da SCPd ap6s a microinje¢do nos nucleos amigdaloéides (F1,35 = 0,17 para
o nucleo lateral, F133 = 0,28 para o nucleo basolateral e Fi43 = 0,23 para o nucleo central;
sendo p > 0,05 em todos os casos). Também ndo houve diferenca entre os limiares de
congelamento para as diferentes condi¢des (F1,35 = 1,58 para o nucleo lateral, F1,33 = 2,80 para
o nucleo basolateral e Fi1,43 = 1,39 para o nucleo central; sendo p > 0,05 em todos os casos).
Do mesmo modo, a interacdo entre os fatores também nao foi estatisticamente diferente (F1.35
= 0,51 para o nucleo lateral, F1,33 = 0,54 para o nucleo basolateral e Fi,43 = 2,17 para o nucleo
central; sendo p > 0,05 em todos os casos).

A Figura 8 mostra a média da variacdo dos limiares de congelamento e fuga
determinados pelo procedimento de estimulagdo elétrica da SCPd nos limiares de
congelamento e fuga para os grupos injetados com salina ou muscimol nos nucleos
amigdaloides. Os dados foram submetidos a ANOVA de duas vias com medidas repetidas.
Essa analise mostrou que os diferentes tratamentos (salina ou muscimol) nio alteram os
limiares aversivos determinados pelo procedimento de estimulacdo elétrica da SCPd apos
microinje¢ao nos nucleos amigdaldides (F1,35 = 1,67 para o nucleo lateral, F1,33 = 0,08 para o
nucleo basolateral e Fi1.43 = 0,60 para o nucleo central; sendo p > 0,05 em todos os casos).
Também ndo houve diferenga entre a variagdo dos limiares aversivos de congelamento e fuga
determinados pela estimulagdo elétrica da SCPd (F1,35 = 2,00 para o nucleo lateral, F1,33 =0,57
para o nucleo basolateral e Fi43 = 0,56 para o nucleo central; sendo p > 0,05 em todos os

casos). Do mesmo modo, a interacdo entre os fatores também ndo foi estatisticamente
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diferente (F1,35 = 0,00 para o nucleo lateral, F1,33 = 2,74 para o nucleo basolateral e F1,43 = 0,56
para o nucleo central; sendo p > 0,05 em todos os casos).

A analise de variancia (ANOVA) de duas vias com medidas repetidas também foi
utilizada no tempo de congelamento pos-estimulagdo elétrica da SCPd (Figura 9). A analise
mostrou efeitos estatisticamente significativos dos tratamentos (salina ou muscimol) em todos
os nucleos (F1,35 = 24,52 para o nucleo lateral, F1,33 = 5,80 para o nucleo basolateral e Fi.43 =
6,19 para o nucleo central; sendo p < 0,05 em todos os casos). O fator condicdo (antes e
depois das microinjegdes) também influenciou significativamente os nucleos (Fi,35 = 27,93
para o nucleo lateral, F1,33 = 57,90 para o nucleo basolateral e Fi1,43 = 29,34 para o nucleo
central; sendo p < 0,05 em todos os casos). A interagdo entre os fatores também foi
estatisticamente significativa (Fi135 = 17,53 para o nucleo lateral, F1,33 = 24,14 para o nucleo
basolateral e F1,43 = 19,00 para o nucleo central; sendo p < 0,05 em todos os casos). O teste
post-hoc de Newman-Keuls indicou uma redugdo no tempo de congelamento pds-estimulagio

elétrica da SCPd apos o tratamento com muscimol nos nicleos LaA, BLA e CeA.
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Medo Condicionado

A Figura 10 mostra o tempo de congelamento registrado durante o teste do medo
condicionado contextual em ratos antes e apds a microinjecao de salina ou muscimol nos
nucleos LaA (N =9 e 9, respectivamente), BLA (N =8 ¢ 9, respectivamente) e CeA (N=10¢
12, respectivamente). A ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou efeitos
significativos para o fator tratamento (F1,35 = 63,10 para o nucleo lateral, F1,33 = 47,11 para o
nucleo basolateral e Fi,43 = 59,91 para o ntcleo central; sendo p < 0,05 em todos os casos) e
para o fator condicdo (Fi35 = 87,96 para o nucleo lateral, Fi,33 = 69,68 para o nucleo
basolateral e Fi43 = 106,82 para o nucleo central; sendo p > 0,05 em todos os casos). A
interagdo entre os fatores também foi estatisticamente significativa nos trés nucleos
amigdaloides (F1,35 = 63,34 para o nucleo lateral, F1,33 = 42,82 para o nucleo basolateral e F1,43
= 71,61 para o nucleo central; sendo p > 0,05 em todos os casos). O teste post-hoc de
Newman-Keuls indicou uma redugao no tempo de congelamento registrado durante o teste na
caixa de condicionado apds o tratamento com muscimol nos nicleos LaA, BLA ¢ CeA em
comparagdo com suas respectivas linhas de base e com os animais microinjetados com salina..

Resultados similares (ndo mostrados) foram obtidos em um estudo adicional com o
uso da mesma dose de muscimol administrada em um volume de 0,2 pL nos nucleos lateral

(N=0), basolateral (N=6) e central (N=5) da amigdala.
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Discussao

DISCUSSAO

Virios estudos atribuem a amigdala o status de receptora de sinais de perigo, onde sdo
avaliados quanto ao seu grau de ameaga para o organismo (LeDoux, 2000; Davis et al.,
1994a). Especificamente o nticleo LaA ¢ o principal sitio de recepgao destes sinais, enquanto
o nucleo CeA ¢ a principal estagdo de saida para as respostas autondmicas, endocrinas e
somaticas do medo (Amaral & Price, 1984; LeDoux et al., 1988; Davis, 1992a; Davis et al.,
1994a; Killcross et al., 1997; Fendt & Fanselow, 1999; LeDoux, 2000; Nader et al., 2000).
Com relagdo as conexdes, observam-se que existem quatro principais saidas do complexo
basolateral (ntcleos LaA e BLA), projegdes reciprocas com o cortex e projegoes
unidirecionais ao caudado putdmen, nucleo accumbens e nucleo CeA. A projecdo para o
cortex pode envolver a percepcdo consciente de medo ou ansiedade, enquanto que a proje¢ao
para as areas estriadas pode trazer informacdo motivacional das areas motoras, as quais sao
necessarias para a esquiva a estimulos aversivos; ja a projecao para o nticleo CeA representa a
maior saida intra-amigdaloide e ¢ importante para a elaboracdo de respostas autondmicas e
somaticas (McDonald, 1991). Desta forma, a amigdala parece atuar como uma espécie de
interface sensorio-afetiva da reacdo de defesa, isto é, funcionaria como um filtro de sinais
sensoriais, proporcionando-lhes uma conotagdo afetiva. Nesse sentido, Gloor e colaboradores
(1982) propuseram que a elaboracdo das sensagdes particularmente as modalidades visuais e
auditivas sdo antes mesmo de serem elaboradas no neocortex temporal transmitidas a
estruturas limbicas a fim de atrelar o contetido afetivo e emocional; sendo que a fungdo do
complexo amigdaldide seria a de associar as experiéncias sensoriais com as afetivas de modo
que para se ter a percepgao deve haver o retorno da informag¢do da amigdala para o neocortex
temporal o qual fornece ao cortex as indicagdes para o reconhecimento das sensa¢des (Amaral

& Price, 1984).
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Os resultados mostram que o aumento da mediacao gabaérgica nos nucleos LaA, BLA
e CeA da amigdala utilizando-se a microinje¢do de muscimol causa uma atenuagdo do
congelamento condicionado contextual sem alterar significativamente os limiares aversivos
determinados pelo procedimento de estimulacdo elétrica da SCPd. Esses resultados
confirmam o envolvimento dos nucleos amigdaldides no medo condicionado contextual e
corroboram os dados da literatura que mostram que a amigdala é importante na expressao de
diversos componentes das respostas condicionadas incluindo congelamento, antinocicepgao e
alteragdes cardiovasculares (Blanchard & Blanchard, 1972; Iwata et al., 1986; Helmstetter &
Bellgowan, 1994; LeDoux et al., 1988; Fendt & Fanselow, 1999).

O congelamento contexto-dependente provavelmente ativa a via amigdala-substancia
cinzenta periaquedutal ventral. Desse modo, todos os trés nucleos amigdaldides (LaA, BLA e
CeA) estdo envolvidos na regulacio do medo condicionado contextual. Um possivel
mecanismo subjacente ao estabelecimento do condicionamento contextual tem sido proposto
com base na potenciagdo de longo prazo (Clugnet & LeDoux, 1990; Miserendino et al., 1990)
Resumidamente, a apresentacdo concomitante do estimulo condicionado e incondicionado
permite a ativagdo de neurdnios amigdaldides enquanto que sua apresentacdo sozinha nao
altera o potencial de repouso da membrana. O estimulo neutro pode liberar glutamato nos
neuronios da amigdala que se liga a receptores NMDA ¢ AMPA/cainato. A despolarizacio
desses neuronios dependera da associagdo prévia do estimulo aversivo com o estimulo neutro.
Isto acarretard em uma liberacdo do bloqueio do canal por Mg ™ e subseqiiente entrada de fons
Ca™ na célula. Adicionalmente, acredita-se que o hipocampo seja importante para que o
estimulo contextual adquira significado emocional e passe a controlar respostas aversivas
(Sutherland & McDonald, 1990; Rudy & Sutherland 1989; Winocur & Olds, 1978). O
hipocampo recebe aferéncias de areas corticais que integram informagdes sobre as diferentes

modalidades sensoriais (Amaral, 1986; Jones & Powell, 1970; Mesulam et al., 1977) ¢ esse
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tipo de arquitetura pode controlar aspectos especificos do processamento contextual.
Interessantemente, o subiculo, a maior saida da formagao hipocampal projeta-se para o nucleo
LaA (Ottersen, 1981) sugerindo uma via plausivel no processamento de informacdes
contextuais, onde o hipocampo pode interagir com a amigdala e controlar as respostas
emocionais.

Com relagdo ao muscimol, Krupa e colaboradores (1993) mostraram que se trata de
um potente inibidor da atividade funcional podendo ser utilizado para estudar as regides
encefalicas envolvidas na aquisicdo e expressdo das respostas condicionadas aversivas. Na
literatura o uso de drogas que interferem no funcionamento neuronial (anestésico local,
agonista de receptores e outros), como o muscimol, ¢ bastante comum, pois possibilita o
estudo de diversas regides encefalicas permitindo verificar se essa regido ¢ crucial para a
ocorréncia de processos neurais (Albert & Madryga, 1980; Hikosaka & Wurtz, 1985a,b;
Knudsen et al., 1993, Muller et al., 1997). Em relagao a dispersdo dessa droga, Myers (1974)
sugere que o raio de difusdo é proporcional ao volume infundido. Adicionalmente, Martin
(1991) utilizando a técnica de autoradiografia para determinag¢do da difusdo de muscimol
tritiado relatou que no cortex e no tronco encefilico a infusdo de muscimol (1pg/1uL)
difundiu em um didmetro de 1,66 mm e permaneceu no sitio de inje¢cdo por 2 horas. No
entanto, ¢ dificil extrapolar esse dado para o volume de infusdo administrado nesse
experimento, 0,51g/0,5uL, ja que se trata de uma outra area encefalica com uma densidade
diferente de neurdnios. Por isso na falta de informagdes que delimitem precisamente a area de
difusdo da dose de muscimol utilizada ndo se pode descartar a possiblidade de nucleos
adjacentes a esse nucleo terem sido atingidos. Um estudo adicional foi realizado utilizando-se
um volume de 0,2 pL e foram obtidos resultados similares (dados ndo mostrados).

A amigdala, o hipotdlamo e a SCPd sdo os substratos neurais responsaveis pela

produ¢do do medo incondicionado (Graeff, 1990), sendo que uma possivel ligacdo entre a
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amigdala e a SCPd envolveria a passagem pelo hipotdlamo lateral. A amigdala manda
eferéncias para o hipotdlamo e este para a SCPd (Beitz, 1982). Apesar da conexdo entre a
amigdala e a SCPd, a auséncia de alteracdo dos limiares aversivos de congelamento e fuga
obtidos pelo procedimento de estimulagao da SCPd observados apos a inativagdo da amigdala
¢ provavelmente devida ao fato de que a producao das respostas incondicionadas ocorre
diretamente na SCPd e envolve projecdes descendentes. Em apoio a essa idéia, Vianna &
Brandao (2003) mostraram por meio da estimulagdo elétrica da SCPd nos limiares de
congelamento e fuga que essa estrutura envia projecdes descendentes para estruturas
encefalicas mais caudais, como o nucleo cuneiforme.

Os resultados do presente trabalho permitem propor diferentes padrdes de
comportamentos defensivos com vias neurais distintas para a mediacdo gabaérgica. O
primeiro relacionado com uma postura defensiva passiva, envolve a ativagdo do complexo
amigdaloide e da substancia cinzenta periaquedutal ventral (Davis et al., 1994a; De Oca et al.,
1998; Fanselow, 1994). O segundo sistema ¢ o responsavel pelos padrdes caracteristicos da
ativacao das reacdes de defesa sendo que a SCPd, o hipotalamo medial e a amigdala estao
intimamente associados com a producao de respostas de medo frente a estimulos proximais
(Branddo et al., 1994; 1999; Graeff, 1990). No entanto, conexdes intra-substancia cinzenta
periaquedutal ndo sdo determinantes na mediacdo dessas reagdes incondicionadas, uma vez
que lesdo dos neurdnios da parte ventral da substidncia cinzenta ndo altera os limiares de
congelamento e fuga determinados pela estimulagdo elétrica da SCPd (Vianna et al., 2001a; b;
2003). Entretanto, os resultados desse experimento ndo descartam o envolvimento da
amigdala na expressdo do medo induzido pela estimulacdo da SCPd, quando ocorre uma
ativacao simultanea dos circuitos neurais do medo condicionado. Uma vez que, propde-se que

a amigdala inibe a SCPd durante estados de ansiedade, de modo que estados de ansiedade
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gerados em regides prosencefalicas inibem os ataques de panico eliciados pela ativagao dos
substratos neurais da aversao na SCPd (Graeff, 1990; Magierek et al., 2003).

Um resultado interessante foi a redugcdo do congelamento pds-estimulacao da SCPd
registrado pelos ratos que receberam administragdo de muscimol nos nucleos LaA, BLA e
CeA. Apesar de haver uma reducdo tanto no congelamento contextual quanto no
congelamento pos-estimulagdo, evidéncias indicam que esses dois tipos de congelamento sdao
funcionalmente distintos. O congelamento condicionado contextual mediado pela circuitaria
amigdala-substancia cinzenta periaquedutal ventral diminui com o término da estimulacao,
enquanto que o congelamento pos-estimulagdo da SCPd continua ap6s a estimulagdo e ndo ¢
contexto dependente. Esse tipo de congelamento resulta diretamente da estimulagdo da SCPd
sugerindo a natureza inata desse tipo de congelamento (Vianna et al., 2001a; b; 2003). Desse
modo durante a neurotransmissdo gabaérgica. a amigdala afeta alguns, mas ndo todos os
aspectos do medo incondicionado, ou seja, ndo altera os limiares, porém altera o
congelamento pods-estimulagdo da SCPd. Esse tultimo tipo de congelamento pode estar
relacionado com o fato de a SCPd integrar informagdes sensoriais que permitem o
reconhecimento de estimulos aversivos. Desse modo, ¢ interessante que a amigdala continue
recebendo informagdes da SCPd para avaliar junto com as diversas informagdes sensoriais
vindas do ambiente qual serd a proxima resposta, por isso a manuten¢do do comportamento de
congelamento seria uma resposta adaptativa no sentido em que permite ao animal receber o
maior numero de informagdes do ambiente e integra-las para determinar qual sera a proxima
resposta, fuga caso haja um perigo proximal, manuten¢do da postura imdvel para avaliar se
ndo existe um perigo potencial e, caso ndo haja mais perigo, retorno a condi¢ao de repouso. A
supressao do comportamento, ou seja, a permanéncia na posicdo imovel é frequentemente
associada a estimulos aversivos e ¢ reportada em estudos hormonais, neuroquimicos e

imunolégicos (Weiss et al., 1981; Irwin et al., 1986; Caggiula et al., 1989). Para o
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processamento dos estimulos sensoriais, tem sido proposto que o nucleo laterodorsal do
talamo também participe da elaboracao do congelamento ja que permite ao animal adquirir
um maior numero de informag¢ao aversiva sobre o ambiente (Ferreira-Neto et al., 2005).

O congelamento registrado apos a estimulacdo da SCPd ¢ influenciado pela amigdala
porque reflete o processo de ascensdo da informacao até os centros prosencefalicos. De modo
que, projecdes ascendentes da eferéncia SCPd-amigdala provavelmente sdo ativadas durante o
congelamento pds-estimulacdo. Anatomicamente observam-se fibras originarias da SCPd
inervando varias regides prosencefalicas incluindo o complexo amigdaldide através do feixe
prosencefalico medial (Cameron et al., 1995; Rizvi et al., 1991). Especificamente, Fanselow
(1994) e De Oca et al. (1998) sugeriram que as conexdes existentes entre a SCPd e o
complexo amigdal6éide modulam a ocorréncia do congelamento.

Resumidamente, o trabalho indica que existem pelo menos trés tipos de congelamento:
i) o congelamento contextual, que ¢ dependente da circuitaria de medo na amigdala e ¢
modulado pela neurotransmissdo gabaérgica; ii) o congelamento incondicionado, induzido
diretamente pela estimulagdo da SCPd e que nido depende da mediagdo gabaérgica nos
nucleos amigdaldides aqui estudados; iii) o congelamento que persiste apds a interrupcao da
estimulacdo da SCPd, que também ¢ dependente da mediagdo gabaérgica da amigdala.

A partir dessas evidéncias, sugere-se que os substratos neurais da SCPd responsaveis
pelo inicio do congelamento e da fuga sdo independentes da neurotransmissdo gabaérgica na
amigdala, no entanto, a duragdo do congelamento pds-estimulacdo depende de processos
gabaérgicos da amigdala. De modo que, o congelamento incondicionado possa ser necessario

na aquisi¢do da informacao aversiva a qual ativa a SCPd.
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EXPERIMENTO IIl: MODULACAO SEROTONINERGICA DA
AMIGDALA NO MEDO CONDICIONADO CONTEXTUAL E NO

MEDO INCONDICIONADO

INTRODUCAO

A utilizacdo de drogas que atuam na neurotransmissao serotoninérgica no tratamento
dos transtornos de ansiedade impulsionou a investigacdo do envolvimento desse
neurotransmissor na elaboracdo de respostas comportamentais e autondmicas na reacao de
defesa a estimulos de perigo potencial e proximal (Graeff, 1981; 1990; 1993b; 1994; 1999;
2004; Handley & McBlane, 1993; Griebel et al., 1995b; Gray & McNaughton, 2000; Graeff
& Zangrossi, 2002). Os resultados com inje¢do de drogas que atuam em receptores
serotoninérgicos no complexo amigdaldide de animais testados em modelos de conflito
fundamentaram a proposi¢ao do papel ansiogénico da serotonina, ou seja, de que a serotonina
teria o papel de aumentar a ansiedade (Graeff, 2004, para revisdao). No entanto, existe
divergéncia na literatura. Apesar de alguns estudos apontarem para o papel ansiogénico da
serotonina (Geller, 1970; Graeff & Schoenfeld, 1970; Wise et al., 1972; Tye et al., 1977,
Hodges et al., 1987), outros indicam um papel ansiolitico para este neurotransmissor (Kiser et
al., 1980; Jenck et al., 1990; Nogueira & Graeff, 1995).

As evidéncias de que a serotonina teria o papel de diminuir a ansiedade foram obtidas
a partir de estudo com um outro modelo experimental: a estimulacdo elétrica da SCPd (Kiser
& Lebovitz, 1975; Kiser et al., 1978; Schenberg & Graeff, 1978). Nos primeiros estudos com
este modelo, foi verificado que tanto o inibidor da sintese de serotonina pCPA (Kiser &
Lebovitz, 1975), como o antagonista serotoninérgico ndo seletivo ciproheptadina (Schenberg

& Graeft, 1978), facilitavam a resposta de fuga, indicando um efeito pro-aversivo. Por outro
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lado, a potencializagdo da neurotransmissao serotoninérgica gerada pela administragdo
sist€émica do inibidor da recaptacdo de serotonina/noradrenalina, clomipramina, prejudicava
esta mesma resposta, indicando um efeito antiaversivo (Kiser et al., 1978).

Outras evidéncias mostraram ainda que a injecao de 5-HT ou do agonista ndo seletivo
de receptores serotoninérgicos S-metoxi-N,M-dimetiltriptamina (5-MeODMT) diretamente na
SCPd aumentava a corrente elétrica necessaria para atingir o limiar de fuga nos animais,
indicando a inibi¢do desta resposta (Schutz et al., 1985). Desta forma, enquanto a serotonina
parece atuar aumentando a ansiedade em modelos que geram conflito, este mesmo
neurotransmissor parece diminuir o medo em modelos de medo incondicionado.

Na clinica também foram observados resultados incongruentes. A administracdo do
antagonista de receptores serotoninérgicos ritanserina, atenuava quadros de ansiedade
generalizada (Celeumans et al., 1985), ndo causava efeito (den Boer & Westenberger, 1990),
ou entdo, piorava quadros de transtorno de panico (Deakin et al., 1992). Estas observagdes
foram ainda confirmadas em testes experimentais conduzidos em humanos tanto em modelos
relacionados a ansiedade generalizada (Hensman et al., 1991) como em modelos relacionados
ao transtorno de panico (Guimaraes et al., 1997).

As evidéncias aparentemente contraditorias de que a serotonina aumenta a ansiedade
atuando no complexo amigdaldide e diminui o medo atuando na SCPd levaram Deakin &
Graeff (1991) a proporem uma teoria na qual diferentes vias serotoninérgicas que inervam
estas estruturas seriam as responsaveis pela elaboragdo de comportamentos defensivos
associados a ansiedade generalizada e ao panico.

Nesse sentido, tanto o complexo amigdaldéide como a SCPd sao inervados por fibras
serotoninérgicas provenientes do nucleo dorsal da rafe através dos feixes prosencefélico e
periventricular, respectivamente (Azmitia & Segal, 1978). De acordo com Deakin & Graeff

(1991), a via prosencefdlica, que inerva o complexo amigdaldide, facilitaria os
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comportamentos expressos em resposta a perigos potenciais ou distais como, por exemplo, a
esquiva inibitoria. Por outro lado, a via periventricular que inerva a SCPd inibiria reagdes de
fuga e luta em resposta ao perigo proximal.

De acordo com a teoria de Deakin & Graeff (1991), diante de estimulos aversivos
potenciais estas vias serotoninérgicas seriam ativadas, ocasionando o aumento da liberagdo de
serotonina tanto no complexo amigdaldide quanto na SCPd. A ativacdo destas vias modularia
a expressao de diferentes respostas comportamentais defensivas. No complexo amigdaloide, a
serotonina facilitaria a esquiva comportamental, enquanto que na SCPd, o aumento da
concentragcdo de serotonina inibiria a resposta de fuga. Deste modo, a serotonina exerceria um
papel dual, integrando diferentes tipos de reagdes comportamentais de defesa, pois a
expressao de comportamentos desencadeados por ameagas reais ou proximais, como a luta
e/ou a fuga pode ser inapropriado em situagdes nas quais o perigo € apenas discreto e
potencial. Neste caso, estratégias mais flexiveis e elaboradas como os comportamentos de
avaliagdo de risco e esquiva, coordenados pelo complexo amigdaldide, podem ser mais
eficazes (Graeff, 1993b; Graeff et al., 1996; Deakin & Graeff, 1991). Desta forma, o
hiperfuncionamento da via serotoninérgica compreendida pelo nucleo dorsal da
rafe/complexo amigdaldide e a disfuncdo do nucleo dorsal da rafe/SCPd levariam a
transtornos de ansiedade generalizada e de panico, respectivamente (Deakin & Graeff, 1991;
Graeft, 1993b; 2002; 2004; Graeff et al., 1996; 1997).

Corroborando a proposicdo de Deakin & Graeff (1991) foi verificado, por exemplo,
que a administracdo sist€émica de d-fenfluramina, que ativa neurdnios serotoninérgicos do
nucleo dorsal da rafe e libera serotonina nos terminais sinapticos localizados no complexo
amigdaléide e na SCPd facilita a resposta de esquiva e inibe a resposta de fuga,
respectivamente (Graeff et al., 1997). Nesse sentido, o presente trabalho visa contribuir para o

conhecimento neste campo de pesquisa investigando os efeitos da ativagdo de receptores
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serotoninérgicos pela administracdo local de fluoxetina nos nucleos amigdaldides sobre a
modulagdo de respostas defensivas condicionadas e incondicionadas. Estas ultimas geradas

pelo procedimento de estimulacao elétrica da SCPd.
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Materiais e Métodos

Nesse experimento foi avaliado o efeito da modulagdo serotoninérgica da amigdala no

medo condicionado contextual e no medo incondicionado.

MATERIAIS E METODOS

Sujeitos

Foram utilizados 64 ratos Wistar machos, com peso entre 250 ¢ 300 g. Os animais
foram agrupados (5 animais por caixa) em gaiolas de polipropileno (30 x 32 x 18 cm) forradas
com maravalha, e tiveram livre acesso a agua e ao alimento. Os animais foram mantidos em
um biotério com temperatura controlada a 23° C £ 1° C e um programa de iluminagao

artificial com ciclo claro/escuro 12 h x 12 h, com inicio do periodo claro as 7:00 horas.

Cirurgia

O mesmo procedimento do Experimento II.

Microinjecao

As microinjecdes foram realizadas com a utilizagdo de uma agulha de infusdo
conectada por meio de um tubo de polietileno (PE-10) a uma seringa de 5 pl (Hamilton, EUA)
que, por sua vez, era controlada por uma bomba de microinfusdao (Harvard Apparatus, South
Natick, MA). A agulha de infusao foi introduzida 1 mm abaixo da canula guia e, as solugdes
foram injetadas em um volume de 0,2 pl/min, sendo que apods a injecao a agulha de infusao

permaneceu no local por mais um minuto a fim de maximizar o processo de difusdo. Esse
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procedimento foi monitorado por meio do deslocamento de uma bolha de ar no interior do

tubo de polietileno.

Equipamentos e Procedimento Experimental

Mesmo procedimento do Experimento II.

Histologia

Mesmo procedimento do Experimento II, com excecdo de que os animais receberam
microinjecdo de Azul de Evans (2%) nos nucleos amigdaldides no mesmo volume das drogas

utilizadas nesse experimento (0,2 pl/min).

Drogas

Para verificar a mediagdo serotoninérgica nos nucleos amigdaloides foi utilizada a
fluoxetina (3,5 nmol/0,2 puL). A escolha desta dose foi baseada em um estudo prévio (Pasini et

al., 1996). Os animais controle receberam o mesmo volume de salina.

Andlise Estatistica

Os dados estdo representados como média + E.P.M. Os dados referentes aos limiares
aversivos determinados pelo procedimento de estimulagio da SCPd antes e apos a
microinjecao de salina ou fluoxetina em cada um dos ntcleos amigdaloides foram analisados

utilizando-se a andlise de varidncia (ANOVA) de duas vias com medidas repetidas. O fator 1
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referiu-se ao tratamento (salina ou fluoxetina) e o fator 2 condi¢ao (antes ou depois da injecao
do farmaco).

Para melhor visualizagdo dos efeitos observados com as inje¢cdes nos nucleos
amigdaldides sobre os comportamentos de congelamento e fuga induzidos pela estimulagao
da SCPd também calcularam-se as diferengas entre os limiares determinados antes e depois
destas injegdes. As variagdes (A) nos limiares também foram submetidos a ANOVA de duas
vias com medidas repetidas sendo tratamento (salina ou fluoxetina) e comportamentos
(congelamento e fuga) os dois fatores analisados.

O tempo de congelamento pds-estimulagdo também foi analisado com a ANOVA de
duas vias com medidas repetidas sendo o tratamento (salina ou fluoxetina) e a condigao (pré
ou pods-injecdo) os fatores analisados

O tempo de congelamento registrado durante o teste do medo condicionado contextual
também foi analisado com a ANOVA de duas vias com medidas repetidas utilizando-se como
fator 1 o tratamento (salina ou fluoxetina) e como fator 2 a condi¢do (antes ou depois da
microinjecao).

O nivel de significancia para todos os testes foi p < 0,05. Em caso de significancia

estatistica foi utilizado o teste de Newman-Keuls.
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A Figura 11 representa os sitios das microinje¢des localizados nos nucleos LaA (B),

BLA (C) e CeA (A) e a posigao do eletrodo situado na SCPd (D).

Bregma -3,12 Bregma -7,20 0,5 mm

Figura 11. Fotomicrografias representativas dos sitios de injecdo nos nucleos central — CeA
(A); lateral — LaA (B), basolateral— BLA (C) e do sitio de estimulagéo localizado na substancia
cinzenta periaquedutal dorsal — dPAG (D). A barra representa 500 uym em todas as
fotomicrografias. opt: trato 6ptico; Cpu: caudado putédmen; SC: coliculo superior; VPAG:
substancia cinzenta periaquedutal ventral; DR: nicleo dorsal da rafe. Os numeros abaixo das

figuras indicam a distancia em mm do bregma.
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Medo Incondicionado

A intensidade da corrente elétrica aplicada na SCPd necessaria para a obtencdo dos
comportamentos de congelamento e fuga foram plotadas juntas e submetidas 8 ANOVA de
uma via. A andlise mostrou diferengas significativas (Fi,511 = 61,13, p < 0,05) entre as
intensidades de corrente elétrica necessarias para a producao do congelamento (77,23+1,93) e
da fuga (92,1+1,88).

A Figura 12 mostra os valores dos limiares (LA) de congelamento (A) e fuga (B)
obtidos pelo procedimento de estimulacdo elétrica da SCPd em ratos antes e apos receberem a
microinjecao de salina ou fluoxetina nos nicleos LaA (N = 10 e 13, respectivamente), BLA
(N =9 e 10, respectivamente) ou CeA (N = 10 e 12, respectivamente). Os dados obtidos com
as injecdes em cada nucleo foram submetidos a ANOVA de duas vias com medidas repetidas.
Com relagdo aos limiares necessarios para a obten¢do do congelamento, a analise mostrou que
os tratamentos ndo alteraram o valor do limiar obtido pelo procedimento de estimulagdo
elétrica da SCPd apods microinje¢do nos nucleos amigdaldides (Fi4s = 1,14 para o ntcleo
lateral, F1,37 = 0,01 para o ntcleo basolateral e Fi.43 = 0,03 para o ntcleo central; sendo p >
0,05 em todos os casos). Também ndo foram observadas diferencas no fator condi¢do (Fi,45 =
2,24 para o nucleo lateral, F1,37 = 3,13 para o nucleo basolateral e F143 = 1,93 para o nticleo
central; sendo p > 0,05 em todos os casos). A interagdo entre os fatores também ndo foi
estatisticamente diferente (Fi45 = 0,78 para o nucleo lateral, Fi,37 = 0,25 para o ntcleo
basolateral e F143 = 0,32 para o ntcleo central; sendo p > 0,05 em todos os casos).

A Figura 12B mostra os valores dos limiares (nA) de fuga determinados pelo
procedimento de estimulagdo elétrica da SCPd na linha de base e no teste para os grupos que
receberam microinjecdo de salina ou fluoxetina nos nucleos LaA, BLA e CeA. Os dados

foram submetidos 8 ANOVA de duas vias com medidas repetidas. Essa analise mostrou que
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os diferentes tratamentos ndo alteraram os limiares aversivos de fuga determinados pela
estimulagdo elétrica da SCPd apds microinjecdo nos nucleos amigdaldides (Fi,45 = 0,44 para o
nucleo lateral, F1,37 = 0,04 para o ntcleo basolateral e F1,43 = 0,04 para o nucleo central; sendo
p > 0,05 em todos os casos). O fator condi¢do também ndo alterou os limiares de
congelamento (Fi45 = 1,54 para o nucleo lateral, F1,37 = 3,20 para o nucleo basolateral e F1,43
= 0,23 para o nucleo central; sendo p > 0,05 em todos os casos). A interagdo entre os fatores
também nao foi estatisticamente diferente (F1.45 = 0,91 para o nucleo lateral, Fi37 = 1,29 para
o nucleo basolateral e F1,43 = 3,75 para o nucleo central; sendo p > 0,05 em todos os casos).

A Figura 13 mostra a variagdo média (A) dos limiares de congelamento ¢ fuga
determinados pelo procedimento de estimulagdo elétrica da SCPd nos limiares de
congelamento e fuga para os grupos que receberam microinje¢cdo de salina ou fluoxetina nos
nucleos LaA, BLA e CeA. Os dados foram submetidos a ANOVA de duas vias com medidas
repetidas. A ANOVA ndo mostrou diferenga entre os tratamentos para os trés nucleos
amigdaldides (F145 = 1,95 para o nuacleo lateral, F137 = 2,53 para o nacleo basolateral e F1,43 =
2,93 para o nucleo central; sendo p > 0,05 em todos os casos). Também ndo houve diferenca
entre a variacdo dos limiares aversivos de congelamento e fuga determinados pela
estimulacdo elétrica da SCPd (Fi.45 = 0,06 para o nucleo lateral, Fi1,37 = 0,01 para o ntcleo
basolateral e F1.43 = 0,01 para o ntcleo central; sendo p > 0,05 em todos os casos). A interacao
entre os fatores também nao foi estatisticamente diferente (Fi.45 = 0,06 para o ntcleo lateral,
F1,37 = 0,01 para o nucleo basolateral e Fi.43 = 0,01 para o ntcleo central; sendo p > 0,05 em
todos os casos).

A andlise de variancia (ANOVA) de duas vias com medidas repetidas também foi
utilizada para o tempo de congelamento pods-estimulacdo elétrica da SCPd (Figura 14). A
analise mostrou efeitos estatisticamente significativos dos tratamentos (salina e fluoxetina) em

todos os nucleos (F1.45 = 4,88 para o nucleo lateral, F1,37 = 5,83 para o nucleo basolateral e
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Fi.43 = 7,24 para o nucleo central; sendo p < 0,05). O fator condi¢do (antes e depois das
microinje¢des) também influenciou significativamente os ntcleos (Fi,45 = 4,88 para o nucleo
lateral, F137 = 6,64 para o nucleo basolateral e Fi,43 = 15,09 para o ntcleo central; sendo p <
0,05 em todos os casos). A interacdo entre os fatores também foi estatisticamente significativa
(F1,45 = 1,88 para o nucleo lateral, F1,37 = 7,80 para o nucleo basolateral e F1,43 = 14,71 para o
nicleo central; sendo p < 0,05 em todos os casos). O teste post-hoc de Newman-Keuls
indicou uma redu¢do no tempo de congelamento pods-estimulagao elétrica da SCPd apos o

tratamento com fluoxetina nos nucleos LaA, BLA e CeA.
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Medo Condicionado

A Figura 15 mostra o tempo de congelamento registrado durante o teste do medo
condicionado contextual antes e apds as inje¢des de salina e fluoxetina nos ntcleos LaA (N =
10 e 13, respectivamente), BLA (N = 9 e 10, respectivamente) ou CeA (N = 10 e 12,
respectivamente). A ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou efeitos
significativos para o fator tratamento (Fi45 = 23,34 para o nucleo lateral, F1,37 = 9,79 para o
nucleo basolateral e Fi,.43 = 75,43 para o ntcleo central; sendo p < 0,05 em todos os casos) e
para o fator condi¢dao (Fi4s5 = 393,23 para o nucleo lateral, Fi1,37 = 344,05 para o nucleo
basolateral e Fi43 = 142,65 para o nucleo central; sendo p < 0,05 em todos os casos). A
interagdo entre os fatores também foi estatisticamente significativa nos trés nucleos
amigdaloides (F1,45 = 23,57 para o nucleo lateral, F1,37 = 10,78 para o nucleo basolateral e F1,43
= 79,83 para o nucleo central; sendo p < 0,05 em todos os casos). O teste post-hoc de
Newman-Keuls indicou um aumento no tempo de congelamento registrado na sessdo teste
apos a administracdo de fluoxetina nos trés nucleos amigdaldides (LaA, BLA e CeA) em

comparagdo com suas respectivas linhas de base e com os animais microinjetados com salina.
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DISCUSSAO

A amigdala ¢ uma das principais estruturas na regulacao do comportamento emocional
e ocupa uma posi¢do central na regulacao de respostas condicionadas e incondicionadas,
atuando como um filtro para informagdes sensoriais que parecem ser cruciais para a
sobrevivéncia do individuo (Davis, 1992b; Davis et al., 1994a; b; LeDoux, 1994; Kilcross et
al., 1997). Varios estudos apontam para uma fungdo regulatoria do nucleo basolateral na
aquisi¢do do medo condicionado (Davis, 1992b; LeDoux et al, 1990a; b; Vazdarjanova et al.,
2001).

Estudos com marcagdo de proteina Fos mostram a ativagdo de nicleos amigdaldides
especificos durante as respostas emitidas por animais expostos a diferentes situagdes aversivas
como choques elétricos (Campeau et al., 1991; Savonenko et al., 1999), altura e ou espagos
abertos (Duncan et al., 1996; Silveira et al., 2001), estimulos ultrasonicos (Beckett et al.,
1997), estimulagao elétrica ou quimica da SCPd (Sandner et al., 1993; De Oliveira et al.,
2000; Ferreira-Neto et al., 2005). Adicionalmente, estudos utilizando a técnica de
microdialise mostram o mecanismo dual nos ntcleos basolateral e central na regulagdo do
comportamento defensivo induzido pela estimulagdo elétrica do coliculo inferior (Macedo et
al., 2002).

A amigdala constitui-se em um dos principais sitios da modulagdo serotoninérgica na
neurocircuitaria do medo. De fato, estudos neuroanatdmicos indicam que a amigdala de
roedores recebe uma densa projecdo de fibras serotoninérgicas do nucleo dorsal da rafe
(Vertes, 1991; Vertes et al., 1999; Azmitia & Segal, 1978; Sadikot & Parent, 1990; Ma et al.,
1991) e que diferentes tipos de receptores serotoninérgicos estdo presentes na amigdala
(Pazos & Pallacios, 1985; Pazos et al., 1985; Barnes et al., 1989; Sugita et al., 1992;

Humphrey et al., 1993; Morilak et al., 1993; Martin & Humphrey, 1994; Pompeiano et al.,
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1994; Varnas et al., 2001). A estimula¢do do nucleo dorsal da rafe produz um aumento na
liberagdo de 5-HT na amigdala (Viana et al., 1997). Além disso, altera¢des nos niveis de
serotonina afetam o balango entre a neurotransmissao inibitoria € excitatdria no complexo
basolateral da amigdala (Rainnie, 1999; Stutzmann & LeDoux, 1999).

Os dados obtidos nesse experimento mostram que o aumento da neurotransmissao
serotoninérgica causada pela administragdo de fluoxetina nos nucleos LaA, BLA e CeA
causou um aumento do congelamento condicionado contextual. Esse aumento da mediagao
serotoninérgica da amigdala provocado pela fluoxetina corrobora a proposta de que a
consolida¢dao do condicionamento contextual expresso pelo comportamento de congelamento
ocorre devido a mecanismos serotoninérgicos que transferem a informacgao aversiva da via
nicleo mediano da rafe para estruturas limbicas prosencefalicas (Avanzi & Brandao, 2001;
Avanzi et al., 2003; Borelli et al., 2005). De fato, estudo utilizando a técnica de microdialise
demonstrou que a administragdo de inibidores da recaptacdo de serotonina aumenta a
concentragdo de serotonina em varias regides encefalicas (Fuller, 1994).

Segundo a teoria de Deakin & Graeff (1991), frente a estimulos aversivos as vias
serotoninérgicas do trato periventricular e prosencefalico (que inervam respectivamente a
SCPd e o complexo amigdaloide) seriam ativadas ocasionando o aumento da liberagdo de
serotonina na SCPd e na amigdala. Por conseguinte, a ativagdo destas vias modularia a
expressao de diferentes respostas comportamentais defensivas. Mais especificamente, na
SCPd, o aumento da concentracdo de serotonina inibiria a expressdo de comportamentos
desencadeados por ameagas proximais, como a luta e/ou a fuga. J4 na amigdala esse aumento
favoreceria a expressdo de comportamentos que ocorrem em resposta a estimulos
ameagadores potenciais ou distais € que envolvem o conflito entre aproximagao/esquiva,
proposto mais tarde por Gray & McNaughton (2000), como os comportamentos de avaliagdo

de risco e esquiva. Deste modo, a serotonina exerceria um papel dual, uma vez que integraria
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diferentes tipos de reacdes comportamentais de defesa. Ademais, os autores propdem ainda
que enquanto a serotonina diminuiria o panico agindo na SCPd, esse neurotransmissor
aumentaria a ansiedade atuando no complexo amigdaldide (Deakin & Graeff, 1991; Graeff,
1993b; Graeff et al., 1996; 1997; Graeff, 2002).

Desse modo, os resultados mostrados corroboram a teoria de Deakin & Graeff (1991)
mostrando que o aumento da neurotransmissdo serotoninérgica na amigdala leva a um
aumento dos efeitos aversivos no paradigma de medo condicionado contextual. Apoiando esta
hipodtese, observa-se que a infusdo de serotonina ou agonista de receptores serotoninérgicos
(8-OH-DPAT) na amigdala produz um efeito ansiogénico em testes de conflito, enquanto a
infusdo do antagonista de receptores serotoninérgicos cetanserina produz um efeito ansiolitico
(Hodges et al., 1987). Resultados similares foram obtidos recentemente neste laboratorio com
a demonstragdo de que a injecdo local de agonista serotoninérgico no nucleo basolateral da
amigdala aumentou a aversdo condicionada ao lugar onde anteriormente os ratos haviam
recebido estimulagdo aversiva (Macedo et al., submetido).

Entretanto, existem resultados conflitantes em relagdo ao papel da serotonina na
amigdala. Alguns autores relatam efeitos ansioliticos dos inibidores seletivos de recaptacao de
serotonina em alguns modelos animais de ansiedade (Hashimoto et al., 1996; Muraki et al.,
1999). Também nesse sentido, injecdes sistémicas de citalopram, que aumenta a concentragao
extracelular de serotonina no coértex pré-limbico, levam a uma reducdo do tempo de
congelamento em um paradigma de medo condicionado (Hashimoto et al., 1999), sugerindo
que o aumento da neurotransmissdo serotoninérgica diminui os niveis de ansiedade (Erikkson

& Humble, 1990).
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Com relacdo ao medo incondicionado, os resultados mostram que o aumento da
neurotransmissao serotoninérgica nos nucleos LaA, BLA e CeA ocasionado pela
administracado de fluoxetina ndo alterou os limiares aversivos de congelamento e fuga
determinados pelo procedimento de estimulagdo elétrica da SCPd. Corroborando os resultados
do presente experimento, Zangrossi € colaboradores (1999) verificaram que a inje¢do da
droga serotoninérgica 8-OH-DPAT no nucleo basolateral ndo altera a resposta de fuga no
labirinto em T elevado. No entanto, varios trabalhos apontam para o papel do nicleo medial
da amigdala na mediacdo das respostas de fuga. Nesse sentido, Herdade e colaboradores
(2006) mostraram que o nucleo medial da amigdala estd envolvido na mediagdo das respostas
de congelamento e fuga induzidos pelo procedimento de estimulagdo elétrica da SCPd.

Nesse sentido, varios trabalhos apontam para o envolvimento da amigdala medial na
mediagdo das respostas de fuga. Como exemplo, Sandner e colaboradores (1993) e De
Oliveira e colaboradores (2000) utilizando a técnica de marcacdo da proteina Fos apontam o
envolvimento do nucleo medial na regulacdo do comportamento de fuga, gerado pela
estimulagdo elétrica ou quimica da SCPd. Adicionalmente, foi observado que a inativagdo do
nucleo medial, induzida pela inje¢do do anestésico local lidocaina ou de muscimol inibe tanto
a fuga gerada no labirinto em T elevado (Strauss & Zangrossi, dados nao publicados) como
aquela gerada pelo procedimento de estimulagdo da SCPd (Herdade et al., 2006).

Quando se considera o congelamento poés-estimulacio da SCPd observa-se sua
reducdo apos a microinje¢do de fluoxetina nos trés nucleos amigdaldides (LaA, BLA e CeA)
sugerindo que nesses nucleos, o congelamento pds-estimulacdo da SCPd ¢ mediado por
mecanismos serotoninérgicos da amigdala. Essa modulacdo provavelmente envolve o
processo de transferéncia da informagdo aversiva das estruturas do tronco encefalico até
centros prosencefalicos, via feixe prosencefalico medial (Azmitia e Segal, 1978). Esse

congelamento pds-estimulacdo permite ao animal receber informagdes do ambiente no sentido
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de prepara-los para uma nova possivel ameaca, sugerindo que embora seja uma resposta
incondicionada mecanismos de memoria de curta duragdo podem ser acionados durante este
tipo de congelamento. Nesse sentido, tem sido mostrado que a amigdala pode participar da
integracdo de respostas condicionadas e incondicionadas de medo (Amaral & Price, 1984;
Davis, 1992a; LeDoux 2000; Vazdarjanova et al., 2001). Assim, temos que a serotonina na
amigdala facilita o medo condicionado contextual, ndo afeta o congelamento e a fuga
induzidos pela estimulagdo da SCPd e reduz o tempo de congelamento pos-estimulagdo
aversiva da SCPd.

Analisados em conjunto, os resultados obtidos neste estudo podem ter relevancia no
contexto da teoria proposta por McNaughton & Corr (2004) que introduz o conceito do
sistema bidimensional de defesa que esta fundamentado nos conceitos de dire¢do defensiva
(Gray & McNaughton, 2000) e de distancia defensiva (Blanchard & Blanchard, 1988;
Blanchard et al., 1993; 2001). Os autores propdem que as estruturas encefalicas envolvidas
nos sistemas de defesa que controlam a ansiedade ¢ o medo, caracterizados por
comportamentos que visem a aproximagdo e a retirada do animal da situacdo de perigo,
respectivamente, sdo inter e intraconectadas. Ainda, segundo esses autores a representacio
neural do medo condicionado e do medo incondicionado poderia ser feita com duas piramides
invertidas, colocadas lado a lado no encéfalo. A piramide cuja base estd no cortex e o vértice
no tronco encefalico indicaria a prevaléncia dos substratos neurais do medo condicionado nas
areas rostrais do encéfalo, como cortex cerebral, hipocampo e amigdala. Assim, as estruturas
que compdem estes sistemas sdo hierarquicamente organizadas e atuam de acordo com a
distdncia em que se encontra a fonte de perigo. Enquanto comportamentos expressos em
resposta a estimulos potenciais seriam controlados primordialmente por estruturas mais
rostrais e corticais, comportamentos expressos em resposta a estimulos proximais seriam

regulados por estruturas mais caudais e subcorticais. De modo que, todas as estruturas
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envolvidas modulam tanto os comportamentos elaborados como, por exemplo, o
congelamento, como as respostas rapidas e explosivas, como a fuga. Dentre as estruturas que
participam destes dois sistemas estd o complexo amigdaldide, elaborando a resposta defensiva
mais apropriada para a situacdo (McNaughton & Corr, 2004). Assim, nossos resultados
juntamente com os relatados na literatura (Herdade et al., 2006; Strauss, 2006) apdiam a
proposicdo do envolvimento do complexo amigdaléide na modulacdo de respostas de
ansiedade e fuga.

De certa maneira, nossos resultados fortalecem a idéia de um maior envolvimento de
estruturas prosencefalicas no medo condicionado e que quanto mais caudal uma estrutura,
maior sua participagdo em processos relacionados ao medo incondicionado. Embora em
menor extensdo, o medo condicionado teria também uma representagdo neural em areas do
tronco encefalico como a SCPd e o medo incondicionado teria alguma representagdo em areas
prosencefalicas como a amigdala.

No Experimento II e III observam-se efeitos similares do muscimol e da fluoxetina
sobre o medo incondicionado. Houve uma redug¢do do congelamento pos-estimulagdo da
SCPd sem alterar os limiares aversivos de congelamento e fuga. Os efeitos destes farmacos
sobre o congelamento pos-estimulagdo da SCPd provavelmente se devem a uma interagao
entre mecanismos gabaérgicos e serotoninérgicos na amigdala. Tem sido mostrado que a
serotonina estimula os interneurdnios gabaérgicos da amigdala. Stutzmann & LeDoux (1999)
e Rainnie (1999) examinarando o papel da interacdo 5-HT/GABA na modulagdo do
processamento de informagdes sensoriais na amigdala mostraram que a serotonina exerce um
papel excitatorio sobre os interneurdnios gabaérgicos que incidem sobre as aferéncias do
cortex e do talamo (Figura 16). Com base nos resultados do presente trabalho sugere-se que

os comportamentos de congelamento e de fuga determinados pelo procedimento de
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estimulagdo elétrica da SCPd nao estao sob o controle da amigdala, provavelmente, a resposta

de defesa imediata ¢ organizada diretamente por estruturas do tronco encefalico.

Cortex Congelamento
pré-frontal Talamo pos-estimulagdo

— \

)

SCPd
Q@

Respostas
de defesa

imediata

Singdaia Congelamento
Fuga
b
Reducgao do
\ congelamento
NDR pos-estimulagédo

Figura 16. Representacdo esquematica da possivel modulagao 5-HT/GABA do medo incondicionado
na amigdala. As respostas de defesa imediata — congelamento e fuga — s&o elaboradas por
estruturas do tronco encefélico como a substancia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPd). O aumento
da transmissdao 5-HT/GABA na amigdala pode levar a uma redugcdo do congelamento poés-

estimulagcado da SCPd. NDR: nucleo dorsal da rafe, GLU: glutamato.

Por outro lado, quando se considera o medo condicionado contextual, o muscimol
reduziu e a fluoxetina aumentou o congelamento. A lesdo da amigdala reduz este
comportamento de congelamento (Oliveira et al., 2004) do mesmo modo que o muscimol
reduz a atividade na amigdala por potencializar mecanismos inibitorios. E provavel que a

modulagdo serotoninérgica do medo condicionado na amigdala se utilize de mecanismos
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diferentes dos discutidos acima para o medo incondicionado. Neste caso, provavelmente
mecanismos serotoninérgicos seriam ativados por estimulos condicionados de medo ou
situagdo de conflito e levariam a um aumento da aversao como sugerido por Deakin & Graeff

(1991) (Figura 17).

ANSIEDADE DEPRESSAO

Hipocampo

Y

Amigdala
5-HT2

5-HTia

PANICO

Figura 17. Representacdo esquematica do papel da serotonina na modulagdo do medo. Segundo o
modelo proposto por Deakin & Graeff (1991), proje¢des do nucleo dorsal da rafe (NDR) para a
amigdala parecem modular as respostas frente a eventos aversivos agudos e estariam relacionadas
a ansiedade (receptores 5-HT2A/2C/3). Ja as proje¢cdes do NDR para a substancia cinzenta
periaquedutal dorsal (SCPd) inibem neurénios que comandam a fuga (receptores 5-HT2A) e este
sistema neural estaria associado ao péanico. As projegdes do nucleo mediano da rafe (NMR) para o
hipocampo (receptores do tipo 5-HT1A) parecem modular respostas a eventos aversivos continuados,

inibindo suas consequiéncias comportamentais e facilitando a adaptagao do animal.
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Adicionalmente esses resultados corroboram a teoria de McNaughton & Corr (2004),
que considera a amigdala e a SCPd participantes tanto do medo condicionado quanto do medo
incondicionado. Segundo estes autores existe uma prevaléncia dos substratos neurais do medo
condicionado nas areas rostrais do encéfalo, enquanto que no medo incondicionado
prevalecem as areas mais caudais do encéfalo. Assim, a representagdao neural do medo
condicionado e do medo incondicionado pode ser feita com duas piramides invertidas,

colocadas lado a lado no encéfalo.
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Existem pelo menos trés tipos de congelamento:

1) Congelamento associado ao medo contextual,

2) Congelamento incondicionado induzido pelo procedimento de estimulacdo elétrica

da SCPd,

3) Congelamento pds-estimulacdo da SCPd que persiste apds a interrup¢do de sua

estimulagdo elétrica.

Mecanismos gabaérgicos da amigdala regulam o congelamento contextual.

Mecanismos serotoninérgicos da amigdala favorecem o medo condicionado
contextual ¢ ndo alteram o medo incondicionado induzido pelo procedimento de

estimulagdo elétrica da SCPd.

Mecanismos gabaérgicos e serotoninérgicos na amigdala regulam o congelamento
pos-estimulacdo da SCPd sugerindo que embora seja uma resposta incondicionada
mecanismos de memoria de curta duragdo podem ser acionados durante este tipo de

congelamento.
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ANEXOS



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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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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