UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA

DUPLA pISSOCIA(;AO DA FUNCAO DOS RECEPTORES NMDA DA
SUBSTANCIA CINZENTA PERIAQUEDUTAL ROSTRAL E CAUDAL
NO MEDO INATO E CONDICIONADO AO ODOR DE GATO

RIMENEZ RODRIGUES DE SOUZA

Florianopolis, SC

2007



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA

DUPLA pISSOCIA(;AO DA FUNCAO DOS RECEPTORES NMDA DA
SUBSTANCIA CINZENTA PERIAQUEDUTAL ROSTRAL E CAUDAL
NO MEDO INATO E CONDICIONADO AO ODOR DE GATO

RIMENEZ R. DE SOUZA

Dissertacdo apresentada ao Curso de Pés-
Graduacdo em Farmacologia do Centro de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal
de Santa Catarina como requisito parcial a
obtencdo do titulo de mestre em
Farmacologia.

Orientador: Prof. Dr. Antbnio de Padua
Carobrez

Florianopolis, SC

2007

II



""A VERDADEIRA MEDIDA DE UM HOMEM NAO SE VE NA
FORMA COMO SE COMPORTA EM MOMENTOS DE
CONFORTO E CONVENIENCIA, MAS EM COMO SE MANTEM

EM TEMPOS DE CONTROVERSIA E DESAFIO"'.
(MARTIN LUTHER KING JR.)

I



...A0s meus pais, ofereco a alegria
que sinto agora. A alegria do
trabalho, da luta e da vitoria, da
esperanca que um dia quero ver no
sorriso dos meus filhos. Ofereco
também, parte do meu futuro
porque sei que abrem mao de
muitos sonhos para que o mundo
me reserve o melhor. Dividam
comigo essa alegria, porque ela
nos pertence, é tao minha quanto
de voceés.

v



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Anténio de Padua Carobrez, por abrir as portas de seu laboratério
e permitir que eu comecgasse a sonhar mais alto, pelos ensinamentos e pela arte de
se divertir fazendo ciéncia. Pelo senso critico e pela amizade e, principalmente, por
ter acreditado na minha capacidade;

Aos professores do departamento por repassarem seu conhecimento e por
permitirem que eu entrasse em seus laboratérios, e principalmente pela paciéncia
durante os ultimos trés anos;

Ao Prof. Dr. Luiz Carlos Schenberg e ao amigo e Prof. Dr. Rui Daniel S.
Prediger, pela generosidade de avaliarem meu trabalho e contribuirem com a minha
formacao;

Aos atuais amigos do Laboratério de Neurobiologia Comportamental, Cladis,
Cris, EI6, Fabricio “Calvicio” (em especial pelas sugestdes nos manuscritos deste
trabalho), Grasi, Ju, LU e Luisinho “CT”, e aos antigos, Claudia, Leandro e Nelson,
pela forca, pelo debate cientifico e também pelas risadas, pela alegria e pela
paciéncia com os meus devaneios de engenhosidade;

Aos professores Drs. (e tios) Ricardo Luiz Nunes de Souza e Azair Canto de
Souza por me mostrarem a pesquisa e pelo incentivo durante o curso;

Aos demais colegas de pés-graduagado e aos funcionarios do departamento
por, direta ou indiretamente, possibilitarem a realizagdo deste trabalho;

A galera do 301 do Juriti, Mad, Gilliard, Leonardo, Fabricio e Guilherme, pelo
companheirismo e pela diversao;

Aos companheiros do provisério futebol clube, Fabricio “Pamplas”, Luciano,
Rodrigo, Geison “com S Izidio com Z”, Rui’'m”, Fabricio “Calvicio”, Jarbao, Leandro,
Eduardo “Joao Kleber”, Gilli, Francisney e demais que nao jogam, mas bebem muito
bem, Pablo, Mad e Filipe.

A minha amada Luana L. Leite, pelo incentivo, apoio e, principalmente, pelo
amor que me concedeu durante esta jornada. E ainda, por ser uma santa, como
dizem as meninas do lab., me aturando nos ultimos quatro anos (apesar de eu nao

me achar tao chato assim);



Ao Milton e a Carmen, “pais da Luana”, por me aglientarem nos finais de
semana e por me apoiarem durante a caminhada;

Ao Sexta-Feira 13 de Feriado, ou simplesmente Sexta, por me fornecer sem
medir esforcos todo o seu “odorrrrr de gato”, por fazer com que eu aprecie a cada
dia mais os animais e por me ensinar que ndo somos nés quem escolhemos Nossos
animais, e sim eles sao quem nos escolhem.

Aos ratos, por permitirem que a humanidade saiba mais sobre si e aprenda a
solucionar seus problemas.

A minha querida irm@, e “caloura” de farmécia, Renata, e aos familiares e
amigos que com alegria e carinho me recebiam em Ararangua;

A CAPES e aos demais 6rgaos de fomento pelo financiamento deste trabalho
e de minha formacao;

Enfim, a todos aqueles que de uma forma ou de outra contribuiram para a
realizagao deste trabalho.

VI



SUMARIO

LISTA DE ABREVIAGOES------senmmmeem e IX
LISTA DE FIGURAS - mmme e X
LISTA DE TABELAS - mmeem e X
RESUMO - e Xl
ABSTRAC T - mmmmm oo s Xl
1= INTRODUGAQ---mmmmmmmmmmmmmmm e 01
1.1 A Relagao Presa X Predador----------==-=======mmmmom oo 02
1.2 O Sistema Olfatério e o Odor de Predador--------------=--=-----omemoomooeeoe 04
1.3 O Comportamento Defensivo----------=--==--=m-mmomeooeoo oo 07

1.4 Substéancia Cinzenta Periaquedutal como substrato neuroanatémico

do comportamento defensivo---------=-==-mmmmm oo 09

1.5 O Glutamato e a Reagdo de Defesa-------------=-=-mmmmmmmmmm oo 13

2= OBUE T IV O S - e 17
3- MATERIAIS E METODOS - ---------nmmmmmssmm e 19
B B - T R 20

3.2 Drogas----====mmmmmm e 20

3.3 Cirurgia Extereotaxica------=-==-=======m=mmmmmmm o 21

3.4 Microinjecao Intra-SCPdI------=--=mmmmmmmmm oo 22

3.5 Dispositivo para o registro comportamental----------=--=-==-==-mnmmmmemoeuo-- 23

3.6 Protocolos Experimentais------=--=========mmmmmmmm oo 24

3.6.1 Experimento 1: Avaliagdo da microinjegdo de AP5 na SCPdI
rostral e caudal sobre a resposta defensiva de ratos expostos ao
odor de gato:--------mmm oo 25

3.6.2 Experimento 2: Avaliagdo da microinjegdo de AP5 na SCPdI

rostral e caudal sobre a resposta defensiva de ratos expostos ao

contexto do odor de gato:------==========m=mmmmmm e 26

3.7 Perfuséo e Histologia------==-======mmmmmmmm oo 27

3.8 Anadlise Estatistica---------==-====nmmmmmme oo 27

4= RESULT AD O S - - - - e 29
4.1 Andlise Histoldgica---------------=-m-mmrm oo 30

4.2 Experimento 1: Efeitos do AP5 microinjetado na SCPdI rostral e

VII



caudal sobre a resposta defensiva de ratos expostos ao odor de gato: 31

A) - Administra¢cdo de AP5 na SCPdlI rostral-----------=--=-==-==-m-meememmmmeem 31

B) - Administracdo de AP5 na SCPdl caudal-------------------=-==--m-mmeeeev 35
4.3 Experimento 2: Efeitos do AP5 microinjetado na SCPdI rostral e

caudal sobre a resposta defensiva de ratos expostos ao contexto do

0dOr de gato:---=-mmmmm = 38
C) - Administracdo de AP5 na SCPdlI rostral----------------=--=mmmemmomommeemeen 38
D) - Administracdo de AP5 na SCPdl caudal------------=-=--=-=-=memmmmomee- 41
e DISCUSSAQ-----mmm e e 44
6= CONCLUSOES ------nmmme e 57
7- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS - omemem e 59
8- APEN D CE e s 76

VIII



LISTA DE ABREVIACOES

AAE
ACd
ACv
AHN
AMPA
ANOVA
AP5
AP7
CnF
DMH
DNA
GLY
iGLU
ILc
LCE
LTE
mGLU
MOE
NMDA
NO
NOS
OMPFC
PBS
PLc
PMd
PRh
SCPd
SCPdl
SCPdm
SCPI
SCPuvI
T™MT
VNO

Aminodcido excitatorio

Cértex cingulado anterior dorsal

Cértex cingulado anterior ventral

Nucleo hipotalamico anterior

Acido a-amino-3-hidréxi-5-metil-4-isoxazolpropionato
Andlise de Variancia

Acido +-2-amino-5-fosfopentandico — antagonista nmda
Acido *-2-amino-7-fosfopentanéico — antagonista nmda
Nucleo cuneiforme

Hipotalamo dorsomedial

Acido desoxirribonucléico

Glicina

Receptores ionotropicos de glutamato

Cértex infralimbico

Labirinto-em-cruz elevado

Labirinto-em-T elevado

Receptores metabotropicos de glutamato
Epitélio olfatério principal

N-metil-D-aspartato

Oxido nitrico

Enzima 6xido nitrico sintase

Cértex prefrontal orbitomedial

Phosfated buffered saline

Cértex pré-limbico

Nucleo pré-mamilar dorsal

Cértex perirrinal

Substancia cinzenta periaquedutal dorsal
Substancia cinzenta periaquedutal dorsolateral
Substancia cinzenta periaquedutal dorsomedial
Substancia cinzenta periaquedutal lateral
Substancia cinzenta periaquedutal ventrolateral
2,5-dihidro-2,4,5-trimetiltiazolina

Orgéo vomeronasal

IX



LISTA DE FIGURAS

Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Aparelho olfatério do rato

Subdivisbes da SCP

Caixa de esquiva ao odor

Sitios de microinjegao

Fotomicrografia da seccao coronal dos cérebros mostrando pela seta: A) sitio de
microinje¢cdo na SCPdI rostral e; B) sitio de microinje¢do na SCPdI caudal.-----------

Efeitos da microinjegao de AP5 (3 e 6 nmol) e do veiculo (PBS) na SCPdl rostral
sobre a resposta defensiva de ratos expostos ao condicionamento com odor de
gato ou pano neutro.

Efeitos da microinjecdo de AP5 (3 e 6 nmol) ou veiculo (PBS) na SCPdI rostral
sobre a atividade exploratéria geral de ratos expostos ao condicionamento com
odor de gato ou pano neutro.

Efeitos da microinjegéo de AP5 (3 e 6 nmol) ou de veiculo (PBS) na SCPdI caudal
sobre a resposta defensiva de ratos expostos ao contexto do condicionamento
com odor de gato.

Efeitos da microinje¢cédo de AP5 (3 e 6 nmol) ou veiculo (PBS) na SCPdI caudal
sobre a atividade exploratéria geral de ratos expostos ao contexto do
condicionamento com odor de gato.

Efeitos da microinje¢céo de AP5 (3 e 6 nmol) ou de veiculo (PBS) na SCPdI rostral
sobre a resposta defensiva de ratos expostos ao contexto do condicionamento
com odor de gato.

05

10

23

30

31

33

34

36

37



LISTA DE TABELAS

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Comparagao da microinjecdo na SCPdl rostral sobre a resposta defensiva de
ratos expostos a familiarizagdo, ao odor de gato (PBS, AP5 3 e 6 nmol), e
exposi¢ao ao contexto 24 horas depois.

Comparagao da microinjecdo na SCPdI caudal sobre a resposta defensiva de
ratos expostos a familiarizagdo, ao odor de gato (PBS, AP5 3 e 6 nmol) e
exposi¢ao ao contexto 24 horas depois.

Comparagao da microinjecdo na SCPdl rostral sobre a resposta defensiva de
ratos expostos a familiarizagdo, ao odor de gato e exposigdo ao contexto
(PBS, AP5 3 e 6 nmol) 24 horas depois.

Comparagao da microinjecdo na SCPdI caudal sobre a resposta defensiva de
ratos expostos a familiarizagdo, ao odor de gato e exposigao ao contexto
(PBS, AP5 3 e 6 nmol) 24 horas depois.

XI

Apéndice

Apéndice

Apéndice

Apéndice



RESUMO

O odor de predador tem sido utilizado como estimulo aversivo em animais de
laborat6rio na tentativa de compreender as bases biolégicas do medo/ansiedade e
estresse. Frente a estes estimulos, roedores apresentam uma vigorosa resposta
comportamental de defesa. O presente estudo analisou a participagdo dos
receptores de glutamatérgicos da Substancia Cinzenta Periaquedutal (SCPdI) nas
respostas de defesa frente ao odor de gato e ao contexto desta exposicdo. A SCP é
dividida em colunas que modulam diferentes respostas comportamentais e fisicas
para o organismo, dentre elas a regidao dorsolateral (SCPdI) que parece possuir uma
organizagdo longitudinal em seu eixo rostro-caudal, a qual poderia ser responsavel
pelas diferentes respostas comportamentais frente a estimulos ameacgadores. Assim,
o antagonista dos receptores NMDA, AP5 nas doses de 3 e 6nmol, foi administrado
10 minutos antes da exposicao ao odor de gato ou ao contexto do odor de gato. Os
resultados demonstram que apenas a microinjecao de AP5 (6 nmol) na SCPdI rostral
foi capaz de reduzir as respostas comportamentais ao odor de gato. Quando os
animais foram expostos ao contexto, apenas a administracdo de AP5 (6 nmol) na
SCPdI caudal foi capaz de reduzir as respostas de medo condicionado ao contexto.
Os dados sugerem que, frente a estimulos de ameaca predatéria e situacdes de
medo condicionado, areas rostrais e caudais modulam as respostas
comportamentais de medo inato e condicionado respectivamente. Os achados
sugerem ainda uma participacdo diferenciada dos receptores NMDA nestas
situagdes, reforcando o papel modulatério da SCP na mediacdo do comportamento

defensivo.
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ABSTRACT

Predator odors have been widely as aversive stimulus in animal models in
order to understand neurobiology of fear/anxiety and stress. Face this stimulus,
rodents show strong reactions like defensive behaviors. Such response may depend
on brain structures related to emotional reaction as the midbrain periaqueductal gray
(PAG). The PAG is organized in columnar groups that modulate different behavior
and organic responses, and the dorsolateral (dIPAG) part has a special interest
because its relation with defensive reactions. The dIPAG seems to have anatomical
and functional differences along its rostro-caudal axis front of threat stimulus.
Therefore, the present study evaluates the participation of glutamatergic transmission
in the rostral and caudal dIPAG, by the NMDA receptors, on modulation of defensive
behavior toward cat odor stimulus and its context. For this, the NMDA receptor
antagonist, AP5 3 and 6nmol, was administered 10 minutes before the cat odor
exposure or context. Results showed that only AP5 6nmol microinjected into rostral
dIPAG was capable to reduce defensive the behaviors when subjects were exposed
to the cat odor. Indeed, when animals were exposed to context session, only the
administration of AP5 6nmol into caudal dIPAG reduced the conditioned fear
response. These data point that face predation stimulus and situation of conditioned
fear, rostral and caudal dIPAG areas can modulate defensive reactions of innate and
conditioned fear. These findings suggest a distinct participation of NMDA receptors in
these situations, and reinforce the role of PAG on modulation of defensive behavior.
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1. INTRODUCAO

1.1 A Relacao Presa X Predador

O papel da evolugdo na selecdo do comportamento e estrutura fisica
adequados a sua interagdo com o meio ambiente é de extrema importancia para a
compreensao do que hoje conhecemos como medo e ansiedade. Enquanto as
espécies predadoras desenvolveram  estruturas fisicas e  estratégias
comportamentais para aumentar as chances de sucesso na busca por alimento (ex.:
visdo noturna, musculatura e conformacao fisica especial ou habilidades sociais de
caga em grupos), as presas também evoluiram e desenvolveram sistemas de defesa
altamente Uteis (ex.: espinhos, armaduras e toxinas) (EDMUNDS, 1974;
APFELBACH et al, 2005). As presas também desenvolveram estratégias
comportamentais (ex.: utilizagdo de tocas e padrdes de vigilancia) e utilizacao de
mecanismos sensoriais para evitar o contato ou a predacao (KATS & DILL, 1998;
APFELBACH et al, 2005).

A melhor maneira de um organismo evitar a predacao é evitar o predador.
Neste sentido, 0 melhor mecanismo para evitar o predador é a deteccao antecipada
deste, através da ativacdo de um padrdo de comportamento conhecido como
avaliacao de risco (ou vigilancia, para os etologistas). Este mecanismo envolve uma
série de comportamentos especificos para cada espécie que permitem a presa
detectar, localizar e identificar os predadores. Desta forma, presas de grande porte,
as quais nao dispbéem de abrigo, como os ungulados, geralmente utilizam a viséo
como principal mecanismo de deteccdo de predadores, 0 que acarreta em
mecanismos secundarios de defesa apropriados para esta espécie, como fuga
antecipada ou organizacdo em bandos. Outros exemplos incluem a utilizacao de
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sinais sonoros e indicios como odores exalados pelos predadores ou por
coespecificos que permitem aos animais a deteccao do perigo (WARKENTIN et al.,
2001; MITCHELL & SKINNER, 2003).

A deteccéo de predadores pode ocasionar alteracdes comportamentais, como
por exemplo, alteracbes nos padrdes de atividade (ex.: atividade noturna alterada
para diurna), reducao dos comportamentos ndo-defensivos (ex. diminuicao da busca
por alimento e por parceiros sexuais) e mudanca de habitat ou aumento de
permanéncia no esconderijo (JENNIONS et al, 2003; APFELBACH et al, 2005).

A relagé@o presa x predador existente entre roedores e gatos desenvolveu-se
através de milhares de anos, e devido a sua caracteristica inata tem possibilitado
aos pesquisadores uma excelente oportunidade para compreender com clareza os
aspectos comportamentais existentes nesta relacdo (DIELENBERG & McGREGOR,
2001).

Para presas de pequeno porte, como o rato, um estimulo que indique a
presenca de um predador pode ter um poderoso efeito sobre o comportamento.
Ratos criados em laboratério exibem cautelosas respostas de medo quando
confrontados com seus predadores naturais, como gatos, ou com algum sinal de
presencga predatoria, como o odor de gato (BLANCHARD & BLANCHARD, 1989a,
2003; DIELENBERG & McGREGOR, 2001a).

Desta forma, o olfato € um mecanismo sensorial de extrema importancia para
a sobrevivéncia. Com ele os animais podem reconhecer sinais quimicos presentes
no ambiente, identificar alimento, discriminar e interagir no seu meio social, e
detectar predadores. De maneira geral, os roedores se utilizam desta ferramenta

como um dos principais sentidos que 0 organismo possui em vistas a se defender e



manter-se vivo. (KANDEL et al, 2000; CARLETON et al, 2002; TAKAHASHI et al,
2005).
1.2 O Sistema Olfatério e o Odor de Predador

O nariz humano é frequentemente considerado um artigo de luxo frente a
complexidade de nosso organismo, porém para grande parte do mundo animal,
detectar os sinais quimicos presentes no ambiente tém um papel critico para o
sucesso do organismo. Uma indicacao basica da importancia do sistema olfatério é a
porcdo do DNA dedicada a codificagdo de proteinas receptoras de moléculas
presentes no ar, 4% do genoma, o que corresponde a cerca de 1000 receptores
diferentes (BUCK & AXEL, 1991; FIRESTEIN, 2001).

De maneira geral, a cavidade nasal dos roedores é composta por dois epitélios
sensoriais diferenciados: o epitélio olfatério principal (MOE do inglés “Main Olfactory
Epithelium’) e o epitélio olfatério acessorio ou 6rgao vomeronasal (VNO do inglés
"Vomeronasal Organ”) (FIRESTEIN, 2001; RESTREPO et al, 2004). Como mostrado
na Figura 1, eles constituem diferentes sistemas de deteccédo, enquanto o MOE
pertence ao sistema olfatério principal enviando suas projegdes para o bulbo
olfatério principal, o VNO envia suas projecées para o bulbo olfatério acessério
(AOB), de maneira que tais diferengcas podem refletir a natureza das informagdes
processadas pelos mesmos.

O conhecimento até agora disponivel nos mostra uma dualidade na
especificidade destes dois sistemas olfatérios em detectar substancias presentes no
ar. Ao que parece, o MOE estaria ligado ao reconhecimento e a discriminagao de
uma enorme variedade de substancias volateis presentes no ambiente, enquanto o
6rgao vomeronasal seria o responsavel pela captacao e identificacdo de substancias

responsaveis pela comunicagéo intra e interespecifica. Estas ultimas substéancias,



denominadas respectivamente de feroménios e alombnios, seriam detectadas pelos
receptores situados no VNO ocasionando em uma série de alteragbes
comportamentais (BRENNAN & KEVERNE, 1997; TAKAHASHI et al, 2005; BAXI et

al, 2008).

A A

Figura 1: A) Representagao tridimensional da cavidade nasal de rato e B) vias dos epitélios olfatérios
principal e acessério da cavidade nasal de rato. (Adaptado de BAXI et al, 2006; e FIRESTEIN, 2001;

respectivamente).

Para o caso da deteccdo de odores provenientes de outras espécies
(aloménios), a seletividade na deteccdo de odores de predadores é tdo poderosa
que ja& ha algum tempo vem sendo utilizada como modelo animal de medo
(VERNET-MAURY et al, 1968, BLANCHARD & BLANCHARD, 1990; FILE et al,
1993; DIELENBERG & McGREGOR, 2001b).

Além disto, trabalhos da literatura demonstram diferencas entre estimulos
olfatérios nocivos e aversivos. Enquanto algumas substancias odoriferas
provenientes de estimulos novos ndo evocam nenhuma resposta defensiva,
estimulos provenientes de ameaca predatoria provocam reacdes de defesa
(APFELBACH, 2005). Resultados negativos quanto ao potencial dos odores de

predador em evocar resposta defensiva podem ocorrer devido a uma falta de
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coevolugcao (entre espécies do estudo), como no caso da utilizagdo errada de presas
e ou predadores. Outro ponto a ser observado € a maneira como 0s odores sdo
extraidos, a via (ex.: fezes, urina ou pele) e até a dieta do predador, a qual pode nao
conter substratos/nutrientes necessarios para a producao de odor. (McGREGOR et
al, 2002; APFELBACH et al, 2005; FENDT, 2006).

Ao que parece, o efeito aversivo do odor de predador apenas existe se a
presa € o predador possuirem uma longa histéria evolutiva em paralelo. Assim
sendo, espécies que sao presas tornam-se geneticamente predispostas a se
esquivar de odores de espécies predatérias simpatricas (para revisdo ver
APFELBACH et al, 2005).

A especificidade do odor de gato em evocar padrdes de resposta defensiva
em ratos tem sido relatada em uma série de estudos, utilizando desde coleiras
(DIELENBERG & McGREGOR, 1999) e panos impregnados com o odor de gato
(TAKAHASHI et al, 2005), até urina ou fezes destes animais (DICKMAN, 1992;
BERDOQY et al, 2000).

O TMT (2,5 dihidro-2,4,5-trimetiltiazolina), um composto extraido das fezes da
raposa vermelha, também tem sido amplamente utilizado como ferramenta para o
estudo de respostas de defesa em animais de laboratério (ENDRES et al, 2005;
FENDT et al, 2005; VENDRUSCOLO et al, 2006). No entanto, dados da literatura
tém demonstrado que a resposta comportamental exibida com a apresentacédo ao
TMT é menos robusta do que aquela exibida frente ao odor de gato. Além disto, ao
contrario do que ocorre com a apresentacdo ao odor de gato, a exposicao ao TMT
parece nao provocar o aparecimento de medo condicionado (McGREGOR et al,

2002; ROSEN et al, 2006; STAPLES & McGREGOR, 2006).



Blanchard & Blanchard (1989), bem como Dielenberg e colaboradores (1999),
mostraram que uma unica exposi¢cao de ratos ao odor de gato € capaz de promover

um aumento no tempo de permanéncia dos animais no esconderijo, além do



seria uma resposta a uma ameacga potencial, incerta ou mesmo inconsciente
(BRANDAO, 2004). Como descrito por Pichot (1985), a ansiedade é um estado
emocional desagradavel que em geral consiste fenomenologicamente de trés
condicdes essenciais: a) sentimento ou sensacao de perigo iminente; b) atitude de
expectativa em relacdo a esse perigo e; c) sentido de desorganizacdo, com
sensagao de desamparo diante do perigo. Os principais eventos que o medo e a
ansiedade como entidades nosologicas poderiam acarretar seriam a confuséo e a
distorcéo da percepcgao temporal e espacial, em relacdo as pessoas e ao significado
dos acontecimentos, prejudicando assim aspectos cognitivos e diminuindo o
desempenho em diversas tarefas (PICHOT, 1985; BRANDAO, 2004).

Tal como as demais respostas adaptativas do organismo como febre, dor ou
tosse, o0 medo é um mecanismo de defesa que permanece latente até que seja

despertado por algo que represente uma ameaca (NESSE, 2005). Devido ao fato



Ja ha mais de 130 anos, Charles Darwin buscava dados que comprovassem
sua teoria de que os animais, assim como os homens, poderiam compartilhar da
expressdo da emogdo em vias muito semelhantes. Hoje em dia, na tentativa de
compreender 0S mecanismos neurais basicos que permeiam as condi¢coes
psiquiatricas envolvendo o medo e a ansiedade, diversos grupos tém focado sua
atencdo na identificacdo dos substratos neurais do comportamento defensivo em
animais (BAKSHI, 2002).

Diversas teorias sobre os mecanismos neurais e comportamentais do sistema
de defesa dos animais tém sido propostas. Dentre elas, podemos citar a teoria da
distancia defensiva, proposta por Blanchard & Blanchard (1969) onde a distancia do
estimulo ameacador em relagdo a presa bem como a viabilidade de fuga,
determinam padrées de comportamento de fuga, caso haja a possibilidade e de
imobilidade, caso ndo haja possibilidade de fuga, e atividade neural relativos a cada
caso. Neste contexto, respostas comportamentais a estimulos ameacadores
dependeriam de substratos neurais como amigdala, hipotdlamo medial, e a
substancia cinzenta periaquedutal (SCP) (McGNAUGHTON & CORR, 2004;
CANTERAS, 2002). Quando um controle mais fino das respostas defensivas é
exigido, outras estruturas cerebrais sao requisitadas, como a formacao septo-
hipocampal, os corpos mamilares do hipotalamo, o tdlamo anteroventral, o cértex do
giro do cingulo e o cértex frontal (GRAY, 1982; BLANCHARD & BLANCHARD, 1990;

HETEM & GRAEFF, 1997).

1.4 A Substancia Cinzenta Periaquedutal como substrato neuroanatomico do

comportamento defensivo



Os primeiros ensaios experimentais sobre o papel SCP nas reagdes
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Sob um aspecto funcional, a SCP apresenta-se de maneira bastante
heterogénea. A coluna dorsomedial possui neurénios que projetam seus axénios
extensivamente para o tronco cerebral caudal, como o bulbo ventromedial e
ventrolateral, e também para o nucleo pontino da micgédo (nucleo de Barrington)
(BANDLER et al, 1991; BLOK et al, 1997). Ja a coluna lateral, projeta-se para o
bulbo e recebe densas aferéncias do ndcleo espinhal do trigémeo, bem como do
hipotalamo anterior, do nucleo pré-6ptico medial e do ndcleo central da amigdala
(BANDLER & TORK, 1987; BANDLER et al, 1991). Enquanto nas situacdes de caca
predatdria ocorre um aumento da expressao de proteina Fos (COMOLI et al, 2003),
a estimulacdo da SCPI também produz aumento da atividade somatomotora e
autonémica simpdtica caracteristica do comportamento de defesa (BANDLER &
DEPAULIS, 1991). Com relacao a coluna Ventrolateral, a estimulacao desta regiao,
através da microinjecao de aminoacidos excitatorios, causa um efeito oposto aquele
observado na SCPI, ou seja, hipotensao, bradicardia e cessar das atividades em
curso, diminuindo a reatividade do animal a estimulos ambientais. Em adicéo, a
SCPuvl seria responsavel ainda pela analgesia mediada por opidides.

No que se refere as colunas dorsais da SCP, como a coluna dorsolateral,
nosso laboratério tem buscado desvendar seu papel desta coluna na mediagcédo da
resposta defensiva desde meados da década de 80 (CAROBREZ et al, 1983;
CAROBREZ, 1987; TEIXEIRA & CAROBREZ, 1999; CAROBREZ et al, 2001).

A coluna dorsolateral da SCP parece processar as informacdes provenientes
de regides importantes para a reacdo de defesa. Dentre estas, podemos citar o
nucleo pré-mamilar dorsal do hipotdlamo (PMd), hipotdlamo anterior e (AHN) e
hipotalamo dorsomedial (DMH), regiées estas de extrema importancia na mediacao

de respostas defensivas frente a estimulos de ameaca predatéria. Outras conexdes
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importantes envolvendo a SCPdI seriam com estruturas superiores como cortices
sensorial, préfrontal e cingulado, e estruturas como o coliculo superior e nucleo
cuneiforme (CnF) (para revisdo ver CANTEIRAS, 2001; VIANA & BRANDAO, 2003).

A participacao da SCPdI na reagao de defesa foi evidenciada por estimula¢do
elétrica/quimica dos neurdnios desta estrutura, bem como estudos de inativacao
temporaria ou por lesdao e utilizacdo de técnicas imunohistoquimicas e de
neuroimagem.

Bittencourt e colaboradores (2004), utilizando técnicas de estimulacao,
demonstraram que o0s repertorios comportamentais de defesa evocados pela
estimulacdo elétrica ou quimica da SCP s&o organizados de maneira distinta na
subdivisdo colunar desta estrutura (BITTENCOURT et al, 2004).

Além disto, Staples e colaboradores (2005), empregando técnica de
imunohistoquimica para a proteina Fos ap6s a exposigao ao odor de gato, sugerem
que a SCPdI possui padrbes distintos de atividade. Enquanto a primeira exposi¢ao
ao odor e gato promove um intensa ativagdo da coluna dorsolateral da SCP, a
segunda exposicado resultou em ativagdo muito menor (STAPLES et al, 2005).
Porém, no labirinto-em-cruz elevado a ineficacia dos benzodiazepinicos em reduzir o
comportamento defensivo numa segunda exposicao € reestabelecida pela inativagao
da SCPd (BERTOGLIO et al, 2005).

Alguns autores tém proposto ainda que a SCP possa possuir diferentes
aspectos modulatérios sobre o comportamento de defesa no que se refere a sua
organizagao rostro-caudal (BANDLER et al, 1985; BANDLER & DEPAULIS, 1991;
TEIXEIRA & CAROBREZ, 1999). Enquanto que a reacao defensiva induzida pelo
glutamato, os efeitos ansiogénicos induzidos pela glicina no LCE e o aumento da

imunoreatividade para a proteina Fos apds estimulo somatosensdério parecem estar
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relacionados as porg¢oes caudais da SCP, a regido rostral da SCP recebe projecdes
importantes da amigdala medial e envia axdnios para a area pré-optica medial, além
de apresentar imunoreatividade aumentada para proteina Fos ap6s o encontro com
o predador (CANTERAS & GOTO, 1999; para revisdao ver CAROBREZ et al, 2001).
Além disto, alguns trabalhos mostram que o perfil de ativagdo neuronal da SCP,
demonstrado por estudos com marcacao para proteina Fos, pode variar durante a
exposicao ao odor de predador ou ao contexto. Enquanto a regidao dorsolateral
estaria mais ativa durante a exposicao ao odor, os neur6nios da coluna ventrolateral
seriam ativados em maior quantidade durante a sessdo de exposigdo ao contexto
(CANTERAS & GOTO, 1999; STAPLES et al, 2005). Estes dados sugerem a
existéncia de uma especializagdo na organizagdo rostro-caudal da SCPd em
decorréncia de estimulos ameacadores distintos, como no caso do encontro com 0
predador e/ou indicios de sua presenga (odores) no contexto de eventos

ameacadores.

1.5 O Glutamato e a Reacao de Defesa
O glutamato é o principal transmissor excitatério do sistema nervoso central
dos mamiferos, ocorrendo em cerca de 40% de todas as sinapses e
desempenhando um papel virtualmente universal na transmissao de informacao. O
glutamato participa em diversos processos, como 0 desenvolvimento neural, a
plasticidade sindptica, aprendizado e memoria, bem como nos mecanismos neurais
subjacentes ao comportamento defensivo (MILLAN, 2003; CAROBREZ, 2003;

SECKO, 2004).
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Com excecado de sua liberagcdo por mecanismos de excitotoxicidade, o
glutamato € estocado em vesiculas por transportadores vesiculares de glutamato
dependentes de Na* e liberado por exocitose dependente de célcio (MILLAN, 2003).

De maneira geral os receptores de glutamato sao divididos em duas classes:
mGLU, que sao receptores metabotrépicos acoplados a proteina G, e os iGLU, que
sao receptores ligados a um canal i6nico. Os receptores ionotrépicos foram
subsequentemente classificados de acordo com a seletividade de seus agonistas,
NMDA (n-metil-d-aspartato), AMPA (acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropionato) e cainato. Todos estes subtipos incorporam canais ibnicos que
sdo permedaveis a céations, embora a permeabilidade ao Na* e ao Ca*" varie de
acordo com a familia e/ou subunidades que compdem o receptor (MELDRUM,
2000).

Formado pela jungédo de quatro ou cinco subunidades, o receptor de NMDA é
o subtipo de receptor de glutamato mais estudado. Suas subunidades incluem a NR;
(local do sitio de ligagao da glicina), NRza-p (local do sitio para ligagédo do glutamato)
e NRsa-s (YAMAKURA & SHIMOJI, 1999). O complexo receptor, por sua vez, possuli
moduladores enddgenos que incluem poliaminas (espermina e espermidina),
histamina, cations (Zn?*, H*, Mg?*), acido araquidénico e dinorfina (CAROBREZ et al,
2001). Outra caracteristica do receptor NMDA é o bloqueio feito pelo fon Mg®* que
ocorre na condicdo de repouso. A ativacdo deste receptor requer uma
despolarizagdo parcial da membrana, a qual remove o ion Mg®". Além disto, a
ativacao deste receptor requer a presenca de um co-agonista, a glicina (necessaria
em concentracdes submicromolares), em um sitio insensivel a estricnina

(THOMSON, 1990).
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Ja estd bem estabelecido que o receptor NMDA esta envolvido em muitos
processos, como aprendizado e memdéria, desenvolvimento neural e plasticidade
sindptica, dano neural pés-isquémico ou hiperglicémico, epilepsia e transtornos
neurodegenerativos crénicos, dependéncia e tolerancia a drogas, dor neuropatica,
além da ansiedade e depressao (para revisao ver MELDRUM, 2000 e CAROBREZ
et al, 2001).

A atencdo para a participacao do receptor NMDA na modulacdo das
respostas defensivas foi chamada a partir de trabalhos realizados na década de 80.
Wenger (1980) e Branddo e colaboradores (1980) examinaram os efeitos da
fenciclidina e da cetamina (antagonistas do receptor de NMDA) sobre a resposta de
punicdo em pombos, ainda que naquela época pouco se soubesse sobre o local de
acao destes compostos (WENGER, 1980; BRANDAO et al, 1980).

Posteriormente, outros estudos demonstraram que a administracdo de
compostos que atuem como antagonistas dos receptores de NMDA, ou de
bloqueadores ndo-competitivos do receptor, poderiam possuir um perfil anti-aversivo
modelos de conflito, no labirinto-em-cruz elevado (LCE), na vocalizagdo ultra sénica
induzida por separacao e na bateria de testes de ansiedade e defesa (para revisao
ver CAROBREZ et al, 2001).

Com o advento de técnicas de administracao direta de compostos em sitios
neurais, diversos trabalhos demonstram que administracdo de aminoacidos
excitatorios intra SCP é capaz de evocar padroes de respostas defensivas
extremamente vigorosas em diversas espécies (BANDLER, 1982; KRIEGER et al,
1985). Albin e colaboradores (1990) demonstraram que a regidao dorsal da SCP
possui uma densidade moderada a alta de sitios de ligagdo para o glutamato,

incluindo o receptor NMDA (ALBIN et al, 1990).
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Estudos com anticorpo para a enzima NOS (sintase do Oxido nitrico)
(ORNSTOTT et al, 1993) e utilizando a técnica de coloracédo para NADPH-diaforase
(SAPER, 1995; PAXINOS et al, 1999) mostraram a presenga de uma marcacao
definida na SCP dorsal crescente do pélo rostral para o pélo caudal, o que sugere
uma diferenciacdo na modulacdo da neurotransmissao, ja que o receptor NMDA
participa de etapas de inducdo da transmissao pelo 6xido nitrico (PAAKKARI &
LINDSBERG, 1995).

Levando-se em consideracdao o potencial da exposicao ao odor de gato em
evocar padrdes de resposta defensiva e ativagdo de estruturas cerebrais envolvidas
na mediagdo destas respostas, em especial a SCP; bem como a participagédo do
glutamato e de seus receptores tipo NMDA nos mecanismos de neurotransmisséo e
controle de respostas comportamentais de defesa efetuados pela SCPdI, o presente
trabalho buscou avaliar a possivel distincao rostro-caudal da SCPdl na mediagéao
das respostas defensivas de ratos expostos ao odor de gato e ao contexto desta

exposicao.
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2. OBJETIVOS

O objetivo principal do presente trabalho foi avaliar a participagdo dos
receptores NMDA de areas rostrais e caudais da SCPdl no comportamento
defensivo evocado pela exposi¢cdo ao odor de gato e ao contexto desta exposicao
(medo condicionado). Para tanto, duas grandes etapas experimentais foram

delineadas:

1) Avaliar os efeitos da administracdo de AP5 sobre o comportamento defensivo

de ratos expostos ao odor de gato e seus efeitos sobre a aquisicdo do

condicionamento aversivo;

2) Avaliar os efeitos da administragdo de AP5 sobre o comportamento defensivo

de ratos expostos ao contexto da exposi¢cao ao odor de gato:

18



MATERIAIS E METODOS



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Todos os procedimentos experimentais realizados durante este trabalho
foram aprovados pela Comissdo de FEtica para o uso de animais
(23080.006118/2004-36/UFSC) e estdao de acordo com o Guia de cuidados para o
uso de animais de laboratério do National Institute of Health (1985). Além disto,
procurou-se utilizar uma amostragem minima de animais, suficiente para realizar as
analises estatisticas e extracao dos dados necessarios.

Foram utilizados ratos Wistar machos, com idade entre 12 - 16 semanas e
pesando entre 300 - 4209, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal
de Santa Catarina. Durante o periodo experimental, os animais permaneceram
alojados em caixas plasticas (50 x 30 x 15 cm) em grupos de 3 — 4 animais por
caixa, onde foram mantidos sob temperatura constante (23° + 2° C), ciclo claro-
escuro de 12 horas (luzes acesas a partir de 7:00 AM) e livre acesso a comida e

agua.

3.2 Drogas
As seguintes drogas e doses foram utilizadas para a realizacdo dos
protocolos experimentais:
¢ Xilazina 2% (Dopaser®, Calier, Espanha) e Cetamina 10% (Dopalen®,
Vetbrands, Brasil), 90/10mg/kg;
¢ Anestésico e vasoconstritor local (Cloridrato de Lidocaina 3% com

Norepinefrina 1:50.0000, Lidotensim 3%2, Probem, Brasil), 0,2ml;
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¢ AP-5 (4cido + -2amino-5-fosfopentandico, RBI, EUA), 3 e 6nmol/0,2ul, diluido
em salina tamponada (PBS);
+ Hidrato de cloral, 15% (Vetec, Brasil) diluido em solucao salina;

¢ Azul de Evans 0,5% (Sigma-Aldrich, EUA), diluido em agua destilada.

3.3 Cirurgia Estereotaxica

Para a realizagdo da cirurgia estereotéxica os animais foram anestesiados
através da administracdo de uma solucdo de Cetamina 10% (Dopalen®, Vetbrands,
Brasil, 90mg/Kg) r Xilazina 2% (Dopaser®, Calier, Espanha, 10mg/Kg). Apds, os
animais foram fixados ao aparelho estereotaxico (Stoelting, mod. 300, EUA). Em
seguida, realizou-se a assepsia da regidao e a administracdao de 0,2ml de uma
solucdo anestésica e vasoconstritora local (cloridrato de lidocaina 3% com
norepinefrina 1:50.0000, Lidotensim 3%®, Probem, Brasil), por via subcutanea.
Posteriormente, removeu-se o periosteo para melhor visualizagdo das suturas
cranianas que serviram de referéncia para a implantacdo das canulas-guia (13mm,
confeccionadas a partir de agulhas 0,7 x 25mm, Becton Dickinson, Brasil) na SCPdI
rostral ou caudal, em angulo de 22° de acordo com o atlas do cérebro de rato

(PAXINOS & WATSON, 1998).

¢ Antero posterior: AP= -5,8mm (rostral) e -7.6mm (caudal) em relacdo ao

bregma;
¢ Meédio lateral: ML= +1,9mm em relacdo a sutura sagital;
¢ Dorso ventral: DV= -2,0mm em relag&o a superficie externa do cranio.
Com o auxilio de uma broca odontolégica, realizaram-se trés furos na calota
craniana, 2 destes para a fixacdo de parafusos que servem para ancorar a protese e

o terceiro para a implantacdo da canula-guia. Visando impedir a obstrugdo das
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canulas, foi adaptado um mandril de aco inox n® 26 (Comercial Rio Verde, Brasil) a
ser retirado no momento da infusdo das drogas. Por fim, a superficie foi coberta por
uma camada de acrilico auto-polimerizante fixando todo o conjunto numa protese
solida.

Realizado o procedimento cirurgico, os animais foram alojados em um
ambiente aquecido até sua recuperacao da anestesia e transferéncia ao biotério do
laboratério. Foi adotado um periodo de sete dias de recuperacdo até o inicio do
protocolo experimental, durante o qual foram observados sinais de dor, sangramento

local e bem-estar fisico dos animais.

3.4 Microinjecao Intra-SCPdI

Para a rea62.32 -26.0l
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de 10 minutos foi adotado entre a administracdo da solugdo e a exposi¢cao ao
protocolo experimental.
3.5 Dispositivo para o registro comportamental

Os registros comportamentais foram obtidos numa caixa de esquiva ao odor.
A caixa era feita em material acrilico opaco com uma das laterais transparentes para
possibilitar a visdo do interior segundo modelo proposto por Blanchard & Blanchard
(1989) e posteriormente adaptado por Dielenberg et al (1999), visando simular o
sistema de tocas utilizado por roedores e suas respostas ao odore de predador.

Basicamente, o aparato compde-se de uma caixa com um compartimento
maior (40 x 26 x 36 cm) e um menor (20 x 26 x 36 cm) que se ligam por uma
pequena porta (6 x 6 cm) (Figura 3). Uma flanela de algodéo, impregnada com odor
de gato, era afixada na parede oposta a porta de acesso ao espaco fechado e uma
linha marcada no assoalho da caixa a 7cm permitia a avaliacdo dos parametros de
aproximacdo. Uma flanela idéntica, porém limpa, foi utilizada nas sessbes de
familiarizagéo e contexto como controle negativo do odor de gato nos experimentos
de padronizagédo. Todos os experimentos foram registrados por uma videocamera e

gravados na forma de DVD (Panasonic, DMR- ES).

Figura 3: Representagao esquematica da caixa utilizada no protocolo de exposigao ao odor de gato,
mostrando o animal na posigao de head-out (Adaptado de DIELENBERG & MCGREGOR, 2001).
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Duas flanelas foram utilizadas para cada grupo experimental, uma limpa para
as sessoOes de familiarizagdo e contexto, e outra impregnada com odor de gato para
a sessao de condicionamento. O estimulo, odor de gato, foi obtido através da flanela
sobre a pele de um gato doméstico macho e adulto durante 10 minutos,
especialmente sobre as regides toracica, cervical e lombar. A flanela foi também
colocada no local em que o animal dormia por no minimo trés dias antes de cada

experimento.

3.6 Protocolos Experimentais

O protocolo experimental consistiu de trés sessdes de exposi¢cao (10 minutos
cada) ao modelo com um intervalo de 24h entre as sessdes. O aparato era limpo
com uma solucao de alcool 10% entre a exposi¢cao de cada rato, e com alcool 70%
ao final de cada dia de experimento. Os experimentos foram conduzidos durante a
fase clara do ciclo claro-escuro em uma sala com som e iluminacdo (4 lux)
atenuados.

No inicio das sessdes 0s animais eram foram colocados no aparato em frente
a porta de acesso ao espago fechado e com a cabeca voltada para a flanela. A
primeira sessao foi denominada de familiarizacdo e possibilitou aos animais
conhecer os compartimentos e demais informagdes acerca do ambiente. Vinte e
quatro horas apos, os animais foram submetidos a uma sessdo de exposicao ao
odor de gato, denominada de sessao de condicionamento. Numa ultima exposicéao,
24 h apo6s o condicionamento, os animais foram reexpostos a caixa com uma flanela
limpa, e esta sessao foi denominada e contexto.

Durante as sessdes 0s seguintes parametros foram utilizados para avaliar o

comportamento dos animais:
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e Relacionados ao Comportamento Defensivo

Tempo Escondido: tempo em que o animal
permanecia com pelo menos duas patas dentro
do espaco fechado.

~"| Tempo de aproximagdo: tempo em que 0O
animal permanecia com duas ou mais patas
dentro da linha que delimitava o espaco
proximal a flanela.

L.

e Relacionado a Avaliacao de Risco

permanecia dentro do espaco fechado e
colocando a cabeca, com ou sem as patas
dianteiras, para o espaco aberto.

‘ { Tempo de Head-out: tempo em que o animal
)

(Adaptado de DIELENBERG & MCGREGOR, 2001

e Relacionados a Atividade Exploratéria Geral

Numero de Aproximacfes: numero de vezes que 0 animal aproximava-se da
flanela, e que marcava o inicio do tempo de aproximacao.

Cruzamentos: somatoério do nimero de vezes em que 0 animal se aproximava da
flanela e do numero de vezes em que o animal adentrava o espaco fechado.

3.6.1 Experimento 1: Avaliacao da microinjecao de AP5 na SCPdI rostral e
caudal sobre a resposta defensiva de ratos expostos ao odor de gato:
Neste grupo de experimentos, animais com canulas-guia direcionadas a

SCPdI rostral ou caudal foram submetidos ao protocolo experimental. Vinte e

quatro horas apds a sessao de familiarizacdo, os animais foram microinjetados

com solug&o controle ou AP5 nas doses de 3 ou 6 nmol/0,2ul e 10 min depois
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submetidos a sessdo de condicionamento’. Os animais foram reexpostos ao

contexto 24 horas apds para avaliar a resposta condicionada de medo, como

mostra o esquema abaixo:

Familiarizacao Condicionamento Contexto

2 1 ]

[
(. ' | Lo
g -2, ) SEIRP Y I
JL‘PL f"ﬂg o b o —— C N
Experimento 1:
SCPdI Rostral/Caudal
PBS
AP5 3 ou 6 nmol

3.6.2 Experimento 2: Avaliacao da microinjecao de AP5 na SCPdI rostral e
caudal sobre a resposta defensiva de ratos expostos ao contexto do odor de
gato:

Nesta etapa, trés grupos de animais implantados com canulas guia

direcionadas a SCPdI rostral ou caudal foram submetidos ao protocolo

experimental e microinjetados com AP5 3 ou 6 nmol/0,2ul 10 minutos antes da

sessao de contexto, como mostrado no esquema abaixo:

Familiarizacao Condicionamento Contexto
N |1 24 | | 24 B

Sz AL

== 1

=™

]

Experimento 2:
SCPdI Rostral/Caudal
PBS

AP5 3 ou 6 nmol

' Um grupo exposto a flanela ndo impregnada durante a sessdo de condicionamento e microinjetado
com PBS na SCPdl rostral foi conduzido e serviu como controle negativo do odor de gato.
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3.7 Perfusao e Histologia

Terminados o0s procedimentos experimentais, 0s animais eram
profundamente anestesiados com hidrato de cloral 15%, 2ml/kg, por via i.p. Apds
isto, os animais eram microinjetados com um corante, azul de Evans 0,5%, de
maneira igual aquela realizada no momento de injecdo das drogas. Posteriormente,
os animais eram perfundidos por via transcardiaca com uma solucao salina (NaCl

0,9%) seguida de formaldeido 10% durante 5 minutos cada.
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Os dados paramétricos (tempo de aproximagao, tempo escondido e tempo de
head-out) foram analisados por teste “t” de Student para amostras independentes, e
analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida de teste post hoc Dunnett, para a
comparacao dos grupos com relacdo ao grupo controle. Os valores foram
representados através de média + erro padrdao da média (e.p.m.).

Com relagao as variaveis nao-paramétricas obtidas (nUmero de aproximacdes
e cruzamentos), estas foram analisadas pelo teste de Kruskall Wallis, seguido do
teste "U" de Mann-Whitney. Os valores foram representados sob forma de mediana

* intervalo interquartil (i.i.).
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4. RESULTADOS

4.1 Analise Histologica

A andlise estatistica foi realizada apds a confirmagéo dos sitios de inje¢cao na
SCPdI pela visualizagdo dos cortes histologicos. O indice de acerto dos sitios de
injecao na SCPdI foi de cerca de 70% do total de animais utilizados no experimento,
sendo que estes representam os animais utilizados na analise estatistica. Os sitios
marcados entre as coordenadas 5.8 e 6.3 mm foram agrupados como SCPdI rostral
enquanto que os sitios marcados entre as coordenadas 7.3 e 8.0 mm foram

considerados como SCPdI caudal.

Figura 4: Cortes coronais do mesencéfalo de rato, mostrando os sitios de microinje¢cdo na SCPdl em
vermelho, e nas estruturas adjacentes em preto. Os nimeros indicam a coordenada rostro-caudal em
relacdo ao Bregma em mm. Adaptado de PAXINOS & WATSON, 1998.
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Figura 5: Fotomicrografia da secgao coronal dos cérebros mostrando pela seta: A) sitio de
microinje¢cdo na SCPdI rostral e; B) sitio de microinjecao na SCPdI caudal.

4.2 Experimento 1: Efeitos do AP5 microinjetado na SCPdI rostral e caudal
sobre a resposta defensiva de ratos expostos ao odor de gato:

A) - Administracado de AP5 ou PBS na SCPdl rostral 10min_antes do

condicionamento

A ANOVA revelou diferencas estatisticas entre os grupos formados nos
parametros relacionados ao comportamento defensivo [tempo de aproximacao e
tempo escondido] e ao comportamento de avaliagcao de risco (tempo de head-out)
respectivamente (Figura 6) [F331)= 5,17, p<0,05; F331)= 14,12, p<0,05; F331)= 8,10,
p<0,05]. O teste de Dunnett revelou um aumento do tempo de aproximacéo e uma
reducao do tempo escondido e avaliagao de risco no grupo que recebeu AP5 6nmol
quando comparado ao grupo controle (odor de gato /PBS).

De maneira semelhante, os animais expostos ao odor neutro apresentaram
um tempo de tempo de permanéncia no esconderijo e tempo de avaliagdo de risco
significativamente menores em relagdo ao grupo controle exposto ao odor de gato

[Fean = 14,12, p<0,05; Fgsry = 8,10, p<0,05], confirmando que as respostas
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defensivas exibidas pelo grupo PBS/odor de gato foram em decorréncia da presenca
do estimulo olfatério (Figura 6).

Ja sobre os parametros de atividade exploratéria geral, diferengas dos grupos
odor neutro/PBS e AP5 6nmol com relacdo ao grupo controle também foram
observadas [teste “U” de Mann-Whitney, p<0,05]. Em conjunto, os dados
apresentam um perfil semelhante dos grupos odor neutro/PBS e AP5 6nmol, com
relacdo aos animais controle expostos ao odor de gato (Figura 7).

Em relacdo ao contexto (Figura 6), diferencas estatisticas foram observadas
no que se refere aos parametros tempo de aproximacédo e tempo escondido [F(331) =
6,35, p<0,05; F331) = 6,53]. De maneira semelhante, também se apresentou o grupo
odor neutro no parametro tempo escondido quando comparado ao grupo controle
[F(a31) = 6,53, p<0,05].

Em conjunto, os dados apresentam uma reducao de respostas defensivas e
um aumento da atividade exploratéria geral dos animais tratados com AP5 6nmol
bem como a auséncia de resposta defensiva dos animais expostos ao odor neutro
quando comparados aos animais controle expostos ao odor de gato. Ocorreu o
mesmo quando da reexposi¢ao destes animais ao contexto 24 horas ap6s. Por fim,
nenhuma diferenca pode ser observada com relagdo ao grupo administrado com

AP5 3 nmol (Figuras 6 e 7).
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Figura 6: Efeitos da microinjecao de AP5 (3 e 6 nmol) e do veiculo (PBS) na SCPdl rostral sobre a
resposta defensiva de ratos expostos ao condicionamento com odor de gato ou pano neutro. ANOVA
seguida de Dunnett — valores expressos em média + e.p.m. *p<0,05 comparado ao grupo controle

(odor de gato, PBS); Legenda: N= Odor neutro/PBS (n=7); C= Odor de gato/PBS (n=10); A3= Odor
de gato/AP5 3nmol (n=9); A6= Odor de gato/AP5 6nmol (n=9).
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Figura 7: Efeitos da microinje¢gédo de AP5 (3 e 6 nmol) ou veiculo (PBS) na SCPdI rostral sobre a
atividade exploratéria geral de ratos expostos ao condicionamento com odor de gato ou pano neutro.
Kruskall Wallis seguida de Mann-Whitney — valores expressos em mediana t i.i. *p<0,05 comparado
ao grupo controle (odor de gato, PBS); Legenda: N= Odor neutro/PBS (n=7); C= Odor de gato/PBS
(n=10); A3= Odor de gato/AP5 3nmol (n=9); A6= Odor de gato/AP5 6nmol (n=9).
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B) - Administracdo de AP5 ou PBS na SCPdl caudal 10min_antes do

condicionamento

Como observado na Figura 8, nao foi observada reducdo das respostas
defensivas pela administragdo de AP5 3 e 6 nmol na SCPdI caudal 10 minutos antes
da exposicdo ao odor de gato. ANOVA néo revelou diferencas significativas dos
tratamentos com relacdo ao grupo controle nos parametros de resposta defensiva,
tempo de aproximagdo e tempo escondido (%), respectivamente [Fp6 = 2,58,
p>0,05; Fi 16 = 2,20, p>0,05]. Além disso, ndo foram observadas diferencas no
parametro de avaliacdo de risco (Figura 8) [F16) = 0,62, p>0,05]. Também n&o
foram observados efeitos significativos sobre de medo condicionado ao contexto.

No que diz respeito aos parametros de atividade exploratéria geral (Figura 9),
pbde-se observar que durante a sessdo de familiarizagdo o grupo AP5 6 nmol
apresentou um menor numero de aproximagdes [teste “U” de Mann-Whitney,
p>0,05]. Isto também ocorreu durante a exposicdo ao odor de gato, onde uma
reducéo da atividade exploratéria geral do grupo AP5 6 nmol quando comparado ao
grupo controle, no que se refere aos parametros numeros de aproximacoes e
cruzamentos [teste “U” de Mann-Whitney, p>0,05].

Estes dados sugerem que a administracdo de AP5 nas doses de 3 e 6 nmol
na SCPdI caudal 10 minutos antes da exposicao ao odor de gato foram ineficazes do
posto de vista de reducdo das respostas defensivas, bem como de aquisicdo do

medo condicionado contextual.
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revelou diferenca estatistica — valores expressos em média + e.p.m. Legenda: C= PBS (n=7); A3=
AP5 3nmol (n=6); A6= AP5 6nmol (n=6).
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Figura 9: Efeitos da microinjegdo de AP5 (3 e 6 nmol) ou veiculo (PBS) na SCPdI caudal sobre a
atividade exploratéria geral de ratos expostos ao contexto do condicionamento com odor de gato.
Kruskall Wallis seguida de Mann-Whitney — valores expressos em mediana t i.i. *p<0,05 comparado
ao grupo controle (odor de gato, PBS); Legenda: C= PBS (n=7); A3= AP5 3nmol (n=6); A6= AP5
6nmol (n=6).
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4.3 Experimento 2: Efeitos do AP5 microinjetado na SCPdI rostral e caudal
sobre a resposta defensiva de ratos expostos ao contexto do odor de gato:

C) - Administracao de AP5 ou PBS na SCPdI rostral 10min antes do contexto

Durante a realizacao deste segundo bloco de experimentos, os animais foram
submetidos a um protocolo de condicionamento, onde foram expostos ao odor de
gato, e 24 horas depois foram microinjetados com solugéo controle (PBS) ou AP5 (3
e 6 nmol). Dez minutos apos a injecao os animais foram reexpostos ao contexto para
avaliacao da aquisicao de medo condicionado.

ANOVA néo revelou alteragao significativa dos parametros comportamentais
de defesa, tempos de aproximagéo e escondido (%) [F(,19 = 1,35, p>0,05; F2,19) =
1,38, p>0,05], e no parametro de avaliacdo de risco [F2 16 = 3,10, p>0,05] dos
grupos tratados com relagéo ao grupo controle (Figura 10).

Também nao foram observadas alteragdes nos parametros comportamentais
de atividade exploratéria visualizados pelo numero de aproximacbes e de
cruzamentos, em ambos os dias, condicionamento e contexto [teste “U” de Mann-

Whitney, p>0,05] (Figura 11).
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Figura 10: Efeitos da microinje¢cao de AP5 (3 e 6 nmol) ou de veiculo (PBS) na SCPdI rostral sobre a
resposta defensiva de ratos expostos ao contexto do condicionamento com odor de gato. ANOVA nao
revelou diferenga estatistica — valores expressos em média + e.p.m. Legenda: C= PBS (n=10); A3=
AP5 3nmol (n=6); A6= AP5 6nmol (n=6).
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Figura 11: Efeitos da microinjecao de AP5 (3 e 6 nmol) ou veiculo (PBS) na SCPdI rostral sobre a
atividade exploratéria geral de ratos expostos ao contexto do condicionamento com odor de gato.
Kruskall Wallis seguida de Mann-Whitney — valores expressos em mediana = i.i.. Legenda: C= PBS
(n=10); A3= AP5 3nmol (n=6); A6= AP5 6nmol (n=6).
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D) - Administracao de AP5 ou PBS na SCPdI caudal 10min antes do contexto

A ANOVA néao revelou diferengas estatisticas entre os grupos durante a
exposicdo dos animais ao odor de gato nos parametros de comportamento
defensivo, tempo de aproximacéao e tempo escondido (%), bem como no parametro
de avaliacdo de risco (Figura 12). Além disso, também nao foram observadas
diferencas estatisticas quando se avaliou a atividade exploratéria geral (teste “U” de
Mann-Whitney, p>0,05) (Figura 13).

Entretanto, como demonstrado na Figura 12, a administracao de AP5 6nmol
10 minutos antes da exposi¢ao ao contexto promoveu uma significativa redugéao dos
comportamentos de defesa, nos parametros de tempo de aproximagao e tempo
escondido (%) respectivamente [Fp23 = 14,78, p<0,05; Fpp23 = 26,92, p<0,05],
apontada pela ANOVA seguida de teste post hoc de Dunnett, quando comparada ao
grupo controle. Nao foi observada diferenga estatistica no parametro de avaliagao de
risco (Figura 12).

Outro evento observado foi o aumento da atividade exploratéria geral
observada nos parametros de numero de aproximagdes e cruzamentos. O teste “U”
de Mann-Whitney (*p< 0,05) demonstrou um claro aumento da atividade exploratéria
geral do grupo administrado com AP5 6 nmol quando comparado ao grupo controle
(Figura 13).

Por fim, ndo foram observadas diferengas estatisticas em nenhum dos

parametros avaliados quando da administragdo de AP5 3 nmol (Figuras 12 e13).
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Figura 12: Efeitos da microinje¢cédo de AP5 (3 e 6 nmol) ou de veiculo (PBS) na SCPdl caudal sobre a
resposta defensiva de ratos expostos ao contexto do condicionamento com odor de gato. ANOVA
seguida de post hoc Dunnett — valores expressos em média + e.p.m. Legenda: C= PBS (n=10); A3=
AP5 3nmol (n=7); A6= AP5 6nmol (n=9).
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Figura 13: Efeitos da microinje¢cao de AP5 (3 e 6 nmol) ou veiculo (PBS) na SCPdI caudal sobre a
atividade exploratéria geral de ratos expostos ao contexto do condicionamento com odor de gato.
Kruskall Wallis seguido de Mann Whitney — valores expressos em mediana * i.i.. Legenda: C= PBS
(n=10); A3= AP5 3nmol (n=7); A6= AP5 6nmol (n=9).
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6. DISCUSSAO

A proposta do presente estudo foi avaliar as respostas defensivas de ratos
frente ao odor de predador, bem como avaliar os efeitos da microinjecao de
antagonista do receptor NMDA de glutamato em areas rostrais e caudais da SCPdI
sobre a resposta defensiva inata de ratos expostos ao odor de gato e sobre a
resposta de medo condicionado ao contexto desta exposicdo. Como demonstrado
na primeira etapa de nossos experimentos (Figuras 6 e 7), a simples exposicao ao
conjunto caixa/flanela nao foi capaz de evocar padrées de resposta defensiva,
visualizada principalmente pela falta de preferéncia dos animais pelo compartimento
aberto ou fechado, como observado no parametro de parametro tempo escondido,
onde os animais permaneceram cerca de 50% tanto na exposicdo ao dor neutro
quanto ao contexto. O mesmo ocorre quando observamos os parametros de
avaliagdo de risco, onde o0s animais exibiram um tempo de head-out
significativamente menor do que os animais controle expostos ao odor de gato, e
pelo tempo de aproximacgao que foi superior nos animais expostos ao odor neutro.

Assim, os dados descritos acima confirmam trabalhos realizados por diversos
laboratérios que demonstram que a exposicdo ao odor de gato evoca respostas
defensivas (BLANCHARD et al, 1990; FILE et al, 1993; DIELENBERG &
McGREGOR, 2001a; TAKAHASHI et al, 2005; FENDT, 2006). Estes dados também
corroboram resultados prévios de nosso laboratério que demonstraram que a
simples exposicdo ao odor de gato (10 minutos) é capaz de provocar reacdes
defensivas, em especial, aumento do tempo de permanéncia no compartimento
fechado e da avaliacao de risco, e diminuicao do tempo de aproximacao da fonte de

odor.
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O presente estudo também corroborou trabalhos anteriores, nossos e de
outros laboratérios, que mostraram o desenvolvimento de medo ao contexto no qual
os animais foram expostos ao odor de gato (STAPLES et al, 2004; HUBBARD et al,
2004; STAPLES & McGREGOR, 2006, DO MONTE, 2006). Assim como o medo
inato exibido durante a sessdo de condicionamento com odor de gato, o
condicionamento aversivo que ocorre através do pareamento odor de gato (estimulo
incondicionado) x ambiente (caixa) € de extrema importancia para a compreensao
dos mecanismos de aprendizado e memoria, e dos transtornos relacionados ao
medo (JUNG & KIM, 2006; GARAKANI et al, 2006). Basicamente, o medo
condicionado baseia-se no aprendizado de que certos estimulos ambientais
antecipam eventos aversivos. O estimulo condicionado (caixa), inicialmente neutro e
incapaz de provocar reagbes defensivas, adquire propriedades aversivas apds a
associacdo com o odor de gato, passando a provocar respostas de defesa,
conforme visualizado nos grupos controle submetidos ao odor de gato.

Os dados apresentados mostraram que em todos os experimentos realizados
ocorreu um aumento das respostas defensivas nos animais controle (odor de
gato/PBS), tanto na apresentacdo ao odor de gato quanto na sessao de exposicao
ao contexto, demonstrando a ocorréncia de associagao odor de gato x caixa.

Em relagdo ao glutamato, Beitz & Williams (1991) demonstraram que este
neurotransmissor aparece em grande quantidade na coluna dorsolateral da SCP
(BEITZ & WILLIAMS, 1991). Além disso, foi demonstrado que a regidao dorsolateral
da SCP possui uma alta densidade de sitios de ligacdo para AAE, como o
glutamato, incluindo receptores metabotrépicos (mGLU), AMPA/Cainato e também

NMDA (COTMAN et al, 1987; ALBIN et al, 1990).

46



A atividade glutamatérgica via NMDA tem sido considerada importante para
uma ampla rede de eventos sinapticos, como a plasticidade; eventos funcionais,
como a formagao de memodrias e participagcdo em eventos relacionados as atividades
sensoriais; e também comportamentais, como os transtornos de ansiedade (BLAIR
et al, 2000; WISDEN et al, 2000, GARAKANI et al, 2006). Outros autores
demonstraram que a LTP (potenciacdo de longo prazo) e o abrasamento,
fendbmenos relacionados a plasticidade neural, foram observados na SCP. Estas
caracteristicas poderiam estar relacionadas ao aumento de comportamentos como
alerta e esquiva observados durante a reagao defensiva, sugerindo, portanto, uma
participacao dos receptores de NMDA na mediacdo do comportamento de defesa
(ADAMEC, 2001; OMORI et al, 2001).

De maneira geral, podemos ressaltar dois aspectos quanto ao papel dos
receptores NMDA da SCPdl sobre os comportamentos de defesa eliciados pela
exposicao ao odor de gato e ao contexto observados em nosso trabalho. A primeira
delas é que somente a administracdo de AP5 6nmol na porgao rostral da SCPdI foi
capaz de reduzir as respostas comportamentais de defesa frente ao odor de gato.
Esta diminuicdo das respostas de defesa foi caracterizada por uma redugdo da
avaliacao de risco e tempo de permanéncia no esconderijo, bem como por um
aumento do tempo em que 0s animais permaneceram préximos ao odor de gato.
Nao obstante a isso, estes mesmos animais que apresentaram reducao da resposta
defensiva com a administracado de AP5 6nmol durante a exposicao ao odor de gato
também ndo apresentaram sinais de medo contextual quando submetidos a caixa 24
horas depois sem a administracdo de droga. Ao que parece, isto se deve
principalmente a uma falta de reconhecimento ou de interpretacdo aversiva, dos

animais tratados com AP5 10 minutos antes do odor de gato, com relagdo ao
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estimulo olfatério ou a ameacga, e sugerindo que a SCPdI rostral possa ser um
substrato neural importante para a aquisicao de memarias aversivas.

De forma oposta ao que foi observado na SCPdl rostral, a administracao de
AP5 na porcao caudal da SCPdI durante a exposi¢cao ao odor de gato, ndo foi capaz
de alterar os parametros comportamentais de defesa. Este perfil se manteve quando
os animais foram reexpostos ao contexto 24 horas apds, sem a administracao de
droga, confirmando a ocorréncia de condicionamento contextual aversivo.

Um segundo aspecto diz respeito a modulacdo da SCPdl caudal sobre o
medo condicionado ao contexto. Ao contrario do observado para a SCPdI rostral, a
administracdo de AP5 (6 nmol) 10min antes do contexto promoveu reducao das
respostas defensivas de medo condicionado, mostradas através do aumento do
tempo de aproximacgao e da redugéao do tempo de permanéncia no esconderijo.

Dados de nosso laboratério demonstram que a SCPd pode possuir padroes
de modulagdo qualitativamente diferentes sobre os comportamentos defensivos. A
estimulacao por doses mais altas de NMDA provoca aumento das reagdes de defesa
na SCPd rostral, enquanto estas mesmas reacdes de defesa sao ocasionadas com a
administragdo de doses mais baixas na SCPd caudal em ratos submetidos ao LCE
(TEIXEIRA, 2002).

Um ponto a ser considerado aqui, € que a maioria dos modelos utilizados
para descrever o papel da SCPdl nos comportamentos de defesa, envolve ou
estimulacdo elétrica da estrutura, o que ndo remete ao papel da mesma frente a
estimulos de ameaca provenientes do meio como O que Ocorreu em nosSsos
experimentos, ou a utilizacdo de modelos ditos de “ansiedade” como o LCE, que
também ndo correspondem a estimulos provenientes de ameaga predatéria, e

portanto podendo ser diferente do ponto de vista de relevancia de estimulo. A
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intensa ativagdo comportamental promovida pela estimulacao da SCP desencadeia
um comportamento tipo-panico, frente a estimulos ambientais na maioria das vezes
neutros, que seria uma exacerbacao do comportamento de defesa (GRAY &
McNAUGHTON, 2000; SCHENBERG et al, 2001). Por outro lado, o modelo do LCE
parte do pressuposto que ratos tém aversdo a ambientes abertos, onde seriam
vitimas faceis de predacdo. Os animais sentem-se mais seguros quando suas
vibrissas estdo em contato com alguma superficie vertical (tigmotaxia), razao pela
qual eles permanecem por um tempo maior nos bragcos fechados do LCE e desta
forma o estimulo aversivo nao estaria relacionado a um possivel predador, e sim aos
riscos potenciais de um ambiente aberto (HETEM & GRAEFF, 1997; CAROBREZ &
BERTOGLIO, 2005). Desta forma, os aspectos modulatérios de colunas longitudinais
da SCPdl podem ser qualitativamente diferentes dependendo da metodologia
aplicada no estudo.

Trabalhos da literatura demonstram que a simples exposi¢cao ao odor de gato
€ capaz de evocar imunorreatividade para proteina Fos na SCPdI, mesmo quando
0S animais sao submetidos a uma segunda exposicdo ao odor de gato
(DIELENBERG & McGREGOR, 2001; STAPLES et al, 2005). Além disto, a
exposicao de ratos ao predador (gato) também induz a imunoreatividade para
proteina Fos na SCPdI, principalmente nos dois tercos rostrais (CANTERAS &
GOTO, 1999), corroborando nossos dados no que se refere a modulacdo do
comportamento defensivo pela SCPdI rostral durante a exposicéo ao odor de gato.

Em outro estudo, ratos expostos ao predador demonstraram uma expressao
aumentada da proteina Fos no nucleo hipotalamico anterior, na regidao dorsomedial
do hipotalamo ventromedial e no nudcleo pré-mamilar dorsal do hipotalamo

(CANTERAS et al, 1997). Estes dados imunohistoquimicos, juntamente com
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achados anatémicos, possibilitaram a caracterizacdo deste grupo de estruturas
como sendo de grande importancia para a organizagdo do comportamento defensivo
frente a estimulos de ameaca predatéria (CANTERAS et al, 2001; CANTERAS,
2002). Tal grupo de estruturas, pertencente a zona hipotaldmica medial, possui
conexdes importantes com a SCPdI, tanto de envio quanto de recebimento de
informacdes (CANTERAS et al, 2001; CANTERAS, 2002). Este sistema
hipotaldamico medial estabelece ainda conexdes importantes com estruturas como
septo lateral, regido CA1 do hipocampo e subiculum, que por sua vez formam um
sistema septo-hipocampal potencialmente envolvido na modulagdo dos
comportamentos defensivos ligados a ameacga predatéria (CATERAS, 2002;
BLANCHARD et al, 2005).

De acordo com os dados obtidos em nosso trabalho, porcdes mais rostrais da
SCPdl parecem estar envolvidas quando a ameagca é o estimulo olfatério
incondicionado relacionado a ameaga predatéria (odor de gato). Uma alternativa
para explicar o fato de que apenas a regiao rostral da SCPdI poderia mediar o
comportamento frente a ameaca predatéria, foi abordada em uma importante revisao
feita por Keay & Bandler (2001). Nela os autores sugerem a administracdo de AAE
na por¢ao mais rostral da SCPdl e SCPI promove reac¢des de defesa semelhantes as
que ocorrem no encontro entre a presa e o predador. Em contrapartida, as por¢oes
mais caudais da SCPdl e SCPI seriam responsaveis por comportamentos de fuga
(KEAY & BANDLER, 2001). Nao obstante, Floyd e colaboradores (2000)
demonstraram que o coértex préfrontal orbitomedial (OMPFC) emite um grande
namero de projegdes para a regido dorsolateral da SCP. Dentre estas projecdes
estdo as provenientes do cortex peririnal (PRh), do cértex prélimbico caudal (PLc),

do cortex infralimbico caudal (ILc) e dos cértices cingulado anterior dorsal e ventral
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(ACd e ACv respectivamente) (FLOYD et al, 2000). Estas duas ultimas estruturas
parecem ser estruturas criticas para a organizagcao do comportamento social e de
medo induzido por estimulos de ameaca (RUDEBECK et al, 2006) Bandler e
colaboradores (1998), destacam ainda que tais conexdes corticais com a SCP
possam ser definidas como rede prefrontal medial, “medial prefrontal network”
(BANDLER e al, 1998), a qual esta conectada a regides cerebrais ligadas ao
processamento de estimulos polimodais, que por sua vez emitem projegcdes para o
hipotalamo e SCP (PRICE, 2003).

Em relacdo aos aspectos modulatérios da SCPdl sobre as respostas
defensivas durante a exposicdo ao contexto, verificou-se que o bloqueio dos
receptores NMDA da porcédo caudal, mas nao da rostral, foi capaz de alterar os
parametros relacionados ao comportamento defensivo. A administracao de AP5 6
nmol na SCPdl caudal 10 minutos antes da exposicao ao contexto foi capaz de
atenuar significativamente o comportamento defensivo visualizado pela redugéo do
tempo de permanéncia no esconderijo e pelo aumento do tempo de aproximacao.
De fato, a administracdo de AP5 6 nmol na SCPdI caudal promoveu uma redugéo
das respostas defensivas durante a exposicdo ao contexto, enquanto que a
administracdo na SCPdI rostral reduziu as respostas comportamentais somente
quando administrada antes da exposicao ao odor de gato.

Dados da literatura tém mostrado que a administracdo de antagonistas do
receptor NMDA injetados sistémica ou diretamente na SCPdl caudal, podem reduzir
a supressao por punicao induzida de comportamentos aprendidos (PLAZNIK et al,
1994; PRZEGALINSKI et al, 1996; MOLCHANOV & GUIMARAES, 2002). Ainda, a
administracdo de agonistas com atividade sobre o receptor NMDA e seu sitio

modulador GLYg sédo capazes de aumentar a laténcia da esquiva inibitoria de ratos
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submetidos ao labirinto em T-elevado (SANTOS et al, 2006, BERTOGLIO E
ZANGROSSI, 2006). Desta forma, eventos similares envolvendo o aprendizado de
uma tarefa aversiva, como o contexto do odor de gato, poderiam estar sendo
integrados na SCPdI caudal, assim como demonstrado no presente trabalho.

Outro fato importante, diz respeito & transmissao pelo Oxido Nitrico (NO). A
acao do glutamato sobre os receptores NMDA estimula a producao de NO pela acéao
da enzima dependente de calmodulina, éxido nitrico sintase neuronal (nNOS).
Muitos, embora nem todos, neurénios que expressam nNOS também apresentam
altos niveis de receptores NMDA, e alguns efeitos do glutamato podem se
antagonizados por inibidores da NOS (GARTHWAITE, 1991; HALL et al, 1998). Como
descrito anteriormente, a administragdo de AAE na SCPdI caudal promove reacdes
de fuga, enquanto que a administragdao de antagonistas dos AAE promove um efeito
do tipo ansiolitico. De Oliveira e colaboradores (2001) demonstram que a
administracdo de inibidores da NOS na SCPdl caudal promove um efeito do tipo
ansiolitico, enquanto que a administragdo de doadores de NO promove o oposto (De
Oliveira et al, 2001). Outros autores relatam ainda diferengas na presenca de
marcacao para a enzima NOS e histoquimica usando NADPH-diaforase, mostrando
que esta seria crescente no sentido rostro-caudal da SCPdI (ONSTOTT et al, 1993;
SAPER, 1995; PAXINOS et al, 1999; De OLIVEIRA et al, 2001). Logo, assumindo
que o receptor NMDA estaria envolvido na indugcédo da produgdo de NO (PAAKKARI
& LINDSBERG, 1995), o conjunto de informacdes descritas acima juntamente com
os dados de nosso trabalho, sugere que possa haver uma diferenga nos
mecanismos intracelulares, via receptor NMDA, no sentido rostro-caudal da
organizacao longitudinal na SCPdl, o que poderia explicar a mediacdo das respostas

defensivas pela SCPdI caudal na apresentacao ao contexto do odor de gato.
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Neste sentido, alguns trabalhos tém demonstrado que a transmissao pelo NO
poderia aumentar nesta regiao apos eventos estressantes ou de ameaga predatoria.
A exposicdo ao estresse de restricdo, em protocolo agudo, induz um significante
aumento nos niveis de RNA mensageiro e de proteinas relacionadas a nNOS no
nucleo paraventricular do hipotalamo, no nucleo dorsal da rafe, na amigdala medial
e também na SCPdI caudal. Outro trabalho mostra que a simples exposicao (15
minutos) ao odor de gato, € capaz de aumentar a atividade na NOS e o acumulo de
GMPc na SCPdl (CHIAVEGATTO et al, 1998; De OLIVEIRA et al, 2001). Desta
forma, a utilizagdo de uma metodologia que interfira sobre a transmissao pelo NO no
modelo do odor de gato seria importante para confirmar a participagdo da via do
6xido nitrico na SCPdI.

De forma similar, o aumento dos niveis intracelulares de AMPc induz a
fosforilacdo do fator de transcricdo CREB (pCREB) que pode ser utilizado como
ferramenta imunohistoquimica para a identificagdo de mecanismos de plasticidade
neural. Utilizando-se desta técnica, Blundell e Adamec (2006) demonstraram que
este evento transcricional pode ocorrer em estruturas como a SCP. Os autores
demonstraram ainda que isto ocorre de maneira significativa na coluna dorsal da
SCP caudal apés a exposicao ao predador, e que a combinagdo do histérico de
contato com estimulos do predador somado a exposicdo a outros modelos de
ansiedade como o LCE poderia ser crucial para a responsividade deste sistema via
receptores de NMDA da SCPdI caudal (BLUNDELL & ADAMEC, 2006).

A utilizacdo de agonistas e antagonistas do receptor NMDA administrados na
SCPdI caudal promove aumento e reducgdo, respectivamente, dos comportamentos
de defesa relacionados & ansiedade no LCE (GUIMARAES et al, 1991; CAROBREZ

et al, 2001; MOLCHANOV & GUIMARAES, 2002). Nesta linha de raciocinio, eventos
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similares poderiam estar acontecendo quando um animal é exposto ao contexto da
exposicao ao estimulo predatério, como o que foi feito no presente trabalho, e talvez
até com maior importancia, ja que o estimulo contextual pode ser mais relevante do
que a exposicao a outros modelos, como no caso do LCE.

Dielenberg e colaboradores (2004) examinaram os efeitos da lesdo na SCPd
sobre as respostas comportamentais e cardiovasculares de ratos expostos ao pélo
de gato demonstrando que a lesdo da SCPdI promove uma reducéo das respostas
defensivas e da freqUiéncia cardiaca frente ao odor de gato, mas apenas quando os
animais possuiam a alternativa de se esconder, assim como o modelo utilizado
neste estudo. Da mesma maneira, Leman e colaboradores (2003) avaliaram as
alteracdes comportamentais da lesdo na SCPd em ratos expostos ao contexto da
exposicao ao choque nas patas, apontando para uma ineficacia de tal lesdo na
reducdo das respostas comportamentais e fisiologicas (cardiovasculares)
relacionadas ao medo contextual (LEMAN et al, 2003; DIELENBERG et al, 2004). De
forma diferente, os dados do presente trabalho sugerem uma diferenga longitudinal
da SCPdI na modulagcédo do comportamento defensivo frente a diferentes estimulos
ameagadores. O que poderia explicar as diferengas encontradas em nosso trabalho
com relacdo aos demais, seria a seletividade com que foi promovida a inativagéo
dos receptores de NMDA rostrais e caudais da SCPdI, enquanto que estudos como
os citados anteriormente inativam, de maneira geral, toda a extensao longitudinal da
SCPd, fazendo com que conexdes importantes com demais areas cerebrais sejam
perdidas. LeDoux et al (1988), demonstraram ainda que lesées na SCPd rostral ndo
possuem efeitos sobre a modulacao das respostas defensivas relacionadas ao medo
contextual, assim como mostrado no presente trabalho com a inibicdo da

transmissao glutamatérgica via NMDA (LeDOUX et al, 1988).
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Sob a perspectiva do estresse, um aumento da transmissao pelo glutamato
na SCP poderia ser um mecanismo importante para afetar o comportamento apos a
subsequente exposicao a eventos estressores, como sinais de predador. De maneira
também importante, alteracées nos receptores glutamatérgicos, como o NMDA, séo
propostas como parte da etiologia dos transtornos de ansiedade, em especial do
transtorno do estresse pés-traumatico (GARAKANI et al, 2006). Nossos dados
corroboram estudos anteriores que mostram que a transmissao glutamatérgica via
receptores NMDA da SCPdI é de fundamental importancia para a organizacao das
respostas defensivas (GUIMARAES et al, 1991; CAROBREZ et al, 2001;
BITTENCOURT et al, 2004) e sugerem que tal modulagédo sobre o comportamento
defensivo possa ocorrer de maneira diferenciada por regides rostrais e caudais da
SCPdl.

Como observado, a reducdo das respostas defensivas ao odor de gato se
mostrou significativa com a participacdo da SCPdl rostral, enquanto que na
exposicao ao contexto de estimulos provenientes de ameacga predatdria quem
parece modular o comportamento defensivo € porcao mais caudal da SCPdI,
reforcando o carater de estrutura essencial da SCP na organizagao das respostas
defensivas. Ainda, nossos resultados sugerem uma participacdo diferenciada dos
receptores de NMDA ao longo do eixo rostro-caudal da SCPdI, e tendo em vista que
dentro das porcdes longitudinais da SCP existem tantas diferencas quanto a
imunoreatividade, densidade de receptores e padrao comportamental exibido pela
estimulacao ou bloqueio, ndo seria exagero esperar que existam algumas distincoes
nos aspectos modulatérios da SCPdl sobre os comportamentos defensivos, como os

que foram demonstrados no presente estudo.
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Por fim, 0 modelo do odor de gato tem se mostrado extremamente eficaz em
induzir padrdes de atividade neurobiolégica para estruturas relacionadas ao
comportamento defensivo em muitos laboratérios, assim como aconteceu no
presente trabalho, fornecendo valores preditivos que nos permitem compreender 0s
mecanismos subjacentes ao medo/ansiedade e estresse. Os dados apresentados
sustentam a hipétese de que os efeitos do odor de predadores no comportamento
de muitas espécies, como observado em diferentes estudos, é baseado num
reconhecimento inato destes odores, e tal reconhecimento bem como a
responsividade ao odor de predadores é de fundamental importadncia para as
espécies em termos de sobrevivéncia (KATS & DILL, 1998; APFELBACH et al,

2005).
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6. CONCLUSOES

e A exposi¢cao dos animais ao odor neutro, ndo foi capaz de induzir reagdes de
defesa, enquanto que a exposicdo ao odor de gato mostrou-se capaz de evocar
padroes de resposta defensiva durante o condicionamento e a sessao de contexto.

e A administragdo de AP5, apenas na dose de 6nmol, intra SCPdI rostral foi
capaz de reduzir as respostas defensivas dos animais expostos ao odor de gato,
bem como impedir a interpretacdo aversiva desta exposi¢cdo, uma vez que 0S
animais ndo apresentaram sinais de medo condicionado quando reexpostos ao
contexto.

e A administragao de AP5, em ambas as doses, intra SCPdI rostral 10 minutos
antes do contexto, nao foi capaz de reduzir as respostas de medo condicionado.

e O AP5 (3 e 6nmol) microinjetado na SCPdI caudal, 10 minutos antes da
exposi¢ao ao odor de gato, também nao reduziu as respostas defensivas durante o
condicionamento e consequentemente durante a reexposicdo na sessdo de
contexto.

e O bloqueio dos receptores NMDA da SCPdI caudal, pela administracdo de
AP5 6nmol 10 minutos antes do contexto, reduziu os parametros comportamentais
de defesa relativos ao medo condicionado.

e Os resultados apontam para uma diferenciacdo rostro-caudal na SCPdI na
modulacao dos comportamentos de defesa evocados durante a exposicao ao odor
de gato e ao contexto, ressaltando a fundamental importancia desta estrutura na

mediacao dos comportamentos defensivos.
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8. APENDICE

Tabela 1: Comparacdo da microinjegdo na SCPdl rostral sobre a resposta defensiva de ratos
expostos a familiarizagdo, ao odor neutro (controle negativo, PBS) e odor de gato (PBS, AP5 3 e 6
nmol), e exposigado ao contexto 24 horas depois. *p<0,05 comparado ao grupo controle (odor de gato,
PBS); ANOVA seguida de Dunnett para os parametros relacionados ao comportamento defensivo e
avaliacdo de risco, valores expressos em média * e.p.m..; Kruskall Wallis seguida de Mann-Whitney
para os parametros relacionados a atividade exploratéria, valores expressos em mediana % i.i..
Legenda: N= Odor neutro/PBS (n=7); C= Odor de gato/PBS (n=10); A3= Odor de gato/AP5 3nmol
(n=9); A6= Odor de gato/AP5 6nmol (n=9).

FAMILIARIZACAO ODOR DE GATO CONTEXTO
SCPdI Rostral Microinjecao
Grupo------- N Cc A3 A6 N Cc A3 A6 N Cc A3 A6
COMPORTAMENTO
DEFENSIVO
TEMPO 276 40,9 40,7 31,0 | 43,3* 843 726 326* | 488 72,7 783 487"
ESCONDIDO (%) +32 £34 +43 +45 | 64 65 58 71 | 72 £49 +50 71
TEMPO DE _ 239 225 241 262 | 191 81 11,8 339* | 223% 10,0 95 295
APOXIMAGAO (%)  +25 +23 +27 25 |+335 47 25 75 | £37 +25 29 57
AVALIAGAO DE
RISCO
HEAD-OUT (s) 11,8 207 340 16,0 | 24,0* 2308 1757 225* | 30,0 103,9 1688 26,6#
+33 £51 +181 +86 | 66 =475 +488 91 | £79 +171 449 =£116

ATIVIDADE
EXPLORATORIA
NUMERO DE 120 11,5 13,0 130 | 90~ 35 70 130" | 80 7,0 6,0  10,0#
APROXIMACOES 10,0-150 10,0-17,0 12,0-13,0 12,0-14,0 | 8,0-140 2070 60-100 9,0-140 | 70-11,0 5090 5070 80-120
CRUZAMENTOS 21,0 200 220 230 | 160 70 170 230* | 170 150 11,0 19,04

17,0-24,0 18,0-27,0 20,0-24,0 19,0-26,0 | 15,0-24,0 5,0-150 14,0-19,0 16,0-28,0 | 14,0-21,0 11,0-170 10,0-12,0 17,0-19,0
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Tabela 2: Comparagdo da microinjecdo na SCPdl caudal sobre a resposta defensiva de ratos
expostos a familiarizagdo, ao odor de gato (PBS, AP5 3 e 6 nmol) e exposi¢cdo ao contexto 24 horas
depois. *p<0,05 comparado ao grupo controle; ANOVA seguida de Dunnett para os parametros
relacionados ao comportamento defensivo e avaliagdo de risco, valores expressos em média *
e.p.m..; Kruskall Wallis seguida de Mann-Whitney para os parametros relacionados a atividade
exploratéria, valores expressos em mediana * i.i.. Legenda: C=Odor de gato/PBS (n=7); A3= Odor de
gato/AP5 3nmol (n=6); A6= Odor de gato/AP5 6nmol (n=6).

FAMILIARIZACAO ODOR DE GATO CONTEXTO
SCPdI Caudal Microinjecao
Grupo------- (o A3 A6 c A3 A6 c A3 A6
COMPORTAMENTO
DEFENSIVO
TEMPO 40,7 40,0 43,1 74,8 73,9 90,0 76,0 69,4 73,7
ESCONDIDO (%) +6,1 +5,6 +6,7 +5,9 +7,8 +3,1 +6,8 +8,9 +7,2
TEMPO DE - 29,6 28,7 27,1 9,5 13,3 4,2 12,1 15,7 13,2
APOXIMAGAO (%) +52 +29 +6,9 +2,0 +4,0 +1,7 +3,6 +53 +5,0
AVALIACAO DE
RISCO
HEAD-OUT (s) 6,2 3,3 4,3 61,4 82,3 95,5 70,2 49,8 60,3
+4,8 +2,1 +28 +91 +247 +30,4 +28,3 +13,6 +15,8
ATIVIDADE ]
EXPLORATORIA
NUMERO DE 14,0 15,0 12,0 8,0 12,0 4,0 6,0 8,5 9,0
APROXIMAGOES 12,0-15,0 12,0-18,0 11,0-12,0 6,0-10,0 3,0-13,0 3,0-4,0 3,0-8,0 7,0-11,0 4,0-12,0
CRUZAMENTOS 23,0 245 21,5 16,0 24,0 8,5 10,0 15,5 18,0
20,0-23,0 20,0-30,0 19,0-22,0 10,0-20,0 9,0-26,0 7,0-10,0 7,0-16,0 14,0-21,0 9,0-23,0
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Tabela 3: Comparagdo da microinjegdo na SCPdl rostral sobre a resposta defensiva de ratos
expostos a familiarizagdo, ao odor de gato e exposicdo ao contexto (PBS, AP5 3 e 6 nmol) 24 horas
depois. *p<0,05 comparado ao grupo controle; ANOVA seguida de Dunnett para os parametros
relacionados ao comportamento defensivo e avaliagdo de risco, valores expressos em média *
e.p.m..; Kruskall Wallis seguida de Mann-Whitney para os parametros relacionados a atividade
exploratéria, valores expressos em mediana = i.i.. Legenda: C=Odor de gato/PBS (n=10); A3= Odor de
gato/AP5 3nmol (n=6); A6= Odor de gato/AP5 6nmol (n=6).

FAMILIARIZACAO ODOR DE GATO CONTEXTO
SCPdI Rostral Microinjecao
Grupo------- (o A3 A6 c A3 A6 c A3 A6
COMPORTAMENTO
DEFENSIVO
TEMPO 39,7 51,9 44.6 75,5 77,3 78,5 83,8 78,5 75,2
ESCONDIDO (%) +57 +4,6 +25 +53 +4.8 +3,8 +52 +47 +7,0
TEMPO DE - 22,7 19,7 26,1 11,3 10,8 11,4 7,4 9,2 7,8
APOXIMAGAO (%) +1,8 +2,6 +1,6 +25 +2.8 +25 +23 +26 +27
AVALIACAO DE
RISCO
HEAD-OUT (s) 4,0 15,0 2,5 129,3 105,8 61,0 79,8 80,5 84,8
+25 +6,1 +18,1 +23,9 +14,0 +242 +20,7 +16,7 + 38,5
ATIVIDADE ]
EXPLORATORIA
NUMERO DE 12,5 12,0 14,5 6,0 7,5 8,0 5,0 55 5,0
APROXIMAGOES 10,0-14,0 9,0-13,0 12,0-17,0 5,0-9,0 5,0-9,0 5,0-12,0 4,0-6,0 5,0-11,0 2,0-8,0
CRUZAMENTOS 20,0 22,5 23,5 12,5 14,5 16,0 10,5 12,0 9,5
19,0-24,0 20,0-26,0 19,0-30,0 12,0-17,0 9,0-20,0 11,0-23,0 7,0-15,0 9,0-20,0 7,0-18,0
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