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RESUMO

O comportamento emocional tem sido considerado fundamental para a
sobrevivéncia dos animais, sendo o medo uma de suas mais primitivas e
importantes formas. A substancia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPD) tem-se
destacado como uma estrutura importante na organizacdo das respostas
defensivas. Estudos usando estimulacdo elétrica e quimica da SCPD e
microinje¢des de drogas agonistas e antagonistas de receptores serotoninérgicos
mostraram uma mediacao serotoninérgica através dos subtipos de receptores 5-
HT,4 e 5-HT,5 na regulagdo do comportamento defensivo organizado nesta
estrutura. O objetivo deste trabalho foi examinar a mediagdo serotoninérgica na
SCPD através de receptores 5-HT, 4 nas respostas defensivas de animais sem e
com experiéncia aversiva prévia. Para isto, os limiares de congelamento e fuga
foram determinados em ratos implantados com uma canula acoplada a um
eletrodo na SCPD, antes e ap6s microinje¢do local do agonista 8-OH-DPAT (4
¢ 8 nmol) e do antagonista de receptores 5-HT;, WAY 100635 (10 nmol). Os
efeitos destas drogas injetadas na SCPD foram avaliados também sobre o
tempo de congelamento pds-estimulagdo em animais ingénuos e também em
animais colocados em um contexto no qual receberam choques inescapaveis

nas patas 24 h antes (medo condicionado contextual). O 8-OH-DPAT, de
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maneira dose dependente, produziu um efeito antiaversivo sobre os limiares de
congelamento e fuga em ratos sem experiéncia aversiva prévia, mas nao nos
animais com experiéncia aversiva prévia quando comparado com seus
controles. Por outro lado, este agonista 5-HT;, reduziu o tempo de
congelamento contextual. J& o WAY100635 ndo produziu alteragdes
significativas sobre os limiares aversivos em ratos ingénuos ou com experiéncia
aversiva prévia, mas elevou o tempo de congelamento contextual nestes
animais (efeito pro-aversivo). Estes resultados estdo em concordincia com a
idéia de uma modulagdo fasica exercida pela 5-HT sobre os substratos neurais
do medo organizado na SCPD. Por outro lado, mecanismos mediados pelos
receptores 5-HT 5 ndo sdo alterados em animais com experiéncia aversiva
prévia. Acreditamos que estes resultados trazem uma contribui¢do importante
para a nossa compreensao sobre a integracdo de estados aversivos no SNC e,
particularmente sobre o funcionamento destes substratos neurais de defesa na
SCPD de animais com experi€ncia aversiva prévia.

Palavras-chaves: 5-HT) 4, substancia cinzenta periaquedutal dorsal, 8-OH-

DPAT, WAY 100635, medo incondicionado, medo contextual.
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ABSTRACT

It 1s well established that 5-HT;, mechanisms modulate the defensive
behavior produced by stimulation of the dorsal periaqueductal gray (dPAG).
However, in spite of the notion that past stressful experiences play a role in
certain types of anxiety only few studies with stimulation of the dPAG of rats
without previous aversive experience have been conducted so far. In this study,
we examined the mediation of 5-HT 4 receptors of the dPAG in rats naive and
in rats previously submitted to contextual fear conditioning (CFC). Defensive
behaviors induced by activation of the dPAG were assessed by measuring the
lowest intensity of electric current applied to this structure (threshold) able to
produce freezing and escape responses during testing sessions of CFC, in which
animals were placed in a context previously paired to footshocks. The
persistence of the freezing behavior after the interruption of the dPAG
electrical stimulation was also evaluated. The 5-HT,; function of the dPAG in
this condition was evaluated by local injections of 8-OH-DPAT (4 and 8
nmol/0.2 pl) and WAY100635 (10 nmol/0.2 pl), selective agonist and
antagonist of 5-HT;n receptors, respectively. In accordance with previous
studies, 8-OH-DPAT increased the aversive thresholds (antiaversive effects)
and injection of WAY 100635 into the dPAG did not produce significant effects
in naive rats. On the contrary, both serotonergic drugs 8-OH-DPAT and WAY

100635 did not produce any significant effects on the aversive thresholds. Post-
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stimulation freezing was not affected by any treatment given to animals before
or after CFC. However, the contextual conditioned freezing was attenuated or
enhanced by intra-SCPD of 8-OH-DPAT and WAY 100635, respectively. The
present results suggest that 5-HT,, receptor-mediated mechanisms exert a
phasic inhibition on the neural substrates of fear in the dPAG in naive rats
whereas past stressful experience does not produce significant changes in the

synaptic function of 5-HT; receptors within the dPAG.

Keywords: 5-HT;, receptors, Dorsal periaqueductal gray, 8-OH-DPAT,

WAY 100635, Unconditioned fear, Contextual fear conditioning.
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INTRODUCAO

1. Medo e Reacdo de Defesa

Dentre as respostas emocionais o medo e a raiva sdo os mais estudados.
O medo ¢ uma emocgdo critica para a sobrevivéncia de muitos vertebrados
superiores. Pode ser considerado como um sistema comportamental defensivo
antipredador, ou seja, protege animais e seres humanos do encontro com as
ameacgas ambientais potencialmente perigosas sendo reconhecida de forma
inata ou aprendida. As respostas de medo sdo hierarquicamente organizadas.
Partindo deste principio, temos trés niveis de defesa, de acordo com que
postulou Caroline e Robert Blanchard (1986), sendo determinados
principalmente pela auséncia ou presenga do perigo real e pela distancia entre o
predador e a presa. Sao eles:

1°) Potencial: este nivel de defesa pode ocorrer quando o animal encontra-
se numa situacdo nova ou em um meio ambiente, onde no passado, entrou em
contato com um perigo a sua sobrevivéncia. Como resposta a esta ameaga
potencial, o animal explora cuidadosamente o local, com maxima aten¢do. O
rato apresenta um comportamento bem caracteristico nesta situagdo, a avaliagao
de risco (risk-assessment), o qual € caracterizado por cautela na exploracao e
esticamento do corpo e abddmen mantido rente ao chao, e cheira com o focinho

os cantos ¢ paredes.
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2°) Distal: neste nivel, o predador esta presente e ¢ detectado pela presa, porém
o predador est4 posicionado a uma distancia segura e nao iniciard um ataque. O
animal como resposta a esta ameaga distal, apresenta o comportamento de
congelamento (inibi¢do comportamental), assim diminuindo a probabilidade de
ser detectado e também se preparar para uma defesa ativa.

3°) Proximal: este nivel ¢ chamado também de ameaca proximal, devido a
aproximagao do predador a uma distancia critica da presa, ou até em contato
com seu corpo. Assim, o animal se defende com a fuga ou com a luta. Quando
possivel, a fuga ¢ a resposta predominante, mas se existem condi¢des para um
ataque ao oponente, a agressao defensiva ¢ a resposta prevalente.

O substrato neural destes niveis de defesa parece ser distinto. Em relacao
ao primeiro, Gray e McNaughton (2000) notaram semelhanga entre o sistema
de inibicdo comportamental (SInC), e o conceito de ameaca potencial
elaborado por Blanchard e cols. (1986). Este sistema ¢ composto pela via
serotoninérgica ascendente que se projeta para o septo € o hipocampo e que
pode estar implicada na génese da inibi¢do comportamental verificada em
situagdes de perigo. O septo e o hipocampo também recebem aferéncias
noradrenérgicas provenientes do locus coeruleus na ponte. O SInC responde a
eventos punitivos, estimulos novos e frustracao condicionada através supressao
do comportamento operante mantido por recompensa ou, entao, pela esquiva da

punicao (Branddo et al., 2003). A proposito, Gray ¢ McNaughton (2000)
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sugerem que a fungdo principal do SInC ¢ a de detector de conflito. Esta
formulagdo ¢ importante para se distinguir medo e ansiedade. No medo, ndo ha
tendéncia de aproximagdo da fonte de perigo, mas somente a de se afastar dela
ou evitd-la. Acrescenta-se também a amigdala como estrutura responsavel pelo
componente afetivo do conflito, além do SInC, que se encarregaria do
componente cognitivo (Graeff, 2002; Graeff, 2003).

O substrato neural do segundo nivel de defesa foi bem estudado por
Davis (1992). Eles analisaram a potencializagdo do sobressalto, cuja
intensidade ¢ proporcional ao grau do congelamento. A resposta ao sobressalto
¢ eliciada por um estimulo actstico stbito, visual ou tatil. Uma tipica resposta ¢
composta de uma contragdo seqiiencial rapida dos musculos, com mais reagao
proeminente dos musculos da face, pescogo e ombros. Nas ultimas décadas, a
resposta de sobressalto se tornou um modelo valioso para investigar respostas
comportamentais tais como habituacdo, condicionamento Pavloviano, inibi¢ao
pré-pulso e sensibilizagdo. Além disso, certas emocodes enfraquecem o
sobressalto, enquanto outras tais como o medo ¢ a ansiedade realcam-no (Fendt
& Fanselow, 1999). A partir de estudos usando o modelo de sobressalto
potencializado pelo medo, estes autores sugeriram que o nucleo central da
amigdala e a parte ventral da substincia cinzenta periaquedutal sdo cruciais
para a expressao do congelamento produzido por estimulos ou contextos

condicionados aversivos (Fendt & Fanselow, 1999; Graeff, 2003).
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Para finalizar, o principal substrato neural do terceiro nivel de defesa
parece ser a substincia cinzenta periaquedutal, pois a estimulacdo elétrica
aplicada nesta regido, elicia reagdes de defesa como a fuga ou luta (Graeff,
2003). Assim, surgiu a idéia de sistemas neurais de aversao no sistema nervoso
central. O mecanismo associado a resposta incondicionada estd associado ao
chamado sistema fuga/ luta ou sistema cerebral aversivo (SCA), que ¢
composto pelo hipotdlamo medial, substancia cinzenta periaquedutal dorsal
(SCPD) e pela amigdala (Fanselow, 1991). A estimulagcdo elétrica destas
estruturas induz reagdes de defesa em diversos animais, inclusive no homem.
Além destas estruturas, ha evidéncias de que também o coliculo superior
(processador de informagdes visuais) assim como o coliculo inferior
(plataforma importante das vias auditivas que se projetam para o tdlamo e
cortex temporal) participe do SCA (Brandao et al., 2003).

Embora os trés componentes deste sistema trabalhem juntos para gerar o
comportamento defensivo, estas estruturas sdo provaveis de exercerem
diferentes funcdes. Neste ponto, Fanselow (1991) tem sugerido que a amigdala
sintetiza estimulos provenientes do meio ambiente e entdo sinaliza a substancia
cinzenta periaquedutal o grau de ameacga que ele representa ao organismo. Esta,
por sua vez, selecionaria, organizaria e executaria o comportamento apropriado

e as reagdes defensivas neurovegetativas (Graeft, 2002).
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De maneira simples, podemos dizer que substrato neural mais inferior
como a substincia cinzenta periaquedutal controla as respostas de forma
simples e imediata, quando a ameaca ¢ proximal. Quando a ameaca ¢ distal,
teriamos centros mais rostrais coordenando as respostas, como o cortex do
cingulo (estrutura superior do cérebro). Ja quando ha evitacdo ou esquiva
defensiva (“medo”), o controle fica a cargo da amigdala e do cingulo anterior e
a aproximagdo defensiva (“ansiedade”) ocorre quando uma forte tendéncia de
gratificagdo entra em conflito com a evitagdo (elevados indices de avaliagdao de
risco) sendo regulada pelo sistema septo-hipocampal e cingulo posterior
(Mezzasalma et al., 2004).

Assim, de acordo com Graeff (2002), podemos associar os diferentes
niveis de defesa a patologias humanas, sendo que o primeiro nivel estd
relacionado ao Disturbio de Ansiedade Generalizada, o segundo nivel esta

implicado nas Fobias especificas e o terceiro nivel com o Disturbio do Pénico.
2. Medo Incondicionado e Condicionado

O medo incondicionado apresenta-se quando um estimulo aversivo torna-
se capaz de eliciar respostas reflexas. Varios trabalhos mostram que a
estimulacdo da substancia cinzenta periaquedutal serve como um estimulo
incondicionado aversivo, que elicia um estado de medo, bem caracterizado em

ratos, com congelamento, esquiva e apresentacdo de respostas defensivas a
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odores de predadores (Blanchard & Blanchard, 1989; Di Scala et al., 1987;
Wallace & Rosen, 2001).

O medo condicionado apresenta-se quando o estimulo condicionado prediz
um evento aversivo, tal como choque nas patas ou barulho. A expressao da
resposta condicionada ao estimulo condicionado aparece da associagdo
aprendida entre estimulos condicionado e incondicionado. Em ratos, a resposta
de medo condicionado ¢ caracterizada pelo congelamento, associada com um
aumento na pressdo sanguinea, um aumento no batimento cardiaco e
vocalizagdes ultrassonicas (Baldi et al., 2004; Knight et al., 2005; Leman et al.,
2003).

De acordo com Graeff (2004), existem diferentes tipos de imobilidade ou
congelamento, quando falamos de medo incondicionado ou condicionado. O
congelamento por estimulagdo elétrica da SCPD ndo se apresenta como
contexto dependente, enquanto que o congelamento condicionado ¢ uma
associacdo temporal meio-estimulo incondicionado, ou seja, € contexto
dependente. Assim, congelamento incondicionado e condicionado parece ter
diferentes substratos neurais, e ainda parecem ter uma relagdo com panico e
ansiedade antecipatoria, respectivamente.

O medo contextual ¢ um dos tipos de medo condicionado mais estudado, e
¢ evocado quando um meio ambiente especifico (contexto) € repetidamente

pareado com um estimulo aversivo, como choque nas patas. Ratos recebem
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choque nas patas no interior de uma caixa experimental, e quando retornam
mais tarde a este meio ambiente apresentam um intenso congelamento, a
medida mais usada de medo condicionado. Este tipo de aprendizado tem sido
chamado de condicionamento de medo contextual (Leman et al., 2003;
Lorenzini et al., 1990; Vianna et al., 2001b).

3. Substancia Cinzenta Periaquedutal

A substancia cinzenta periaquedutal (SCP) ¢ uma estrutura cerebral
localizada no mesencéfalo, margeando o aqueduto cerebral. Rostralmente ¢
continua com a substancia cinzenta periventricular ao redor do 3° ventriculo no
Hipotalamo. Atualmente, quatro principais subdivisdes sdo aceitas existir na
SCP, e tém sido designadas de colunas: dorsomedial, dorsolateral, lateral e
ventrolateral (Blandler et al., 1991; Blandler & Shipley, 1994; Carrive, 1993).

A coluna dorsolateral medeia fuga, enquanto que a coluna dorsomedial da
SCP ¢ responsavel pela resposta de congelamento incondicionado. Tem-se
sugerido que a coluna ventrolateral medeia resposta de congelamento
condicionado, além das repostas fisiologicas como bradicardia, hipotensdo e
ainda a analgesia opiodide. A coluna lateral esta relacionada ao comportamento
de fuga vigorosa, a respostas autondmicas e a analgesia nao opidide (Bandler &
Shipley, 1994; Vargas et al., 2000).

Podemos notar que apos as estimulacdes elétricas aplicadas na substancia

cinzenta  periaquedutal dorsal (SCPD), os animais apresentam
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fundamentalmente uma reagdo de alerta e comportamentos de congelamento e
fuga. O congelamento e a fuga tém um valor visivel para a sobrevivéncia das
espécies, particularmente o congelamento, que ¢ apresentado por roedores
quando alarmados por uma ameaca distal ou quando em contato com
predadores. Portanto, a SCP esta criticamente envolvida na expressao das
respostas de defesa evocadas pelo predador (Canteras, 2003; Vianna et al.,
2003).

A estimulacdo da SCPD elicia resposta emocional intensa e também
motora (Sudre¢ et al., 1993; Jenck et al., 1995). Em humanos, produz intensa
ansiedade, panico, terror ¢ sentimento de iminéncia de morte acompanhado por
dor no peito, taquicardia, sufocamento, exoftalmia, tremor, calafrios e vertigem
(Magierek et al., 2003; Mezzasalma, et al., 2004; Popova, 2004). Estas
respostas sdo evocadas apenas pela estimulacdo da porcao dorsal da SCP e nao
da ventral.

Em ratos, a estimulagdo elétrica da SCPD tem propriedades aversivas,
dado que eles aprendem a evitar o estimulo (Brandao et al., 2003; Graeff, 2002;
Graeff, 2004; Jenck et al., 1995; Popova, 2004). Estas estratégias sdo expressas
em condi¢des naturais quando o predador estd muito préximo ou em contato
direto com a presa. Assim, a estimulacdo elétrica da SCPD tem sido
considerada indutora de ataque de panico, sendo considerada um modelo

experimental para se estudar o disturbio de panico (Brandao et al, 2003; Deakin
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& Graeff, 1991; Graeff, 2002; Graeff, 2004; Magierek et al., 2003; Mongeau &
Marsden, 1997; Popova, 2004).

Varios relatos na literatura indicam a importancia do comportamento de
congelamento além da fuga com o procedimento de estimulacdo da SCPD
(Mongeau & Marsden, 1997). Tanto o congelamento quanto a fuga induzida
por esta estimulacdo podem simular ataques de panico (Jenck et al., 1995).
Estudos apontam para uma organizacao hierarquica destas respostas, conforme
se aumenta o estimulo aplicado na porcao dorsal do mesencéfalo. Enquanto
baixas intensidades de corrente elétrica produzem congelamento, altas
intensidades eliciam comportamento de fuga (Farook et al., 2004; Schenberg et
al., 2001).

O comportamento de congelamento induzido pela estimulagao da SCPD ¢
definido como uma imobilidade tensa acompanhada por exoftalmia e/ou
defecacao e mic¢do (Brandao et al., 2003; Magierek et al., 2003; Van Erp et al.,
1993). E, portanto, diferente do congelamento que se observa em testes de
medo condicionado. Nestes testes, os animais recebem choques elétricos nas
patas e apresentam congelamento quando mais tarde voltam ao local onde
receberam previamente os choques. Este tipo de aprendizado Pavloviano tem
sido chamado de medo condicionado contextual (Jenck et al., 1995; LeDoux,

2000; Magierek et al., 2003; Murison & Overmier, 1998; Vianna et al.,
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2001a,b), um tipo de medo que € evocado quando um ambiente especifico (ou
contexto) ¢ repetidamente pareado com um estimulo desagradavel ou aversivo.

O comportamento de fuga ¢ definido por corridas, galope e saltos. A
estimulagdo da SCPD leva o animal a uma corrida intensa, alternada com
periodos de imobilidade tensa ou congelamento (Graeff, 2004). A defecagdo e a
mic¢do raramente ocorrem durante a fuga, mas sdo freqiientemente vistas
durante o congelamento pos-fuga (Van Erp et al., 1993).

Assim parece que a por¢ao dorsal da SCP faz a mediacdo de ambos ativo e
inibitorio padrdes comportamentais de respostas defensivas, pois lesdes desta
estrutura realgam o congelamento condicionado e reduzem as reagdes de fuga a
choques elétricos nas patas aplicados previamente (Fanselow, 1991) e a
estimulacdo elétrica da mesma por¢do mostra, com aumento gradual da
corrente elétrica, respostas de congelamento e fuga vigorosa (Vianna et al.,
2001a), ademais, experimentos de expressao c-Fos mostram aumento da
expressdao desta proteina na SCPD apds estimulacdes elétricas ou quimicas.

(Vianna et al., 2003).
4. Mediacao Serotoninérgica do Comportamento Defensivo.

A serotonina  (5-hidroxitriptamina 5-HT) ¢ um  importante
neurotransmissor do SNC, que esta envolvido na modulacao de varias fungdes

fisiologicas e comportamentais, tais como termorregulacdo, funcdes
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cardiovasculares, agressividade, comportamento sexual, medo, humor, apetite e
ciclo sono-vigilia (Passchier & Waarde, 2001).

Os receptores 5-HT;, foram os primeiros subtipos de receptores 5-HT a
serem seqiienciados. Eles funcionam como autoreceptores somatodendriticos
nos nucleos da rafe e como receptores pds-sindpticos nos terminais nervosos.
As mais altas densidades destes receptores sdo encontradas em estruturas
limbicas como o hipocampo, cortex entorrinal e septo, além dos ntcleos
mediano e dorsal da rafe, e as mais baixas densidades sao observadas em areas
extrapiramidais como o ganglio basal, substancia negra e cerebelo. A
localizacdo dos receptores 5-HT 5 nas areas que compdem o sistema limbico
sugere que este subtipo de receptor esta envolvido na modulagdo da emogao,
assim como na patogénese da ansiedade, depressdo, doengas que afetam o
movimento e desordens alimentares, se tornando um alvo importante para acao
terapéutica de drogas (Barnes & Sharp, 1999; De Vry, 1995; Inoue et al., 1996;
Nogueira & Graeff, 1995; Popova, 2004).

As enzimas do metabolismo de serotonina e os receptores 5-HT;s no
cérebro estdo envolvidos no controle das formas ativa e passiva de defesa. Tém
sugerido que a expressao dos receptores cerebrais 5-HT;, pode determinar os
niveis de medo e ansiedade e, conseqiientemente, a predisposicdo ao
comportamento defensivo, de forma que a estratégia preferida de resposta

defensiva (ativa ou passiva) depende de caracteristicas determinadas
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geneticamente no metabolismo da serotonina em estruturas cerebrais (Passchier
& Van Waarde, 2001).

Diversas evidéncias experimentais mostram a serotonina como inibidora
da aversdao na SCPD. Quanto aos receptores 5-HT que atuariam aqui, as
pesquisas apontam a participagdo do subtipo 5-HT 4, assim como do subtipo 5-
HT,» (Behbehani et al., 1993; Jacob et al., 2002; Popova et al., 1998;
Schenberg et al., 2001; Schutz et al., 1985). A injecdo local de agonistas de
receptores 5-HT;5 causa efeitos inibitorios sobre a fuga, estes efeitos sdo
bloqueados pelo pré-tratamento local com quetanserina (antagonista de receptor
5-HT,4), implicando a participagdo deste subtipo de receptor na regulagdo do
comportamento defensivo. A administracao intra-SCPD do agonista 5-HT;, 8-
OH-DPAT e BAY-R-1532, bem como de DOI (agonista preferencial 5-HT,)
diminuiram a aversdo gerada por estimulagdo elétrica dessa estrutura. O efeito
do 8-OH-DPAT e BAY-R-1532 foi bloqueado pelo pré-tratamento intra-SCPD
com NAN-190 (antagonista preferencial 5-HT;,). Por outro lado, o efeito do
DOI foi bloqueado pela espiperona (antagonista preferencial 5-HT,u).
Baseados nestes resultados, os autores sugeriram que os receptores 5-HTia
¢ 5-HT,, atuam de forma cooperativa na regulacdo das respostas de fuga
eliciadas por estimulagdo da SCPD. Uma complementacdo destes estudos
mostrou que o efeito do 8-OH-DPAT foi também bloqueado pela espiperona, e

o efeito do DOI foi bloqueado pelo NAN-190, levando a idéia de uma interagao
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funcional entre os receptores 5-HT; € 5-HT;4 na regulagdo do comportamento
de fuga (Jacob et al., 2002; Popova et al., 1998; Schenberg et al., 2001).

O antagonista de receptores 5-HT;, WAY 100635 o qual seletivamente
impede as respostas induzidas pela estimulacdo de ambos receptores 5-HTa
pOs-sindpticos e somatodendriticos, ¢ muito utilizado em estudos de efeitos
comportamental e fisiologico em roedores, possuindo propriedades ansioliticas
(Ahlenius et al., 1999; Fletcher et al., 1996; Forster et al., 1995). Acredita-se
que os receptores 5-HT; estdo envolvidos em varias doengas psiquiatricas e
neuroldgicas, entdo ¢ exeqliivel que um potente e seletivo antagonista de
receptores 5-HT;,, tal como o WAY100635, possa ter uma utilidade
terapéutica (Fletcher et al., 1996).

Dados obtidos de estudos clinicos e pré-clinicos sugerem que o0s
mecanismos mediados por 5-HT que regulam a aversio na SCPD estdo
envolvidos no controle do distirbio de panico e no modo de acdo das drogas
antipanico. Além disso, os resultados indicam que ambos os subtipos de
receptores 5-HT;4 e 5-HT,, initbem a aversio na SCPD, sugerindo a
participagao destes receptores no efeito teraputico das drogas antipanico
(Jacob et al., 2002; Nogueira & Graeff, 1995).

Outro fato interessante € que a administracdo intra-SCPD de antagonistas
5-HT nao alteraram os limiares aversivos determinados pela estimulagdo

elétrica da SCPD. Estes achados contrastam com os efeitos aversivos causados
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pelos compostos que bloqueiam os receptores GABA-A na SCPD. Conclui-se
que enquanto os neurdnios gabaérgicos inibem tonicamente os neurdnios da
SCPD que controlam o comportamento defensivo, as fibras serotoninérgicas
parecem exercer uma inibigdo fasica.

Assim, o sistema 5-HT atuaria somente em presenga do estimulo aversivo
ou de um fator estressante, enquanto que a inibicdo tOnica corresponde ao
controle constante dos substratos neurais da aversdo (Beckett & Marsden,

1997; Brandao et al., 2003; Graeff, 2004).
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OBJETIVOS

e Examinar a mediagdo serotoninérgica através de receptores 5-HT;, nas
respostas defensivas induzidas pela estimulacdo elétrica da substancia
cinzenta periaquedutal dorsal de ratos sem experiéncia aversiva prévia.

e Examinar a mediacdo serotoninérgica através de receptores 5-HT;, nas
respostas defensivas induzidas pela estimulacdo elétrica da substancia
cinzenta periaquedutal dorsal de ratos com experiéncia prévia a eventos
estressantes.

e Examinar a mediagdo serotoninérgica através de receptores 5-HT ;5 da
substancia cinzenta periaquedutal dorsal no medo condicionado

contextual.
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MATERIAIS E METODOS

1. Animais

Foram utilizados 92 ratos Wistar machos, pesando de 220 a 240 g
provenientes do biotério central do Campus de Ribeirdo Preto da Universidade
de Sdo Paulo e mantidos em um biotério com temperatura controlada (22 +
1°C) e com ciclo de iluminagdo claro/escuro de 12/12 h (luz acesa de 7:00 —
19:00 h). Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno (5 animais por
caixa), forradas com serragem, com livre acesso a comida e dgua durante todo
o experimento. Os animais foram aleatoriamente separados em grupos
experimentais de acordo com os tratamentos: Salina, 8-OH-DPAT e
WAY100635. Os experimentos foram conduzidos de acordo com as normas
que regulam o uso de animais em laboratério estabelecidas pela Sociedade
Brasileira de Neurociéncias ¢ Comportamento (SBNeC).

2. Cirurgia

Os animais foram anestesiados com tribromoetanol (250 mg/Kg, 1.p.), e
fixados a um aparelho estereotaxico (David Kopf, Tujunga, CA). Cada animal
foi implantado com um eletrodo bipolar unilateral na substidncia cinzenta
periaquedutal dorsal (SCPD) (angulo de 16°, 1,9 mm lateral ao lambda e 5,1
mm de profundidade, a partir da superficie craniana). O eletrodo foi feito com
fio de ago inoxidavel, com 160 um de didmetro, isolado, exceto no corte

transversal. O fio do eletrodo foi conectado a um pino macho ligado a um cabo
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elétrico flexivel, usado para a estimulacdo enceféalica. Tomando lambda como
referéncia as coordenadas foram: antero-posterior (AP) = 0,0 mm, médio-
lateral (ML) = + 1,9 mm e dorso-ventral (DV) = - 5,1 mm. O eletrodo e a
canula-guia foram fixados ao cranio com resina acrilica e dois parafusos de ago
inoxidavel. No final de cada cirurgia, cada canula-guia recebeu um fio de ago
inoxidavel (mandril) para evitar entupimento.

3. Medida dos Limiares Aversivos

No primeiro dia de experimento os limiares aversivos (congelamento e
fuga) e o tempo de congelamento apds a interrupcao da estimulacao elétrica da
SCPD foram determinados. Os animais foram colocados na caixa experimental
(25x 25x 15 cm), onde foi feito o condicionamento (mesmo contexto) ou numa
arena circular (60 cm de didmetro e 50 cm de altura) (contexto diferente).
Ambos o0s contextos experimentais foram iluminados por uma lampada
fluorescente de 40 W (80 lux no nivel do piso). Cada animal passou por um
periodo de 5 minutos de habituacao antes do inicio da sessdo. Em seguida, a
SCPD foi estimulada eletricamente por meio de um estimulador de onda
senoidal (DelVecchio, Brasil). A corrente de estimulacdo foi monitorada a
partir da medida da queda de tensdo em um resistor de 1 KQ com o auxilio de
um osciloscopio (Philips-EUA). A estimulagdo elétrica era apresentada com
intervalos de 1 min com intensidade de corrente aumentando em passos de
5 UA para a determinagdo dos limiares aversivos.
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O limiar de congelamento foi operacionalmente definido como a menor
intensidade de corrente capaz de produzir imobilidade durante a estimulagdo
elétrica. A intensidade de corrente que produziu corridas (galopes) ou saltos em
duas tentativas consecutivas foi considerada como limiar de fuga. Os animais
com limiar de fuga acima de 120 pA (pico a pico) foram descartados do estudo.
Para investigar os efeitos comportamentais da tltima estimulacao elétrica que
disparou o comportamento de fuga, os animais permaneceram na caixa
experimental por 8 minutos, sem estimulagdo, durante os quais o
comportamento de congelamento foi anotado. Este comportamento ¢ referido
como congelamento pos-estimulacdo (Vianna et al., 2001a, b).

Logo apds as medidas dos valores de linha de base, os ratos receberam
salina, 8-OH-DPAT ou WAY100635 na SCPD. Dez minutos apds as
microinjegdes, os limiares dos comportamentos defensivos (congelamento e
fuga) foram re-determinados através do procedimento de estimulacdo elétrica
da SCPD e anotado o tempo de congelamento pos-estimulagdo da SCPD apos a
fuga.

4. Microinjecéo de Drogas

Um volume total de 0,2 ul foi usado para injecdes das drogas na SCPD.
Os animais controle receberam o mesmo volume de salina. A agulha de injecao
usada era uma fina agulha dental (0,3 mm, d.e.) conectada a uma seringa

Hamilton de 10 pl através de um tubo de polietileno. A agulha de inje¢ao foi
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introduzida através da canula-guia, e a ultrapassava em 1 mm. As solucoes
foram injetadas na SCPD (0,2 ul/min), através de uma bomba de infusdo
(Harvard Apparatus, South Natick, MA, E.U.A). O deslocamento de uma bolha
de ar dentro do tubo de polietileno (PE-10; Becton-Dickinson, Franklin Lakes,
NJ, E.U.A) conectando a seringa a agulha intracerebral foi usado para
monitorar a microinje¢dao. A agulha foi mantida no local por 1 minuto apos a
microinje¢do, para evitar o refluxo da droga.

5. Medo Condicionado Contextual

Treino: um dia apdés a estimulagdo elétrica para a determinagdo dos
limiares aversivos, os animais foram submetidos ao condicionamento de medo
contextual. Este procedimento tem sido rotineiramente usado neste laboratério
(Vianna et al., 2001a, b). O congelamento ¢ consistentemente produzido apenas
em animais colocados no mesmo contexto onde receberam previamente choque
nas patas. O condicionamento foi realizado em uma caixa experimental (25 x
25 x 15 cm) feita com paredes de acrilico opaco, exceto o teto e parede frontal,
os quais foram feitos com acrilico translucido. O piso foi feito com 18 barras de
aco inoxidavel de 2 mm de didmetro espagadas por 12 mm umas das outras nas
quais os choques elétricos nas patas eram aplicados através de uma fonte de
choque AC (Albarsh Instrumentos, Brasil). Cada animal foi colocado na caixa
experimental e depois de 5 minutos de habituacao, receberam 10 choques nas

patas (0,6 mA, 1s) na caixa experimental (mesmo contexto). Cada animal foi
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removido da caixa dois minutos apos o ultimo choque. A sessdo treino durava
15 minutos.

Teste: os limiares aversivos foram determinados como descrito
anteriormente. Os animais foram colocados no mesmo contexto (caixa que
receberam choques) ou no contexto diferente (arena circular). As sessodes teste
foram conduzidas sem apresentagdao de choques nas patas. Cada grupo recebeu
salina, 8-OH-DPAT ou WAY100635. Dez minutos ap0s as inje¢des 0s animais
foram colocados na caixa experimental ou na arena para as sessdes teste. A
medida usada para avaliar o medo contextual foi o tempo que os ratos passaram
em congelamento durante a sessdo de 3 minutos. O congelamento foi definido
como a auséncia total de movimento do corpo, exceto pela respiracdo. Em
seguida, os limiares aversivos foram re-determinados para avaliagdo da
reatividade da SCPD a estimulagao elétrica.

A tabela 1 apresenta uma sintese do delineamento experimental deste
estudo (pagina 72).

6. Drogas

As drogas utilizadas foram o agonista de receptor 5-HT4: (£) -8-hidroxi-
2-(di-n-propilamino) tetralina (8-OH-DPAT, RBI, E.U.A), o antagonista de
receptores 5-HT;A: maleato de N-[2-[4-(2-Metoxifenil)-1-piperazinil]etil]-N-2-

piridinilciclohexanecarboxamida (WAY 100635, RBI, E.U.A).
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As drogas foram diluidas em salina (0,9%). As doses utilizadas foram de 4
e 8 nmoles/0,2 pl de 8-OH-DPAT e de 10 nmoles/0,2 ul de WAY100635.
Além disso, foram realizadas microinjegoes de WAY 100635 + 8-OH-DPAT,
nas doses de 10 nmoles e 8 nmoles/ 0,2 ul, respectivamente. As doses das
drogas, assim como o tempo de espera apos as microinjegcoes foram baseados
em estudos anteriores deste e de outros laboratérios (Ahlenius et al., 1999;
Avanzi & Brandao, 2001; Beckett & Marsden, 1997; Borelli et al., 2005;

Fletcher et al., 1996; Forster et al., 1995; Nogueira & Graeft, 1995).
7. Histologia

Ao final do experimento, os animais foram anestesiados com uma
sobredose de uretana (25%; 0,5 ml /100g) e perfundidos intracardiamente com
solucdo salina (0,9%) seguida de solugdo de formalina (4%). Os cérebros foram
removidos e mantidos em sacarose (30%) por, pelo menos, trés dias. Com o
auxilio de um microtomo foram feitos os cortes seriados do encéfalo (60 pum).
A seguir, foram montados em laminas gelatinizadas e corados com o corante
vermelho neutro a fim de localizar os pontos de microinje¢dao de acordo com o

atlas de Paxinos e Watson (1997).
8. Andlise Estatistica

Os dados sdo apresentados como meédias + EPM. Os limiares de
congelamento ¢ fuga sdo expressos como diferengas (A) entre os valores

determinados depois das injecdes intra-SCPD e os valores de linha de base.
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Estas diferengas de limiares, os tempos de congelamento pos-estimulacdo da
SCPD e os tempos de congelamento contextual dos grupos salina e drogas
foram submetidos ao teste t de Student. Um valor de p < 0,05 foi considerado

significante.
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EFEITOS DO 8-OH-DPAT E DO WAY100635 SOBRE O
COMPORTAMENTO DEFENSIVO INDUZIDO PELA

ESTIMULACAO ELETRICA DA SCPD
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A figura 1 ilustra os sitios de estimulagdo e microinjecao de drogas na
SCPD de animais sem experiéncia aversiva prévia, sendo identificados e

assinalados em diagramas do atlas de Paxinos e Watson (1997).

Bregma 6.84 mm Bregma 7.68 mm

Figura 1: Representagdo esquematica dos pontos de estimulagdo tendo como referéncia o
atlas de Paxinos e Watson, 1997. Os simbolos indicam os animais que receberam

microinjecdo de (o) Salina, (m) 8-OH-DPAT (4 nmol), (o) 8-OH-DPAT (8 nmol), (e)

WAY 100635, (co) Salina + 8-OH-DPAT e (x) WAY 100635 + 8-OH-DPAT.
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RESULTADOS

A Figura 2 apresenta os efeitos do 8-OH-DPAT (4 nmoles) sobre os
limiares aversivos € o tempo de congelamento pos-estimulacdo elétrica da

SCPD de ratos sem experiéncia aversiva prévia.

O teste t ndo mostrou efeitos significativos dos tratamentos sobre o
limiar de congelamento [t(1,14) = 3,09; p = 0,10] e sobre o limiar de fuga
[ta,14=1,08; p=0,31].

Quanto ao tempo de congelamento pds-estimulagao elétrica da SCPD

nao houve alteracdo significativa entre os grupos 8-OH-DPAT e salina

[t(1,149=0,47; p=0,81].
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Efeitos do 8-OH-DPAT sobre o comportamento defensivo induzido pela

estimulacéo elétrica da SCPD
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Figura 2: Efeitos do 8-OH-DPAT (4 nmoles/0,2 ul) sobre os limiares de congelamento e fuga e o
tempo de congelamento pos- estimulacdo elétrica aversiva da SCPD de ratos sem experiéncia
aversiva prévia. A. Diferenca (A) de limiares antes e depois das injecdes de salina (coluna aberta)
e 8-OH-DPAT (coluna fechada). B. Tempo de congelamento pos-estimulacdo da SCPD no limiar
de fuga determinado depois das inje¢des de salina (coluna aberta) e 8-OH-DPAT (coluna
hachurada). N = 8 para os grupos salina e 8-OH-DPAT.
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A Figura 3 ilustra os efeitos do 8-OH-DPAT (8 nmoles) sobre os limiares
aversivos € o tempo de congelamento pos-estimulaciao elétrica da SCPD de ratos

sem experiéncia aversiva prévia.

O teste t mostrou efeitos significativos dos tratamentos sobre o limiar
de congelamento [t(1,14) = 0,37; p = 0,01] e sobre o limiar de fuga [t(1,14) =
8,25;p=0,01].

Quanto ao tempo de congelamento pds-estimulagao elétrica da SCPD

ndo houve diferenca significativa entre os grupos 8-OH-DPAT e salina

[t(1,149=0,91; p=0,61].
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Efeitos do 8-OH-DPAT sobre o comportamento defensivo induzido pela

estimulacéo elétrica da SCPD
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Figura 3: Efeitos do 8-OH-DPAT (8 nmoles/0,2 ul) sobre os limiares de congelamento e
fuga e o tempo de congelamento pos-estimulagdo elétrica aversiva da SCPD de ratos sem
experiéncia aversiva prévia. A. Diferenga (A) de limiares antes e depois das injegdes de
salina (coluna aberta) e 8-OH-DPAT (coluna fechada). B. Tempo de congelamento pos-
estimulacdo da SCPD no limiar de fuga determinado depois das injecdes de salina (coluna
aberta) e 8-OH-DPAT (coluna hachurada). N = 8 para os grupos salina e 8-OH-DPAT. *P <
0,05, teste t-Student.
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A Figura 4 apresenta os efeitos do WAY100635 sobre os limiares
aversivos ¢ o tempo de congelamento pos-estimulacido elétrica da SCPD de

ratos.

O teste t ndo mostrou efeitos significativos dos tratamentos sobre o limiar
de congelamento [t(1,14) = 0,19; p = 0,66] e sobre o limiar de fuga [t(1,14) = 0,31;
p =0,58].

Nao houve alteragdo significativa entre os grupos WAY 100635 e salina
sobre o tempo de congelamento pds-estimulagdo elétrica da SCPD [ta,14) =

1,71; p = 0,42].
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Efeitos do WAY 100635 sobre o comportamento defensivo induzido pela

estimulacéo elétrica da SCPD
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Figura 4: Efeitos do WAY 100635 (10 nmoles/0,2 ul) sobre os limiares aversivos € o tempo
de congelamento pds-estimulagdo elétrica aversiva da SCPD de ratos sem experiéncia
aversiva prévia. A. Diferenca (A) de limiares antes e depois das injecdes de salina (coluna
aberta) e WAY 100635 (coluna fechada). B. Tempo de congelamento pds-estimulagdo da
SCPD no limiar de fuga determinado depois das inje¢des de salina (coluna aberta) e

WAY 100635 (coluna hachurada). N = 8 para os grupos salina e WAY 100635.
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A Figura 5 apresenta os efeitos do WAY100635 + 8-OH-DPAT (8
nmoles) sobre os limiares aversivos € o tempo de congelamento pds-

estimulacgao elétrica da SCPD de ratos.

O teste t mostrou efeitos significativos dos tratamentos sobre o limiar de
congelamento [t(1,100=9,53; p = 0,01] e sobre o limiar de fuga [t(1,10)=9,23;
p=0,01].

Quanto ao tempo de congelamento pds-estimulagdo elétrica da SCPD nao

houve diferenga significativa entre os grupos WAY 100635 + 8-OH-DPAT e

salina+ 8-OH-DPAT [t(1,10) = 2,84; p = 0,43].

43



Efeitos do WAY 100635 + 8-OH-DPAT sobre o comportamento

defensivo induzido pela estimulacéo elétrica da SCPD
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Figura 5: Efeitos do WAY 100635 (10 nmoles/0,2 ul) + 8-OH-DPAT (8 nmoles/0,2 ul) sobre
os limiares aversivos e o tempo de congelamento pos-estimulagdo elétrica aversiva da SCPD
de ratos sem experiéncia aversiva prévia. A. Diferenca (A) de limiares antes e depois das
inje¢des de salina + 8-OH-DPAT (coluna listrada) e WAY 100635 + 8-OH-DPAT (coluna
hachurada). B. Tempo de congelamento pos-estimulagdo da SCPD no limiar de fuga
determinado depois das inje¢des de salina + 8-OH-DPAT (coluna aberta) e WAY 100635 +
8-OH-DPAT (coluna hachurada). salina + 8-OH-DPAT n=4 ¢ WAY 100635 + 8-OH-DPAT

n=8. *p < 0,05, teste t-Student.
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EFEITOS DO 8-OH-DPAT E DO WAY100635 SOBRE O
CONGELAMENTO CONDICIONADO CONTEXTUAL
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A figura 6 ilustra os sitios de estimulagdo e microinjecao de drogas na
SCPD de animais com experiéncia aversiva prévia, sendo identificados e

assinalados em diagramas do atlas de Paxinos e Watson (1997).

Bregma 6.84 mm Bregma 7.68 mm

Figura 6: Representagdo esquematica dos pontos de estimulacdo tendo como referéncia o

Atlas de Paxinos e Watson, 1997. Os simbolos indicam os animais que receberam

microinjecao de (o) Salina, (0) 8-OH-DPAT e (o) WAY100635.
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A figura 7 apresenta o tempo (segundos) de congelamento induzido pelo

contexto aversivo para os grupos salina e 8-OH-DPAT.

O teste {- Student mostrou que ha uma diminuigdo significativa do tempo
de congelamento contextual no grupo tratado com §-OH-DPAT em relagdo ao
grupo salina [t(1,14) = 9,56; p = 0,01], indicando assim um efeito anti-aversivo

do agonista de receptores SHT A sobre o congelamento contextual.

Efeitos do 8-OH-DPAT sobre o congelamento condicionado contextual

180 -

120 - T

60

Tempo de congelamento (s)
*

Salina 8-OH-DPAT

Figura 7: Efeitos da salina e do 8-OH-DPAT (8 nmoles/0,2 ul) sobre o tempo de
congelamento condicionado contextual. Média (+ E.P.M.) medido na sessdo teste 24h apods

condicionamento com choques nas patas (10 choques de 0,6 mA, 1s). N= 8 para os grupos

salina e 8-OH-DPAT. * P < 0,05, teste t-Student.
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A figura 8 apresenta o tempo (segundos) de congelamento induzido pelo

contexto aversivo para os grupos salina e WAY 100635.

O teste t-Student mostrou que ha um aumento significativo do tempo de
congelamento contextual no grupo tratado com WAY100635 em relagdo ao
grupo salina [t(1,14) = 5,43; p = 0,03], indicando um efeito pro-aversivo do

antagonista de receptores SHT 5 sobre o congelamento contextual.

Efeitos do WAY 100635 sobre o0 congelamento condicionado contextual
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Figura 8: Efeitos da salina e do WAY 100635 (10 nmoles/0,2 ul) sobre o tempo de
congelamento condicionado contextual. Média (+E.P.M.) medido na sessdo teste 24h apos

condicionamento com choques nas patas (10 choques de 0,6 mA, 1s). N= 8 para os grupos

salina e WAY100635. * P < 0,05, teste t-Student.
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INFLUENCIA DO CONDICIONAMENTO CONTEXTUAL
SOBRE OS EFEITOS DO 8-OH-DPAT E DO WAY 100635
SOBRE O COMPORTAMENTO DEFENSIVO INDUZIDO

PELA ESTIMULACAO ELETRICA DA SCPD
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A figura 9 apresenta os efeitos do 8-OH-DPAT sobre os limiares de
congelamento e fuga e o tempo de congelamento pds-fuga apds estimulagdo
elétrica da SCPD de ratos que passaram pelo condicionamento aversivo

contextual.

O teste t ndo mostrou efeitos significativos dos tratamentos sobre o limiar
de congelamento [t(1,14) = 2,20; p = 0,14] ¢ nem sobre o limiar de fuga [t(1,14) =
2,28; p=0,14].

Nao houve alteracdo significativa entre os grupos 8-OH-DPAT e salina

sobre o tempo de congelamento pos-estimulagdo elétrica da SCPD

[t(1,14)=0,70; p=0,75].
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Influéncia do medo condicionado sobre os efeitos do 8-OH-DPAT sobre o

comportamento defensivo induzido pela estimulacéo elétrica da SCPD
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Figura 9: Efeitos do 8-OH-DPAT (8 nmoles/0.2 ul) sobre os limiares de congelamento e fuga e o
tempo de congelamento pds-estimulacdao elétrica aversiva da SCPD de ratos com experiéncia
aversiva prévia. A. Diferenca (A) de limiares antes e depois das injecdes de salina (coluna aberta)
e 8-OH-DPAT (coluna fechada). B.Tempo de congelamento pos-estimulagdo da SCPD no limiar
de fuga determinado depois das inje¢des de salina (coluna aberta) ¢ 8-OH-DPAT (coluna

hachurada). N= 8 para os grupos salina e 8-OH-DPAT.
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A Figura 10 apresenta os efeitos do WAY 100635 sobre os limiares de
congelamento e de fuga e sobre o tempo de congelamento pods-estimulagdao
elétrica da SCPD de ratos que passaram pelo condicionamento aversivo

contextual.
O teste t mostrou que nao houve alteracdo significativa sobre os limiares
de congelamento [t(1,14) = 0,27; p = 0,60] e de fuga [t1,14) = 2,28; p = 0,14].
Nao houve alteragdo significativa entre os grupos WAY 100635 e salina

sobre o tempo de congelamento pds-estimulagdo elétrica da SCPD

[t1,14)=1,08; p = 0,46].
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Influéncia do condicionamento contextual sobre os efeitos do
WAY100635 sobre o comportamento defensivo induzido pela estimulagéo
elétrica da SCPD
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Figura 10: Efeitos do WAY 100635 (10 nmoles/0.2 pul) sobre os limiares de congelamento e
fuga e o tempo de congelamento pds-estimulagdo elétrica aversiva da SCPD de ratos sob
condicionamento contextual aversivo. A. Diferenga (A) de limiares antes e depois das
injecoes de salina (coluna aberta) ¢ WAY100635 (coluna fechada). B. Tempo de
congelamento pos-estimulagdo da SCPD no limiar de fuga determinado depois das inje¢des
de salina (coluna aberta) e WAY 100635 (coluna. hachurada). N= 8 para os grupos salina e
WAY100635.
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INFLUENCIA DA EXPERIENCIA COM CHOQUES SOBRE
OS EFEITOS DO 8-OH-DPAT E DO WAY 100635 SOBRE O
COMPORTAMENTO DEFENSIVO INDUZIDO PELA

ESTIMULAGCAO ELETRICA DA SCPD
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A figura 11 ilustra os sitios de estimulagdo e microinjecdo de drogas na
SCPD de animais com experiéncia aversiva prévia no contexto diferente, sendo

identificados e assinalados em diagramas do atlas de Paxinos e Watson (1997).

Bregma 6.84 mm Bregma 7.68 mm

Figura 11: Representacdo esquemadtica dos pontos de estimulagdo tendo como referéncia o

Atlas de Paxinos e Watson, 1997. Os simbolos indicam os animais que receberam

microinjecao de (0) Salina, (0) 8-OH-DPAT e (o) WAY-100635.
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A Figura 12 apresenta os efeitos do 8-OH-DAPT (8 nmoles) sobre os
limiares aversivos € o tempo de congelamento poés-estimulacdo elétrica da
SCPD de ratos testados em um contexto diferente do que receberam choque nas

patas.

O teste t mostrou efeitos significativos dos tratamentos sobre o limiar de
congelamento [t(1,14) = 6,24; p = 0,01] e sobre o limiar de fuga [t(1,14) = 4,21;
p=0,03].

Quanto ao tempo de congelamento pos-estimulagdo elétrica ndo houve

efeitos significativos entre os grupos 8-OH-DPAT e salina [t(1,14) = 0,33;

p = 0,96].
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Influéncia de choques nas patas sobre os efeitos do 8-OH-DPAT sobre o

comportamento defensivo induzido pela estimulacéo elétrica da SCPD
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Figura 12: Efeitos do 8-OH-DPAT (8 nmoles/0.2 pl) sobre os limiares de congelamento e
fuga e o tempo de congelamento pds-estimulagdo elétrica aversiva da SCPD de ratos sob
condicionamento contextual aversivo testados em um contexto diferente. A. Diferenga (A) de
limiares antes e depois das injecdoes de salina (coluna aberta) e 8-OH-DPAT (coluna
fechada). B. Tempo de congelamento pos-estimulagdo da SCPD no limiar de fuga
determinado depois das injecdes de salina (coluna aberta) e 8-OH-DPAT (coluna

hachurada). N= 8 para os grupos salina e 8-OH-DPAT. *P < 0,05, teste t-Student.
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A Figura 13 apresenta os efeitos do WAY 100635 sobre os limiares
aversivos ¢ o tempo de congelamento pos-estimulacido elétrica da SCPD de

ratos testados em um contexto diferente do que receberam choque nas patas.

O teste t ndo mostrou efeitos significativos dos tratamentos sobre limiares
de congelamento [t(1,14) = 0,06; p = 0,80] e sobre o limiar de fuga [t(1,14) = 1,55;
p=0,23].

Nao houve alteragdo significativa entre os grupos WAY 100635 e salina
sobre o tempo de congelamento pds-estimulagdo elétrica da SCPD [ta,14) =

1,17, p = 0,38].
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Influéncia de choques nas patas sobre os efeitos do WAY 100635 sobre o

comportamento defensivo induzido pela estimulacéo elétrica da SCPD
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Figura 13: Efeitos do WAY 100635 (10 nmoles/0,2 ul) sobre os limiares de congelamento e
fuga e o tempo de congelamento pds-estimulacao elétrica aversiva da SCPD de ratos sob
condicionamento contextual aversivo, testados em um contexto diferente. A. Diferenca (A)
de limiares antes e depois das inje¢cdes de salina (coluna aberta) e WAY 100635 (coluna
fechada). B. Tempo de congelamento poés-estimulagio da SCPD no limiar de fuga
determinado depois das injecdes de salina (coluna aberta) e WAY100635 (coluna

hachurada). N= 8 para os grupos salina e WAY100635.
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DISCUSSAO

A substancia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPD) apresenta um papel
fundamental na mediagcdo do comportamento defensivo e no sistema
motivacional do medo, integrando respostas ativas a estimulos
incondicionados. Diversos relatos apontam a SCPD como reguladora das
reacdes inatas a estimulo de perigo iminente. Estudos com estimulagdo elétrica
da SCPD mostram quatro reagdes aversivas claras, alerta, congelamento, fuga e
congelamento pos-estimulacdo elétrica da SCPD (Magierek, et al., 2003;
Vianna et al., 2001b).

O congelamento ¢ uma das respostas a estimulos aversivos inatos ou
aprendidos, além de ser o principal comportamento defensivo usado como
indice de medo em modelos animais de ansiedade. Por exemplo, quando o
animal ¢ estimulado elétrica ou quimicamente na SCPD apresenta um
congelamento que ndo ¢ contexto-dependente (incondicionado), diferente de
quando € exposto a um contexto no qual recebe choques nas patas. Quando este
retorna ao mesmo local apresenta intenso congelamento contexto-dependente
(condicionado), permanecendo nessa condigdo por alguns minutos
(congelamento contextual). A fuga também ¢ eliciada pela estimulacao elétrica
da SCPD. Ela ¢ caracterizada por vigorosa corrida e saltos (Brandao et al.,
2003; Graeft, 2004; Magierek et al., 2003; Vianna et al., 2001b; Vianna et al.,

2003). Neste estudo, a estimulacao elétrica foi aplicada em passos de 5 pA e

60



com o aumento progressivo de intensidade, os animais subitamente paravam,
tornavam-se imoveis e freqlientemente apresentavam reagdes autonOmicas
classicas como defecagao e miccao. Com intensidade de corrente elétrica mais
elevada, os animais apresentavam corrida. Portanto, o comportamento de
congelamento sempre precedeu a ocorréncia do comportamento de fuga.

A serotonina desempenha um papel inibitério no sistema cerebral
aversivo. Varios estudos tém apontado para um papel antiaversivo da 5-HT na
SCPD, através de estudos dos efeitos de microinje¢cdes de agonistas e
antagonistas sobre os limiares aversivos determinados por estimulacdo elétrica
desta area (Beckett et al., 1992; Schutz et al., 1985). Sabe-se que esta
modulagao exercida pela serotonina sobre o comportamento defensivo induzido
por estimulagdo elétrica da SCPD acontece de forma fasica, o que implica em
um controle inibitério somente em presenga do estimulo aversivo ou do
estimulo estressante, enquanto que o controle inibitorio tonico se faz através do
sistema Gabaérgico (Brandao et al., 2003; Graeff et al., 1993; Graeff, 2002;
Graeff, 2004). De fato, a injecao de agonistas 5-HT; e 5-HT, nesta estrutura
aumentam os limiares aversivos de congelamento e fuga, enquanto a injecao
local de antagonistas ndo produzem efeitos significativos (Graeff, 2004;
Nogueira & Graeff, 1995; Soares & Zangrossi Jr, 2004). A facilitacdo da
atividade destes receptores na SCPD mediando a inibicao da atividade neuronal

pode estar envolvida nos mecanismos de a¢do das drogas antipanico (Bortoli et
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al., 2006). Em vista disso, tem sido proposto que mecanismos serotonin€rgicos
mediados por receptores 5-HT, e 5-HT, exercem uma acdo cooperativa
inibindo os substratos neurais da aversao na SCPD (Graeft, 2002; Graeft, 2004;
Nogueira & Graeff, 1995).

Em relagcdo ao tempo de congelamento contextual, temos que ambos os
tratamentos modificaram o medo condicionado contextual, sendo que a injecao
intra-SCPD do agonista provocou uma diminui¢do do tempo de congelamento
contextual (efeito antiaversivo), enquanto que a injecdo do antagonista elevou
este tempo (efeito pro-aversivo). Os resultados indicam claramente que o
contexto previamente associado com choque nas patas induziu comportamento
de congelamento defensivo. Ao lado disso, os resultados mostram o
envolvimento da serotonina através de receptores 5-HT;, na SCPD na
mediacdo do congelamento contextual. Trabalhos usando esta metodologia
também sugerem que a facilitacdo da neurotransmissdo serotoninérgica
promove reducdo do medo condicionado (Inoue et al., 1996). Os nossos
resultados também revelaram que os mecanismos mediados por receptores 5-
HT,4 tém papéis distintos na regulagdo do medo condicionado ¢ do medo
incondicionado.

No presente trabalho os resultados obtidos mostram que a injecdo na
SCPD do agonista de receptores 5-HT;4, 8-OH-DPAT, de maneira dose

dependente, elevou os limiares de congelamento e fuga (acdo antiaversiva) € a
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injecdo do antagonista de receptores 5-HT;x» WAY100635 ndo alterou os
limiares aversivos determinados pela estimulagdo elétrica da SCPD. Estes
resultados estdo de acordo com as evidéncias do envolvimento de receptores 5-
HT, A na modula¢ao do medo incondicionado na SCPD e corroboram a idéia de
uma acao antiaversiva exercida pela serotonina nessa estrutura. Estes dados
apoiam ainda os estudos da literatura que indicam uma modulagdo fasica da
serotonina sobre os substratos do medo organizado na SCPD dado que a
administragdo do antagonista de receptores 5-HT;5 sozinho nao produziu
qualquer efeito sobre os limiares aversivos. Esta modulacao serotoninérgica da
aversdao elaborada na SCPD envolve receptores 5-HTs, pois antagonistas
destes receptores, como WAY100635 E NAN-190, foram -capazes de
antagonizar a acdo antiaversiva dos agonistas, como §-OH-DPAT (Beckett et
al., 1992; Behbehani et al., 1993; Nogueira & Graeff, 1995). Nossos resultados
estdo de acordo com estes resultados, pois 0 WAY 100635 inibiu os efeitos do
agonista de receptores 5-HT 4, 0 8-OH-DPAT, sobre os limiares aversivos.

O estudo da interagao entre medo condicionado ¢ medo incondicionado
em animais de laboratorio, tem-se mostrado muito Util na compreensao da
neurobiologia da ansiedade tendo em vista que mostra um paralelismo com o
que se tem discutido em termos de conseqiiéncias afetivas e comportamentais
da interagdo desses dois tipos de medo. Estudos usando choques nas patas

associado a um estimulo neutro (som ou luz) ou a um ambiente em particular
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(contexto) tém mostrado que a amplitude da resposta do sobressalto ao som ¢
marcadamente acentuada pelo medo moderado (Davis & Astrachan, 1978;
Santos et al., 2005). Outros estudos mostram a influéncia da intensidade do
estimulo estressor nas respostas defensivas e apontam que a associacdo de
eventos estressores diferentes pode causar aumento do medo (Maisonnette et
al., 1993; Maritjena et al., 1997).

Neste trabalho, os resultados obtidos com a injecdo de drogas que atuam
em receptores 5-HT 4 na SCPD sobre o comportamento defensivo de animais
que passaram pelo condicionamento de medo contextual ndo diferiram dos
efeitos obtidos em animais injetados com salina intra-SCPD. Como o
congelamento condicionado contextual influencia os limiares aversivos
determinados durante o teste de medo condicionado contextual € possivel que
os efeitos do 8-OH-DPAT sobre o medo condicionado contextual tenham
atenuado seus efeitos antiaversivos nos limiares aversivos

O congelamento pos-estimulagdo da SCPD ndo ¢ considerado uma
resposta condicionada ao contexto no qual ocorreu a estimulagdo. De acordo
com estudos recentes deste laboratério, este congelamento persiste quando o
animal ¢ colocado em um contexto diferente logo apos a estimulagdo da SCPD
(Vianna et al., 2001a,b). No presente estudo o congelamento pos-estimulagdo
de ratos que foram injetados com salina ndo foi potencializado no contexto

aversivo. Esta descoberta indica que o congelamento pos-estimulacdo, nao ¢
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influenciado pelo contexto que foi previamente pareado com choques nas patas.

A participagdo de receptores 5-HT ;5 na SCPD parece ndo estar envolvida
na modulacao do congelamento pds-estimulagao, uma vez que apds a inje¢ao
de 8-OH-DPAT nao houve diminuicao significativa do tempo de congelamento
pos-estimulacdo de animais com experiéncia aversiva prévia. O congelamento
pos-estimulacdo ¢ regulado diferentemente do medo evocado pela estimulagao
elétrica direta da SCPD, uma vez que lesdes eletroliticas ou a inativagdo com
muscimol do complexo amigdaloide reduziram o congelamento pos-
estimulagdo, mas nao afetaram o comportamento de congelamento e fuga
induzidos pela estimulagdo da SCPD (Oliveira et al., 2004; Ruiz-Martinez et
al., 2006). Assim, ¢ possivel que os comportamentos de congelamento e fuga
consistem de vias de saida para o medo incondicionado e o congelamento pos-
estimulacao elétrica da SCPD consiste de um processo de aquisi¢do de
informacdes que ascendem a estruturas localizadas em um nivel mais rostral
em relacao a SCPD.

E provavel que a SCPD integre as informagdes sensoriais, retransmitindo
estas informagdes para a amigdala, a qual permite o reconhecimento do
estimulo ameagador. A amigdala avalia estimulos perigosos ou contextos
aversivos, em termos do grau de ameaga que estes representam ao organismo,
enquanto a SCP realiza respostas de selecdo e coordenacdo (Graeff et al.,

1993). Tem-se sugerido que a conexao entre SCPD e o complexo amigdaldide
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deve modular de fato a ocorréncia do comportamento de congelamento
(Farook, et al., 2004; Graeff et al., 1993).

Também poderiamos pensar numa segunda hipdtese, a qual propde que a
SCPD estaria mais relacionada ao medo incondicionado e a substancia cinzenta
periaquedutal ventral (SCPV) com o medo condicionado, visto que estudos
com lesdes da SCPV nao alteraram o congelamento induzido pela estimulagao
elétrica da SCPD, mas reduziram o congelamento condicionado (Farook, et al.,
2004; Fendt & Fanselow, 1999; Magierek, et al., 2003; Vianna, et al., 2001a,b).
Hé ainda uma terceira hipotese que defende que a ansiedade inibe o panico
(Graeft, et al., 1993; Magierek, et al., 2004). Assim, os animais quando re-
expostos ao contexto aversivo apresentariam intenso congelamento que
interferiria na expressdo das respostas defensivas eliciadas pela estimulagdo
elétrica da SCPD. J4& no contexto diferente, os animais ndo apresentariam
congelamento de forma que as respostas incondicionadas induzidas pela
estimulacdo elétrica da SCPD nao sofreriam influéncia da experiéncia aversiva
prévia (choques nas patas).

Em resumo, os resultados obtidos neste trabalho sugerem que existem
circuitos neurais distintos além de diferentes receptores envolvidos na
regulacdo dos comportamentos incondicionados e condicionados. Esta
proposi¢do esta de acordo com a teoria de Deakin & Graeft (1991), que sugere

que a mediagdo quimica dos diferentes tipos de medo pode ser diferente. Além

66



disso, trabalhos recentes propdem que os circuitos neurais da substincia
cinzenta periaquetudal dorsolateral sdo ativados preferencialmente por
estimulos estressores psicologicos escapaveis, que levam as respostas
emocionais primarias, como fuga ou luta (reagdes emocionais ativas) € que os
circuitos envolvidos com as respostas emocionais a estressores psicoldgicos,
seria representado pela substdncia cinzenta periaquedutal ventrolateral
(Canteras, 2003; Keay & Bandler, 2001). Assim, existe uma dissocia¢ao na
expressao das respostas a estimulos incondicionados e condicionados de medo
na SCPD. De fato, lesdes da SCPD reduzem o medo incondicionado, mas nao
reduzem o medo condicionado, enquanto que na SCP ventrolateral essas lesoes
tém efeitos opostos (Fendt, 1997; Fendt & Fanselow, 1999).

Acreditamos que a identificacdo da a¢do do agonista e do antagonista de
receptores 5-HT 5 na SCPD sobre o medo condicionado e incondicionado, ai
organizados, traz uma contribuicdo importante para a nossa compreensao da
integracdo de estados aversivos no SNC e, sobretudo do funcionamento destes
substratos neurais de defesa em animais com experiéncia aversiva prévia. O
estudo do sistema serotoninérgico tem sido implicado como alvo da acdo de
diversas drogas ansioliticas e antidepressivas (De Vry, 1995). Estudos de sua
atuacdo na regulagdo da aversdo na SCPD tém sido importantes no
aprofundamento da neurobiologia do disturbio de panico e no modo de agao

das drogas antipanico (Jacob et al., 2002; Jenck et al., 1995; Nogueira &

67



Graeff, 1995). Assim, estudos que venham esclarecer o envolvimento de
receptores 5-HT;5 ¢ 5-HT,4 da SCPD na modulacdo da reacdo de defesa
organizada nesta regido mesencefalica podem ter uma importante implicagao

clinica.

CONCLUSOES
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e Mecanismos serotoninérgicos podem atuar na SCPD regulando a
expressao de comportamentos defensivos. Isto se torna evidente com os
resultados obtidos com a administragdo intra-SCPD do agonista 8-OH-
DPAT, em animais sem experiéncia aversiva prévia, a qual produziu um
efeito antiaversivo. O antagonista WAY 100635 nao produziu nenhum
efeito, indicando um controle regulatorio fasico da 5-HT sobre os
neurdnios da SCPD.

e A mediacdo dos comportamentos aversivos de congelamento e fuga
gerados em animais submetidos a estimulagdo elétrica da SCPD e com
experiéncia aversiva prévia ndo depende dos receptores 5-HT4, pois o
agonista 8-OH-DPAT nao produziu efeitos significativos no contexto
aversivo. No contexto diferente esta droga elevou os limiares aversivos.

e Os receptores 5-HT ;4 da SCPD tém participacdo no medo contextual,
pois o agonista desses receptores foi capaz de diminuir o tempo de
congelamento condicionado (efeito antiaversivo), enquanto que o

antagonista causou efeito oposto (efeito pro-aversivo).
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TABELA 1. EFEITOS DA FACILITACAO E BLOQUEIO DA NEUROTRANSMISSAO 5-HT NA SCPD SOBRE OS LIMIARES DE ESTIMULACAO ELETRICA E
MEDO CONTEXTUAL INDUZIDO POR CHOQUES NAS PATAS.

Linha de Base Teste
Grupos Condicionamento
Tratamento Limiares Tempo (Choque nas patas) | Tempo | Tratamento Limiar Tempo
Congelamento | Fuga | Congelamento Congelamento | Fuga | congelamento
* *#

A Salina LA HA seg Contexto A 24 hs Salina LA A seg
B 8-OH-DPAT UA pA seg Contexto A 24hs | 8-OH-DPAT pHA A seg
C WAY100635 uA HA seg Contexto A 24hs | WAY100635 LA pA seg
D Salina pA HA seg Contexto B 24 hs Salina LA pHA seg
E 8-OH-DPAT pA A seg Contexto B 24hs | 8-OH-DPAT HA HA seg
F WAY100635 pA pHA seg Contexto B 24hs | WAY100635 pHA A seg
e Contexto A: Com choques nas patas.
e Contexto B: Sem choques nas patas.
e TESTE: Contexto A e Contexto B.
e 8-OH-DPAT: Agonista 5-HT 4

WAY100635: Antagonista 5-HT
Tempo de congelamento pds-estimulacao elétrica da SCPD (8 minutos)

# Tempo de congelamento induzido pelo contexto (3 minutos) foi medido antes da estimulagdo elétrica da SCPD.

* @
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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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
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Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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