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RESUMO

O nucleo central da amigdala (CeA) — uma estrutura critica na memoéria emocional
— projeta para a substancia negra compacta e para o nudcleo retrorubral, ambos 0s
quais fornecem inervagdo dopaminérgica ao estriado dorsal. O estriado dorsal esti
envolvido em varios processos de aprendizagem e memoaria, tais como memodria de
procedimento, aprendizagem de habitos, associacdo com recompensa e memoria
emocional. A proposta do presente estudo foi verificar os efeitos de lesGes do estriado
dorsal e das conexdes indiretas entre o CeA e o0 estriado dorsal nas tarefas de
condicionamento classico de medo ao som e ao contexto. Na Etapa 1, ratos Wistar
receberam, antes da sessao de treino, lesdes bilaterais do CeA e do estriado dorsal, e
lesBes assimétricas de CeA-estriado dorsal (desconexao funcional) - que consistia em
uma lesdo eletrolitica do CeA em um hemisfério cerebral combinada com uma leséo do
estriado dorsal no hemisfério contralateral - e foram submetidos as tarefas de
condicionamento de medo ao som e ao contexto. A leséo pré-treino do CeA prejudicou
o desempenho dos animais em ambas as tarefas. Por outro lado, a lesé&o bilateral do
estriado dorsal e a lesdo assimétrica contralateral do CeA-estriado dorsal prejudicaram
o desempenho dos animais apenas na tarefa de condicionamento de medo ao som.
Esses resultados sugerem que tanto o estriado dorsal como as conexdes entre 0 CeA e
0 estriado sao importantes na mediacdo do condicionamento de medo ao som. Na
Etapa 2, foram realizadas lesdes bilaterais do estriado dorsal e lesGes assimétricas do
CeA-estriado dorsal antes do teste (ap6és o treino) dos animais na tarefa
comportamental. Os resultados mostraram que os animais com lesdes bilaterais do
estriado dorsal, pré-teste, apresentaram prejuizo na tarefa de condicionamento de
medo ao som, mas ndo na de condicionamento de medo ao contexto. As
concentracbes plasmaticas de ACTH avaliadas apds os testes das tarefas
comportamentais nao foram diferentes entre os animais lesados e os animais controles.
A lesdo assimétrica contralateral CeA-estriado dorsal realizada antes do teste néo
prejudicou o desempenho dos animais na tarefa de condicionamento de medo ao som.
Os resultados desta etapa sugerem que o estriado dorsal também esta envolvido na
expressao da resposta condicionada de medo ao som, sendo este envolvimento
seletivo as respostas que apresentam um componente somatomotor, como a resposta
de congelamento. Entretanto, a interacdo entre o CeA e o0 estriado dorsal ndo é

importante no momento da expressao desta mesma resposta. Os principais achados
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do presente trabalho foram confirmados apds a inativacdo temporaria pré-treino de
estriado dorsal e das conexdes indiretas entre o CeA-estriado dorsal na tarefa de
condicionamento de medo ao som (Etapa 3). No Ultimo experimento da Etapa 3
observou-se ainda que a lesdo de CeA combinada com a inativacdo temporéria de
estriado dorsal imediatamente apds o treino do animal, ndo prejudicou o desempenho
da tarefa de condicionamento de medo ao som. Estes resultados indicam que as
conexdes entre o CeA e o estriado dorsal sdo importantes para a aquisicdo do
condicionamento de medo ao som, mas nao para a consolidacédo desta tarefa. O
estriado dorsal, por sua vez, € importante para a aquisicdo/consolidacdo e expressao
do condicionamento de medo ao som. Os resultados do presente estudo sugerem, pela
primeira vez, que a via indireta CeA-estriado dorsal esta envolvida na aquisicdo da
tarefa de condicionamento de medo ao som, indicando que uma estrutura
prosencefalica — o estriado dorsal - medeia a resposta somatomotora condicionada a
um estimulo discreto. Esses resultados, também estdo de acordo com outros estudos
gue mostram que os condicionamentos de medo ao som e ao contexto sdo mediados

por diferentes vias anatbmicas.
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ABSTRACT

The central nucleus of the amygdala (CeA) - a critical structure in emotional
memory - projects to the substantia nigra pars compacta and retrorubral nucleus, both
of which provide dopaminergic innervation to the dorsal striatum. Dorsal striatum is
involved in several learning and memory processes, such as procedural memory, habit
learning, reward-association and emotional memory. The purpose of the present study
was to verify the effects of lesions in the dorsal striatum and in the indirect pathway
between the CeA and dorsal striatum on tone and contextual fear conditioning tasks. In
Phase 1, Wistar rats received pre-training bilateral lesions of the CeA and dorsal
striatum, and pre-training asymmetrical CeA-dorsal striatum lesions that consist of an
electrolytic lesion of the CeA in one cerebral hemisphere combined with a dorsal
striatum lesion in the contralateral hemisphere, and were submitted to tone and
contextual fear conditioning tasks. Pre-training CeA lesion impaired the performance of
animals on both tasks. However, bilateral dorsal striatum lesion and the asymmetrical
contralateral CeA-dorsal striatum lesion only disrupted the performance in the tone fear
conditioning task. These results suggest that both the dorsal striatum and the indirect
CeA-dorsal striatum pathways are important in mediating tone fear conditioning. In
Phase 2, bilateral dorsal striatum lesions and asymmetrical CeA-dorsal striatum lesions
were performed before the test (after training) of animals in the behavioral tasks. The
results showed that animals with bilateral pre-test dorsal striatum lesions showed
impairment in tone, but not in contextual fear conditioning tasks. ACTH plasma levels,
measured after the behavioral tests, did not differ between lesioned and control
animals. Asymmetrical contralateral CeA-dorsal striatum lesion carried out before the
test did not impair the performance of animals in the tone fear conditioning task. The
results observed in Phase 2 suggest that dorsal striatum is also involved in the
expression of the conditioned fear response to tone, and that this involvement is
selective to responses that present a somatomotor component, such as freezing
response. However, the interaction between CeA and dorsal striatum is not important
for the expression of this response. The main findings of the present work were
confirmed by pre-training temporal inactivation of the dorsal striatum and the indirect
CeA-dorsal striatum pathway in tone fear conditioning (Phase 3). The last experiment of
this phase showed that the temporal inactivation of CeA-dorsal striatum, immediately

after training, did not impair the behavioral performance of animals in the tone fear
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conditioning task. These results indicate that the CeA-dorsal striatum pathway is
important for the acquisition, but not for the consolidation of this task. On the other
hand, the dorsal striatum is involved in the acquisition/consolidation and expression of
tone fear conditioning. The present results suggest, for the first time, that an indirect
CeA-dorsal striatum pathway is involved in the acquisition of tone fear conditioning,
implying that a forebrain structure — the dorsal striatum - mediates a somatomotor
conditioned response to an explicit stimulus. Moreover, these results corroborate
previous studies showing that tone and contextual fear conditioning are mediated by
distinct anatomical pathway.
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INTRODUCAO

Sistemas Multiplos de Memoria

As habilidades de aprender, armazenar, evocar e esquecer afetam a vida do ser
humano em muitos aspectos. Provavelmente, isso explica o fato de que a memodria e o
prejuizo de memoria (amnésia) atraem estudiosos e pensadores desde muito tempo
atrds. A idéia da existéncia de sistemas multiplos (ndo unitarios) de memdria também é
antiga, sendo que, ha mais de um século, psicélogos e fildsofos como por exemplo,
Maine de Biran, 1804"; William James, 1890° e Bérgson, 1910° escreveram sobre
esses possiveis diferentes tipos de memaria (citado por Squire, 2004). Mas, somente a
partir da metade do século XX, esse tépico de estudo tornou-se experimental, no
sentido de verificar como o encéfalo adquire, armazena, codifica e evoca as
informagdes aprendidas. De acordo com Squire (2004), a era moderna da cognicao
experimental iniciou-se com os trabalhos da psicologa Brenda Milner, no final da
década de 60.

Em 1953, o neurocirurgido William Beecher Scoville realizou uma resseccgao
bilateral no lobo temporal medial do paciente de 27 anos - H.M. - com objetivo de tratar
as graves crises de epilepsia apresentadas pelo mesmo. ApGs quatro anos da cirurgia,
foi publicado o trabalho: ‘Loss of recent memory after bilateral hippocampal lesions’
(Scolville & Milner, 1957) - trabalho este que apresenta 1744 citacbes bibliogréaficas até
2002 (Corkin, 2002). Neste estudo, os autores descreveram o prejuizo de memdria
observado em H.M. e concluiram que a formacao hipocampal seria importante para a
memodria e, mais, que a gravidade da amnésia encontrada seria proporcional a
guantidade de tecido hipocampal removido (Scoville & Milner, 1957). Mais tarde,

surgiram o0s primeiros trabalhos mostrando que, apesar do quadro amnésico

! Maine de Biran FPG. The influence of habit on the faculty of thinking. Baltimore: Williams & Wilkins;
1929 (first published in 1804). apud Squire LR. Memory systems of the brain: a brief history and current
perspective. Neurobiol Learn Mem. 2004;82(3):171-7.

2 William J. Principles of Psychology. 1890. apud Squire LR. Memory systems of the brain: a brief history
and current perspective. Neurobiol Learn Mem. 2004;82(3):171-7.

® Bergson HL. Matter and Memory (authorized translation by Nancy M. Paul and W. Scott Palmer).
London: Allen; 1910. apud Squire LR. Memory systems of the brain: a brief history and current
perspective. Neurobiol Learn Mem. 2004;82(3):171-7.



observado, algumas habilidades de memdria e aprendizagem estavam preservadas
nos pacientes amnésicos (Milner, 1962*, citado por Milner et al., 1998; Corkin, 1968).
Por exemplo, Milner, em 1962, relatou que a habilidade de desenhar no espelho podia
ser aprendida pelo paciente H.M., mesmo este ndo se recordando desta prética (citado
por Milner et al., 1998). Ou seja, apesar do prejuizo cognitivo observado apés a lesao
de estruturas do lobo temporal e de regides diencefalicas em alguns tipos de tarefas
utilizadas para se avaliar a memaria, outras habilidades estavam preservadas.

Diversos estudos, ao longo dos ultimos 50 anos, permitiram mais recentemente a
construcdo da taxonomia da memoria de longo prazo. Existem muitas propostas de
classificagdo da memoria e muitos modelos descrevem fendmenos semelhantes,
atribuindo nomes diferentes a esses sistemas (para revisdes ver, Oliveira & Bueno,
1993; Magila & Xavier, 1999). Estas classificacdes foram baseadas nos achados do
gue esta preservado ou prejudicado em pacientes amnésicos - como por exemplo, no
paciente HM - em relacdo aos diversos testes de memodria aplicados.

Desta forma foi possivel dividir a meméria em sistemas que dependem ou
independem da formacé&o hipocampal e outras estruturas. A memoria prejudicada nos
pacientes com lesdo de hipocampo é denominada de explicita ou declarativa: definida
como a capacidade de armazenar e recordar conscientemente fatos e acontecimentos.
Por outro lado, a memodria intacta pertence a classe denominada de implicita ou ndo-
declarativa (de procedimento), que pode ser observada, por exemplo, através da
aquisicdo gradual de habilidades percepto-motoras e cognitivas (Squire, 1986;
Schacter, 1987; Cohen, 1984). Este tipo de memdria ndo necessita ser trazida a mente
de forma consciente, sendo demonstrada através do desempenho. Bérgson (1910) tem
uma elegante caracterizacdo da memoria implicita e do hébito: “[It is]...a memory
profoundly different ... always bent upon action, seated in the present and looking only
to the future...In truth it no longer represent our past to us, it acts it; and if it still

deserves the name of memory, it is not because it conserves bygone images, but

* Milner B. Les troubles de la memorie accompagnant les Iésions hippocampiques bilatérales. In
Physiologie de I'Hippocampe, Colleques Internationaux No.107 (Paris, C.N.R.S.), 257-272. [English
translation. Milner PM, Glickman S. In Cognitive processses and the brain, Princetown, NJ: Van
Nostrand; 1965 97-111]. apud Milner B, Squire LR, Kandel ER. Cognitive neuroscience and the study of
memory. Neuron. 1998;20(3):445-68.



because it prolongs their useful effect into the present moment.“(Bérgson, 1910°; p 93;
citado por Squire, 2004).

Em geral os pacientes amnésicos apresentam desempenho normal nos testes de
condicionamento classico (Weiskrantz & Warrington, 1979; Clark & Squire, 1998),
testes que avaliam a memoéria de procedimento (Squire et al., 1984; Musen & Squire,
1991; Cohen & Squire, 1980; Knowlton et al., 1992), beneficiam-se do efeito de pré-
ativacao (Warrington & Weiskrantz, 1968; Tulving & Schacter, 1990) e desempenham
bem tarefas que avaliam a memoéria de curto prazo (Baddeley & Warrington, 1970;
Cave & Squire, 1992). Com excecdo das tarefas que avaliam a memdria de curto
prazo, todos os testes anteriormente citados sédo utilizados como medida de memdria
implicita.

O substrato neural da memoria explicita foi melhor estudado e caracterizado nos
ultimos anos, tendo como uma das estruturas principais o hipocampo e suas conexdes
diretas e indiretas. Ja o substrato neural da memoria implicita ndo foi tdo amplamente
estudado. Esse tipo de memdria compreende uma vasta e heterogénea categoria que
inclui: habilidades e habitos percepto-motores e cognitivos, o condicionamento simples,
o fendmeno de pré-ativagdo, entre outras habilidades (para revisdo ver Squire, 1992).
Nos ultimos anos, diferentes sistemas cerebrais foram envolvidos com esse tipo de
aprendizagem, sendo que dissociacdo de desempenho foi observada em pacientes que
sofreram lesbes cerebrais, 0s quais apresentaram, por exemplo, prejuizo em um tipo
de tarefa que avalia a memaria implicita e desempenho normal em tarefas que avaliam
a memoria explicita. Dentre essas regifes encefalicas estdo o estriado, o cerebelo, a
amigdala e o neorcortex (para revisdes ver Squire, 1992; Squire et al., 1993).

O estriado pertence a um conjunto de estruturas subcorticais denominadas de
nacleos da base, constituidas de distintas regides interconectadas no prosencéfalo,
mesencéfalo e diencéfalo. E bem aceito que os nucleos da base participam do controle
do movimento, pelo fato de que a maioria das projecbes destas estruturas se

direcionam a areas motoras e, também pelo fato de que a lesdo destas estruturas
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provoca anormalidade de movimentos (Graybiel et al., 1994; Knowlton, 2002). Fazem
parte dos ndcleos da base: o caudado e o putamen (este conjunto forma o estriado
dorsal), o nucleo accumbens (cerne e concha) e o tubérculo olfatério (este conjunto
também é conhecido como estriado ventral), o globo palido (externo e interno, e
ventral), a substancia negra (compacta e reticulata) e o nucleo subtalamico (para
revisao ver, Parent & Hazrati, 1995). Este conjunto bastante heterogéneo de estruturas
encefalicas apresenta uma unidade anatomo-funcional bem descrita. A maioria das
aferéncias aos nucleos da base se origina no cortex cerebral e nos nucleos
intralaminares do tédlamo (Parent, 1990). Essas projecbes sdo topograficamente
organizadas e provém de praticamente todo o manto cortical, atingindo os nucleos da
base na regido do estriado dorsal e ventral - via de entrada dos ndcleos da base
(McGeorge & Faull, 1989; Parent & Hazrati, 1995). O estriado, por sua vez, projeta-se
para o globo palido interno e substancia negra reticulata - via de saida dos nucleos da
base - de onde partem projecdes para nucleos talamicos e para o tronco encefélico
(Groenewegen et al., 1990; Alexander et al., 1986). Com relagéo as projecdes que se
direcionam para nucleos talamicos e posteriormente se dirigem para o cértex cerebral,
foi proposto um modelo de alcas paralelas cértico-nucleos da base-tdlamo-corticais
(Alexander et al., 1986), existindo contradicdo na literatura da area com respeito a
esses circuitos serem convergentes ou divergentes (Parent & Hazrati, 1995). Um
recente trabalho verificou que as projecdes cortico-estriatais podem tanto partir de
diferentes regides corticais e se direcionar para uma mesma regido estriatal, quanto
partir de uma mesma regiao cortical e se direcionar para diferentes regides do estriado.
Essas caracteristicas atribuem um possivel papel integrativo ao estriado, permitindo
acbes em conjunto com o cortex cerebral em muitos aspectos (Haber et al., 2006).
Além das projecBes ascendentes para os nudcleos talamicos, os nudcleos da base
aferentam o tronco encefalico (Beckstead et al., 1979; Beitz, 1982; Kirouac et al., 2004;
Cebrian et al., 2005; Spann & Grofov4, 1991; Rodriguez et al., 2001).

Neurbnios da via de entrada (estriado) sofrem uma importante modulacao
dopaminérgica, proveniente da substancia negra compacta e area tegmental ventral
(Graybiel, 1990). Além disso, de uma forma diferente do cortex cerebral, o qual tem
neurbnios de projecdo excitatorios glutamatérgicos, os nucleos da base contém
neurbnios de projecdo inibitérios GABAérgicos (neurbnios espinhosos de tamanho
médio) que co-expressam varios peptideos neuroativos, como substancia P,

encefalina, dinorfina (para revisbes ver Graybiel, 1990; Parent & Hazratti, 1995). O



estriado também possui uma variedade de interneurbnios que compartiiham a
caracteristica de auséncia de espinhas em seus dendritos. Dentre eles estao
interneurdnios colinérgicos, que se caracterizam por grande corpo celular e extensa
arborizacdo dendritica (Parent & Hazratti, 1995). Alguns trabalhos sugerem que a
interacdo entre o sistema dopaminérgico e colinérgico que acontece no estriado regula
de forma importante a fungdo estriatal (Pisani et al., 2000; Centonze et al., 2003;
DeBouer & Abercrombie, 1996; Kudernatsch & Sutor, 1994). Essa complexa
neurotransmissdo e hodologia proporcionam aos nucleos da base a capacidade de
atuar das mais diferentes formas sobre as vias talamo-corticais e sobre o tronco
encefalico. Um esquema resumindo as principais conexdes dos ndcleos da base pode

ser visualizado na Figura 1.
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Figura 1 — Esquema representativo das principais co  nexdes dos nlcleos da base.

(adaptado de Yin & Knowlton, 2006). GPe: globo pélido externo; GPi: globo pdlido interno; SNc:
substancia negra compacta; SNr: substancia negra reticulata; STN: nlcleo subtalamico; VTA: area
tegmental ventral.
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Essa atuacdo, classicamente descrita como motora, também foi sugerida nos
aspectos cognitivos e emocionais do comportamento. Em 1984, Mishkin e Petri
sugeriram o envolvimento do estriado no estabelecimento do “habito” em humanos
(equivalente ao que alguns autores chamavam de memoria de procedimento).

De fato, alguns estudos avaliaram a aprendizagem e a memoaria de pacientes com
alguma disfuncdo nos nucleos da base (Martone et al., 1984; Saint-Cyr et al., 1988;
Knowilton et al., 1996; Butters et al., 1985; Lewis et al., 2003). Martone et al. (1984), por
exemplo, compararam o desempenho de pacientes portadores do mal de Huntington e
da sindrome de Korsakoff com individuos sadios. Os resultados mostraram uma dupla
dissociacdo no desempenho: os pacientes com Korsakoff tiveram um desempenho
pobre na tarefa de reconhecimento de palavras (teste neuropsicolégico utilizado para
avaliar a memoria explicita), mas aprenderam tdo eficientemente quanto individuos
sadios a tarefa de leitura de palavras invertidas (uma tarefa de memoéria implicita).
Pacientes portadores do mal de Huntington tiveram desempenho inferior aos individuos
sadios na tarefa de leitura de palavras invertidas, enquanto que na tarefa de
reconhecimento seu desempenho foi normal. O mal de Huntington é uma doenca
genética na qual é observada uma atrofia dos nucleos da base (Aylward et al., 2004).
J& pacientes com a sindrome de Korsakoff apresentam degeneracdo de nucleos
talamicos e dos corpos mamilares (Gold & Squire, 2006). Sant-Cyr et al., em 1988,
encontraram em pacientes com Parkinson prejuizo seletivo em uma tarefa de memoaria
implicita (Torre de Hanoi simplificada), enquanto que o desempenho em testes que
avaliam a memoria explicita ou declarativa permanecia intacto. Pacientes com doenca
de Parkinson apresentam degeneracdo dos neurdnios dopaminérgicos da substancia
negra compacta que se projetam para a regido do estriado dorsal e, portanto, uma
degeneracéo da via dopaminérgica nigro-estriatal (Thomas & Beal, 2007).

Os resultados dos estudos em pacientes que apresentam lesdes dos nucleos da
base sugerem o envolvimento destas estruturas cerebrais no processamento da
memoria implicita. Esses estudos, em conjunto com os resultados observados em
pacientes com lesdo de lobo temporal medial e estruturas diencefédlicas, sugerem a
existéncia de sistemas cerebrais multiplos de memadria especializados quanto ao tipo
de memoria que medeiam (para revisées ver Milner et al., 1998; Squire, 2004).

De forma paralela e convergente, os estudos experimentais em animais também
sugerem a existéncia de sistemas multiplos especializados de aprendizagem e

memodria em primatas ndo-humanos e outros mamiferos, como por exemplo em



roedores (Sherry & Schacter, 1987; White & McDonald, 2002). E da mesma forma que
nos estudos em humanos, em animais de laboratério a lesdo de estruturas cerebrais
esta relacionada a prejuizos de desempenho em algumas tarefas utilizadas para avaliar
aprendizagem e memadria, enquanto outras estdo preservadas.

Logo apds o estudo pioneiro de Scoville & Milner, em 1957, varios pesquisadores
tentaram estabelecer modelos animais em macacos e roedores que mimetizassem o
prejuizo cognitivo observado nos pacientes amnésicos. Mishkin, em 1978, descreveu o
prejuizo observado em macacos apos lesdo bilateral de lobo temporal medial na tarefa
de “delayed nonmatching to sample”. Uma série de estudos posteriores caracterizou de
forma precisa as regides do lobo temporal medial que estavam envolvidas no
desempenho desta tarefa (Zola-Morgan & Squire, 1985; 1986) e de outras tarefas de
aprendizagem e memoria relacionadas a funcdo hipocampal (para revisdo ver,
Eichenbaum, 1997). Além disso, varios estudos e teorias surgiram no final da década
de 70 e durante a década 80 sobre a funcdo do hipocampo na aprendizagem e
memoria de ratos (OKeefe & Nadel, 1978; 1979; Olton et al., 1979; Rawlins, 1985). Da
mesma forma que em seres humanos, os estudos em animais de laboratério também
verificaram que a lesé@o de estruturas hipocampais e areas relacionadas ndo aboliam o
desempenho de tarefas de aprendizagem e memoria de uma forma generalizada,
sendo que algumas tarefas estavam preservadas apds esta manipulagéo (Zola-Morgan
& Squire, 1984; Morris et al., 1982; OKeefe & Nadel, 1979). Por exemplo, a lesdo de
hipocampo afetou a aquisicdo da tarefa espacial no labirinto aquatico de Morris, na qual
o0 animal aprende a localizar uma plataforma submersa em uma piscina circular. Nesta
versdo da tarefa a plataforma ocupa um lugar fixo em relacdo aos estimulos do
ambiente no qual se encontra o aparelho e, para localizar a plataforma, os animais
orientam-se pelos estimulos espaciais existentes na sala. A aquisicdo da versdo de
pista da tarefa no mesmo labirinto, na qual a plataforma é visivel ou sinalizada por uma
pista, porém sua localizagdo varia em cada sessdo, ndo foi afetada pela lesdo de
hipocampo (Morris et al., 1982). Nesta versdo o animal n&o precisa utilizar as dicas
espaciais do ambiente, apenas deve reconhecer a plataforma ou a pista associada a
mesma e nadar até ela. Estes resultados estdo de acordo com a teoria de OKeefe e
Nadel de 1978, na qual é atribuido um papel para o hipocampo na formagdo de mapas
cognitivos e na aprendizagem espacial ou contextual.

Assim como em seres humanos, em animais de laboratério também foi atribuido

um papel para o estriado em tarefas de aprendizagem e memoaria (Potegal, 1969; 1972,



Cook & Kesner, 1988; White, 1989). Potegal, em 1969, verificou o desempenho de
ratos com lesdo de estriado em uma tarefa de aprendizagem no labirinto radial de 12
bracos. A tarefa foi planejada de tal forma que, para localizar um alimento no labirinto,
o animal tinha que se orientar pelos movimentos do préprio corpo (como, por exemplo,
promover uma rotacdo de 30 graus a direita ou a esquerda). Os animais com lesdo de
estriado apresentaram prejuizo na aquisicdo desta tarefa. De acordo com Potegal
(1972), o estriado, além do papel classicamente motor, seria responsavel pelo uso de
uma estratégia egocéntrica® para o animal se localizar no labirinto. Este tipo de
estratégia ndo é afetada pela lesdo de hipocampo (Oliveira, 1994; Oliveira et al., 1997).
Cook e Kesner, em 1988, verificaram o efeito da lesdo de estriado no desempenho de
ratos em uma tarefa que avalia estratégia egocéntrica em um teste de labirinto e, mais
uma vez, a lesao de estriado prejudicou o desempenho.

Packard et al. (1989), utilizando o paradigma de “win-shift” e “win-stay” no labirinto
radial proposto por Olton e Samuelson, em 1976’ (citado por Packard et al., 1989),
verificaram os efeitos de lesGes cerebrais na questdo de sistemas multiplos de
memoaria. Lesado de fimbria-fornix (uma grande via aferente e eferente do hipocampo),
mas néo lesao de estriado, prejudicou a aquisicdo de uma tarefa espacial no labirinto
radial, a qual requer que o animal lembre quais foram os bracos do labirinto
previamente visitados naquela tentativa (“win-shift”). Por outro lado, leséo de estriado e
ndo de fimbria-fornix prejudicou a aquisicdo da resposta de discriminacdo visual (“win-
stay”) que, por sua vez, ndo requer que o animal lembre qual brago foi previamente
visitado, pois o0 bragco que contém a recompensa é sempre sinalizado por uma luz
acesa em sua entrada (Packard et al., 1989). Em um estudo posterior, esses
pesquisadores também mostraram que injecdes pos-treino de agonista dopaminérgico
intra-estriado ou intra-hipocampo melhoraram o desempenho seletivamente nas tarefas
“win-stay” e “win-shift’, respectivamente, de uma forma tempo dependente (Packard &

White, 1991). Outros estudos em animais com lesdo de estriado e fornix também

® De acordo com Potegal (1972), no sistema de orientacdo egocéntrico, a posicdo de qualquer ponto no
espaco é definido pela distancia e direcdo a partir do observador através dos movimentos corporais

necessarios para alcancar aquele ponto.
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caudate nucleus on two radial maze tasks: Evidence for multiple memory systems. J Neurosci.
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indicaram esta dupla dissociacdo: a lesdo de fornix prejudicou a aquisicdo da versado
espacial do labirinto aquatico de Morris e, em contraste, a lesdo de estriado prejudicou
a aquisicdo da versdo de pista neste labirinto (ndo afetada pela lesdo de férnix), mas
nao teve efeito na aquisicdo da versao espacial (Packard & McGaugh, 1992; Devan, et
al., 1996).

Esses achados levantaram a hipotese da existéncia de sistemas cerebrais
multiplos de meméria em ratos (para revisdo ver, White & McDonald, 2002). E
importante ressaltar que nem todas as tarefas de memoria preservadas apos a lesédo
de hipocampo séo afetadas por manipulacdes de estriado (Pisa & Cyr, 1990; Oliveira et
al., 1997) e, também, que algumas tarefas de memdéria podem ser prejudicadas por
manipulacdes dessas duas estruturas, como por exemplo, a esquiva inibitéria (Glick &
Greenstein, 1973; Glick et al., 1974). Em particular, Oliveira et al., em 1997, mostraram
gue animais com lesdo de hipocampo foram incapazes de utilizar uma estratégia
espacial (aprendizagem de lugar) na tarefa de discriminagcdo no labirinto em T, porém
desempenhavam bem a tarefa utilizando uma estratégia egocéntrica. Por outro lado, a
lesdo de estriado ndo apresentou efeito nessa tarefa (Oliveira, 1994; Oliveira et al.,
1997). Resultado diferente foi obtido por Packard e McGaugh, em 1996, no qual foi
verificado que a lesé@o de estriado blogueou a expressao da aprendizagem de resposta
(estratégia egocéntrica) na mesma tarefa. Uma importante diferenca entre esses dois
trabalhos consiste no fato de que, no trabalho de Packard e McGaugh (1996) foi
utilizado um protocolo comportamental de treinamento extenso (“overtraining”), sendo
gue o0s animais controles apresentaram uma mudanca na utilizacdo da estratégia de
lugar para a estratégia de resposta no decorrer do treinamento. Neste momento a
inativacdo do estriado levou os animais a utilizarem a estratégia de lugar (Packard &
McGaugh, 1996). No trabalho de Oliveira et al. (1997) né&o foi utilizado o protocolo de
“overtraining”; sendo assim, a auséncia de prejuizo ap6s a lesado de estriado na verséo
egocéntrica da tarefa poderia estar relacionada a um papel jA descrito para esta
estrutura na formacdo gradual e lenta do habito, funcdo esta revelada pelo treino
extenso utilizado por Packard & McGaugh, 1996 (para revisdo ver Yin & Knowlton,
2006 ).

De acordo com Mishikin e Petri (1984), os habitos sdo associa¢des que diferem
das memoérias associativas (este termo corresponde a memoria explicita ou
declarativa), pelo fato de serem ligacées ndo-cognitivas de estimulos e respostas. As
teorias existentes sobre o tipo de aprendizagem estimulo-resposta (S-R, do inglés



“stimulus-response learning”) foram baseadas nos trabalhos pioneiros de Thordinke e
Hull (citado por Yin & Knowlton, 2006; Mishikin & Petri, 1984; White & McDonald,
2002). Neste tipo de tarefa, acredita-se que se uma resposta comportamental (R)
provocada por um determinado estimulo (S) for reforcada (por exemplo, com uma
recompensa), esse reforco aumenta a probabilidade desta resposta ocorrer. De acordo
com White e McDonald (2002), acredita-se que esse tipo de aprendizagem proceda de
uma forma automatizada e inconsciente, e alguns autores consideram esse processo
envolvido na formacgéo de habitos (Mishikin & Petri, 1984; Yin & Knowlton, 2006).
Muitos trabalhos encontrados na literatura estdo de acordo com a idéia de que o
estriado estaria envolvido na formagdo do habito e na aprendizagem do tipo S-R
(Graybiel, 1998; White & McDonald, 2002; Yin & Knowlton, 2006). De fato, os trabalhos
citados anteriormente verificaram prejuizo de desempenho de animais ap0s a lesao de
estriado dorsal em tarefas de aprendizagem e memoéria do tipo S-R (Packard &
McGaugh, 1992; Packard et al., 1989). Por outro lado, existem indicios na literatura de
gue o estriado dorsal também pode estar envolvido na associacdo entre um estimulo e
uma recompensa ou um reforco, ou mesmo nas respostas comportamentais
provocadas por associacdo entre dois estimulos (S-S, do inglés “simulus-stimulus”),
como no caso do condicionamento classico (Aosaki et al., 1994a; Powell et al., 1978;
Ferreira et al., 2003, Han et al., 1997). Esses achados podem sugerir que o0 estriado
estad envolvido em outros tipos de aprendizagem e memoria, além do envolvimento

bem descrito em processos de aprendizagem do tipo S-R.

Memoria emocional

A dissociacdo observada apés a lesdo de estriado e hipocampo em tarefas de
aprendizagem e memoria também foi verificada em estudos que avaliam a memoaria
emocional através do condicionamento classico. O condicionamento classico de medo
€ um dos paradigmas mais utilizados na literatura para se avaliar a memaria emocional,
e muitos progressos foram realizados no sentido de desvendar a maquinaria cerebral
gue sustenta essa forma de memoria (para revisdes ver, Fendt & Fanselow, 1999;
LeDoux, 2000; Kim & Jung, 2006). Esse modelo foi descrito no inicio do século XX, por
Ivan Pavlov, e foi denominado de condicionamento pavloviano ou condicionamento
classico. Neste paradigma experimental, um estimulo neutro pareado temporalmente

com um evento biologicamente significativo adquire posteriormente a propriedade de
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eliciar respostas comportamentais e fisiolégicas aprendidas. No condicionamento
classico de medo, um estimulo condicionado, que pode ser um som ou uma luz, é
pareado com um estimulo incondicionado aversivo, como um choque. O estimulo
condicionado neutro adquire propriedades aversivas e, mesmo quando apresentado
sozinho, evoca rea¢des emocionais de medo: alteragbes autonémicas, como aumento
da frequéncia cardiaca e presséao arterial (Cohen & Randall, 1984; LeDoux, 1993; lwata
& Ledoux, 1988), alterac6es neuroenddcrinas, como liberagdo de alguns horménios do
eixo hipotalamo-hipofisario-adrenal — horménio adrenocorticotréfico (ACTH) e
corticosterona (Van de Kar et al., 1991; Guijarro et al., 2007; Sullivan et al., 2004) — e
respostas comportamentais, como o sobressalto e a resposta de congelamento ou
“freezing” (Blanchard & Blanchard, 1969; 1972; Fanselow & Bolles, 1979; Davis, 1992;
LeDoux, 1993; Fendt & Fanselow, 1999). Quando se utiliza um estimulo sonoro, esta
tarefa de memoria € denominada de condicionamento de medo ao som. No entanto,
essas respostas condicionadas de medo também podem ser observadas quando os
animais retornam ao ambiente onde receberam o estimulo aversivo, mesmo na
auséncia do estimulo condicionado discreto®. Neste caso, a tarefa é denominada de
condicionamento de medo ao contexto. A lesdo de hipocampo, antes do treino ou até
24 horas depois, prejudica o condicionamento classico de medo ao contexto, sem
interferir no condicionamento classico de medo ao som (Kim e Fanselow, 1992; Phillips
& LeDoux, 1992; Anagnostaras et al., 1999). A lesdo de estriado dorsal, ao contrério,
prejudica a tarefa de condicionamento de medo ao som, sem interferir com o
condicionamento de medo ao contexto (Ferreira et al., 2003). Esse padrao de
resultados esta de acordo com a teoria da existéncia de sistemas multiplos de memaria
em roedores, onde tarefas que apresentam um componente espacial, como por
exemplo o condicionamento de medo ao contexto, sdo afetadas pela lesédo de
hipocampo. Ja algumas tarefas hipocampo-independentes, como o condicionamento
de medo ao som, sdo afetadas pela lesdo de estriado dorsal. No entanto, esses dois
tipos de condicionamento sdo afetados pela lesdo de amigdala (Phillips & Ledoux,
1992; Maren et al., 1996a). Tais resultados sugerem que a amigdala poderia estar

envolvida na formagdo de associagdes entre o estimulo incondicionado aversivo e

® Nesta tese, considerou-se estimulo discreto aquele que é composto de apenas uma modalidade

sensorial, como por exemplo o estimulo sonoro.
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algum dos varios tipos de estimulos condicionados, variando do mais simples (como o
som) ao mais complexo (como o contexto).

O envolvimento da amigdala nos processos emocionais teve inicio na primeira
metade do século passado, com o surgimento de teorias sobre o papel do sistema
limbico nas emoc¢des. O termo limbico foi usado pioneiramente pelo anatomista Paul
Broca, em 1878°, e definia uma regido cerebral circular no limite inferior dos
hemisférios (borda, do latim limbus; citado por Finger, 1994). Posteriormente, James
Papez, em 1937 postulou que o hipocampo, o giro do cingulo, o hipotalamo e os
nacleos anteriores do talamo e as conexdes entre essas estruturas (circuito de Papez)
constituiam um mecanismo harmonioso, o qual podia elaborar as fun¢des centrais da
emocao, bem como participar da expressdo emocional. Também nesse ano, dois
pesquisadores da Universidade de Chicago, Heinrich Kluver e Paul Bucy, publicaram
um trabalho no qual descreveram os efeitos de lobotomia bilateral temporal no macaco
rhesus (Kliver & Bucy, 1937). O conjunto de sintomas ficou conhecido como a
sindrome de Kliver & Bucy e se caracterizava por distirbios emocionais, como
auséncia de medo e flria, hiperoralidade e hipersexualidade. Os autores descreveram
gue: “...The bilateral temporal monkeys shows a strong tendency to approach animate
and inanimate objects without hesitation, This tendency appears even in the presence
of objects which previously called forth avoidance reactions, extreme excitement and
others forms of emotional response. The animal tends to contact every object in sight
and to examine it by mouth rather than by hand. ...” (Kliver & Bucy, 1937, p984).

Em conjunto, esses trabalhos influenciaram Paul McLean, na metade do século
XX (1952), que retomou a nomenclatura utilizada por Broca e criou o termo “sistema
limbico”, adicionando estruturas como a amigdala, a regido septal e o cortex pré-frontal
aguelas ja descritas no circuito de Papez. Nesta época, foi atribuido ao hipocampo e as
estruturas do lobo temporal medial um papel central no sistema limbico e nas emocdes
(LeDoux, 2000; Dalgleish, 2004). Alguns autores sugerem o abandono da

nomenclatura “sistema limbico”, pela auséncia de caracteristicas funcionais e

° Broca P. Anatomie compareé des circonvolutions cérébrales. Le grand lobe limbique et la scissure
limbique dans la série des mamiferes. Revue d’Anthropologie, 1878;2(1):385-498. apud Finger S. Origins

of neuroscience: a history of explorations into brain function. Oxford: Oxford University Press; 1994.
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anatdmicas comuns entre essas estruturas (para revisao ver LeDoux, 2000; mas ver
também Heimer & Van Hoesen, 2006).

Esse breve histérico’ sobre os estudos da neurobiologia da emocdo chama a
atencdo para o fato de que, apenas na metade do século passado, a amigdala foi
relacionada a fungbes emocionais. Atualmente essa estrutura cerebral é considerada
como uma das principais mediadoras dos processos emocionais (LeDoux, 2000;
Dalgleish, 2004).

O termo amigdala tem origem na palavra grega para améndoa e compreende
uma regido cerebral, originalmente identificada por Karl Friedrich Burdach em 1819,
gue identificou uma massa de substancia cinzenta localizada profundamente no lobo
temporal medial do encéfalo humano (Swanson, 2003; Heimer & Van Hoesen, 2006).
Nos ultimos 50 anos, muitos estudos morfoldgicos da amigdala permitiram concluir que
esta regido apresenta uma vasta e heterogénea colecdo de nucleos e sub-regides que
podem ser distinguidos em bases citoarquitetbnicas, citoquimicas e hodolégicas
(Pitkanen et al., 1997). Existem muitas classificagdes e terminologias adotadas para os
nicleos da amigdala. Por exemplo, de acordo com Price (2003), levando-se em
consideracao os padrbes de conexdes das regides da amigdala, esta estrutura poderia
ser dividida em: 1) sensorial; 2) hipotalamico e tronco encefalico; e 3) prosencefalico.
Importante notar que nos trés sistemas o padrdo de conexdes é relativamente
conservado entre os mamiferos (gatos, macacos e roedores). J& Swanson e Petrovich
(1998) propdem uma classificacdo anatomo-funcional em quatro sistemas: olfativo
acessorio, olfativo principal, autondmico e fronto-temporal; sendo que cada um deles
exerce fungbes especificas e sdo derivados de diferentes regibes cerebrais (cortex,
claustrum e estriado). Alheid & Heimer, (1988), por outro lado, introduziram o conceito
de amigdala e amigdala expandida, que seria composta por um cinturdo ou corredor
amigdalar ventral, inicialmente descrito por Johnston em 1923 (Alheid et al., 1995).
Existe muito debate na literatura da area sobre como a amigdala deveria ser dividida e
nomeada com base em varios critérios (LeDoux, 2007) .

No mesmo sentido, também é dificil construir um modelo funcional da amigdala e
suas regides, em parte pela ampla variedade de processos atribuidos a esta regido. A
memoria, a atencdo, o medo, a ansiedade, as reacdes de defesa, os sistemas de

recompensa, de reforco e de motivagdo, os comportamentos agressivo, maternal,

1% para um histérico mais detalhado sobre sistema limbico e emocdes, ver Dalgleish, 2004.
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sexual e ingestivo e o controle neuroendocrino estdo de alguma forma direta ou
indiretamente relacionados ao funcionamento da amigdala (para revisdes, ver Holland
& Gallagher, 1999; Maren, 2001; Shuhama et al.,, 2007; Everitt, 2003; Robbins &
Everitt, 2002; Hull & Dominguez, 2007; King, 2006;), o que torna dificil um modelo
integrado funcional e anatdmico de uma regiéo tao heterogénea. No presente trabalho
sera utilizada a nomenclatura anatdmica da amigdala que foi sugerida por Amaral et
al., em 1992, para macacos e adaptada para ratos por Pitkanen et al., em 1997, na
gual os nucleos principais da amigdala sao divididos em: lateral, basal, acessorio basal,
medial, central e corticais (anteriores e posteriores). Esta nomenclatura foi escolhida
por ser a mais utilizada pelos grupos que trabalham com modelos comportamentais
semelhantes ao do presente estudo, tornando mais facil a comparacdo entre os
resultados. Considerando-se as areas da amigdala mais importantes para o medo
condicionado tem-se os seguintes nucleos: 1) lateral (LA); 2) basal (B) ou basolateral
(BLA); 3) basal acessorio (AB) ou basomedial (BMA) e 4) central (CeA). Outro termo
bastante utilizado na literatura da area é complexo basolateral da amigdala (cBLA) que
inclui os nucleos LA, BLA e BMA. Além disso, existem subdivises anatbmicas destes
nacleos que também séo relevantes na circuitaria do medo condicionado (LeDoux,
2007).

Evidéncias experimentais do envolvimento da amigdala com a emoc¢édo sao
provenientes do trabalho de Weiskrantz (1956), que mostrou que a regido do lobo
temporal medial responsavel por gerar a sindrome descrita por Kliver e Bucy (1937)
em macacos era a amigdala. De 1956 a 2007 surgiram muitos trabalhos na literatura
cientifica a respeito do papel desta estrutura e seus nucleos. Mas, sem duvida, uma
das fungdes mais estudadas nas neurociéncias atuais atribuida a amigdala é o
envolvimento desta estrutura no medo condicionado e na memdria emocional.

Existem alguns motivos pelos quais 0 medo e a memdria emocional atraem a
atencdo de pesquisadores. Em primeiro lugar, o medo pode ser considerado um
mecanismo de defesa evolucionario que permite aos animais responder
adaptativamente a situacdes novas ou mudangas ambientais (para revisdo ver Kim &
Jung, 2006). Em segundo lugar, as experiéncias emocionais ocupam locais centrais em
nossas memarias, sendo rapidamente adquiridas e por muito tempo recordadas. Além
disso, as investigacdes das bases neurais do medo e da ansiedade podem auxiliar no
desenvolvimento de estratégias para tratar uma série de patologias modernas, tais
guais desordens de ansiedade, fobias, sindrome do estresse pds-traumatico e outras
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(para revisao ver Fendt & Fanselow, 1999). Vale ressaltar que algumas respostas de
medo em animais de laboratério apresentam correspondéncia com as caracteristicas
utilizadas para diagnésticos de ansiedade de acordo com o Manual de Diagnéstico e
Estatistica das Pertubacbes Mentais, DSM IV (Davis, 1992). Assim sendo, muitos
estudos foram conduzidos nos ultimos anos com o objetivo de elucidar os mecanismos
cerebrais pelos quais as emocgodes sédo aprendidas, armazenadas e evocadas.

Os estudos das bases neurais do medo condicionado déo suporte a idéia de que
a amigdala esta criticamente envolvida com essa forma de aprendizagem (para
revisdoes ver Kim & Jung, 2006; Fendt & Fanselow, 1999; Davis, 1992, LeDoux, 1993;
1995). Em 1972, Blanchard e Blanchard mostraram que a lesdo de amigdala prejudicou
as respostas de congelamento incondicionado ao gato e condicionado ao ambiente.
Fuster & Uyeda (1971) foram os primeiros a mostrar que a amigdala continha células
gue respondiam a um som previamente pareado com um choque. Desde entdo surgiu
na literatura uma imensa variedade de trabalhos a respeito do envolvimento da
amigdala na memadria emocional. Estudos de leséo (Phillips & LeDoux, 1992; Nader et
al., 2001), manipulacdo farmacoldgica (Davis & Myers, 2002; Wilensky et al., 2006;
1999), registros eletrofisioldgicos (Bauer et al., 2002; Quirk et al., 1995; Repa et al.,
2001; Maren, 2000) e estudos bioquimicos, genéticos e moleculares (Scicli et al., 2004;
Han et al., 2007; Impey et al., 1998) sugerem a participacdo desta regido e de nucleos
especificos no condicionamento classico aversivo (para revisdo ver Kim & Jung, 2006).

As vias neurais do condicionamento classico de medo ao som e a luz em ratos
foram exaustivamente estudadas pelos laboratérios dos pesquisadores Joseph LeDoux
(utilizando o congelamento como resposta de medo) e Michael Davis (utilizando a
potenciacdo do sobressalto como resposta de medo). Considerando as vias auditivas
que trazem informagfes a respeito do estimulo sonoro, foi verificado que a lesdo do
corpo geniculado medial (CGM) bem como do coliculo inferior (uma das principais
regides que aferenta o CGM) prejudicam as respostas condicionadas comportamentais
e autondmicas de medo condicionado ao som (LeDoux et al., 1983; Campeau & Davis,
1995). E interessante notar que a lesdo do cortex auditivo parece n&o prejudicar essas
mesmas respostas (LeDoux et al., 1983). Esses dados estariam de acordo com outros
trabalhos na literatura, que mostraram que lesBes corticais, ou até mesmo
decorticacdo, néo prejudicam a resposta condicionada aversiva de piscar em coelhos
(Thompson & Krupa, 1994). Posteriormente, Romanski e LeDoux, em 1992, mostraram

gue tanto a via direta talamo-amigdala quanto a via indireta tdlamo-cértex-amigdala
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sdo suficientes para a aquisicdo do condicionamento de medo ao som e,
provavelmente no cérebro intacto, desempenham papéis diferentes neste processo, de
acordo com suas caracteristicas hodologicas. Por exemplo, neurdnios da amigdala
exibem eventos de plasticidade induzidos pelo treino do animal antes dos neurdnios do
cortex auditivo, o que pode indicar que esta via é ativada primeiramente durante o
medo condicionado (Quirk et al., 1995; 1997). Além disso, a via CGM-amigdala
mostrou ser seletiva em prejudicar o condicionamento aversivo ao estimulo sonoro,
sendo que o condicionamento classico de medo a luz ndo foi afetado por lesdo de
CGM (Campeau & Davis, 1995).

A entrada de estimulos de uma Unica modalidade sensorial, incluindo os
auditivos, na amigdala ocorre principalmente no LA (LeDoux et al., 1990a; Amaral et
al., 1992) e a leséo do LA interfere no condicionamento de medo ao som (LeDoux et
al.,, 1990b; Campeau & Davis, 1995; Goosens & Maren, 2001). Estudos de registro
unitario mostraram que as respostas eliciadas pelo estimulo condicionado nos
neurdnios do LA sdo modificadas apds o pareamento com o estimulo incondicionado
(Quirk at al., 1995; 1997). A potenciacéo de longa duragéo (LTP, do inglés “long term
potentiation”), sugerida por muitos como um mecanismo mnemoénico sindptico, foi
verificada no LA tanto in vitro quanto in vivo (Rogan et al., 1997; Clugnet & LeDoux,
1990). Ainda, um estudo mostrou que, em um paradigma modificado de medo
condicionado em gatos, neurdnios do LA diminuem a taxa de disparo frente a um
estimulo que foi explicitamente ndo pareado ao estimulo incondicionado durante o
treino do animal nesta tarefa (Collins & Paré, 2000). Outros nucleos da amigdala
também apresentam plasticidade sinéptica induzida pelo estimulo condicionado, como
por exemplo, o BLA (Maren & Fanselow, 1995) e o CeA (Pascoe & Kapp, 1985). No
primeiro exemplo, foram verificados fenémenos de plasticidade sinaptica na via
subiculum-BLA (Maren & Fanselow, 1995), e estas conexdes parecem ser a via pela
qual os estimulos ditos contextuais analisados pela formagédo hipocampal atingem o
BLA (para revisdo ver Maren, 2001). Esses dados estariam de acordo com o fato de
gue a lesdo de hipocampo prejudica o condicionamento de medo ao contexto (Phillips
& LeDoux, 1992; 1994; Kim & Fanselow, 1992; Maren & Fanselow, 1997).

De acordo com o modelo atual a convergéncia dos estimulos condicionado e
incondicionado no complexo basolateral da amigdala aumentaria a eficacia sinaptica
dos neurdnios desta regido (Paré et al., 2004; LeDoux, 2000; Walker & Davis, 2000).

Assim, uma subsequente apresentagdo do estimulo condicionado sozinho evocaria
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respostas eletrofisiolégicas maiores (no caso do estimulo condicionado auditivo) nos
neurénios do LA (Collins & Paré, 2000; Quirk et al., 1995; Repa et al., 2001). Projecdes
diretas do LA para o BLA, e deste para ao CeA eliciariam as respostas condicionadas
de medo via eferéncias do CeA a diferentes regides do tronco encefalico (Davis 1992,
Maren 2001; LeDoux, 2000). Recentemente alguns dados surgiram na literatura
mostrando que o CeA por si s6 também pode ser a regido de associacdo entre 0s
estimulos (para revisado ver, Paré et al., 2004), pois, como citado anteriormente, essa
regido também apresenta eventos de plasticidade associados ao condicionamento
(Pascoe & Kapp, 1985) e conexdes diretas com os relés auditivos talamicos (LeDoux et
al.,, 1990a; Linke et al., 2000; Turner & Herkenham, 1991). No mesmo sentido, a
administracdo de muscimol (agonista do receptor GABA A) no CeA - método conhecido
como inativagdo temporaria - prejudica a aquisicdo do condicionamento de medo
(Wilensky et al., 2006).

Varios estudos examinaram a funcdo do CeA na expressdo do aprendizado
dependente da amigdala. As respostas de congelamento, potenciacdo do sobressalto,
aumento da frequéncia cardiaca e alteragdes neuroenddcrinas sdo mediadas pelo CeA
e parecem depender das distintas eferéncias do CeA ao tronco encefélico e as areas
hipotalamicas (respectivamente, substancia cinzenta periaguedutal (PAG), nucleo
pontino caudal, hipotdlamo lateral e nucleo paraventricular do hipotalamo (Kapp et al.,
1979; Hitchcock & Davis, 1991; Kim et al., 1993; LeDoux et al., 1988; De Oca et al.,
1998). A expressao emocional destas respostas condicionadas pode entdo ser
mediada por conexdes do cBLA ao CeA, o qual envia projecées a outras regides
cerebrais que seriam capazes de coordenar respostas comportamentais, enddcrinas e
autondémicas, formando uma resposta emocional integrada (Galagher & Chiba, 1996).
LeDoux et al. (1988) mostraram que as respostas comportamentais e autondémicas
condicionadas foram separadamente prejudicadas por lesdes seletivas de algumas
regides inervadas pelo CeA. Por exemplo, a lesdo do hipotalamo lateral prejudicou
somente a resposta autondmica condicionada, ja a lesdo da PAG caudal prejudicou
somente a resposta de congelamento ao som previamente pareado com o choque
(LeDoux, et al., 1988).

Os resultados citados acima levaram a elaboragdo de um modelo de
funcionamento serial da amigdala (LA-BLA-CeA) no medo condicionado a diferentes
modalidades de estimulos condicionados (para revisdes ver LeDoux, 1993; Pitkanen et
al., 1997). Como os neurdnios do LA n&o projetam diretamente para os neurdnios da
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via de saida da amigdala, que se encontram na por¢cdo medial do CeA (para revisdo
ver, Paré et al., 2004), o LA enviaria as informa¢cBes sobre a associacdo entre os
estimulos para o CeA através de um relé sinaptico no nucleo BLA, de acordo com esse
modelo serial. Contudo, alguns trabalhos da literatura ndo verificaram efeito de lesGes
do BLA no condicionamento aversivo discreto (Nader et al., 2001; Anglada-Figueroa &
Quirk, 2005). Nader et al. (2001) verificou que apenas a lesédo dos nucleos LA e CeA
afetaram o desempenho da tarefa de condicionamento de medo ao som. Esses
resultados sugerem que, pelo menos para a tarefa de condicionamento de medo ao
som, exista outro sistema de funcionamento entre os nudcleos da amigdala em
contraposicao ao sistema serial descrito (para revisédo ver Everitt et al., 2003; Pare et
al., 2004). De fato, alguns dados recentes encontrados na literatura estdo de acordo
com a idéia de que existem vias alternativas capazes de suportar o medo condicionado
na auséncia de estruturas amigdalares classicamente envolvidas nestes tipos de tarefa,
como por exemplo o BLA (Ponnusamy et al., 2007). A existéncia de diferentes vias
existentes na amigdala também foi observada em outras tarefas associativas
pavlovianas como, por exemplo, o condicionamento classico apetitivo (para revisédo ver
Everitt et al., 2003). Neste paradigma foi observado que a resposta de orientacao
condicionada a um estimulo pareado com comida parece depender do CeA, mas nao
do BLA (Gallagher et al., 1990).

A fungdo da amigdala na memdria emocional também néo é limitada a aquisicao
e expressdo da associacdo pavloviana. Existem muitas evidéncias na literatura
atribuindo um papel ao BLA na modulagéo da consolidagéo de outros tipos de memdria
(para revisao ver McGaugh, 2004; McGaugh et al., 2002). De acordo com este modelo,
a modulacdo da consolidagdo de memorias pelo BLA seria dependente de uma série
de neurotransmissores e hormoénios que agiriam neste nucleo, como por exemplo 0s
horménios do estresse (glicocorticoides) e os produtos dos sistemas noradrenérgico e
colinérgico. Além disso, o BLA interagiria com outros sistemas cerebrais na
consolidacdo dos diferentes tipos de memdria (para revisdo ver McGaugh, 2004). Por
exemplo, Packard e Teather (1998), utilizando as versdes espacial e de pista no
labirinto aquatico de Morris, verificaram que a administracdo intra-amigdala de
anfetamina melhorou o desempenho dos animais nas duas versdes da tarefa. Mas
esse efeito foi revertido na versdo espacial, pela administracdo de lidocaina (um
farmaco que bloqueia canal de Na*) no hipocampo, mas n&o no estriado. Por outro
lado, a administracao de lidocaina no estriado bloqueou a melhora de desempenho na
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versao de pista da tarefa, induzida pela administracdo de anfetamina na amigdala. Ja a
administracdo de lidocaina no hipocampo ndo apresentou efeito sobre a melhora de
desempenho na versao de pista induzida pela anfetamina na amigdala. Esses achados
confirmam a dupla dissociacéo entre as fun¢des do hipocampo e estriado ha memoria,
bem como sugerem que a amigdala exerce uma funcdo modulatéria em ambos 0s
sistemas de memoria: hipocampo-dependente e estriado-dependente.

O envolvimento da amigdala na consolidacdo da memoria é particularmente bem
descrito em tarefas de aprendizagem e memodria emocional que apresentam
componentes instrumentais, como por exemplo a esquiva inibitéria. Esta tarefa consiste
basicamente em uma sesséo de treino, na qual o animal € punido com um choque nas
patas apés emitir um determinado comportamento (passar de um compartimento da
caixa de esquiva para outro ou descer de uma plataforma), e em uma sessao de teste
de retencdo, na qual o tempo (laténcia) que o animal leva para emitir 0 mesmo
comportamento € registrado e utilizado como uma medida de aprendizagem. Apdos o
treino da tarefa de esquiva inibitéria, a taxa de disparo dos neurbnios do BLA
permanece aumentada por 2 horas e a reducdo da atividade desta regido neste
periodo prejudica a memoria do evento aversivo (Pelletier et al.,, 2004; Cahil &
McGaugh, 1998; Izquierdo & Medina, 1993). No mesmo sentido, a administracdo de
drogas que aumentam a atividade da BLA, quando injetadas até duas horas apos o
treino da esquiva, melhora o desempenho do animal no teste (Hatfield & McGaugh,
1999; Ferry & McGaugh, 1999). E assim como nos resultados observados em tarefas
de labirinto, na consolidagéo da tarefa de esquiva inibitoria parece existir uma interacao
entre a amigdala e o hipocampo. Alguns autores verificaram que a melhora de
desempenho da tarefa de esquiva, induzida por administracdo de glicocorticéide
sintético no hipocampo, foi bloqueada pela administragcdo de antagonistas de f-
adrenoceptores ou lesdo na BLA (Roozendaal & McGaugh, 1997; Roozendal et al.,
1999). Em resumo, os resultados indicam existir uma modulagdo da amigdala na
consolidagcao de tarefas hipocampo-dependentes. Por outro lado, o papel do cBLA na
consolidacdo de memorias aversivas ndo foi verificado quando se utiliza o
condicionamento classico de medo. Infusdo de muscimol no cBLA, imediatamente apés
o treino do animal nesta tarefa, ndo prejudicou o desempenho dos animais durante os
testes de condicionamento de medo ao som e ao contexto, ao passo que esta mesma
manipulacdo antes do treino prejudicou a tarefa (Wilensky et al., 1999; 2000). Um

resultado semelhante foi obtido pela infusdo de um antagonista do receptor
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glutamatérgico do tipo NMDA (Maren et al., 1996b). Assim, parece que a funcdo da
amigdala na aquisicdo e expressdo ou na consolidacdo da memdria emocional
depende de caracteristicas associativas e instrumentais intrinsecas da tarefa
comportamental utilizada (Vazdarjanova & McGaugh, 1998; 1999; Wilensky et al.,
1999; 2000).

Independente da funcdo que o cBLA exerca nas diferentes fases da memdria
emocional associativa ou instrumental, os estudos citados previamente sugerem a
existéncia de uma interacdo da amigdala com outras estruturas cerebrais na mediacao
de tarefas mnemobnicas. Por exemplo, tanto a amigdala quanto o hipocampo sao
importantes para a tarefa de condicionamento de medo ao contexto, pois as lesdes
destas estruturas prejudicam o desempenho dos animais (Kim & Fanselow, 1992;
Phillips & LeDoux, 1992). Em um elegante estudo, foi verificado que a elevagédo dos
niveis de RNAm da proteina c-fos e da proteina Arc — produtos de genes de expressao
imediata - no hipocampo (induzidos pela associacdo de um contexto com o choque)
foram bloqueados pela administracdo de muscimol no BLA . E ainda que esse aumento
nos niveis de Arc e RNAm do c-fos induzidos no hipocampo pela simples exposi¢édo ao
ambiente ndo foi bloqueado pela infusdo de muscimol no BLA (Huff et al., 2006),
sugerindo que a interagdo BLA-hipocampo € importante na associacdo do ambiente
com o estimulo incondicionado. Alguns trabalhos também relataram que a LTP
hipocampal parece sofrer modulacdo via acdo dos hormoénios do estresse regulada
pelo BLA (Kim et al., 2001; Akirav & Richter-Levin, 2002).

Com relacdo ao condicionamento classico de medo a um estimulo discreto, ndo
existem trabalhos que relatam a interacdo da amigdala com outras regiées cerebrais,
com excecao daquelas estruturas que sabidamente participam da resposta de medo
condicionado e que recebem projecdes do CeA (tronco encefalico e hipotalamo).
Apesar do estriado ndo fazer parte da circuitaria classica que medeia o medo
condicionado (como a amigdala), existem evidéncias na literatura que indicam um
possivel envolvimento desta estrutura em tarefas pavlovianas. Em 1978, Powel et al.,
mostraram que a lesdo desta estrutura prejudica a aquisicdo da resposta condicionada
de piscar da membrana nictitante em coelhos. De fato, dados recentes do nosso
laboratdrio (Ferreira et al., 2003) revelaram que o estriado estéd envolvido na mediacao
do condicionamento classico de medo auditivo, mas ndo do condicionamento de medo

contextual.
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Conexdo funcional entre a amigdala e o estriado foi sugerida por Cahill e
McGaugh, em 1993, pois a administragcdo intra-amigdala de NMDA — um aminoéacido
excitatério — induz expressdo da proteina c-fos no estriado e no hipocampo. Esta
conexdo funcional pode ser embasada nas relagbes anatomicas diretas que existem
entre o cBLA e o estriado, ou indiretas entre o CeA e a substancia negra compacta e
regido retrorubral e destas para a regiao do estriado (Kelley et al., 1982; McDonald,
1991; Gonzales & Chesselet, 1990). Além disso, um recente estudo mostrou que as
projecoes diretas do BLA para a regido do estriado ventral facilita a LTP cortico-estriatal
via receptores NMDA (Popescu et al., 2007).

Existem alguns indicios de que a conexao entre a amigdala e o estriado possa ser
importante na mediacdo de tarefas de aprendizagem e memodria associativa
pavloviana. Alguns autores jA demonstraram que tanto o estriado quanto a amigdala
estdo envolvidos na resposta de orientacdo condicionada a pista pareada com comida.
Lesdo do nudcleo central da amigdala afeta a aquisicdo da resposta de orientacdo
condicionada a pistas de modalidade visuais ou aditivas, mas nao afeta a orientacéo
espontdnea a pistas apresentadas como novo estimulo, anteriormente ao
condicionamento (Gallagher et al., 1990). Em 1997, Han et al. usaram um modelo de
lesdo assimétrica (ou desconexdo funcional) para examinar o papel da amigdala e do
estriado dorsal na aprendizagem associativa apetitiva. Como as projecdes da
amigdala sdo predominantemente ipsilaterais (Pitkdnen, 2000), este modelo permite
estudar o papel de uma determinada circuitaria cerebral, em uma tarefa cognitiva em
particular. Efetuando uma les&o unilateral da amigdala em um hemisfério cerebral e
uma lesdo unilateral do estriado dorsal no hemisfério contralateral, os autores
verificaram que os animais lesados tiveram prejuizo em adquirir a resposta de
orientacdo condicionada, mas ndo tiveram prejuizo na orientacdo espontanea e
também em outras respostas aprendidas, como se aproximar da recompensa (comida)
— estimulo incondicionado (Han et al., 1997), sugerindo a participacdo desta circuitaria
neste tipo de aprendizagem associativa.

Muitos trabalhos utilizaram o modelo de desconexdo funcional para avaliar o
papel de diferentes regides cerebrais em um determinado comportamento (Di Ciano &
Everitt, 2004; Everitt et al., 1991; Han et al., 1997; Warburton et al., 2000; 2001). Esse
procedimento € baseado na premissa de que manipulacdes unilaterais (em lados
opostos do encéfalo) de duas estruturas interconectadas deveriam causar um prejuizo

funcional apenas se existisse uma interacao serial entre estas estruturas (Parkinson et
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al., 2000). Através deste tipo de manipulacdo, alguns autores mostraram que a
conexdo entre a amigdala e o estriado ventral sdo importantes para o fenébmeno de
auto-administragdo de cocaina em roedores (Di Ciano & Everitt, 2004) e para a tarefa
de preferéncia condicionada ao lugar por comida (Everitt et al., 1991). Aggleton et al.,
em uma série de estudos utilizando o modelo de desconexédo funcional, caracterizaram
o papel do hipocampo e de suas conexdes com estruturas diencefalicas, como os
corpos mamilares e 0s nudcleos talamicos, em tarefas espaciais hipocampo-
dependentes (Warburton et al., 2000; 2001; Aggleton & Brown, 2002).

Uma vez que a lesdo de estriado dorsal prejudica o desempenho dos animais
seletivamente na tarefa de condicionamento classico de medo ao som (Ferreira et al.,
2003), poderia ser esperado, de acordo com os estudos anteriores, que a circuitaria
envolvendo a amigdala e o estriado fosse importante para o condicionamento classico
de medo ao som, mas ndo ao contexto. Esta interacdo ja foi observada anteriormente
em outros paradigmas comportamentais, onde estimulos neutros adquirem valores
motivacionais, como por exemplo no condicionamento classico apetitivo (Han et al.,
1997).
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OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi investigar, através de métodos de leséo e
inativacdo temporaria, o envolvimento do estriado dorsal e das conexdes entre a
amigdala e o estriado dorsal nas tarefas de condicionamento de medo ao som e ao
contexto. Para isto, este trabalho apresenta-se dividido em trés etapas, com 0s
seguintes objetivos especificos:

Etapa 1:
> Verificar o efeito de lesBes pré-treino bilaterais de estriado
dorsal, nucleo central da amigdala e lesGes assimétricas de CeA-estriado

dorsal nas tarefas de condicionamento de medo ao som e ao contexto.

Etapa 2:
> Verificar o efeito de lesbes pré-teste bilaterais de estriado
dorsal nas tarefas de condicionamento de medo ao som e ao contexto, e,
de lesBes assimétricas de CeA-estriado dorsal na tarefa de

condicionamento de medo ao som.

Etapa 3:
> Verificar, através do método de inativagdo temporaria, o
papel do estriado na aquisi¢cdo/consolidagcdo do condicionamento classico
de medo ao som, assim como a participacdo das conexdes entre o CeA-
estriado dorsal na aquisi¢cao e consolidagao desta tarefa.
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ETAPA 1

ETAPA 1 - EFEITOS DAS LESOES PRE-TREINO DE ESTRIADO DORSAL E
AMIGDALA NAS TAREFAS DE CONDICIONAMENTO DE MEDO AO SOM E

AO CONTEXTO.

A ETAPA 1 do presente trabalho teve como objetivo geral verificar os efeitos das
lesdes pré-treino de estriado dorsal e do ndcleo central da amigdala (CeA) sobre as

tarefas de condicionamento de medo ao som e ao contexto.

MATERIAIS E METODOS GERAIS

Animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos, de 2-3 meses de idade, pesando de 280 a
350 gramas, mantidos em grupos de 6 animais por gaiola (30x16x18 cm), provenientes
do biotério do Departamento de Psicobiologia da UNIFESP-EPM. Os animais foram
mantidos em condi¢des controladas de temperatura (23 + 2°C) e periodo claro/escuro
de 12/12 horas (o periodo claro comegando as 7 horas da manhd), com livre acesso ao
alimento e a 4gua (ad libitum).

Cirurgia

Cada rato foi anestesiado com xilasina na dose de 10mg/kg e quetamina na dose
de 90mg/kg, intraperitonealmente. O animal foi colocado em um aparelho estereotaxico
David Kopf, sendo realizada entdo uma incisdo na pele da cabeca para expor o cranio
e um orificio foi aberto para introducéo de eletrodos de aco inoxidavel isolados, de 0,5
mm de didmetro e ponta exposta de aproximadamente 0,7 mm. Através do eletrodo foi
passada uma corrente anddica de 1 mA durante 10 segundos para cada ponto de lesao
do nucleo central da amigdala, tendo por terra um outro eletrodo ligado a borda da pele
incisada. Para a lesdo eletrolitica de estriado dorsal foi passada uma corrente anddica
de 5 mA por 10 segundos para cada ponto de lesédo. Depois de efetuada a leséo, a
pele da cabeca do animal foi suturada e o animal recebeu injec6es de pentabidtico (0,2
ml, i.m.) e de diclofenaco sédico (0,2 ml, i.p), mantido em ambiente aguecido por uma
lampada de 15 W até a recuperagdo da anestesia.
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Nos ratos do grupo controle o procedimento foi idéntico ao executado nos animais

experimentais, com excecao de que nenhuma corrente foi aplicada.

As coordenadas estereotaxicas (Paxinos e Watson, 1997a) para leséo eletrolitica
do nucleo central da amigdala usadas neste experimento foram:
e 2,0 mm e 2,6 mm posterior ao bregma;
e 4,0 mm lateral a linha média (direita e/ou esquerda - escolhida ao acaso e
balanceada entre os hemisférios, para o grupo de animais com lesao
unilateral);

¢ 8,1 mm abaixo da superficie do cranio.

Para a lesdo eletrolitica de estriado dorsal foram usadas as seguintes
coordenadas estereotaxicas (Paxinos e Watson, 1997a):

e 0,7 mm posterior ao bregma;
e 2,5mm e 3,5 mm lateral a linha média (direita e/ou esquerda - escolhida ao
acaso e balanceada entre os hemisférios, para o grupo de animais com lesao
unilateral);
e 45 mm e 50 mm abaixo da superficie do cranio, de acordo com a
coordenada lateral.

Os animais foram submetidos a um periodo minimo de recuperacgéo da cirurgia de

7 dias, antes de serem iniciados 0s testes comportamentais.

Aparelhos

Para a tarefa de condicionamento classico de medo, foi utilizada uma caixa de
condicionamento (Figura 2). A caixa (base: 21 x 26 cm; altura: 27,5 cm) é formada por
paredes pretas e apresenta, afixados em cada uma delas, alguns padrbes visuais (5
guadrados de 6 x 6 cm, de cartolina branca). A tampa do aparelho consiste em uma
placa de acrilico transparente por onde foi observado o comportamento do animal. A
base da caixa acrilica é formada por barras metalicas condutoras de corrente elétrica
dispostas em paralelo (cada barra medindo 0,4 cm de diametro e distantes 1,2 cm uma
da outra) e conectadas a um gerador de choque elétrico Ugo Basile (Passive
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Avoidance controler mod. CAT7551), que produz uma corrente de 1mA, provocando
choque nas patas do animal.

Para o teste de condicionamento classico de medo ao som foi utilizada uma
camara de teste cilindrica, branca, medindo 35 cm de didmetro x 60 cm de altura, e
uma tampa transparente com orificios circulares (Figura 3). Os aparelhos foram
mantidos em salas diferentes, limpos com diferentes substancias e foi acoplado a

ambos um gerador de som (80dB), utilizado como estimulo condicionado.

r

Figura 2 — Caixa de condicionamento Figura 3 — Camara de teste
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Procedimento Comportamental
Foram utilizados diferentes grupos de animais para cada teste comportamental.

Condicionamento Classico de Medo ao Som

No dia 1, Treino, ap6s o periodo de recuperagdo da cirurgia e sem distingéo entre
animais controles e lesédo, cada animal foi colocado, individualmente e por 5 minutos,
na caixa de condicionamento e, apds este periodo, recebeu cinco pareamentos som-
choque (estimulo condicionado-estimulo incondicionado). O som teve duracdo de 5
segundos e no ultimo segundo foi liberado um choque nas patas (de 1 segundo de
duragéo). Foi mantido um intervalo de 30 segundos entre cada pareamento. Trinta
segundos apdés o ultimo pareamento, cada animal foi retirado do aparelho e colocado
de volta a caixa moradia. O treino teve duracgéo total de 7 minutos e 30 segundos.

No dia 2, Teste, 24 horas apds o treino, cada animal foi colocado na camara
cilindrica de teste (novo contexto) onde permaneceu por 6 minutos. Durante o quarto e
guinto minutos de permanéncia na camara, apenas o estimulo condicionado (som) foi
apresentado 5 vezes ao animal, com o0 mesmo padrao do dia do treino, comec¢ando no
final do terceiro minuto. O tempo de congelamento -“freezing”™, definido como uma
completa imobilidade do animal, com auséncia de movimento de vibrissas e de
farejamentos (Fanselow e Bolles, 1979), foi registrado continuamente durante os 6
minutos do teste comportamental com um crondmetro, minuto a minuto, antes e depois
da apresentagdo do som, sendo o tempo de congelamento por minuto utilizado como

medida de condicionamento.

Condicionamento Classico de Medo ao Contexto

No dia 1, Treino, ap0s o periodo de recuperacdo da cirurgia, cada animal foi
treinado exatamente como descrito anteriormente para a tarefa de condicionamento
classico de medo ao som.

No dia 2, Teste, 24 horas ap6s o treino, o animal foi colocado no mesmo contexto
do treino, isto €, na caixa de condicionamento, e o tempo de congelamento foi
registrado continuamente, minuto a minuto, durante 5 minutos. Neste periodo néo
foram apresentados os estimulos de som e choque. O tempo de congelamento foi

utilizado como medida de condicionamento.
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Sacrificio dos Animais

Depois de concluido o procedimento experimental das tarefas comportamentais,
os animais utilizados foram sacrificados, usando-se hidrato de cloral em dose letal
(30%). Depois de sacrificados, o0s cérebros dos animais foram retirados e
posteriormente congelados, permanecendo em temperatura de -80°C.

Histologia

O procedimento histoldgico foi realizado utilizando-se criostato de congelamento
(temperatura interior mantida em torno de -18°C). Para cada cérebro, foram realizados
15-20 cortes com 40um de espessura cada. As regides incluiram os nucleos da
amigdala ou o estriado dorsal e adjacéncias, com suficiente margem de seguranca.
Depois de realizados os cortes, as laminas foram submetidas a coloragdo com violeta
de cresil e, posteriormente, foram montadas e limpas. Os dados histol6gicos obtidos
serviram para mostrar o local das lesdes, de acordo com o objetivo do experimento, e

também para visualizar a extensdo das mesmas.

Andlise Estatistica

Os parametros utilizados para a anadlise estatistica dos testes comportamentais
foram a média do tempo de congelamento por minuto na tarefa de Condicionamento
Classico de Medo ao Som e ao Contexto. Os resultados foram analisados através de
uma Andlise de Variancia (ANOVA) de duas vias com um dos fatores repetidos (Grupo
X Minuto) e seguidos de teste a posteriori de Tukey (p<0,05), quando necessario. Os
animais que nao apresentaram as lesbes adequadas, de acordo com o objetivo de
cada experimento, foram descartados da andlise estatistica.

O delineamento experimental de todos os experimentos realizados na ETAPA 1
pode ser visualizado na Figura 4.

7 dias 24 h
Cirurgia » Treino ——» Teste

Figura 4 — Delineamento experimental da ETAPA 1.
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EXPERIMENTO 1 - Efeitos das lesdes pré-treino bilaterais e unila terais de

estriado dorsal e CeA nas tarefas de condicionament o0 de medo ao som e ao

contexto.

O objetivo deste experimento foi verificar os efeitos de lesbes bilaterais e
unilaterais do nudcleo central da amigdala (Experimento 1 .1) e estriado dorsal
(Experimento 1.2) nas tarefas de condicionamento cladssico de medo ao som e ao

contexto.

Experimento 1.1. - Efeitos da lesdo unilateral e bilateral do CeA n o

condicionamento classico de medo ao som e ao contex to.

Procedimento experimental

Para verificar os efeitos da lesdo pré-treino do ndcleo central da amigdala nas
tarefas de condicionamento de medo ao som (experimento 1.1 A) e ao contexto
(Experimento 1.1 B), diferentes grupos de animais foram utilizados para cada tarefa
comportamental. Os animais receberam lesdes bilaterais, unilaterais ou cirurgia
controle de CeA, como descrito nos MATERIAIS E METODOS GERAIS. Apds a
recuperagdo da cirurgia, foram submetidos ao treino e teste das tarefas

comportamentais.

Resultados

Histologia

Os animais do grupo leséo bilateral e do grupo leséo unilateral apresentaram, de
uma forma geral, lesdo predominantemente do CeA, atingido as subdivisbes da porcao
medial e lateral deste nucleo. Alguns animais ainda apresentaram lesfes parciais dos
nucleos basolateral e também do nucleo medial da amigdala. Foram descartados da
analise comportamental animais com les6es que nao atingiram o CeA ou que

apresentaram lesfes extensas de outros nucleos da amigdala em qualquer dos
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hemisférios cerebrais. No experimento 1.1 A, nenhum animal foi descartado da anélise
comportamental. No experimento 1.1 B cinco animais n&o apresentaram lesdes
adequadas de CeA e foram descartados da andlise comportamental Os resultados
histolégicos estao representados na Figura 5.
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Figura 5 — Representacao dos resultados histologico @ sda ETAPA 1 e 2.

Fotografia de seccdes coronais do encéfalo do rato, coradas com cresil violeta, mostrando lesao
eletrolitica de estriado dorsal - ED - (A) e CeA (B). (C) - Representacbes esquematicas de cortes
coronais, mostrando a extens@o das menores (em cinza) e maiores (em preto) lesées eletroliticas de ED
— esquerda - e CeA — direita - (adaptado de Paxinos e Watson, 1997b). Ac: ndcleo accumbens; ac:
comissura anterior; BLA: nucleo basolateral da amigdala; cc: corpo caloso; CeA: ndcleo central da
amigdala; Cpu: caudado-putamen; ED: estriado dorsal; ic: cépsula interna; LA: nlcleo lateral da
amigdala; MeA: nicleo medial da amigdala; Pir: cortex piriforme; rf: fissura rinal; VP: pélido ventral.

31



ETAPA 1

Resultados comportamentais

1.1. A Efeito da lesdo unilateral e bilateral do Ce A no condicionamento classico
de medo ao som.

A Figura 6A mostra o desempenho de animais com lesao bilateral de CeA (n=11),
lesdo unilateral de CeA (n= 11) e animais controles (n= 10) no teste da tarefa de
condicionamento de medo ao som. A ANOVA de duas vias indicou que houve efeito
Grupo [Fpe29 = 8,97; p<0,001] e efeito Minuto [Fpa4s = 132,73; p<0,0001]
estatisticamente significativos. O teste a posteriori de Tukey para o efeito Grupo
mostrou que o0s animais com lesao bilateral foram estatisticamente diferentes dos
animais do grupo lesdo unilateral e controle (p<0,05), e o grupo controle e lesdo
unilateral ndo diferiram entre si. O efeito Interacdo (Minuto x Grupo) também foi
significativo [F(10,145y = 3,60; p<0,001). O teste a posteriori de Tukey revelou que o0s
animais de todos 0s grupos apresentaram um aumento no tempo de congelamento
apos a apresentacdo do som, mas 0s animais com lesdo bilateral permaneceram
menos tempo em congelamento do que os animais controles e com lesdo unilateral a

partir do terceiro minuto, ou seja apds a apresenta¢do do som (p<0,05).

1.1. B Efeito da lesdo unilateral e bilateral do Ce A no condicionamento classico
de medo ao contexto.

A Figura 6B mostra o desempenho na tarefa de condicionamento classico de
medo ao contexto de animais com lesao bilateral de CeA (n= 6), lesdo unilateral de
CeA (n= 8) e controles (n= 12). A ANOVA de duas vias mostrou que houve efeito
Grupo [F(,23 = 4,20; p<0,03] e efeito Minuto [Fa02) = 7,02; p<0,0001] estatisticamente
significativos. A interacao Minuto x Grupo [Fe2) = 0.86; p=0.54) ndo foi significativa. O
teste a posteriori de Tukey para o efeito Minuto mostrou que 0s animais aumentaram o
tempo de congelamento durante os 5 minutos de teste (p<0,05). O teste a posteriori de
Tukey para o efeito Grupo revelou que os animais com lesdo bilateral foram
estatisticamente diferentes dos animais do grupo lesao unilateral (p<0,05). Como pode
ser visto na figura, os animais do grupo leséo bilateral apresentaram menos tempo de
congelamento quando comparados aos animais com leséo unilateral. Por outro lado, os

animais dos grupos lesao unilateral e controle ndo foram diferentes entre si.
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Figura 6 — Efeitos da lesao unilateral e bilateral  do CeA no condicionamento classico de medo ao
som e ao contexto.

(A) Tempo de congelamento por minuto (média + erro padrédo) dos animais com lesdo bilateral de CeA
(Bi-CeA; n=11), lesdo unilateral de CeA (Uni-CeA; n=11) e controles (controle; n=10) no teste da tarefa
de condicionamento de medo ao som. (B) Média e erro padrdo do tempo de congelamento dos animais
com leséo bilateral de CeA (Bi-CeA; n=6), lesdo unilateral de CeA (Uni-CeA; n=8) e controles (controle;
n=12) no teste da tarefa de condicionamento de medo ao contexto.

*p<0,05, quando comparado ao grupo controle (ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de Tukey).
**p<0,05, quando comparado aos grupos controle e leséo unilateral (ANOVA de duas vias, seguida pelo

teste de Tukey).
# p<0,05, quando comparado ao grupo unilateral (ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de Tukey)
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Experimento 1.2. - Efeitos da lesdo unilateral e bilateral de estri ado dorsal no

condicionamento classico de medo ao som e ao contex to.

Procedimento experimental

Para verificar os efeitos da lesdo pré-treino de estriado dorsal nas tarefas de
condicionamento de medo ao som (experimento 1.2 A) e ao contexto (Experimento 1.2
B) também foram utilizados diferentes grupos de animais para cada tarefa
comportamental. Os animais receberam lesdes bilaterais, unilaterais ou cirurgia
controle de estriado dorsal, como descrito anteriormente, e, apés o periodo de
recuperagdo da cirurgia, foram submetidos ao treino e teste de cada tarefa

comportamental.

Resultados

Histologia

Os animais do grupo lesao bilateral e lesdo unilateral apresentaram lesGes na
porcdo anterior e dorsal do estriado, compreendendo as regibes dorsomedial e
dorsolateral. As lesdes atingiram o estriado desde a abertura do corpo caloso até o
cruzamento da comissura anterior, ou seja, atingiram grande por¢éo rostro-caudal
desta estrutura. Alguns animais apresentaram alargamento dos ventriculos laterais. No
experimento 1.2 A nenhum animal lesado foi descartado da andlise comportamental.
No experimento 1.2 B foi descartado apenas um animal por apresentar uma lesao
muito pequena de estriado dorsal em um dos hemisférios cerebrais. Os resultados

histolégicos estao representados na Figura 5.

Resultados comportamentais

1.2. A Efeito da lesdo unilateral e bilateral estriado dor  sal no condicionamento
classico de medo ao som.

A Figura 7A mostra os efeitos da leséo bilateral e unilateral no desempenho de
animais na tarefa de condicionamento de medo ao som. A ANOVA de duas vias

indicou que houve efeito Grupo estatisticamente significativo [F( 31 = 4,80; p=0,015]. O
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teste a posteriori de Tukey para o efeito Grupo mostrou que 0s animais com leséo
bilateral apresentaram menos tempo de congelamento quando comparados aos
animais controles (p<0,05). O efeito Minuto [F 155y = 182,16; p<0,0001] e o efeito
interacdo (Grupo x Minuto) [Faoaiss = 2,09; p=0,028] também foram significativos.
Como pode ser visto na figura, os animais com leséo bilateral (n= 10) apresentaram
menos tempo de congelamento quando comparados aos animais controles (n= 12),
apos a apresentacdo do som (p<0,05, teste a posteriori de Tukey). Os animais com
lesdo unilateral (n= 12) n&do foram diferentes dos animais controles em nenhum dos

minutos analisados (p>0,05, teste a posteriori de Tukey).

1.2. B Efeito da lesado unilateral e bilateral do estriado dorsal no condicionamento

classico de medo ao contexto.

As les@es bilaterais (grupo Bi-ED; n= 10) e unilaterais de estriado (grupo Uni-ED;
n= 10) ndo afetaram o desempenho da tarefa de condicionamento de medo ao
contexto quando comparadas ao grupo controle (n= 10) - ver Figura 7B. A ANOVA de
duas vias indicou que néo houve efeito Grupo [F27) = 1,33; p=0,28] e efeito interagao
(Minuto x Grupo) [Fs,108) = 0,34; p=0,94] estatisticamente significativos. O efeito Minuto
foi significativo [Fa 108y = 12,16; p<0,0001], e o teste a posteriori de Tukey para o efeito
minuto mostra que, de uma forma geral, 0os animais aumentaram o0 tempo de

congelamento no decorrer dos minutos analisados no teste comportamental (p<0,05).
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Figura 7 — Efeitos da lesado unilateral e bilateral do estriado dorsal no condicionamento classico

de medo ao som e ao contexto.

ED = estriado dorsal (A) Tempo de congelamento por minuto (média + erro padrdo) dos animais com
lesdo bilateral de ED (Bi-ED; n=10), lesao unilateral de ED (Uni-ED; n=12) e controles (controle; n=12)
no teste da tarefa de condicionamento de medo ao som. (B) Média e erro padrdo do tempo de
congelamento dos animais com lesdo bilateral de ED (BIi-ED; n=10), lesdo unilateral de ED (Uni-ED;
n=10) e controles (controle; n=10) no teste da tarefa de condicionamento de medo ao contexto.

*p<0,05, quando comparado ao grupo controle (ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de Tukey).
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EXPERIMENTO 2 - Efeitos das lesdes pré-treino assimétricas de Ce  A-estriado

dorsal nas tarefas de condicionamento de medo ao so m e ao contexto.

O objetivo deste experimento foi verificar os efeitos de lesdes pré-treino
contralaterais e ipsilaterais do nucleo central da amigdala e estriado dorsal nas tarefas
de condicionamento cladssico de medo ao som (experimento 2.1) e ao contexto

(experimento 2.2).

Experimento 2.1. Efeito da les&o contralateral e ip  silateral de CeA-estriado dorsal

no condicionamento classico de medo ao som.

Procedimento experimental

Neste experimento foi realizada uma lesdo de estriado dorsal em um hemisfério
cerebral, combinada com lesdo do nucleo central da amigdala no hemisfério
contralateral ou ipsilateral. Este paradigma de lesdo assimétrica permite investigar a
funcdo das conexdes entre a amigdala e o estriado na tarefa de condicionamento
classico de medo ao som. Foram utilizados trés grupos de animais: controles, leséo
contralateral de CeA-estriado dorsal e lesao ipsilateral de CeA-estriado dorsal. Apos o
periodo de recuperacdo da cirurgia estereotdxica os animais foram submetidos ao

treino e teste a tarefa de condicionamento de medo ao som.

Resultados

Histologia

Foram incluidos na analise comportamental apenas 0s animais que apresentaram
lesdo unilateral de nuacleo central da amigdala, como descrito nos resultados
histologicos do experimento 1.1, e que apresentaram contralateral ou ipsilateral a leséo
do nudcleo central, lesdo unilateral de estriado dorsal, como descrito no experimento
1.2. Apenas dois animais foram descartados da analise comportamental, um por
apresentar lesdo que atingiu grande porcéo do nucleo medial da amigdala e outro por

nao apresentar lesdo do CeA. Estes resultados estao representados na Figura 5.
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Resultados comportamentais

Como pode ser visto na Figura 8, a lesdo assimétrica contralateral de CeA-
estriado dorsal prejudicou o desempenho dos animais na tarefa de condicionamento
classico de medo ao som. A ANOVA de duas vias revelou que houve um efeito Minuto
estatisticamente significativo [Fs 155 = 118,59; p<0,0001], sendo que todos os grupos
apresentaram mais tempo de congelamento apds a apresentacdo do som (Tukey,
p<0,05). O efeito Grupo também foi significativo [Fp31y = 5,55; p<0,01] e o teste a
posteriori de Tukey indicou que o tempo de congelamento dos animais com leséo
contralateral foi diferente dos animais controles e dos animais com leséo ipsilateral
(p<0,05). A interagédo (Minuto x Grupo) também foi significativa [F(10,1s5) = 2,06; p=0,03],
e a analise a posteriori de Tukey mostrou que 0s animais do grupo lesdo contralateral
(n= 13) apresentaram menos tempo de congelamento que os animais controles (n= 12)
e com lesao ipsilateral (n= 9) durante o quinto minuto do teste (p<0,05). Além disso, 0s
animais com lesdo contralateral também apresentaram tempo de congelamento

diferente dos animais controles, no ultimo minuto durante a sessao de teste (p<0,05).
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Figura 8 — Efeito da lesédo contralateral e ipsilate  ral de CeA-estriado dorsal no condicionamento
classico de medo ao som.

ED = estriado dorsal. Tempo de congelamento por minuto (média + erro padrédo) dos animais com lesédo
contralateral de CeA-ED (Contra CeA-ED; n=13) e lesédo ipsilateral de CeA-ED (Ipsi CeA-ED; n=9) e
controles (controle; n=12) no teste da tarefa de condicionamento de medo ao som.

*p<0,05, quando comparado ao grupo controle (ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de Tukey).
**p<0,05, quando comparado aos grupos controle e leséo unilateral (ANOVA de duas vias, seguida pelo
teste de Tukey).
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Experimento 2.2. Efeito da lesdo contralateral de CeA-estriado dors al no

condicionamento classico de medo ao contexto.

Procedimento experimental.

Os animais receberam neste experimento lesdo contralateral de CeA-estriado
dorsal e foram submetidos a tarefa de condicionamento de medo ao contexto. Como a
lesédo bilateral de estriado dorsal ndo afetou o desempenho dos animais nesta tarefa
(experimento 1.2), ndo era esperado que a lesdo assimétrica de CeA-estriado dorsal
afetasse o desempenho dos animais na tarefa de condicionamento de medo ao
contexto. Sendo assim, apenas dois grupos de animais foram utilizados: controles e

animais com lesdo contralateral de CeA-estriado dorsal.

Resultados

Histologia

Foram incluidos na analise comportamental apenas 0s animais que apresentaram
lesdo unilateral de nuacleo central da amigdala, como descrito nos resultados
histologicos do experimento 1.1, e que apresentaram contralateral a lesdo do nucleo
central, leséo unilateral de estriado dorsal, como descrito no experimento 1.2. Neste
experimento, nenhum animal foi excluido ap6s a analise histolégica. Estes resultados

estao representados na Figura 5.

Resultados comportamentais

A lesdo assimétrica contralateral de CeA-estriado dorsal ndo afetou o
desempenho dos animais na tarefa de condicionamento classico de medo ao contexto
(ver Figura 9). A ANOVA de duas vias mostrou que o efeito Grupo nao foi significativo
[Fa20 = 0,83; p=0,37], 0 mesmo ocorrendo com o efeito Interagdo (Minuto x Grupo)
[Fuso = 1,5; p=0,20]. Contudo, o efeito Minuto foi significativo [Fusgy = 13,77,
p<0,0001]. O teste a posteriori de Tukey para este efeito revelou que os animais do
grupo controle (n= 12) e do grupo lesao (n= 10) apresentaram um aumento no tempo
de congelamento no decorrer dos minutos do teste comportamental (p<0,05).
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Condicionamento de medo ao contexto
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Figura 9 — Efeito da lesdo contralateral de CeA-est riado dorsal no condicionamento classico de
medo ao contexto.

ED = estriado dorsal. Tempo de congelamento por minuto (média + erro padrédo) dos animais com lesédo
contralateral de CeA-ED (Contra CeA-ED; n=10) e controles (controle; n=12) no teste da tarefa de
condicionamento de medo ao contexto.
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Em resumo os resultados observados na ETAPA 1 do presente estudo mostraram que:

1)

2)

3)

4)

A lesédo bilateral do nucleo central da amigdala prejudicou o desempenho dos
animais na tarefa de condicionamento cladssico de medo ao som, e este efeito
nao foi observado apds a lesé@o unilateral desta estrutura (Experimento 1.1 A). A
lesao bilateral do nucleo central da amigdala também prejudicou o desempenho
dos animais na tarefa de condicionamento classico de medo ao contexto,

guando comparados aos animais com leséo unilateral (Experimento 1.1 B).

A leséo bilateral de estriado dorsal prejudicou o desempenho dos animais na
tarefa de condicionamento classico de medo ao som, efeito este que nao foi
observado ap0s a lesdo unilateral desta regido cerebral (Experimento 1.2 A). Por
outro lado, nem a leséo bilateral de estriado, nem a lesdo unilateral desta regiao
prejudicaram o desempenho da tarefa de condicionamento classico de medo ao
contexto (Experimento 1.2 B).

No experimento 2.1 foi observado que a lesdo assimétrica contralateral do
nucleo central da amigdala e estriado dorsal afetou o desempenho dos animais
na tarefa de condicionamento de medo ao som, ao passo que a lesdo destas
mesmas estruturas no mesmo hemisfério cerebral ndo interferiu no desempenho

dos animais nesta tarefa.

No ultimo experimento realizado na ETAPA 1 (experimento 2.2), foi verificado
gue a lesdo assimétrica contralateral do nucleo central da amigdala e do
estriado dorsal néo interferiu no desempenho da tarefa de condicionamento

classico de medo ao contexto.
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ETAPA 2 - EFEITOS DAS LESOES PRE-TESTE DE ESTRIADO DORSAL E
AMIGDALA NAS TAREFAS DE CONDICIONAMENTO DE MEDO AO SOM E
AO CONTEXTO.

A ETAPA 2 teve como objetivo geral verificar os efeitos das lesGes pré-teste de
estriado dorsal e do CeA sobre a tarefa de condicionamento de medo ao som e ao

contexto.

MATERIAIS E METODOS GERAIS

Animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos, de 2-3 meses de idade, pesando de 280 a
350 gramas, mantidos em grupos de 4 animais por gaiola (30x16x18 cm), provenientes
do biotério do Departamento de Psicobiologia da UNIFESP-EPM. Os animais foram
mantidos em condi¢des controladas de temperatura (23 + 2°C) e periodo claro/escuro
de 12/12 horas (0 periodo claro comegando as 7 horas da manhd), com livre acesso ao

alimento e a agua (ad libitum).

Aparelhos
Para as tarefas de condicionamento classico de medo ao som e ao contexto foram

utilizadas a caixa de condicionamento e a camara de teste descritas na ETAPA 1.

Procedimento Experimental

No dia 1, Treino, cada animal foi colocado individualmente na caixa de
condicionamento e, apés 5 minutos, recebeu cinco pareamentos som-choque. Os
parametros utilizados para o treino do animal nos experimentos da ETAPA 2 foram
idénticos aqueles descritos nos MATERIAIS E METODOS GERAIS da ETAPA 1.

Apés exatos 14 dias do treino da tarefa de condicionamento classico de medo,
todos os animais foram anestesiados e receberam lesdo eletrolitica no nucleo central
da amigdala e estriado dorsal, da mesma forma descrita na ETAPA 1. As coordenadas
estereotaxicas utilizadas foram idénticas as descritas na ETAPA 1. Depois de efetuada

43



ETAPA 2

a lesdo, a pele da cabeca do animal foi suturada e o animal recebeu injecdes de
pentabidtico (0,2 ml, i.m.) e de diclofenaco sddico (0,2 ml, i.p), sendo mantido em
ambiente aquecido até a recuperacdo da anestesia. Nos ratos controles o
procedimento foi idéntico ao executado nos animais experimentais a excecao de que
nenhuma corrente foi aplicada.

Sete dias depois (periodo de recuperacdo da cirurgia), todos os animais foram
submetidos ao teste de condicionamento classico de medo ao som e ao contexto.
Foram utilizados grupos diferentes de animais para cada teste comportamental, os
guais foram conduzidos da mesma forma descrita nos experimentos da ETAPA 1, com

excecao de que ocorreram apos 21 dias do treino do animal.

Sacrificio dos Animais
Vinte minutos apds os testes de cada tarefa de condicionamento classico de
medo, cada animal foi sacrificado e os encéfalos foram imediatamente retirados e

congelados, permanecendo em temperatura de -80°C.

Histologia
O procedimento histologico realizado foi idéntico ao descrito nos materiais e
métodos da ETAPA 1.

Andlise Estatistica

Os parametros utilizados para a anadlise estatistica dos testes comportamentais
foram a média do tempo de congelamento por minuto na tarefa de Condicionamento
Classico de Medo ao Som e ao Contexto. Os resultados foram analisados através de
uma ANOVA de duas vias com um dos fatores repetidos (Grupo x Minuto) e seguidos
de teste a posteriori de Tukey (p<0,05), quando necessario. Os animais que nao
apresentaram as lesGes adequadas, de acordo com o objetivo de cada experimento,
foram descartados da andlise estatistica. O delineamento experimental de todos os
experimentos realizados na ETAPA 2 pode ser visualizado na Figura 10.
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. 14 dias . . 7 dias 20 min  Coletade
Treindg ——— Cirurgia —— Teste sangue "

Figura 10 — Delineamento experimental da ETAPA 2.
* No Experimento 2 desta etapa nao foi realizada a coleta de sangue.

EXPERIMENTO 1 : Efeitos da lesédo pré-teste de estriado dorsal na expressao da

resposta condicionada de medo ao som e ao contexto e nos niveis de ACTH
plasmaticos medidos apds o teste comportamental.

O objetivo deste experimento foi verificar os efeitos de lesbes bilaterais pré-teste
de estriado dorsal na expressao do condicionamento classico de medo ao som
(experimento 1 A) e ao contexto (experimento 1 B). Um segundo objetivo foi verificar os
efeitos da lesdo de estriado dorsal nos niveis plasmaticos de ACTH induzidos pelo
teste do condicionamento de medo. De acordo com os resultados observados na
literatura era esperado que a lesdo de estriado dorsal prejudicasse a resposta
somatomora de congelamento, mas nao a resposta neuroendocrina (ACTH) eliciada
pelo teste de condicionamento de medo.

Procedimento experimental

No primeiro experimento da ETAPA 2 foram utilizados dois grupos de animais
(controles e lesao bilateral de estriado), na tarefa de condicionamento de medo ao som
(experimento 1 A) e ao contexto (experimento 1 B). Diferentes grupos de animais foram
utilizados em cada tarefa comportamental. Apdés 14 dias do treino, 0os animais
receberam lesdo bilateral eletrolitica de estriado dorsal ou cirurgia controle. Sete dias
ap6s o procedimento cirdrgico, cada animal foi testado na tarefa de condicionamento
de medo ao som ou ao contexto. Vinte minutos apos o término do teste da tarefa
comportamental, cada animal foi sacrificado por decapitacdo, o sangue foi coletado e o
encéfalo do animal foi retirado para procedimento histoldgico.

Dosagem de ACTH
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As amostras de sangue coletadas por decapitagcdo do animal foram colocadas em
tubos com 0,2 ml de uma solucdo de 60mg/ml de EDTA. Apds a coleta, o sangue foi
centrifugado a 2300 rpm numa temperatura de 4°C durante 20 minutos, sendo que
apos esse procedimento o plasma foi extraido e congelado a -20° C.

Os niveis plasmaticos de ACTH foram determinados por quimioluminescéncia,
utilizando anticorpo monoclonal especifico (DPC Immulite, Los Angeles, CA, USA).

Para a analise estatistica dos niveis plasmaticos de ACTH, foi utilizado o teste t de
Student para amostras independentes. Um valor de p menor ou igual a 0,05 foi

considerado significativo.

Resultados

Histologia

Apds a analise histoldgica dos cérebros, foi verificado que todos os animais do
experimento 1.1 e do experimento 1.2 da ETAPA 2 apresentaram lesao bilateral do
estriado dorsal, que se estende desde a abertura do corpo caloso até o cruzamento da
comissura anterior, da mesma forma descrita nos experimentos 1.2 da ETAPA 1. (ver
Figura 5)

Resultados comportamental e hormonal

1. A Efeito da lesé@o bilateral pré-teste de estriado dor sal no condicionamento
classico de medo ao som.

A leséo bilateral do estriado dorsal realizada antes do teste do animal na tarefa de
condicionamento de medo ao som prejudicou o desempenho dos animais (ver Figura
11A). A ANOVA de duas vias revelou que os efeitos Grupo [F,21) = 20,42; p= 0,0002],
Minuto [F105) = 396,06; p<0,0001] e a interacao (Grupo X Minuto) [F 105 = 8,92;
p<0,00001] foram significativos. O teste a posteriori de Tukey para a interagéo revelou
gue os animais aumentaram o tempo de congelamento apds a apresentacdo do som,
mas que 0s animais com lesdo pré-teste de estriado dorsal (grupo Bi-ED; n= 11)

apresentaram menos tempo de congelamento, quando comparados aos animais
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controles (grupo controle; n= 12) nos trés ultimos minutos do teste, ou seja apds a
apresentacdo do som (p<0,05).

Na Figura 11B, podem ser observados os niveis plasmaticos de ACTH dos
animais controles (n= 12) e com leséo bilateral de estriado dorsal (n= 11) apds o teste
de condicionamento de medo ao som. O teste t de Student (t= -0,29; p= 0,77) revelou
gue os animais com lesdo bilateral pré-teste de estriado ndo apresentaram diferencas
nos niveis plasmaticos de ACTH, quando comparados aos animais controles apos o
teste da tarefa de condicionamento de medo ao som.
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Figura 11 — Efeito da lesdo bilateral pré-teste de  estriado dorsal no condicionamento classico de
medo ao som.

ED = estriado dorsal. (A) Tempo de congelamento por minuto (média + erro padrdo) dos animais com
lesdo bilateral de ED (Bi-ED; n=11) e controles (controle; n=12) no teste da tarefa de condicionamento de
medo ao som. (B) Média e erro padréo dos niveis plasméticos de ACTH dos animais com leséo bilateral
de ED (Bi-ED; n=11) e controles (controle; n=12) avaliados 20 minutos apds o teste da tarefa de
condicionamento de medo ao som,

*p<0,05, quando comparado ao grupo controle (ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de Tukey).
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1. B Efeito da lesdo bilateral pré-teste de estriado dor sal no condicionamento
classico de medo ao contexto.

Como pode ser visto na Figura 12A, os animais com lesédo pré-teste de estriado
dorsal (n=12) nao diferem dos animais controles (n= 10) no desempenho da tarefa de
condicionamento de medo ao contexto. A ANOVA de duas vias revelou que nédo houve
efeito Grupo estatisticamente significativo [F1,20) = 1,00; p=0,32], mas o efeito Minuto o
foi [F(a,80) = 14,55; p<0,0001]. Por sua vez, o efeito Interagéo (Grupo X Minuto) também
nao foi significativo [Fag0) = 0,28; p= 0,88].

A Figura 12B mostra os niveis plasmaticos de ACTH dos animais com lesdo
bilateral de estriado dorsal (n= 12) e controles (n= 10), apds o teste da tarefa de
condicionamento de medo ao contexto. Os niveis plasmaticos de ACTH avaliados apos
o teste de condicionamento de medo ao contexto ndo foram diferentes entre os animais

controles e com leséo bilateral de estriado dorsal (teste t de Student, t=-0,47; p=0,63).
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Figura 12 — Efeito da lesdo bilateral pré-teste de  ED no condicionamento classico de medo ao
contexto.

ED = estriado dorsal. (A) Tempo de congelamento por minuto (média + erro padrdo) dos animais com
lesdo bilateral de ED (Bi-ED; n=12) e controles (controle; n=10) no teste da tarefa de condicionamento de
medo ao contexto. (B) Média e erro padrao dos niveis plasméticos de ACTH dos animais com lesédo
bilateral de ED (Bi-ED; n=12) e controles (controle; n=10) avaliados 20 minutos ap0s o teste da tarefa de
condicionamento de medo ao contexto.
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EXPERIMENTO 2: Efeito das lesBes assimétricas contralateral e ip  silateral pré-

teste de CeA-estriado dorsal no condicionamento cla ssico de medo ao som.

O objetivo deste experimento foi verificar os efeitos de lesdes assimétricas
contralaterais e ipsilaterais do nucleo central da amigdala e estriado dorsal na
expressédo da tarefa de condicionamento classico de medo ao som.

Procedimento experimental

Neste experimento foram utilizados trés grupos de animais: animais que
receberam cirurgia controle (grupo controle), animais que receberam lesdo eletrolitica
de estriado dorsal combinada a leséo eletrolitica de nucleo central da amigdala no
hemisfério contralateral (grupo contralateral) e animais que receberam este mesmo tipo
de lesao realizada no mesmo hemisfério cerebral (grupo ispilateral). Apés 14 dias do
treino na tarefa de condicionamento de medo ao som, os animais foram submetidos a
cirurgia estereotaxica, como descrito anteriormente. Sete dias apds o procedimento
cirdargico, os animais foram submetidos ao teste da tarefa de condicionamento de medo
ao som. Ao término dos procedimentos comportamentais, 0s animais foram
sacrificados e os enceéfalos foram submetidos ao procedimento histolégico. O
delineamento experimental foi similar aos outros experimentos conduzidos na ETAPA 2
do presente trabalho, com a diferenca de que nao foram realizadas dosagens de ACTH
neste experimento (ver Figura 10).

Resultados

Histologia

Foram incluidos na analise comportamental apenas 0s animais que apresentaram
lesdo unilateral de nuacleo central da amigdala, como descrito nos resultados
histologicos do experimento 1.1 (ETAPA 1), e que apresentaram contralateral ou
ipsilateral a lesédo do nucleo central, leséo unilateral de estriado dorsal, como descrito
nos experimentos 1.2 (ETAPA 1). Neste experimento quatro animais foram descartados
da andlise comportamental: dois por apresentarem lesdo pequena do CeA e dois por
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nao apresentarem lesdo deste nucleo. Estes resultados estdo representados na Figura
5.

Resultado comportamental

Como pode ser visto na Figura 13, a lesdo assimétrica contralateral de CeA-
estriado dorsal (grupo contra CeA-ED; n= 7), bem como a lesdo destas estruturas no
mesmo hemisfério cerebral (grupo ipsi CeA-ED; n= 10), quando realizadas antes do
teste da tarefa de condicionamento classico de medo ao som, ndo afetou o
desempenho dos animais quando comparados ao grupo controle (n= 10). A ANOVA de
duas vias mostrou que nédo houve efeito Grupo estatisticamente significativo [F(2 25y =
0,97; p=0,39], o mesmo ocorrendo com o efeito Interagéo (Minuto X Grupo) [Fo,125 =
1,42; p=0,17]. O efeito Minuto foi estatisticamente significativo [F 105 =211,78;
p<0,0001] e o teste a posteriori de Tukey (p<0,05) para este efeito mostrou que todos
0S grupos apresentaram aumento similar do tempo de congelamento, depois da

apresentacdo do som no dia do teste comportamental.
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Figura 13 — Efeito das lesBes assimétricas contrala teral e ipsilateral pré-teste de CeA-estriado
dorsal no condicionamento classico de medo ao som.

ED= estriado dorsal. Tempo de congelamento por minuto (média + erro padrdo) dos animais com lesédo
contralateral de CeA-ED (Contra CeA-ED; n=7) e lesdo ipsilateral de CeA-ED (Ipsi CeA-ED; n=10) e
controles (controle; n=11) no teste da tarefa de condicionamento de medo ao som.
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Em resumo os resultados obtidos nesta etapa mostraram que:

1)

2)

3)

A lesao bilateral de estriado dorsal, realizada 14 dias ap6s o treino e 7 dias
antes do teste comportamental da tarefa de condicionamento de medo ao som,
prejudicou o desempenho na tarefa avaliado através da resposta condicionada
de congelamento. Essa mesma lesao ndo apresentou efeito sobre a liberacéo de
ACTH induzida pelo teste (experimento 1.2).

Como esperado, a lesao bilateral de estriado dorsal, realizada antes do teste da
tarefa de condicionamento de medo ao contexto, ndo prejudicou a resposta
condicionada de congelamento a um ambiente previamente pareado com um
estimulo aversivo. E, também, esta mesma lesdo ndo afetou a liberacdo de

ACTH induzida pelo teste da tarefa de condicionamento de medo ao contexto.

As lesBes assimétricas contralateral e ipsilateral de CeA-estriado dorsal,
realizadas 14 dias apés o treino e 7 dias antes do teste do animal na tarefa de
condicionamento de medo ao som, ndo afetaram o desempenho dos animais

neste paradigma.
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ETAPA 3 - EFEITOS DA INATIVACAO TEMPORARIA DE ESTRI ADO
DORSAL E DA AMIGDALA NA AQUISICAO E CONSOLIDACAO DO
CONDICIONAMENTO DE MEDO AO SOM.

O objetivo geral da ETAPA 3 do presente trabalho foi verificar os efeitos da
inativacdo temporéria de estriado dorsal e amigdala sobre o0s processos de aquisi¢éo e
consolidagao da tarefa de condicionamento de medo ao som.

MATERIAIS E METODOS GERAIS

Animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos, de 2-3 meses de idade, pesando de 280 a
350 gramas, mantidos em grupos de 4 animais por gaiola (30x16x18 cm), provenientes
do biotério do Departamento de Psicobiologia da UNIFESP-EPM. Os animais foram
mantidos em condi¢des controladas de temperatura (23 + 2°C) e periodo claro/escuro
de 12/12 horas (o periodo claro comegando as 7 horas da manhd), com livre acesso ao

alimento e a agua (ad libitum).

Cirurgia

Cada rato foi anestesiado com xilasina na dose de 10mg/kg e quetamina na dose
de 90mg/kg, intraperitonealmente e colocado no aparelho estereotéxico. Canulas-guia
de aco inoxidavel (23 gauge, 8 mm para a regido do estriado e 11 mm para a regido do
nacleo central da amigdala) foram implantadas e posteriormente fixadas com cimento
dental. Mandris de 8 e 11 mm foram colocados em cada canula-guia para evitar
obstrucoes.

As coordenadas estereotaxicas (Paxinos e Watson, 1997a) para canulacdo do
nucleo central da amigdala usadas neste experimento foram as seguintes:

e 2.4mm posterior ao bregma;

e 4,0 mm lateral a linha média (direita ou esquerda - escolhidas ao acaso para
0S grupos de animais contralateral e ipsilateral);

e 6,1 mm abaixo da superficie do cranio.
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Para a implantacéo de canulas-guia no estriado dorsal foram usadas as seguintes
coordenadas estereotéxicas (Paxinos e Watson, 1997a):

e 0,7 mm posterior ao bregma;

e 2,5 mm lateral a linha média (direita e/ou esquerda - escolhidas ao acaso para
0S grupos de animais contralateral e ipsilateral);

¢ 3,0 mm abaixo da superficie do cranio.

No final da cirurgia cada animal recebeu inje¢cdes de pentabiotico (0,2 ml, i.m) e de
diclofenaco sédico (0,2 ml, i.p.) e permaneceu em uma caixa aquecida por uma
lampada de 15 W até a recuperacdo da anestesia. Posteriormente, cada animal voltou
ao biotério onde permaneceu um periodo minimo de recuperacao da cirurgia de 7 dias,
antes de serem iniciados o0s testes comportamentais. Durante o periodo de
recuperagdo, os animais foram agrupados em, no maximo, trés ratos por gaiola (a
maioria permanceu alojado em pares) e foram manipulados por no minimo 5 dias antes
do procedimento comportamental. Dois dias antes do treino da tarefa comportamental,
foi realizada uma limpeza das canulas-guias - com a ajuda de uma agulha de micro-
inje¢cao do mesmo tamanho da canula - e efetuou-se a troca do mandril de cada céanula
para evitar obstrugbes das mesmas. Este procedimento também foi realizado com o

objetivo de familiarizar os animais com o procedimento de micro-injegao.

Drogas

Com o objetivo de induzir inativagdo temporaria da regido estudada as seguintes
drogas foram utilizadas: muscimol (0,5 upg/ 0,5 ul, por lado; Sigma) dissolvido em
solucdo salina estéril e lidocaina (cloridrato de lidocaina a 2%; Cristalia), num volume

de 1 pl por lado.

Procedimento de Microinje¢céo

As solucdes de muscimol, lidocaina ou salina foram injetadas através de agulhas
de microinjecdo (30 gauge) que se estendiam 2 mm abaixo da canula-guia. Para a
microinje¢cdo cada animal foi cuidadosamente imobilizado, o mandril era retirado e a
agulha de microinjecdo colocada dentro da canula-guia. A agulha estava afixada a
extremidade de uma seringa Hamilton de 5 ul por meio de um tubo de polietileno (PE-

10). As injecdes foram controladas por uma bomba de infusdo (Modelo Bi2000 — Insight
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Equipamentos LTDA), programada para infundir um volume de 0,5 ul da solucao de
Muscimol na velocidade constante de 0,25 ul /min e 1,0 ul da solugéo de Lidocaina na
velocidade de 0,5 ul/ min. O movimento de uma pequena bolha de ar no tubo de
polietileno, antes, durante e apds a injecao, confirmava o fluxo da solugcdo. Apds o
término da injecdo, a agulha de microinjecéo era deixada dentro da canula-guia por um
minuto adicional, antes de recolocar o mandril. Durante o procedimento de inje¢ao, os

animais podiam movimentar-se livremente.

Aparelhos
Para a tarefa de condicionamento classico de medo ao som, foram utilizadas a

caixa de condicionamento e a camara de teste descritas na ETAPA 1.

Procedimento Experimental

Condicionamento Classico de Medo ao Som
No dia 1, Treino, ap0s o periodo de recuperacdo, cada animal foi colocado,
individualmente e por 5 minutos, na caixa de condicionamento e, apds este periodo,
recebeu cinco pareamentos som-choque. O treino da tarefa comportamental foi idéntico
ao descrito para os experimentos realizados na ETAPA 1.
No dia 2, Teste, 24 horas ap6s o treino, cada animal foi colocado na camara
cilindrica de teste (novo contexto) por 6 minutos, sendo que o procedimento de teste

também foi idéntico ao realizado na ETAPA 1.

Sacrificio dos animais e Histologia

Para verificar se as canulas foram implantadas corretamente, apés o término dos
testes comportamentais os animais foram anestesiados com hidrato de cloral (10%) e
receberam microinjecdes de corante azul de metileno (1%), de acordo com o
procedimento de inje¢cado descrito anteriormente. Ao final da injecdo os animais foram
sacrificados, e o cérebro foi removido e congelado a -80°C.

O procedimento histoldgico foi realizado utilizando-se criostato de congelamento
(temperatura interior mantida em torno de -18°C). Para cada cérebro, foram realizados
15-20 cortes com 40um de espessura cada. As regides incluiram os nucleos da
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amigdala e/ou o estriado dorsal e adjacéncias, com suficiente margem de seguranca.
Depois de realizados os cortes, as laminas foram analisadas a fresco para a
visualizacdo do corante e posteriormente submetidas a coloracdo com violeta de cresil,

para localizagéo do traco da canula.

Andlise Estatistica

Os parametros utilizados para a analise estatistica do teste comportamental foram
a média do tempo de congelamento por minuto na tarefa de Condicionamento Classico
de Medo ao Som. Os resultados foram analisados através de uma ANOVA de duas
vias com um dos fatores repetidos (Grupo x Minuto) e seguidos de teste a posteriori de
Tukey (p<0,05), quando necessario. Os animais que nao apresentaram a localizacdo
adequada da canula, de acordo com o objetivo de cada experimento, foram
descartados da analise estatistica.

EXPERIMENTO 1 - Efeitos da administracdo pré-treino  intra-estriatal de muscimol

no condicionamento classico de medo ao som.

O objetivo deste experimento foi verificar os efeitos da inativagdo temporéria
bilateral do estriado dorsal, antes do treino do animal na tarefa de condicionamento

classico de medo ao som.

Procedimento experimental
Para verificar os efeitos da inativacdo temporéaria de estriado dorsal nesta tarefa,
dois grupos de animais foram utilizados: animais que receberam a infuséo de salina na
regidao do estriado dorsal (grupo salina) e animais que receberam a infusdo de
muscimol na regido do estriado dorsal (grupo muscimol).
Apés dois minutos do término do procedimento de microinjecdo, 0s animais
foram treinados e, depois de vinte quatro horas, foram testados na tarefa de
condicionamento de medo ao som, como descrito nos MATERIAIS E METODOS

GERAIS. O delineamento experimental utilizado pode ser visualizado na Figura 14.
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. . 7 dias . 2 min 24 h
Cirurgia ——» Muscimol ——» Treino ——» Teste

Figura 14 — Delineamento experimental dos Experimen  tos 1 e 2 da ETAPA 3.

Resultados

Histologia

Os resultados histologicos estédo representados na Figura 15A. O traco da canula-
guia estava localizado exatamente acima da porcdo dorsal do estriado, no corpo
caloso. Levando-se em consideragdo o fato de que a agulha de micro-injecédo se
estendia por 2 mm além da canula-guia, a administragdo de muscimol atingiu uma
regido bastante similar as regides atingidas pela leséo eletrolitica de estriado dorsal.
Esses dados foram confirmados pela andlise da distribuicdo do corante azul de
metileno pela regido do estriado dorsal. Neste experimento, apenas um animal foi
descartado apds a andlise histoldgica, por apresentar a distribuicdo do corante azul de
metileno na regido do corpo caloso, néo incluindo a regido do estriado dorsal.
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Figura 15 — Representacgdes dos resultados histologi  cos da ETAPA 3.

Fotografia de sec¢bes coronais do encéfalo do rato, coradas com cresil violeta, mostrando a disperséo
do corante azul de metileno (seta). Do lado direito, a area em preto representa o local das microinjecdes
no estriado dorsal - ED (A) e CeA (B).(adaptado de Paxinos e Watson, 1997b).
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Resultado comportamental

Como pode ser observado na Figura 16, a administracdo pré-treino de muscimol
no estriado dorsal prejudicou o desempenho dos animais no teste de condicionamento
de medo ao som. A ANOVA de duas vias revelou que houve efeito Grupo
estatisticamente significativo [Fq 18 = 5,23; p=0,034], o mesmo ocorrendo com o efeito
Minuto [Fise0) = 36,45; p<0,0001]. O efeito Interagdo (Grupo x Minuto) também foi
significativo [Fio0 = 6,57; p<0,001]. O teste a posteriori de Tukey para o efeito
Interacdo mostrou que os animais que receberam muscimol bilateral no estriado dorsal
(grupo Muscimol; n= 8) imediatamente antes da sessao de treino apresentaram menos
tempo de congelamento no quinto e no sexto minutos da sessédo de teste, quando

comparados ao grupo salina —n= 12 (p<0,05).
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Condicionamento de medo ao som

N
o
]

—0— Salina

—&— Muscimol

. N
o o
1 1

Média do tempo de congelamento (seg + ep)
W
o

1 2 3 4 5 6 (min)

Antes do som /|  Depois do som

Figura 16 — Efeitos da administragdo intra-estriata | de muscimol no condicionamento classico de
medo ao som.

Tempo de congelamento por minuto (média + erro padrdo) dos animais que receberam administracéo de
muscimol (muscimol; n=8) ou salina (salina; n=12) no teste da tarefa de condicionamento de medo ao
som.

*p<0,05, quando comparado ao grupo salina (ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de Tukey).
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EXPERIMENTO 2 - Efeitos da administracdo pré-treino  de muscimol no CeA e no

estriado dorsal no condicionamento classico de medo ao som.

Este experimento teve como objetivo verificar os efeitos da inativagdo temporaria
do CeA combinada com a inativacdo temporaria do estriado dorsal, antes do treino da

tarefa de condicionamento classico de medo ao som.

Procedimento experimental

Foram utilizados dois grupos de animais neste experimento: grupo contralateral,
que recebeu administracdo de muscimol na amigdala e muscimol no estriado dorsal no
hemisfério contralateral, e grupo ipsilateral, que recebeu muscimol na amigdala e
muscimol no estriado dorsal no mesmo hemisfério cerebral.

Passados dois minutos do término do procedimento de microinje¢do, cada animal
recebeu o treino do condicionamento de medo ao som e, 24 horas apés, foi testado
nesta tarefa, de acordo com o procedimento descrito nos MATERIAIS E METODOS
GERAIS.

O delineamento experimental utilizado pode ser visualizado na Figura 14.

Resultados

Histologia

Os resultados histolégicos estédo representados na Figura 15. Apenas 0s animais
gue apresentaram localizagdo correta da canula e distribuicdo do corante azul de
metileno nas regides do estriado dorsal e nucleo central da amigdala foram incluidos
na analise estatistica. Neste experimento, oito animais foram descartados da anélise
comportamental: alguns apresentaram distribuicdo do corante azul de metileno em uma
regido dorsal ao ndcleo central da amigdala, ndo atingindo este nucleo. Outros ainda
apresentaram uma distribuicdo do corante e localizagéo do traco da canula na regido
do ndcleo medial da amigdala. Um animal, apesar de ter apresentado localizacdo
correta da canula no nucleo central da amigdala, ndo apresentou uma localizacao

adequada da canula na regido do estriado dorsal.
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Resultado comportamental

Como pode ser observado na Figura 17, a administragdo pré-treino contralateral
de muscimol no nucleo central da amigdala e estriado dorsal prejudicou o desempenho
dos animais no teste de condicionamento de medo ao som. A ANOVA de duas vias
revelou que houve efeito Grupo [Fu6 = 10,59; p=0,017] e efeito Minuto [Fs 0= 12,90;
p<0,0001] significativos. O efeito Interacdo (Grupo x Minuto) também foi significativo
[F.30) = 4,39; p<0,01]. O teste a posteriori de Tukey (p<0,05) para a interagdo mostrou
gue 0s animais que receberam administracdo pré-treino de muscimol contralateral no
estriado dorsal e nucleo central da amigdala (grupo contra CeA-ED; n= 4)
apresentaram menos tempo de congelamento nos minutos 4 e 5 do teste da tarefa de
condicionamento de medo ao som, quando comparados a animais que receberam esta
mesma manipulacdo no estriado dorsal e amigdala no mesmo hemisfério cerebral

(grupo ipsi CeA-ED; n= 4).
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Condicionamento de medo ao som
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Figura 17 — Efeitos da administracao de muscimol no CeA e no ED no condicionamento classico
de medo ao som.

ED = estriado dorsal. Tempo de congelamento por minuto (média + erro padrdo) dos animais que
receberam administracdo de muscimol no CeA combinada a administracéo contralateral no ED (contra;
n=4) ou que receberam administracao de muscimol no CeA combinada a administracao ispilateral no ED
(ipsilateral; n=4) no teste da tarefa de condicionamento de medo ao som.

*p<0,05, quando comparado ao grupo ipsilateral (ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de Tukey).
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EXPERIMENTO 3 - Efeitos da administragdo pos-treino  de lidocaina no estriado
dorsal associada a lesdo contralateral de CeA na ta refa de condicionamento

classico de medo ao som.

Este experimento teve como objetivo verificar o efeito da lesdo de nucleo central
da amigdala associada a inativagdo temporéria de estriado dorsal no hemisfério
contralateral e ipsilateral, durante a consolidacdo da tarefa de condicionamento de

medo ao som.

Procedimento experimental

Neste experimento foram utilizados trés grupos de animais: grupo controle, que
recebeu cirurgia controle do nucleo central da amigdala e administracdo de salina no
estriado dorsal no hemisfério contralateral; grupo contralateral, que recebeu lesao
eletrolitica unilateral de CeA combinada com a administragdo de lidocaina no estriado
dorsal do hemisfério contralateral; e grupo ipsilateral, que recebeu lesdo eletrolitica
unilateral de CeA combinada com a administracdo de lidocaina no estriado dorsal no
mesmo hemisfério cerebral. A cirurgia estereotaxica para leséo eletrolitica unilateral do
nacleo central da amigdala foi realizada de acordo com os procedimentos cirlrgicos
descritos na ETAPA 1.

Imediatamente apés o treino do animal na tarefa de condicionamento de medo ao
som, foi realizado o procedimento de microinje¢cdo de salina ou lidocaina, como
descrito anteriormente. Apés 24 horas os animais foram testados na tarefa de
condicionamento de medo ao som. O delineamento experimental estd resumido na

Figura 18.

24 h
—» Teste

7 dias 1 min

Cirurgia ——» Treino —» Lidocaina

ou salina

Figura 18 — Delineamento experimental do Experiment o 3 (ETAPA 3).

Resultados
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Histologia

Em geral, os animais apresentaram lesdo eletrolitica unilateral do nucleo central
da amigdala, como descrito nos resultados histolégicos das ETAPAS 1 e 2.
Contralateral ou ipisilateral & lesdo de CeA, os animais apresentaram localizacdo
adequada da céanula-guia e da distribuicdo do corante azul de metileno na regido do
estriado dorsal. Os resultados podem ser vizualizados nas Figuras 5 (para lesao
eletrolitica de CeA) e 15A (para a posicao da canula e corante no estriado dorsal).

Apds a analise histolégica do encéfalo, quatro animais foram descartados da

analise comportamental, por ndo apresentarem lesdo adequada do CeA.

Resultado comportamental

Como pode ser visto na Figura 19, os animais que receberam lesdo do nucleo
central da amigdala e administracdo de lidocaina no estriado dorsal no hemisfério
contralateral (grupo contra CeA-ED; n= 6) ou no hemisfério ipsilateral (grupo ipsi CeA-
ED; n=6) ndo foram diferentes entre si e também nédo apresentaram diferencas quando
comparados aos animais controles (grupo salina; n= 11), no teste de condicionamento
de medo ao som. A ANOVA de duas vias revelou que neste experimento ndo foi
encontrado efeito Grupo estatisticamente significativo [Fi2 20 = 0,89; p=0,42], 0 mesmo
ocorrendo com o efeito Interagdo (Grupo x Minuto) [F(o,100 = 0,64; p=0,77]. O efeito
Minuto foi significativo [F 1000 = 80,50; p <0,0001]. O teste a posteriori para este efeito
mostrou que, de uma forma geral, os animais aumentaram o tempo de congelamento

apos a apresentacdo do som.
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Condicionamento de medo ao som
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Figura 19 — Efeitos da administragdo de lidocaina n o0 estriado dorsal associada a lesao
contralateral de CeA na consolida¢éo do condicionam ento classico de medo ao som.

ED = estriado dorsal.Tempo de congelamento por minuto (média + erro padrdo) de animais com lesédo de
CeA combinada a administracédo de lidocaina no ED contralateral (Contra CeA-ED; n=6), ipsilateral (Ipsi
CeA-ED); n=6) e de animais que receberam cirurgia controle de CeA e administra¢édo de salina no ED
contralateral (salina; n=11) no teste da tarefa de condicionamento de medo ao som.
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Em resumo os resultados obtidos na ETAPA 3 revelaram que:

1) A administragdo de muscimol bilateral na regido do estriado dorsal
imediatamente antes do treino prejudicou o desempenho dos animais na tarefa

de condicionamento de medo ao som.

2) A inativacdo tempordria pré-treino de estriado dorsal combinada com a
inativacdo da amigdala no hemisfério contralateral prejudicou o desempenho

dos animais na tarefa de condicionamento de medo ao som.
3) A leséo do nucleo central da amigdala combinada com a inativacao de estriado

dorsal, imediatamente apds o treino da tarefa de condicionamento de medo ao

som, ndo afetou o desempenho dos animais nesta tarefa.

Na tabela a seguir pode ser observado um resumo dos resultados encontrados
nos experimentos de todas as etapas realizadas.
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QUADRO 1. RESUMO DOS RESULTADOS OBTIDOS NAS ETAPAS 1,2E3
Etapa | Experimento Objetivo Grupo Resultado Concluséo
CMS | CMC
Bi-CeA % %
Verificar os efeitos de lesdes pré-treino de CeA nas A lesé&o bilateral de CeA prejudicou o CMS e o CMC. Os animais com lesdo unilateral nao
11 .
tarefas de CMS e CMC foram diferentes dos controles nestas mesmas tarefas.
Uni-CeA = =
1 Bi-ED N =
Verificar os efeitos de lesdes pré-treino de ED nas A lesao bilateral de ED prejudicou o CMS, mas ndo o CMC. Os animais com lesao unilateral
1.2 ~ :
tarefas de CMS e CMC n&o foram diferentes dos controles nestas mesmas tarefas.
Uni-ED = =
216292 Verificar os efeitos de lesdes pré-treino assimétricas Contra CeA-ED v = A leséo contralateral de CeA-ED prejudicou o desempenho dos animais na tarefa de CMS,
: : de CeA-ED nas tarefas de CMS e CMC . mas ndo no CMC. A lesdo ipsilateral de CeA-ED néo afetou o CMS.
Ipsi CeA-ED = -
- . ~ . Bi-ED v = A lesdo bilateral de ED realizada antes do teste prejudicou a resposta somatomotora de
Verificar os efeitos de lesdes pré-teste de ED nas P =
llel.2 congelamento ao som, mas na ao contexto. Os niveis de ACTH n&o foram afetados por esta
tarefas de CMS e CMC . _ _ =
Bi-ED (ACTH) = = les&o.
2
. . . . Contra CeA-ED = - o .
2 Verificar os efeitos de lesdes assimétricas pré-teste As lesdes contralateral e ipsilateral de CeA-ED realizada antes do teste n&o afetaram a tarefa
de CeA-ED natarefa de CMS de CMS.
Ipsi CeA-ED = -
Verificar os efeitos da inativagéo temporaria pré- - = . . - s S
1 treino de ED Muscimol Bi-ED N ) A administracdo de muscimol no ED antes do treino prejudicou a aquisi¢ao/ consolidagao da
tarefa de CMS.
na tarefa de CMS
Muscimol Contra J )
5 Verificar os efeitos da inativagéo temporaria pré- CeA-ED A administragdo de muscimol contralateral de CeA-ED antes do treino afetou a tarefa de
3 treino de CeA-ED na tarefa de CMS Muscimol [psi CMS. A inativagao destas estruturas no mesmo hemisfério cerebral ndo teve efeito.
uscimol Ipsi _
CeA=ED - i
Lidocaina Contra _ )
Verificar os efeitos da lesdo de CeA combinada a CeAED A administracao de lidocaina no ED combinada & les&o de CeA no hemisfério contralateral ou
3 AT - . e . L
inativagé@o de ED apds o treino na tarefa de CMS . . . ipsilateral ndo afetou a consolidagdo do CMS.
Lidocaina Ipsi _
CeA-ED - i

Bi: lesdo bilateral; Uni: lesao unilateral; Contra: leséo contralateral; Ipsi: leséo ipsilateral; ED: estriado dorsal; CMS: condicionamento de medo ao som; CMC: condicionamento

de medo ao contexto; “\” : prejuizo; “=" : sem efeito; “—* : teste n&o realizado
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DISCUSSAO

DISCUSSAO

O presente trabalho pretendeu consolidar a idéia ja levantada anteriormente em
nosso laboratério de que o estriado dorsal estaria envolvido no processamento de
alguns aspectos da memoria emocional, especificamente na expressdao de uma
resposta somatomotora comportamental eliciada por um estimulo condicionado a um
evento aversivo. O condicionamento classico de medo é um dos paradigmas mais
utilizados na literatura para se investigar a meméria emocional, e mais especificamente
a memoria do medo, com mais de 1800 trabalhos publicados nos ultimos 10 anos (IS
Web of Knowledge, 2007) . O aprendizado acerca de estimulos que sinalizam a vinda
de um evento aversivo apresenta importancia bioldgica que pode ser inferida por
exemplo, pela conservacdo deste tipo de condicionamento ao longo da escala
filogenética — de invertebrados a mamiferos. Sdo bem conhecidos os trabalhos de Eric
R. Kandel caracterizando os circuitos neuronais que participam do condicionamento
classico aversivo em invertebrados, bem como o0s processos bioquimicos e
moleculares envolvidos nesta forma de aprendizado. Em mamiferos, o0s circuitos
neurais sdo complexos e, apesar dos muitos estudos existentes, varias lacunas ainda
permanecem.

Ha algum tempo acredita-se que a amigdala esteja envolvida com o
condicionamento classico de medo em animais de laboratério (Blanchard & Blanchard,
1972; Davis, 1992; Phillips & LeDoux, 1992; Hitchcock & Davis, 1991; Kim et al., 1993;
Lavond et al., 1993; LeDoux, 1995). Alguns estudos em seres humanos também tém
revelado o papel da amigdala nessa forma de aprendizagem (para revisao ver, LaBar &
Cabeza, 2006). Pacientes portadores da doenca genética de Urbach-Wiethe (que
apresentam patologia bilateral de amigdala) apresentam déficits no condicionamento
de medo (Bechara et al., 1995). Esses resultados sugerem que 0S mecanismos neurais
do medo condicionado partiihem semelhangas entre roedores e primatas.

Em roedores, 0s nucleos da amigdala relevantes para o medo condicionado sao
o0 LA, 0 BLA, 0 BMA e o0 CeA. Os trés primeiros nucleos formam o complexo basolateral
da amigdala (cBLA), que é considerado um sistema responsavel pela interface
sensorial na amigdala (LeDoux et al., 1990a; Price, 2003). Assim, les6es dos nacleos
que compdem o cBLA provocam prejuizo na aquisicdo e expressdo do medo
condicionado, independente do tipo de estimulo sensorial usado como estimulo

condicionado (LeDoux et al.,, 1990b; Campeau & Davis, 1995; Maren et al., 1996a;
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Phillips & LeDoux, 1992). O LA recebe informagfes sobre estimulos discretos (de uma
Unica modalidade sensorial) provenientes dos relés talamicos, e lesdo desta estrutura
afeta o condicionamento de medo ao som e a luz (LeDoux et al., 1990b; Campeau &
Davis, 1995). Ja o BLA recebe informacdes da formacao hipocampal, via subiculum, o
gue estaria de acordo com o envolvimento do BLA no condicionamento de medo ao
contexto, mas ndo ao som (Nader et al., 2001; Anglada-Figueroa & Quirk, 2005; Onishi,
2005). Ou seja, o perfil de resultados observados apds a lesdo de BLA é semelhante
ao observado ap6s a lesdao de hipocampo (Kim & Fanselow, 1992; Phillips & LeDoux,
1992; Anagnostaras et al., 1999). Esses dados permitem incluir a amigdala no contexto
de sistemas multiplos de memoria, sendo que o BLA estaria relacionado ao hipocampo
e portanto envolvido na associacéo de informacdes espaciais com estimulos aversivos.

As informacdes processadas pelo BLA e LA sao direcionadas para o CeA
(indiretamente, no caso do LA), que pode ser considerado como uma interface da
amigdala com os sistemas responsaveis pela elaboracdo das respostas de medo (para
revisbes ver, Maren, 2001; LeDoux, 2000; Price, 2003). Desta forma, foi verificado que
a lesdo deste nucleo interfere com as diversas respostas de medo condicionado tanto
ao som quanto ao contexto (Kapp et al., 1979; Hitchcock & Davis, 1986; Sananes &
Campbell, 1989; Kim et al., 1993; Sullivan et al., 2004). Ja as lesbes de diferentes
estruturas aferentadas pelo CeA, como por exemplo o hipotdlamo lateral, a PAG e
nacleo reticular pontino prejudicam seletivamente as respostas autonémicas ou
comportamentais de medo mediadas por cada estrutura (lwata et al., 1986; LeDoux et
al., 1988; Hitchcock & Davis, 1991). Recentemente, foi proposto que além do papel ja
descrito na expressdo da resposta condicionada aversiva, o CeA poderia também
participar da aquisicdo do condicionamento de medo (para revisdo ver Paré et al.,
2004; Wilensky et al., 2006).

Na primeira etapa deste trabalho foram realizadas lesfes eletroliticas antes do
treino do animal nas tarefas de condicionamento classico de medo ao som e ao
contexto. Os resultados observados no Experimento 1.1 (Etapa 1) mostraram que a
lesé@o bilateral do CeA prejudicou o desempenho dos animais em ambas as tarefas.
Esses resultados estdo de acordo com trabalhos anteriores que mostraram que a leséo
seletiva deste nucleo prejudica o desempenho dos animais nos dois tipos de
condicionamento (Campeau & Davis, 1995; Nader et al., 2001; Sullivan et al., 2004;
Wilensky et al., 2006), sugerindo o envolvimento do CeA na mediacdo da memoria
emocional. No primeiro experimento deste estudo também foi observado que os
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animais com lesdo unilateral do CeA néo tiveram prejuizo nas tarefas comportamentais
estudadas.

Este ultimo resultado € bastante relevante ao considerarmos que um dos objetivos
do presente estudo foi verificar uma possivel interacdo entre a amigdala e o estriado
dorsal na mediagéo do condicionamento de medo ao som usando a técnica de lesbes
assimétricas, também conhecida como desconexdo funcional. A técnica de leséo
assimétrica é baseada no principio de que lesfes unilaterais de duas estruturas que
apresentam conexdes predominantemente ipsilaterais, como as projecdes indiretas
entre o CeA e o estriado dorsal, quando realizadas em hemisférios cerebrais opostos,
permitem avaliar o papel funcional desta via. Antes de realizar o experimento para
testar esta hipotese, também foi necessario confirmar os efeitos da leséo bilateral de
estriado e verificar o efeito de lesbes unilaterais desta estrutura nas tarefas utilizadas.

No Experimento 1.2 (Etapa 1) foi verificado que a leséo bilateral de estriado
dorsal prejudicou o desempenho dos animais na tarefa de condicionamento de medo
ao som, mas nao interferiu no desempenho da tarefa de condicionamento de medo ao
contexto. Estes resultados confirmam os resultados prévios encontrados pelo grupo
(Ferreira et al., 2003) e mostram que a lesdo unilateral desta estrutura, da mesma
forma como a leséo unilateral de CeA, nao interferiu com o desempenho em nenhuma
das tarefas utilizadas.

O estriado dorsal € uma estrutura considerada classicamente como envolvida
em processos motores, mas ha algum tempo foi sugerido o seu envolvimento também
em processos de aprendizagem e memoria (Mishikin & Petri, 1984; Potegal, 1969;
1972). Pacientes portadores da doenca de Parkinson e Huntington, que sabidamente
apresentam déficits de motricidade relacionados a disfungdes estriatais, também
apresentam prejuizos cognitivos em uma série de testes neuropsicolégicos utilizados
para avaliar processos de aprendizagem e memaria (Martone et al., 1984; Saint-Cyr et
al., 1988; Knowlton et al., 1996; Butters et al., 1985). Também ja foi observado o
envolvimento do estriado em tarefas de aprendizagem e memdria em animais de
laboratdrio. A maioria desses estudos utilizaram tarefas de labirinto, como o labirinto
aquatico, o labirinto em T e o labirinto radial, e os animais com leséo de estriado dorsal
apresentaram prejuizo na aquisicdo de versdes destas tarefa que avaliavam
aprendizagem do tipo S-R (Packard et al, 1989; Packard & McGaugh, 1992; 1996;
Packard & White, 1990). Este tipo de aprendizado ndo é afetado pela lesdo de
hipocampo (Oliveira et al., 1997; Packard et al, 1989; Packard & McGaugh, 1992;
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1996). Portanto, tais dados estdo de acordo com a idéia lancada na literatura de que
essas estruturas seriam parte de sistemas mdultiplos e distintos de memoria (White &
McDonald, 2002).

O paradigma utilizado no presente estudo - condicionamento classico de medo —
€ uma tarefa do tipo S-S e ndo do tipo S-R e, ainda assim, de acordo com o0s presentes
resultados, a lesdo de estriado dorsal provocou um prejuizo no desempenho dos
animais. Apesar da maioria dos estudos encontrados na literatura atribuirem um papel
para o estriado dorsal nas tarefas de aprendizagem e memdria que envolvem
componentes S-R (White & McDonald, 2002), também existem trabalhos antigos que
mostram que o estriado dorsal poderia mediar o condicionamento classico de medo a
um estimulo discreto (Powel et al., 1978; Kao & Powell, 1988). Em particular, Powel et
al. (1978) mostraram que a lesdo desta estrutura cerebral prejudica a resposta
condicionada de piscar o olho em coelhos. Nesse trabalho, um estimulo discreto (som)
foi pareado a um estimulo aversivo - choque no olho do animal - e, ap6s alguns
pareamentos, o som eliciava a resposta condicionada de piscar. Esta resposta
somatomotora condicionada foi afetada pela lesédo estriatal, que néo interferiu com a
resposta de batimento cardiaco eliciada pelo som, assim como com outras respostas
motoras, sugerindo que a lesdo nao interferia com a atividade motora de forma
generalizada (Powell et al., 1978).

Em um trabalho recente, foi verificado que tanto a por¢céo dorsomedial quanto a
porcdo dorsolateral do estriado estdo envolvidas (embora de formas diferentes) na
mediacdo do paradigma de transferéncia pavloviana-instrumental (PIT, do inglés
“pavlovian-instrumental transfer paradigm”; Corbit & Janak, 2007). Neste tipo de tarefa,
o animal recebe um treino pavloviano (onde um estimulo discreto é pareado a uma
recompensa) e um treino instrumental (onde uma resposta, como por exemplo
pressionar uma barra, € também reforcada pela mesma recompensa), em sessdes de
treino independentes. Em geral, no teste comportamental € observado que a
apresentacao do estimulo condicionado aumenta o nimero de respostas instrumentais
(pressionar a barra). A inativagao de estriado dorsolateral prejudicou esse aumento no
teste de transferéncia. Por outro lado, a inativacdo de estriado dorsomedial n&o afetou
o0 aumento da transferéncia, mas prejudicou a seletividade do estimulo em provocar
esse aumento. Em outras palavras, o animal também respondeu a um estimulo nao

pareado (Corbit & Janak, 2007). Em conjunto com os resultados observados na
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literatura, os dados obtidos no presente estudo sugerem que o estriado dorsal pode
estar envolvido com outros tipos de tarefas de aprendizagem e memoéria, como o
condicionamento classico, além do papel descrito nos processos de aprendizagem do
tipo S-R.

Ha algum tempo foi sugerido na literatura que o estriado dorsal possa estar
envolvido na elaboragdo ou coordenacdo de uma resposta condicionada adequada,
frente a um estimulo sensorial que foi pareado a um evento biologicamente importante
(para reviséo ver Schultz et al., 2003). Na Etapa 2 (Experimento 1), foi verificado o
envolvimento do estriado dorsal na expressdao da resposta condicionada de
congelamento ao som e ao contexto. O desenho experimental utilizado foi baseado no
trabalho de Kim e Fanselow, 1992, no qual foram realizadas lesdes de hipocampo em
varios momentos, apos o treino do animal na tarefa de condicionamento de medo ao
contexto (lesdes pré-teste). Ao utilizar este protocolo, é possivel criar um intervalo entre
o treino e o teste, e manipulacdes realizadas neste intervalo permitem interferir em
processos especificos do condicionamento. Por exemplo, na segunda etapa deste
estudo, a lesao realizada 14 dias apds o treino permitiu verificar o papel do estriado
durante a expressdo comportamental e evitar que o efeito desta manipulacdo fosse
devido a interferéncias nos processos de aquisi¢cdo e consolidacao recente da tarefa de
memoaria. Nos resultados do Experimento 1 (Etapa 2) foi observado que a lesdo pré-
teste de estriado dorsal, realizada apds o treino do animal, prejudicou o desempenho
dos mesmos apenas no condicionamento de medo ao som, sem interferir com o
condicionamento de medo ao contexto. Estes achados sugerem que o estriado dorsal
esta envolvido na expressdo do comportamento de congelamento durante a evocacao
da tarefa de condicionamento de medo ao som. A dissociacdo de desempenho
observada tanto apds a lesdo pré-treino de estriado (Experimento 1.2 - Etapa 1),
quanto apdés a lesdo pré-teste (Experimento 1 - Etapa 2) nas tarefas de
condicionamento de medo, permite supor que a lesdo nédo prejudicou de forma
generalizada a expressdao do comportamento motor, jA que os animais foram capazes
de expressar a resposta de congelamento quando expostos, no dia do teste da tarefa,
ao mesmo ambiente do treino. Em conjunto, esses resultados podem sugerir que a
lesdo de estriado néo prejudica a habilidade do animal de aprender a associacao
estimulo condicionado-estimulo incondicionado, uma fungdo usualmente atribuida a
amigdala (Fanselow & LeDoux, 1999), mas pode interferir com o comportamento

somatomotor em resposta a um estimulo condicionado explicito e discreto como um
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som. E importante ressaltar que o estriado dorsal parece ndo estar envolvido neste
comportamento somatomotor quando o estimulo condicionado utilizado € complexo e
envolve multiplas modalidades sensoriais, como no caso do contexto. De fato, muitos
estudos néo verificaram efeito da leséo estriatal em tarefas de aprendizagem e
memoaria espaciais (Packard & McGaugh, 1992; Packard et al., 1989; Oliveira et al.,
1997).

No trabalho de Kim e Fanselow, 1992, foi verificado que apenas a lesdo de
hipocampo, realizada um dia apds o treino, prejudicou o desempenho dos animais na
tarefa de condicionamento contextual de medo. Este efeito ndo foi observado quando a
lesao foi realizada 7, 14 ou 28 dias apds a sessao de treino. Esses resultados sugerem
gue o hipocampo tem uma funcéo limitada temporalmente neste tipo de tarefa e que
esta estrutura ndo parece ser essencial para a expressao da resposta comportamental
aprendida relativa a associagbes contextuais adquiridas muito tempo antes. Os
resultados encontrados no Experimento 1 da Etapa 2 sugerem que a natureza do
prejuizo de memdria provocado pela lesdo do estriado dorsal no condicionamento
classico de medo é diferente daquela atribuida ao prejuizo provocado pela lesdo de
hipocampo, pois a leséo estriatal realizada 14 dias apos o treino também interferiu no
desempenho do condicionamento de medo ao som.

O congelamento, medida usada como resposta condicionada no presente
estudo, € uma das respostas de medo que podem ser eliciadas apds a apresentacao
de um estimulo que foi previamente pareado a um estimulo incondicionado aversivo.
Contudo, ap6s a apresentacdo do estimulo condicionado, também sdo observadas
outras respostas de medo como, por exemplo, aumento da freqliiéncia cardiaca e da
pressdo arterial e alteragbes neuroenddcrinas, como liberacdo de ACTH e
glicocorticoides (Cohen & Randall, 1984; LeDoux, 1993, lwata & LeDoux, 1988; Van de
Kar et al.,, 1991; Sullivan et al., 2004). Alguns autores utilizaram também essas
respostas de medo como medida de condicionamento (Sullivan et al., 2004; LeDoux et
al., 1983; 1988; Ilwata & LeDoux, 1988). No Experimento 1 (Etapa 2) também foram
avaliados os niveis de ACTH plasmatico, vinte minutos ap6s o teste das tarefas
comportamentais, nos animais controles e animais que receberam lesao bilateral de
estriado. Os resultados mostraram que a lesdo de estriado dorsal ndo interferiu com a
resposta neuroendécrina (ACTH) induzida pelo teste das tarefas de condicionamento
de medo ao som e ao contexto. Assim, foi observado que, apesar da lesédo de estriado

dorsal prejudicar o desempenho dos animais no condicionamento de medo ao som,
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avaliado pela resposta de congelamento, essa mesma lesédo ndo afetou a liberagéo de
ACTH ap0s o teste da tarefa aversiva. Esses achados fortalecem a hip6tese de que o
estriado ndo seria responsavel pela associagdo do estimulo condicionado-estimulo
incondicionado, pois neste caso a lesdo desta estrutura deveria também afetar a
resposta neuroenddcrina, como acontece, por exemplo, apés a lesdo de CeA (Sullivan
et al., 2004). Os resultados do presente experimento estdo de acordo com o que foi
relatado por Powell et al. (1978) que observaram que a lesdo de estriado prejudicou 0
desempenho da resposta condicionada de piscar, enquanto que o batimento cardiaco
nao foi afetado. Também Reyes-Vazquez et al.,, em 1979, mostraram que uma lesao
eletrolitica quase total do estriado, incluindo parte do nucleo accumbens, ndo interferiu
com a resposta autondmica de batimento cardiaco. Em conjunto com os dados do
presente trabalho, esses resultados sugerem que as alteragdes autondmicas e
neuroenddcrinas induzidas pela apresentacdo de um estimulo condicionado aversivo
ndo sdo mediadas pela regido do estriado dorsal. Por outro lado, as respostas
condicionadas somatomotoras, de piscar em coelhos e de congelamento em roedores,
parecem ser de alguma forma mediadas por esta regiao.

Deve ser citado que algumas respostas de medo podem nao refletir as
caracteristicas associativas do condicionamento classico aversivo. Por exemplo, lwata
e Ledoux (1988) verificaram que as respostas de congelamento e de aumento da
pressao arterial que sdo observadas em animais que receberam apresentacao pareada
de som e choque séao diferentes das respostas observadas em animais que receberam
apresentacdes randdémicas destes estimulos (pseudo-condicionamento). Contudo, a
resposta de aumento do batimento cardiaco frente a um estimulo condicionado nao foi
diferente entre os animais condicionados e pseudo-condicionados, 0 que levanta a
hipétese de que o batimento cardiaco pode ndo ser uma resposta adequada para
avaliar o condicionamento de medo em animais. Assim, outros estudos seriam
necessarios para estabelecer se a resposta de liberacdo de ACTH é decorrente ou ndo
das propriedades associativas do condicionamento utilizado no presente estudo.
Independentemente disso, a mesma lesao de estriado dorsal que diminui o tempo de
congelamento dos animais durante o teste de condicionamento de medo ao som nao
interferiu com a liberagdo de ACTH ap0s o teste desta mesma tarefa.

As alteracdes neuroenddcrinas, comportamentais e autondmicas, provocadas
pela apresentacdo de um estimulo condicionado previamente pareado a uma

experiéncia aversiva, sdo mediadas pelo CeA (para revisdes ver LeDoux, 2000; Davis,
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1992;2000). Projecdes desta estrutura para regides do tronco encefalico e hipotalamo
parecem mediar separadamente as diversas respostas de medo (lwata et al., 1986;
LeDoux et al., 1988). Por exemplo, a lesdo da PAG interferiu com a resposta
condicionada de congelamento, mas ndo com a resposta de aumento da pressao
arterial a um estimulo previamente pareado com choque (LeDoux et al., 1988). Como a
les@o de estriado dorsal prejudicou a resposta de congelamento no condicionamento
classico de medo ao som, pode-se esperar que a interacdo entre o CeA e o estriado
dorsal seja importante para este tipo de tarefa.

O Experimento 2 da Etapa 1 teve como objetivo avaliar o papel das conexdes
entre a amigdala e o estriado dorsal na memoéria emocional. Para isso, foi realizada
uma lesdo unilateral do CeA, combinada a uma lesdo unilateral do estriado dorsal no
hemisfério contralateral ou ipsilateral. Os resultados obtidos no Experimento 2.1 (Etapa
1) mostraram que a lesdo assimétrica contralateral pré-treino de CeA e estriado dorsal
prejudicou o desempenho dos animais na tarefa de condicionamento de medo ao som,
ao passo que a lesdo destas estruturas no mesmo hemisfério cerebral (grupo
ipsilateral) ndo interferiu com o desempenho da tarefa. A auséncia de prejuizo no
desempenho dos animais com leséo ipsilateral, permite descartar a possibilidade do
prejuizo observado apds a lesdo contralateral ser decorrente da soma dos efeitos
individuais de cada lesdo unilateral. Além disso, essa mesma lesdo assimétrica
contralateral, que prejudicou o desempenho do condicionamento auditivo, ndo afetou o
desempenho da tarefa de condicionamento de medo ao contexto (Experimento 2.2,
Etapal), o que indica que o prejuizo observado néo foi devido a alteragdes motoras ou
motivacionais dos animais lesados. Esses achados sugerem que existe uma interacao
cooperativa entre a amigdala e o estriado na mediacdo do condicionamento de medo
ao som.

Embora ndo existam projecdes diretas entre o CeA e o estriado dorsal, o CeA
envia densas projecOes para a porgao lateral da substancia negra compacta (SNc) e
para o nucleo retrorubral (RR) (Gonzales & Chesselet, 1990; Fudge & Haber, 2000;
Shammah-Lagnado et al.,, 2001; Lee et al.,, 2005), os quais, por sua vez, enviam
substanciais eferéncias dopaminérgicas ao estriado dorsal (Beckstead et al., 1979;
Deutch et al., 1988). Estas projecoes amigdalofugais se originam primariamente na
por¢cdo medial do CeA, regido considerada como a via de saida do medo condicionado
pavloviano (Fendt & Fanselow, 1999; Maren, 2001; Paré et al., 2004) e um dos alvos
lesados no presente estudo. Como as proje¢cdes do CeA para a SNc e parao RR e as
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projecdes da SNc e RR para o estriado dorsal séo ipsilaterais, a lesdo assimétrica
realizada no presente estudo permite verificar a fungcdo da via ascendente amigdalo-
estriatal no medo condicionado. Os resultados do Experimento 2 (Etapa 1) sugerem
que o condicionamento classico de medo ao som depende de uma comunicacao
indireta entre a amigdala e o estriado. Em conjunto, esses dados indicam ainda que,
além da PAG e outras estruturas do tronco encefalico responsaveis pelas respostas
condicionadas de medo (LeDoux, et al., 1988), o estriado - uma estrutura
prosencefalica - esta envolvida nas respostas condicionadas somatomotoras aversivas.

Muitos trabalhos indicaram que a PAG ventrolateral € uma estrutura critica para
a expressdo da resposta de congelamento no condicionamento classico de medo
(LeDoux et al., 1988; Carrive et al.,, 1997; 2000; Vianna et al., 2001). O prejuizo
observado na resposta condicionada de congelamento apds lesédo bilateral do CeA
(Goosens & Maren, 2001; Nader et al., 2001; Zimmerman et al., 2007; Experimento 1-
Etapa 1) é atribuido as projecdes diretas e ipsilaterais do CeA para a PAG (Rizvi et al.,
1991; Pitkanen, 2000). Por exemplo, a inativacdo temporaria do CeA ou da via
amigdalofugal com lidocaina reduziu a resposta condicionada de congelamento em
ratos, e esta redugcdo no congelamento se correlacionou com uma diminuicdo na
expressdo da proteina Fos na PAG ventrolateral, do mesmo lado de onde ocorreu a
administracao da droga (Carrive et al., 2000). Esses resultados estdo de acordo com a
hipétese encontrada na literatura de que as projecdes do CeA para a regidao da PAG
estdo envolvidas na mediacdo da resposta condicionada de congelamento (Ledoux,
2000; Fendt & Fanselow, 1999).

Os resultados observados no presente trabalho sugerem que o estriado dorsal
esta envolvido na mediacéo da resposta condicionada de congelamento ao som. Existe
a possibilidade de que o envolvimento do estriado dorsal esteja relacionado a funcéo
da PAG em mediar a resposta de congelamento. Dados provenientes de estudos
anatdomicos sugerem que o estriado poderia influenciar a atividade da PAG de forma
indireta, através de uma via oligosinaptica. A substancia negra reticulata (SNr) -
considerada uma das principais vias de saida do estriado dorsal - envia projecdes
diretas, embora modestas, para a regidao da PAG (Beckstead et al., 1979; Beitz, 1982;
Kirouac et al., 2004; Cebrian et al., 2005). Por outro lado, as informa¢des processadas
pelos nucleos da base, e mais precisamente pelo estriado dorsal, podem ser
direcionadas a PAG através de uma estacdo sinaptica em um distrito da formagéo

reticular mesencefalica, conhecido como ndcleo mesencefalico profundo (Spann &
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Grofova, 1991; Rodriguez et al., 2001; Cebrian et al., 2005). Este nucleo compartilha
muitas caracteristicas com a SNr (Rodriguez et al., 2001), mas, diferente desta, envia
consideraveis projecdes para a PAG ventrolateral (Kirouac et al., 2004).

De acordo com o modelo de funcionamento dos ganglios da base, proposto por
Alexander et al., 1986, o estriado participa de um circuito neural baseado em algas
paralelas cértico - nucleos da base — talamo - cortical (ver figura 1). Contudo, além se
projetar para o tdlamo e, de forma indireta, para o cortex, as estruturas da via de saida
dos nucleos da base se projetam também para as regides do tronco encefélico, como
citado anteriormente. Estudos neuroanatdomicos recentes sugeriram que o0 axonio
principal do neurdnio da via de saida dos nucleos da base se direciona para o tronco
encefalico, e ndo para os nacleos talamicos (Parent et al., 2001). Isto poderia indicar
gue o papel do estriado na expressao da resposta de congelamento possa estar mais
relacionado a interacdo desta estrutura subcortical com estruturas do tronco encefalico,
como por exemplo a PAG, do que com estruturas talamicas e corticais. De fato,
LeDoux et al. (1983) ndo observaram efeitos da lesdo do cértex auditivo no
condicionamento de medo ao som, e sugeriram que estruturas sucborticais, como o
coliculo inferior, 0 CGM e a amigdala sao suficientes para o desempenho desta tarefa.
No mesmo sentido, o condicionamento de piscar em coelhos também nao é afetado
apos a remocdao do cortex cerebral (Thompson & Krupa, 1994).

A lesdo assimétrica contralateral realizada antes do treino, que prejudicou o
desempenho da tarefa de condicionamento de medo ao som, ndo interferiu no
desempenho dos animais na tarefa de condicionamento de medo ao contexto. Estes
resultados estdo de acordo com os previamente obtidos (Experimento 1.2 - Etapa 1,
Ferreira et al., 2003), nos quais néo foi observado um efeito da lesdo de estriado no
condicionamento contextual - uma tarefa hipocampo-dependente. Usando o desenho
experimental de lesdo assimétrica, Everitt et al., em 1991, verificaram o efeito de lesdo
bilateral do BLA, do estriado ventral, do estriado dorsolateral e lesdo assimétrica
(unilateral do BLA e contralateral do estriado ventral) no desempenho dos animais
durante o teste de preferéncia condicionada ao lugar. Neste paradigma um reforgo é
geralmente pareado a um determinado ambiente, e este pareamento elicia o
comportamento de aproximagdo deste contexto, mesmo na auséncia do estimulo
reforcador. Eles observaram que a lesdo bilateral da amigdala ou bilateral do estriado
ventral, feita ap6s a aquisicdo do condicionamento, aboliu 0 mesmo. A leséo bilateral

de estriado dorsal ndo interferiu com a tarefa, mas a lesdo unilateral da amigdala,
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combinada com a contralateral do estriado ventral, também prejudicou a tarefa (Everitt
et al.,, 1991), demonstrado a participagdo desta circuitaria cerebral na preferéncia
condicionada ao lugar. O teste de preferéncia condicionada ao lugar, assim como o
condicionamento classico de medo ao contexto, é também afetado por lesdo de
hipocampo, pois o processamento de informacdes espaciais também é essencial nessa
tarefa (Meyers et al., 2003), mas nao é afetado pela lesdo de estriado dorsal (Everitt et
al., 1991). Em conjunto, esses resultados sugerem que as conexdes entre a amigdala e
o estriado dorsal ndo sdo importantes para as memdrias associativas evocadas por
estimulos sensoriais polimodais e complexos, como um determinado ambiente.

Em resumo, os resultados discutidos até o momento mostraram que o estriado
dorsal e a interagdo entre esta estrutura e o CeA estdo envolvidos na mediacdo do
condicionamento de medo ao som. Embora a lesdo assimétrica contralateral realizada
antes do treino tenha prejudicado a resposta condicionada de congelamento ao som,
esta mesma lesdo realizada ap6s o treino (antes do teste) nao interferiu com o
desempenho dos animais (Experimento 2 - Etapa 2). Estes resultados indicam que a
interacdo CeA-estriado dorsal € necesséria para a aquisi¢cdo/consolidacao da tarefa de
condicionamento de medo ao som, mas ndo para a expressao da resposta
condicionada. Contudo, ao considerarmos os resultados do Experimento 1 (da Etapa
2), a leséo bilateral de estriado dorsal, realizada 14 dias apds o treino do animal na
tarefa, prejudicou este tipo de condicionamento. Embora o CeA tenha sido implicado na
aquisicdo, consolidagdo e expressdo das memorias emocionais (Wilensky et al., 2006),
0os resultados do presente trabalho sugerem que, uma vez que a tarefa de
condicionamento de medo ao som tenha sido adquirida, o estriado dorsal torna-se
independente do CeA para a expressao do comportamento somatomotor aprendido.
Esses resultados, como mencionado anteriormente, estdo em concordancia com
trabalhos prévios que sugeriram uma funcdo para o estriado dorsal na expressédo da
resposta condicionada somatomotora (Powel et al.,1978; Han et al., 1997).

O CeA, além de enviar projecbes para multiplos alvos localizados no tronco
encefalico relacionados a funcdes efetoras viscerais e somaticas no medo
condicionado, também poderia influenciar estruturas prosencefalicas, como o estriado
dorsal, através de projecOes a diferentes sistemas modulatérios como dopaminérgico,
serotonérgico, noradrenérgico e colinérgico (Gonzales & Chesselet, 1990; Van
Bockstaele et al., 1996; Peyron et al., 1998; Gastard et al., 2002; Loopuijt & Zahm,
2006; Pitkanen et al., 2000). Contudo, o fato de as fibras provenientes de nucleos
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serotoninérgicos terminarem em por¢des caudoventrais e serem bastante esparsas nas
porcoes antero-dorsais do estriado dorsal (Vertes, 1991; Steinbusch, 1981), aliado ao
fato de que o estriado dorsal € desprovido de inervacdo noradrenérgica (Aston-Jones,
2004), indicam a possibilidade dessas projec6es monoaminérgicas nao subsidiarem os
efeitos principais verificados no presente trabalho. O sistema colinérgico exerce uma
influéncia crucial na atividade estriatal e em processos de aprendizagem e memdria
dependentes do estriado (Prado-Alcala et al., 1978; 1980; Gold, 2003), mas esse
aporte é derivado essencialmente de interneurdnios estriatais (Heimer et al., 1995),
sendo que as fibras colinérgicas extrinsecas sédo bastante modestas. Além disso,
recentemente tem sido proposto que as eferéncias do CeA para os distritos
colinérgicos do prosencéfalo basal modulam, em dltima instancia, a atividade do
proprio CeA (Gastard et al., 2002; Loopuijt & Zahm, 2006). Portanto, entre esses
sistemas modulatorios, as projecdes dopaminérgicas apresentam, sem davida, uma
maior funcdo regulatoria sobre os neurdnios de projecao estriatal, em compara¢do com
outros sistemas. A SNc e 0 RR, estruturas receptoras de densas eferéncias enviadas
pelo CeA (Gonzales & Chesselet, 1990), enviam projec6es dopaminérgicas e nao-
dopaminérgicas ao estriado dorsal, compreendendo a porgédo anterodorsal lesada no
presente estudo (Gerfen et al., 1987; Deutch et al., 1988). Apesar do presente trabalho
nao ter realizado lesdes na SNc e no RR, existem indicios na literatura de que as
projecdes dopaminérgicas destas estruturas para o estriado dorsal possam estar
relacionadas a funcdo do estriado em processos de aprendizagem e memdria (Da
Cunha et al., 2001; 2003; Faure et al., 2005).

Algumas tarefas de aprendizagem e memoria que sdo estriado-dependentes
também sao afetadas por lesdo da SNc (para revisao ver, Da Cunha et al., 2002; Faure
et al., 2005; Kao & Powell, 1988). Utilizando um modelo desenvolvido para mimetizar
0S prejuizos cognitivos encontrados em estagios recentes da doenca de Parkinson,
alguns estudos observaram que a administracdo de MPTP (uma toxina que destréi
neurénios dopaminérgicos) na SNc, afetou o desempenho de animais na versao de
pista da tarefa realizada no labirinto aquatico de Morris. Contudo, esta mesma leséo
nao prejudicou o desempenho dos animais na versdo espacial da tarefa, a qual é
dependente do hipocampo (Da Cunha et al., 2003). Os estudos sugerem que a via
nigro-estriatal € um componente essencial do sistema de memoria estriado-dependente
envolvido no processamento da aprendizagem estimulo-resposta e do héabito (Da
Cunha et al., 2002; Faure et al., 2005).
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O sistema dopaminérgico também influencia a atividade estriatal em outros tipos
de tarefas de aprendizagem e memoéria, como por exemplo as tarefas associativas.
Neurdnios tonicamente ativos do estriado (TAN, do inglés, “tonically active neurons”)
(Aosaki et al.,, 1994b; Ravel et al., 1999; 2003; Blazquez et al.,, 2002) e neurbnios
mesencefalicos dopaminérgicos (Ljungberg et al., 1992; Mirenowicz & Schultz, 1996)
respondem eletrofisiologicamente a estimulos condicionados que predizem a
ocorréncia de um evento aversivo. Além disso, neurbnios do estriado apresentam
mudancas eletrofisiolégicas quando animais aprendem o significado de um estimulo
gue prediz um evento biologicamente importante e induz o preparo do movimento
(Schultz et al., 2003; Yamada et al., 2004; Barnes et al., 2005). Ljungberg et al., 1992,
observaram que, no inicio de uma tarefa de aprendizagem, neurénios dopaminérgicos
mostram aumento de atividade eletrofisiolégica em resposta a uma recompensa. Com
0 passar do treino, estas respostas eletrofisioldgicas sdo transferidas progressivamente
para os estimulos que predizem a recompensa (Ljungberg et al., 1992). Nao existindo
modificacbes na tarefa aprendida e o desempenho do animal apresentando-se estavel,
0s neurbnios respondem apenas a apresentacdo do estimulo condicionado e ndo mais
a recompensa (Schulz & Romo, 1990). Seria interessante verificar se o papel da SNc e
do estriado dorsal nas tarefas associativas citadas anteriomente dependem de
influéncias da amigdala sobre estas estruturas.

Alguns trabalhos sugerem que as mudancas observadas na atividade neuronal
do estriado, durante tarefas de aprendizagem e memaria, podem ser influenciadas por
manipulacdes dopaminérgicas. Aosaki et al. (1994a) observaram que a lesdo unilateral
dos neurdnios dopaminérgicos reduziu a responsividade sensorial adquirida de
neurdnios estriatais, no condicionamento classico em primatas. Este efeito foi revertido
pela administracdo de apomorfina (um agonista dopaminérgico), confirmando a
influéncia do sistema dopaminérgico sobre o estriado no condicionamento classico
(Aosaki et al., 1994a).

Existem muitas evidéncias na literatura que atribuem uma importante funcdo ao
sistema dopaminérgico no condicionamento classico de medo em roedores (para
revisao ver, Pezze & Feldon, 2004). A administracdo de agonistas e antagonistas do
sistema dopaminérgico interfere na aquisicdo e expressdo do condicionamento de
medo (Inoue et al., 1996; 2000; Davis et al., 1993; Guarraci et al., 1999). Como o
estriado € uma estrutura que recebe um consideravel aporte dopaminérgico cerebral,

seria esperado que a administracdo de agonistas e antagonistas do sistema
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dopaminérgico nesta regido interferisse com o condicionamento de medo ao som. De
fato, White e Salinas (2003) mostraram que animais que receberam administracdo de
anfetamina no estriado dorsal, imediatamente ap6s o treino, apresentaram melhor
desempenho nas tarefas de condicionamento classico de medo ao som e ao contexto.
Este resultado, entretanto, ndo estad de acordo com os resultados observados tanto no
presente estudo como em um estudo anterior (Ferreira et al., 2003), os quais
mostraram que a leséo de estriado dorsal ndo afetou o condicionamento de medo ao
contexto. No estudo de White e Salinas (2003), o efeito produzido pela administracéo
intra-estriatal de anfetamina foi verificado apenas na segunda sessédo de teste do
condicionamento, e os animais foram testados para o condicionamento de medo ao
som e ao contexto no mesmo ambiente. Sendo assim, existe a possibilidade de que a
resposta de congelamento analisada no segundo dia de teste ndo era seletiva para o
condicionamento contextual. Um trabalho recente verificou os efeitos da administracao
de glicocorticéide no estriado dorsal no desempenho da tarefa de esquiva inibitéria
(Medina et al., 2007). Os autores observaram que a administragao intra-estriatal do
glicocorticoide melhorou o desempenho da tarefa de forma dose-dependente. Contudo,
em uma versdo modificada desta tarefa, esta mesma manipulagdo n&o interferiu no
desempenho dos animais (Medina et al., 2007). Durante o treino dessa versao
modificada, o animal era colocado diretamente no compartimento escuro da caixa de
esquiva e recebia o choque nas patas. No dia do teste ele era colocado no
compartimento claro e foi verificado a laténcia de passagem para o compartimento
escuro. Assim, o componente contextual da tarefa péde ser isolado do componente
instrumental, o que ndo ocorre na versao tradicional. Esses resultados, em conjunto
com os dados obtidos no presente trabalho, estdo de acordo com a idéia de que o
estriado dorsal ndo esta envolvido com a aprendizagem contextual.

Portanto, considerando as regides que recebem projecdes do CeA e modulam a
atividade estriatal que poderiam mediar os efeitos encontrados no presente estudo
apos a lesdo assimétrica contralateral de CeA e estriado dorsal, a possibilidade mais
plausivel é de que essa atuacdo seja modulada via SNc/RR. Além disso, varias
evidéncias citadas anteriormente sugerem o envolvimento do sistema dopaminérgico
no condicionamento classico. No mesmo sentido, um estudo mostrou que projecdes do
CeA para o estriado dorsal (via SNc) estao relacionadas com aprendizagem associativa
apetitiva. Han et al., (1997) mostraram que a aquisicdo da resposta de orientacdo
condicionada a um estimulo visual pareado com comida depende da integridade de um
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circuito neural que envolve o CeA e o estriado dorsal. Usando também o modelo de
les@o assimétrica, os autores realizaram uma lesdo neurotoxica de CeA, combinada a
uma lesdo com 6-OHDA no estriado dorsal contralateral. Os animais lesados tiveram
prejuizo em adquirir a resposta de orientacéo condicionada a um estimulo visual que foi
previamente pareado com comida (Han et al., 1997). Os achados sugerem que 0s
efeitos observados foram mediados por projecbes do CeA a SNc, a qual envia
projecdes dopaminérgicas ao estriado dorsal (Fudge & Haber, 2000; Beckstead et al.,
1979). Similarmente, Lee et al. (2005) observaram que a expressao da proteina Fos
nos neurdnios da porgcao medial do CeA foi intensa em ratos que receberam
pareamentos do estimulo condicionado-estimulo incondicionado e que a maioria dos
neurdnios marcados para a proteina Fos nessa regido eram neurbnios que projetavam
para a SNc (Lee et al., 2005). Em conjunto, os resultados observados com o modelo de
lesdo assimétrica sugerem que a informagcdo adquirida sobre o estimulo discreto
pareado com um estimulo incondicionado apetitivo (Han et al., 1997) ou aversivo
(presente estudo) deve ser direcionado ao estriado dorsal, o qual seria capaz de eliciar
ou coordenar uma resposta somatomotora adequada. Além disso, é provavel que o
prejuizo observado no desempenho da tarefa de condicionamento de medo ao som,
apos a lesdo assimétrica de CeA e estriado, seja provocado por uma diminuicdo do
aporte dopaminérgico a regiao do estriado dorsal em decorréncia da lesédo do CeA.

Os resultados discutidos até o momento foram observados ap6s a lesdo
eletrolitica de estriado dorsal e do nucleo central da amigdala. Este tipo de lesdo é um
método que foi muito utilizado na literatura da &rea e tem como vantagem a producao
de lesdes pequenas e localizadas. Por outro lado, o maior problema deste tipo de
abordagem é o fato de que neste método ocorre destruicdo dos corpos celulares
localizados na regido alvo e também de fibras de passagem que atravessam a area
lesionada. Ou seja, seria possivel que os efeitos observados no presente estudo fossem
decorrentes da lesdo de fibras que passam pelo CeA e pelo estriado dorsal e ndo pela
lesdo destas estruturas propriamente ditas. Especificamente, lesdes eletroliticas do CeA
podem destruir também projecdes do BLA para o nucleo intersticial da estria terminal
(BNST) e para o estriado dorsal. Assim, os efeitos observados seriam decorrentes das
projecOes diretas do BLA para a regiao do estriado que apenas trafegam pelo CeA.
Contudo, de acordo com recentes estudos (Nader et al., 2001; Sullivan et al., 2004;
Anglada-Figueroa & Quirk, 2005), nem a lesdo do BLA nem a do BNST afetaram a
resposta de congelamento no condicionamento de medo ao som. Logo, lesar as fibras
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do BLA gue passam pelo CeA nao deveria produzir os efeitos observados no presente
estudo. Além disso, os resultados observados apés a lesao eletrolitica de CeA e
estriado dorsal sdo comparaveis aos resultados obtidos em outros estudos que
utilizaram lesGes neurotdxicas destas estruturas no paradigma de condicionamento

classico de medo (Ferreira et al., 2003; Goosens & Maren, 2001).

A Etapa 3 do presente trabalho teve como objetivo confirmar os principais
achados observados apoOs a lesdo eletrolitica de CeA e estriado dorsal e também
estender esses achados, j& que a inativacdo temporaria do CeA e do estriado dorsal
permitiu verificar o papel destas estruturas e da via CeA-estriado dorsal em etapas
especificas do condicionamento, como a aquisicdo e a consolidacdo do
condicionamento de medo ao som.

Os resultados do Experimento 1 da Etapa 3 mostraram que a inativagéo
temporaria de estriado dorsal provocada pela administracdo de muscimol, antes do
treino do condicionamento de medo ao som, prejudicou 0 desempenho dos animais no
teste desta tarefa, realizada 24 horas apds a administracdo da droga. Esses achados
confirmam os resultados anteriores, apos a lesédo eletrolitica pré-treino de estriado
dorsal, e indicam que os efeitos observados ndo foram devidos a destrui¢cao de fibras de
passagem pela regido do estriado. Contudo, como a lesdo eletrolitica naquele
experimento foi realizada antes do treino, ndo é possivel saber se os efeitos observados
foram devido a um papel do estriado na aquisicdo, consolidacdo ou expressédo da
informacéo aprendida. Deste modo, os resultados obtidos apds a inativacao temporéria
de estriado dorsal, antes do treino, indicam também que essa estrutura esta envolvida
na aquisicdo do medo condicionado ao som, além do envolvimento ja& observado na
expressdo desta resposta condicionada de medo (Experimentol - Etapa 2). Como a
droga também estava presente nos estagios iniciais da consolidacao desta tarefa, ndo é
possivel descartar a possibilidade de que o estriado dorsal possa também estar
envolvido na consolidagéo da tarefa de condicionamento de medo ao som. Estudos de
inativacdo do estriado dorsal, imediatamente apds o treino desta tarefa, poderiam
verificar essa possibilidade.

O envolvimento das projecoes do CeA para o estriado dorsal no condicionamento
de medo ao som também foi confirmado no segundo experimento da Etapa 3.
Microinjecdo de muscimol no CeA, combinada a administragdo desta droga no estriado
dorsal contralateral, antes da sessao de treino, prejudicou o desempenho dos animais
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no teste, quando comparados aos animais que receberam esta manipulagdo no mesmo
hemisfério cerebral. Mais uma vez estes resultados descartam a possibilidade dos
efeitos observados na Etapa 1 serem decorrentes da lesdo de fibras de passagem.
Além disso, esses resultados indicam que a comunicacdo entre essas regifes esta
envolvida na aquisi¢gdo do condicionamento de medo ao som. Este experimento nao
descarta a possibilidade destes efeitos serem devidos a participacdo desta via na
consolidacdo da memodria deste tipo de condicionamento. O Experimento 3 da Etapa 3
teve como objetivo verificar essa possibilidade. Os resultados obtidos mostraram que a
lesédo do CeA, combinada com a administracéo de lidocaina (um bloqueador de canais
de sddio) no estriado contralateral, ndo afetou a expresséo da resposta condicionada de
medo ao som. Assim, parece que a via indireta CeA-SNc/RR-estriado esta envolvida na
aquisicdo, mas nao na consolidacdo da tarefa de medo condicionada ao som. Essa
possibilidade esta de acordo com um dado recente encontrado na literatura, que
observou que a inativagdo temporaria da SNc ndo prejudicou a consolidacdo desta
mesma tarefa de memdria emocional (Baldi et al., 2007). Em conjunto, os resultados
dos Experimentos 2 e 3 da Etapa 3 e do Experimento 2 da Etapa 2 levantam a
possibilidade de que a interacdo entre o CeA e o estriado dorsal (provavelmente via
SNc), na mediacdo do condicionamento de medo ao som, seja importante durante a
aquisicdo, mas nao na consolidacao e evocagao/expressao desta tarefa.

De forma geral, as lesdes realizadas no presente estudo produziram um prejuizo
significativo na tarefa de condicionamento de medo ao som, contudo as mesmas nao
aboliram completamente a resposta condicionada de medo. Os efeitos parciais
observados apos a lesdo eletrolitica e neurotdéxica de estriado dorsal foram
previamente descritos em outro trabalho do grupo (Ferreira et al., 2003). Embora nao
existam duvidas de que a manipulagdo do estriado alterou a resposta condicionada de
medo ao som, a natureza deste prejuizo necessita ainda ser elucidada. Uma
observacédo qualitativa do congelamento apresentado pelos animais com lesdo de
estriado dorsal durante o teste do condicionamento de medo ao som indicou que esta
resposta € diferente da observadas nos animais controles (dados ndo mostrados). O
congelamento nos animais lesados é frequentemente interrompido por outros
comportamentos, como por exemplo o ato de cheirar, possivelmente indicando que os
animais lesados ndo conseguem manter a resposta de congelamento por muito tempo.
O controle da organizacao da sequéncia de agcOes observadas no comportamento de
autolimpeza ou “grooming” foi uma fung¢édo ha pouco tempo atribuida ao estriado dorsal
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(Cromwell & Berridge, 1996). Recentemente, um trabalho verificou que a inativagéo do
estriado ventrolateral pela administracdo de lidocaina prejudicou a organizacdo do
comportamento predatério em ratos (dos Santos et al., 2007). No mesmo sentido, a
lesdo de estriado no presente experimento poderia prejudicar a organizagcdo do
comportamento de congelamento sob um estimulo sensorial discreto. Apesar dos
condicionamentos de medo ao som e ao contexto apresentarem muitas caracteristicas
semelhantes, esses tipos de tarefas apresentam uma diferenga marcante: os estimulos
contextuais estdo continuamente presentes e ndo sao apresentados ao animal de
maneira precisa, sendo assim, predizem uma situacdo geral na qual o estimulo
incondicionado pode ocorrer, mas ndo predizem o inicio de nenhum estimulo
incondicionado particular. J& no condicionamento ao som, o estimulo condicionado esta
temporalmente relacionado ao estimulo incondicionado e prediz a ocorréncia do
mesmo. Poder-se-ia supor, portanto, que o estriado dorsal esteja envolvido na
elaboracdo/organizagcdo do comportamento de congelamento, somente frente a um
estimulo explicitamente pareado com um evento importante. Outros estudos seriam
necessarios para avaliar o papel do estriado dorsal na organizacdo da resposta de
congelamento.

Uma segunda explicacdo para os efeitos parciais observados no presente
estudo é que o numero de pareamentos usados poderia ter aumentado a forca de
associacdo entre os estimulos condicionado e incondicionado. Trabalhos anteriores
tém mostrado que a intensidade ou a quantidade de apresentacdo do estimulo
incondicionado durante o treino pode interferir com os efeitos amnésicos de farmacos
ou lesdes (Cruz-Morales et al., 1992; Maren, 1999; Solana-Figueroa et al., 2002). Seria
interessante verificar o efeito da lesdo de estriado dorsal no condicionamento de medo
ao som, utilizando-se apenas um ou dois pareamentos entre os estimulos condicionado
e incondicionado, ja que trabalhos anteriores apontam um papel desta estrutura na
formacdo lenta e gradual do habito (Yin & Knowlton, 2006) e que o niumero de sessfes
de treino de uma tarefa comportamental pode influenciar o resultado observado em
tarefas de aprendizagem dependentes do estriado (Packard & McGaugh, 1996; Oliveira
et al., 1997). Além disso, uma terceira possibilidade é baseada no fato de que nem todo
o estriado dorsal, bem como o CeA, encontraram-se lesados no presente estudo, e o
tecido adjacente restante poderia ser responsavel pela expressao residual da resposta
de congelamento. Essa explicacdo € possivel se observamos que nos resultados dos
Experimentos 1 e 2 da Etapa 3 foi observada uma reducdo mais significativa do
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congelamento em comparagdo aos estudos de lesédo. Isso pode significar que o
muscimol se espalhou e atuou por uma regido mais abrangente do que a area atingida
pela leséo eletrolitica, induzindo um prejuizo maior de desempenho na tarefa.

Em resumo, os resultados observados no presente estudo sugerem que o
estriado dorsal esta envolvido na aquisicdo/consolidagédo da tarefa de condicionamento
ao som. Além disso, esta estrutura também parece estar envolvida na expressao da
resposta condicionada somatomotora de congelamento a um estimulo condicionado
explicitamente pareado a um evento aversivo. Esta idéia esta de acordo com trabalhos
gue verificaram efeitos da lesdo de estriado no desempenho da resposta condicionada
de piscar em coelhos (Powel, et al., 1978). Esse tipo de condicionamento também é
afetado apos a lesdo de SN, indicando que a atividade dopaminérgica estriatal é
importante para a expressdo desta resposta condicionada aversiva (Kao & Powell,
1988). Estas lesdes, no entanto, ndo afetam as respostas autonémicas de batimento
cardiaco (Powell et al., 1978; Kao & Powell, 1988) e de liberagcdo de ACTH (presente
estudo), frente & apresentacdo de um estimulo pareado a um estimulo incondicionado
aversivo. Esses achados levantam a possibilidade de que o estriado dorsal possa estar
envolvido na mediacao de diferentes tipos de respostas somatomoras condicionadas: o
congelamento e a resposta de piscar. Seria interessante verificar o efeito da lesao de
estriado em outras respostas somatomotoras condicionadas de medo, como por
exemplo a potenciacdo do sobressalto.

Por outro lado, a comunicagdo entre o CeA e o0 estriado estaria envolvida
somente durante a aquisicdo desta tarefa, mas n&o durante a consolidacdo ou
expressdo da tarefa aprendida. A hipétese mais provavel é de que a atuacdo do CeA
sobre o estriado dorsal ocorra de forma indireta, através das conexdes desta estrutura
com a SNc e com 0 nucleo RR, que, por sua vez, enviam projecfes dopaminérgicas
para o estriado dorsal. De fato, Han et al., 1997, mostraram que esta circuitaria neural
esta envolvida no condicionamento pavloviano apetitivo.

O presente estudo, portanto, propde que uma via indireta entre o CeA-estriado
dorsal poderia mediar a aprendizagem de respostas condicionadas somatomotoras a
um estimulo emocionalmente relevante. Os resultados encontrados sugerem um
importante papel das projecfes indiretas do CeA para o estriado (provavelmente via
SNc/RR) no condicionamento classico de medo ao um estimulo discreto e acrescentam
a regido do estriado dorsal a circuito neural do medo condicionado (ver figura 20).
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Figura 20 — Representagdo esquemdtica do circuito n  eural responsavel pelo medo condicionado.

(A) No condicionamento de medo ao som, a associa¢cdo entre um estimulo condicionado (EC) e o
estimulo incondicionado (El) é mediada por uma convergéncia das informacgdes sensoriais sobre estes
estimulos ao LA, o qual projeta indiretamente para o CeA. Mais recentemente foi sugerido que o CeA
também pode mediar a associacdo EC-EI (linhas tracejadas; Paré et al., 2004). Projecdes do CeA para a
substancia cinzenta periaquedutal (PAG), para a area hipotalamica lateral (LH) e para o nucleo
paraventricular do hipotadlamo (PVN), séo responséaveis pela expressédo das respostas comportamentais
(RC), autondmicas e enddcrinas de medo, respectivamente (adaptado de Phelps e LeDoux, 2005). (B) O
presente estudo mostrou que, as conexdes indiretas entre o CeA e o ED - provavelmente via substancia
negra compacta (SNc) e ndcleo retrorubral (RR) - também podem mediar aquisicdo da resposta
somatomotora de congelamento eliciada pelo EC.
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Os resultados do presente trabalho sugerem que o estriado dorsal esta envolvido
na aquisicdo/consolidacao e na expressao da tarefa de condicionamento de medo ao
som, mas ndo ao contexto. Este envolvimento ocorre na mediagdo da resposta
somatomotora condicionada, avaliada pelo tempo de congelamento, mas ndo da
resposta neuroenddcrina, avaliada pelos niveis plasméaticos de ACTH. Além disso, o0s
resultados estdo de acordo com outros trabalhos da literatura, que verificaram que o
nacleo central da amigdala estd envolvido na mediacdo das tarefas de
condicionamento classico de medo ao som e ao contexto.

A comunicacgéo indireta entre o nacleo central da amigdala e o estriado dorsal
(provavelmente via substancia negra compacta e ndcleo retrorubral) € importante para
a aquisicdo, mas ndo para a consolidagcdo e expressao da resposta de medo
condicionado ao som. Esses resultados sugerem que uma vez que a informacgéo é
adquirida o estriado dorsal torna-se independente da amigdala para a expressao do
comportamento somatomotor aprendido.

Baseados nestes achados, o presente trabalho propde que o estriado dorsal e a
via indireta entre a amigdala e o estriado sejam considerados na circuitaria neural que

medeia o condicionamento classico de medo ao som.
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UMNIFESP
[ PAULIETA |

Universidade Federal de S&0 Paulo Comité de Etica em Pesquisa
Escola Pawlista de Medicina Hospital 380 Paulo

Sao Paulo, 6 de abril de 2005.
CEP 0089/05
limo(a). Sr(a).
Pesquisador(a) TATIANA LIMA FERREIRA
Co-Investigadores: José Bernardes da Costa; Maria Gabriela Menezes de Oliveira
Disciplina/Departamento: Psicobiologia da Universidade Federal de Sdo Paulo/Hospital Sdo Paulo
Patrocinador; Recursos Proprios.

PARECER DO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

Ref: Projeto de pesquisa intitulado: “Efeitos da lesdo assimétrica de estriado dorsal, estriado ventral e amigdala nas
tarefas de condicionamento classico de medo ao som e ao contexto”.

CARACTERISTICA PRINCIPAL DO ESTUDO: Estudo experimental para entendimento de fisiologia ou outras condigbes
né&o terapéuticas ou diagnésticas.

RISCOS ADICIONAIS PARA O PACIENTE: néo se aplica.

OBJETIVOS: Verificar se existe interacdo entre duas estruturas cerebrais(estriado e amigdala) no processamento das
tarefas de condicionamento classico de medo ao som € ao contexto.

RESUMO: Utilizando o modelo de les@o assimétrica sera realizada uma lesdo unilateral de amigdala em um hemisfério
cerebral e uma lesdo contralateral de estriado dorsal ou ventral no hemisfério oposto.Como as projegfes amigdala-
estriatais sdo ipsilaterais, este modelo permite verificar o papel desta circuitaria cerebral nestas tarefas
comportamentais.Serdo realizados 3 experimentos em ratos wistar, machos com 3 meses de idade e pesando 350
grs.No primeiro experimento sera observado o efeito das lesdes unilaterais de estriado dorsal, ventral e amigdala nas
tarefas de condicionamento classico do medo ao som e ao contexto.No segundo experimento sera realizada uma lesdo
assimétrica de estriado ventral e amigdala e estriado dorsal e amigdala e os animais serdo submetidos a tarefa de
condicionamento classico de medo ao contexto.E no terceiro experimento serd realizada uma les8o assimétrica de
estriado ventral e amigdala e de estriado dorsal e amigdala e os animais serdo submetidos a tarefa de condicionamento
classico de medo ao som..

FUNDAMENTOS E RACIONAL: Estudo de diferentes estruturas cerebrais podem trabalhar cooperativamente para o
processamento de uma tarefa cognitiva em particular.

MATERIAL E METODO: Descritos todas as fases dos experimentos(animais utilizados, técnicas utilizadas nas cirurgias,
anestésicos, aparelhos, sacrificio dos animais(hidrato de cloral) e exames histol6gicos.

DETALHAMENTO FINANCEIRQ: AFIP e FAPESP (R$ 6880,00).

CRONOGRAMA: adequado( periodo estimado de 01/02/05 até 01/02/08).

OBJETIVO ACADEMICO: Doutorado.

ENTREGA DE RELATORIOS PARCIAIS AO CEP PREVISTOS PARA: 03/04/2006 e 29/03/2007.

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de So Paulo/Hospital Sao Paulo ANALISOU e APROVOU o
projeto de pesquisa referenciado.

1. Comunicar toda e qualquer alteracdo do projeto.
2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para possivel
auditoria dos 6rgéos competentes.

Atenciosamente,

v
Prof. Dr. José Osmmedipa Pestana
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Sao Paulo/ Hospital Sdo Paulo
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