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RESUMO

A substancia P (SP) é um neuropeptideo envolvido em processos relacionados a
aprendizagem, memoria, medo e ansiedade. O hipocampo, uma das estruturas limbicas
envolvidas nesses processos, possui grande quantidade de neurdnios que contém SP e
receptores neurocininérgicos. Visto que o hipocampo apresenta alteragdes neuroquimicas
ao longo do seu eixo dorso-ventral, muitos estudos tém mostrado diferengas na expressao
de respostas comportamentais associadas a essas alteragdes. Diante disso, o objetivo deste
estudo foi avaliar os efeitos da injecao de SP no hipocampo dorsal (HD) e ventral (HV) de
ratos submetidos ao labirinto em cruz elevado (LCE), campo aberto e condicionamento
contextual aversivo. Os resultados mostraram que a microinjegdo de SP no HD, mas n&o no
HV, aumentou a exploragado dos bracos abertos do LCE e da area central do campo aberto.
Além disso, a SP intra-HD promoveu uma reducao do tempo de congelamento de animais
expostos ao contexto aversivo onde, previamente, receberam choques nas patas. Esses
resultados indicam um efeito anti-aversivo da SP no HD. Com o intuito de investigar se os
efeitos promovidos pela SP no HD apresentam uma interagdo com os mecanismos
serotoninérgicos, foram realizados estudos adicionais utilizando a técnica de microdialise in
vivo. A microinjegao de SP no HD em condigbes basais (ndo-aversivas) nao influenciou a
concentracdo extracelular de serotonina. Os resultados indicam a participacdo da SP
hipocampal na expressao de respostas defensivas e, em condi¢cbes basais, a independéncia

de seus efeitos de mecanismos serotoninérgicos.



ABSTRACT

Substance P (SP) is known to be involved in processes related to learning and memory, fear,
anxiety and stress. SP and NK; receptors are localized in the hippocampus, a brain structure
involved in learning and memory as well as emotional processes. As there is evidence for
differential functions of the ventral (VH) and dorsal (DH) hippocampus in a variety of
behaviors, we here evaluated the effects of injections of SP into the VH and DH in rats
submitted to the elevated plus-maze (EPM), open field and contextual fear conditioning. The
results showed that infusions of SP into the DH, but not VH, increased open arm exploration
in the EPM and in the central zone of the open field. Furthermore, the injection of SP intra-
DH promoted a reduction of freezing response in rats submitted to an aversive context
previously paired with footshocks. These results indicate an anxiolytic-like effect of SP in the
DH. Additional experiment was conducted to examine whether these effects of SP have an
interaction with serotoninergic mechanisms. To this end, extracellular concentrations of this
monoamine were measured by means of the in vivo microdialysis technique. Infusions of SP
into the DH did not change the serotonin extracellular concentrations in basal condition.
These data indicate the participation of SP-DH in the expression of defensive responses and,

that its effects are dissociated of serotoninergic mechanisms at basal conditions.
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1. Comportamento Defensivo

A emocdo pode ser definida como uma experiéncia subjetiva acompanhada de
manifestagdes comportamentais e fisiolégicas detectaveis e de sensagdes agradaveis ou
desagradaveis (LENT, 2004). Do ponto de vista histérico, o estudo da neurobiologia das
emogdes se inicia nos relatos de Charles Darwin (1872). Seus trabalhos, na segunda
metade do século XIX, indicavam que o estudo do comportamento de outros animais era o
caminho para a compreensdo das emocgdes no homem. Darwin observou semelhancas na
expressao corporal e facial das emogdes entre individuos de diferentes espécies, e concluiu
que esses comportamentos sdo inatos, e que evoluem do mesmo modo que as demais
caracteristicas bioldgicas das espécies (DARWIN, 1872).

De acordo com a perspectiva evolutiva, o medo e a ansiedade apresentam um valor
adaptativo por se originarem nas reagbes de defesa exibidas por animais em situagdes de
perigo (GRAEFF, 2001). A expressao desses comportamentos obedece a uma hierarquia,
que se manifesta por meio de niveis de defesa (BLANCHARD; BLANCHARD, 1988). Desta
maneira, quando os animais se deparam com um perigo potencial, assumem um
comportamento denominado “avaliagéo de risco”. Em caso onde os sinais de perigo tornam-
se explicitos, porém distantes, a reagao tipica apresentada é o congelamento acompanhado
por reagdes autondmicas e neurovegetativas. Quando o perigo € explicito e proximo, ocorre
o comportamento de luta ou fuga. Portanto, a natureza das respostas defensivas em
animais expostos a situacdes ameacadoras depende da intensidade e distancia do estimulo
aversivo (BLANCHARD; BLANCHARD, 1988; BLANCHARD; BLANCHARD, 1990). Neste
sentido, a diferenga entre medo e ansiedade pode ser definida em relagdo aos estimulos e
situagdes que os desencadeiam. O medo surgiria de situagbes explicitas de ameaca e
perigo, € a ansiedade de situagbes que oferecem perigo potencial (BLANCHARD;

BLANCHARD, 1990; BRANDAO et al., 2005), (Figura 1).
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Figura 1. Respostas defensivas de roedores moduladas pelo contexto, intensidade do estimulo

ameacador e distancia presa-predador. Figura modificada de Blanchard e Blanchard (1990).

No entanto, quando as manifestacdes de medo e ansiedade sdo intensas e
duradouras em relagéo ao evento desencadeante, passam a ser consideradas patoldgicas
(PRATT, 1992). Diante disso, evidencia-se a importancia do avango cientifico em busca da

compreensao dos mecanismos neurais envolvidos na expressao desses comportamentos.

2. Modelos animais de ansiedade

Os modelos animais de ansiedade possibilitam reproduzir em laboratério aspectos da
sintomatologia da ansiedade em humanos e, assim, investigar os possiveis tratamentos
para esse disturbio. Além disso, esses modelos ajudam elucidar a participagao de diferentes
estruturas encefdlicas e mecanismos neuroquimicos envolvidos na mediagdo das respostas
aversivas (ALBRECHET-SOUZA; BORELLI; BRANDAO, 2008; CARVALHO et al., 2005;

FILE, 1992; TREIT, 1985).
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H4& dois grupos principais de modelos comportamentais, os modelos baseados em
aprendizagem associativa e os modelos baseados em medos inatos ou etologicamente
fundamentados. Os processos de aprendizagem associativa sdo baseados no
condicionamento classico Pavloviano e/ ou operante. No condicionamento classico,
estimulos neutros, como sons de baixa intensidade e luzes, apds o pareamento sucessivo
com estimulos aversivos incondicionados, como choques elétricos e sons intensos podem,
isoladamente, desencadear respostas de medo e ansiedade (resposta condicionada).
Assim, os estimulos neutros desencadeariam respostas de medo e ansiedade devido a
antecipagao da apresentagdo de um estimulo aversivo para o animal. No condicionamento
operante, os animais aprendem determinadas estratégias para suprimir as consequéncias
negativas associadas aos estimulos aversivos. Quando as respostas dos animais sao
seguidas pela apresentagdo do estimulo aversivo ocorre uma diminuicdo da expressao
deste comportamento no futuro. Dentre os modelos baseados em aprendizagem associativa
estdo os testes de condicionamento classico (associagdo entre luz, som ou ambiente-
contexto com estimulos incondicionados como os choques nas patas), o teste do
sobressalto potencializado pelo medo, o teste de conflito de Vogel e punigdo de pressao a
barra (GELLER; SEIFTER, 1960; VOGEL; BEER; CLODY, 1971).

Os modelos etologicamente fundamentados utilizam estimulos que desencadeiam
respostas inatas de medo. Esses modelos oferecem varias vantagens sobre os modelos de
aprendizagem associativa, por ndo empregarem estimulos nocivos, como choques elétricos,
privagdo de agua ou de alimentos, por ndo requisitarem o treino do animal e por
apresentarem baixo custo operacional (LISTER, 1990; PELLOW et al., 1985). Dentre eles
estdo os testes de transi¢cdo claro-escuro, interagdo social, interagcdo presa-predador e

labirinto em cruz elevado (LCE).
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2.1. Labirinto em cruz elevado

O LCE originou-se do labirinto elevado em Y (MONTGOMERY, 1955). E composto
por dois bragos fechados com paredes laterais e dois abertos, perpendiculares entre si, e
elevados em relagdo ao solo (PELLOW et al., 1985). Baseia-se na aversdo natural de
roedores ao espacgo aberto e altura, o que acarreta a preferéncia pelos bragos fechados aos
abertos (TREIT; MENARD; ROYAN, 1993). Esse modelo é capaz de gerar conflito no animal
devido a tendéncia de explorar ambientes novos e o risco de se aventurar em espacgos
abertos potencialmente perigosos. O tempo de permanéncia e freqiéncia de entradas nos
bragos abertos do LCE é considerado um indice de ansiedade (HANDLEY; MITHANI, 1984;
PELLOW et al., 1985). Drogas ansioliticas aumentam o niumero de entradas e o tempo de
permanéncia nos bragos abertos, enquanto drogas ansiogénicas produzem o efeito contrario
(MORRISON; STEPHENSON, 1970). Aléem das medidas tradicionais, o LCE permite a
avaliacdo das categorias etolégicas “novas”, que oferecem uma abordagem adicional a
analise dos comportamentos relacionados a ansiedade (ANSELONI; BRANDAO, 1997;

CARVALHO et al., 2005).

2.2. Campo aberto

O campo aberto foi descrito em meados da década de 30 por Carl Hall.
Originalmente, consistia de uma arena circular montada sob uma bateria de ldmpadas e
alto-falantes de forma que o animal era exposto simultaneamente a luz e a ruidos fortes.
Paredes laterais impossibilitavam a fuga do animal (WALSH; CUMMINS, 1976).

Atualmente, o campo aberto € um dos modelos mais utilizados na neurociéncia
comportamental (BELZUNG, 1999; RAMOS et al., 2008). Diferentes versbées do modelo
foram criadas (TAKAHASHI; KALIN, 1989), sendo que em todas se observa a locomogao
geral do animal. Devido o comportamento denominado tigmotaxia, os animais preferem a

periferia ao centro do aparato. A freqiéncia de entradas, tempo de permanéncia e a laténcia
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para entrar na parte central da arena séo indices de ansiedade (PRUT; BELZUNG, 2003).
Drogas que aumentam esses comportamentos, sem causar alteracdes na atividade
locomotora, podem ser classificadas como drogas ansioliticas (PRUT; BELZUNG, 2003). Ha
evidéncias que varios tipos de neurotransmissores medeiam esses efeitos, como o0 GABA,

serotonina (5-HT) e neuropeptideos (PRUT; BELZUNG, 2003).

2.3. Condicionamento contextual aversivo

A reacao de defesa é o resultado de alteragdes do padrdao comportamental e
cardiovascular de animais frente a estimulos ameacadores ou estressantes (BANDLER;
CARRIVE, 1988). Quando o animal é confrontado com uma ameaga, seja esta representada
por um predador ou um ambiente desconhecido, ele apresenta um conjunto de respostas
comportamentais e neurovegetativas que caracterizam a reacdo de medo. Em roedores esta
reacdo € denominada congelamento. Trata-se de um comportamento complexo e
coordenado caracterizado pela auséncia de todos os movimentos corporais, exceto os
movimentos respiratérios (BOLLES; COLLIER, 1976). E acompanhado por um conjunto de
sinais, tais como defecagdo, miccdo, arqueamento do dorso, retracdo das orelhas,
piloeregéo e exoftalmia (AVANZI et al., 1998).

Estimulos neutros como sons, luz ou contexto que, isoladamente, ndo eliciam
resposta de medo, podem produzi-la por meio do condicionamento Pavloviano. No medo
condicionado contextual, uma associagdo entre estimulos neutros polimodais (tateis,
olfatérios e espaciais) presentes no contexto € um tipo de evento aversivo, como choques
nas patas (estimulo incondicionado), é capaz de gerar o congelamento quando os animais
sdo re-expostos a esse mesmo contexto (AVANZI et al., 2003; KIM; FANSELOW, 1992;
SILVA et al., 2002). A duragdo desse comportamento varia com a intensidade e o nimero
de choques oferecidos (FANSELOW, 2000). Agonistas GABAérgicos e serotoninérgicos
reduzem o tempo de congelamento de animais re-expostos ao contexto aversivo (BORELLI

et al., 2005; FANSELOW; HELMSTETTER, 1988; SANTOS et al., 2005).
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3. Substratos neurais da defesa

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

A técnica de estimulagéo elétrica de areas subcorticais permitiu a identificagdo de
algumas estruturas encefalicas relacionadas a organizagdo de respostas defensivas. Os
estudos classicos de Hess e Briiger (1943) e o de Fernandez de Molina e Hunsperger
(1959) foram os primeiros a indicar que a estimulagdo elétrica da regido perifornical do
hipotalamo e da substancia cinzenta periaquedutal de gatos acordados provocava uma
sequéncia de comportamentos defensivos similares aos apresentados em resposta a
situagdes de perigo ou a estimulos aversivos ambientais. Varios estudos com leséo de tais
estruturas sao condizentes com esses achados (CANTERAS et al.,, 1997; LEDOUX et al.,
1988; VIANNA et al., 2001; WALKER; DAVIS, 1997). Trabalhos posteriores evidenciaram
que varias outras estruturas encefalicas pareciam estar envolvidas na regulagdo de
diferentes aspectos da reacao de defesa. Assim, dois importantes sistemas relacionados as
bases neuroanatémicas da ansiedade foram propostos: o sistema encefalico aversivo (SEA)
(GRAEFF, 1981) e o sistema de inibigdo comportamental (SIC) (GRAY, 1982).

O SEA seria responsavel pela elaboragéo e coordenacao das respostas defensivas
incondicionadas nos animais. Foi observado que a ativagdo de estruturas como o
hipotalamo medial, a amigdala e a substancia cinzenta periaquedutal, evoca um padréo
similar de respostas defensivas. Posteriormente, Branddo e colaboradores (1988, 1994)
sugeriram que, além dessas estruturas, o coliculo inferior e as camadas profundas do
coliculo superior também constituiiam o substrato neural da aversdo. Anatomicamente,

varios experimentos tém demonstrado que o SEA possui um padrao altamente complexo de
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interconexdes com outras estruturas encefalicas que participam da organizagédo neural do
comportamento emocional.

O SEA estabelece contato anatomo-funcional com o talamo intralamilar, cértex pré-
frontal e o sistema septo-hipocampal (SSH) (GRAY, J.A.; MCNAUGHTON, N., 2000). O SSH
€ o principal componente do SIC e é constituido pelo hipocampo, cortex entorrinal, subicular,
cingulado posterior e area septal, além de suas interconexdes e vias monoaminérgicas
ascendentes que inervam estas estruturas prosencefalicas. Foi sugerido que este sistema
teria a funcdo de comparar a sintese dos dados sensoriais que o hipocampo recebe do
cortex entorrinal, com as predi¢gdes geradas no circuito de Papez. Existindo coeréncia entre
as informacgodes recebidas do ambiente com as predi¢gdes geradas no circuito de Papez, o
comportamento do animal segue normalmente. Se isto ndo acontece, o sistema passa a
funcionar como controlador, ou seja, ao detectar a discrepancia entre o esperado e o
ocorrido, desencadeara um quadro de inibicdo comportamental, dirigindo a atencdo do
animal para possiveis fontes de perigo.

A ativacao deste sistema acontece apenas quando existe conflito entre as tendéncias
de aproximar-se e esquivar-se do perigo. Neste caso, o direcionamento da atencdo a
estimulos novos ou potencialmente perigosos € aumentado. Quando desencadeada por
estimulos novos, a inibicdo comportamental € acompanhada por uma estratégia de
investigagdo cautelosa (risk assessment) (GRAY, J.A.; MCNAUGHTON, N., 2000). Sinais
inatos e condicionados de perigo também podem desencadear esses comportamentos
(GRAY, 1982; GRAY, J.A.; MCNAUGHTON, N., 2000). Drogas ansioliticas, como os
benzodiazepinicos, promovem a reducdo deste repertdrio comportamental em testes de

conflito (GRAY, J.A.; MCNAUGHTON, N., 2000).
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3.1. Hipocampo

A formacgao hipocampal € um conjunto de estruturas corticais de aspecto alongado
que se estende do nucleo septal, rostrodorsalmente, para o incipiente lobo temporal,
caudoventralmente, e constituindo desta forma um longo eixo referido como septo-temporal
ou dorso-ventral. Esta estrutura € formada por seis regiées citoarquitetonicamente distintas:
o giro denteado (CA,), o hipocampo propriamente dito, que é divido em trés campos (CA;,
CA; e CA;), o cortex entorrinal, o subiculo, pré-subiculo e para-subiculo, que sdo algumas
vezes agrupados como complexo subicular (AMARAL; WITTER, 2004), (Figura 2A e B).
Entre essas regides, a transmissao de informagdes acontece de maneira unidirecional. A
principal via de entrada para o hipocampo € a via perforante formada pelos axénios, cujos
corpos celulares encontram-se nas camadas Il e Il do cortex entorrinal. Os axbnios da via
perforante fazem sinapse com os neurénios das células granulares do giro denteado, cujos
seus prolongamentos atingem as células piramidais da regido CA; constituindo as fibras
musgosas. Parte dos axdnios piramidais da regido CA; forma as colaterais de Schaffer, as
quais fazem sinapse com as células piramidais da regido CA;, cujos axbnios enviam a
informacao para o subiculo e para a camada V do cértex entorrinal. Outra parte das células
piramidais da regido CA; envia informagao para o hipocampo contralateral, assim como para
outras estruturas encefalicas (GRAY, J. A.; MCNAUGHTON, N., 2000).

O hipocampo, embora seja uma estrutura particularmente envolvida em processos
associados a aprendizagem, memoria e localizacdo espacial (EICHENBAUM, 2004;
O'KEEFE, 1978; SQUIRE; STARK; CLARK, 2004), varias evidéncias mostraram seu papel
modulatério sobre os comportamentos relacionados ao medo e ansiedade (BANNERMAN et
al., 2004; DRINGENBERG; LEVINE; MENARD, 2008; GRAY, J.A.;; MCNAUGHTON, N.,
2000). Sugere-se que a influéncia do hipocampo sobre as reagées de medo e ansiedade
possa ser uma conseqléncia de suas operacbes mnemdnicas, o que leva a crer que a
emogado e a aprendizagem sao processos neurais integrados e complementares nessa

estrutura (GRAY, J.A.; MCNAUGHTON, N., 2000). Algumas formas de disturbios de
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ansiedade podem iniciar-se com uma disfungdo da aprendizagem, por meio de uma
associagao negativa exacerbada a um determinado estimulo (DAVIDSON; JARRARD, 2004;

MCNAUGHTON, 1997; MCNAUGHTON; WICKENS, 2003).

Figura 2. Diagrama representativo da formagao hipocampal. (A) Formagédo hipocampal representada
em seu eixo septo-temporal. (B) Corte coronariano representando todas as regides hipocampais (GD:
giro denteado; CA1, CA2 e CA3: hipocampo propriamente dito; S: subiculo; PrS: pré-subiculo e PaS:

para-subiculo; CE: cértex entorrinal). Figuras modificadas de Amaral e Witter (2004).

Anatomicamente, varios estudos sugerem que o hipocampo pode ser diferenciado ao
longo do seu eixo dorso-ventral (JAY; WITTER, 1991; VERWER et al., 1997). O hipocampo
ventral (HV) esta conectado com o coértex pré-frontal, nicleo mediano da rafe, amigdala
estendida e amigdala basolateral (PETROVICH; CANTERAS; SWANSON, 2001;
PITKANEN et al., 2000; SWANSON; COWAN, 1977; VERTES; FORTIN; CRANE, 1999) e
outras areas subcorticais associadas ao eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (AMARAL,;

WITTER, 2004; JACOBSON; SAPOLSKY, 1991). J& o hipocampo dorsal (HD) possui



Introducdio- 20

conexdes anatbmicas com o cortex entorrinal, septo lateral, hipotdlamo, amigdala e nucleo
dorsal da rafe (FUCHS et al., 2007; MOSER; MOSER, 1998; RISOLD; SWANSON, 1997,
1996; VERTES, 1991).

Conexodes anatbmicas distintas acarretam diferencas funcionais ao longo do eixo
dorso-ventral do hipocampo (BANNERMAN et al., 2004; MOSER; MOSER, 1998; RISOLD;
SWANSON, 1996). Ha evidéncias do envolvimento do HV na modulagdo de
comportamentos relacionados ao medo e ansiedade, e do HD em processos neurais
relacionados a memodria (BANNERMAN et al., 2004; BERTOGLIO; JOCA; GUIMARAES,
2006; GRAY, J.A.; MCNAUGHTON, N., 2000; KJELSTRUP et al., 2002; NASCIMENTO
HACKL; CAROBREZ, 2007; NUNES-DE-SOUZA; CANTO-DE-SOUZA; RODGERS, 2002;
PENTKOWSKI et al., 2006). Entretanto, existem algumas contradigbes envolvendo essa
segregacao.

Estudos realizados na década de 90 mostraram que a expressdo do medo
condicionado envolve a participagdo do HD (KIM; FANSELOW, 1992; PHILLIPS; LEDOUX,
1992). Lesbes hipocampais realizadas antes (PHILLIPS; LEDOUX, 1992) ou depois do
treino (KIM; FANSELOW, 1992) causaram a diminuicao do tempo de congelamento de
animais re-expostos ao contexto aversivo (MCNISH; GEWIRTZ; DAVIS, 1997). Alguns
estudos também mostraram a participagdo do HD na expressao de respostas inatas de
medo por meio de manipulagdes farmacoldgicas e técnicas de estimulagédo elétrica intra-
hipocampal de animais expostos a modelos animais de ansiedade, como LCE, teste de
auto-protecao por enterramento da sonda eletrificada (shock-probe burying test), teste de
interacao social e teste de conflito de Vogel (DRINGENBERG; LEVINE; MENARD, 2008;
FILE; KENNY; CHEETA, 2000). O uso dessas técnicas também possibilitou investigar as
influéncias modulatérias intra-hipocampal de varios neurotransmissores, como GABA
(MENARD; TREIT, 2001), 6xido nitrico (SPOLIDORIO et al., 2007), acetilcolina (GALE;
ANAGNOSTARAS; FANSELOW, 2001; SACCHETTI et al., 1999) e serotonina (BORELLI et

al., 2005; NETTO; GUIMARAES, 1996), sobre os comportamentos defensivos. Todavia,
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nenhum estudo investigopu o envolvimento da substdncia P hipocampal nesses

comportamentos.

4. Substancia P

A substancia P (SP), a neurocinina (NK) A e B sdo as principais taquicininas
endogenas que agem como neurotransmissores ou neuromoduladores no SNC e periférico.
Seus efeitos sdo mediados pela ativagdo de trés receptores metabotrépicos, o NK;, NK; e
NK; (HOKFELT; BARTFAI; BLOOM, 2003; MUSSAP; GERAGHTY; BURCHER, 1993;
REGOLI et al., 1987). Preferencialmente, a SP apresenta maior afinidade pelos receptores
NKy, porém também pode interagir com os NK; e NK; (MANTYH, 2002; QUARTARA;
MAGGI, 1998). Esse neuropeptideo participa de varios processos neurais envolvidos na
aprendizagem e memoria, e na expressdao de comportamentos relacionados ao medo e
ansiedade (HASENOHRL et al., 2000; HUSTON; HASENOHRL, 1995).

Vérios estudos mostraram a localizacdo dos receptores NK e da propria SP em
diversas estruturas (CUELLO; KANAZAWA, 1978; LJUNGDAHL; HOKFELT; NILSSON,
1978; NAKAYA et al,, 1994; SHULTS et al.,, 1984). Neurbnios imunorreativos para SP,
provenientes do septo medial (BORHEGYI; LERANTH, 1997; PETERSON; SHURLOW,
1992), e receptores neurocininérgicos foram encontrados na formagao hipocampal (MAENO;
KIYAMA; TOHYAMA, 1993; OTSUKA; YOSHIOKA, 1993; QUARTARA; MAGGI, 1998;
SAFFROY et al.,, 2003). Estudos mostraram que esses receptores estdo presentes em
interneurénios GABAérgicos hipocampais (ACSADY et al., 1997; SLOVITER et al., 2001), e
que a SP aumenta a excitabilidade celular desta regido (KOUZNETSOVA; NISTRI, 1998;
OGIER; RAGGENBASS, 2003). No nucleo dorsal da rafe (NDR), uma das principais fontes
serotoninérgicas do SNC (TORK, 1990), também foram encontrados receptores NK;
(SARIA, 1999). Injegbes intra-NDR de antagonistas NK; promoveram o aumento do disparo

dos neurdnios serotoninérgicos dessa regido (GOBBI; BLIER, 2005).
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A serotonina (5-HT) é um neurotransmissor envolvido na modulagdo de fungdes
cognitivas, afetivas e neuroenddcrinas (TORK, 1990). Muitos estudos mostraram a
participacdo deste neurotransmissor na modulagdo de respostas comportamentais
relacionadas ao medo e ansiedade (BUWALDA et al.,, 2005; KECK et al., 2005) (ver
referencia). Especificamente no hipocampo, a participagao serotoninérgica na expressao de
respostas inatas e condicionadas de medo tem sido investigada (FILE; GONZALEZ, 1996;
KOSTOWSKI; PLAZNIK; STEFANSKI, 1989; LI et al., 2006; NETTO; GUIMARAES, 1996;
SILVA; BRANDAO, 2000; SILVA et al.,, 2002; SILVA; GARGARO; BRANDAO, 2004;
STEFANSKI et al.,, 1993). Diante de evidéncias da interacdo entre o sistema
neurocininérgico e serotoninérgico no NDR, o presente estudo investigou a possivel
interacdo entre estes dois sistemas no hipocampo de ratos por meio da técnica de
microdialise in vivo. Além disso, investigou a participagdo da SP hipocampal na expresséo

de respostas inatas e condicionadas de medo em modelos animais de ansiedade.
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O objetivo geral do presente estudo foi investigar a participagdo da SP nas regides
dorsal e ventral do hipocampo sobre a expressado de respostas inatas e condicionadas de
medo e sua interagdo com o sistema serotoninérgico. Os objetivos especificos do trabalho

foram:

o Testar a hipotese do envolvimento diferencial de mecanismos neurocininérgicos no

HD e HV na expressao de respostas inatas de medo no LCE e arena.

o Investigar a hipdétese da participagdo diferencial da SP no HD e HV sobre a

expressao de respostas condicionadas de medo no modelo de medo contextual.

e Verificar a hipotese de que a SP no HD promove seus efeitos pela interagdo com

mecanismos serotoninérgicos por meio da técnica de microdialise in vivo.
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1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos, adultos, com peso médio de 290-300 g,
provenientes do biotério central da Universidade de Sao Paulo - Campus Ribeirdo Preto,
agrupados (6 animais por caixa) em gaiolas de polipropileno (32 x 42 x 18 cm), forradas com
maravalha, com livre acesso a agua e alimento. Os animais foram mantidos no biotério do
Laboratério de Neuropsicofarmacologia com temperatura controlada (23 + 1 °C) e um ciclo

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

2. Cirurgia

Apo6s 48 horas, os animais foram anestesiados com tribromoetanol (250 mg/kg,
SIGMA, USA) por via intraperitoneal. Apds a tricotomia, foram fixados a um aparelho
estereotaxico (David-Kopf, Tujunga, USA). A barra do incisor foi fixada a 3,3 mm de forma
que o lambda e o bregma ficassem em um mesmo plano horizontal. Para o estudo
comportamental apenas uma canula-guia, de 15 mm de comprimento, foi implantada no HD
ou HV alternando sua posicdo entre os hemisférios direito e esquerdo. Considerando o
bregma como ponto de referéncia, as coordenadas foram utilizadas com base no Atlas
Paxinos e Watson (2005): DH: AP =-4,2 mm; ML =+ 2,6; DV =-2,8; e VH: AP =-4,8 mm;
ML = + 5,0 mm; DV = - 5,0 mm. A cénula-guia foi fixada no crénio do animal por meio de
uma resina acrilica (JET, Brasil) e dois parafusos, e selada com um fio de ago inoxidavel
para protegé-la de obstrugéo. Esse fio so foi retirado no momento da sesséo experimental.

Apods o procedimento cirurgico, o animal foi tratado com duas solugbes de uso
veterinario, um antibiético de largo espectro (0,566 mg/ mL, Fort-Dodge, Brasil) administrado
por via intramuscular, € um analgésico (0,125 mg/ mL, Banamine, Schering-Plough
Veterinaria, Brasil) por via subcutanea ambas na dose de 1 mL/ Kg. Os animais retornaram

para o biotério onde permaneceram por cinco dias para a recuperagao cirurgica.
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3. Droga

SP (Peninsula Laboratories, USA) foi diluida em solugédo tampao fosfato 0,1 M (PBS),
pH = 7,4. Todo material plastico utilizado para preparo das solugdes foi previamente lavado
com &cido acético 0,1 M e seco com a finalidade de evitar a interagcdo com a SP. As
solugdes foram preparadas nas concentragbes de 10 ng, 100 ng e 1000 ng/ 0,5 uL e
mantidas em pequenas aliquotas a - 70° C. Cada aliquota foi descongelada imediatamente

antes da sessao experimental. Animais do grupo controle foram tratados com PBS.

4. Microinjecdes de drogas

Os animais receberam uma injegéo intra-HD ou HV de veiculo ou SP, através de
uma agulha odontolégica 30 G (16 mm de comprimento e 0,3 mm de didmetro externo)
introduzida na canula e ultrapassando-a em 1 mm. A agulha para injegao foi conectada a
uma seringa Hamilton, de 5 uL, por meio de um tubo de polietileno (PE-10). Um volume de
0,5 L foi injetado durante 30 s, por meio de uma bomba de microinfusdo (Harvard, USA), e
a agulha mantida no lugar por 20 s adicionais para evitar refluxo da solugdo. O
deslocamento de uma bolha de ar no tubo de polietileno foi utilizado para monitorar a
microinjegao e, imediatamente apds o procedimento, os animais foram colocados no aparato

experimental para o registro das respostas comportamentais.

5. Equipamentos

5.1. Labirinto em cruz elevado: consiste em um aparelho elevado 50 cm do solo,
composto por dois bragos abertos (50 x 10 cm) dispostos perpendicularmente a dois bragos
fechados por paredes de madeira, desprovidos de teto (50 x 10 x 40 cm), formando um
angulo de 90 graus. Sua area central € de 10 x 10 cm. Ao redor dos bragos abertos foram

acopladas laminas acrilicas (1 cm de altura). O LCE foi mantido no interior de uma sala
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iluminada artificialmente por luz incandescente (30 lux no centro do aparato), onde havia
uma camara de video que registrava os movimentos dos animais durante o tempo de
experimento. A imagem gravada em fita de video foi analisada posteriormente através de
um programa de observacao comportamental (OBSERVER, Noldus Inf. Co.; Wageningen,

Netherlands).

5.2. Campo aberto: trata-se de uma arena circular de acrilico transparente, com 60 cm de
didametro e 50 cm de altura, encapada com um papel preto impermeavel (Figura 3). Esse
aparato foi mantido numa sala isolada e iluminada com uma lampada incandescente (9 lux
no centro do aparato). Todas as sessbes foram gravadas e analisadas com o ANY-maze

software (Stoeling Co., lllinois, USA).

60 cm

50 cm

Figura 3. Desenho esquematico mostrando o campo aberto.

6. Procedimento Experimental

Antes de ser exposto ao aparato, cada animal foi colocado numa caixa forrada com

papel onde recebeu a microinje¢ao intra-HD ou HV de PBS 0,1 M ou SP 10, 100, 1000 ng/
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0,5 uL. Antes da exposicdo de cada animal, os modelos comportamentais foram limpos com

alcool 20%.

6.1. Labirinto em cruz elevado: imediatamente apds a microinje¢cdo da droga, o animal foi
colocado na area central do LCE com a cabeca direcionada para um dos bragos fechados,
onde foi permitida sua movimentacdo por 5 minutos. Os experimentos foram realizados
entre 8:00 e 12:00 h.

As seguintes medidas foram avaliadas: 1) nUmeros de entradas nos bragos abertos e
fechados; 2) tempo de permanéncia nos bragos; 3) levantamento (rearing; RR): postura
bipede na qual o rato se apdia com as duas patas posteriores no assoalho do LCE ficando
completamente ereto ou arqueado; 4) farejar (scanning; SC); 5) mergulho da cabega (head-
dipping; HDP): movimento exploratério de cabega/ombros nas laterais do labirinto em
diregdo ao precipicio; 6) exploragdo da extremidade aberta (end-arm exploration; EAE): o
animal alcanga a extremidade do brago aberto e mergulha da cabecga; 7) espreitamento
(peeping out; POUT): projegdes da cabega/ombros dos bragos fechados para o centro,
sendo que as quatro patas permanecem no brago fechado; 8) Esticamento (streched attend
posture; SAP): uma postura exploratéria na qual o animal estica-se e se contrai a posicao
original, sem se locomover para frente; 9) rastejamento (flat back approach; FBA):
locomocgao exploratéria onde o animal estica-se totalmente e cuidadosamente move-se para

frente.

6.2. Campo aberto: imediatamente apds o tratamento, cada animal foi colocado no centro
do campo aberto por 30 minutos. Os experimentos foram realizados entre 9:00 e 16:00 h. As
seguintes medidas foram analisadas: 1) frequéncia de levantamentos: comportamento
idéntico ao observado no LCE; 2) tempo de imobilidade: auséncia de movimentos e 3)

porcentagem de tempo de permanéncia e entradas no centro do aparato.
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7. Histologia

Ao final de cada experimento, os animais foram profundamente anestesiados com
hidrato de cloral (500 mg/kg, i.p., VETEC, Brasil) e perfundidos intraventricularmente com
solugéo salina (0,9%) seguida de formalina a 4%. O sitio de microinje¢do foi marcado com
Vermelho Neutro (0,2 pl) injetado durante 1 min. Os encéfalos foram retirados e mantidos
por, pelo menos, 48 horas na solugdao de formalina a 4% e, posteriormente, foram
seccionados (60 ym) no criostato (CM 1800, Leica, Alemanha). Os cortes foram montados
em laminas gelatinizadas e corados através da técnica de Nissl. A analise histoldgica para a
localizagdo do sitio de microinjecéo foi realizada com o auxilio de um microscépio optico

(Olympus, BX50, USA) tendo como referéncia o atlas de Paxinos e Watson (2005).

8. Andlise estatistica

Os dados estao apresentados como média + EPM. Os valores referentes as medidas
comportamentais dos ratos no LCE e campo aberto apds o tratamento (PBS, SP 10, 100 ou
1000 ng/ 0,5 pL) foram analisados por meio da analise de variancia (ANOVA) de uma via.
Diferengas significativas entre os grupos foram avaliadas através do teste post-hoc de

Newman-Keuls. Um valor de p igual ou menor que 0,05 foi considerado significativo.
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9.1. Sitios de microinjecéao

A andlise histolégica indicou que os sitios de inje¢ao estavam situados no HD e HV
dos animais utilizados nesse estudo. A Figura 4 ilustra as fotomicrografias representativas
dos trajetos da agulha de microinjecéo e os sitios de injegdo em diagramas modificados do

Atlas Paxinos e Watson (2005).

Bregma Hipocampo dorsal
177 A
/ ®
"y
-4.20 mm ‘ _ | ¢ -5.04mm
4.56 mm ’ & -528mm
L
-4.68 mm . -540 mm
’ £-$
-480mm |
=\

Figura 4. Fotomicrografias dos trajetos da agulha de injecdo no hipocampo dorsal e ventral e
diagramas dos sitios de injecdo no HD (ponto) e HV (asterisco) tendo como referéncia o Atlas
Paxinos e Watson (2005). O numero de pontos representados € menor que o numero de ratos

utilizados devido a sobreposi¢do de pontos. Barra com escala de 500 um.
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9.2. Efeitos da injecdo de SP no HD e HV sobre o comportamento exploratério de ratos

no labirinto em cruz elevado.

Hipocampo Dorsal

A ANOVA de uma via mostrou um efeito significativo dos tratamentos sobre o
numero de entradas nos bragos abertos (F(3, 24) = 5,12; p < 0,05). A analise post-hoc
mostrou um aumento da frequéncia de entradas nos bragos abertos nos grupos tratados
com SP 100 ng e 1000 ng comparado ao PBS. Considerando os bragos fechados, nao
houve diferenga significativa entre os tratamentos (F(3, 24) = 0,85; p > 0,05) (Figura 5A). Foi
observada uma diferenga significativa entre os tratamentos na porcentagem de entradas e
tempo de permanéncia nos bragos abertos (F(3, 24) = 4,29 e 9,49; p < 0,05 em ambos os
casos, respectivamente). A analise post-hoc mostrou um aumento significativo nessas
medidas nos grupos tratados com SP 100 ng e 1000 ng comparado com o PBS (Figura 6A).

A Tabela 1 mostra um efeito significativo da SP sobre a frequiéncia de head-dipping
(F(3, 24) = 3,40; p < 0,05) e end-arm exploration (F(3, 24) = 4,72; p < 0,05). A analise post-
hoc mostrou que os grupos tratados com SP 100 ng e 1000 ng foram responsaveis pelo
aumento desses comportamentos no LCE. Por outro lado, esses tratamentos nao alteraram
significativamente o streched attend posture (F(3, 24) = 0,73; p < 0,05), scanning (F(3, 24) =
0,98; p < 0,05), flat back approach (F(3, 24) = 0,17; p < 0,05), peeping out (F(3, 24) = 1,26; p

< 0,05) e rearing (F(3, 24) = 15,61; p < 0,05).

Hipocampo Ventral

A ANOVA de uma via mostrou que nao houve efeito significativo no numero de
entradas nos bracgos abertos e fechados (F(3, 27) = 1,12 e 0,71; p > 0,05, respectivamente),
(Figura 5B). Igualmente, ndo houve diferenga significativa entre os tratamentos
considerando a porcentagem de entradas e tempo de permanéncia nos bragos abertos (F(3,
27) = 0,43 e 0,91; p > 0,05, respectivamente), (Figura 6B). Da mesma forma, ndo houve

diferencga significativa nas seguintes categorias comportamentais: streched attend posture
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(F(3, 27) = 1,58; p > 0,05), scanning (F(3, 27) = 0,26; p > 0,05), flat back approach (F(3, 27)
= 0,57; p > 0,05), peeping out (F(3, 27) = 0,48; p > 0,05), head-dipping (F(3, 27) = 0,15; p >

0,05), end-arm exploration (F(3, 27) = 1,08; p > 0,05) e rearing (F(3, 27) = 0,30; p > 0,05)

(Tabela 1).
Hipocampo dorsal Hipocampo ventral
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Figura 5. Efeitos da microinjegcdo de substancia P (SP, 10, 100, 1000 ng/ 0,5 uL) intra-hipocampo
dorsal (A) e ventral (B) sobre a freqiiéncia de entradas nos bragos abertos e fechados do LCE. PBS
(salina tamponada 0,1 M) e SP 10 ng (n = 8 para HD e HV), SP 100 ng (n = 6 e 8 para HD e HV,
respectivamente), e SP 1000 ng (n = 6 e 7 para HD e HV, respectivamente). Os dados s&o
apresentados como médias + EPM. * p < 0,05, comparado ao controle, de acordo com o teste de

Newman-Keuls.
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Figura 6. Efeitos da microinjegcdo de substancia P (SP, 10, 100, 1000 ng/ 0,5 uL) intra-hipocampo
dorsal (A) e ventral (B) sobre a porcentagem de entradas e tempo de permanéncia nos bragos
abertos do LCE em relacéo ao total. PBS (salina tamponada 0,1 M) e SP 10 ng (n = 8 para HD e HV),
SP 100 ng (n = 6 e 8 para HD e HV, respectivamente), e SP 1000 ng (n = 6 e 7 para HD e HV,
respectivamente). Os dados s&do apresentados como médias + EPM. * p < 0,05, comparado ao

controle, de acordo com o teste de Newman-Keuls.
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PBS

SP 10

SP 100

SP 1000

PBS

SP 10

SP 100

SP 1000

SC

14.50+1.04

13.63+£1.83

13.33+1.36

16.67+1.17

13.75+1.51

12.75£1.19

12.25+1.05

12.71£1.19

FBA

2.00+0.42

1.75+0.53

2.17x0.70

1.67+0.49

2.38+0.73

3.50+0.65

2.50+0.73

3.29+0.89

Hipocampo Dorsal

SAP

1.63£0.38

2.38+0.46

2.33+0.33

2.50+0.72

Hipocampo Ventral

3.00+0.78

4.13+0.79

1.75+0.56

2.86+1.01

EAE

2.50+0.46

5.63+1.74

7.33+0.80*

8.33+1.09*

2.00£0.46

1.88+0.52

3.88+1.48

4.14x1.74

HDP

9.38+1.10

17.50+4.68

22.00£3.69*

23.67+3.49*

10.25+0.98

10.38+1.53

11.25+£2.17

11.86+2.69

POUT

1.38+£0.42

0.50+027

0.67+0.21

0.67+0.49

2.50+0.50

2.88+0.55

2.63+0.68

1.86+0.70
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RR
12.25+1.35
10.00£1.52

8.67+1.28

10.67+2.53

11.38+2.06
10.75+1.22
12.88+1.08

12.29+£1.19

Tabela 1. Efeitos da substancia P (SP, 10, 100 e 1000 ng/ 0,5 pL) no hipocampo dorsal e ventral

sobre as medidas etolégicas “novas” no LCE. PBS (salina tamponada 0,1M) e SP 10 ng (n = 8 para

HD e HV), SP 100 ng (n = 6 e 8 para HD e HV, respectivamente), e SP 1000 ng (n=6 e 7 para HD e

HV, respectivamente). SC: scanning, HD: head-dipping, EAE: end-arm exploration, RR: rearing,

POUT: peeping-out, SAP: stretched-attend posture e FBA: flat-back approach. Os nudmeros

representam as médias + EPM. * p < 0,05, comparado ao controle, seguido pelo teste post-hoc de

Newman-Keuls.

9.3. Efeitos da SP no HD e HV sobre o comportamento exploratério de ratos no campo

aberto.

Os dados foram divididos em trés blocos de tempo (em minutos): 1-10, 11-20 e 21-

30.
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Hipocampo Dorsal

A ANOVA de uma via mostrou um aumento significativo na porcentagem de entradas
no centro do campo aberto durante os primeiros 10 minutos (F(3, 27) = 3,22; p < 0,05). A
analise post-hoc mostrou que a SP 100 ng foi responsavel pelo aumento desse
comportamento. Contudo, ndo houve efeito significativo nos blocos de 20 e 30 minutos (F(3,
27) = 1,46 e 0,47; p > 0,05, respectivamente). A mesma analise mostrou que ndo houve
diferenca significativa na porcentagem de tempo no centro do aparato (F(3, 27) = 0,15, 1,0 e
0,95; p > 0,05, em todos os casos, respectivamente), levantamento (F(3, 27) = 0,83, 1,48 e
0,32; p > 0,05, em todos os casos, respectivamente) e tempo de imobilidade (F(3, 27) =

1,14, 0,20 e 2,02; p > 0,05, em todos os casos, respectivamente), (Tabela 2).

Hipocampo Ventral

A ANOVA de uma via mostrou uma diminuicdo do tempo de imobilidade durante os
primeiros 10 minutos (F(3, 29) = 3,41; p < 0,05). A andlise post-hoc mostrou que as doses
de 100 ng e 1000 ng foram responsaveis por essa alteragdo do comportamento. Por outro
lado, ndo houve diferencga significativa nos blocos 20 e 30 minutos (F(3, 29) = 0,56 e 0,28; p
> 0,05, respectivamente). Igualmente, ndo houve efeito significativo sobre o levantamento
(F(3, 29) = 0,89, 0,76 e 0,67; p > 0,05, em todos os casos, respectivamente), porcentagem
de freqiiéncia (F(3, 29) = 0,43, 0,62 e 1,47; p > 0,05, em todos os casos, respectivamente) e
de tempo no centro do aparato (F(3, 29) = 1,57, 1,58 e 0,47; p > 0,05, em todos os casos,

respectivamente), (Tabela 2).
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Blocos

10

20

30

Tratamento

PBS

SP 10

SP 100

SP 1000

PBS

SP 10

SP 100

SP 1000

PBS

SP 10

SP 100

SP 1000

Imobilidade
DH VH

16.91+6.38 97.41+29.44

26.31+6.31 31.5+10.73

20.08+4.65 22.01+£9.51*

11.86+4.43 36.53+£17.58*
27.08£13.91  172.66+49.25
77.16x35.82 105.01+£30.73
78.34+x18.86  110.75+£30.45
66.44+27.11 138.3+57.34
69.18+£18.27  262.72+55.27
188.44155.49 285.31+£73.54

120.61+£34.49

144.81+24.69

210.78+53.51

239.67+63.19

Levantamento
DH VH
27.25+#3.05 20.78+4.29
21.71£2.38 27.37+5.66
22.75+3.65 22.22+2.62
28.75+4.98 32.00+0.48
13.12+2.13  4.22+1.58
3.57+1.04 4.37+1.72
3.75%1.21 3.56+1.19
8.00£2.39  7.43+3.07
5.00+1.31 4.11£2.50
5.00£3.53  2.00+1.02
4.00£1.20 1.11£0.48
2.75+x0.88  2.86+1.58

% Entradas no centro

DH

45.66+2.24

49.12+1.52

53.5+2.07 *

48.48+1.26

41.94+9.52

34.69+9.09

29.60+8.70

51.25+1.63

45.00+11.50

28.57+10.10

40.62+13.12

31.25+9.15

VH
42.78+5.58
49.87+1.86
46.63+2.22

44.24+9.24

16.67+8.33
37.50+12.50
25.00+12.11

24.21+x11.24

11.11£7.35

20.83+10.33

6.25+5.59

28.57+9.63

% Tempo no centro

DH

6.88+2.46

7.86+3.06

6.07+2.42

4.55+1.60

4.11£1.70

3.55+1.66

11.53+6.76

1.75+0.85

1.98+£1.20

0.58+0.24

12.37+10.53

0.59+0.31

VH

1.27+0.36

2.41+0.57

2.83+0.85

1.50£0.41

0.49+0.35

1.12+0.59

0.73+0.41

0.40+0.23

0.48+0.32

0.27+0.16

0.13+0.13

0.21+0.09
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Tabela 2: Efeitos da substancia P (SP, 10, 100 e 1000 ng/ 0,5 pL) no hipocampo dorsal (HD) e ventral (HV) sobre a atividade exploratéria medida no teste do

campo aberto por trés blocos de 10 minutos cada (n = 8, em todos os grupos). Os numeros representam as médias + EPM. * p < 0,05, comparado ao

controle

(PBS,

salina

tamponada 0,1

M),

seguido

pelo

teste

post-hoc

de Newman-Keuls.
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O material e métodos utilizados neste estudo foram iguais ao do experimento I,

exceto o modelo experimental e analise estatistica.

1. Equipamentos

1.1. Caixa de condicionamento contextual aversivo: o paradigma de condicionamento
contextual aversivo € o pareamento de choques elétricos nas patas no ambiente da caixa
experimental. Para isso, foi utilizada uma caixa de esquiva (30 x 48 x 25 cm) de acrilico
preto, exceto o teto e a parede frontal constituidos por acrilico transparente. O piso da caixa
contém 36 barras de ago inoxidavel com 2 mm de didmetro, espagadas 1 cm uma das
outras. Este ambiente foi denominado “mesmo contexto”. Associada a caixa existe uma
fonte de choque AC (Albarsh Instruments, Brasil) com regulador de intensidade que permite
a apresentacdo dos choques elétricos nas patas dos animais. As apresentagdes dos
choques foram controladas por um microprocessador e uma placa /O (Insight
Equipamentos, Brasil). Essa caixa estd inserida em uma cémera de atenuagdo acustica feita
de compensado de madeira e revestida de Eucatex. Possui uma lampada vermelha de 15 W
em seu interior, um sistema de ruido de fundo de 70 dB e uma janela (15,5 x 15,5 cm) na

porta que permite a visualizagdo dos animais (Figura 7A).

1.2. Contexto diferente: Uma caixa de acrilico transparente (45 x 20 x 30 cm) foi utilizada
como “contexto diferente” (Figura 7B). O assoalho desta caixa, com o qual o animal teve

contato direto, foi coberto com papéis-toalha.
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Figura 7. Fotografias das caixas de condicionamento contextual aversivo (A) e acrilico utilizada como

contexto diferente (B).

2. Procedimento experimental

Treino: apos 8 minutos de habituac&o no interior da caixa, cada animal recebeu 10 choques
nas patas (0.6 mA), com duracdo de 1 s e intervalos variaveis entre 15 e 45 s. Depois da
apresentagdo do ultimo choque, cada animal permaneceu na caixa por mais 2 min. Cada

sesséo treino teve duragao de 15 min.

Teste: apos 24 horas, cada animal recebeu o tratamento intra-hipocampal similarmente ao
Experimento I, com excegao da dose de 10 ng/ 0,5 pL e, imediatamente foram expostos ao
contexto aversivo (mc) ou contexto diferente (cd). A sessdo teste foi conduzida sem a
apresentagdo dos choques nas patas. O critério utilizado para avaliar o medo contextual foi
o tempo de congelamento durante um periodo de 8 minutos. O congelamento foi definido
como a auséncia total de movimentos do animal, com exceg¢ao da respiragdo, acompanhado
por arqueamento do dorso, retragdo das orelhas, piloeregdo e exoftalmia (AVANZI| et al.,

1998; MARTINEZ; RIBEIRO DE OLIVEIRA; BRANDAO, 2007).
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3. Analise estatistica

Os dados estédo apresentados como média + EPM. Os valores referentes ao tempo
de congelamento contextual foram analisados por meio da analise de varidncia (ANOVA) de
duas vias considerando tratamento (PBS, SP 10, 100 e 1000 ng/ 0,5 uL) e contexto (mc ou
cd) como fatores. Diferencgas significativas entre os grupos foram avaliadas através do teste
post-hoc de Newman-Keuls. Um valor de p igual ou menor que 0,05 foi considerado

significativo.
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4.1. Sitios de microinjecéao

A andlise histologica indicou que os sitios de injecao estavam situados no HD e HV
dos animais utilizados nesse estudo. A Figura 8 ilustra as fotomicrografias representativas
dos trajetos da agulha de injecao e os sitios de inje¢ao em diagramas modificados do Atlas

Paxinos e Watson (2005).

-4.20 mm

-4.36 mm

- 4.56 mm

- 4.68 mm

Figura 8. Fotomicrografias dos trajetos da agulha de injecdo no hipocampo dorsal e ventral e
diagramas dos sitios de injecdo no HD (ponto) e HV (asterisco) tendo como referéncia o Atlas
Paxinos e Watson (2005). O numero de pontos representados € menor que o numero de ratos

utilizados devido a sobreposigdo de pontos. Barra com escala de 500 um.
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4.2. Efeitos da SP no HD e HV sobre a expressao das respostas condicionadas de

medo.

Hipocampo Dorsal

A ANOVA de duas vias mostrou um efeito significativo nos fatores tratamentos (F(2,
53) = 3,33, p < 0,05), contexto (F(1, 53) = 52,23, p < 0,05) e interagdo tratamentos versus
contexto (F(2, 53) = 4,38, p < 0,05). A SP 100 e 1000 ng/ 0,5 pL reduziu o tempo de
congelamento de animais expostos ao mesmo contexto quando comparados aos controles

(Figura 9A).

Hipocampo Ventral
Houve um efeito significativo no fator contexto (F(1, 51) = 144,49, p > 0,05], porém
nenhum efeito significativo foi observado nos fatores tratamentos (F = (2, 51) = 1,98, p >

0,05] e interagao tratamentos versus contexto (F(2, 51) = 0,21, p > 0,05), (Figura 9B).
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Figura 9. Efeitos da microinjecdo de substancia P (SP, 100 e 1000 ng/ 0,5 uL) intra-hipocampo dorsal
(A) e ventral (B) sobre o tempo de congelamento expresso por ratos expostos no mesmo (mc) ou
diferente contexto (dc) que receberam choques nas patas 24 horas antes. n = (HD: mc: PBS = 9, SP
100 e 1000 = 10; dc: 10 para todos os grupos) e (HV: mc: PBS = 8, SP 100 e 1000 = 10; dc: PBS e SP
1000 = 10 e SP 100 = 9). Os dados sdo apresentados como médias + EPM. * p < 0,05, comparado ao

controle, de acordo com o teste de Newman-Keuls.
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O material e métodos utilizados neste estudo foram iguais ao do experimento I,

exceto o procedimento e analise estatistica.

1. Cirurgia

O procedimento cirdrgico foi idéntico ao descrito no Experimento | diferenciando
apenas o numero e tipo de canulas-guia implantadas. Duas canulas-guia foram implantadas,
unilateralmente, no HD de cada animal com variagdo entre os hemisférios direito e
esquerdo, sendo uma destinada a microinjegdo da droga (15 mm de comprimento; AP = -
4,2 mm; ML =% 1,4 mm e DV =- 2,8 mm com um angulo de 18°), e outra, a sonda de dialise

(20 mm de comprimento; AP =-4,5; ML = £ 3,8; e DV = - 2,8 mm).

2. Equipamentos

2.1. Cromatografia Liquida de Alta Pressao: o sistema de cromatografia € constituido por
um detector eletroquimico (Bioanaltical Smitems, Inc, EUA), acoplado a uma coluna de fase-
reversa (EC 125/2 Nucleosil 120-5 C18; 125 x 2 mm, Macheky-Nagel, Alemanha) e a uma
bomba de baixa pulsacdo (PM-80, BAS). A sensibilidade fixada para o detector
eletroquimico foi de 1.0 nA e o potencial de oxidagao utilizado foi de 750 mV frente ao
eletrodo de referéncia Ag*/AgCl. O fluxo da fase movel foi de 250 pl/min e sua composigéo
foi a seguinte (para o volume de 1 L). 172 mM de fosfato de so6dio monobasico
monohidratado (MERCK, Alemanha), 1 mM de EDTA (SIGMA, USA), 0,78 mM de octil-
sulfato (SIGMA, USA), 10 mM de cloreto de sédio (MERCK, Alemanha), 0,125 % de
dietilamina (MERCK, Alemanha) e 3 % de metanol (JTBaker, USA) com pH: 3.5 (valor
corrigido com acido orto-fosférico — MERCK, Alemanha). O sistema de HPLC ¢ integrado a

hTM

um computador que possui um programa de aquisicdo de dados (ChromGrap Control-

BAS, USA), pelo qual as amostras foram quantificadas.
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2.1.1. Preparo das solugdes padrao: a curva de calibragdo do sistema de HPLC foi feita
com duas solugdes de concentragdes distintas (80 e 40 pg/ 50ul) de 5-HT e acido 5-hidroxi-
indolacético (5-HIAA) (SIGMA, USA). O padrdao interno utlizado foi o 3,4-
Dihidroxibenzilamina hidrobrometo (DHBA — SIGMA, USA). Essas solu¢des foram injetadas
no sistema de HPLC e a calibragao foi baseada na analise de cada uma das solu¢gbes com o

auxilio de um programa de computador (ChromGraph™ Report-BAS, USA).

3. Sondas de dialise

As sondas de microdiadlise de formato concéntrico foram confeccionadas de acordo

com o procedimento padrao desenvolvido por Adams, Schwarting et al. (1991), (Figura 10).

3

2

1

lm4|||||{|||||1111|||11|11||||11
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0]

Figura 10. (A) llustragcdo dos componentes de uma sonda de didlise e canula-guia. (a) rosca de metal
(fixa a sonda de didlise a canula-guia); (b) bocal (permite que a canula de metal (c) ndo ultrapasse a
canula-guia); (c) canula de metal inoxidavel 28 G; (d) membrana de didlise; (e) rosca na parte
superior da canula-guia, onde atarraxa-se a rosca de metal; (f) canula-guia de metal 22G. (B) Sonda
de didlise inserida na canula-guia. Escala em cm. Figura extraida da tese de doutorado de Maria

Angélica de Souza Silva (1998).
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3.1 Preparo

As sondas foram preparadas a partir dos seguintes componentes: tubo de PVC
(didmetro interno de 0,51 mm e externo de 1,56 mm), tubo de PVC (didmetro interno 0,61
mm e externo 0,28 mm), canula de acgo inoxidavel (20 mm de comprimento, diametro interno
de 0,25 mm e externo de 0,46 mm), membrana de didlise de celulose regenerada
(Cuprophan, AKZO Nobel, Alemanha), tubo de silica fundida (didmetro interno 0,75 mm e
externo 0,15 mm, TSP075150, Cluzeau Info Labo, Franga), cola epoxi liquida, cola Super
Bonder, rosca e bocal.

Para a preparagao das sondas, um segmento da membrana de dialise foi fixado com
cola epoxi ao tubo de ago inoxidavel. Em seguida, a extremidade da membrana foi fechada
com cola epoxi numa extensao de 0,3 mm, deixando 2 mm de membrana exposta. Numa
proxima etapa, os tubos de PVC foram cortados em extensao de 40 cm e o tubo de silica
fundida numa extensdo de 43 cm. O tubo de silica foi inserido no tubo de PVC (maior) por
um orificio na parede do mesmo, passando por dentro deste por uma distancia de 15 cm até
sair na extremidade. Em seguida, a parte exposta do tubo de silica foi introduzida no tubo de
PVC menor, deixando exposta uma extensdo de 2 cm na extremidade. Os trés tubos foram
fixados um ao outro com cola epdxi no ponto de inser¢cdo do tubo de silica no de PVC. Na
etapa final, a rosca e o bocal foram colocados e o tubo de silica foi introduzido no conjunto
de metal e membrana de microdialise posicionando a extremidade do tubo de silica no terco
distal da extensdo da membrana de microdialise. O tubo de metal foi fixado com cola epoxi
ao tubo de PVC. Ema seguida, o bocal foi ajustado de forma que a extensédo do tubo de
metal correspondente ao tamanho da canula guia, e fixado com cola Super Bonder (SOUZA

SILVA, 1998).
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4. Procedimento Experimental

Cada animal foi conduzido até a sala experimental (60 lux) para implantagdo da
sonda de microdialise. Esta foi preenchida com solu¢ao de Ringer (CaCl, 12 mM, NaCl 1450
mM, KCI 27 mM, MgCl, 10 mM, solugéo tampéo fosfato 200 mM; pH: 7.4) e avaliada quanto
a sua integridade. Os tubos da sonda de microdialise foram conectados a um rotor com
canal para passagem de liquido montado em um brago moével e acoplado em uma bomba de
microinjegao (MD-1001, BAS, USA). O fluxo definido foi de 1,0 pyL/ min. Durante o
experimento, se o volume do dialisado nao correspondesse ao volume injetado, o
experimento era interrompido e a sonda trocada apenas por uma vez.

O animal foi colocado numa caixa de acrilico transparente (30 x 35 x 20 cm) com
maravalha no assoalho e livre acesso a agua e alimento. Os experimentos foram feitos
durante o periodo das 9:00 as 16:00 horas. Apds a implantacdo da sonda no encéfalo,
aguardou-se duas horas para iniciarem as coletas. As amostras foram coletadas
manualmente em tubos de coleta contendo 10 L de DHBA a cada 40 minutos e injetadas
imediatamente no sistema de HPLC. Apds a determinacédo da linha de base, os animais
receberam os mesmos tratamentos do Experimento | seguindo o mesmo procedimento.

Apo6s a microinjegdo, as amostras foram coletadas durante 240 minutos.

5. Andlise Estatistica

Os dados estdo apresentados como média + SEM da porcentagem do valor basal
(média de trés amostras consecutivas (consideradas como 100%) obtidas antes do
tratamento). Os valores foram analisados através da ANOVA de duas vias com medidas
repetidas considerando tratamentos (PBS, SP 10, SP 100, SP 1000 ng/ 0,5 pl) e tempo (-80
a 240 min) como fatores. Diferengas significativas entre os grupos foram avaliadas através
do teste post-hoc de Newman-Keuls. Um valor de p igual ou menor que 0,05 foi considerado

significativo.
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6.1. Sitios de microinjecéo

A andlise histologica indicou que os sitios de injecdo e a posigdo das sondas de
microdialise estavam situados no HD dos animais utilizados nesse estudo. A Figura 11
ilustra a fotomicrografia representativa dos trajetos da agulha de inje¢do e da sonda e os

sitios de injegdo em diagramas modificados do Atlas Paxinos e Watson (2005).

_ Bregma
1 -4.80 mm
/ Y -4.36 mm
' , : -4.20 mm
-

Figura 11. Fotomicrografias dos trajetos da agulha de injecdo e sonda de microdialise no hipocampo
dorsal, e diagramas dos sitios de injecdo (ponto) e sondas (trago) no HD tendo como referéncia o
Atlas Paxinos e Watson (2005). O numero de pontos e tragos representados € menor que o numero

de ratos utilizados devido a sobreposigcédo. Barra com escala de 500 um.
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7.2. Efeitos da SP no HD sobre os niveis extracelulares de 5-HT no HD.

A ANOVA de duas vias com medidas repetidas mostrou que houve diferenca
significativa nos niveis extracelulares de 5-HT no fator tempo (F(8, 128) = 4,37; p < 0,05).
Contudo, nenhum efeito significativo foi observado no fator tratamento (F(3, 16) = 0,99; p >
0,05) e interagéo entre tratamento versus tempo (F(24, 128) = 1,29; p > 0,05). Igualmente,
um efeito significativo foi observado nos niveis extracelulares de 5-HIAA no fator tempo (F(8,
128) = 3,44; p < 0,05), porém, nenhum efeito significativo foi visto no tratamento (F(3, 16) =

1,02; p > 0,05) e interacao tratamento versus tempo (F(24, 128) = 0,72; p > 0,05), Figuras 12

AeB.
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A B
250 - 250 -
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Figura 12. Concentragéo extracelular de 5-HT (A) e 5-HIAA (B) nos dialisados do hipocampo dorsal.
PBS (salina tamponada 0,1 M) e substancia P 1000 ng (SP, n = 4 para cada grupo) e, SP 10 e 100 ng
(n = 6 para cada grupo). Em ambos os casos, as medidas foram feitas antes e depois da injecéo de
SP (seta). Os dados s&o expressos como porcentagem dos niveis controle (média de trés amostras

antes da injecdo SP = 100%) e apresentados como média £ EPM.
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O presente trabalho mostrou os efeitos da SP no HD e HV de ratos submetidos ao
teste do LCE, campo aberto e condicionamento contextual aversivo. Os resultados do LCE
mostraram que a microinje¢do de SP no HD aumentou o niumero de entradas nos bragos
abertos e a porcentagem de entradas e tempo de permanéncia nesses bragos em relagéo
ao total. A analise das categorias etoldgicas “novas” também mostrou um aumento da
freqiéncia de end-arm exploration e head dipping. Esses efeitos ocorreram sem alterar a
atividade locomotora visto que a freqiéncia de entradas nos bracos fechados do LCE nao
foi alterada. Outra evidéncia do efeito ansiolitico da SP no HD foi um aumento da
porcentagem de entradas na area central do campo aberto. Contrariamente, a inje¢cao de SP
na porg¢ao ventral do hipocampo nao causou alteragdes significativas nos comportamentos
avaliados no LCE e campo aberto. Os resultados obtidos no modelo de condicionamento
contextual aversivo mostraram uma diminuicdo da expressdo da resposta de congelamento
apos a microinjegdo de SP no HD, mas nao no HV.

O hipocampo, uma estrutura particularmente envolvida em processos relacionados a
aprendizagem, memoria e localizagao espacial (EICHENBAUM, 2004; O'KEEFE, 1978;
SQUIRE; STARK; CLARK, 2004), também participa da organizacdo de comportamentos
defensivos relacionados ao medo e ansiedade (BANNERMAN et al., 2004; BLANCHARD;
BLANCHARD, 1972; CANTERAS, 2002; DRINGENBERG; LEVINE; MENARD, 2008; GRAY,
J.A.; MCNAUGHTON, N., 2000; KIM et al., 1971). Estudos anatdmicos mostraram conexdes
distintas ao longo do eixo dorso-ventral dessa estrutura (JAY; WITTER, 1991; VERWER et
al., 1997). Assim, as regides hipocampais parecem participar de maneira distinta no
processamento de informagdes relacionadas a memoria e ansiedade (LEONARDO et al.,
2006; RISOLD; SWANSON, 1996; WITTER et al., 2000). Varios estudos apdiam a hipétese
de que o HV tem um papel importante no desempenho comportamental de roedores frente a
situagcdes ameagadoras (BANNERMAN et al.,, 2002; BANNERMAN et al, 2004;
KJELSTRUP et al., 2002; MCHUGH et al., 2004), enquanto o HD participa de processos
neurais relacionados a aprendizagem e memadria (BANNERMAN et al., 2004; KIELSTRUP

et al.,, 2002; PENTKOWSKI et al., 2006; STEFANSKI et al., 1993).
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Os resultados obtidos no presente estudo fornecem novas evidéncias que fortalecem
a hipdtese da participagéo distinta das regides hipocampais na organizagdo das respostas
comportamentais de animais expostos a situagcdes ameagadoras. O presente trabalho
mostrou que as respostas de medo e ansiedade mediadas pela SP no hipocampo envolvem
apenas a porgao dorsal dessa estrutura. Corroborando esses resultados, um estudo recente
mostrou que a estimulagao elétrica do HD aumentou a exploracdo dos bragos abertos do
LCE e reduziu o tempo de execugdo do comportamento de enterrar uma sonda eletrificada
no shock-probe burying test, enquanto a estimulagdo do HV n&o promoveu esses mesmos
efeitos (DRINGENBERG; LEVINE; MENARD, 2008). Além disso, a lesdo eletrolitica do HD
diminuiu o tempo de congelamento de animais expostos ao contexto aversivo onde
previamente receberam choques nas patas (KIM et al., 1992; MCNISH; GEWIRTZ; DAVIS,
1997).

Além do uso de lesbes eletroliticas e estimulacao elétrica para inativar e estimular,
respectivamente, as regides hipocampais, as manipulagdes farmacoldgicas também tém
contribuido para confirmar a participagao da regidao dorsal do hipocampo na elaboracao de
respostas defensivas inatas e condicionadas a estimulos ameacgadores. A microinfusdo de
tetrodotoxina, um bloqueador de canais de sédio, no HD de ratos aumentou a freqiiéncia de
choques recebidos no shock-probe burying test (DEGROOT; TREIT, 2004). Nesse mesmo
teste, a microinfusdo de fisostigmina, um inibidor da acetilcolinesterase, nesta regido
suprimiu o comportamento de enterrar (DEGROOT; TREIT, 2003). Da mesma maneira, a
microinjecdo de midazolam, um agonista GABA-benzodiazepinico, promoveu o aumento da
exploracao dos bragos abertos do LCE (MENARD; TREIT, 2001), e a administragao intra-
HD de antagonistas nitrérgicos promoveu um aumento da frequéncia do comportamento de
lamber no teste de conflito de Vogel (SPOLIDORIO et al., 2007). Com relagdo as respostas
condicionadas de medo, muitos pesquisadores tém sugerido que a participagdo do HD na
aquisicdo, consolidacdo e evocacdo do medo contextual ocorre em um determinado
intervalo de tempo (BARRIENTOS; O'REILLY; RUDY, 2002; FANSELOW, 2000; KIM;

FANSELOW, 1992; MAREN; AHARONQV; FANSELOW, 1997; MATUS-AMAT et al., 2004;
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SANDERS; WILTGEN; FANSELOW, 2003). A microinjegdo de escopolamina, um
antagonista de receptores muscarinicos, imediatamente antes ou de tetrodotoxina 90 min
depois da sessao treino, no HD prejudicou a expressao do medo condicionado contextual
(GALE; ANAGNOSTARAS; FANSELOW, 2001; SACCHETTI et al., 1999). Esse mesmo
efeito foi observado apds a microinjecdo de muscimol, um agonista GABA4, no HD antes da
re-exposicdo ao contexto aversivo (BELLGOWAN; HELMSTETTER, 1995). Aléem disso,
lesbes neurotdxicas dessa regido com NMDA 1 ou 28 dias apdés o treino, também
prejudicaram a expressdo do medo condicionado contextual (MAREN; AHARONOV;
FANSELOW, 1997; QUINN et al., 2008). Entretanto, esse efeito ndo foi observado quando
realizada uma semana antes do treino (MAREN; AHARONOV; FANSELOW, 1997;
RICHMOND et al., 1999). Adicionalmente, alguns estudos imunoistoquimicos mostraram um
aumento da imunorreatividade da proteina Fos no HD de animais expostos ao contexto
aversivo apoiando a hipdétese de sua participagcdo na expressdo do medo condicionado
contextual (BECK; FIBIGER, 1995; STREKALOVA et al., 2003).

Relatos conflitantes com os estudos citados acima também s&o encontrados na
literatura. Alguns estudos evidenciaram a auséncia de efeitos sobre a resposta de
congelamento contextual depois da les&o ou inativagdo do HD (ANAGNOSTARAS; MAREN;
FANSELOW, 1999; KIM; FANSELOW, 1992; RESSTEL; CORREA; GUIMARAES, 2008). Da
mesma maneira, outros trabalhos mostraram que o HV, mas ndo o dorsal, participa da
elaboracdo de respostas comportamentais de animais expostos a situacbes ameagadoras
(BERTOGLIO; JOCA; GUIMARAES, 2006; NASCIMENTO HACKL; CAROBREZ, 2007;
NUNES-DE-SOUZA; CANTO-DE-SOUZA; RODGERS, 2002; PENTKOWSKI et al., 2006).
No entanto, esses resultados contraditérios podem ser atribuidos a diversas razdes, dentre
elas, as metodologias utilizadas em cada estudo e, eventualmente, uma segregagao
funcional de mecanismos neuroquimicos.

Embora o hipocampo participe como modalidade-controle responsavel por gerar a
inibicdo comportamental de animais expostos a situagdes aversivas, essa estrutura esta

envolvida nos processos relacionados & aprendizagem e meméria (BRANDAO, 2008;
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EICHENBAUM, 2004; MARTIN; CLARK, 2007; SQUIRE; CAVE, 1991). Teorias recentes
sobre o funcionamento hipocampal sugerem uma relagdo entre processos cognitivos e
emocionais (DAVIDSON; JARRARD, 2004; MCNAUGHTON, 1997). Visto que o sistema
neurocininérgico exerce um papel importante na modulagdo de processos relacionados a
ansiedade (HERPFER; LIEB, 2005; MCLEAN, 2005; RUPNIAK et al., 2003) e a interagédo
preferencial da SP com os receptores NK; facilita a aprendizagem (HOKFELT; PERNOW;
WAHREN, 2001; HUSTON; HASENOHRL, 1995; HUSTON; OITZL, 1989), sugere-se que o
sistema SP/NK; no hipocampo possa modular os processos cognitivos e emocionais. Se
esse sistema fortalece esses processos, o valor negativo entre os estimulos aversivos
(choques) e o contexto deveria ser aumentado, o que acarretaria um aumento do tempo de
congelamento de animais re-expostos ao contexto aversivo. Curiosamente, o presente
resultado mostrou uma reducdo do tempo de congelamento desses animais. Assim, esses
resultados fornecem as primeiras evidéncias do papel do sistema neurocininérgico
hipocampal na regulacado de mecanismos relacionados ao medo e ansiedade.

Os resultados desse estudo foram obtidos com a administragcdo local de SP no
hipocampo. Outras formas de administragdo podem produzir resultados diferentes. Estudos
mostraram que a administragcdo periférica de SP, em altas doses, aumentou os
comportamentos relacionados a ansiedade (HASENOHRL et al., 2000), e este mesmo efeito
foi observado quando este neuropeptideo foi administrado na substancia cinzenta
periaquedutal dorsal (SCPD) (DE ARAUJO; HUSTON; BRANDAO, 1998; DE ARAUJO et al.,
1999). Além disso, a injecao intracerebroventricular ou intra-SCPD de antagonistas NK;
reverteu esses efeitos (DE ARAUJO; HUSTON; BRANDAO, 2001; FILE, 1997; TEIXEIRA et
al., 1996). Contudo, a administragdo periférica de SP, em baixas doses, ou intra-nucleo
basal magnocelular (NBM) promoveu efeitos ansioliticos (HASENOHRL et al., 1998). Ja que
no nosso estudo estes efeitos foram observados apenas na regido dorsal do hipocampo,
pode-se sugerir que o papel modulatério da SP sobre a ansiedade depende da interagéao
com receptores neurocininérgicos presentes em determinadas estruturas encefalicas

envolvidas na elaboragéo de respostas defensivas.
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A afinidade que a SP possui pelos receptores neurocininérgicos em diferentes
estruturas é outro fator importante que contribui para os resultados. Preferencialmente, o
sitio de ligagdo da SP é o receptor NK; (HOKFELT; PERNOW; WAHREN, 2001), mas este
neuropeptideo pode exercer seus efeitos pela agdo em outros dois tipos de receptores
neurocininérgicos, o0 NK, e NK; (MANTYH, 2002; QUARTARA; MAGGI, 1998). Estudos
prévios mostraram que a administragdo de SP no nucleo mediano da rafe (NMR) diminuiu a
atividade locomotora, enquanto a ativacdo seletiva de receptores NK; ndo promoveu os
mesmos efeitos (MASON; ELLIOTT, 1992; PARIS; LORENS, 1989). A administragdo de SP
na SCPD promoveu hiper-locomog¢do acompanhada pelo comportamento de auto-limpeza
(AGUIAR; BRANDAO, 1994), enquanto o uso do agonista NK4, o GR 73632, nesta mesma
estrutura provocou inatividade comportamental sem alterar a freqiéncia de auto-limpeza
(MONGEAU et al.,, 1998). Adicionalmente, o efeito ansiogénico observado em animais
expostos ao LCE produzido pela ativacdo seletiva de receptores NK; na SCPD foi
reproduzido pela administracdo intracerebroventricular de SP e de um agonista NK;
(TEIXEIRA et al, 1996). Na formagcdo hipocampal ha os trés tipos de receptores
neurocinérgicos, com exceg¢ao da sua porg¢ao dorsal, praticamente desprovida de receptores
NK; (MAENO; KIYAMA; TOHYAMA, 1993; OTSUKA; YOSHIOKA, 1993; QUARTARA;
MAGGI, 1998; SAFFROY et al., 2003). No entanto, um estudo eletrofisiolégico sugeriu que
os efeitos da SP nessa regido sdo mediados apenas por receptores NK; e ndo por NK; e
NK; (OGIER; RAGGENBASS, 2003).

Além da distribuicdo de neurdnios imunorreativos para SP no SNC e da sua
afinidade pelos receptores neurocininérgicos, a SP pode interagir com outros sistemas de
neurotransmissores envolvidos na modulagdo dos processos emocionais (HASENOHRL et
al., 2000). Entretanto, os mecanismos neuroquimicos envolvidos nos efeitos
comportamentais da SP intra-HD sdo desconhecidos. Varios estudos tém demonstrado a
localizacdo de receptores NK; em corpos celulares e dendritos de interneurdnios
GABAEérgicos hipocampais (ACSADY et al., 1997; BORHEGYI; LERANTH, 1997; SLOVITER

et al., 2001). Em cortes hipocampais, a SP e outras neurocininas estimularam interneurénios
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GABAérgicos da regido CA1 (DREIFUSS; RAGGENBASS, 1986; ZANINETTI;
RAGGENBASS, 2000). Adicionalmente, a ativagdo dos receptores NK; pela SP aumentou a
neurotransmissdo GABAérgica nessa regido (OGIER; RAGGENBASS, 2003). Assim, poder-
se-ia sugerir que os efeitos comportamentais observados no presente estudo poderiam ser
devido a ativacdo de receptores NK; localizados em interneurbnios GABAérgicos
hipocampais. Alguns estudos mostraram que a microinjegdo de muscimol no HD aumentou
a exploragédo da extremidade aberta do LCE e diminuiu o tempo de congelamento de ratos
expostos ao contexto aversivo (MENARD; TREIT, 2001; PARSONS; OTTO, 2008).

Além do sistema GABAérgico, outros sistemas neuroquimicos podem estar
envolvidos nos efeitos promovidos pela SP no hipocampo. Niveis elevados de ACh no HD
preveniu os comportamentos relacionados a ansiedade avaliados no LCE e no shock-probe
burying test (DEGROOT; KASHLUBA; TREIT, 2001; DEGROOT; TREIT, 2002) e que o
SPME (Substance P methyl ester), um agonista de receptores NK;, aumentou a atividade
colinérgica em cortes hipocampais de camundongos através de sua agdo em receptores
NK; localizados em neurbnios colinérgicos (ARENAS et al, 1991; FEUERSTEIN;
GLEICHAUF; LANDWEHRMEYER, 1996; STEINBERG et al., 1998; STEINBERG et al.,
1995). E possivel aventar que a SP no HD promoveu os efeitos ansioliticos por ativar
neurdnios colinérgicos hipocampais via receptores NKy. Entretanto, sugere-se cautela em
acatar essa hipétese, uma vez que o tempo de congelamento de animais expostos ao
contexto aversivo onde previamente receberam choques nas patas foi acompanhado por
elevados niveis extracelulares de ACh no hipocampo (NAIL-BOUCHERIE et al., 2000).
Diante de resultados contraditérios, investigagdes pormenorizadas devem ser realizadas
com a finalidade de esclarecer se o sistema colinérgico participa, eventualmente, dos efeitos
ansioliticos promovidos pelo tratamento intra-HD da SP.

Muitos estudos tém demonstrado a participagdo do sistema serotoninérgico na
elaboragdo de respostas inatas e condicionadas de medo (BORELLI et al., 2005; FILE;
GONZALEZ, 1996; LI et al., 2006; SILVA; GARGARO; BRANDAO, 2004; STEFANSKI et al.,

1993). Estudos neuroquimicos mostraram que a exposicdo ao LCE aumentou os niveis
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extracelulares de 5-HT no HV de ratos (REX; VOIGT; FINK, 2005), enquanto diminuiu a
concentragao post-mortem de 5-HT no HD (CARVALHO et al., 2005). Les0es eletroliticas ou
neurotéxicas e microinjegdes de 8-OHDPAT, um agonista de auto-receptores 5-HT44, nO
NMR - fonte serotoninérgica do HD (VERTES; FORTIN; CRANE, 1999) - diminuiram o
tempo de congelamento de animais re-expostos ao contexto aversivo (BORELLI et al., 2005;
SILVA; GARGARO; BRANDAO, 2004). Aléem disso, microinjegdes bilaterais de flesinoxan,
um agonista 5-HT44, no HD também diminuiram as respostas de congelamento de animais
submetidos ao mesmo protocolo experimental (LI et al., 2006). Sugeriu-se que os efeitos
ansioliticos causados pelo tratamento com a SP intra-HD poderiam ser mediados por
mecanismos serotoninérgicos. No presente estudo, a infusdo de SP no HD n&o influenciou a
liberagao de 5-HT e de seu metabdlito 5-HIAA. Deve-se destacar que a microinjegdo de SP
no HD foi realizada durante condi¢cbes basais na qual o animal nao foi submetido a nenhum
modelo comportamental que oferecesse perigo a sua integridade fisica. Sugere-se que a
SP, em condi¢gbes nao-aversivas, nado interage com o sistema serotoninérgico. Isso nao
significa que a SP nao esteja atuando em seus receptores, uma vez que, em condi¢cdes
basais, o tratamento com o antagonista NK;, o SR 140333, promoveu o aumento dos niveis
extracelulares de ACh no hipocampo (KART et al., 2004). Assim, estudos adicionais
precisam ser realizados para avaliar a influencia da SP sobre o sistema serotoninérgico no
HD de ratos expostos a situagdes aversivas.

Outro ponto que deve ser abordado nesta discussdo é a hiperatividade locomotora
causada por manipulagbes farmacoldgicas e lesdes eletroliticas no HD de animais expostos
a modelos de ansiedade (GOOD; HONEY, 1997; MAREN; FANSELOW, 1997). Diante
disso, poder-se-ia sugerir que o tratamento intra-HD com SP promoveu a diminui¢gdo do
tempo de congelamento dos animais expostos ao contexto aversivo por influenciar a
atividade locomotora dos animais. Entretanto, os efeitos ansioliticos observados no presente
estudo ndo podem ser atribuidos a essas alteracbes, uma vez que o tratamento nao
influenciou a frequéncia de entradas nos bragos fechados do LCE e nem o tempo de

imobilidade no teste do campo aberto. Todavia, a administragao de SP intra-HV diminuiu o
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tempo de imobilidade de animais expostos a este ultimo modelo comportamental em relagao
aos animais controles. Este resultado se deve, provavelmente, ao elevado tempo de
congelamento dos animais controles ocasionado por eventual variabilidade comportamental
entre os animais deste grupo.

Concluindo, os resultados do presente estudo indicam um envolvimento diferencial
do HD e HV nos mecanismos associados as respostas de defesa. Além disso, os dados
obtidos sugerem que o0s mecanismos neurocininérgicos no HD modulam os
comportamentos defensivos avaliados no LCE, campo aberto e no medo condicionado
contextual. Esses efeitos ndo parecem ser mediados pela neurotransmissao serotoninérgica
hipocampal, uma vez que a injecdo SP no HD n&o alterou os niveis de 5-HT avaliados em
condicbes basais. Esses achados podem auxiliar na compreensdo do papel da SP nos

circuitos neurais implicados na fisiopatologia da ansiedade.
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Os presentes resultados acerca do papel da SP intra-hipocampal sobre a expressao
de respostas inatas e condicionadas de medo e sua interacdo com o sistema

serotoninérgico permite-se sugerir que:

e Ha um envolvimento diferencial de mecanismos neurocininérgicos do HD e HV na

expressao de respostas inatas e condicionadas de medo.

e Mecanismos neurocininérgicos do HD medeiam os comportamentos relacionados ao
medo e ansiedade expressos no LCE, campo aberto e ambiente-contexto onde os

animais previamente receberam choques nas patas.

o Os efeitos ansioliticos promovidos pela microinjecdo de SP no HD n&o sao mediados
pela neurotransmissdo serotoninérgica nesta regido quando os animais se

encontram em condi¢cbes ndo-aversivas.
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