UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto
Departamento de Psicologia e Educacéao

Programa de P6s-Graduacéo em Psicobiologia

Mediacdo do medo condicionado contextual por mecanismos

serotoninérgicos do circuito nucleo mediano da rafe-hipocampo dorsal

Rafael Carvalho Almada

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto — USP, como
parte das exigéncias para a obten¢do do titulo de
Mestre em Ciéncias.

Area de Psicobiologia.

Ribeirdo Preto

— 2009 -



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirado Preto
Departamento de Psicologia e Educacéao

Programa de P6s-Graduacéo em Psicobiologia

Mediacdo do medo condicionado contextual por mecanismos

serotoninérgicos do circuito nucleo mediano da rafe-hipocampo dorsal

Rafael Carvalho Almada

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto —
USP, como parte das exigéncias para a obtencao
do titulo de Mestre em Ciéncias.

Area de Psicobiologia.

Orientador: Prof. Dr. Marcus Lira Brandao

Ribeirdo Preto

—-2009 -



AUTORIZO A DIVULGACAO TOTAL OU PARCIAL DESTE TRABALHO POR
QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU ELETRONICO, PARA FINS DE ESTUDO E
PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE

FICHA CATALOGRAFICA

Almada. Rafael Carvalho

73 p.:1l.: 30 cm.

Tese de Mestrado, apresentada a Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto/USP — Area de concentragio:
Psicobiologia.

Orientador: Branddo, Marcus Lira.

1.Nucleo mediano da rafe; 2. Hipocampo dorsal; 3.Serotonina ;
4.Medo condicionado contextual.




A minha V6 (in memorian), por estar presente em
momentos 0s quais nem imagino.

Dedico.



AGRADECIMENTOS

Ao Professor Marcus Lira Brandao, pela orientagdo, confianga e apoio.
Ao Professor Ricardo Luis Nunes de Souza, pela colaboragao na revisao dos relatorios.
A banca examinadora, pela atengdo dispensada na leitura desse trabalho.

Aos meus pais, Abranches e Roseli, pelo carinho € o amor sempre concedido. Tenho muito
orgulho de vocés.

Ao meu irmdo, Gabriel, pela sua maneira exclusiva de apoiar. Mesmo com a distincia
estaremos sempre proximos.

A toda minha familia, em especial, meu v0 Jos¢, meu tio Ricardo e minha tia Nirley e minha
prima Maria Julia, pela forca enviada.

A Marina e sua familia, pelo auxilio no inicio desta etapa.

Ao Lucas, pela disposi¢do de ajudar e conversar sobre todos os assuntos. Valeu garoto pela
amizade que foi construida nesse periodo.

A Karina, pelo jeito carinhoso de ajudar, corrigir e discutir. Sobretudo, pelas longas conversas
e a amizade.

A Helene, pela grande amizade em todos os momentos. Uma pessoa muito especial.
Ao Nikito, pelo companheirismo e amizade.

Aos amigos e colegas da Psicobiologia, Jana, Luzinha, Milene, Adriano, Amanda, Julia, Guto,
Joice, Renato, Carlos Eduardo, Jorge, Luis Fernando, Carol, Gabriel, Alicia, Lucdo, pelo
convivio, o apoio direto, e indireto que me ofereceram durante a realizagdo deste trabalho.

Aos amigos de casa, Guilhermo e Bruno, pela amizade e o 6timo convivio.

Aos amigos do futebol, em especial Marcio, Z¢é, pela paciéncia e amizade na vitdria e na
derrota.

A Renata, secretaria da Psicobiologia, pelo auxilio e as brincadeiras.
A CAPES, pelo apoio financeiro.

A todos que contribuiram de alguma forma para a realizag@o deste trabalho.



Ao senhor.



RESUMO

Virios estudos mostram que o nicleo mediano da rafe (NMR) e o hipocampo dorsal (HD)
estdo envolvidos no medo condicionado Pavloviano. Além disso, mecanismos
serotoninérgicos do NMR parecem participar da expressao da resposta de medo condicionado
contextual. Entretanto, ainda ndo existe uma abordagem experimental que integre os
mecanismos do circuito NMR-HD. Neste trabalho, o paradigma do medo condicionado foi
utilizado para testar a influéncia dos mecanismos serotoninérgicos do circuito NMR-HD no
medo condicionado contextual. As respostas de sobressalto e congelamento foram avaliadas
apods a administracdo de drogas serotoninérgicas intra-NMR e intra-HD, 6 h depois a sessdes
treino, nas quais os ratos eram condicionados com choques nas patas. A reducdo da
transmissdo serotoninérgica no NMR ¢ devido a microinje¢do do 8-hidroxi-2(di-n-
propilamino)-tetralin (8-OH-DPAT), um agonista de receptores 5-HT 5, no NMR promoveu
reducdo das respostas de congelamento, mas nao alterou a resposta de sobressalto. Estes
resultados sdo consistentes com a ideia de que mecanismos serotoninérgicos no NMR
regulam as respostas de congelamento a um contexto aversivo. A diminui¢ao pds-sindptica da
serotonina nas areas de projecdo do NMR ocorre devido a ativagdo de autoreceptores 5-HT 5
nesta estrutura. Com relagdao ao hipocampo, a microinje¢ao de cetanserina, um antagonista de
receptores 5-HT, ndo promoveu alteracdo nas respostas de congelamento e sobressalto
potencializado pelo medo, porém a ativacdo de receptores 5-HTa pela injecdo de 8-OH-
DPAT 6 h apds o treino inibiu essas respostas. De acordo com esses resultados, um
mecanismo inibitorio deva se interpor entre os processos associados a chegada de informagao
aversiva e os associados a saida delas no HD. As projecdes HD-amigdala e cortex pré-frontal
medial podem constituir a porta de saida dos processos neurais subjacentes a expressao do
medo condicionado contextual, conforme foi observado no experimento em que estudou a
imunorreatividade destas estruturas a proteina Fos em ratos submetidos ao mesmo

procedimento experimental de medo condicionado contextual.



ABSTRACT

Several studies have shown that the median raphe nucleus (MRN) and dorsal hippocampus
(DH) are involved in Pavlovian conditioned fear. Moreover, previous findings have also
implicated serotonergic mechanisms of the MRN in the retrieval of contextual conditioned
fear. However, studies that examine the integrated involvement of serotonergic mechanisms
of the MRN-DH are lacking. This study, a fear conditioning paradigm was used to test
whether the serotonergic projections from the MRN to DH can influence contextual fear
conditioning. Startle and freezing responses were avaliated after administration of
serotoninergics drugs into the MRN or DH, 6 h previously rats received footshocks in the
training session. A reduction of serotonergic transmission in the MRN by local infusions of
the 5-HT;s agonist 8-hydroxy-2-(di-n-propylamino)-tetralin (8-OH-DPAT) decreased
freezing response but did not reduce fear-potentiated startle. This pattern of results is
consistent with the hypothesis that MRN serotonergic mechanisms selectively modulate the
freezing response to the aversive context. A decrease in postsynaptic 5-HT receptor activity at
projection areas has been proposed to be the main consequence of 5-HT4 receptor activation
in the MRN. As for the DH, infusions of the 5-HT; receptor antagonist ketanserin into the DH
had no effect, but activation of 5-HT; s receptors through intra-DH injections of 8-OH-DPAT
inhibited both the freezing and fear-potentiated startle response. To reconcile these findings,
an inhibitory mechanism may exist between the incoming DH 5-HT pathway from the MRN
and the presynaptic 5-HT neurons that are part of the DH output to other structures. The DH-
amygdala and medial prefrontal cortex projections could well be this output circuit
modulating the expression of contextual fear conditioning as revealed by measurements of

Fos immunoreactivity in these areas.
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1. INTRODUCAO

O medo pode originar-se pela exposicdo de um animal a estimulos naturalmente
ameagadores, que sdo reconhecidos de maneira inata, ¢ estimulos de perigo condicionados,
adquiridos através de processos de aprendizagem. O reconhecimento de um estimulo inato de
perigo independe de qualquer processo prévio de aprendizagem e esta presente em todos os
individuos de uma mesma espécie. Um gato, ou simplesmente o odor deste animal sinaliza
perigo em roedores que jamais tiveram contato prévio com felinos. O mesmo ocorre em
macacos diante de cobras e em bebés humanos expostos a altura ou ruidos intensos. Outros
estimulos, chamados estimulos aprendidos, podem passar a sinalizar perigo através de um
processo de aprendizagem chamado medo condicionado. Isto ocorre quando estimulos
aparentemente in6cuos ou neutros sao associados a estimulos aversivos, particularmente
aqueles que deflagram dor. Por exemplo, um animal passara a expressar medo diante de um
contexto que tenha sido previamente associado com a apresentacdo de choques elétricos.
Similarmente, criangas podem tornar-se amedrontadas quando confrontadas com estimulos
que anteriormente lhe infligiram dor ou extremo desconforto. Podemos também adquirir
novos medos, ao longo da nossa histdria particular, através de determinadas relagdes sociais
também envolvendo aprendizagem do tipo associativa (LANDEIRA-FERNANDEZ, 1996).

O estudo da neurobiologia do medo foi bem descrito nos relatos de Darwin sobre o
carater evolutivo do comportamento emocional no homem, a primeira tentativa importante
nesse sentido foi no seu escrito A expressao das emog¢des no homen e nos animais, em 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 emog¢des no homem. O

comportamento humano de defesa parece remontar ao distante passado evolutivo. Por
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conseguinte, estudando as reagdes de medo em animais, podemos clarificar os mecanismos do
medo nos homens (LEDOUX, 2001).

Em roedores, o comportamento em situagdes de perigo ¢ organizado de acordo com a
viabilidade de fuga e da distancia entre a presa e o predador. A fuga, quando possivel, ¢ a
resposta predominante. Por outro lado, se ndo houver uma distdncia segura para a presa, a
auséncia completa de seus movimentos (congelamento) reduz a probabilidade de ser
reconhecido pelo predador. A intensidade da reagdo aumenta quando a distancia entre os
animais diminui. Na situacdo de confronto real, ocorrem respostas de ameacga defensiva
(vocalizagdes e exposicdo dos dentes) e ataque explosivo (saltos e mordida na area do focinho
do predador) seguido, imediatamente, pela fuga (BLANCHARD; BLANCHARD, 1988).

A reacdo de defesa ¢ caracterizada por alteragdes do padrio comportamental e
fisiologico frente a estimulos ameagadores ou estressantes (BANDLER; CARRIVE, 1988).
Um animal quando ¢ confrontado com uma ameaga a sua integridade fisica ou a propria
sobrevivéncia, seja esta representada por um predador ou um agressor da mesma espécie, seja
por uma simples mudanga do ambiente, ele apresenta um conjunto de respostas
comportamentais e neurovegetativas que caracterizam a reacdo de medo. Esse conjunto de

respostas, caracteristicas da espécie, foi chamado de reagdes de defesa espécie-especifica

(BOLLES, 1970).

1.1. Medo condicionado contextual

1.1.1. Sobressalto potencializado pelo medo

A importancia dos estimulos contextuais na expressdo do medo condicionado e nos

disturbios de ansiedade ¢ amplamente investigada em diversos modelos animais,
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particularmente no sobressalto potencializado pelo medo (BROWN; KALISH; FABER, 1951;
CASSELLA; DAVIS, 1986; DAVIS; HITCHCOCK; ROSEN, 1991). Define-se a resposta de
sobressalto como uma ativagdo reflexa e estereotipada de musculos antagénicos do corpo,
induzida pela aplicacdo subita de um estimulo auditivo, visual ou somatossensorial de grande
intensidade (FLESHLER, 1965; KOCH, 1999). Essa resposta tem um alto valor adaptativo de
prote¢do contra eventuais danos causados por um predador (KOCH, 1999). Geralmente, em
vertebrados, ferimentos na regido dorsal do pescogo pode ocasionar a morte. Deste modo, a
contracdo dos musculos dorsais do pescogo, torna-se fundamental para a reducdo da
exposicdo desta drea a um ataque pelas costas. A resposta de sobressalto também ¢é encontrada
em humanos com caracteristicas bastante similares (YEOMANS; FRANKLAND, 1996).

Em roedores, a resposta de sobressalto pode ser amplificada por meio da apresentacao
de um estimulo condicionado explicito (luz ou som) ou contexto associado a um estimulo
aversivo incondicionado, tal como choque nas patas (FENDT; FANSELOW, 1999). Nessas
condi¢des, o aumento da resposta do sobressalto ¢ devido ao estado de medo que o animal
exibe apos o pareamento dos estimulos condicionados ao choque. Esse fendomeno ¢
denominado “potencializagdo da resposta de sobressalto pelo medo” (BROWN; KALISH;
FABER, 1951; HITCHCOCK; DAVIS, 1987). No modelo da potencializacdo da resposta de
sobressalto, o estado de medo ¢ considerado como uma resposta condicionada (DAVIS;
FALLS; CAMPEAU; KIM, 1993). O pareamento dos estimulos leva ao desenvolvimento de
um estado condicionado de medo que age facilitando a reagdo de sobressalto ao som

(BROWN; KALISH; FABER, 1951).
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1.1.2. Congelamento

Além da resposta de sobressalto avaliada no modelo do sobressalto, também ¢ possivel
analisar a resposta de congelamento do animal. Esta resposta deve-se ao estado de medo que o
animal exibe em consequéncia do pareamento do estimulo condicionado ao choque nas patas
(BOLLES, 1970).

O congelamento ¢ uma resposta de defesa comum em roedores. Este comportamento
complexo e coordenado ¢ definido como a auséncia de todos os movimentos corporais, exceto
os respiratorios, com um alto nivel de alerta e consideravel tonicidade muscular (BOLLES,
1970; FENDT; FANSELOW, 1999). Blanchard et al. (1969) observaram que animais quando
recebiam choque apresentavam um aumento de crouching, comportamento caracterizado por
uma postura agachada. Este comportamento posteriormente comegou a ser utilizado com
indice de medo e foi classificado como resposta de congelamento (BLANCHARD;
BLANCHARD, 1969).

O comportamento de congelamento ¢ uma maneira efetiva de evitar um provavel
perigo, quando a fuga e a esquiva sdo impossiveis. Modificagdes inesperadas sao suficientes
para promover o congelamento em situacdes novas (HOFFER, 1970). A medida de
congelamento pode oferecer um método bastante conveniente e sensivel para o estudo do

medo condicionado (BOUTON; BOLLES, 1980; FANSELOW; BAACKES, 1982).

1.2. Serotonina

Desde a sua descoberta em 1948 por Rapport e colaboradores, a serotonina (5-hidroxi-
triptamina, 5-HT) tem siso relacionada a uma variedade de modificacdes fisiologicas,

sensorio-motoras e comportamentais (BARNES; SHARP, 1999; JACOBS; AZMITIA, 1992).
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As primeiras hipoteses relacionando a serotonina a doencas mentais surgiram no inicio da
década de cinquenta. Entretanto, apenas na década seguinte com a utilizagdo da técnica de
fluorescéncia histoquimica foi possivel identificar a distribuicdo da serotonina no sistema
nervoso central (FALCK et al., 1962).

Numerosos estudos salientam o papel fundamental da serotonina e dos seus diversos
receptores nos diversos aspectos funcionais e cognitivos, incluindo aprendizagem e memoria
(ORGEN et al., 2008). A complexa agdo fisioldgica da 5-HT ¢ mediada por uma ampla
familia de receptores (HOYER; MARTIN, 1997; HOYER et al. 2002). Essa descoberta
impulsionou uma intensa pesquisa, que resultou na identificacdo dos subtipos de receptores
serotoninérgicos ¢ suas fungdes. Sao 14 tipos de receptores para a 5-HT na classe dos
mamiferos, classificados em 7 familias conforme as caracteristicas farmacologicas,
transducionais e estruturais. A familia 5-HT; (5-HTa, 5-HTg, 5-HTp, 5-HTig, 5-HTp), 5-
HT, (5-HTza, 5-HT2, 5-HTyc), 5-HT;, 5-HT4, 5-HTs (5-HTsa, 5-HTsg), 5-HTs e 5-HT;
(HOYER; MARTIN, 1997; HOYER et al. 2002). Desta maneira, a 5-HT pode apresentar
diferentes fungdes nos diversos sistemas encefalicos, dependendo do subtipo do receptor
serotoninérgico (PAZOS; PALACIOS, 1985).

Em humanos e roedores, o receptor 5-HT; estd amplamente concentrado em areas
corticais e limbicas, como o hipocampo, associadas com fungdes de memoria, (ORGEN et al.,
2008). O desenvolvimento de ligantes seletivos, tais como o 8-hidroxi-2(di-n-propilamino)-
tetralin (8-OH-DPAT) (GOZLAN, 1983) e cetanserina (LEYSEN, 1982), proporcionou a
caracterizagdo ¢ a localizagdo dos subtipos de receptores de 5-HT no sistema nervoso central.
Alem disso, possibilitou verificar a participagdo dos diferentes receptores nas diversas

respostas comportamentais estudadas (YOUNG; KUHAR, 1980).
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1.3. Substrato neural

Muitos estudos tém investigado o substrato neural e os mecanismos neuroquimicos
envolvidos na aquisi¢ao das informagdes aversivas e na expressao do medo condicionado a
estimulos explicitos e contextuais. A amigdala, o hipocampo e o nucleo mediano da rafe estdao
criticamente envolvidos na regulacdo das respostas de medo condicionado contextual
(MCNISH, 1997; AVANZI; BRANDAO, 2003; SILVA; GARGARO; BRANDAO, 2004).
Desta forma, as projecdes serotoninérgicas que saem do NMR, principal fonte de transmissao
serotoninérgica no encéfalo, em direcdo a amigdala e ao septo-hipocampo sdo de grande
importancia na modulagdo do medo contextual (AZMITIA; SEGAL, 1978; GRAY;
MCNAUGHTON, 2000; SILVA et al., 2002).

Lesdes da amigdala bloqueiam a resposta de congelamento a um contexto aversivo ou
a um estimulo condicionado explicito. Este dado ressalta o papel fundamental desta estrutura
na mediacdo das respostas condicionadas ao medo (KAPP et al., 1982; DAVIS, 1992;
LEDOUX, 1992). Por outro lado, lesdes do hipocampo afetam somente o congelamento
contextual sem alterar a resposta de medo condicionado a estimulos explicitos (KIM;
FANSELOW, 1992; PHILLIPS; LEDOUX, 1992). Dessa maneira, pode-se considerar o
hipocampo como uma estrutura que desempenha um papel crucial na organizacdo do medo
condicionado contextual (WILTGEN; FANSELOW, 2003; FENDT et al., 2005). Sabe-se
também que o processamento da memoria recente ¢ prejudicado quando o hipocampo sofre
algum tipo de lesdo. Portanto, torna-se claro o envolvimento do hipocampo na funcdo de
armazenamento de informacdes (FANSELOW, 2000). O hipocampo estabelece diversas
conexodes com estruturas encefalicas, o que lhe confere um papel importante na transmissao

dos mais complexos sinais envolvidos no processamento das informacdes aversivas. Nesse
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sentido, as proje¢des hipocampais para a amigdala desatacam-se nessa circuitaria (LEDOUX

et al., 1987).

1.3.1. Ntcleo mediano da rafe

Através da técnica de histofluorescéncia Dahlstrom e Fiixe (1964) verificaram a
existéncia de grupos de nucleos celulares contendo serotonina, sendo estes concentrados nos
nucleos da rafe. Dentre os nucleos da rafe, NMR e o ntcleo dorsal da rafe sdao os que
apresentam o maior nimero de neurénios serotoninérgicos.

A principal fonte de neuronios serotoninérgicos no mesencéfalo, o NMR envia
projecdoes para amigdala, septo e hipocampo (AZMITIA; SEGAL, 1978; GRAY;
MCNAUGHTON, 2000; SILVA et al., 2002). As principais conexdes serotoninérgicas estao
ilustradas na Figura 1.
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Figura 1. Ilustragdo esquematica das principais conexdes serotoninérgicas ascendentes e
descendentes no rato (modificado de ORGEN et al., 2008). NDR, ntcleo dorsal da rafe;
NMR, nticleo mediano da rafe; NPR, nticleo pontinio da rafe; NmR, nlicleo magno da rafe.

O NMR e suas projegdes serotoninérgicas parecem estar envolvidos na aquisi¢ao e

expressdao de informagdes contextuais do medo condicionado contextual (AVANZI et al.,
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1998; AVANZI; BRANDAO 2001; SANTOS et al., 2005; BORELLI et al., 2005). A
microinjecao de 8-hidroxi-2-(di-n-propilamino) tetralin (§-OH-DPAT) no NMR causou uma
reducdo significativa das respostas de congelamento em ratos submetidos ao paradigma de
medo condicionado contextual, reproduzindo os efeitos da lesdo eletrolitica ou neurotoxica
com NMDA deste nticleo (AVANZI et al., 1998; AVANZI; BRANDAO, 2001; SANTOS et
al., 2005; BORELLI et al., 2005). Porém, observou-se que o congelamento induzido por
estimulos explicitos previamente pareados ao choque elétrico nas patas, tal como o som, nao
foi afetado pela microinje¢ao do 8-OH-DPAT (AVANZI; BRANDAO, 2001).

O agonista de receptores 5-HT;5, 8-OH-DPAT, bloqueia a atividade serotoninérgica
através de uma agdo pré-sinaptica em autoreceptores somatodendriticos nos nicleos da rafe
determinado uma redu¢do na conducgdo de estimulos até as terminacdes desses neurdnios
serotoninérgicos (BLIER; MONTIGNY, 1987). Recentemente, observou-se que a injecao pré-
treino de 8-OH-DPAT no NMR também atenua o sobressalto potencializado pelo medo, mas
a inativagdo dos neurdnios 5-HT pos-treino ndo afeta esta resposta. Em ambos os casos, ha
uma reducao da resposta de congelamento a estimulos aversivos contextuais (BORELLI et al.,
2005). Esses resultados apontam para uma clara dissociagdo entre 0os mecanismos neurais
responsaveis pela aquisicdo e expressao da resposta de medo condicionado contextual medida
pelo sobressalto, enquanto a resposta de congelamento ao medo contextual ¢ invariavelmente

inibido pela redugdo da neurotransmissao serotoninérgica no NMR.

1.3.2. Hipocampo

A formagao hipocampal desperta a atengdo dos neuroanatomistas desde os primeiros
estudos envolvendo o sistema nervoso. Nos trabalhos classicos de Golgi, Ramoéon e Cajal

(1911), ja era evidente o interesse em esclarecer a organizagdo celular e as conexdes da
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formagdo hipocampal. Este termo compreende seis regides distintas; giro denteado,
hipocampo (o qual é subdividido em trés camadas, CA1, CA2 e CA3), subiculo, pré-subiculo,
para-subiculo e cortex entorrinal (AMARAL; WITTER, 1995). No cérebro do rato a
formagao hipocampal segue o eixo rostro-caudal disposto em trés dimensdes, neste eixo
podemos classificar o hipocampo em dorsal e ventral (AMARAL; WITTER, 1995). A Figura

2 ilustra a formagao hipocampal disposta em trés dimensdes.

Figura 2. Representagdo esquematica mostrando a disposi¢do em trés dimensdes da formagao
hipocampal de ratos. (A) Trés secgdes horizontais e trés secg¢des verticais da formagao
hipocampal em diferentes niveis. (B) Ilustragdo da formagao hipocampal no encéfalo de rato
em transparéncia. CA1, CA2 e CA3 camadas do hipocampo; DG, giro denteado; EC, cortex
entorrinal; PER cortex perirrinal; S, subiculo; f, fornix. (modificado de AMARAL; WITTER,
1995).

Na camada CA1l do hipocampo de ratos, neurdnios piramidais e interneurdnios

inibitéorios GABAérgicos sdo densamente inervados por neurdnios serotoninérgicos,
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originados do nucleo mediano da rafe (AZMITA; SEGAL, 1978; KATSURABAYASHI et
al., 2003). A ativagdo de receptores 5-HT 5 e 5-HT; localizados no corpo de interneurdnios
GABA¢érgicos promovem, respectivamente, reducdo e aumento da transmissdo sindptica
inibitéria (SHMITZ et al., 1995; MCMAHON; KAUER, 1997). Sabe-se também que ha
receptores 5-HT s e 5-HT; pré-sindpticos em terminagdes de interneuronios GABAérgicos,
sendo  esses com  caracteristica  inibitéria e  excitatoria,  respectivamente
(KATSURAVAYASHI et al., 2003).

A formagdo hipocampal apresenta uma ampla rede de interconexdes corticais, além
das entradas e saidas subcorticais. Algumas conexdes da formagdo hipocampal estdo

representadas na Figura 3.

Interconexdes Corticais

Cortex pré-frontal
Cortex perirrinal

\ Para-subiculo
Pré-subiculo

p| Hipocampo]

Formagao hipocampal

Entrada Subcortical | Saida Subcortical
Amigdala Amigadala

Nucleos da rafe Nucleo mamilar
Hipotalamo lateral Talamo medial e lateral
Talamo medial e lateral Regides olfatorias

Figura 3. Esquema das principais conexdes da formagao hipocampal em ratos (modificado de
AMARAL; WITTER, 1995).

O hipocampo dorsal (HD) participa da formagao e consolidacdo da memoria no medo

contextual, porém parece ndo contribuir na organizacao da resposta de medo condicionado a
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estimulos explicitos. Esta estrutura apresenta um papel central na integracdo de processos

emocionais ¢ mnemonicos (QUINN et al., 2008).

1.4. Distribuicao da proteina fos no medo condicionado contextual

A neurobiologia molecular permite a possibilidade de investigar a relacdo entre
drogas, comportamentos e circuitos neurais ativados. A maioria das evidéncias
neuroanatdOmicas associadas a neurobiologia do medo ¢ originaria de estudos
comportamentais que utilizam técnicas de lesdo, estimulagdo ou manipulagdo farmacologica
de estruturas especificas. Embora sejam de grande utilidade, esses métodos nao avaliam o
funcionamento integrado do neuroeixo em situagdes de ameaga, apenas indicam o
envolvimento de areas encefalicas isoladas envolvidas na mediacdo das respostas de medo e
possibilitam, portanto, uma identificagdo parcial do substrato neural do medo. Parte da
dificuldade em analisar as redes sensoriais envolvidas nas respostas de medo consiste no fato
de que muitas vias sensorias ascendentes sao multissindpticas e esses caminhos neurais sao
relativamente dificeis de serem tragados por técnicas de investigagdo tradicional
(PESCHANSKI; BESSON, 1984; MCMAHON; WALL, 1985; BULLITT, 1990).

O desenvolvimento de técnicas de marcagdo que possibilitam a identificagdo da
atividade neural em preparagdes histoldgicas tem sido util na identificacdo de estruturas que
organizam o comportamento em resposta a estimulos aversivos, assim como permitem a
identificacdo de focos de atividade anormal em estados patologicos (DRAGUNOW; FAULL,
1989; MORGAN; CURRAN, 1991; BULLITT, 1990). Estas técnicas t€m como caracteristica
basica a deteccdo de um marcador de acdo neural. Desta forma, areas que sdo excitadas por

estimulos definidos podem ser identificadas por sua atividade celular ao longo do neuroeixo.
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A expressao do gene c-fos e seu produto protéico possibilitam este tipo de marcagao
(HERDEGEN; LEAH, 1998)

Dentre as técnicas de biologia molecular, a hibridizag¢do in situ ¢ a imunoistoquimica
para deteccdo do RNAm c-fos e da proteina Fos sdo as mais utilizadas por fornecerem melhor
localizagdo neuroanatomicas do substrato neural ativado por estimulos especificos
(CURRAN; MORGAN, 1995; CAMPEAU et al., 1997). A técnica de imunoistoquimica para
detec¢do da proteina Fos ¢ baseada na interagdo entre antigeno e anticorpo e utiliza-se de
anticorpos capazes de reconhecerem e de se ligarem especificamente a substancias
neuroativas. O intervalo necessario para sintese ¢ acimulo da proteina Fos no SNC ¢ de
aproximadamente duas horas ap6s a excitagcdo neural e desaparece depois de 4 a 16 horas. A
marcagdo da imunorreatividade a proteina Fos € restrita ao nticleo celular (BULLITT, 1990).

O estudo do medo condicionado em diversos testes comportamentais associados a
diferentes técnicas de imunoistoquimica possibilitou um mapeamento das estruturas
envolvidas no estudo dos diversos tipos de medo e como consequéncia, tem contribuido de

maneira significativa no entendimento atual da neurobiologia da ansiedade.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como proposta avaliar a participagdo de mecanismos
serotoninérgicos no medo condicionado contextual. O experimento I consistiu em um estudo
farmacoldgico do envolvimento do NMR e HD na expressio do medo condicionado
contextual em uma janela temporal de 6 h apds a sessdo de condicionamento.

O experimento II avaliou a distribui¢do da proteina Fos em estruturas telencefélicas
com importante conexdo anatomica com HD e que podem estar envolvidas no processo de

transferéncia das informacdes associadas ao medo condicionado contextual.



EXPERIMENTO I

Estudo dos mecanismos serotoninérgicos do NMR e HD no medo condicionado contextual
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos com peso médio de 250 g, agrupados (cinco
animais por caixa) em gaiolas de polipropileno (30 x 32 x 18 cm), forradas com serragem,
com livre acesso a agua e alimento. Os animais foram mantidos em um biotério com
temperatura controlada a 23° C = 1° C e um programa de iluminagao artificial com ciclo
claro/escuro 12 h x 12 h, com inicio do periodo de claro as 7:00 horas. O trabalho compde um
projeto tematico aprovado pela comissdo de ética no uso de animais, CEUA (protocolo

06.1.123.8.53.9).

3.2.Cirurgia

Os animais foram anestesiados, por via intraperitonial, com tribromoetanol (Aldrish,
USA), na concentracdo de 250 mg/Kg. Apos a tricotomia do campo cirurgico, foram levados
a um aparelho estereotaxico (David-Kopf, USA) onde o cranio foi fixado pelo rochedo
temporal e incisivos superiores, sendo a barra dos incisivos colocada a 2,5 mm abaixo da
linha interaural. Em seguida, foi realizada a limpeza do campo cirurgico com iodo a 1% em
solucdo alcoolica e uma inje¢do subcutinea de 0,2 mL de cloridrato de lidocaina 2%
(Harvey-Brasil) foi aplicada no local da incisdo. Com uma incisdo longitudinal na pele, o
periosteo foi removido por raspagem, com o auxilio de uma pinga e algoddo. Dois orificios
foram feitos nos ossos parietais com a utilizacdo de uma broca elétrica (Foredom-USA), para
fixacdo de parafusos de aco inoxiddvel que ancoram a protese ao cranio do animal. Logo
ap6s, um outro orificio foi feito para implante da canula 26 G (gauge) — de aco inoxidavel,

com 15 mm (NMR) ou 10mm de comprimento (HD), 0,6 mm de diametro externo, 0,4 mm de
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diametro interno — colocada na haste do estereotaxico e dirigida para o NMR do animal, com
uma angulacdo de 20° ou para o HD sem angulacdo. Importante ressaltar que no HD
alternaram-se os lados da implantagdo da canula. Considerando o bregma como referéncia
foram utilizadas as seguintes coordenadas, NMR: antero-posterior = - 7,8 mm do bregma,
médio-lateral = £ 2,5 mm, dorso-ventral = - 6,8 mm; e HD: antero-posterior = - 4,20 mm do
bregma, médio-lateral = + 2,6 mm, dorso-ventral = - 2,8 mm (PAXINOS; WATSON, 2007).
Em seguida, o cranio foi revestido com acrilico dental (JET, Brasil) para fixacao da canula-
guia, que foi selada com fio de ago inoxidavel para protegé-la de obstru¢dao. Ao término da
cirurgia cada animal recebeu, por via intramuscular, uma inje¢do (0,2 mL) de pentabidtico
(Fort Dodge, Brasil) 60.000 UI, com o intuito de prevenir possiveis infec¢des e, por via
subcutanea, uma inje¢ao do analgésico banamine (0,2 mL). Os animais, ap6s serem retirados
do estereotaxico, foram recolocados em suas gaiolas no biotério para recuperagdo pos-

cirargica durante 5 dias.

3.3. Drogas

As drogas utilizadas foram o agonista de receptores 5-HT 5, 8-OH-DPAT (8-hidroxi-
2-(di-n-propilamino) tetralin, Sigma, EUA), e o antagonista de receptores SHTyanc, a
cetanserina (ketanserin tartrate, RBI, EUA). O 8-OH-DPAT (1 pg/0,2 uL) foi solubilizado
somente em solu¢do salina, a cetanserina (5,5 pg/0,2 pL) foi solubilizada em 2% de Tween 80
e solugdo salina (0,9%). Os animais do grupo controle receberam o mesmo volume do veiculo
utilizado para dissolucao das drogas. As concentragdes das drogas e o tempo de espera foram
baseados em alguns estudos (CASTILHO; BRANDAO, 2001; AVANZI; BRANDAO, 2001;

AVANZI et al., 2003; BORELLI et al., 2005).
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3.4. Microinjecdes de drogas

Os animais receberam uma inje¢ao intra-NMR ou HD de veiculo ou droga, através de
uma agulha odontologica 30 G — com 16 mm (NMR) e 11 mm (HD) de comprimento, 0,3 mm
de diametro externo introduzida na canula e ultrapassando-a em 1 mm.. A agulha para
injecdo foi conectada a uma seringa Hamilton, de 5 pL, por meio de um tubo de polietileno
(PE-10). Um volume de 0,2 pL foi injetado durante 1 min, por meio de uma bomba de
microinfusdo (Harvard, EUA), e a agulha foi mantida no lugar por 1 minuto adicional para
evitar o refluxo da solu¢do. O deslocamento de uma bolha de ar no tubo de polietileno foi
utilizado para monitorar a microinjecao. Apos 10 minutos do procedimento de microinjecao
os animais foram colocados na caixa de sobressalto para o registro das respostas

comportamentais na sessao teste.

3.5. Medo contextual

3.5.1. Equipamentos

Caixa de Sobressalto: Durante as sessdes de balanceamento e teste foram utilizadas
duas caixas de restricdo idénticas, construidas em aco inoxidavel e suspensas em uma
armac¢do de PVC, medindo internamente 16,5 x 7,5 x 7,5 cm. Elas foram abrigadas em duas
camaras de atenuagao sonora (64 x 60 x 40 cm), fabricadas em madeira, com revestimento
acustico de espuma (ENV-018S, Med Associates). A resposta de sobressalto foi registrada por
meio de uma plataforma sensivel a pressdo (estabilimetro, PHM250-60, Med Associates). O
sobressalto do animal gera movimentos nesta plataforma que sdo captados por sensores com o

deslocamento de corrente e entdo amplificados, gerando um sinal analogico que ¢ digitalizado
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e analisado por um programa computacional (Startle Reflex, versdo 4.10, Med Associates). A
apresentacdo dos estimulos, o tipo, a duracdo, a intensidade e a amplitude dos mesmos
também foram computadorizadas por meio de uma interface (Dig 729, Med Associates). A
resposta de sobressalto foi medida durante os primeiros 100 ms apds a apresentagdo do
estimulo sonoro, que consiste em um ruido branco de intensidade de 100 dB e duragdo de 50
ms, com rise-decay de 5 ms, sendo liberado por um alto-falante localizado a 10 cm de
distancia da caixa contendo o animal. O ruido de fundo foi apresentado pelo mesmo alto-
falante e consiste em um ruido branco de 55 dB. Uma lampada vermelha de 6 W e uma
camera de video, instaladas no interior das camaras de isolamento acustico, permitem a
observacao do animal durante as sessdes de balanceamento e teste. As plataformas foram
calibradas no inicio de cada sessdo para garantir igual nivel de sensibilidade ao longo dos

experimentos.

Figura 4. Caixa de medida do sobressalto.

3.5.2. Procedimento

Sessdes de Balanceamento: Foram realizadas duas sessdes de balanceamento nas quais
os animais foram colocados na caixa de medida do sobressalto e, apds 5 min, recebem 30

estimulos sonoros de intensidade de 100 dB com um intervalo fixo de 30 s entre cada
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estimulo. A amplitude média do sobressalto ao longo das 30 tentativas de estimulos sonoros
da ultima sessdo de balanceamento foi utilizada para alocar os animais aos diversos grupos
dos experimentos. Apds as sessdes de balanceamento foi realizada a cirurgia para o implante
de canula guia ao NMR ou HD.

Sessd@o Treino: Cinco dias apés a cirurgia foi iniciado o condicionamento aversivo. Os
animais foram colocados na caixa de medida do sobressalto e apds cinco minutos foram
submetidos a 10 associagdes da caixa experimental (contexto) com choque nas patas. A
intensidade do choque foi de 0,3 mA e duracdo de 1 s e o intervalo entre os pareamentos foi
variavel em 120 s. (faixa de 60-180 s.). Os choques foram liberados por meio de uma
interface controlada por um software instalado em um computador em uma sala adjacente.

Sessao Teste: Apos o treino de 6 h, os animais foram avaliados no teste do sobressalto
potencializado pelo medo. Cada animal foi entdo colocado na caixa de medida de sobressalto,
onde recebem um total de 30 estimulos sonoros na intensidade de 100 dB. As amplitudes das
respostas de sobressalto de cada animal foram registradas e armazenadas para uma posterior
analise dos dados. A resposta de congelamento foi registrada por cadmeras de video
(Everfocus, EUA) posicionadas em frente as caixas de observacdo, permitindo assim a
discriminacao de todos os comportamentos exibidos pelos animais, com os sinais enviados a
um monitor em uma sala adjacente através de um circuito interno de TV. O congelamento foi
operacionalmente definido neste trabalho como a auséncia total de movimentos do corpo e

das vibrissas por um periodo de, no minimo, 6 segundos.

3.6. Histologia

Ao final dos experimentos, os animais receberam 1 mL de hidrato de cloral (0,54 g/

mL). Em seguida, os animais foram perfundidos por via intracardiaca com solucao salina e



Experimento | 33

formalina 10%, para fixagdo do tecido. Os encéfalos foram removidos das caixas cranianas,
mantidos em frascos contendo solugdo de formalina por 3 h e, posteriormente, transferidos
para uma solugdo de sacarose 30%, onde permanecerao por 48 h a 4 °C para crioprote¢do. Os
encéfalos foram, entdo, congelados e seguiram para o criostato (Cryocut 1800, Reichert-Jung)
para realizagdo de cortes histoldégicos em secgdes coronais de 60 pm. Os cortes foram
colocados em laminas previamente gelatinizadas e, depois de secos, receberam a coloragdo de
Nissl para que os sitios das microinjegdes pudessem ser localizados, de acordo com o Atlas de

Paxinos e Watson (2007).

3.7. Analise Estatistica

Os dados sao apresentados como média + EPM, sendo analisados pelo programa
computacional SigmaStat 3.11. Para analise do tempo de congelamento foi utilizado o teste-t
de Student e para a resposta de sobressalto potencializado pelo medo foi utilizada a analise de
variancia (ANOVA) de duas vias com medidas repetidas, onde o fator 1 refere aos
tratamentos (controle, 8-OH-DPAT, cetanserina) e o fator 2 as condigdes (linha de base e
teste). No caso de significancia estatistica, utilizou-se o teste de Newman-Keuls. Um valor de

p inferior a 0,05 foi considerado significativo.



RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1. Localizacdo dos sitios de estimulacdo quimica no NMR

A anélise histoldgica indicou que os sitios de estimulacdo quimica dos animais
utilizados nesse estudo estavam localizados no NMR. Uma fotomicrografia representativa do
ponto de microinjecdo e os sitios identificados e assinalados em diagramas modificados do

Atlas de Paxinos e Watson (2007) podem ser vistos na Figura 5.

8-OH-DPAT

Bregma - 7.68

Bregma - 7.80

Bregma - 7.92

Bregma - 8.16

Figura 5. A esquerda, fotomicrografia de um sitio de microinje¢do no niicleo mediano da rafe
(NMR). A direita, representagdo esquematica dos pontos de microinjegio no NMR tendo
como referéncia o Atlas Paxinos ¢ Watson (2007), os pontos ndo representam o nimero total
de animais no estudo devido as sobreposicdes dos sitios de microinjecdes. O simbolo (e)
indica os animais que receberam microinjecao de salina e 8-OH-DPAT. Barra =350 um.

4.2. Efeitos das microinjegdes de 8-OH-DPAT no NMR

A Figura 6A apresenta a amplitude da resposta de sobressalto do grupo que recebeu
microinjecdes de salina ou de 8-OH-DPAT no NMR 6 h antes sessdo teste. A ANOVA de
duas vias com medidas repetidas revelou efeito significativo na condi¢do (Fjos = 17,13; p <
0,05), porém nao houve efeito significativo do tratamento (F;s = 0,20; p > 0,05) e na

interagdo entre o tratamento e condig¢do (Fis9 = 1,29; p > 0,05). A analise post-hoc de
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Newman-Keuls mostrou um aumento da resposta de sobressalto em ambos grupos. Ja a figura
6B ilustra o tempo de congelamento dos mesmos animais na sessao teste. O teste-t de Student
revelou uma redugdo significativa no tempo de congelamento nos animais que receberam a

injecdo de 8-OH-DAPT comparados com os animais que receberam salina (t = 2,17 p < 0,05).
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Figura 6. (A) Efeitos da microinje¢do de salina (controle) ou 8-OH-DPAT (1 ug/0,2 uL) no
NMR sobre amplitude da resposta de sobressalto de ratos que receberam choques (0,3 mA,
Is) 6 h antes do teste. * p < 0,05, diferente da linha de base, N =15 animais. (B) Efeitos da
microinjecdo de salina ou 8-OH-DPAT no NMR sobre o tempo (s) de congelamento de ratos.
*p < 0,05, diferente do grupo salina, N = 12-14 animais.

4.3. Localizacéo dos sitios de estimulacdo quimica no HD

A andlise histolégica indicou que os sitios de estimulacdo quimica dos animais
utilizados nesse estudo estavam localizados no HD. Uma fotomicrografia representativa do
ponto de microinje¢do e os sitios identificados e assinalados em diagramas modificados do

Atlas de Paxinos ¢ Watson (2007) podem ser vistos na Figura 7.
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Figura 7. A esquerda, fotomicrografia de um sitio de microinje¢do no hipocampo dorsal
(HD). A direita, representagdo esquematica dos pontos de microinje¢io no HD tendo como
referéncia o Atlas Paxinos e Watson (2007), os pontos ndo representam o nimero total de
animais no estudo devido sobreposi¢des dos sitios de microinje¢des. O simbolo (@) indica os
animais que receberam microinje¢do de salina, 8-OH-DPAT, veiculo e cetanserina. Barra =
1000 pm.

4.4, Efeitos das microinjecoes de 8-OH-DPAT no HD

A Figura 8A representa a amplitude da resposta de sobressalto do grupo que recebeu
microinjec¢des de salina ou 8-OH-DPAT no HD 6 h antes da sessdo teste. A ANOVA de duas
vias com medidas repetidas revelou efeito significativo na condi¢do (F;.3 = 4,67; p < 0,05) e
também houve efeito significativo no tratamento, (Fi25 = 6,77; p < 0,05) e na interag@o entre
o fatores tratamento e condicao, (F; 59 = 6,28; p < 0,05). A analise post-hoc de Newman-Keuls
mostrou um aumento da resposta de sobressalto apenas no grupo salina. Ja a figura 8B ilustra
o tempo de congelamento dos mesmos animais na sessdo teste. O teste-t de Student revelou
uma redugdo significativa no tempo de congelamento nos animais que receberam a injegao de

8-OH-DAPT comparados com os animais que receberam salina (t = 4,81 p <0,05).



Experimento | 38

A.S1000— O Linha de base M Teste B. 500-
‘©
% 8004 * @ 4001
< E
% 600+ 5 300
o
©
o 4004 < 200
E 2 i
= o
= 200+ O 1004
=
< 0 0
Salina 8-OH-DPAT Salina 8-OH-DPAT

Figura 8. (A) Efeitos da microinje¢ao de salina (controle) ¢ 8-OH-DPAT (1 pg/0,2 uL) no
HD sobre amplitude da resposta de sobressalto de ratos que receberam choques (0,3 mA, 1s)
6 h antes do teste. * p < 0,05, diferente da linha de base, N =15 animais. (B) Efeitos da
microinjecdo de salina ou 8-OH-DPAT no NMR sobre o tempo (s) de congelamento de ratos.
*p < 0,05, diferente do grupo salina, N =15 animais.

4.5. Efeitos das microinjecdes de cetanserina no HD

A Figura 9A mostra a amplitude da resposta de sobressalto do grupo que recebeu
microinjecdes de veiculo (solucdo salina e 2% de Tween 80) e de cetanserina no HD 6 h antes
da sessdo teste. A ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou efeito significativo na
condicdo (F; 27 = 11,54; p < 0,05), porém nao houve efeito significativo do tratamento (F; 7 =
0,39; p > 0,05) e na interagdo entre os fatores tratamento e condigdo (F, 57 = 0,10; p> 0,05). A
analise post-hoc de Newman-Keuls mostrou um aumento da resposta de sobressalto em
ambos grupos. A figura 9B ilustra o tempo de congelamento dos mesmos animais na sessao
teste. O teste-t de Student ndo revelou alteragao significativa no tempo de congelamento nos
animais que receberam a injecdo de cetanserina comparados com os animais que receberam

veiculo (t= 11,54 p > 0,05).
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Figura 9. (A) Efeitos da microinje¢do de veiculo (controle) ¢ cetanserina (5,5 pg/0,2 uL) no
HD sobre amplitude da resposta de sobressalto de ratos que receberam choques (0,3 mA, 1s)
6 h antes do teste. * p < 0,05, diferente da linha de base, N = 15 animais. Efeitos da
microinjecao de veiculo e cetanserina no HD sobre o tempo (s) de congelamento de ratos
(teste-t de Student), N =14- 15 animais.



EXPERIMENTO I

Andlise da distribui¢do da proteina Fos no medo condicionado contextual
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Animais

Os animais utilizados neste experimento foram alojados de maneira semelhante aos

animais do experimento I.

5.2. Medo contextual

5.2.1. Equipamentos

O paradigma de condicionamento contextual aversivo usado neste experimento foi o
pareamento de choque elétrico nas patas na caixa experimental. Para isto, foram utilizadas
duas caixas distintas, caixa A ¢ B. Caixa A denominada de mesmo contexto, consiste de uma
caixa experimental com dimensdes internas de 45 x 25 x 25 cm, feita com paredes de acrilico
branco. A caixa B denominada contexto diferente, tem 50 x 30 x 25 de dimensOes internas,
com paredes de acrilico preto. Ambas apresentam o teto e parede frontal composto de acrilico
transparente. Os pisos das caixas sdo feitos com 36 barras de ago inoxidavel de 2 mm de
diametro espagadas por 1,2 cm umas das outras. Além disso, as caixas possuem uma fonte de
choque AC (Albarsh Instruments, Brasil) com regulador de intensidade, que permite a
apresentacdo dos choques elétricos nas patas dos animais, sendo que os choques foram
controlados por um microprocessador e uma placa I/O (Insight Equipamentos, Brasil).

As caixas estavam localizadas dentro de uma cadmara de atenuacdo acustica feita de

compensado de madeira e revestida por Eucatex. Possuem uma lampada vermelha de 15 W
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em seu interior, um sistema de ruido de fundo de 57 dB e uma janela de 15,5 x 15,5 cm na

porta que permite a visualizacdo dos animais.

Figura 10. A esquerda, fotografia da caixa experimental A usada na treino do
condicionamento contextual aversivo ao mesmo contexto. A direita, caixa experimental B
utilizada no teste do condicionamento ao contexto diferente.

5.2.2. Procedimento

Sessdo Treino: Os animais foram colocados na caixa treino (caixa A) e¢ apos cinco
minutos foram submetidos a 10 associagdes da caixa experimental (contexto) com choque. A
intensidade do choque foi de 0,6 mA e duragdo de 1 s e o intervalo entre os pareamentos foi
variavel em 30 s e 120 s. Cada animal era removido cinco min apds o ultimo choque e as
sessoes tinham duragdo aproximadamente de 15 min. O grupo nao condicionado
(pseudocondicionado) passou pelo mesmo procedimento experimental, porém ndo recebeu
choques nas patas.

Sessdo teste: Conduzida igualmente a sessdo treino, porém sem apresentagdo dos
choques nas patas. O grupo Mesmo Contexto foi testado na caixa A, ja o grupo Contexto
Diferente na caixa B. O grupo pseudocondicionado foi testado na caixa A. O critério utilizado
para avaliar o condicionamento contextual foi a resposta de congelamento apresentada pelos

animais durante os 15 min da sessdo teste.
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5.3. Histologia

Duas horas apo6s o teste, os animais receberam 1 mL de hidrato de cloral (0,54 g/ mL).
Em seguida, os animais foram perfundidos por via intracardiaca com salina tamponada (PBS
0,1M; pH = 7,3), seguida de solugdo de paraformaldeido 4% (PFA, Sigma) em tampao fosfato
(PB 0,2M), por aproximadamente 10 minutos. Os encéfalos foram removidos da caixa
craniana, guardados em frascos com PFA 4% por duas horas e, depois, transferidos para
solucdo de sacarose 30% em PBS 0,1M a 4°C, durante cerca de 48 horas. Os encéfalos foram
imersos em isopentana (Sigma) e congelados, em gelo seco, a temperatura de
aproximadamente -40°C, durante 30 segundos. Apos o congelamento, os encéfalos foram
secionados em um criostato (Cryocut 1800, Reichert-Jung).

Para cada regido, foram coletados dois cortes histologicos coronais, seriados, com
espessura de 40 um. Um corte foi coletado em cubetas com PBS 0,1M, para o ensaio de
imunoistoquimica; o segundo corte foi colocado em ependorf com solucdo anti-congelante e
armazenado no freezer a -20°C, para uma eventual necessidade. Os cortes tiveram como
referéncia as seguintes coordenadas: bregma 3,24 mm (PrL), 2,28 mm (Cg2), - 2,76 mm

(HD), - 3,12 mm (BLA) segundo Atlas de Paxinos e Watson (2007).

5.4. Imunoistoquimica para deteccao da proteina Fos

A solucdo salina tamponada com fosfato de molaridade 0,1 (PBS 0,1M) foi utilizada
para todas as incubagdes ¢ lavagens da imunoistoquimica, realizadas em agitadora orbital a
temperatura de aproximadamente 25°C. As trocas do tampao foram feitas, por aspiracdo, com

pipetas plasticas (Falcon).
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Com a finalidade de diminuir a marcagdo ndo especifica os cortes foram tratados em
uma solucao de peroxido de hidrogénio (H,O; 1% em PBS 0,1M) para diminuir a atividade da
peroxidase endogena durante 10 minutos e submetidos, a seguir, a quatro lavagens com PBS
0,IM (5 min cada). Ao final desse processo, os cortes foram incubados overnight com
anticorpo primdrio policlonal anti-fos, produzido em coelho (Santa Cruz, EUA, SC-52), na
concentragdo de 1:2000 em PBS+ (PBS 0,1M acrescido de soro albumina bovina, 1 mg/mL e
do detergente triton X-100, 2 uL/mL).

Apbs a retirada do anticorpo primario, as se¢des foram lavadas trés vezes (5 min cada)
e incubadas com o anticorpo secundario (anticorpo policlonal anticoelho biotinilado, Kit ABC
Elite, Vectastain), na concentra¢do 1:400 em PBS+, durante 1 hora. Depois da incubacio do
anticorpo secundario, o tecido foi novamente lavado por trés vezes (5 min cada) e incubado
por 1 hora com o complexo de peroxidase avidina-biotina (reagentes A e B; Kit ABC Elite,
Vectastain) em PBS 0,1M, na concentragdo de 1:250 cada, para formacdo dos complexos
entre a avidina e a peroxidase-biotinilada. Os cortes foram novamente lavados em PBS 0,1M
por trés vezes (5 min cada). Posteriormente, foi revelada a reagdo, com tetracloreto de 3,3’-di-
amino-benzidina (DAB, Sigma) acrescido de peréxido de hidrogénio 0,02% em PBS 0,1M.
Os cortes foram incubados durante 5 a 15 minutos para revelacao da atividade da peroxidase;
e em seguida, foram lavados duas vezes consecutivas, com PBS 0,1M. A di-amino-benzidina
¢ um cromogeno que, na presen¢a de H,O,, propicia a formagdo de um precipitado de cor

marrom que pode ser visualizado no interior dos nucleos neuroniais contendo proteina Fos.

5.5. Montagem das laminas

As secoes foram distribuidas, uma a uma, sobre laminas de vidro previamente

gelatinizadas. Os cortes foram dispostos em seqii€ncia antero-posterior. Apos a secagem, as
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laminas foram desidratadas por imersao em gradiente alcoodlico, clareadas em xilol e cobertas

com Permount e laminulas.

5.6. Analise quantitativa da expressdo da proteina Fos

A imunorreatividade a proteina Fos (Fos-IR) foi visualizada como um produto marrom
depositado no interior dos nucleos neuroniais. Objetos escuros com éreas entre 10 e 80 pm’
foram identificados como células Fos-positivas (ALBRECHET-SOUZA et al., 2008). A
contagem de células Fos-positivas foi realizada com o auxilio de um microscopio (Olympus
BX-50) acoplado a uma videocamara (Hamatsu Photonics C2400) que enviou, a um
microcomputador, a imagem digitalizada da estrutura selecionada e, depois, foi processada
por um programa de analise de imagem (Image Pro-Plus 6.0, Media Cybernetics, EUA). A
contagem de células Fos-IR foi realizada em ambos os hemisférios cerebrais, em uma area
pré-delimitada pelo experimentador, com uma magnificacdo x 100. Todas as estruturas foram
bilateralmente quantificadas em cada rato. O nimero total de objetos que correspondiam aos
sinais positivos da Fos-IR foi dividido pela area previamente delimitada, e obteve-se a
densidade das células que apresentam imunorreatividade Fos positiva. Os nucleos foram
contados individualmente e expressos como numero de células por 0,1 mm’ (BORELLI;
2006, ALBRECHET-SOUZA et al., 2008). A nomenclatura e os planos analisados basearam-

se no Atlas de Paxinos e Watson (2007).

5.7.Analise estatistica

Os dados sdo apresentados como média + EPM, e foram analisados pelo programa

computacional SigmaStat 3.11. Utilizou-se a andlise de variancia (ANOVA) de uma via para
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a analise do tempo de congelamento e a marcagdo a proteina Fos. No caso de significancia

estatistica, utilizou-se o teste de Newman-Keuls. Um valor de p inferior a 0,05 é considerado

significativo.
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6. RESULTADOS

6.1. Expressdo da proteina Fos

A média do tempo de congelamento (s) & e o erro padrao da média (EPM) dos animais
que foram pseudocondicionados, condicionados e testados ao contexto diferente € a0 mesmo
contexto foram 50.63 + 9.5; 95.50 = 25.85; 414.00 £ 35.08, respectivamente.A ANOVA de
uma via revelou efeito significativo entre os grupos (F22; = 52,22, p < 0,0001). A analise
post-hoc de Newman-Keuls mostrou que animais do grupo mesmo contexto tiveram um
aumento do tempo de congelamento quando comparados com os grupos controle (grupo
pseudocondicionado e grupo contexto diferente).

Os resultados obtidos com a analise quantitativa da imunorreatividade a proteina Fos
nas estruturas encefalicas estudadas; PrL, cortex pré-limbico; Cgl, cortex cingulado 1; Cg2,
cortex cingulado 2; HD, hipocampo dorsal; BLA, nucleo basolateral da amigdala estdao
apresentados nas Figuras 11, 12.

A Figura 11 apresenta as médias de cé€lulas Fos imunorreativas nos grupos
pseudocondicionado, diferente contexto € mesmo contexto. O condicionamento contextual
promoveu um aumento significativo da imunorreatividade a proteina Fos nas estruturas
estudadas do grupo avaliado no mesmo contexto, (PrL: Fa2; = 5,64; p < 0,05), (IL: Fa2, =
3,65; p <0,05), (Cg2: Fa21 =4,04; p <0,05), (BLA: F22; =5,49; p <0,05), (HD: F; = 3.,45;
p < 0,05), porém ndo houve efeito significativo no Cgl (Fz,9= 3.21, p > 0.05) A Figura 12

ilustra as fotomicrografias das regides estudadas.
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Figura 11. Numero médio de neurdnios Fos-imunoreativos (Fos-IR) nas estruturas
telencefalicas de ratos submetidos ao condicionamento contextual. As colunas representam as
médias e as barras o EPM, P: pseudocondicionado, D: diferente contexto, M: mesmo
contexto. O numero de célula Fos-IR foi obtido de 4reas pré-fixadas de 0,1 mm?®. * p < 0,05
quando comparado com o grupo controle, de acordo com o teste de Newman-Keuls. N= 8
grupos pseudocondicionado e mesmo contexto (grupo controle), N= 6 contexto diferente.
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Pseudocondicionado Contexto diferente Mesmo contexto

Figura 12. Fotomicrografias representativas de sessdes coronais de encéfalos de ratos que
ilustram a imunorreatividade a proteina Fos apos o teste. PrL, cortex pré-limbico; Cg2 cortex
cingulado 2; HD, hipocampo dorsal; BLA, nucleo basolateral da amigdala basolateral de ratos
previamente condicionados ao contexto aversivo. N= 8 grupos pseudocondicionado e mesmo
contexto, N= 6 contexto diferente.
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7. DISCUSSAO

Resultados obtidos no experimento I mostraram que a injecdo pos-treino de 8-OH-
DPAT no NMR promoveu a dissociagdo farmacoldgica da resposta de sobressalto e
congelamento. Animais que receberam inje¢ao de 8-OH-DPAT no NMR 6 h depois da sessao
de treino tiveram uma diminui¢ao da expressdo da resposta de congelamento sem, no entanto,
alterar a resposta de sobressalto ao contexto. Borelli et al. (2005) demonstraram que animais,
os quais receberam inje¢ao de 8-OH-DPAT no NMR 2h ou 24h depois da sessdo de treino
tiveram a mesma dissociagao farmacoldgica das respostas de sobressalto e congelamento.
Assim, sugere-se que substratos neurais diferentes parecem coordenar as repostas de
congelamento e sobressalto.

Viérios estudos mostraram que o NMR esta envolvido na regulagdo das respostas
comportamentais ¢ autonomicas ao medo condicionado (AVANZI et al., 1998; AVANZI et
al., 2005; ANDRADE et al., 2005; SILVA; GARGARO; BRANDAO, 2005). Além disso,
sabe-se que os efeitos comportamentais produzidos pela lesdo eletrolitica ou neurotoxica do
NMR sdo similares a inibigdo serotoninérgica desta estrutura por meio da ativacdo de
autoreceptores pré-sinapticos somatodendriticos (AVANZI; BRANDAO, 2001; MELIK et al.,
2000; THOMAZ et al., 2000; SILVA et al., 2002, 2004; BORELLI et al., 2005). Portanto, a
redu¢do da resposta de congelamento observada no experimento I parece ocorrer pelo
prejuizo dos mecanismos neurais responsaveis pela aquisi¢do da informagdo contextual
aversiva, ja que o 8-OH-DPAT atua inibindo a atividade serotoninérgica pré-sinaptica nos
nucleos da rafe (BLIER; MONTIGNY, 1987). A reducdo desta resposta nao pode ser
atribuida a diminui¢ao da sensibilidade ao choque, uma vez que animais, os quais receberam
injecoes de 8-OH-DPAT no NMR apresentaram respostas similares de congelamento em

experimentos de condicionamento usando som (AVANZI et. al., 2003).
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A possivel explicacdo para os resultados obtidos nesse estudo ¢ que no espago de
tempo de 6 h tenha ocorrido um prejuizo na transferéncia da informagdo contextual aversiva,
através da via NMR-hipocampo. Dessa forma, os animais nao foram capazes de reconhecer o
contexto da caixa onde haviam recebido o choque nas patas 6 h antes, resultando em uma
reducdo significativa na resposta de congelamento em relagdo ao grupo controle. Uma
explicagdo provavel para a auséncia de efeitos do 8-OH-DPAT sobre a resposta de sobressalto
potencializada pelo medo seria que o condicionamento ao contexto ocorreria através de uma
transferéncia rapida da informac¢do nas conexdes NMR-amigdala, enquanto a resposta de
congelamento contextual que ativaria as fibras NMR-hipocampo estaria associada a uma
transferéncia mais lenta da informagdo aversiva a outras estruturas prosencefalicas. De fato,
estudos mostraram que a resposta de congelamento contextual foi abolida quando lesdes
hipocampais foram feitas um dia apds, mas ndo 28 dias apos o condicionamento (KIM;
FANSELOW, 1992). Em animais condicionados a um estimulo explicito, o som, essa
resposta ndo foi alterada (KIM; FANSELOW, 1992). Esses resultados indicam que o medo
condicionado ndo € um processo Unico € o hipocampo pode participar por certo periodo de
tempo na formagdo de memorias associativas de medo evocadas por estimulos contextuais,
mas nao explicitos (som). Especificamente, a memodria de medo associada ao pareamento
contexto-choque requer o hipocampo intacto. Portanto, diferentes circuitos neurais podem ser
recrutados no NMR durante a expressdo do congelamento e do sobressalto (BORELLI et. al.,
2005). As projecdes serotoninérgicas do NMR que ascendem pelo feixe prosencefalico medial
até o septo e o hipocampo podem estar implicadas na media¢ao da resposta de congelamento
aos estimulos contextuais aversivos (VERTES; FORTINI; CRANE, 1999; GRAY;
MCNAUGHTON, 200).

O hipocampo e amigdala sdo considerados estruturas fundamentais no medo

condicionado ao contexto ou a estimulos explicitos (PHILLIPS; LEDOUX, 1992). Sabe-se
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que lesdes da amigdala prejudicam o medo condicionado ao contexto, avaliado tanto pelo
congelamento quanto pela resposta de sobressalto. Por outro lado, lesdes do hipocampo dorsal
inibem apenas o medo condicionado contextual (PHILLIPS; LEDOUX, 1992). Muitos
estudos procuraram esclarecer o papel do NMR ¢ HD no comportamento emocional, porém
poucos trabalhos estudam a participagdo dos mecanismos serotoninérgicos nessas estruturas
associados ao medo condicionado contextual. Com base unicamente em estudos com lesdo ou
inativagdo do NMR tem siso proposto que as vias ascendentes do NMR para o hipocampo
poderiam modular a resposta de congelamento ao estimulo condicionado contextual.

Em razdo do exposto acima, o experimento I também investigou o envolvimento dos
mecanismos serotoninérgicos do HD na regulacdo das respostas de medo condicionado
contextual 6 h apds o condicionamento, ja que existem poucos trabalhos que estudam o curso
temporal na formacdo da memoria aversiva do medo condicionado contextual. Nessa
condicdo, os resultados mostraram que a injecdo de 8-OH-DPAT no HD causou uma redugao
da resposta de congelamento contextual e inibicdo da resposta de sobressalto potencializado
pelo medo. Portanto, ndo ocorreu a dissociagdo farmacoldgica dessas respostas como
observado no NMR, confirmando a importancia do hipocampo na expressao das respostas de
congelamento e sobressalto.

Existe um grande interesse no estudo da participagdo de mecanismos serotoninérgicos
do HD no medo condicionado. J& se sabe que a diminuicdo da neurotransmissiao
serotoninérgica em receptores pos-sinapticos nas areas de projecdo do NMR ¢ consequéncia
da ativagdo dos receptores somatodendriticos 5-HT4 desta estrutura. Nessa condi¢do, como
foi visto anteriormente, ocorre um decréscimo do congelamento, mas ndo do sobressalto, em
resposta aos estimulos aversivos contextuais. Assim, o aumento da neurotransmissao
serotoninérgica em sitios pods-sindpticos no HD deveria promover um aumento na

aprendizagem associativa entre o estimulo condicionado e incondicionado dado que, a
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inibicao da neurotransmissao serotoninérgica no circuito NMR-HD teve como consequéncia a
reducdo do medo condicionado contextual. Porém, ao contrario das expectativas, a ativacao
dos receptores 5-HT;5 por meio das inje¢cdes de 8-OH-DPAT apos 6 h de treino replicou os
efeitos das injecdes no NMR. De acordo com este resultado, uma possivel explicagdo seria a
existéncia de um mecanismo inibitorio interposto entre o NMR e o HD, composto por
receptores 5-HT4 localizados em corpos celulares de neuronios GABAérgicos hipocampais.
A ativagdo destes receptores 5-HT 4 pelo 8-OH-DPAT pode ter produzido uma ativagao dos
neurénios GABAérgicos com consequente redugdo da transmissdo sinaptica inibitoria
determinando com isso a redugdo da resposta aversiva contextual.

Dados da literatura salientam a importancia do hipocampo para a formagdo das
informagdes espaciais, contextuais e memorias episddicas, necessarias para a formagdo das
respostas de congelamento e sobressalto (O’KEEFE; NADEL, 1978; SQUIRE, 1992;
FANSELOW, 2000). A participagdo do HD no condicionamento contextual é evidente, dado
que a lesdo desta estrutura promove consideravel prejuizo neste tipo condicionamento
(SUTHERLAND; O’BRIEN; HUGO LEHMANN, 2008; QUINN ET AL., 2008). Entretanto
ndo estd claro de que maneira o HD participa na organizagdo das respostas de medo
condicionado contextual.

A ultima etapa do experimento de medo condicionado contextual I foi investigar a
participagdo dos receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT,4c na mediagdo das respostas de
medo condicionado contextual. Os efeitos da inje¢do de cetanserina no HD 6 h apos o treino
mostraram que as respostas de sobressalto e de congelamento ndo foram alteradas por essa
droga. A cetanserina, apesar de atuar em receptores 5-HT,anc, bloqueia preferencialmente
receptores 5-HT4. E importante salientar que os receptores do tipo 5-HT,a/c estdo presentes

em células piramidais e granulares no hipocampo dorsal e também no giro denteado,
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entretanto, os receptores do tipo 5-HT,c sdo mais encontrados na regiio CA3 (LUTTGEN;
ORGEN; MEISTER, 2004; PASQUALETTI et al., 1999).

O experimento II avaliou a participagdo do cortex pré-limbico, (PrL); cértex cingulado
1, (Cgl); cortex cingulado 2, (Cg2); HD e nucleo basolateral da amigdala, (BLA), no medo
condicionado contextual através da marcagdo da proteina Fos. Essas estruturas t€ém uma
importante conexao com o HD (NIEUWENHUYS, 1985; QUIRK et al., 2003). Os animais do
grupo mesmo contexto tiveram uma marcagdo expressiva da proteina Fos no PrL, Cg2, HD e
BLA quando comparados aos animais dos grupos pseudocondicionado e contexto diferente.
Esses resultados corroboram aos dados da literatura que mostram o possivel envolvimento do
PrL, Cg2 (cortex pré-frontal medial) e amigdala no processamento das respostas aversivas ao
contexto. O cortex pré-frontal medial parece ser necessario para expressdo e extingdo da
resposta de congelamento contextual (MORGAN; LEDOUX, 1995; VOUIMBA et al., 2000;
MILAD; QUIRK, 2002; MILAD et al., 2004) e a amigdala é o componente central na
aquisicao e expressao do comportamento emocional. A inativacao funcional do BLA promove
prejuizo no condicionamento a um estimulo explicito e ao contexto (MORRIS et al., 1986;
MAREN, 1999). Essa estrutura parece ser fundamental nos processos de aprendizagem e
memoria associados ao medo condicionado (GOOSENS et al., 2003). Assim, de acordo com
os resultados obtidos no experimento II, pode-se sugerir que as proje¢cdes HD-amigdala e HD-
cortex pré-frontal medial podem constituir a porta de saida do circuito responsavel pela

expressdao do medo condicionado contextual.
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NMR

Figura 14. Provaveis circuitos responsaveis pela modulacdo do medo condicionado
contextual. PrL, cortex pré-limbico; Cg2, cortex cingulado 2; HD, hipocampo dorsal; BLA,
nlicleo basolateral da amigdala; NMR, nucleo mediano da rafe; GABA, interneurénio

GABA¢érgico.
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8. CONCLUSOES

Microinjecdes de 8-OH-DPAT no NMR 6 h antes da sessdo teste promoveram
somente uma reduc¢ao da resposta de congelamento contextual sem alteragdo da

resposta de sobressalto potencializado pelo medo.

Circuitos neurais responsaveis pelo congelamento e resposta de sobressalto

potencializado pelo medo estdo dissociados no NMR.

Microinje¢des de 8-OH-DPAT no HD 6 h antes da sessdo teste promoveram redugdo
de ambas as respostas, indicando um papel integrativo do HD no medo condicionado

contextual.

Mecanismos inibitérios no HD parecem se interpor entre as proje¢des serotoninérgicas

proveniente do NMR e as vias de saida do HD.

Microinje¢des de cetanserina no HD 6 h ndo alteraram as respostas de sobressalto
potencializado pelo medo e congelamento. A mediacdo serotoninérgica por meio de

receptores 5-HT,4 parece ndo participar diretamente da modulag@o destas respostas.

O medo condicionado contextual causou uma marcagdo expressiva de proteina Fos no

PrL, Cg2, HD e BLA.

Proje¢des HD-amigdala e HD-cortex pré-frontal medial podem constituir a porta de

saida do circuito modulador do medo condicionado contextual.
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Baixar Monografias e TCC
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Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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