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RESUMO

DIAS, Gisele Pereira. Proliferagao celular e caracterizagdo comportamental e
cognitiva num modelo animal de Transtorno de Ansiedade Generalizada. Rio de
Janeiro, 2009. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Biolégicas — Biofisica) —
Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2009.

A selecao de ratos pelo paradigma do medo condicionado possibilita o estudo de
aspectos comportamentais e neurofisiologicos caracteristicos do tragco de medo,
sendo uma importante ferramenta para investigar o papel de variaveis genéticas
e sua interagdo com o ambiente na etiologia e no desenvolvimento de transtornos
de ansiedade. O presente trabalho buscou caracterizar aspectos
comportamentais, cognitivos e histolégicos, bem como a neurogénese
hipocampal, de um modelo animal de Transtorno de Ansiedade Generalizada,
obtido a partir da selecdo de ratos Wistar por condicionamento do medo. Os
animais do grupo experimental, chamado CAC (Cariocas de Alto Congelamento),
foram obtidos segundo protocolo descrito em trabalho anterior. Para a
caracterizagao do comportamento ansioso, os animais foram testados nos testes
de labirinto em cruz elevado (LCE) e de interagdo social, mostrando-se
significativamente mais ansiosos do que os ratos do grupo controle (numero de
entrada nos bracos abertos do LCE: 6,8311,40 CTRL; 3,44+0,72 CAC;
porcentagem do tempo nos bragos abertos: 35,81%+4,52 CTRL; 23,82%+3,41
CAC; tempo gasto em comportamentos de interagdo social: 212,00+27,19 CTRL,;
70,3319,60 CAC), sem alteracdo da atividade locomotora, medida pelo numero
de entradas nos bragos fechados do LCE e pela ambulagao no teste de interacéo

social. Tampouco houve diferengas entre os grupos no teste de depressdo do

nado forgado, indicando que as diferengas se restringem ao quadro de
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ansiedade. Avaliagdo da memodria e aprendizagem, por meio dos testes do
labirinto em T e do reconhecimento de objetos, revelou que os grupos nao
diferem quanto a memoaria ndo-emocional. A estrutura cerebral de interesse para
analises histologicas foi o hipocampo dorsal. Nao houve diferenga entre os
grupos quanto a quantidade de células totais nessa estrutura, marcadas com
DAPI. Inje¢cbes de BrdU e imuno-histoquimica para essa molécula, bem como
para doublecortina (DCX), revelaram diferengas entre os grupos no que diz
respeito a proliferacdo celular (células BrdU*/mm® 281,80+68,76 CTRL;
145,20+13,21 CAC; células DCX'/mm®: 550,00+47,97 CTRL; 206,30+40,96
CAC). A analise qualitativa de cortes marcados para vermelho neutro nao revelou
diferengas entre os grupos quanto a morte celular no giro denteado, confirmando
que a menor expressao de BrdU e de DCX no grupo CAC ¢ indicativo de menor
neurogénese. Tomados juntos, os resultados aqui apresentados mostram que a
linhagem CAC representa um modelo adequado para estudos de ansiedade, uma
vez que as diferengcas entre ela e o grupo controle se mantém em testes de
ansiedade; ndo se devem a diferencas locomotoras e nao se estendem a
sistemas emocionais diversos, como a depressdo. Ja as diferencgas
neurofisiolégicas entre os grupos possivelmente se devem a aspectos mais
especificos que o numero de células no hipocampo. Nesse sentido, a menor taxa
de neurogénese hipocampal entre os animais mais ansiosos pode ser proposta
como um dos possiveis mecanismos envolvidos na origem e no desenvolvimento

do fendtipo ansioso.

Palavras-chave: ansiedade, medo, comportamento, hipocampo, neurogénese.
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ABSTRACT
DIAS, Gisele Pereira. Proliferagao celular e caracterizagdo comportamental e
cognitiva num modelo animal de Transtorno de Ansiedade Generalizada. Rio de
Janeiro, 2009. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Biolégicas — Biofisica) —
Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2009.
Contextual fear-conditioning selection makes it possible to study behavioral and
neurophysiological aspects of fear, consisting of an important tool to investigate
the role of genetic variables and their interaction with the surrounding
environment in the aetiology and development of anxiety disorders. The present
work aimed to characterize behavioral, cognitive, and histological aspects, as well
as hippocampal neurogenesis, of an animal model of Generalized Anxiety
Disorder, obtained from the selection of Wistar rats by fear conditioning. The
experimental group (CHF — Cariocas High-Freezing) was built according to a
previously described protocol. For the characterization of anxious behavior,
animals were tested in the elevated plus-maze (EPM) and in the social interaction
test. CHF animals were significantly more anxious than control rats (number of
entries in EPM open arms: 6,83+1,40 CTRL; 3,4410,72 CHF; percentage of time
spent in open arms: 35,81%+4,52 CTRL; 23,82%+3,41 CHF; time spent in social
interaction behavior: 212,00£27,19 CTRL; 70,33+9,60 CHF), and it was not
observed alteration in locomotor activity, measured by both the number of entries
in closed arms of the EPM and the number of crossings in the social interaction
arena. Similarly, it was not found differences between groups in the depression
forced swimming test, indicating that the behavioral differences previously noticed

were restricted to anxiety. Cognitive memory and learning were evaluated in the

T-maze and the object recognition test, and the groups did not differ for non-



emotional memory. Histological analysis of the dorsal hippocampus was
performed, and total cell quantification, stained with DAPI, was similar in both
groups. BrdU injections and immunohistochemistry for this molecule, as well as
for doublecortin (DCX), revealed differences between groups as for cellular
proliferation (BrdU*cells/mm?®: 281,80+68,76 CTRL; 145,20+13,21 CHF; DCX"
cells/mm?®;: 550,00+47,97 CTRL; 206,30+40,96 CHF). Qualitative analysis of brain
slices stained for neutral red did not reveal any differences between groups for
cell death in the dentate gyrus, confirming that the lower expression of BrdU and
DCX in the CHF group is indicative of lower neurogenesis. Taken together, these
data show that the CHF line represents a robust model for anxiety studying, as
differences in the experimental group are observed in different anxiety tests;
differences do not account for locomotor activity and do not extend to other
emotional systems, like depression. Neurophysiological differences between
groups are possibly more specific than total hippocampal cell number. This way,
the lower level of hippocampal neurogenesis among anxious animals can be
suggested as one of the possible mechanisms involved in the origin and

development of anxious phenotype.

Keywords: anxiety, fear, behavior, hippocampus, neurogenesis.
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INTRODUCAO
1 - Medo e Ansiedade

1.1 - Definicdes

Embora o medo e a ansiedade sejam experiéncias recorrentes e
evolutivamente antigas para seres humanos e outros animais, ndo ha ainda um
consenso na definigdo destes dois fendbmenos. Muitos sdo os conceitos
disponiveis na literatura que tentam resumir o que seriam estas experiéncias,
ora enfatizando sua dimensdo subjetiva, ora focalizando seus aspectos
comportamentais e fisiologicos. Dessa forma, a ansiedade pode ser definida
como um estado subjetivo de apreensdo ou tensdo, induzido por uma
expectativa de perigo ou um esforgo especial (Kelly, 1980) ou mesmo como um
sentimento de apreensao, difuso, altamente desagradavel, freqientemente vago
e acompanhado por uma ou mais sensacbes fisicas, tais como vazio no
estdmago, opressao no peito, palpitagao, transpiracao, etc. (Kaplan e Sadock,
1990). Outros autores defendem que a ansiedade pode ser considerada um
impulso motivacional fundamental em muitas formas de comportamento, com
um importante significado adaptativo e evolutivo (Tallman et al., 1980). E
interessante notar que a questao evolutiva - isto €, o medo e a ansiedade como
caracteristicas selecionadas ao longo da histéria filogenética das espécies que
as apresentam, por sua funcdo adaptativa e protetora — encontra-se presente
em muitas das definicbes e consideracdes cientificas sobre o tema. De uma
forma objetiva, a ansiedade pode ser definida como um conjunto caracteristico

de respostas comportamentais e fisiolégicas como evitagao, vigilancia/ alerta e
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excitacdo, que evoluiram para proteger o individuo do perigo (Gross e Hen,
2004). Ela pode ser associada a um conjunto de sintomas somaticos,
perceptuais, cognitivos e comportamentais, deflagrado nao apenas por
estimulos aversivos, mas também por antecipacao (Landgraf e Wigger, 2002). A
antecipacao inclui respostas indicadoras de ansiedade, tais como um menor
limiar para deteccao sensorial e uma maior taxa de congelamento (freezing), o
qual corresponde a um estado de imobilidade onde todos os movimentos
cessam, com exceg¢ao daqueles necessarios para a respiragao (Godsil et al.,
2000). As taxas de congelamento corresponderiam, dessa forma, ao tempo

durante o qual o animal permanece em alerta.

Alguns autores evolucionistas enumeram algumas das variadas modificagdes
gue ocorrem em um organismo quando este detecta um sinal de perigo ou alerta
(Cosmides e Tooby, 2000): (1) ha mudangas em percepgao e atengao, como um
aumento na capacidade de ouvir e distinguir sons; (2) objetivos e metas
motivadas mudam — a seguranga passa a ser uma prioridade absoluta; (3)
processos de memoria sdo direcionados a novas tarefas de evocacgao, isto é, o
organismo — no caso, humano - passa a rememorar as informagdes sobre a
situacao atual e as estratégias utilizadas em experiéncias anteriores similares e
bem-sucedidas; (4) os processos comunicativos se modificam e, dependendo
das circunstancias, o animal pode emitir um alarme ou ficar paralisado, sem
emitir sons; (5) sistemas de aprendizagem especializados sao ativados,
conforme mostra a ampla literatura de medo condicionado, que sera mais bem
discutida posteriormente; (6) importantes mudancgas fisiolégicas ocorrem,

decorrentes da ativagao simpatica e consequente descarga adrenérgica, como o
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aumento da frequéncia cardiaca, o clareamento da mucosa gastrica
(consequéncia da saida do sangue do trato digestivo para estruturas com fungéo
prioritaria na situagao de perigo, como os musculos), a liberacdo de horménios
do eestressee, a hipoalgesia e a potenciagdo dos reflexos (LeDoux, 2000); (7)
regras de decisdo comportamental sdo ativadas, e diferentes cursos de acéo
podem ser potenciados, como esconder-se, fugir, lutar, fingir-se de morto ou
tornar-se imével — este ultimo correspondendo ao congelamento, resposta
comportamental que sera o critério de selegdo da linhagem de ratos mais

medrosos/ ansiosos utilizada neste trabalho.

1.2 - Medo e Ansiedade: similaridades e diferencas conceituais

O conceito de uma resposta induzida por estimulos ameacadores e que
representa um importante sistema adaptativo corresponde tanto a definicdo de
medo (Shields e King, 2008) quanto a de ansiedade (Gross e Hen, 2004), o que traz
como consequéncia uma dificuldade em distinguir estes dois fendmenos. Alguns
autores alegam que o medo poderia estar relacionado a um perigo real e presente e
a ansiedade a uma percepgao de perigo potencial ou iminente, um “medo
antecipatério” (Graeff, 1990). Evidéncias empiricas tém mostrado que animais de
linhagens selecionadas para respostas de medo mais acentuadas apos passarem
por experiéncia de choque nas patas apresentam comportamento igualmente
acentuado em alguns testes de ansiedade (Ponder et al., 2007). Essa semelhanga
entre respostas para testes de medo condicionado e de ansiedade também pode
ser verificada em trabalhos com alteragcdo da neurotransmissédo de serotonina e de

acido gama aminobutirico (GABA), dois dos conhecidos neurotransmissores
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envolvidos no processamento das informagdes ambientais relacionadas ao perigo e
na resposta comportamental do organismo diante de situagdes que representem
perigo ou ameaca (Ansorge et al., 2004; Ramboz et al.,, 1998). Assim, tanto
situagbes que evoquem medo ou ansiedade parecem deflagrar reagdes
comportamentais e fisioldgicas semelhantes e, embora uma distingdo conceitual
nao encontre consenso, uma identidade psicobiolégica entre ambos é proposta
(Alves, 2001). Medo e ansiedade referir-se-iam a um mesmo conjunto de respostas,
sendo a distingao entre os dois termos conceitual e variavel entre os pesquisadores

da area.

1.3. - Medo condicionado x medo incondicionado

Uma distincdo interessante e mais clara pode ser feita com relacdo aos
termos “medo condicionado” (aprendido) e “medo incondicionado” (inato), que séo
os dois mecanismos basicos do medo (Shields e King, 2008). O primeiro refere-se
as respostas do organismo a um estimulo que outrora ndo os desencadeava, mas
passa a fazé-lo, por ter ocorrido paralelamente ou imediatamente apés um estimulo
naturalmente provocador de medo. Trata-se, portanto, de um medo aprendido,
baseado em experiéncias aversivas anteriores, cujos estimulos associados levam a
respostas de medo. O conceito de condicionamento do medo foi primeiramente
proposto pelo fisiologista russo Ivan Pavlov (1927), cujos experimentos classicos
com cachorros mostraram que se uma campainha (estimulo inicialmente neutro,
gue nao evoca de resposta de salivagao) é apresentada ao animal simultaneamente
ou segundos apos a apresentagao de alimento (estimulo incondicionado, que evoca

naturalmente a resposta de salivagdo), apds poucas sessdes de pareamento a
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campainha passa a evocar a resposta de salivagdo no animal, mesmo na auséncia
do estimulo incondicionado (alimento). O som se torna, desta forma, um estimulo
condicionado. Este modelo foi adaptado para os estudos de medo e tem sido
amplamente utilizado para a investigagdo dos processos de aprendizado do medo,
em que um estimulo neutro (uma campainha ou mesmo a caixa onde o animal é
colocado) é emparelhado a um estimulo incondicionado aversivo (um choque de
baixa intensidade nas patas, por exemplo). Uma vez que a relagéo entre o estimulo
condicionado e o estimulo incondicionado é aprendida, as respostas fisioldgicas e
comportamentais inatas do organismo frente a situagbes de perigo passam a ser
emitidas na apresentagdo do estimulo condicionado (LeDoux, 2000). Por esse
motivo, o termo medo condicionado pode ser chamado de modelo associativo de

ansiedade (Alves, 2001). A figura 1 ilustra o resultado deste processo:

Ameaca/ Perigo Natural
(choque)
+
Estimulo Condicionado
(campainha)

~_

comportamento hipoalgesia excitacao potencializagédo hormoénios do
defensivo autonémica dos reflexos stress

Figura 1: Condicionamento do medo. Apds pareamento do estimulo neutro com estimulo
incondicionado (ameaga/ perigo natural), o organismo passa a exibir respostas comportamentais
tipicas de medo/ ansiedade em seguida a apresentacdo do estimulo condicionado. Adaptado de
LeDoux, J. (2000).

By

O termo “medo incondicionado”®, por sua vez, se refere a evocacado das
respostas de medo/ ansiedade em situagdes naturalmente ameacadoras para o

17




organismo. Trata-se, portanto, de um medo nao relacionado a aprendizagem, mas
de respostas automaticas filogeneticamente selecionadas ao longo da histdria
evolutiva da espécie para protegé-lo de injurias reais ou potenciais. O termo medo
incondicionado €, muitas vezes, concebido como um sindnimo para a ansiedade
propriamente dita. Interessantemente, as respostas de medo condicionado e
incondicionado sdo as mesmas; a diferenga esta no contexto em que ocorre a
experiéncia, isto é, se aprendida (medo condicionado) ou inata (medo
incondicionado) (Davis, 1992). No presente trabalho, o modelo de estudo utilizado
para a obtengao do grupo experimental € o de medo condicionado, consistindo em
uma linhagem selecionada para respostas altas de congelamento quando exposta a

um contexto onde anteriormente foi aplicada estimulagao elétrica nas patas.

1.4 - Testes comportamentais para o estudo do medo/ ansiedade

Em animais, a experiéncia da ansiedade e do medo ndo pode ser acessada
diretamente por relatos (Liebsch et al., 1998), como ocorre em humanos. Dessa
forma, os experimentos na area repousam sobre parametros comportamentais que

se mostram associados a esses estados emocionais.

Tanto os modelos de estudo de medo condicionado como os de medo
incondicionado tém se mostrado fontes uteis para o entendimento da neurobiologia
do medo e da ansiedade, o que contribui para futuras propostas de intervengao
terapéutica para os transtornos relacionados. E interessante notar a predominancia
de modelos de testes de ansiedade em relagdo a qualquer outra condicéo

psiquiatrica (Cruz et al., 1997).
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A validacdo dos testes de ansiedade ocorre por meio do preenchimento dos
critérios de previsibilidade, de semelhanga e de homologia (Treit, 1985; Lister, 1990;
Treit, 1991; McCreary et al., 1996). O primeiro tem por objetivo estabelecer uma
correlacdo entre os efeitos de uma determinada droga administrada tanto em
pacientes quanto nos modelos animais. O critério de semelhanga diz respeito a
similaridade entre as caracteristicas humanas da ansiedade e o comportamento
operacionalmente definido como ansiedade no modelo animal. Por fim, o critério de
homologia, também conhecido como validade tedrica ou de construto (Alves, 2001;
Cruz et al., 1997), pressupde que 0s mecanismos psicobiolégicos responsaveis pela
etiologia e pelas reagdes comportamentais caracteristicas do quadro patologico

estudado sejam os mesmos em humanos e nos modelos animais propostos.

Esses modelos comportamentais podem provocar diferentes estados de
ansiedade por meio da exposicdo do animal a ambientes excessivamente
iluminados, a arenas desconhecidas, a plataformas elevadas e a choques elétricos
nas patas (Lister, 1991). Os diferentes modelos animais de medo/ ansiedade
podem, portanto, basear-se em procedimentos de aprendizagem aversiva
associativa (medo condicionado), bem como na manipulagdo de respostas de
defesa filogeneticamente preparadas (medo incondicionado), sendo esses,
portanto, conhecidos como modelos etoldgicos, os quais dispensam treinos de
aprendizagem nos animais (Lorenz, 1995). A seguir, alguns modelos animais para o

estudo da psicobiologia do medo/ ansiedade ser&o descritos.
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1.4.1 Labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado (LCE) € um teste de medo inato, isto é, de medo
incondicionado (Anagnostaras et al., 1999a), tendo sido desenvolvido por Handley e
Mithani (1984) e validado como modelo de ansiedade por Pellow, Chopin, File e
Briley (1985). O teste baseia-se no conflito enfrentado por roedores entre a averséo
de estar exposto a uma plataforma aberta e elevada e a motivagao para explorar um
novo ambiente (Henniger et al., 2000). E composto por dois bracos abertos
(circundados apenas por um anteparo de acrilico medindo cerca de 3cm, para evitar
a queda do animal do labirinto) e por dois bragos fechados, elevados em cerca de

50cm do solo, conforme mostra a figura 2:

[ ——

Figura 2: Labirinto em cruz elevado (LCE). Trata-se de um dos testes comportamentais mais
utilizados para estudos de medo incondicionado (ansiedade). Retirado de Lent, 2002.

Dessa forma, os bracos fechados representam um local seguro e proximo ao
habitat natural de roedores — ambientes escuros e fechados. Ja os bragos abertos

representariam a possibilidade de explorar ambientes novos e desconhecidos.
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Consequientemente, os individuos considerados menos ansiosos sao 0s que
apresentam maior porcentagem de entrada e de tempo gasto nos bragos abertos.
Este construto foi validado por meio da utilizacdo de drogas ansioliticas
(benzodiazepinicos, barbituricos e etanol), que diminuem a aversdo natural em
direcdo aos bragos abertos, enquanto drogas ansiogénicas podem aumenta-la
(Pellow et al., 1985). Assim, no campo da pesquisa experimental acerca de medo e
ansiedade, o labirinto em cruz elevado é um paradigma comportamental utilizado em
larga escala (Rodgers e Cole, 1995), que mede o comportamento de evitagao
motivado pelo medo (Handley e McBlane, 1993; Pellow et al., 1985).
Interessantemente, o numero de entradas nos bracos abertos € considerado um
indice relativamente puro de atividade locomotora, construto validado
estatisticamente por meio de analise fatorial (Cruz, et al., 1994; Rodgers e Johnson,

1995).

1.4.2 Interacdo social

O teste de interacdo social foi desenvolvido por File e Hyde (1978) e tem por
objetivo avaliar o efeito de ambientes desconhecidos e intensamente iluminados na
interacdo entre pares de ratos de mesmo grupo, mas desconhecidos entre si,
colocados em uma caixa experimental. Os comportamentos de interagcdo social
podem ser definidos operacionalmente como aqueles relacionados ao contato fisico
entre os animais na arena, e medidos, portanto, por meio do tempo em que os ratos
passam cheirando, seguindo ou limpando o parceiro. Em condigdes consideradas
normais para o animal, ou seja, em ambientes familiares e pouco iluminados, ha a
reducido de medidas de ansiedade, que sdo: maior imobilidade, maior defecagao e

menor interagdo social. O aumento nos niveis plasmaticos de corticotrofina,
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hormonio secretado em condicbes de eestressee, esta associado a redugao da
frequéncia e do tempo gasto em interagéo social (Cruz et al., 1997). Atendendo ao
critério de previsibilidade, a administracdo de ansioliticos, como o diazepam, o
clordiazepdxido e o fenobarbital, assim como a do agonista GABAérgico muscimol,
aumenta o tempo de interagdo social (File, 1985). Como o fundo da caixa
experimental é dividido em quadrados, é possivel a investigacdo da atividade
locomotora dos animais, tomada como o numero de vezes em que o animal cruza os

quadrados marcados na caixa.

1.4.3 Aversado contextual

O teste de aversédo contextual € baseado no modelo de condicionamento
classico, desenvolvido por Pavlov na virada para o século XX (LeDoux, 2001). E,
portanto, um modelo de medo aprendido. No contexto experimental, o processo de
aprendizagem se da da seguinte forma: o roedor é colocado em uma caixa e ouve
um som ou vé uma luz, que € emparelhada a um choque elétrico moderado nas
patas. Apos algumas dessas experiéncias, 0 animal responde automaticamente ao
som ou a luz, mesmo na auséncia do choque. As respostas, conforme ja descrito,
incluem o congelamento, o aumento da freqléncia cardiaca e da pressao

sanguinea, caracteristicas do medo e da ansiedade, como mostra a figura 3.
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Figura 3: Condicionamento do medo. A pressao sangiinea e a imobilidade do animal estdo em niveis
basais quando apenas o estimulo condicionado é apresentado. Durante o emparelhamento com o
estimulo incondicionado, as respostas de medo sdo expressas. Apds alguns emparelhamentos, o
animal comega a exibir as respostas de medo, mesmo sem a apresentagdo do estimulo aversivo, e
passam a ser chamadas respostas condicionadas. Retirado de Lent, R. (2002).

Segundo LeDoux (1994), em termos neurobiolégicos, o condicionamento do
medo ocorre porque o choque modifica a forma como os neurbnios em
determinadas areas cerebrais interpretam o som ou a luz. Os autores
comportamentais déo a esses o nome de estimulo condicionado, e ao choque
nas patas, estimulo incondicionado. Ja as respostas aprendidas s&o
denominadas respostas condicionadas. No condicionamento aversivo
contextual, 0 mesmo processo ocorre, mas nao ha apresentagao de luz ou som,;
o estimulo condicionado € o proprio contexto do experimento, isto é, a caixa
onde o estimulo incondicionado é apresentado ao animal. A aversao contextual
foi o modelo utilizado para a obtengdo do grupo experimental do presente
trabalho, sendo o tempo em congelamento o critério utilizado para a selegao dos
animais (Gomes e Landeira-Fernandez, 2008). Sobre o congelamento, é
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importante destacar que se refere a resposta comportamental de completa
auséncia de movimentos corporais, sendo uma resposta natural a estimulos
inescapaveis, mediada por uma estrutura mesencefalica denominada substancia
cinzenta periaquedutal (PAG). De acordo com substratos neurais especificos, a
resposta de congelamento pode ser classificada em, pelo menos, quatro tipos
(Brandao et al., 2008): 1) imobilidade induzida por estimulagcéo da coluna ventral
da PAG (vPAG), correspondendo ao componente de recuperagao de processos
de defesa-recuperagao; 2) resposta de congelamento ao estimulo contextual
pareado a choques elétricos, correspondendo a um modelo de transtorno de
ansiedade generalizada (TAG); 3) congelamento evocado pela estimulagdo da
porcao dorsal da PAG (dPAG), obtido pela mais baixa intensidade de
estimulagao elétrica da dPAG capaz de produzir congelamento e proposto como
modelo para ataques de panico e 4) resposta de imobilidade pds-estimulagao da
dPAG, proposto como modelo de transtorno do panico e correspondendo a
duracdo da resposta de congelamento apds a interrup¢gdo da estimulagéo
elétrica da dPAG. Nesse contexto, destacam-se a resposta de congelamento
descrita no item 2 como modelo utilizado neste trabalho e seu isomorfismo com

o TAG.

1.4.4 Campo aberto

O teste do campo aberto (open field) foi originalmente descrito por Hall

(1934) para o estudo de aspectos emocionais em ratos. E um teste amplamente

utilizado na psicologia animal, em pesquisas que objetivem investigar a atividade

locomotora dos animais e seu comportamento ansioso (Nazar et al., 1997; Ho et al.,
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2002). O teste consiste em uma arena medindo aproximadamente 1m x 1m, com o
fundo da arena dividido em quadrados para avaliagao da locomogdo dos animais.
Assim como o labirinto em cruz elevado, o campo aberto investiga o medo
incondicionado, evocado pelo contato com um ambiente desconhecido. Dessa
forma, o maior tempo em que o animal passa nos quadrados centrais da arena é
considerado como um indicador de menor ansiedade, uma vez que se trata do local
onde ha menor protecao e maior luminosidade. Muitas sao as variacdes desse teste
(Prut e Belzung, 2002): ele pode variar em formato (circular, quadrangular ou
retangular); quanto a iluminagdo, que pode vir de cima ou de baixo (no caso de
arena com fundo transparente) e mesmo quanto a presenga de objetos no centro da
arena. Em geral, os animais séo filmados por 4 dias (5 minutos de sesséao/ dia) e,
algumas vezes, comportamentos especificos sao observados, como o
comportamento de levantar (rearing), que € considerado uma manifestacdo de

menor ansiedade (Cruz et al., 1997).

1.5 Medo e ansiedade: bases neurobiolégicas

1.5.1 Medo/ ansiedade e hipocampo

Quando um estimulo proveniente do ambiente € percebido como
potencialmente perigoso para a integridade do organismo, este emite uma série de
respostas neuroquimicas, neuroenddcrinas e comportamentais que, juntas,
potencializam a probabilidade de sobrevivéncia do individuo. Em termos
neurobioldgicos, estimulos ameagadores ativam o chamado circuito mediador do
medo. As respostas de medo s&o deflagradas a partir da ativagdo de uma estrutura

subcortical chamada amigdala, que recebe aferéncias de uma série de estruturas
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envolvidas no processamento cognitivo, como o coértex sensorial, o talamo e o

hipocampo (LeDoux, 2001), conforme mostra a figura 4.

Cortex de
transicao

Cortex . .
somatossensorial (memorias) Hipocampo ]

(objetos) \ l

(memoarias e

; contextos)
AMIGDALA
[ Talamo ]/'

— Cortex pré-
(caracteristicas frontal medial
dos estimulos) Medo

(reacdes) (extingdo)

Figura 4: Estruturas corticais e subcorticais envolvidas na resposta de medo/ ansiedade enviam
informacdes sobre os estimulos a amigdala, que envia sinal a diversas regides do organismo, para que
as respostas de luta e fuga sejam deflagradas. No caso do medo contextual aprendido, destacam-se as
informagdes provenientes do hipocampo. Adaptado de LeDoux, 2001.

O hipocampo é uma das principais estruturas cerebrais envolvidas na
mediagao das manifestagbes de medo/ ansiedade deflagradas pelo medo aprendido,
provavelmente por meio das projecdes hipocampais descendentes para a amigdala
(Anagnostaras et al., 1999a). Maren e Fanselow (1995) mostraram que lesdes
eletroliticas em regides da formagdo hipocampal que emitem proje¢cdes para a
amigdala eliminam o condicionamento pavloviano do medo em situagdes de
estimulo condicionado contextual. Phillips e LeDoux (1992) também demonstraram
que lesdes no hipocampo interferem no condicionamento do medo ao contexto,
dando a essa estrutura um papel de transmissao sensorial na circuitaria mediadora
do medo. Anagnostaras et al., (1999b) mostraram ainda que a atuagdo do
hipocampo no condicionamento contextual do medo é limitada ao tempo, uma vez

que lesdes nessa estrutura um dia apds o condicionamento impedem o aprendizado
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do medo, enquanto lesdes hipocampais 28 dias apds a sessao de condicionamento
nao produzem efeito sobre o armazenamento de memoadrias de medo contextual.
Dessa forma, animais com lesdes no hipocampo nao apresentam respostas de
medo contextual aprendido, uma vez que ndo sao capazes de formar a
representacdo contextual e envia-la para a amigdala (LeDoux, 2001). A figura 5
ilustra, esquematicamente, as vias corticais para o hipocampo, e deste para a

amigdala:

somatassensorial

\ i //

Cortex Transicional
perihinal entorhinal  parahipocampo

[ Coértex visual ] [ Cortex auditivo ] Cortex }

A

\ 4

Hipocampo

Figura 5: Informagdes corticais para o hipocampo e, deste, para a amigdala. Adaptado de LeDoux,
2001.

O hipocampo estende-se longitudinalmente ao longo do eixo dorso-ventral no
cérebro e é formado basicamente por quatro regides celulares que séo: corno de
Amon 1 e 3 e giro denteado (CA1, CA3 e GD). A secgédo transversal da estrutura
revela as caracteristicas do circuito tri-sinaptico que esta representado na figura 6. A
via perfurante proveniente do cortex entorrinal faz contato com os dendritos das
células granulares na camada molecular do giro denteado. Células granulares

estendem seus axdnios para a camada CA3 de neurdnios piramidais constituindo as
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fibras musgosas. As colaterais de Schaffer sdo projecdes dos neurbnios piramidais
de CA3 que vao em direcdo aos neurbnios piramidais de CA1, os quais sao
projetados para o subiculo e de |a novamente para o cortex entorrinal (Doetsch e

Hen, 2005).

Figura 6: Circuito hipocampal. O circuito
primario da formagdo hipocampal &
baseado em uma série de sequéncias de
sinapses que transmitem a informagéo na
seguinte diregdo: cortex entorrinal -
células granulares do giro denteado -
células piramidais de CA3 - células
piramidais de CA1 que projetam para area
entorrinal novamente. via perfurante (PP);
cértex entorrinal (EC); giro denteado (DG);
fiboras musgosas (mf); colaterais de
Schaffer (sc); subiculum (S). Modificado
de Doetsch e Hen, 2005.

Wentral
Current Opinion in Neurchiclogy

A formacao hipocampal é, portanto, um componente essencial ao sistema
emocional do cérebro, tendo um importante papel funcional na modulacido do
complexo processo comportamental, por meio de areas corticais e subcorticais. Ha
diversas vantagens no uso do modelo do sistema hipocampal em estudos quando se
utiliza estimulos ou insultos externos. E ideal para o estudo da organizagdo
neuronal, da fungdo celular e da formagcdo de circuitos por sua organizagao
histolégica ordenada e conhecida, sendo importante também no estudo da

neuroplasticidade, por estar sempre sendo influenciado pela atividade na formacao
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de novas sinapses ou por ser sitio de neurogénese em adultos, isto €, sitio de
formacado de novos neurbnios. Além disso, € uma estrutura cerebral importante na
formacado de aspectos comportamentais e fungbes como aprendizado, memoria e
ansiedade. Por isso, a formagao hipocampal tem sido figurada proeminentemente
em estudos de plasticidade sinaptica, memoaria e, nos ultimos anos, em estudos

sobre neurogénese (Morgane et al., 2002).

Duas formas bem estabelecidas de aprendizado aversivo dependente do
hipocampo sao o labirinto aquatico de Morris e o condicionamento contextual do
medo (Kim e Fanselow, 1992). Assim, o presente trabalho estudara, entre outros
parametros, aspectos hipocampais como a neurogénese em ratos selecionados para
o medo condicionado. A regido do hipocampo escolhida para analise foi a porgéao
dorsal do hipocampo, por seu envolvimento na modulagdo da ansiedade (Gonzalez
et al., 1998b; Nazar et al., 1999; Rezayat et al., 2005) e do medo condicionado
(Kjelstrup et al., 2002). O hipocampo dorsal, com suas principais regides (giro

denteado, area CA1 e CA3), esta ilustrado na figura 7:

Hipocampa Dorsal

Giro Denteado

Figura 7: Hipocampo dorsal. Corte coronal (3.3mm posterior ao bregma) de cérebro de rato Lister. A
area em azul corresponde a porgao dorsal do hipocampo, com as areas CA1, CA3 e giro denteado.
Adaptado de Gonzalez, Ouagazzal e File, 1998b.
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1.5.2 Medo/ ansiedade e neurogénese hipocampal

A descoberta de que o cérebro adulto de mamiferos € capaz de gerar novos
neurénios foi um divisor de aguas na historia da neurociéncia (Abrous et al., 2005),
considerando-se que, por muito tempo, acreditou-se que novos neurdnios nao
poderiam ser acrescentados ao cérebro de animais adultos. Entretanto, na década
de 60, Joseph Altman, por meio da autorradiografia para [*H]-timidina, mostrou haver
novos neurdnios em estruturas cerebrais de ratos jovens e adultos. Esses estudos,
no entanto, ndo foram suficientes para mudar a opiniao dos pesquisadores da época
e, somente 15 anos depois, Kaplan e colaboradores confirmaram a existéncia
dessas células, mostrando que elas apresentavam caracteristicas de neurénios,
como dendritos e sinapses (Gross, 2000). Aproximadamente no mesmo periodo,
resultados de estudos com passaros mostraram haver neurogénese nesses animais
e que esta se relacionava ao canto sazonal, uma descoberta que possibilitou o
surgimento de novas formas de pensar a plasticidade cerebral (Nottebohm, 1989).
Desde entdo, a literatura tem descrito sitios neurogénicos no cérebro de varias
espécies de animais, em estruturas como o hipocampo. Assim, a idéia de que novos
neurénios sdo produzidos ao longo da vida adulta na formagao hipocampal de ratos
e outros mamiferos, incluindo humanos (Altman e Das, 1965; Eriksson et al., 1998)
ja é aceita e difundida entre neurocientistas. Uma vez estabelecido o fenbmeno da
neurogénese como construto cientifico, o proximo passo foi tentar desvendar os
mecanismos regulatérios e entender quais estimulos podem desencadear ou inibir
as taxas neurogénicas (Abrous et al., 2005). A supressdo da secrecdo de
corticosterona, por exemplo, parece aumentar o nascimento de células da glia e
neurénios no giro denteado (Gould et al.,, 1992; Cameron e Gould, 1994). Com

relacdo a geragao de novos neurdnios, esse efeito foi também observado em ratos
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criados em ambiente enriquecido, isto €, em interagdo com brinquedos, plataformas

e objetos de diferentes cores e formatos (Brown et al., 2003; Silveira, 2008).

Assim, o hipocampo caracteriza-se por apresentar um grau notavel de
plasticidade estrutural e funcional no animal adulto, sendo a neurogénese uma das
principais expressdes dessa plasticidade estrutural (Mirescu et al., 2004; Gould e
Gross, 2002). Dessa forma, o hipocampo de ratos adultos produz varios milhares de
células granulares por dia (Cameron e McKay, 2001), sugerindo que esses novos
neurdnios devem desempenhar papéis importantes na funcdo hipocampal. Tendo
em vista a plasticidade do hipocampo, isto &€, a capacidade desta estrutura sofrer
alteragdes conforme o organismo interage com o ambiente, estimulos ou insultos
que se estabelecam na vida pré-natal até a fase adulta poderdo prejudicar a
formacdo de novas células e o estabelecimento de sinapses, podendo ter efeito
também sobre o comportamento relacionado a memodria e a ansiedade, que sao

dependentes da fungao hipocampal (Dranovsky e Hen, 2006; Earnheart et al., 2007).

Duas regides sao atualmente bem descritas como sendo sitios neurogénicos
no cérebro de mamiferos adultos: a camada subgranular (SGZ - do inglés
subgranular zone), no giro denteado do hipocampo, e a zona subventricular (SVZ -
do inglés subventricular zone), adjacente aos ventriculos laterais (Petreanu, 2002;
Alvarez-Buylla e Lim, 2004). No primeiro caso, as células proliferam na camada
subgranular, localizada entre o hilo e a camada granular do giro denteado, onde
migram e se diferenciam em neurénios maduros (Abrous et al., 2005). Esses
mesmos passos, incluindo o crescimento de axénios e dendritos, a formacédo de
sinapses com outros neurbnios no circuito e, por ultimo, maturagao até o neurdnio

totalmente funcional (Alvarez-Buylla et al., 2002), sdo equivalentes ao processo pelo
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qual passam os neurbnios gerados durante o desenvolvimento; a fundamental
diferenga entre a neurogénese do desenvolvimento inicial e a do adulto é que, nesta
ultima, os processos envolvidos na maturagéo se integram a circuitos pré-existentes

(Lie et al., 2004). A neurogénese no sistema hipocampal esta ilustrada na figura 8:

Proliferagédo Migragao Diferenciagéo

CG

CSG
Hilo

Figura 8: Neurogénese hipocampal. Células proliferam na camada subgranular (CSG), localizada
entre o hilo e a camada granular (CG) do giro denteado, onde migram e se diferenciam em neurénios
maduros. Adaptado de Abrous et al., 2005.

A introdugédo do BrdU (5-bromo-3-deoxiuridina), analogo da timidina, ao
estudo da neurogénese merece novamente ser destacada. Assim como a timidina
sintética, o BrdU é incorporado pelas células progenitoras e por sua progénie. Essa
marcagdo pode ser visualizada com técnicas imuno-histoquimicas e n&o requer
autorradiografia, permitindo uma estimativa do numero total de células e a co-
localizagdo com marcadores celulares especificos possibilitando a identificagéo de
novas ceélulas geradas (Nowakowski et al., 1989). Tendo em vista a importancia do
hipocampo na mediacdo do aprendizado do medo contextual, este trabalho
procurou verificar uma possivel diferenca na neurogénese hipocampal em ratos
selecionados para maior resposta ao medo condicionado, utilizando para esse
propodsito o modelo de injegdo e imuno-histoquimica para BrdU, para marcagéo de
células em proliferacédo, e de imuno-histoquimica para doublecortina (DCX) —

proteina associada ao microtubulo, envolvida na diferenciagdo e migragao de

32



células jovens - como marcador especifico de neurbnios imaturos (McDonald e
Wojtowicz, 2005). A doublecortina (DCX) € uma proteina associada a diferenciagao
neuronal que funcionalmente tem sido associada a migracao e, possivelmente, a
outros aspectos da maturagdo, como a sinaptogénese. Esta localizada no
citoplasma de neurbnios imaturos podendo ter sua morfologia apreciada por
estudos imunohistoquimicos desde os estagios iniciais de diferenciagcdo neuronal

(Deuel et al., 2006).

Plimpe et al. (2006) descreveram em seu trabalho trés estagios de
maturagcdo das células reativas a DCX. O primeiro estagio € dito proliferativo e
apresenta células ainda sem prolongamento ou com um pequeno prolongamento
dendritico. O segundo estagio € chamado de intermediario e apresenta células com
prolongamentos médios que podem atingir ou ndo a camada molecular. Por fim, o
estagio denominado pelos autores de poés-mitético apresenta células com
ramificacdo dendritica evidente na camada molecular ou uma delicada arvore
dendritica que se ramifica na camada de células granulares. Neste trabalho,
utilizou-se esta classificagao para diferenciar os estagios morfolégicos das células
imunorreativas a doublecortina, com exce¢cao da nomenclatura, descrita aqui como
estagios 1, 2 e 3, respectivamente ao proliferativo, intermediario e pds-mitético,

mostrados na figura 9:
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Figura 9: Caracterizacdo da morfologia dendritica. Imuno-histoquimica para DCX permite a
classificagdo das células marcadas de acordo com seu estagio de desenvolvimento. Retirado e
traduzido de Plimp et al. (2006).

1.5.3 Neurotransmissores envolvidos nas respostas de medo/ ansiedade

Diversos sao os estudos que mostram o envolvimento de uma série de
neurotransmissores envolvidos nas respostas de medo/ ansiedade. Entre eles,

pode-se destacar o acido gama aminobutirico (GABA) e a serotonina.

O GABA é o principal neurotransmissor inibitorio do sistema nervoso central e
pode ser encontrado em todas as areas do cérebro humano (Rezayat et al., 2005).
Os receptores para GABA sao classificados em GABAa, GABAg e GABA¢ (Borman,
2000). O envolvimento dos receptores de GABA na modulagdo da ansiedade tem
sido objeto de diversos estudos (Nemeroff, 2003), uma vez que a ativagdo de
receptores GABAA, mas ndo GABAg, deflagra efeitos ansioliticos (Sanders e

Shekhar, 1995; Dalvi e Rodgers, 1996; Zarrindast et al., 2001). A atuacdo do GABA
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na modulagédo da ansiedade parece ser complexa e interativa com outros sistemas
de neurotransmissores. Por exemplo, na area CA1 do hipocampo dorsal de ratos, o
GABA parece agir em uma complexa interagdo com a colecistocinina (Rezayat et al.,
2005), um peptideo gastrico também encontrado no cérebro e que age como
neurotransmissor (van Megen et al., 1996). A relevancia clinica dos estudos acerca
dos mecanismos e efeitos do sistema GABAérgico na modulacdo do medo/
ansiedade é notavel, tendo em vista que a principal classe de farmacos disponiveis
para o tratamento dos transtornos de ansiedade — os benzodiazepinicos — atuam na
potencializagdo da transmisséo sinaptica mediada pelo receptor GABAA (Nazar et
al., 1997). O receptor GABAA é composto por 5 diferentes sub-unidades, que podem
ser: 6 do tipo alfa, 4 do tipo beta e 3 do tipo gama. A combinagdo mais comum ¢é a
de (a1)2(B2)2(y1). Quando ativado, o receptor GABA permite o influxo de ions cloreto
e a membrana da célula pds-sinaptica torna-se hiperpolarizada, resultando em
inibicdo neuronal (Weinberger, 2001). Os benzodiazepinicos ligam-se a subunidades
gama ou a uma area da unidade alfa influenciada pela unidade gama, facilitando o
processo de abertura dos canais e, dessa forma, potencializando o efeito inibitorio

GABAérgico. A acao dos benzodiazepinicos esta ilustrada a seguir:
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Figura 10: Sitio de ligacdo dos farmacos benzodiazepinicos. Essa classe de drogas se liga em sitios
especificos na sub-unidade gama dos receptores GABA,, modificando sua conformagédo e
aumentando a atividade do receptor, por aumentar a freqiiéncia de aberturas do canal. Retirado de
cnsforum.com

A participacdo GABAérgica nos transtornos de ansiedade também tem sido
demonstrada em estudos com neuroimagem, que relatam redugdes nos niveis de
GABA e de ligagcao de benzodiazepinicos a receptores GABAA em pacientes com

esse tipo de transtorno (Malizia et al., 1998; Bremner et al., 2000).

Outro neurotransmissor que merece destaque por seu envolvimento nas
respostas de medo/ ansiedade € a serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT). Esse
neurotransmissor parece estar implicado na etiologia de desordens
neuropsiquiatricas, como os transtornos de ansiedade e a depressado (Murphy,
1990). Ha cerca de 11 tipos de receptores para a serotonina, sendo a maior parte
deles metabotropicos — isto €, ligados a uma proteina G no dominio intracelular, por
meio da qual da-se os efeitos da transmissdo sinaptica, em sistemas de segundos
mensageiros. Entre os receptores para 5-HT conhecidos, da-se aqui destaque ao

subtipo 5-HT+a, pelas evidéncias cientificas acerca do envolvimento dessa proteina
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na modulacado da ansiedade (Ramboz et al., 1998; Menard e Treit, 1999). Trata-se

de um receptor metabotrépico, conforme mostra a figura 11:

receptor fenda sinaptica
5-HT1A -'

membrana pJs-
sinaptica

Figura 11: Receptor serotoninérgico 5-HT,, receptor
metabotropico acoplado a proteina G. Retirado de
cnsforum.com

citoplasma

proteina G inibitdria

O receptor 5-HTa € expresso tanto pré- quanto pds-sinapticamente (Sibille et
al., 2000). Os receptores 5-HTa pré-sinapticos séo expressos no corpo celular e nos
dendritos de neurdnios serotoninérgicos localizados nos nucleos da rafe dorsais e
mediais (Blier et al., 1988; Hamon, 1997). Quando ativadas, essas proteinas pré-
sinapticas, conhecidas como auto-receptores, reduzem a frequéncia de disparos de
neurénios serotoninérgicos (Aghajanian e Lakoski, 1984; Jolas et al., 1993) e
suprimem a sintese de 5-HT, bem como o turnover e a liberacdo desse
neurotransmissor (Kennett et al., 1987; Bohmaker et al., 1993). As diferentes
respostas funcionais associadas a ativacdo dos receptores 5-HT1a cerebrais estao

descritas no quadro a seguir (Barnes e Sharp, 1999):
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Nivel Resposta Mecanismo
Celular adenilato ciclase (-) Pos
Eletrofisioldgico hiperpolarizacao Pds
Comportamental hipotermia Pré/Pés

hiperfagia Pré
ansiolitica Pré/Pés
sexual (+) Pré/Pos
discriminagao de estimulos Pré/Pos
Neuroquimico liberagao de 5-HT (-) Pré
liberagao de noradrenalina (+) Pds
liberagao de acetilcolina (+) Pds
liberagao de glutamato (-) ?
Neuroenddcrino ACTH (+) Pos
prolactina (+) Pos

Figura 12: Respostas funcionais associadas com a ativacdo dos receptores 5-HT;s no cérebro.
Adaptado de Barnes e Sharp, 1999.

Os receptores 5-HT1a poés-sinapticos sdo encontrados em regides como o
hipocampo, o septo lateral, o cortex e a amigdala (Jacobs, 1997). Tem sido sugerido
que anormalidades na liberacdo de 5-HT e na funcado dos receptores 5-HTqa pré-
sinapticos poderiam levar a quadros ansiosos (Lucki et al., 1994; De Vry, 1995).
Observagdes mais recentes indicam que uma falta de receptores 5-HTa nos sitios
pos-sinapticos também estaria envolvida no desenvolvimento da ansiedade (Sibille
et al., 2000). Outros dados confirmam a hipétese de participacdao desse receptor no
fendtipo ansioso, como os estudos de Lesch (1991) que relatam hipofuncao dessa
proteina estando associada ao transtorno do panico, que € um dos quadros de
ansiedade patoldgica, e os estudos de estresse e ansiedade em ratos subordinados

a hierarquia por dominancia, os quais também apresentam niveis reduzidos de
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receptores 5-HT1a (McKittrick et al., 1995). Fortalecendo o envolvimento do receptor
5-HT1a na modulagdo de respostas emocionais, destaca-se que esse subtipo de
receptor também ja foi implicado na regulagao da liberagdo de horménios ligados ao

estresse em roedores, como a corticosterona (Carrasco e Van de Kar, 2003).

1.5.4 Medo/ ansiedade e corticosterona

Entre os sistemas neuroenddcrinos sugeridos para estarem criticamente
envolvidos no comportamento ansioso, destaca-se o chamado eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA), bem conhecido por ser ativado a partir da exposi¢édo do
organismo a eestresseores emocionais e/ ou fisicos (Plotsky, 1991; Aguilera, 1994;
LeDoux, 2001), cuja percepgédo pode estar alterada durante uma série de estados
fisiologicos (Hatzinger et al., 1996; Neumann et al., 1998; Windle et al., 2003) A
ativacao do eixo HPA leva a secrecado do hormonio liberador de corticotrofina (CRH)
de neurdnios do nucleo paraventricular do hipotalamo para circulagdo sanguinea da
glandula pituitaria, o que, por sua vez, estimula a secre¢cdo de hormdnio
adrenocorticotrofico (ACTH) do lobo anterior desta glandula. Em seguida, a
corticosterona é secretada do coértex adrenal para o sangue, funcionando como
mensageiro para o feedback negativo da atividade do eixo HPA (Sapolsky e
McEwen, 1985; De Kloet et al., 1991). A elevacédo dos niveis de glicocorticoides no
plasma sanguineo, isto €, de cortisol em humanos e de corticosterona em roedores,

€, portanto, uma consequéncia da ativagédo do eixo HPA (Jahn et al., 2007).

A idéia de que o eixo HPA estaria implicado na patogénese da ansiedade e da

depressdo (Leornardo e Hen, 2006) ganhou forga a partir de estudos

39



neuroendocrinos que forneceram fortes indicagdes de que a hiperatividade de
circuitos centrais do CRH, resultando em uma desregulagdo do sistema HPA,
desempenha um papel causal na sintomatologia de transtornos afetivos e de
ansiedade (Keck e Holsboer, 2001). Particularmente, acredita-se que a secregao
excessiva de CRH em diversas regides cerebrais esteja envolvida em muitos
fendbmenos relacionados ao estresse, incluindo ndo apenas a ansiedade, mas a
anorexia, a reducao da libido e uma série de outras disfuncdes do sistema nervoso

(Lancel et al., 2002).

1.6 Transtornos de Ansiedade

A ansiedade normal é evolutivamente adaptativa, mas o medo excessivo pode se
tornar incapacitante, podendo indicar um transtorno de ansiedade (Anagnostaras, et
al., 1999a; Landgraf et al., 2007). A ansiedade patolégica nos seres humanos pode
ser definida como uma expressao inapropriada de determinados comportamentos,
tais como hipervigilancia sob condigdes basais, respostas de medo exageradas a
um contexto apropriado ou inapropriado, isto €, a um contexto anteriormente neutro

(Landgraf e Wigger, 2003).

O Manual Diagnoéstico e Estatistico dos Transtornos Mentais (APA, 2002)
classifica a ansiedade patolégica em seis diferentes transtornos: o transtorno de
ansiedade generalizada (TAG), a fobia social, a fobia especifica, o transtorno do
panico, o transtorno de estresse poés-traumatico (TEPT) e o transtorno obsessivo-
compulsivo (TOC). Embora apresentem tragos ansiosos bastante diversificados,

todos esses transtornos, provavelmente, compartilham  caracteristicas
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comportamentais e fisiologicas comuns (Gross e Hen, 2004). A seguir, maior
detalhamento sera dado quanto ao TAG, tendo em vista que o0 modelo animal
estudado no presente trabalho pode ser concebido como modelo de estudo dessa

condigao psiquiatrica (Gomes e Landeira-Fernandez, 2008).

1.6.1 Transtorno de Ansiedade Generalizada

A caracteristica principal deste transtorno € a apresentagcdo cronica de
excessiva ansiedade e preocupacdes, acompanhados de queixas somaticas, nao
estando restritas a uma unica situagao (Nardi et al., 1996). Dessa forma, o paciente
com TAG preocupa-se, excessivamente, com questdes variadas, nas diversas areas

de sua vida. O DSM-IV define o TAG da seguinte forma:

A. Ansiedade e preocupacao excessivas (expectativa apreensiva), ocorrendo
na maioria dos dias pelo periodo minimo de 6 meses, com diversos eventos ou
atividades (tais como desempenho escolar ou profissional).

B. O individuo considera dificil controlar a preocupacao.

C. A ansiedade e a preocupacao estdo associadas com trés (ou mais) dos
seguintes seis sintomas:

(1) Inquietagéo

(2) Fatigabilidade

(3) Dificuldade em concentrar-se

(4) Irritabilidade

(5) Tensao muscular

(6) Perturbagéo do sono
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D. O foco da ansiedade ou preocupagao nao esta restrito a aspectos de um
outro transtorno de ansiedade.

E. A ansiedade, a preocupacdo ou os sintomas fisicos causam sofrimento
clinicamente significativo ou prejuizo no funcionamento social ou ocupacional ou em
outras areas importantes da vida do individuo.

F. A perturbagdo nao se deve aos efeitos fisiolégicos de uma substancia ou

de uma condi¢cao médica geral.

As respostas inadequadas a eventos eestresseantes no TAG possivelmente
envolvem um complexo circuito neurobiolégico, incluindo o sistema simpatico de
noradrenalina no locus ceruleus, o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal, e, ainda, a
participacdo de moduladores como a serotonina e o GABA (Brawman-Mintzer e
Lydiard, 1997). Por esse motivo, os tratamentos mais eficazes para o transtorno
utilizam benzodiazepinicos, inibidores de recaptagdao de serotonina e, em termos
psicoterapicos, terapia cognitivo-comportamental (Gross e Hen, 2004). As principais
estruturais que parecem estar envolvidas nas bases biolégicas do TAG estéo

ilustradas na figura 13:
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Figura 13: Estruturas cerebrais envolvidas no Transtorno de Ansiedade Generalizada (TAG).
Modificado de http://www.cnsforum.com/content/pictures/imagebank/hirespng/Neuro_biol_GAD.png

Tendo como base os modelos animais de estudo do medo/ ansiedade, a criagcao
de linhagens selecionadas de acordo com suas respostas fisioldgico-
comportamentais diante da aprendizagem do medo (medo contextual) ou da
exposicao a testes naturalmente ansiogénicos tem se mostrado uma ferramenta
importante para os estudos das patologias envolvendo medo/ ansiedade, no que diz

respeito as suas caracteristicas neurobiolégicas e comportamentais.

E importante destacar novamente o isomorfismo proposto entre a resposta de
congelamento a estimulos contextuais pareados a choques elétricos e o TAG
(Brandao et al., 2008). Dessa forma, o modelo utilizado neste trabalho foi proposto
como modelo de estudo para esse transtorno (Gomes e Landeira-Fernandez, 2008).
E interessante, ainda, observar o envolvimento do hipocampo em todas as

patologias de ansiedade mencionadas.
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1.7 Modelos animais para estudo de medo/ ansiedade

Estudos de medo e de ansiedade com animais de populacbes com
distribuicao fenotipica normalizada nem sempre correspondem a condicdes
clinicas, mas apenas a reagdes fisiolégicas a pré-tratamentos farmacoldgicos ou
a pré-exposicao a estimulos aversivos (Liebsch et al., 1998). Assim, a obtengao
de linhagens de animais para o fenétipo ansioso constitui ferramenta essencial
para o estudo dos mecanismos neurobiolégicos subjacentes aos transtornos de

ansiedade.

Acredita-se que a grande variabilidade do tragco ansioso entre individuos e
entre espécies, bem como a maioria dos tragos caracteristicos de outros
repertorios comportamentais, se devam a interacbes complexas entre fatores
ambientais e genéticos durante o desenvolvimento (Bosch et al., 2006). Dessa
forma, tentativas de desvendar os principais fatores subjacentes a variagéo
individual com relagcdo a ansiedade destacaram ou a predisposicdo genética
(Wigger et al., 2001; Flint, 2002; Ponder et al., 2007) ou fatores ambientais no
inicio do desenvolvimento pds-natal (Ogawa et al., 1994; Brunson et al., 2001;
Levine, 2001) para avaliar a contribuigcbes de tais parametros na etiologia e no

desenvolvimento do traco ansioso.

Nesse contexto, estudos acerca dos padroes comportamentais,
neuroquimicos e neuroenddécrinos de animais de laboratério geneticamente
selecionados quanto a apresentacdo e a predisposicdo a determinadas
estratégias comportamentais podem contribuir para um melhor entendimento de
estados psicopatologicos em humanos (Keck et al., 2002; Wigger et al., 2004). A
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selecdo desses animais pode ocorrer de diversas maneiras: por meio de
condicionamento aversivo, por selecdo em testes de ansiedade (medo
incondicionado) ou por manipulagdo genética (como a geragdo de animais
nocauteados para algum gene regulador de sintese de proteinas envolvidas no
traco ansioso), com a auséncia ou a menor expressao, por exemplo, de
receptores para neurotransmissores conhecidamente envolvidos na etiologia do

medo/ ansiedade (Gross et al., 2002).

A obtencao de grupos experimentais pelo paradigma da selegédo — grupos
esses denominados linhagens pelos neurocientistas comportamentais - baseia-se
no construto de que, em uma populagédo selvagem, ha subgrupos de individuos
que, em fungdo da sua base genética e/ ou de suas experiéncias aversivas
prévias, apresentam diferengas marcantes em seu estado de ansiedade (Ribeiro
et al., 1999). Assim, a sele¢cdo para que sejam obtidas linhagens por
condicionamento aversivo contextual age em uma populagdo geneticamente
heterogénea, por meio da alteracdo da frequéncia de alelos que influenciam o
traco a ser selecionado (Ponder et al., 2007). O modelo consiste em apresentar
ao animal um estimulo aversivo (como um choque elétrico nas patas) em
concomitancia ou imediatamente apds a apresentacdo de um estimulo neutro
(um som ou a propria arena do teste, como ocorre no condicionamento
contextual do medo utilizado pelo grupo de Ponder em camundongos (2007) e no
presente trabalho, com ratos). No dia seguinte a apresentagdo do estimulo
neutro, o animal é novamente colocado em contato com este e verifica-se a taxa
de resposta condicionada evocada por este estimulo. Os animais que

apresentam respostas extremas, por exemplo, de congelamento — alta taxa de
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congelamento e baixa taxa de congelamento, medidos pelos segundos em que o
animal passa sem emitir movimentos, exceto movimentos respiratorios,
imediatamente apds a apresentacdo do estimulo, agora denominado estimulo
condicionado - sao separados e cruzados entre si. ApoOs geracbes de
cruzamentos entre estes, percebe-se que o0s animais gerados apresentam
comportamentos caracteristicos de medo (como congelamento e alteragdo na
freqUéncia cardiaca), mesmo sem a prévia apresentagdo do estimulo aversivo

incondicionado, tendo sido selecionado, portanto, o traco de medo.

Outros modelos também tém sido amplamente utilizados nos estudos
comportamentais de medo e ansiedade, inclusive em maior escala do que o
modelo de aprendizado do medo, descrito acima. Um dos mais utilizados é a
selecdo a partir do comportamento ansioso medido pelo labirinto em cruz
elevado, isto é, a partir do tempo e do numero de entradas nos bragos abertos do
aparato (Liebsch et al., 1998; Henniger et al., 2000; Ohl et al., 2001; Wigger et al.,

2001; 2004; Landgraf e Wigger, 2002; Keck et al., 2002).

Ha ainda modelos animais para estudo de ansiedade desenvolvidos a partir
de manipulagao genética, como as linhagens a2(H101R) e a3(H126R), que foram
construidas a partir de uma mutacao pontual que tornou as subunidades a2 e a3,
respectivamente, do receptor GABAA desses camundongos insensiveis ao
farmaco benzodiazepinico diazepam (Low et al., 2000). Por fim, camundongos
que nao expressam o receptor serotoninérgico 5-HT45 exibem fendtipo ansioso
(Heisler et al., 1998; Ramboz et al., 1998), constituindo um modelo interessante

para o estudo da via de 5-HT relacionada a ansiedade (Sibille et al., 2000).
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A obtencdo de modelos farmacolégicos também tem contribuido para o
entendimento dos sistemas de neurotransmissores envolvidos na etiologia do
medo e da ansiedade. E o caso das linhagens HDS e LDS, selecionadas a partir
da alta ou baixa sensibilidade a resposta hipotérmica induzida pelo agonista 8-
OH-DPAT do receptor 5-HT1a (File et al., 1999). Essas linhagens apresentam
comportamentos significativamente diferentes entre si no que diz respeito a
ansiedade medida no teste de interacado social, o que fortalece o construto de
participagdo do sistema serotoninérgico e, em especial, do receptor 5-HT4a no

desenvolvimento de quadros ansiosos.

1.8 Medo/ ansiedade e depressao

Analises clinicas e epidemioldgicas fornecem forte evidéncia de que um grande
numero de individuos apresenta, simultaneamente, manifestacbées de ansiedade e
de depressao (Maser e Cloninger, 1990; Gonzalez et al., 1998a). Dois modelos tém
sido propostos para explicar esse fendbmeno: um defende que o individuo comeca a
apresentar sintomas de ansiedade e, mais tarde, tende a desenvolver caracteristicas
depressivas (Angst et al.,, 1990); o segundo postula que os dois transtornos -
ansiedade e depressdo — sao manifestagdbes de um mesmo fator etiolégico
subjacente (Merikangas, 1990). A associacdo observada entre essas duas
condicbes também encontra suporte no envolvimento de sistemas de
neurotransmissores similares nos dois quadros, como é o caso da serotonina
(Murphy, 1990). Assim, o presente trabalhou buscou identificar a presenga de trago
de depressao em linhagem de ratos selecionados para ansiedade, por meio de teste
comportamental validado para analise de tracos depressivos em modelos de

roedores.
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O teste comportamental mais conhecido para a avaliagdo de paradmetros de
depressao é o nado forgado de Porsolt (Porsolt et al., 1977), que consiste em um
cilindro de cerca de 60 cm de altura e 20cm de diametro, com agua a 25-30°C, onde
o rato é colocado e sdo avaliados seus comportamentos de fuga (mergulho, nado
vigoroso com as quatro patas, tentativas de escalar as paredes do cilindro). Nao ha
possibilidade de fuga do cilindro e, dessa forma, a imobilidade é considerada um
indicativo de frustracdo/ depressdo do animal. Este modelo foi validado pelos
autores com o uso de drogas antidepressivas, que conseguiam diminuir o tempo de
imobilidade do animal, o qual passava, dessa forma, a apresentar mais tempo em
estratégias de enfrentamento. Devido a tal validacdo farmacoldgica, este teste é
também amplamente utilizado para verificar a eficacia clinica de drogas

antidepressivas (Ho et al., 2002).

1.9 Medo/ ansiedade e aprendizagem

Ha fortes evidéncias de que aspectos emocionais e cognitivos sdo fenbmenos
estreitamente relacionados (Landgraf e Wigger, 2002). Essa relagao tem encontrado
validacado farmacoldgica em diversos estudos: Bates (1996) e Izquierdo e Medina
(1997) demonstraram que, além dos efeitos ansioliticos, os farmacos
benzodiazepinicos sao capazes de causar amnésia. Outras drogas que se ligam ao
receptor GABAa, como barbituricos (Devinsky, 1995), muscimol (Izquierdo e Medina,
1991; 1997) e etanol (Melia et al., 1996) também apresentam propriedades
ansioliticas e amnésicas. Ainda, o antagonista do sitio de ligagdo do
benzodiazepinico flumazenil pode melhorar a meméria (Izquierdo e Medina, 1991).

Em conjunto, esses dados sugerem que 0s processos de memoria e de ansiedade
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podem fortemente interagir, seja por meio do uso de substratos neurais comuns ou

por meio da modulagao entre eles de forma adaptativa (Ribeiro et al., 1999).

Assim, o presente trabalho buscou investigar possiveis relagbes entre
aprendizagem/ memoria e ansiedade, com o objetivo particular de verificar se outros
tipos de memodria, que ndo a memoria emocional, estariam alterados no modelo aqui
apresentado. Para isso, o teste do labirinto em T e o teste de reconhecimento de
objetos foram utilizados. Ambos os testes avaliam aspectos cognitivos da meméoria.
O primeiro consiste em um teste de memadria espacial, cujo aparato € composto por
trés bracos fechados. O construto baseia-se na capacidade que o animal possui de
escolher o braco do labirinto onde ha uma recompensa alimentar, destacando-se
que o roedor esta em privacdo de alimentos e que a recompensa € colocada

alternadamente em um dos trés bragos do labirinto.

Ja o teste de reconhecimento de objetos foi descrito por Ennaceur e Delacour
(1988), sendo um teste de memodria de longo prazo baseado na exploragao
diferencial de objetos familiares e de objetos novos. Em uma primeira sessao, os
ratos sao expostos a uma ou a duas amostras de objetos idénticos e, em uma
segunda sessdo, a dois objetos dissimilares, a um familiar (a amostra anterior) e a
um novo objeto. Em intervalos curtos entre as sessdes (intervalos de
aproximadamente 1 minuto), a maior parte dos ratos consegue discriminar entre os
dois objetos da segunda sessao, passando a explorar o objeto novo por mais tempo
do que o familiar. Segundo os autores, esse teste apresenta uma série de
caracteristicas interessantes, a saber: € um procedimento similar aos testes de

reconhecimento visual amplamente utilizados em primatas ndo-humanos, o que
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possibilita comparagdes entre espécies; € inteiramente baseado no comportamento
espontaneo dos ratos de preferir objetos novos, podendo ser considerado um teste
‘puro” de memdria, j4 que é completamente livre de componentes referenciais
mnemaonicos, isto é, de regras de aprendizagem; n&o envolve reforgamento ou
punicdo, tais como alimentos ou choques elétricos, o que o torna comparavel a

testes de memoria utilizados em humanos.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL:

Este trabalho tem por finalidade investigar alteragdes em parametros

comportamentais e histolégicos em ratos de linhagem com alta taxa de resposta de

congelamento ao condicionamento aversivo, estabelecidas e padronizadas em

trabalho anterior (Gomes, 2007).

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Identificar e comparar comportamentos relacionados a ansiedade e a
atividade locomotora medidas no labirinto em cruz elevado e no teste de
interagao social,

Identificar e comparar comportamentos relacionados a depressao;

Identificar e comparar comportamentos relacionados a aprendizagem nao-
emocional nos diferentes grupos;

Verificar alteragdes na quantidade de células do hipocampo (giro denteado e
areas CA1 e CA3) das referidas linhagens e do controle;

Investigar o padrdo de proliferagdo celular desses animais, por meio de
injecdes de BrdU; imuno-histoquimica para BrdU e para doublecortina;
Verificagdo de morte celular no giro denteado, a partir de marcagéo para

vermelho neutro.
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MATERIAIS E METODOS

A manipulagdo e o sacrificio dos animais nos experimentos realizados no
Laboratério de Neurobiologia da Retina (Universidade Federal do Rio de Janeiro —
UFRJ) seguiram as normas estabelecidas pela Sociedade Brasileira de
Neurociéncias e Comportamento (SBNeC) e aprovadas pela comissao de ética do
uso de animais experimentais (CEUA) do Centro de Ciéncias da Saude da UFRJ,

sob protocolo IBCCF002.

3.1 Animais

3.1.1 Obtencdo de linhagens de ratos selecionados para o medo condicionado

Os animais selecionados para o medo condicionado foram obtidos no biotério
do laboratério de Neuropsicologia Clinica e Experimental da PUC-Rio, sob
temperatura de 22°C e luminosidade controlada, com ciclos claro/ escuro alternados
a cada 12 horas. O protocolo de criagdo das linhagens foi desenvolvido e analisado
pela equipe do referido laboratorio, sob orientacdo do Dr° Landeira-Fernandez, e

sera descrito a seguir (Gomes, 2007).

A matriz de duas linhagens, com maior e com menor taxa de resposta de
congelamento condicionado, foi originada de ratos Wistar com distribuicdo normal de
tracos fenotipicos caracteristicos da espécie. Durante todo o procedimento, com
excecao das sessdes experimentais, os ratos foram acondicionados em caixas de
polietileno (31x38cm), forradas com serragem de madeira, em grupos de 6 a 8

animais, tendo acesso ad libitum a agua e a racédo comercial.
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Os procedimentos experimentais ocorreram durante as fases claras do ciclo.
Nos cinco dias anteriores a primeira sessdao de testagem, os animais foram
manipulados durante dois minutos, em cada dia, pelo experimentador. Os protocolos
utilizados para a obtencgdo das linhagens seguiram os critérios estabelecidos pela

SBNeC.

Todo o procedimento de condicionamento aversivo foi realizado em uma
caixa experimental, em cujo assoalho poderia ser administrada amperagem de 1mA,
capaz de configurar-se como estimulo aversivo ao rato. A amostra da matriz que
gerou os grupos experimentais, identificada como SO0, foi de 120 animais, sendo 60
machos e 60 fémeas, submetidos aos testes de condicionamento na idade de
aproximadamente 3 meses. No primeiro dia de treino, cada animal foi colocado,
individualmente, na caixa experimental, por 8 minutos. Seguia-se apresentacao de
trés choques de 1TmA, com duragao de 1 segundo cada, e intervalo de 20 segundos
entre os choques. Apds esse primeiro procedimento, o animal permanecia na caixa
por 2 minutos. No dia seguinte, o animal era re-colocado na caixa por 8 minutos e
filmado, por meio de camera acoplada a caixa. O tempo em que exibia resposta de
congelamento, definida como auséncia total de movimentos, exceto por aqueles
indispensaveis a respiragao, foi analisado por trés observadores, cuja concordancia
foi de 0,98. Os animais com maiores taxas de congelamento foram cruzados entre
si, bem como aqueles com as taxas mais baixas de emissdo desse comportamento.
O mesmo procedimento descrito foi repetido nas geragdes subsequentes, e o trago
de medo condicionado foi, portanto, selecionado ao longo do estabelecimento das

respectivas linhagens, chamadas CAC (Carioca de Alto Congelamento) e CBC
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(Carioca de Baixo Congelamento) (Gomes e Landeira-Fernandez, 2008). O grafico a

seguir mostra os resultados obtidos (Gomes, 2007):

O cac Z cae

80 - Machos
Congelamento
(%tempo) 60 I
40
20 A
0 T T 1
SO Sl S2 S3

Figura 14: Porcentagem da média (+tSEM) de congelamento condicionado durante a sessdo de
testagem de ratos machos selecionados para alto ou baixo congelamento condicionado em relagéo a
populacdo original (SO) e as trés geracgdes seguintes (S, S2 e S3). Asterisco indica p<0.001. CAC —
Cariocas de Alto Congelamento; CBC — Cariocas de Baixo Congelamento.

3.1.2 Sujeitos

Foram utilizados 42 ratos Wistar controles e 42 da linhagem experimental
CAC, estes na geragao S4 (experimentos histologicos e testes de LCE, interagao
social e nado forgado) e S6 (aprendizagem operante). Todos os animais utilizados
encontravam-se, no momento de testagem, em idade adulta entre 3 e 6 meses e
nenhum passou por condicionamento aversivo ou por qualquer outra experiéncia
evocadora de estresse. Os ratos controles foram obtidos no biotério do Instituto de
Bioquimica da UFRJ, e as matrizes dos grupos experimentais tiveram como
procedéncia o biotério do Laboratério de Neuropsicologia Clinica e Experimental da
PUC-Rio, conforme protocolo descrito anteriormente. Dessa forma, os animais
utilizados nesse trabalho nasceram e cresceram sob as mesmas condi¢cdes, no

biotério do Instituto de Bioquimica da UFRJ, a saber: ciclo de luminosidade claro/
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escuro de 12h; acondicionamento dos animais em caixas de polietileno (31x38cm),
em grupos de 3-6; agua e comida a vontade; temperatura de 22°C. Em todos os
experimentos foram utilizados ratos machos, de dois grupos: controle e selecionados

para alta resposta de congelamento (CAC).

3.2 Testes Comportamentais

3.2.1 Labirinto em cruz elevado

Os experimentos do teste do labirinto em cruz elevado (LCE) foram realizados
no Laboratério de Neuropsicologia Clinica e Experimental, da PUC-Rio, sob
coordenacao do Dr.° Landeira-Fernandez. O labirinto consiste de um aparato de
madeira, com dois bracos abertos e dois fechados, suspensos 50cm do chao. Para
esse experimento, os animais foram levados para a PUC-Rio, onde ambientaram-se

por duas semanas antes do inicio do procedimento.

Durante cinco dias consecutivos anteriores a sessao de testagem, os animais
foram manipulados, por dois minutos cada, pelo mesmo experimentador, como
forma de amenizar o contato com o pesquisador como variavel ansiogénica para os
animais, conforme ja descrito para a obtengdo das linhagens. Na sesséo
experimental, os animais foram colocados no labirinto, individualmente, com a
cabeca voltada para um dos bragos fechados, alternadamente, e o labirinto foi limpo
com alcool etilico hidratado 92,8° antes da primeira sessao, bem como entre as
demais sessdes. O objetivo da limpeza do aparato foi o de eliminar possiveis
interferéncias do cheiro de um animal sobre o desempenho do seguinte. Cada teste
foi filmado, por meio de camera disposta verticalmente ao aparato, por 10 minutos.

Os videos foram posteriormente analisados e o numero de entradas em cada braco,
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assim como o tempo gasto em cada um deles, foram comparados entre os grupos

(n=16 CAC; n=12 controle).

3.2.2 Interacdo social

A caixa experimental foi feita de PVC preto (54 x 36 x 27 cm), sob luz branca
ambiente, de forma adaptada ao modelo original do teste. O fundo da caixa foi
dividido, com fita adesiva, em 6 quadrados iguais (18 x 18cm). O procedimento
experimental foi realizado de acordo com o protocolo de Henniger e colaboradores.
(2000). Pares de ratos da mesma linhagem, mas criados em caixas diferentes e que,
portanto, ndo tiveram contato anteriormente, foram colocados no centro da arena,
um de frente para o outro. Os animais (n=12/ grupo) foram familiarizados a caixa,
individualmente, durante dois dias antes da testagem, em uma sessdo de 10
minutos a cada dia. Os pares foram balanceados pelo peso e o comportamento na
sessdo de testagem foi gravado em camera de video, montada verticalmente a
arena. Os parametros registrados foram: (1) tempo gasto em interacdo social ativa
(cheirar, seguir e chutar o parceiro, assim como montar e pular em cima do mesmo);
(2) frequéncia com que os animais cruzavam as linhas delimitadas no fundo da
caixa. Esse comportamento, conhecido como ambulacdo, permite verificar se ha
alteragdes locomotoras entre os grupos, o que poderia interferir na analise dos

efeitos de ansiedade.

3.2.3 Nado forcado

O teste do nado forgado foi inicialmente idealizado por Porsolt, LePichon e
Jalfre (1977). Neste trabalho, um protocolo modificado do teste foi utilizado, de
acordo com as medidas do tanque experimental propostas por Zangen et al. (2001).
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Os ratos (n=9/ grupo) foram submetidos a duas sessdes de treino, uma em cada um
dos dois dias anteriores ao dia em que ocorreu a sessao de testagem. Nas sessdes
de treino, com duracdo de 10 minutos cada, os animais foram colocados,
individualmente, em um tanque de vidro transparente, com formato cilindrico e com
medidas de: 42 cm de altura; 17,5 cm de largura; com profundidade de agua a 33
cm e em temperatura de 25-30°C. Essas mesmas condi¢cbes foram obedecidas na
sessdo de testagem, quando os animais foram filmados por meio de camera SONY
Video Hi8 TRV238, disposta a 90cm de distancia do aparato. Apds as sessodes, 0s
animais foram gentilmente secos e devolvidos as suas respectivas caixas. O
comportamento de nadar foi definido como exibicdo de respostas de fuga
(mergulhar, nadar vigorosamente com as 4 patas, circular o tanque, escalar as
paredes do tanque) e a imobilidade foi definida como flutuar apenas o suficiente para

deixar o focinho acima do nivel da agua (Chau et al., 2001; Rada et al., 2003; 2006).

3.2.4 Aprendizagem operante — Labirintoem T

A aprendizagem operante, isto é, aprendizagem sem o emparelhamento de
estimulos neutros e incondicionados, pode ser avaliada por uma variedade de
testes. O teste escolhido no presente trabalho foi o labirinto em T, que consiste em
um labirinto de trés bracos fechados por uma porta removivel em cada braco,

formando um T, conforme mostra a figura 15:
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Figura 15: O labirinto em T para teste de aprendizagem operante de tarefa de alternancia. Construido
em madeira e revestido em férmica branca, o labirinto apresenta as medidas descritas acima e altura
de 30cm. Linhas tracejadas indicam portas removiveis.

O labirinto em T é um teste de memdria, baseado na capacidade que o animal
possui de, estando em privagcao alimentar, escolher o braco do labirinto onde ha a
recompensa (20mg de cereais agucarados). Inicialmente, os animais foram pesados
e lhes foram oferecidos 10% do seu peso em ragao. Os ratos foram submetidos a
essa restricao alimentar por 4 dias consecutivos antes da ambientacéo no labirinto e
durante todo o procedimento experimental, de forma que nos dias de testagem eles
pesassem entre 86-90% do seu peso inicial. Eles foram, portanto, pesados todos os
dias e a dieta foi adequada ao peso do animal em cada dia, seguindo o critério

descrito acima.

Apos 4 dias apenas em restrigdo alimentar, os animais foram habituados,
individualmente, no labirinto durante dez minutos, com as portas dos bragos estando
semi-abertas e com a recompensa nos mesmos, a fim de que o animal explorasse o
ambiente e conhecesse as condi¢cdes deste. Nas sessdes experimentais (total de 8

sessdes compostas por 6 tentativas em cada uma), esta recompensa é colocada
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nos dois bragos do labirinto na primeira tentativa e, na tentativa seguinte da mesma
sessao, a recompensa € colocada no braco oposto ao que o animal escolheu na
primeira tentativa. Assim, quando o animal escolhe um dos bracgos, a porta deste &
fechada por 20s. O rato € entdo colocado novamente no braco de inicio por 5s e,
dessa vez, o alimento estara no braco oposto ao escolhido na tentativa anterior. O
braco escolhido por ele é fechado por 20s novamente, mesmo que ele tenha
escolhido o brago errado. Em seguida, o rato é recolocado no brago de inicio por 5s
e comega-se uma nova tentativa. Quando o animal escolhe o brago errado, a
recompensa continua no brago oposto, de forma que ele pode se corrigir na tentativa
subsequente. Assim, a alternancia da recompensa sé ocorre apos as tentativas

acertadas do animal.

O objetivo do teste €&, portanto, verificar o aprendizado do animal em uma
tarefa de alternancia. Todo o procedimento foi realizado pelo mesmo pesquisador,
de forma a evitar vieses provocados por ansiedade causada pelo contato com
diferentes agentes. Foram utilizados 24 ratos neste teste (12 para cada grupo) e o
aparato foi limpo com etanol 98% entre as tentativas de cada animal e entre os

sujeitos.

3.2.4 Reconhecimento de objetos

Para o teste de reconhecimento de objetos, foi utilizada uma arena medindo
40 x 40 cm, e os procedimentos experimentais seguiram aqueles descritos por De
Lima et al. (2005). Os animais (n=12/ grupo) foram habituados na arena sem os

objetos durante 20minutos, por 4 dias. Vinte e quatro horas apos o ultimo dia de
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habituacdo, os animais foram, individualmente, colocados no aparato e lhes foram
apresentados 2 objetos idénticos (A1 e A2) durante 5 minutos, para exploragao livre.
Os objetos ou sao de plastico, ou de vidro, ou de metal. Foram utilizadas diversas
cbpias de cada objeto, evitando o rastro olfatério. A exploragéo foi definida como
farejar ou tocar os objetos com o nariz ou patas dianteiras. Vinte e quatro horas apos
a primeira fase a memoria de longo prazo foi avaliada. Nessa fase, os ratos
exploraram a arena por 5 minutos na presenga de um objeto familiar (A) e de um
objeto novo (B). Para metade dos ratos, A é o objeto familiar e B € o objeto novo.
Para a outra metade, é selecionado o oposto. O objetivo desse procedimento é
reduzir os efeitos de preferéncia pelo lugar e pelo objeto. Para a analise dos dados,
€ necessario o calculo do indice de reconhecimento para cada animal, descrito a
seguir (de Lima et al., 2005):

indice de reconhecimento:

d,-TB/ (TA + TB)
TA = tempo gasto explorando o objeto familiar

TB = Tempo gasto explorando o objeto novo

Também foram avaliados os niveis totais de exploragdo, definidos pelos

indices e1 e e2, cujo calculo esta descrito abaixo (Ennaceur e Delacour, 1988):

Medida de exploracdo dos objetos:

e1 = A+A (tempo gasto explorando ambos os objetos familiares)

e, = A+B (tempo gasto explorando ambos os objetos)
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A medida de exploracdo dos objetos valida o indice de reconhecimento, na
medida em que confirma que o animal apresenta a capacidade exploratéria, que é

condigcao para o reconhecimento, inalterada.

3.3 Hipocampo - Histologia

3.3.1 Perfusdo dos animais

O sacrificio dos animais utilizados para marcacgao do tecido cerebral visando
a verificacao de alteragdes na quantidade de células do hipocampo, bem como para

os estudos de neurogénese hipocampal, foi feito por meio de perfusao.

Para a perfusdo, os animais foram submetidos a anestesia geral profunda
com pentobarbital sdédico (30 mg/ml/kg, via intraperitoneal) e apdés a comprovagao
do estado de anestesia profunda (verificada segundo teste de reflexos do animal
quanto a sensibilidade dos olhos, patas e cauda a pressao tactil), os animais foram
imobilizados e em seguida perfundidos por via intracardiaca. A perfusdo foi
realizada com solugéo de paraformaldeido a 4% em tampao fosfato (0,1M, pH 7,4),
para fixagao, acrescido de 10% de sacarose para crioprotecao. Com o auxilio de um
escalpe introduzido no ventriculo esquerdo (apds a secgao do diafragma e
rebatimento do gradil costal) a infusdo se iniciou e o atrio direito foi seccionado para
permitir a saida de sangue e a substituicdo pelo fixador. Sendo comprovada a
eficacia da fixacao pela rigidez do animal e palidez dos érgéaos foi iniciada a infusao
de sacarose a 20% e a 30% em tampéao fosfato (0,1M, pH 7,4). Ao final das
infusGes o cérebro do animal foi dissecado e deixado em sacarose a 30% por pelo

menos 24 horas.
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3.3.2 — Obtencdo do tecido

Apos o procedimento de perfusao, os cérebros foram retirados e imersos em
solugdo de sacarose 30% em tampao fosfato (0,1M — pH 7,2), para crioprotegao,
por um periodo variavel de 3 a 7 dias, em ambiente refrigerado (4°C). Os cérebros
foram, individualmente, colocados em um suporte de aluminio para cortes em
criostato e congelados em nitrogénio liquido (-196°C), na presenca de meio de
inclusdo aquoso (OCT — Sakura Finetek, Torrance, CA). Cortes transversais de
40um foram obtidos em criostato, a temperatura entre -19°C e -21°C e colhidos em
ldminas de vidro, previamente tratadas com poli-L-lisina (Sigma P-2636) diluida em
agua destilada (0,2 mg/mL) por duas vezes e postas em estufa (60°C) para secar. O
procedimento de obtengao dos cortes no criostato foi feito de modo a cada lamina
conter 3 fatias de cérebro nas coordenadas entre interaural 6,2mm/ bregma -2,8mm
a interaural 4,7mm/ bregma -4,3mm (Paxinos e Watson, 1982), sendo mantido um
intervalo de 5 fatias entre os cortes da mesma lamina, de modo a evitar que uma
mesma lamina contivesse células repetidas. As laminas eram identificadas,
mantidas em temperatura ambiente por 24 horas e, apos, armazenadas em freezer

a temperatura de -20°C.

3.4 — Quantificacdo de células hipocampais

3.4.1 — Marcacéao celular com DAPI

Laminas contendo fatias de cérebro dos diferentes grupos estudados foram
lavadas uma vez com solugao tampao fosfato salina (PBS) e tratadas com DAPI (4,

6-diamidino-2-fenilindol) em concentragdo de 1mg/mL, um marcador fluorescente e
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especifico de DNA, por 2,5 minutos em caixa de acrilico escura e protegida da luz.
Em seguida, as laminas foram novamente lavadas com PBS por uma vez,
montadas com N-propil galato 0,2M em PBS pH 7,2 e guardadas dentro de caixas
envolvidas por aluminio. Por meio de camera digital (Nikon Coolpix995) acoplada ao
microscopio de fluorescéncia (Zeiss Standard 20), com aumento de 10x e foco de
3,6, foram obtidas fotos do giro denteado e das areas CA1 e CA3 dos hipocampos
em cortes dos diferentes grupos (n=3; total de fatias para cada grupo = 9). Com a
utilizagcdo do programa Image Proplus 4.0, uma amostra de oito campos de 100
um?/cada foi contada em cada foto das regides do giro denteado, CA1 e CA3, por
um pesquisador cego ao experimento. Apds a obtencao das fotos, as laminas foram
re-colocadas em caixas protegidas da luz e guardadas em freezer a temperatura de

-20°C.

Foram utilizados cérebros de 3 animais de cada grupo (controle e CAC), com

contagem de 10 cortes de hipocampo por animal.

3.5 — Neurogénese hipocampal

3.5.1 — Administracdo de BrdU

Os animais pertencentes aos dois grupos (controle e CAC; n = 6/ grupo)
receberam injecdes intraperitoneais de BrdU na concentragédo de 50 mg/ kg. O BrdU
foi diluido em NaOH 7mM e administrado em solu¢gdo a 10mg/ml. As inje¢des foram

diarias, por 7 dias pela manha e os ratos foram sacrificados a tarde do sétimo dia.
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3.5.2 — Processamento imunohistoqguimico

O termo imuno-histoquimica refere-se a técnica utilizada para localizar uma
substancia em uma preparagao histoldégica por meio de um anticorpo especifico
que a reconheca. A reacgao resultante da interacdo antigeno-anticorpo pode ser
visualizada por meio da conjugagao desse anticorpo com um marcador, que pode
ser um metal, um composto fluorescente ou uma enzima. Nesse trabalho, foram

utilizados marcadores fluorescentes e enzimaticos.

3.5.3 Imuno-histoquimica para BrdU

As laminas contendo os cortes foram descongeladas a temperatura
ambiente. A imuno-histoquimica para a deteccdo do BrdU recebeu um pré-
tratamento do tecido para desnaturar o DNA. As laminas foram aquecidas a 37°
C, primeiramente em agua destilada por 10 minutos, depois em uma solug¢ao de
HCI 2N por 30 minutos e por fim em uma solugdo de tampao borato (0,1M, pH
8,5) por dez minutos. Os cortes foram entdo expostos a uma solugédo de peroxido
de hidrogénio a 3% em solugao salina tamponada (PBS) por 30 minutos, a fim de
bloquear marcagdes de peroxidase enddgena. Apds este procedimento foram
realizadas lavagens das laminas com PBS trés vezes em intervalos de 5 minutos.
Passou—se para a pré-incubagdo com albumina de soro bovino (BSA) a 5% em
PBS adicionado de Triton X-100 a 0,25% (PBST) por uma hora com o intuito de

se bloquear possiveis sitios antigénicos que poderiam ser reconhecidos pelo
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anticorpo secundario. Em seguida, os cortes foram incubados por 24h com o
anticorpo primario diluido em PBST. Em nosso trabalho foi utilizado o anticorpo
anti-BrdU Amersham produzido em camundongo na diluicdo de 1:1000 em

DNAse propria para esta diluicio.

Apds o periodo de incubagao, os cortes foram lavados com PBS por trés
vezes a um intervalo de 5 minutos, e incubados com um anticorpo secundario
Alexa 488 anti-lgG de camundongo diluido em PBST (1:200), por trés horas,

protegidos da luz.

Posteriormente, novas trés lavagens por 5 minutos com PBS foram feitas e
novamente os cortes foram lavados com tampao fosfato 0,1M e montados com
laminulas em N-propil galato (0,2M, pH7,2). Nos experimentos controles da
reagao imunolégica, apenas o anticorpo primario € omitido, enquanto todo o
restante do procedimento € o mesmo. As laminas foram quantificadas em

microscopio Optico Zeiss em objetiva de 40X.

O numero de células imunorreativas ao BrdU na camada subgranular foi
quantificado em nove secgdes coronais de cérebro contendo o giro denteado com

intervalos de seis secgdes entre elas.
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3.5.4 — Processamento imunohistoquimico para doublecortina

O procedimento imunohistoquimico para a doublecortina foi realizado
utilizando-se a pré-incubagcdo com o soro de albumina bovino (BSA) a 5% em PBS
adicionado de Triton X-100 a 0,25% (PBST) por uma hora. Incubagéo por 24h com
o anticorpo primario anti-DCX (Santa Cruz) na diluigdo de 1:200 em PBST e como
secundario Cy3 anti-cabra diluido em PBST (1:200), por trés horas, protegidos da
luz. Para melhor quantificagcdo, foi utilizado o secundario anti-cabra biotinilado
diluido em PBST (1:200 — Vector) seguido pela lavagem com PBS e posterior
incubacdo com o composto avidina-biotina conjugado a peroxidase (Vector), na
diluicdo de 1:50 em PBST, por mais uma hora. Depois de mais trés lavagens por 5
minutos com PBS foi iniciada a revelacdo da peroxidase através do cromdgeno
(SG) diluido em PBS que promove a formagéo de um precipitado de coloragéo azul.
Apoés aproximadamente dez minutos e sob prote¢cdo da luz, os cortes foram entéo
lavados com PBS. As laminas foram montadas em glicerol tamponado e
fotografadas em microscopio éptico Zeiss com objetiva de 40X.

O numero de células imunorreativas a DCX na camada subgranular foi
quantificado em nove secgdes coronais de cérebro contendo o giro denteado com

intervalos de cinco secgdes entre elas.

Neste procedimento foram utilizados 6 ratos machos (3 ratos para cada

grupo).
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3.5.5 — Coloracdo com vermelho neutro

Cortes obtidos segundo o mesmo protocolo utilizado para processamento
imunohistoquimico foram imersos em tampao acetato 5% por cinco minutos e, em
seguida, imersos em solugcdo de vermelho neutro 1% por 1 minuto. Apds, foram
novamente imersos em tampao acetato 5% para retirada do excesso da solucao
anterior, por aproximadamente 10 minutos, e mantidos em temperatura ambiente por
24h. Foram, entdo, imersos em alcool etilico absoluto por 5 minutos e, em seguida,
em xilol por 1 minuto. Finalmente, as laminas foram montadas em Entellan (Neu/

Merck).

Foram utilizados cérebros de 3 animais de cada grupo, com contagem de 10

cortes de hipocampo por animal.

3.7 — Analises Estatisticas

Todos os dados foram analisados no programa Graph Prism 4.0, utilizando-
se o teste t de Student para amostras nao-pareadas. Todos os resultados estido
expressos como média = erro padrao da média. As analises histolégicas estdo
expressas em mm?®, segundo calculo obtido a partir da espessura do corte analisado
(Silveira, 2008). Dessa forma, se em um campo foram contadas 9 células e se o

corte tem 40pm, a estimativa de células por mm? foi obtida de acordo com o calculo:

9 células - 40um

x células - 1000um = 225 células/mm?®
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RESULTADOS

4.1 Testes Comportamentais

4.1.1 Labirinto em cruz elevado

O LCE é um dos testes mais utilizados para a avaliacdo do medo inato,
identificado a partir do numero de entradas nos bragos abertos do labirinto, bem
como do tempo que o animal gasta nesses bragos, e de comportamentos como
levantar-se (rearing) e taxas de defecagao. Os parametros utilizados nesse trabalho
correspondem aos dois primeiros e os resultados estdo expressos como média +
média do erro padrao. Quanto ao numero de entradas nos bragos abertos do LCE,
a comparagao entre os grupos mostra que cariocas com alto congelamento (CAC)
apresentam diferenga significativa neste parametro, indicando maior ansiedade em
relacdo ao grupo controle (6,83 £ 1,40 CTRL; 3,44 + 0,72 CAC ; p<0,05), conforme

mostra o grafico 1:

LCE

CTRL CAC

N° de entradas nos bracos abertos

Grafico 1: Numero de entradas nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado (LCE). [JCTRL=
grupo controle (n=12); [ ] CAC = cariocas com alto congelamento (n=16); p<0,05.
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Esse dado é um indicativo de maiores niveis de ansiedade no grupo
experimental, e a analise da porcentagem do tempo em que 0s animais passam
nesses bragos abertos confirma a indicacdo de maior ansiedade. Assim, a
comparagao entre os grupos mostra que cariocas com alto congelamento (CAC)
passam significativamente menos tempo nos bragos abertos do LCE, indicando
maior ansiedade em relagédo ao grupo controle. (35,81% + 4,52 CTRL; 23,82% +

3,41 CAC; p<0,05), conforme registrado no grafico 2:

LCE
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Grafico 2: Porcentagem do tempo gasto nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado (LCE).
] CTRL = grupo controle (n=12); [] CAC = cariocas com alto congelamento (n=16); p<0,05.

O teste do LCE também permite a avaliacdo da atividade locomotora dos
animais, medida a partir do numero de entradas nos bracos fechados do labirinto. A
comparagao entre os grupos mostra que cariocas com alto congelamento (CAC)
nao apresentam diferengas significativas com relagdo ao grupo controle no
comportamento analisado (10,42 + 0,88 CTRL; 7,94 + 0,94 CAC; p>0.05), conforme

mostrado no grafico 3:
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Gréfico 3: Numero de entradas nos bragos fechados do labirinto em cruz elevado (LCE),
parametro indicativo de atividade locomotora.; [] CTRL = grupo controle (n=12); [] CAC =
cariocas com alto congelamento (n=16); p>0,05.

Interessantemente, as diferengas significativas identificadas no LCE quanto
ao numero de entradas nos bragos abertos e ao tempo gasto nesses bragos,
ambos parametros indicativos de niveis de ansiedade, ndo podem ser
explicados a partir da atividade locomotora dos grupos, tendo em vista que néo
houve diferenga significativa entre os mesmos no numero de entradas nos

bracos fechados do labirinto.

70



4.1.2 Interacao social

Conforme colocado anteriormente, o teste de interagcdo social permite
também a investigacdo do comportamento ansioso, por meio da analise do
tempo em que os ratos interagem com um parceiro desconhecido, tendo-se
como parametro que animais mais ansiosos tendem a apresentar menor
interacdo social. E interessante lembrar que a condigdo de interagdo é definida
como cheirar, seguir e chutar o parceiro, assim como montar e pular em cima do

parceiro.

Com relacdo ao tempo em que os animais exibem esses comportamentos
definidos como interativos, a comparagao entre os grupos mostra que os grupos
apresentam diferenga quanto ao tempo gasto em interagao social, tendo o grupo
carioca com alto congelamento (CAC) exibido menos tempo em
comportamentos caracteristicos de interagdo social quando comparado ao grupo
controle (212,00 + 27,19 CTRL; 70,33 £ 9,60 CAC; p<0.05), conforme pode ser

verificado no grafico 4:
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Grafico 4: Tempo gasto em comportamentos indicativos de Interagéo social. [] CTRL = grupo
controle (n=6 pares); [_] CAC = cariocas com alto congelamento (n=6 pares); p<0.05.

Ademais, o teste possibilita a identificacdo de possiveis alteragdes
locomotoras, que poderiam estar entre as causas de alteragdes na interacéo
social, e que podem ser medidas pela quantificacdo das vezes em que o animal
cruza as marcacgdes estabelecidas no fundo da arena. A comparacao entre os
grupos mostra que cariocas com alto congelamento (CAC) nao apresentam
diferengas significativas no comportamento analisado em relagdo ao grupo
controle. (101,30 = 14,59 CTRL; 71,83 = 11,22 CAC; p>0,05). Os resultados
acerca dessa atividade locomotora, conhecida como ambulagao, estdo descritos

no grafico 5:

72



Ambulacéo

125-
(73]
S 100+
o
£ 751 [
N
o
G 50+
(]
©
S, 25
0

CTRL CAC

Grafico 5: Ambulagéo. [] CTRL = grupo controle (n=6 pares); [] CAC = cariocas com alto
congelamento (n=6 pares); p<0,05.

Dessa forma, as alteracdes verificadas no comportamento de interacéo social
podem ser explicadas a partir das diferencas na manifestagcdo do tragco ansioso
do grupo experimental, ndo se devendo a uma alteragcdo na capacidade de

deslocamento.

Esses dados, em conjunto com aqueles verificados no LCE, sugerem
fortemente o trago ansioso como caracteristica da linhagem CAC, sem que seja
preciso a apresentacao prévia de estimulos aversivos para a manifestacao de

um perfil comportamental ansioso.
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4.1.3 Nado Forcado

Uma questado importante a saber ¢é identificar se o traco ansioso se manifesta
com algum outro componente emocional, como a depressao, ou se a selegdo da
linhagem CAC foi especifica para os alelos responsaveis pelos padrdées de medo e
ansiedade. Nesse sentido, foi utilizado o teste do nado forcado, em que os animais
sdo colocados em um cilindro contendo agua e o tempo em que exibem

comportamentos de fuga € indicativo de menor depresséo.

A comparacdo entre os grupos mostra que nao ha diferenga significativa
entre 0s mesmos quanto ao tempo gasto em comportamentos de fuga medido no
teste do nado forgado (483,10 + 13,31 CTRL,; 427,70 + 27,32 CAC; p>0,05), como

mostra o grafico 6:
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Grafico 6: Nado forcado. [] CTRL = grupo controle (n=9); [ ] CAC = cariocas com alto
congelamento (n=9); p>0,05.

74



4.1.4 Aprendizagem operante: labirinto em T

Com o objetivo de avaliar se o grupo CAC apresenta alteracbes em sua
memoria cognitiva, isto €, ndo-emocional, foi realizado o teste do labirinto em T. A
comparagao entre os grupos mostra que nao ha diferenca significativa entre os
mesmos quanto a porcentagem de acertos no labirinto em T (70,08 £ 2,76 CTRL;

78,13 £ 3,01 CAC; p>0,05), segundo mostra o grafico 7:

Labirintoem T
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Gréfico 7: Labirinto em T. ] CTRL = grupo controle (n=12); [l CAC = cariocas com alto congelamento
(n=12); p>0,05.
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4.1.5 Teste de reconhecimento de objetos

Para que a memdria nao-emocional fosse avaliada com mais consisténcia, o
teste de reconhecimento de objetos foi utilizado, em adicdo ao labirinto em T. A
comparagao entre os grupos mostra que ndo ha diferenga significativa entre os
mesmos quanto ao indice de reconhecimento (0,59 + 0,041 CTRL; 0,53 = 0,08

CAC,; p>0,05), como mostra o grafico 8:
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Gréfico 8: Reconhecimento de objetos — indice de Reconhecimento de Objetos. O cTRL = grupo
controle (n=12); [] CAC = cariocas com alto congelamento (n=12); p>0,05.

Tampouco os grupos diferiram significativamente com relagdo aos indices de
exploracao (e1: tempo gasto explorando ambos os objetos familiares: 39,92 + 8,21
CTRL; 23,50 £ 4,46 CAC; e2: tempo gasto explorando ambos os objetos: o familiar
e o novo: 25,92 + 4,61 CTRL; 23,75 + 4,44 CAC; p>0,05). Os graficos 9 e 10

ilustram a quantificacdo desses dois parametros:
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Grafico 9: Reconhecimento de objetos — Medida de Exploragdo de Objetos — e1 (tempo gasto
explorando ambos os objetos familiares). [[] CTRL = grupo controle (n=12); [] CAC = cariocas
com alto congelamento (n=12); p>0,05.
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Grafico 10: Reconhecimento de objetos — Medida de Exploragdo de Objetos — e2 (tempo gasto
explorando ambos os objetos: o familiar e o novo). [] CTRL = grupo controle (n=12); [] CAC =
cariocas com alto congelamento (n=12); p>0,05.

Assim, nao foi observada diferenga significativa quanto aos niveis de
exploracado dos objetos, tanto de novos quanto de familiares, e quanto ao indice de
reconhecimento, o qual é fungdo do tempo de exploragado dos objetos, confirmando

que a linhagem CAC apresenta a memoéria nao-emocional inalterada.
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4.2 Avaliacdes histolégicas

4.2.1 Anédlise qualitativa do tecido hipocampal

Conforme descrito anteriormente, a formag¢ao hipocampal € composta por
setores com camadas celulares, conhecidos como giro denteado (GD) e regides
CA1 e CA3. Por meio de coloracdo com DAPI, foi possivel verificar que o tecido do
hipocampo dorsal do grupo CAC encontra-se preservado, sem alteragdes
qualitativas em nenhuma das trés regides mencionadas. A figura 17 mostra secgdes

de 40um de GD, CA1 e CAS:

50um 2 50um

Figura 17: Analise qualitativa do tecido hipocampal dorsal (secgbes de 40um
controle (n=3); J CAC = cariocas com alto congelamento (n=3).

). " CTRL grupo
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4.2.2 Quantificacdo de células hipocampais

Para a analise quantitativa de células das trés regides hipocampais (giro
denteado, CA1 e CA3), foi utilizada a marcagdo com DAPI e posterior contagem de
imagens extraidas do microscopio. Nao houve diferenca significativa entre os
grupos em nenhuma das regides hipocampais analisadas (GD: 3136,00 + 50,74
CAC; 3008,00 *+ 43,59 CTRL; CA1: 2431,00 + 48,49 CAC; 2419,00 + 44,79 CTRL;
CA3: 2207,00 + 43,24 CAC; 2248,00 + 58,46 CTRL; p>0,05), conforme mostrado

nos graficos 11, 12 e 13:
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Grafico 11: Contagem de células marcadas com DAPI no hipocampo, especificamente, no giro
denteado de ratos controles e de ratos da linhagem cariocas com alto congelamento (CAC). []
CTRL = grupo controle (n=3); [ ] CAC = cariocas com alto congelamento (n=3); p>0,05.
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Grafico 12: Contagem de células marcadas com DAPI no hipocampo, especificamente, na area
CA1 de ratos controles e de ratos da linhagem Cariocas com alto congelamento (CAC). [ ]JCTRL

= grupo controle (n=3); [] CAC = cariocas com alto congelamento (n=3); p>0,05.
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Grafico 13: Contagem de células marcadas com DAPI no hipocampo, especificamente, na area
CA3 de ratos controles e de ratos da linhagem cariocas com alto congelamento (CAC). [JCTRL

= grupo controle (n=3); [] CAC = cariocas com alto congelamento (n=3); p>0,05.
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4.3 Imuno-histoquimica para BrdU

Para investigar se havia diferengas nos niveis de proliferagdo celular no giro
denteado dos grupos estudados, foram efetuadas inje¢ées intra-peritoneais de BrdU
e, apos a obtencao de secgdes coronais do hipocampo dorsal (40um), foi realizada
imuno-histoquimica para essa molécula, conforme protocolo descrito anteriormente.
Comparacéao entre os grupos mostra que o grupo CAC apresenta significativamente
menos células BrdU*/ mm® quando comparado ao grupo controle (281,80 + 68,76
CTRL; 145,20 + 13,21 CAC; p<0,05), conforme mostra o grafico 14 e ilustra a figura

18:
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Grafico 14: Numero de células marcadas para BrdU/ mm®. [[]CTRL = grupo controle
(n=6); [ CAC = cariocas com alto congelamento (n=6); p<0,05.
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Figura 18: Imuno-histoquimica para BrdU em secg¢bes de 40um do giro denteado do hipocampo
dorsal. Setas apontam células BrdU*. [O] grupo controle; [] grupo CAC.

4.4 Imuno-histoquimica para doublecortina

Uma vez identificada a menor proliferagao celular no giro denteado do grupo
CAC, procedeu-se a imuno-histoquimica para doublecortina em fatias cerebrais de
ambos os grupos, com o objetivo de identificar se esses niveis de proliferacao
corresponderiam a niveis de proliferagao neuronal. A comparagao entre 0s grupos
mostra que o grupo CAC apresenta significativamente menos células marcadas
para doublecortina/ mm?® quando comparado ao grupo controle (550,00 + 47,97

CTRL; 206,30 £ 40,96 CAC; p<0,05), conforme ilustrado no grafico 15:
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Grafico 15: Numero de células marcadas para doublecortina/ mm®. [JCTRL = grupo controle
(n=3); [ CAC = cariocas com alto congelamento (n=3); p<0,05.

A figura 19 mostra a marcagao para doublecortina em secgdes coronais de

40um do giro denteado dorsal:

Figura 19: Imuno-histoquimica para DCX. [] grupo controle; [] grupo CAC.

Assim, de fato foi observada menor quantidade de células marcadas no grupo

experimental. Esta pode ser uma evidéncia de que esse grupo exibe reduzida
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neurogénese em relagao ao grupo controle, hipétese que necessita ser confirmada

a partir, por exemplo, de dupla marcacao para BrdU e DCX.

Foi analisada, adicionalmente, a quantidade de células DCX" nos trés estagios
descritos por Plimpe et al. (2006), referidos aqui como 1, 2 e 3. Como mostram os
graficos 16, 17 e 18, a comparagao entre os grupos mostra que o grupo CAC e o
grupo controle ndo apresentam diferengcas quanto ao numero de células marcadas
para doublecortina/ mm?® classificadas, respectivamente, como estagio 1 (3,20
0,63 CAC; 3,44 + 0,35 CTRL; p>0,05); estagio 2 (4,04 + 0,96 CAC; 3,19 + 0,36
CTRL; p>0,05) e estagio 3 (0,93 + 0,33 CAC; 1,54 + 0,47 CTRL; p>0,05):
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Grafico 16: Numero de células marcadas para doublecortina/ mm?® no estagio 1. CICTRL = grupo
controle (n=3); [[] CAC = cariocas com alto congelamento (n=3); p>0,05.
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Grafico 17: Nimero de células marcadas para doublecortina/ mm?® no estagio 2. [] CTRL =
grupo controle (n=3); [] CAC = cariocas com alto congelamento (n=3); p>0,05.
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Grafico 18: Numero de células marcadas para doublecortina/ mm® no estagio 3. [] CTRL =
grupo controle (n=3); [] CAC = cariocas com alto congelamento (n=3); p>0,05.

Esses dados mostram que, embora em menor quantidade total, os neurdnios
imaturos do giro denteado dos animais CAC nao diferem quanto aos do grupo
controle com relacdo ao estagio de maturagdo. Dessa forma, embora haja
marcagao reduzida para DCX, parece nao haver variagbes quanto aos estagios de

desenvolvimento das células marcadas.
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4.5 Coloracao para vermelho neutro

Com o intuito de verificar se a menor expressao de BrdU e de doublecortina
no grupo CAC se devia a uma maior taxa de morte celular e ndo a um reduzido
nivel de neurogénese, foi feita coloragdo com vermelho neutro, a partir da qual é
possivel identificar nucleos picnéticos, indicativos de células em apoptose
(Guimaréaes e Linden, 2000). A analise qualitativa dos cortes nao revelou diferencas

significativas entre os grupos, conforme mostrado na figura 20:

Figura 20: Marcagao para vermelho neutro em secg¢des de 40um do giro denteado dorsal. Seta indica
marcagao de nucleo picnético. [] grupo controle; [] grupo CAC.
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DISCUSSAO

A capacidade de um organismo avaliar estimulos e emitir respostas
adaptativas a eles € um dos processos mais importantes para a sobrevivéncia em
condigdes ambientais em mudanga continua e, muitas vezes, hostis (Landgraf e
Wigger, 2002). A ansiedade é um trago complexo que foi conservado durante a
evolugao por sua finalidade de possibilitar aos animais a avaliagdo de situacdes
potencialmente perigosas e, portanto, aumentar suas chances de sobrevivéncia
(Neumann et al., 1998). Os estados ansiosos em humanos caracterizam-se por
comportamento de evitagdo e por uma tendéncia a perceber estimulos
ameacadores (Crestani et al., 1999). Os processos de atengdao e de memoria sao
aumentados e situagdbes ambiguas sao interpretadas como potencialmente

perigosas (Eysenck, 1992).

A analise dos substratos neurais da ansiedade e do medo esta, em sua maior
parte, baseada na investigagdo, em animais, da inibigdo comportamental induzida
por estimulos aversivos naturais ou aprendidos (Phillips e LeDoux, 1992; Rogan e
LeDoux, 1996). Embora trabalhos anteriores tenham investigado linhagens de
animais desenvolvidas a partir de diferentes testes comportamentais para o fenétipo
emocional, como para o campo aberto (Broadhurst, 1962), para a esquiva ativa
(Bignami, 1965) e para o labirinto em cruz elevado (Liebsch, 1998; Landgraf e
Wigger, 2002), ainda ndao haviam sido desenvolvidos estudos acerca de alteragdes
neuroenddcrinas, comportamentais e neurogénicas provocadas pela selegdo de

ratos a partir de condicionamento aversivo.
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A avaliagdo do comportamento e de aspectos fisioldgicos relacionados ao
medo/ ansiedade torna-se fundamental para que uma linhagem possa ser
considerada um modelo adequado para os estudos dessas psicopatologias.
Segundo Landgraf e Wigger (2003), um fendtipo de medo/ ansiedade deveria
apresentar aspectos relacionados a comportamentos, estratégias de enfrentamento
e parametros neuroenddcrinos caracteristicos dessas condigdes. Ampliando esses
parametros para aspectos neuroquimicos, este trabalho descreve e valida uma

linhagem para o estudo do medo condicionado.

Algumas criticas tém sido colocadas com relagéo ao uso de modelos animais
como forma de descrever condicbes complexas, tais como transtornos de
ansiedade e depressdo. Um dos argumentos é o de que os modelos animais
representam uma abordagem reducionista, pois nao seria possivel modelar
fielmente todos os aspectos de um transtorno comportamental complexo como a
ansiedade ou a depressao estudando-se tais aspectos em animais que ndo o
préprio homem (Leonardo e Hen, 2006). Segundo os autores, esses transtornos
envolvem emocdes e experiéncias que podem ser unicamente humanas. Ainda, ha
autores que argumentam que os quadros clinicos sao heterogéneos mesmo entre
seres humanos, e tentativas de estudar a base genética desses transtornos ou
modela-los diretamente em animais pode ser errébneo (Chakravarti e Little, 2003;
Charney et al., 2002). Por outro lado, se for levada em consideragao a contribuigao
dos estudos farmacolégicos em animais, que possibilitaram a comercializagdo de
medicamentos ansioliticos e antidepressivos a partir da testagem dessas drogas em
animais, vé-se que a utilizacdo de modelos animais na descricdo de patologias

neuropsiquiatricas apresenta valor académico e terapéutico. Embora técnicas de
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estudo nao-invasivas em humanos estejam sendo amplamente desenvolvidas,
como as de neuroimagem, estas ainda ndo permitem a analise de aspectos
moleculares importantes, como a expressao de neurotransmissores, de enzimas, de
receptores e de transportadores, assim como de niveis de neurogénese, abordados
aqui. Uma vez que um conhecimento mais aprofundado dos mecanismos
neurobiolégicos subjacentes a emocionalidade considerada normal e aquela
considerada patolégica podem resultar em abordagens terapéuticas mais eficazes
(Wigger et al., 2004), percebe-se a relevancia de tais modelos. Tendo em vista,
assim, que a experiéncia humana em transtornos psiquiatricos nao é facilmente
acessivel para estudos neurobioldgicos, uma variedade de modelos animais tem
sido desenvolvida para mimetizar determinadas condi¢gdes psicopatoldgicas
(Overstreet et al., 1992; Driscoll et al., 1998; Escorihuela et al., 1999). Nesse
contexto, o presente trabalho pretendeu preencher uma pequena lacuna no enorme
vazio que ainda existe no entendimento de condicdes complexas, como o medo e a
ansiedade. Dessa maneira, o objetivo deste trabalho foi, em linhas gerais,
estabelecer o fendtipo comportamental de uma linhagem de ratos selecionados
para o medo condicionado e identificar alguns correlatos neuroquimicos (como a
neurogénese hipocampal) a esses comportamentos que, como resultado, seriam

exibidos naturalmente pelos animais (Landgraf e Wigger, 2002).

O teste de nado forcado de Porsolt, utilizado na identificacdo de
comportamento depressivo, ndo indicou haver diferengas entre os grupos. Este
dado corrobora a consisténcia do modelo da linhagem estudada como paréametro
para estudo de medo/ ansiedade, uma vez que tracos relativos a outros fenétipos,

como o de depressao, ndo foram selecionados em concomiténcia. Landgraf e
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Wigger (2003) ressaltam a importancia deste aspecto, ao colocarem que um modelo
animal particular deve ser capaz de capturar um sintoma ou um mecanismo
especifico da psicopatologia estudada, sem modelar outros processos ou fungdes.
Segundo Gorman (1996), ha um alto grau de co-morbidade entre transtornos de
ansiedade e depressao, com taxas de co-ocorréncia de mais de 60%, o que mostra
ser a co-morbidade entre ansiedade e depressdo mais a regra do que a excegao.
Esse dado corrobora a consisténcia dos resultados do presente trabalho, pois se
pode inferir que, mesmo com grande probabilidade de co-ocorréncia de
caracteristicas ansiosas e depressivas, o modelo aqui utilizado mostrou-se capaz
de ser considerado um modelo ligado particularmente ao fenétipo de ansiedade/
medo. Ainda, o presente trabalho mostra que, embora haja elevado indice de co-
morbidade entre ansiedade e depressdo, os dois sistemas parecem ser
biologicamente distintos, 0 que estaria em acordo com a hipotese de etiologias
distintas entre os dois quadros (Angst et al., 1990). Os resultados aqui
apresentados encontram-se em desacordo com algumas linhagens que,
selecionadas por algum traco de ansiedade, também sao diferentes quanto ao
controle e a grupos experimentais menos ansiosos no que diz respeito ao teste de
depressao (Liebsch et al., 1998; File et al., 1999; Landgraf e Wigger, 2002). Por
outro lado, os dados do presente trabalho encontram-se em consonancia com
aqueles de Ho et al. (2002), que utilizaram ratos Wistar selecionados pelo
paradigma do labirinto em cruz elevado e ndo encontraram diferenga entre a
linhagem de alta ansiedade e a de menor ansiedade (mais proxima ao
comportamento de grupos controle) no que diz respeito ao teste de nado forgado.

Assim, pode-se afirmar que o modelo por nds estudado pode ser considerado um
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bom preditor de manifestacbes comportamentais em modelos de avaliagdo de

ansiedade, mas nao pode ser considerado um modelo de estudo para depressao.

Por outro lado, os testes de ansiedade utilizados neste trabalho revelam
dados consistentes para a validagédo da linhagem CAC como uma linhagem de ratos
com maior resposta de medo/ ansiedade, além daquela ja definida por Gomes e
Landeira-Fernandez (2008). No teste do labirinto em cruz elevado, o numero de
entradas e o tempo gasto nos bragos abertos sédo considerados indices de
ansiedade, com baixos niveis de entrada e de permanéncia nesse braco indicando
maiores niveis de ansiedade e vice-versa (Johnston e File, 1991; Pellow et al.,
1985). No presente trabalho, de fato a linhagem CAC apresentou menos tempo e
menos entradas nos bragos abertos, quando comparado ao controle. O padrao
comportamental ansioso também foi observado no teste de interacdo social, onde
os ratos CAC passaram significativamente menos tempo em comportamentos
interativos com seus pares, indicando maior ansiedade, conforme foi também
observado por Landgraf e Wigger (2002) com linhagem de ratos selecionados para

alta resposta de ansiedade no labirinto em cruz elevado.

Um problema normalmente destacado por autores que trabalham com testes
comportamentais de ansiedade baseados no comportamento exploratorio € o de
que situagdes nao relacionadas a ansiedade podem alterar a atividade locomotora
(Rodgers et al., 1997) e comprometer a interpretagdo dos dados comportamentais.
Esse néo parece ter sido o caso dos experimentos relatados no presente trabalho.
Interessantemente, a diferenga no tempo e no numero de entradas nos bracos

abertos do LCE, bem como no comportamento social da linhagem CAC, nao pode
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ser atribuida a diferencas na atividade locomotora dos animais, pois tanto a
quantidade de entradas nos bracos fechados do labirinto em cruz elevado quanto a
ambulagcdo medida na arena do teste de interagdo social ndo revelaram ser
diferentes entre os grupos. Assim, os resultados dos testes de avaliagdo de
comportamento ansioso, como o labirinto em cruz elevado e o teste de interagao
social, revelam que a linhagem utilizada exibe fenétipo comportamental relacionado
a ansiedade significativamente diferente em comparagédo ao grupo controle, sendo,
portanto, a diferenga comportamental entre a linhagem CAC e o grupo controle um
traco estavel e robusto em outras situacbes de conflito que evocam medo e
ansiedade, e ndo uma manifestagcdo comportamental observavel apenas no teste
utilizado como critério de sele¢ao (Henniger et al., 2000). Os resultados do labirinto
em cruz elevado e do teste de interacado social confirmam, portanto, as diferencas

comportamentais entre a linhagem CAC e o grupo controle.

Tendo em vista que a avaliacdo emocional de uma situacdo nova e a
estratégia de enfrentamento utilizada podem depender também de fungdes
cognitivas (Neumann et al., 1998), foi investigada a hip6tese de que poderia haver
alteragdes na memodria ndo-emocional e no aprendizado da linhagem CAC em
relacdo ao grupo controle. Para isso, foram utilizados os testes do labirintoem T e
do reconhecimento de objetos. A tarefa de reconhecer objetos tem sido amplamente
utilizada como modelo para a investigagdo dos mecanismos neurobiolégicos da
aprendizagem e da memoria (de Lima et al., 2005). Interessantemente, ndo foram
observadas diferengas nos indices obtidos nesse teste nem na porcentagem de
acertos no labirinto em T, entre os grupos controle e experimental, indicando que os

sistemas de memoaria selecionados na obtengao da linhagem CAC restringiram-se
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ao sistema de memadria emocional. Ademais, ainda que sejam propostas evidéncias
de que aspectos emocionais e cognitivos sao fendbmenos estreitamente
relacionados (Landgraf e Wigger, 2002), os presentes dados sugerem que modo de
funcionamento do sistema emocional independe daquele apresentado pelo sistema

cognitivo.

O hipocampo foi a estrutura neural escolhida para a efetuacdo das analises
histolégicas de marcagao e contagem de células. Essa escolha se deu tendo como
base o envolvimento do hipocampo nos processos de avaliacdo de riscos — o
componente cognitivo da memadria emocional — e de exibicdo do comportamento de
congelamento em resposta a ameacas potenciais inatas e a estimulos
condicionados (Brandéo et al., 2008). Optou-se, mais especificamente, por analisar
a histologia e a neurogénese do hipocampo dorsal, tendo em vista o envolvimento
dessa porcdo hipocampal na modulagdo das respostas ansiosas, conforme
proposto por Gonzalez et al. (1998b), por meio da demonstracdo de efeitos
ansioliticos no teste de interagcdo social apds estimulacdo dos sitios para
benzodiazepinicos nos receptores GABAas do hipocampo dorsal. Ainda, essa
escolha foi embasada pelos dados de Rezayat et al. (2005), que mostraram a
interacdo de GABA e do peptideo colecistocinina na modulacdo da ansiedade
medida no LCE apds inje¢des de doses de agonistas e de antagonistas de ambos
0s neurotransmissores na porg¢ao dorsal do hipocampo. Nazar et al. (1999) também
apontam para o hipocampo dorsal como uma das areas centrais para a interacao
entre GABA e 5-HT na interagdo do comportamento emocional de ratos ao observar
que, quando injetada nessa regiao hipocampal, a picrotoxina, um antagonista nao-

competitivo do receptor GABAa, atenua o efeito ansiolitico causado pela deplecao
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de serotonina. File et al. (1999) também relatam que a linhagem HDS (selecionada
para alta sensibilidade a resposta hipotérmica induzida pelo agonista
serotoninérgico 8-OH-DPAT) apresenta reduzidos escores no teste de interagao
social devido, pelo menos em parte, ao funcionamento anormal dos receptores 5-
HT1a no hipocampo dorsal dos animais. Kjelstrup et al. (2002), por sua vez,
mostram que essa regidao hipocampal esta envolvida no medo condicionado, uma
vez que lesdes nessa area impedem o condicionamento contextual do medo,
modelo utilizado no presente trabalho para a selecdo dos animais CAC. Por outro
lado, esse grupo mostra que lesdes no hipocampo ventral alteram as respostas de
medo incondicionado no LCE, implicando essa por¢ao do hipocampo na ansiedade.
Uma vez que o presente trabalho mostra que a linhagem CAC apresenta fenétipo
ansioso em testes de medo incondicionado — como o LCE e o teste de interacéo
social — é plausivel hipotetizar que também a area ventral do hipocampo desses
animais possa apresentar alteracbes que contribuam para o esclarecimento das
diferencas neurobiolégicas entre cérebros mais e menos propensos a exibirem

respostas de medo e de ansiedade, o que depende ainda de confirmacao.

De toda forma, a analise qualitativa do tecido hipocampal, especificamente
do giro denteado e das areas CA1 e CA3 do hipocampo dorsal, dos animais do
grupo CAC ndo se mostraram alteradas com relagdo ao controle, entendendo-se,
dessa forma, que a selegdo da linhagem n&o provoca danos ao tecido como um
todo. A quantificacdo das células nas trés areas hipocampais mencionadas
tampouco revelou alteragbes entre os grupos, sugerindo que, se houvesse
diferencas no hipocampo dos animais conforme hipotetizado, estas ocorreriam em

niveis mais moleculares da estrutura. Dando continuidade a investigagcao, optou-se
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por proceder a experimentos para avaliacdo de neurogénese, por meio da injegao
de BrdU e posterior imuno-histoquimica para essa molécula e para DCX, um
marcador de proliferacdo neuronal. Assim, tendo em vista que a ocorréncia de
neurogénese no hipocampo sugere que a formagdo de novos neurbnios exerca
algum papel nessa estrutura (Gould et al., 1999) e considerando-se o envolvimento
do hipocampo no condicionamento do medo (Shors et al., 2002), o presente
trabalho teve como um de seus objetivos investigar a neurogénese hipocampal de
ratos selecionados para o aprendizado do medo — linhagem CAC — e compara-la
aquela apresentada pelo grupo controle. Isso foi feito por meio de 1 injecéo diaria
de BrdU durante uma semana, seguido de processamento imunohistoquimico para
BrdU, como marcador de células em proliferacdo, e para doublecortina, como
marcador de neurdnios. Foi encontrado que esses indicadores de neurogénese no
grupo experimental encontram-se reduzidos quando comparados ao grupo controle,
e a marcacao com vermelho neutro mostrou que esses niveis reduzidos nao podem
ser explicados por maiores indices de morte celular. Em contrapartida, Cuppini et al.
(2006) verificaram que a redugao da neurogénese em ratos de idade avangada nao
leva a alteracbes no condicionamento do medo nesses animais. Os autores
sugerem, dessa forma, uma independéncia entre o condicionamento dependente do
hipocampo e a redugdo da neurogénese devido a idade, defendendo que um
numero reduzido de novos neurbnios hipocampais € suficiente para o aprendizado
do medo. O presente trabalho, no entanto, mostra que a redu¢cdo da neurogénese
em animais adultos, mas ndo em idade avancada, parece estar fortemente
associada ao traco de medo. E possivel, dessa forma, que fatores diferentes
possam modular a associagao entre neurogénese e medo em animais de idade

avangcada e em animais ansiosos. Com relagdo ao presente trabalho, pode ser
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hipotetizado que um numero reduzido de neurbnios ndo apenas seja capaz de
tornar o animal CAC apto a exibir respostas de congelamento apds o
condicionamento, como também pode ser a condicdo para que a memoria do medo
seja mais forte, o que faz com que o sistema como um todo exiba fendtipo
comportamental mais ansioso. Em outras palavras, € possivel que alguns
parametros tenham sido selecionados como parte da circuitaria neural responsavel
pela exibicdo do fendtipo comportamental ansioso e possam interagir com a menor
neurogénese, resultando na circuitaria neural da linhagem CAC. Dessa maneira, é
possivel que alteragdes em sistemas de neurotransmissores ou no sistema
neuroenddcrino possam atuar junto a neurogénese reduzida, modulando a
representacdo da memoéria do medo de forma a torna-la mais forte, o que, por sua
vez, levaria os animais do grupo experimental a exibirem maiores respostas de
medo no teste de aprendizagem contextual aversiva. Outra hipétese seria a de que,
uma vez apresentando neurogénese reduzida, o sistema neural CAC exibiria
mecanismos compensatoérios, como maior expressao de espiculas dendriticas para
obtencdo de maior quantidade de contatos sinapticos nas vias envolvidas com a
memoria do medo (tais como a via hipocampo-amigdala), o que poderia ter como
um dos efeitos a aquisicdo de uma memodria do medo mais intensa. Essa
caracteristica, juntamente a possiveis alteragdes nos sistemas serotoninérgicos e
GABAérgicos, poderia afetar as vias do medo e da ansiedade, resultando no padrao
comportamental descrito no presente trabalho. E fundamental, por conseguinte, que
trabalhos futuros identifiquem essas possiveis alteracbes nos sistemas de
neurotransmissores, bem como a forma como elas interagem entre si na modulagao

das respostas de medo da linhagem apresentada.
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Ainda sobre a interagdo entre neurogénese hipocampal e medo
condicionado, Abrous et al. (2005) problematizam se déficits neurogénicos seriam a
causa ou a consequéncia de transtornos psiquiatricos e alteragdes
comportamentais. Assim, os autores propdem dois modelos: um em que o déficit
neurogénico resultaria de influéncias genéticas e ambientais que predisporiam o
individuo a desenvolver o transtorno em resposta a condicbes ambientais aversivas;
e um que se basearia no construto de que influéncias genéticas e ambientais
podem acarretar em um desenvolvimento cerebral alterado, resultando em
transtornos e no impedimento do curso normal da neurogénese, conforme ilustrado

na figura 17:

Causa ou Consequéncia

Déficit neurogénico Fenétipo vulneravel

Fenotipo vulneravel g
enotipo vulnerave Condigdes adversas/

Transtornos psiquiatricos

U U

Déficit comportamental/ . o
Transtornos psiauiatricos Déficit neurogénico

Figura 17: Déficit na neurogénese como causa ou como consequéncia de transtornos psiquiatricos.
Modificado e adaptado de Abrous et al. (2005).

E importante destacar que ndo se trata de modelos excludentes. Muitos

estudos mostram que condigdes ambientais adversas, como separagao maternal
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(Mirescu et al., 2004; Fabricius et al., 2008), irradiacdo (Warner-Schmidt et al.,
2008; Wojtowicz et al., 2008), bulbectomia olfatéria (Jaako-Movits e Zharkovsky,
2005), exposicdo a litio (Jaako-Movits et al., 2005) e experiéncias de medo
condicionado (Pham et al., 2005) diminuem a neurogénese e provocam alteragdes
comportamentais e emocionais, corroborando a segunda opg¢ao. No entanto, os
dados aqui apresentados ainda sao inconclusivos quanto a serem considerados
correspondentes a uma das respostas sugeridas. A avaliagdo da neurogénese em
diferentes idades, desde o desenvolvimento inicial, pode ser um dos caminhos que
apontem se os animais CAC mais provavelmente apresentam o déficit neurogénico
como causa ou como consequéncia do fenodtipo psiquiatrico. Ainda sobre o
desenvolvimento, é fundamental destacar que muitos estudos mostraram que o
comportamento maternal traz consequéncias duradouras para o comportamento de
ansiedade da prole (Gross e Hen, 2004), sendo um aspecto importante a ser
investigado no grupo CAC. Estudos de cross-fostering, por exemplo, mostraram que
ratos criados por maes que apresentam reduzido comportamento de lamber os
filhotes exibem mais comportamentos ansiosos do que aqueles criados por maes
que lambem mais a prole (Caldji et al., 1998). Quando criados por maes com
elevado comportamento de lamber, os filhotes das fémeas que exibem menos este
comportamento passam a apresentar menores indices de ansiedade. O inverso, no
entanto, ndo se revela verdadeiro, indicando que fatores genéticos ou do ambiente
intra-uterino das fémeas com alta taxa de comportamento de lamber conferem a
seus filhotes protecao contra efeitos adversos de cuidados maternais posteriores.
Dessa maneira, sinais intra e extrauterinos poderiam induzir modificacbes

estruturais e funcionais em circuitos de ansiedade. Essa interagao entre genética e
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ambiente no desenvolvimento inicial precisa ser investigada como um dos

mecanismos subjacentes ao comportamento ansioso do grupo CAC.

Mais especificamente sobre a neurogénese e a ansiedade, a literatura aponta
para uma relacado similar a encontrada neste trabalho. Em um modelo de isquemia
em camundongos, por exemplo, niveis de sobrevivéncia neuronal foram associados
a uma atenuacado da ansiedade medida no teste do campo aberto (Killic et al.,
2008), sugerindo que uma maior neurogénese implicaria em menores niveis de
ansiedade. Utilizando camundongos mutantes que expressam baixos niveis séricos
do fator de crescimento IGF-I, Trejo et al. (2008) também demonstraram que niveis
de neurogénese aumentados relacionam-se a ansiedade reduzida. Se for
considerado o inverso, isto €, que menores niveis de neurogénese implicariam em
maiores niveis de ansiedade, tem-se o que foi encontrado aqui. Interessantemente,
por meio da deplegao da forma longa do receptor TrkB para o fator neurotréfico
cerebral BDNF em camundongos, Bergami et al. (2008) revelaram nao apenas que
o comprometimento da neurogénese no animal adulto implica em maior nivel de
ansiedade, mas também que a expressdo desse receptor é requerida para a
organizagdo basica das conexdes sinapticas envolvidas na regulagdo do
comportamento relacionado a emocdo. Dessa maneira, o estudo da expressao
dessa proteina, bem como dos niveis de BDNF, na linhagem CAC podem contribuir
para a caracterizacdo do modelo aqui utilizado e para o melhor entendimento das
bases neurobioldgicas da ansiedade. Também contribuem para a evidéncia de
relacdo entre maior neurogénese e ansiedade reduzida os dados de Salam et al.
(2008), ao mostrarem menores niveis de ansiedade em medidas de estresse

induzido por hipertermia, em testes de interagao social e em algumas medidas do
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campo aberto associados ao exercicio, ja descrito como fator de estimulo a
neurogénese (Brown et al., 2003; Farmer et al., 2004). Finalmente, Ageta et al.
(2008) mostraram em camundongos transgénicos que a inibicdo de activina, um
membro da superfamilia de fatores de crescimento B que atua como hormdnio na
modulagdo da morfologia de espiculas dendriticas hipocampais (Fukazawa et al.,
2003; Shoji-Kasai et al., 2007), reduz a neurogénese pos-natal e aumenta o
comportamento ansioso em um teste de preferéncia por novas areas, o que torna
mais forte a evidéncia de que menores niveis de neurogénese relacionam-se a

maiores niveis de ansiedade.

E importante destacar, ainda, que comportamentos relacionados a ansiedade
representam fendmenos multifatoriais que, presumidamente, se devem a uma
heranga complexa, que envolve multiplos genes, fatores ambientais e epigenéticos
de forma ainda desconhecida (Finn et al., 2003; Van Praag, 2005). Uma vez que o
presente trabalho descreve o fenétipo comportamental e aspectos relacionados a
neurogénese da linhagem CAC, é interessante que trabalhos futuros possam
contribuir de forma a desvendar diferengas genéticas presentes no grupo. Entre as
propostas futuras de trabalho com a linhagem estudada esta, portanto, a
possibilidade de identificar polimorfismos e genes candidatos a estarem
diferentemente expressos no grupo experimental, por meio de técnicas como o
microarray. Outra proposta de trabalho consiste na investigacdo do sistema
GABAérgico da linhagem CAC. A ampla utilizagcdo de benzodiazepinicos como
farmacos ansioliticos, por meio da sua acédo de potencializar a funcéo inibitéria
mediada pelo receptor GABA,, contribui para a consolidagdo do envolvimento

desse sistema de neurotransmissdo nos processos de medo/ ansiedade, e a
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elevada densidade de sub-unidades do receptor GABAA no hipocampo de ratos
(Chen et al., 1999), bem como os efeitos ansioliticos no teste de interacdo social
provocados pela estimulacido dos sitios para benzodiazepinicos desses receptores
no hipocampo dorsal de ratos (Gonzalez et al., 1998b), podem embasar futuras
analises para melhor esclarecer os mecanismos neurobioldgicos hipocampais

subjacentes ao fendtipo ansioso da linhagem estudada.

Com relagcdo a parametros neuroendocrinos, a literatura tem mostrado um
estreito envolvimento do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) com a
manifestacdo de estresse, medo e ansiedade, conforme descrito anteriormente.
Dessa maneira, o nivel de atividade do eixo HPA tem sido utilizado como um dos
parametros a se observar em linhagens de ratos selecionados para a ansiedade
(Wigger et al., 2004) e, por isso, os niveis de corticosterona consistem em um dos
indices que merecem ser estudados futuramente no modelo CAC. Ratos de
linhagem mais ansiosa selecionada pelo labirinto em cruz elevado apresentam maior
secrecdo de ACTH (hormdnio adrenocorticotrofico) e de corticosterona, quando
comparados a ratos de linhagem menos ansiosa (Landgraf e Wigger, 2002; 2003).
Interessantemente, evidéncias significativas apontam que fatores ambientais no
desenvolvimento inicial estabelecem uma reatividade do eixo HPA que pode durar
por toda a vida, podendo ser transmitido epigeneticamente para geragdes
subsequentes (Gorman et al., 2002; Weaver et al., 2004). A maior resposta do eixo
HPA em ratos selecionados para alta resposta de medo incondicionado no labirinto
em cruz elevado (Landgraf e Wigger, 2002) parece sugerir que animais
hiperansiosos interpretam em excesso um mesmo estimulo, preferindo associacoes

negativas na avaliagao da qualidade emocional de um determinado cenario, o que
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também ocorre com pacientes psiquiatricos. A avaliagao dos niveis de corticosterona
em fémeas gravidas de linhagem selecionada para o medo incondicionado pelo
labirinto em cruz elevado revelou maiores taxas desse hormdnio no grupo de alta
ansiedade quando comparado ao grupo de baixa ansiedade (Neumann et al., 1998).
Essa pode ser uma das propostas futuras de analise da linhagem CAC, tendo em
vista a possivel contribuicdo dos niveis maternos desse hormbnio no
desenvolvimento dos circuitos cerebrais e na fenotipagem comportamental ansiosa

do grupo.

A replicagao dos experimentos realizados no presente trabalho em geracgdes
seguintes a S6 da linhagem CAC é também uma proposta que merece destaque, a
fim de que se possa monitorar possiveis alteracbes na expressao dos tragcos
descritos aqui de acordo com futuros cruzamentos. A manutencdo do fendtipo
caracterizado neste trabalho ou mesmo o aumento das diferengas entre CAC e
grupo controle sao critérios importantes para que as préximas geragdes do grupo

experimental possam ser consideradas linhagens ansiosas.

Por fim, tendo em vista que uma abordagem promissora deve enfocar a
geracao e o estabelecimento de linhagens de animais com maxima diferenga nos
comportamentos relacionados a ansiedade e com minima diferenca em outros
comportamentos e parametros fisioldgicos (Liebsch et al., 1998), espera-se que a
linhagem CAC possa vir a constituir um modelo robusto para o estudo das

condigdes ansiosas psicopatoldgicas.
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PERSPECTIVAS

Tendo em vista que foi verificada menor neurogénese hipocampal em animais
selecionados para o medo condicionado (grupo CAC) e considerando-se o
envolvimento dos neurotransmissores serotonina e GABA na mediagdo das

respostas emocionais relacionadas a ansiedade, pretende-se, no futuro:

1. Testar os grupos no labirinto aquatico de Morris para que a memoria espacial,
dependente do hipocampo, seja avaliada de forma mais consistente;

2. Confirmar os dados de morte celular por meio de novas coloragdes com
vermelho neutro ou por meio de métodos diversos, como o TUNEL,;

3. Verificar a expressao de proteinas relacionadas ao sistema serotoninérgico
(receptor 5-HT1,; transportador de serotonina — SERT) em amostras do
hipocampo dorsal e amigdala de animais CAC e controle, por meio de
western blot;

4. Verificar a expressdo de proteinas relacionadas ao sistema GABAérgico
(descarboxilase do acido glutdamico — GAD, enzima de sintese do GABA) em
amostras do hipocampo dorsal e da amigdala de animais CAC e controle, por
meio de western blot;

5. Verificar se o ambiente enriquecido & capaz de aumentar as taxas de
proliferacdo hipocampal dos animais CAC, por meio de imunohistoquimica
para BrdU e doublecortina;

6. Verificar se o ambiente enriquecido € um modelo de manipulacdo ambiental
capaz de reduzir, ou mesmo reverter, o comportamento naturalmente ansioso
do grupo CAC nos testes do labirinto em cruz elevado e no teste de interagao

social;
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7. Verificar os niveis plasmaticos de corticosterona em todos os grupos e a
expressao de receptores hipocampais de glicocorticoides;

8. Tendo verificado as alteragdes neuroquimicas nos animais CAC, verificar a a
expressdo de proteinas relacionadas aos sistemas serotoninérgico e
GABAérgico em amostras do hipocampo dorsal e amigdala de animais CAC

mantidos em ambiente enriquecido, por meio de western blot.

Estudos de desenvolvimento, a partir de desenho experimental de cross-
fostering, estdo sendo realizados no laboratério de Neuropsicologia Clinica e
Experimental da PUC-Rio, sob orientagcdo do Prof° Landeira-Fernandez. Ensaios de
microarray também fazem parte do planejamento dos proximos trabalhos a serem

desenvolvidos com o grupo CAC.
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CONCLUSOES

O presente trabalhou buscou caracterizar um modelo animal para TAG

(linhagem CAC), obtido a partir da selegao de ratos pelo condicionamento do medo,

podendo-se concluir que:

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

0

A linhagem CAC apresenta comportamento significativamente mais ansioso,
medido tanto no labirinto em cruz elevado como no teste de interagdo social,

em relagao ao grupo controle;

As diferencas comportamentais entre ratos CAC e controles ndo podem ser
explicadas por diferencas na atividade locomotora, tendo em vista que a
linhagem CAC nao difere do grupo controle no que diz respeito ao numero de
entradas nos bracos fechados do labirinto em cruz elevado e a ambulacao

avaliada na arena de interagao social;

Os animais da linhagem CAC nao apresentam diferengcas em relacdo ao
grupo controle quanto ao comportamento depressivo medido no teste do nado
forcado, sugerindo que o grupo experimental representa um modelo de

ansiedade, e ndo de depressao;

Os grupos nao diferem quanto a memdria ndo-emocional medida no labirinto

em T e no teste de reconhecimento de objetos;

As diferengcas comportamentais nao se devem a uma diferenca no numero

total de células do hipocampo (giro denteado e areas CA1 e CA3) dos
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animais, considerando-se que a andlise quantitativa de células DAPI* foi
similar entre os grupos;

+» As diferengcas comportamentais tampouco se devem a uma maior taxa de
morte celular no giro denteado, conforme mostram os experimentos de
coloragdao com vermelho neutro, nem a um déficit de maturacido neuronal
nesta regido hipocampal, como mostram os resultados da classificagao

morfolégica dos neurénios marcados para doublecortina;

+ Finalmente, é possivel que as diferengas comportamentais observadas na
linhagem CAC possam ser, pelo menos em parte, explicadas pela menor
neurogénese hipocampal no grupo experimental, investigada por meio de

imuno-histoquimica para BrdU e para doublecortina.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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