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RESUMO

O cértex pré-frontal ventromedial (CPFvm) estd associado com
processos cognitivos e emocionais. Considerando que ansiedade e
memoria atuam de maneira integrada, o presente trabalho investigou os
efeitos da inativagdo tempordria do CPFvm de ratos usando como
ferramenta farmacoldgica o cobalto, um bloqueador dos canais de
cdlcio, na concentracdo de 1 mM em dois intervalos diferentes de tempo
(1 ou 10 min) entre a microinje¢do e o teste ou reteste no labirinto em
cruz elevado. O intervalo de tempo entre a microinjecdo de cobalto e o
teste/reteste foi crucial para observarmos os efeitos comportamentais da
inibicdo do CPFvm. A inativagdo do CPFvm 1 min antes do teste
produziu um efeito do tipo ansiolitico e 1 min antes do reteste
observamos um prejuizo na expressio do aprendizado aversivo
adquirido no teste. Estes resultados sugerem que o CPFvm modula a
ansiedade e a memdria relacionada a exploragdo de um ambiente
potencialmente aversivo. A seguir, o papel dos receptores
noradrenérgicos do tipo beta-1, colinérgicos do tipo musacarinicos e
glutamatérgicos do tipo NMDA nos dois fendmenos supracitados foi
estudado por meio do bloqueio com os respectivos antagonistas atenolol
(10 nmol), escopolamina (10 nmol) e AP5 (6 nmol). A microinjecdo de
atenolol ou AP5 no CPFvm antes do teste produziu um efeito ansiolitico
semelhante ao observado com a inativag@o pelo cobalto, sugerindo uma
participacdo dos receptores beta-1 e NMDA no controle da ansiedade,
enquanto que a microinje¢do dos mesmos antagonistas antes do reteste
ndo prejudicou a expressdo da memdria aversiva adquirida no teste. O
bloqueio colinérgico ndo produziu nenhum efeito na ansiedade ou na
expressdo do aprendizado aversivo. Em conjunto, esses dados sugerem
que o CPFvm ¢ importante para a modulacdo da ansiedade, bem como
dos componentes cognitivos relacionados a mesma. Além disso, sugere-
se que nesta estrutura encefilica existam sistemas neuroquimicos
distintos que controlam ansiedade e a evocagdo da memoria aversiva.

Palavras-chave: Cortex pré-frontal ventromedial, cloreto de cobalto,
ansiedade, memoria aversiva



ABSTRACT

The ventromedial prefrontal cortex (vimPFC) has been associated
with emotional and cognitive processes. Since anxiety and memory
work in an articulated manner, the present work aimed to study the
effects of temporary vmPFC inactivation with cobalt chloride (1.0 nM),
a calcium channel blocker, at two intervals between injections and
behavioral testing on the test/retest elevated plus-maze (EPM) protocol.
The interval between cobalt injection and test/retest was crucial. vmPFC
inactivation 1 min before test produced an anxiolytic-like effect and 1
min before retest, an impairment in the expression of the aversive
memory acquired during testing. These findings suggest a vmPFC role
in regulating anxiety and the aversive memory acquired during the
exposure to a potentially threatening situation. After that, we
investigated the noradrenergic beta-1, cholinergic muscarinic and
glutamatergic NMDA receptors™ role in the aforementioned phenomena,
through their blockade with atenolol (10 nmol), scopolamine (10 nmol)
or AP5 (6 nmol), respectively. Atenolol or AP5 microinjection into the
vmPFC before EPM test produced an anxiolytic-like effect similar to
that observed with cobalt inactivation, implicating beta-1 and NMDA
receptors in anxiety modulation, while the same antagonists did not
produce any effects on aversive memory retrieval. At the dose tested,
the cholinergic antagonist did not produce any effects on anxiety and
aversive memory expression. In summary, the vmPFC is a critical
region regulating anxiety and anxiety-related cognitive behavior,
however, the neurochemical mechanisms controlling the two processes
appear to be distinct.

Key-words: ventromedial prefrontal cortex, cobalt chloride, anxiety,
aversive memory
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1. INTRODUCAO

A ansiedade ¢ uma emocao bésica, essencial dentro do repertério
afetivo (PEREGRINO, 1997). Os sinais da ansiedade sdo muito
semelhantes aos do medo, embora eles sejam distintos em termos de
dimensdo. Em particular, o medo € caracterizado como um estado geral
de apreensdo a uma ameaca iminente, este estado comeca de maneira
rdpida, requer respostas defensivas ativas e dissipa-se assim que a
ameaca € retirada. Em contraste, a ansiedade € frequentemente expressa
frente a estimulos menos especificos € menos previsiveis, ou por
ameacas fisica ou psicologicamente mais distantes. A ansiedade € um
estado de humor associado com maior aten¢do e vigilancia, como
resultado, pode-se definir ansiedade como um estado mais duradouro de
apreensdo que pode tornar-se patoldgico quando extremo. A divisdo
entre medo e ansiedade (como entidades diferentes) recebe suporte de
estudos etoldgicos das respostas de defesa dos roedores frente a
estimulos ameacadores, 0s quais fornecem uma perspectiva muito ttil
para modelar e interpretar as respostas dos humanos as ameagas, mas
em laboratério (DAVIS et al, 2009). O padrio de resposta de defesa dos
roedores é determinado pela distancia fisica entre a ameaca e o roedor
(BLANCHARD et al, 1993; BOLLES & FANSELOW, 1980;
FANSELOW, 1986). Quando o animal encontra-se a uma grande
distdncia do predador, além da esquiva, comportamentos defensivos
como os de avaliacdo de risco s@o expressos. A avaliacdo de risco reflete
um comportamento ambivalente que reflete uma tendéncia de
aproximagdo/esquiva ao ambiente ou objeto aversivo, uma resposta de
conflito (GRANT & MCINTOSCH, 1963). Conforme diminui a
distancia, a resposta defensiva muda até os comportamentos de luta ou
fuga, dessa maneira, pode-se dizer que o estado de ansiedade ¢é
possivelmente relacionado com presenca mais distal ou potencial do
predador, enquanto que o medo é evocado pela presenca clara e
iminente do predador (BLANCHARD et al, 1993). Nesse contexto,
pode-se sugerir que a ansiedade possui raizes nas reagdes de defesa dos
animais frente a estimulos ameacadores (HETEM & GRAEFF, 1997),
sendo que as mesmas sdo compartilhadas com os humanos, que quando
expostos a situacdes de perigo apresentam, até certo grau, niveis
protetores de ansiedade. Quando, por alguma falha na detec¢do da
ameaca ou mesmo pela constante exposicdo a situacdes ameagadoras,
estes apresentam alteracdes somdticas, psicologicas e respostas



defensivas exacerbadas e/ou inapropriadas que podem prejudicar o
desempenho (Fig. 1) (NESSE, 1999; GRAY & MCNAUGHTON,
2000).

Dessa maneira, sugere-se que os transtornos de ansiedade seriam
causados pela resposta exagerada de defesa do organismo frente a
estimulos ameagadores. Quando a ansiedade é considerada patoldgica, é
denominada de primdria, se for a manifestacdo principal do quadro
clinico, e de secunddria se decorrer de outras enfermidades de natureza
psiquidtrica ou nao. Considerando que a udltima tende a desaparecer na
medida em que a doenca de origem for tratada, s6 se denominam de
transtornos de ansiedade aqueles nos quais a ansiedade € a principal
manifestacdo sintomatolégica. Segundo a quarta edi¢do do Manual de
Diagnéstico e Estatistica de Doengas Mentais (DSM-IV, American
Psychiatric Association, 1994), a ansiedade patoldgica ndo € um
fendmeno unitdrio, e sim um grupo de condic¢des clinicas distintas, tais
como o transtorno de panico, de ansiedade generalizada, de estresse pds-
traumatico e fobias.

Os processos de aprendizagem e memdria exercem um papel
fundamental no desenvolvimento dos transtornos psiquidtricos
(MILLER & MCEWEN, 2006). No caso da ansiedade, o impacto
negativo da lembranca de memdrias aversivas, oriundas de eventos
traumaticos, na qualidade de vida, € evidente, especialmente no
transtorno de estresse pods-traumatico (NEMEROFF et al, 2006). As
memorias aversivas relacionadas ao medo e ansiedade desenvolvem-se
em estagios diferentes, que dependem de diferentes substratos neurais.
A formacdo de uma memdria aversiva duradoura depende da aquisi¢do
inicial, o primeiro estdgio do aprendizado (GARAKANI et al, 2006). A
consolida¢do ocorre em seguida e compreende a conversdo da memoria
1abil em duradoura, um processo que depende de sintese protéica
(MCGAUGH, 2000). A terceira etapa consiste na recuperacdo da
memdria aversiva, a qual envolve necessariamente a expressdo de
resposta comportamental (GARAKANI et al, 2006), que pode ter sido
aprendida de maneira condicionada, como ocorre nos modelos de
condicionamento Pavloviano, onde um estimulo neutro € associado a
um estimulo biologicamente relevante e adquire a capacidade de
provocar respostas defensivas, ou de maneira incondicionada, como no
caso do labirinto em cruz elevado (LCE), onde a ameacga potencial
(espaco aberto) ndo precisa de uma etapa de condicionamento para
adquirir propriedades aversivas. E apropriado ressaltar que o LCE
permite o estudo das etapas do aprendizado aversivo sem que seja
necessdria a presenca de um estimulo artificial, como o choque, tdo
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Figura 1. Curva dos niveis de ansiedade em relacio ao desempenho.

comum nos modelos de condicionamento, e a avaliagdo dos fendmenos
de ansiedade e memodria no mesmo animal, embora muitos
pesquisadores abordem estes processos de maneira desintegrada, ou
seja, estudando o componente cognitivo ou emocional isoladamente
(KALLUEFEF et al, 2007).

1.1. O modelo do labirinto em cruz elevado como ferramenta para o
estudo do componente cognitivo das emocoes

Em 1955, Montgomery observou que ambientes altos e abertos
evocam tanto comportamentos de exploracdo como comportamentos de
medo em roedores. Quase 30 anos apds, Handley & Mithani (1984),
com base nessas informagdes, descreveram um procedimento no qual
foi usado um labirinto em “X” composto por dois bracos abertos e dois
fechados e consideraram como uma medida de ansiedade o tempo de
permanéncia de um animal nos bragos abertos em relagcdo aos fechados.
Baseado nestes estudos, o LCE ¢ utilizado como um modelo pré-clinico
util ao estudo das bases bioldgicas da ansiedade (FILE, 1992;



RODGERS & COLE, 1994; RODGERS, 1997), a triagem de novas
drogas com potencial terapéutico (HANDLEY & MCBLANE, 1993) e
para avaliar se as modifica¢cdes genéticas do tipo transgénicas, knock-out
ou knock-in, influenciam os comportamentos relacionados a ansiedade
(WEISS et al, 2000; BELZUNG & GRIEBEL, 2001; CLEMENT et al,
2002). Drogas ansioliticas reduzem o conflito aproximagdo-esquiva e,
consequentemente, aumentam a porcentagem de tempo (%TA) e de
entradas nos bracos abertos (EA) e reduzem os comportamentos de
avaliacdo de risco, sem alterar a atividade exploratdria geral, que ¢é
representada pelo nimero de entradas dos bragos fechados (RODGERS
et al, 1995). Entre as classes de farmacos que geram efeito do tipo
ansiolitico encontram-se o0s benzodiazepinicos, bloqueadores dos
receptores o. e [ adrenérgicos, drogas que se ligam a sitios néo
benzodiazepinicos do receptor GABA,, como etanol e barbitiricos,
entre outras (HANDLEY & MITHANI, 1984; BERTOGLIO &
CAROBREZ, 2002; STERN et al, 2008). Entretanto, se os animais sio
expostos aos 5 min de teste, o efeito ansiolitico desses farmacos ndo
mais pode ser observado em exposicdes subsequentes. Esse fendmeno
foi observado pela primeira vez com o benzodiazepinico
clordiazepéxido (LISTER, 1987) e referido como tolerincia a primeira
exposicio (‘one trial tolerance’). Diversas hipdteses tentam explicar
como e porque esse fendmeno ocorre, dentre as quais estdo a habituagdo
locomotora, a alteracdo no estado do sitio de ligacdo ou do complexo do
receptor envolvido, a sensibilizacio ao medo e a ansiedade
experimentalmente induzida e a mudanga qualitativa da natureza da
resposta aversiva entre os testes de uma resposta incondicionada para
esquiva aprendida, na qual os ansioliticos seriam inefetivos
(CAROBREZ & BERTOGLIO, 2005).

Alguns estudos utilizam o LCE partindo da premissa que
aprendizado, memoéria e ansiedade influenciam-se mutuamente.
Utilizando o protocolo do teste/reteste, € possivel investigar o efeito de
drogas no aprendizado aversivo ou verificar o efeito de drogas sobre a
evocacdo da memoria aversiva durante o reteste, partindo do
pressuposto que um aprendizado aversivo ocorreu durante a primeira
exposicdo ao modelo (WALL & MESSIER, 2002). Carobrez &
Bertoglio (2005) sugerem que a mudanca no estado emocional evocado
pela exposi¢do repetida ao LCE pode envolver diferentes estruturas
cerebrais, que sdo recrutadas preferencialmente no teste ou reteste do
LCE. De fato, estudos que avaliam a expressdo de genes imediatos ap6s
a exposi¢do ao protocolo do teste/reteste do LCE verificaram uma



expressdo de proteina Fos em estruturas distintas ao longo dos desses
dois dias (Albrecht-Souza et al, 2008).

A re-exposi¢do ao LCE aumenta a esquiva aos bracos abertos,
caracterizando a ocorréncia de um aprendizado aversivo. Mesmo apds
18 sessdes sucessivas no LCE, as linhas de base de tempo e de entradas
nos bracos abertos ndo sdo modificadas, refletindo uma acdo do
aprendizado e ndo de habitua¢do locomotora (TREIT et al, 1993), pois
na ocorréncia desse tipo de habituacdo, observarifamos uma redugdo no
nimero de entradas nos bragos fechados, um indice de atividade
exploratéria geral (RODGERS et al, 1995), fato que ndo é observado
durante a re-exposicdo ao LCE. No entanto, drogas que de alguma
maneira prejudicam a aquisi¢do, consolidacdo ou evocacdo dessa
memoria sdo capazes de reverter a esquiva e aumentar a exploracio do
LCE também no reteste (BERTOGLIO & CAROBREZ, 2004; STERN
et al, 2008; WALL et al, 2001).

Sabe-se, através de estudos de inativag@o tempordria de estruturas
encefélicas com lidocaina, que a inibicdo da amigdala basolateral (ABL)
apdés o teste, bem como do hipotdlamo dorsomedial (HDM) e da
substincia cinzenta periaquedutal dorsolateral (SCPdI) antes do reteste,
sdo capazes de reverter o fendmeno de tolerdncia a primeira exposi¢ao,
j4 que, nestas condicdes, o benzodiazepinico midazolam aumenta a
exploracdo dos bracos abertos mesmo no reteste (FILE et al, 1998; FILE
et al,1999; BERTOGLIO et al, 2005), enquanto que apenas a inibi¢do
temporaria do hipocampo dorsal (HD) antes do reteste é capaz de
reverter a esquiva aos bracos abertos do LCE (BERTOGLIO et al,
2006). Dessa maneira, sugere-se que o fendmeno de tolerancia a
primeira exposicdo depende da integridade funcional de estruturas
encefdlicas como a ABL, o HDM e a SCPdI, enquanto que a evocagao
do aprendizado aversivo seria dependente do HD. Ainda que ndo seja o
objetivo desse trabalho, o que permanece a ser investigado € se esse dois
fendmenos ocorrem de maneira independente e em estruturas diferentes.
Além disso, é possivel que outras regides especificas do cérebro também
modulem a ansiedade, aprendizagem e meméria (MCNAUGHTON &
CORR, 2004; GARAKANI et al, 2006). Neste contexto, pode-se
destacar a importancia do cértex pré-frontal medial (CPF), uma vez que
ele atua em consonéncia com a amigdala e o hipocampo (LAMPREA et
al, 2000; CARVALHO et al, 2005; MILLER & MCEWEN, 2006).
Porém, a funcdo dessa estrutura nos processos que envolvem ansiedade
e memdarias aversivas ndo estd totalmente esclarecida.



1.2. Cortex Pré-Frontal (CPF)

O CPF tem sido associado a diversos processos emocionais,
cognitivos, atencionais, entre outros (VERTES, 2006). O CPF aumenta
em volume conforme o desenvolvimento filogenético se aproxima da
espécie humana (Figura 2). Célculos baseados na citoarquitetura da
estrutura mostram que o CPF corresponde a 3,5 % do total do cértex em
gatos, 7 % em cachorros, 11,5 % em macacos, 17 % em chimpanzés e
29 % em humanos. A grande magnitude relativa do CPF de humanos
presumidamente indica que o cértex € o substrato para funcdes
cognitivas de ordem superior (FUSTER, 2008).

Em ratos, o CPF recebe projecdes de dreas corticais sensoriais,
bem como motoras e limbicas (UYLINGS & VAN EDEN, 1990) e
consiste de quatro divisdes principais: a drea medial agranular ou medial
precentral, coértex cingulado, pré-limbico e infralimbico (VERTES,
2006). O CPF medial ainda pode ser dividido na por¢do dorsal, a qual
consiste da drea medial precentral, o cortex cingulado anterior e a
porcao dorsal do prelimbico, a parte ventral do prelimbico junto com o
infralimbico e o cortex orbital medial constituem o cortex pré-frontal
ventromedial (CPFvm) (HEIDBREDER & GROENEWEGEN, 2003).
Injecdes de neurotracadores retrégrados e anterégrados mostraram uma
conexao direta dessa estrutura com a substancia cinzenta periaqueductal
(SCP) (FLOYD et al, 2000). Além disso, o complexo amigdaldide
conecta-se com o CPF como um todo, no entanto existe uma
predominancia de conexdes, que sdo reciprocas, com a por¢do ventral
do CPF, (Figura 3). As interconexdes do CPFvm com a formacgdo
hipocampal, no entanto, parecem ser unidirecionais, sendo que o
CPFvm recebe projec¢des do hipocampo, principalmente da por¢do CAl,
mas apenas poucas fibras do CPFvm chegam na formagdo hipocampal
(HEIDBREDER & GROENEWEGEN, 2003; VERTES, 2006).

As fungdes do CPF no processamento de memdrias de trabalho
ou espacial, no modelo do labirinto aquitico de Morris (GOLDMAN-
RAKIC, 1996; YOON et al, 2008, MENDEZ-LOPEZ et al, 2009) e de
procedimentos relacionados a atengdo, como em modelos de
reconhecimento de objeto (AKIRAV & MAROUN, 2006; BARKER &
WARBURTON, 2008) e controle autonémico (BERNSTONE et al,
1998; VERTES, 2006) estdo bem documentadas. No entanto, apenas nas
ultimas décadas tem se olhado para o CPF como uma estrutura chave
também nos processamentos emocionais. Em humanos, um
funcionamento anormal do PFC tem sido -correlacionado com
psicopatologias incluindo esquizofrenia, sociopatia, transtorno obsessivo



compulsivo,  depressdo, entre outros (HEIDBREDER &
GROENEWEGEN, 2003).
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Figura 2. (A). Em azul, o cértex pré-frontal em cinco espécies de
mamiferos (Adaptado de Fuster, 2008) (B). Em azul, a porcdo medial do
cortex pré-frontal direito de ratos referentes as posicdes 3,7, 3,2 e 2,7 mm
anteriores ao bregma (Adaptado de Paxinos & Watson, 2009)

Estudos usando lesdes excitotoxicas no CPFvm de ratos
mostraram um aumento na porcentagem de tempo nos bracos abertos
(%TA) do labirinto em cruz elevado (LCE), aumento na interacio
social, reducdo no tempo de ocultacdo defensiva condicionada, aumento
no consumo de solucdo de quinino e leite no condicionamento
gustatdrio aversivo, reducdo na resisténcia de escapar a manipulacdo e
no tempo de esquiva no labirinto em T elevado em ratos previamente
estressados e ndo estressados e aumento na laténcia de fuga nos
estressados (SULLIVAN & GRATTON, 2001; SHAH & TREIT, 2003;
BLANCO et al, 2009). Camundongos com o mesmo tipo de lesdo no
CPFvm também apresentaram uma quantidade de tempo aumentada nos
bragos abertos do LCE (DEACON et al, 2003). Esses estudos mostram
que, em diferentes paradigmas, a lesio do CPFvm atenua os
comportamentos de defesa, como a esquiva aos bracos abertos do LCE.



Figura 3. Corte sagital esquemadtico das projecdes do prelimbico (PL) e infralimbico (IL) do CPFvm. Em destaque as
projegdes para estruturas limbicas como a substancia cinzenta periaquedutal (PAG), drea tegmental ventral (VTA), nicleos
da amigdala (CEA, BMA, MEA, AA), nicleos do tdlamo (RH, RE, CEM) e hipotdlamo (DMH, AHN, LHy). (Adaptado de
Vertes, 20006).



Para transpor os problemas causados por lesdes eletroliticas,
como o bloqueio de fibras de passagem, o recrutamento de outras
estruturas ou mecanismos compensatorios (SHAH & TREIT, 2004), a
inativacdo farmacoldgica transitéria tem sido utilizada. A microinjecdo
de muscimol ou midazolam, agonistas GABA s, no CPFvm produziu um
aumento na %TA no LCE e reduziu a ocultagdo defensiva (SHAH &
TREIT, 2004; SHAH et al, 2004), enquanto que a administracdo de
cloreto de cobalto, um bloqueador de canais de cdlcio voltagem
dependente, ou lidocaina, bloqueador dos canais de sddio voltagem
dependente, aumentaram o ndmero de lambidas punidas no teste de
Vogel (RESSTE et al, 2006; RESSTEL et al, 2008). A inativacdo do
CPFvm com tetrodotoxina, um bloqueador de canais de sédio, reduziu o
congelamento no medo condicionado (RESSTEL et al, 2006;
CORCORAN & QUIRK, 2007). Além dos achados comportamentais,
estudos de imunohistoquimica mostraram que a exposi¢do ao LCE, ao
campo aberto e ao odor de gato causam um aumento na expressdo de
proteina Fos no CPFvm, bem como nos nicleos central e basolateral da
amigdala (DUNCAN et al, 1996; ALBRECHT-SOUZA et al, 2008;
STAPLES et al, 2008, TAO et al, 2009).

Grande parte dos estudos que tem por objetivo esclarecer quais as
fungdes do CPFvm nas emogfes € no componente cognitivo das
mesmas utilizam como ferramenta a ablag¢do da estrutura como um todo,
seja através de inativagdes permanentes ou tempordarias, sem refinar os
resultados encontrados apds esse tipo de abordagem, embora ji se
conheca o papel inibitério dos interneurénios GABAérgicos, algumas
das funcdes do aminodcido excitatério glutamato nos processos
cognitivos e dos neuromoduladores noradrenalina nas emocdes,
dopamina nos processos de dependéncia e neurodegeneracio e
acetilcolina na aten¢do, em diversas dreas frontais, incluindo o CPFvm.

1.2.1. Sistema noradrenérgico e cortex pré-frontal

Memérias emocionais estdo associadas ao aumento da sinaliza¢do
noradrenérgica via receptores do tipo beta (MCGAUGH, 2000).
Evidéncias apontam para a participagdo desse sistema nos
comportamentos relacionados 2a ansiedade. A principal via
noradrenérgica para o CPF tem origem no locus coeruleus. As fibras
noradrenérgicas coeruleocorticais chegam ao cértex via lobo frontal de
ambos os hemisférios e formam um arco rostrocaudal dentro da matéria
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cinzenta inervando outras areas corticais (MORRISON et al, 1979;
MORRISON & MAGISTRETTI, 1983; FALLON & LOUGHLIN,
1987). Rainbow e colaboradores (1984), através de estudos de auto-
radiografia, mostraram a presenca tanto de receptores beta-1 como beta-
2 no CPF medial de ratos e suas porgdes.

Os trés tipos de receptores beta, By, B> e B3, ativam a proteina G,
levando a dissociagdo das subunidades o e Py, e a subsequente ativacdo
da enzima adenilato ciclase, a qual leva ao aumento do segundo
mensageiro adenosina monofosfato ciclico (AMPc) (ORDWAY et al,
2007). O AMPc inicia uma cadeia de eventos intracelulares que
promovem a amplificagdo do sinal e a geragdo da resposta celular (DE
BLASI, 1990). Além de interagirem com proteina G, essa classe de
receptores interage com outras proteinas e vias sinalizadoras, como as
que envolvem tirosina quinases (ORDWAY et al, 2007).

H4 evidéncias mostrando o papel da noradrenalina (NOR) na
modulacdo das emocdes. A administragio de propranolol, um
antagonista ndo-seletivo dos receptores beta, via intraperitoneal (i.p.)
elevou a %TA em ratos expostos ao LCE e preveniu o aparecimento do
fendmeno de tolerdncia a primeira exposi¢do dos benzodiazepinicos,
causando possivelmente um efeito amnésico. Este antagonista ainda
reduziu o medo no paradigma do odor de gato e atenuou a aquisi¢do, a
consolidagc@o e expressdo do medo condicionado (DO-MONTE et al
2008; KROON & CAROBREZ, 2008; STERN et al, 2008). Rodriguez-
Romaguera et al (2009) viram que a administragdo via i.p. desse
antagonista reduziu a taxa de disparo de neurdnios do CPF, sugerindo o
CPF como um possivel alvo central de acdo dessa droga.

Em humanos, a administracdo de propranolol prejudicou a
memoria associada a eventos emocionais traumdticos sem interferir na
memoria relacionada a eventos neutros (CAHILL et al, 1994). Tépico
de interesse entre pesquisadores e clinicos para o tratamento do
transtorno do estresse pds-traumadtico nos dltimos anos, a utilizacdo dos
bloqueadores beta-adrenérgicos tem sido discutida como possivel
intervengdo terapéutica para a remissdo dos sintomas deste transtorno
(VAN STEGEREN, 2008).

Outros estudos mostraram que lesdes nas fibras noradrenérgicas
ascendentes causam déficits cognitivos, principalmente em condig¢des
que exigem atencdo. Em primatas, niveis adequados de NOR no CPF
sd0 necessdrios para a execucdo de tarefas que exigem atengdo seletiva
ou de memoria de trabalho (SARA, 2009).
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O que pode ser dito, é que as fungdes da NOR, bem como de
outros neuromoduladores, obedecem a uma curva em “U”, onde
concentragdes elevadas ou demasiadamente baixas sdo prejudiciais as
fungdes cognitivas corticais (FUSTER, 2008).

1.2.2. Sistema colinérgico e cortex pré-frontal

Os aferentes colinérgicos para o CPFvm sdo, em grande parte,
projecdes provenientes do nucleo basal (GAYKEMA et al, 1991) e
exercem papel fundamental na atengdo, memoria, motivacdo e induzem
processos de ansiedade (BENINGER et al, 1992; DESOUZA et al,
1994; HASSELMO 1995; BERNSTON et al, 1998). A atividade das
vias colinérgicas estd aumentada frente a estimulos estressantes, e
sugere-se que a hiperatividade das aferéncias colinérgicas para o CPF
pode contribuir para os estados de ansiedade (ACQUAS et al, 1996;
GIOVANINNI et al, 2001; MILLAN, 2003).

O sistema colinérgico possui duas classes de receptores: os
nicotinicos, os quais medeiam respostas excitatorias rdpidas e uma
segunda classe, composta pelos receptores muscarinicos, que participam
de respostas mais lentas, tanto excitatorias como inibitérias (FUSTER,
2008).

Os receptores muscarinicos sdo classificados em cinco tipos,
todos acoplados a proteina G. Dentre os que exercem atividade
excitatoria sobre a atividade neuronal, via ativacdo da fosfolipase C,
estdo os tipos M1, M3 e M5, enquanto que M2 e M4 sdo inibitdrios,
sendo o M2, no SNC, pré-sindptico (MCKINNEY, 1993; WESS, 1996).

O sistema colinérgico € ativado em resposta a estimulos externos
quando novos, mas ndao quando o estimulo é repetido, levando a
habituacdo. Além disso, parece que esse sistema torna-se ativado
quando tarefas que necessitam de andlise de pistas que representam
perigo ou oferecem recompensa ¢ requerida (GIOVANINNI et al,
2005). Enquanto o papel da acetilcolina em muitas formas de
aprendizado estd bem elucidado, a func¢do deste neuromodulador no que
tange as memorias emocionais ndo ¢ bem estabelecida. Bertoglio &
Carobrez (2004), mostraram um aumento da exploracdo dos bracos
abertos no LCE em ratos que receberam escopolamina (i.p.), um
antagonista dos receptores muscarinicos, acompanhado de um bloqueio
da tolerancia a primeira exposi¢cdo no segundo dia de teste, sugerindo
um efeito amnésico desse farmaco sobre a memodria emocional. Em
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modelos de medo condicionado, esse antagonista, quando administrado
por via i.p., prejudicou a aquisi¢do do medo (KROON & CAROBREZ,
2008). A microinjecdo deste mesmo antagonista, em doses altas, na
por¢do infralimbica do CPF de camundongos, produziu um efeito do
tipo ansiogénico sem prejudicar o aprendizado aversivo observado no
reteste (WALL et al, 2001). Quando um antagonista M1 seletivo foi
injetado no vmCPF em baixas doses, entdo um efeito do tipo ansiolitico
foi observado no LCE, sugerindo a participa¢do dos receptores M1 do
vmCPF no controle da ansiedade (WALL et al, 2001; WALL &
MESSIER, 2002).

1.2.3. Sistema glutamatérgico e cortex pré-frontal

O glutamato é o principal aminoécido excitatério do sistema
nervoso central (SNC), encontrado em grandes quantidades por todo o
encéfalo, principalmente na regido pré-frontal, e parece ter um papel
fundamental na conectividade reciproca entre hipocampo e o CPF. H4
relatos mostrando niveis elevados desse neurotransmissor no CPF de
ratos apds estresse intenso (MOGHADDAM, 1993; FUSTER, 2008).

Existem dois grupos de receptores para o glutamato, sendo um
deles composto por trés tipos de receptores ionotropicos - NMDA,
AMPA e Cainato - e o outro grupo composto por cinco tipos de
receptores metabotropicos. Dentre esses, é dada grande ateng¢do ao
receptor NMDA pela série de funcdes que o mesmo exerce no SNC
(FUSTER, 2008).

O papel desse receptor no desenvolvimento neural, plasticidade
sindptica, aprendizado, memoria, epilepsia, doencas neurodegenerativas,
entre outros, € bastante abordado na literatura (DINGLEDINE, 1983;
COTMAN & IVERSEN, 1987; COTMAN & MONAGHAN, 1988;
MELDRUM, 1985; 2000). O bloqueio dos receptores NMDA afeta
varios aspectos relacionados a emocionalidade, entre eles, o medo,
ansiedade e depressio (BARKUS et al, 2010). Em modelos de
ansiedade incondicionada, dcido 3-(2-carboxipiperazina-4il)-propil-1-
fosfonico (CPP), 2-amino-5-fosfonoheptanoato (APS5) e 2-amino-7-
fosfonoheptanoato (AP7), antagonistas competitivos administrados via
i.p., elevaram a %TA no LCE e a interacdo social em ratos, da mesma
maneira, o antagonista nao-competitivo dizocilpina (MK-801) elevou a
%TA, a interacdo social e reduziu o conflito em testes de punicdo
(BARKUS et al, 2010). Apesar dos resultados contraditérios em
roedores, a administracdo de baixas doses de quetamina em humanos
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reduziu a ansiedade em voluntarios saudaveis (KRYSTAL et al, 1994).
Refinando os estudos que envolvem a administragdo sistémica de
bloqueadores glutamatérgicos, muitos pesquisadores tém se dedicado a
avaliar quais as bases neurobioldgicas dos efeitos supracitados. A
infusdo de AP5 no hipocampo ventral, mas ndo no hipocampo dorsal, de
ratos produziu uma elevac¢do na %TA no LCE, embora a injecdo de AP7
tenha elevado a %TA no LCE em ratos previamente estressados
(PADOVAN et al, 2000; NASCIMENTO-HACKL & CAROBREZ,
2007), ja na PAG dorsal, a infusdo de APS elevou a %TA tanto em ratos
com ou sem pré-exposicio ao LCE (KINCHESKI & CAROBREZ,
2010).

No modelo de esquiva passiva, animais que receberam infusao de
AP5 na amigdala ou no CPF medial apresentaram prejuizo na evocagdo
dessa memdria aversiva, sendo a amigdala responsavel pela evocacio da
memoria recente enquanto que o CPF medial evocaria a memoria
remota (LIANG et al, 1996; MELLO & SOUZA, 2000), enquanto que
no CPFvm ou no CPF dorsolateral o mesmo efeito ndo foi observado
(IZQUIERDO et al, 2007).

Conforme relatado, o CPFvm é uma regido de grande relevancia
para os processos emocionais € cognitivos, no entanto, poucos trabalhos
abordam esses dois processos de maneira integrada e, além disso,
poucos pesquisadores abordam a importancia do CPFvm no componente
cognitivo dos comportamentos de ansiedade incondicionada, como os
evocados no modelo do LCE. Baseado nas informagdes ja descritas,
esse trabalho foi delineado no intuito de investigar se a inibicdo
tempordria do CPFvm afetaria os comportamentos evocados pelos
animais submetidos ao teste e reteste do LCE. A inibicdo temporaria
pela microinje¢do com cobalto foi escolhida porque a maioria dos
trabalhos faz uso da lesdo permanente e também, para evitarmos
possiveis efeitos de bloqueio de fibras de passagem e/ou mecanismos
compensatorios de estruturas adjacentes. Muitos trabalhos adotam 10
min como intervalo de tempo entre a microinjecdo de cobalto e a
execucdo do teste comportamental (RESSTEL et al, 2008), no entanto,
Kretz (1984) verificou que o bloqueio dos canais de célcio por essa
droga ndo mais existe apds 9 min. Por essa razdo, escolhemos dois
tempos de intervalo entre a microinjecdo de cobalto e o teste
comportamental, 1 e 10 min. A seguir, procuramos investigar a
influéncia do bloqueio farmacolégico de alguns receptores do CPFvm
sobre os comportamentos de ansiedade incondicionada e memoria.
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2. OBJETIVOS

Avaliar os efeitos da inibi¢cdo tempordria do cortex pré-frontal
ventromedial, com o uso de um bloqueador de canais de cdlcio, no
protocolo do teste/reteste do labirinto em cruz elevado.

2.1. Objetivos especificos

e Comparar os efeitos da microinjecdo de cloreto de cobalto no
cortex pré-frontal ventromedial de ratos submetidos ao protocolo do
teste/reteste do labirinto em cruz elevado, com intervalos de tempo entre
a microinje¢do e o teste comportamental de 1 ou 10 min;

¢ Investigar os mecanismos neuroquimicos relacionados a
ansiedade e memoria observados com a inativagdo tempordria do coértex
pré-frontal ventromedial no modelo do teste/reteste do labirinto em cruz
elevado através da verificacdo do papel dos sistemas noradrenérgico,
colinérgico e glutamatérgico.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Consideracoes éticas

O presente trabalho foi realizado sob aprovacdo do comité de
ética para o uso de animais da Universidade Federal de Santa Catarina
(04521/2008 — 7). O ndmero da amostra utilizado foi o minimo
suficiente para a obtengdo de andlises estatisticas fidedignas.

3.2. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, com 3-4 meses de idade e
peso entre 270 e 350 gramas, provenientes do biotério central da
Universidade Federal de Santa Catarina. Durante o periodo de
permanéncia no biotério, os animais foram alojados em gaiolas plasticas
(15 x 36 x 30 cm), cada uma contendo de trés a quatro ratos. Nesse
periodo os animais tiveram livre acesso a dgua e comida. A temperatura
ambiente manteve-se controlada em 23 * 1 °C e ciclo de luz claro/escuro
de 12 h, com inicio as 7:00 h.

3.3. Drogas

As doses utilizadas foram baseadas em trabalhos prévios da
literatura (GIOVANNINI et al, 2005; DO-MONTE et al, 2008;
NASCIMENTO-HACKL & CAROBREZ, 2007; KRETZ, 1984;
RESSTEL et al, 2004) ou de estudos prévios deste laboratério.

e Acido (£)-2-amino-5-fosfonopentandico (DL-APS, TOCRIS,
UK), 6,0 nmol;

¢ (Cloreto de cobalto(Il) hexahidratado (CoCl,), 98% (Sigma-
Aldrich, EUA), 1,0 mM;

e Hidrobrometo de (-)-escopolamina (RBI, EUA), 10,0 nmol;

e (RS) - atenolol (TOCRIS, UK), 10,0 nmol;

e PBS (tampdo fosfato-salina), usado como veiculo para
dissolver o cloreto de cobalto, atenolol, escopolamina e APS.
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3.4. Cirurgia estereotaxica

Apd6s uma semana de habituacio no biotério, cada animal recebeu
injecdo intraperitoneal (i.p.) de quetamina (Sespo Ind. Com. Ltda.,
Brasil) 100 mg/ml/kg e xilazina (Laboratorios Calier Ltda, Brasil ) 10
mg/ml/kg. Apds a perda total dos reflexos o animal foi adaptado ao
aparelho estereotdxico (Stoelting, EUA) para posterior assepsia da parte
superior da cabeca com uma solugdo de dlcool iodado.

Feita a assepsia, foi injetado por via subcutanea, uma solucdo de
lidocaina 3,0 % com adrenalina 1:50.000 (Dentsply Pharmaceutical,
Brasil). A lidocaina promove uma anestesia local, enquanto que a
adrenalina, através da aclo vasoconstritora, evita o sangramento. A
injecdo da solugdo acima descrita forma uma pédpula, a qual orienta na
retirada de uma pequena drea da pele acima do crinio do animal. Em
seguida foi feita a raspagem do peridsteo para a visualiza¢do do cranio e
das suturas lambdéide e corondria.

A cabeca foi fixada nas barras auriculares do aparelho
estereotdxico de maneira que a posi¢do do cranio permanecesse na
horizontal. Com uma broca odontolégica perfurou-se o crinio e dois
parafusos de ago inoxidédvel foram fixados.

Com auxilio do atlas do cérebro de ratos de Paxinos e Watson
(2009), foram retiradas as coordenadas referentes ao cértex pré-frontal
ventromedial (CPFvm) (interaural - IA: + 11,8 mm, lateral L: £ 0,6 mm
e dorso-ventral - DV: - 1,8mm). As canulas-guia foram confeccionadas
a partir de agulhas (25,0 x 7,0 mm). Com auxilio de um paquimetro
(Mitutoyo - Brasil), todas as agulhas foram cortadas e as canulas
ajustadas para um tamanho de 11,0 mm, a fim de possibilitar o implante
bilateral das mesmas e a microinje¢cdo no CPFvm. Apds o implante, as
canulas permaneceram 2.8 mm acima do CPFvm.

Em seguida, a drea aberta recebeu uma camada de acrilico
odontolégico auto-polimerizdvel, o qual integra todas as pecas em uma
prétese sélida. Em cada canula foi inserido um mandril (n°30) para
evitar o entupimento das mesmas. Apds a secagem da prétese, o animal
foi retirado do aparelho. Ao término da cirurgia, cada animal recebeu
uma injecdo subcutdnea de flunixin meglumina 2,5 mg/kg (Schering—
Plough, Brasil), um composto com propriedades analgésicas,
antipiréticas e antiinflamatdrias. Para evitar possiveis infecg¢des, os
animais também receberam por via intramuscular, uma associacido de
benzilpenicilina e estreptomicina 1,0 ml/kg (Fort Dodge, Brazil).

Apés a cirurgia, os animais foram mantidos em sala aquecida
aproximadamente entre 25 a 27 °C para evitar hipotermia causada pela
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anestesia geral. Em seguida, foram levados ao biotério em caixas
moradias, onde permaneceram entre 5-7 dias para recuperacido e
posterior experimentacao.

3.5. Microinjecao intracerebral

A microinjecdo bilateral no CPFvm foi realizada com o auxilio de
agulhas medindo 14,0 mm confeccionadas a partir de agulhas
odontolégicas e auxilio de um paquimetro. As agulhas foram
introduzidas em um tubo de polietileno conectado a uma microseringa
Hamilton (10 pl). A microseringa foi preenchida com dgua destilada e
uma bolha de ar separava a 4gua da solucdo a ser injetada. A bolha de ar
€ necessdria para a visualizacdo da infus@o da droga, ja que a mesma se
desloca apds a microinje¢do, assim podemos ter certeza de que a droga
foi realmente injetada.

No momento da microinje¢do o animal foi imobilizado, o mandril
retirado e canula foi limpa com o uso de uma lima odontolégica de 11,0
mm. Apds a limpeza das cénulas, as duas agulhas injetoras foram
introduzidas, uma em cada canula, e com auxilio de uma bomba de
infusdo (Insight, Ribeirdo Preto, Brasil) cada animal recebeu 0,2 pl de
solucdo da droga por lado. A taxa de infusdo foi de 0,2 pl/min. Em
seguida cada animal voltou para a caixa até o momento de ser exposto
ao modelo.

3.6. Teste Comportamental

3.6.1. Labirinto em cruz elevado

O modelo utilizado consiste de um labirinto com uma plataforma
central e quatro bracos, sendo dois abertos (50 x 10 cm) e dois fechados
por paredes (50 x 10 x 40 cm), dispostos de maneira oposta. Cada brago
aberto € circundado por um anteparo de acrilico (1 cm de altura), sendo
o material do aparato MDF de cor branco gelo.

A sala onde o LCE esté localizado € iluminada com uma lampada
incandescente cuja intensidade era ajustada para 40 lux. Em cada
experimento essa intensidade foi verificada através do uso de um
luximetro digital, bem como a temperatura do ambiente, a qual foi
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mantida entre 22 e 24 °C. A ante-sala onde os animais eram
ambientados também possuia baixa luminosidade e temperatura
controlada na mesma faixa. No dia do experimento os animais
permaneciam em suas caixas moradias na ante-sala durante 40 min para
ambientacdo.

Os animais foram submetidos ao teste por 5 min e, apés 24 h,
foram submetidos ao reteste, novamente por 5 min. O ambiente
experimental constitui-se de duas salas, uma sala contendo o LCE e
acima do memo, uma camera de video acoplada a um monitor presente
na ante-sala. Esses equipamentos permitiam a gravacdo dos
experimentos em DVD, para possibilitar uma leitura posterior e mais
precisa dos comportamentos realizados pelo animal. O experimentador
permanecia na ante-sala, acompanhando o comportamento do animal
através de visualizagdo pelo monitor.

Todos os animais foram colocados na plataforma central do LCE
voltados para um dos bracos fechados. Entre cada teste/reteste, o LCE
foi limpo com solucdo de etanol 10 %. Apds a exposi¢do ao LCE, cada
animal era levado para uma terceira sala, separado dos animais nao
expostos. Apds 24 h todos os animais foram submetidos ao reteste por 5
min.

Tanto os grupos controle como os tratados foram corridos em
todos os experimentos. Os experimentos ocorreram entre as 13:00 e
17:00 h.

3.7. Protocolo Experimental

3.7.1. Experimento 1: efeito da inativagcdo tempordria do CPFvm com
cobalto 1 ou 10 min antes do teste do LCE

Para determinar se o CPFvm possui algum papel na ansiedade
incondicionada, 38 ratos sem experiéncia prévia no LCE foram
aleatoriamente alocados em 4 grupos (n=8-11/grupo) de acordo com o
tratamento (veiculo ou cobalto 1,0 mM) e o intervalo (1 ou 10 min)
entre o término da infusdo da droga e o inicio do teste comportamental.
O experimento 1 foi realizado conforme o protocolo experimental
demonstrado na figura 4.
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Microinjecao
de PBS ou
cobalto

Figura 4. Esquema do procedimento utilizado para a avaliacdo dos grupos tratados com PBS ou cobalto 1 ou 10 min antes
do teste do LCE.
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3.7.2. Experimento 2: efeito da inativagdo tempordria do CPFvm com
cobalto imediatamente apos o teste do LCE

Para verificar se a atividade do CPFvm contribui para a
consolidacdo do aprendizado aversivo adquirido durante a experiéncia
inicial no LCE, 17 ratos foram aleatoriamente alocados em 2 grupos
(n=8-9/grupo) baseados no tratamento (veiculo ou cobalto 1,0 mM),
com microinje¢do no CPFvm imediatamente apds o teste. Vinte e quatro
horas apds, os animais foram expostos ao LCE durante 5 min. O
experimento 2 foi realizado conforme o protocolo experimental
demonstrado na figura 5.

3.7.3. Experimento 3: efeito da inativagdo tempordria do CPFvm com
cobalto 1 ou 10 min antes do reteste do LCE

Para investigar se a atividade do CPFvm € requerida na evocagdo
da memdria aversiva associada com a experiéncia prévia no LCE, 35
ratos com experiéncia prévia foram aleatoriamente alocados em 4
grupos (n=7-10/grupo) de acordo com o tratamento (veiculo ou cobalto
1,0 mM) e o intervalo (1 ou 10 min) entre o término da infusdo da droga
no CPFvm e o inicio do reteste no LCE. O experimento 3 foi realizado
segundo o protocolo experimental demonstrado na figura 6.

3.74. Experimento 4: Avaliagcdo dos mecanismos neuroquimicos
presentes no CPFvm envolvidos na ansiedade e memoria

Para esclarecer se os mecanismos neuroquimicos que medeiam
respostas de ansiedade e memoria avaliadas no LCE sdo equivalentes,
67 ratos foram alocados em 8 grupos (n=7-10/grupo) baseados no
tratamento intra CPFvm (veiculo, atenolol 10,0 nmol; escopolamina
10,0 nmol ou AP5 6,0 nmol) infundidos 10 min antes do teste ou 10 min
antes do reteste do LCE. O experimento 4 foi realizado segundo o
protocolo experimental demonstrado na figura 7.
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Microinjecao
de PBS ou
cobalto

Figura 5. Esquema do procedimento utilizado para a avaliagcdo dos grupos tratados com PBS ou cobalto imediatamente
apés o teste do LCE.
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Figura 6. Esquema do procedimento utilizado para a avaliacdo dos grupos tratados com PBS ou cobalto 1 ou 10 min antes
do reteste do LCE.
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de PBS, ATE,
ESC ou AP5

Microinjecao
=P de PBS, ATE,
24h  ESCou AP5

10 min

Figura 7. Esquema do procedimento utilizado para a avaliagdo dos grupos tratados com PBS, ATE, ESC ou AP5 10 min
antes do teste ou do reteste do LCE.
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3.8. Analise comportamental dos ratos submetidos ao LCE

Os parametros comportamentais analisados foram agrupados em

blocos de 5 minutos durante o teste e/ou reteste foram os seguintes:

e  Numero de entradas nos bracos abertos do LCE (EA). A EA
€ contada apenas quando o animal coloca as quatro patas no braco
aberto;

e Nuamero de entradas nos bragos fechados do LCE (EF). A
EF ¢é contada apenas quando o animal coloca as quatro patas no
braco fechado;

e Tempo de permanéncia nos bracos abertos do LCE. Apds o
animal entrar no brago aberto, o tempo de permanéncia no mesmo
¢ contado até que uma das patas € colocada em outra parte do LCE;

e  Tempo de permanéncia nos bragos fechados do LCE. Apés o
animal entrar no brago fechado, o tempo de permanéncia no
mesmo € contado até que uma das patas é colocada em outra parte
do LCE;

e Frequéncia de posturas de estiramento (PAR), a qual
consiste no ato de colocar pelo menos uma pata em um dos bragos
abertos e em seguida voltar a posicdo original (centro ou brago
fechado). Segundo Bertoglio & Carobrez (2000), esse
comportamento parece estar relacionado a avaliacdo de risco.

Ap6s a coleta desses dados, foram calculadas — porcentagem de
tempo nos bracos abertos {%TA; [(tempo nos bracos abertos/300) x
100]}, porcentagem de tempo no centro {%TC; [tempo na plataforma
central/300] x 100]} e porcentagem de tempo nos bracos fechados
{%TF; [(tempo nos bracos fechados/300) x 100]} — durante os 5 min de
exposicao ao LCE.

3.9. Perfusio e histologia

Ao término do experimento comportamental, os animais
receberam anestesia geral [cloral hidratado a 15 % (2,3 mg/ml) e
xilazina 10 mg/ml] via i.p., microinjecdo de Azul de Evans (0,2 pl/lado)
e em seguida foi realizada a perfusdo intracardiaca com solugéo salina
(NaCl 0,9 %), seguida de solugdo de formalina (10 %).



27

Posteriormente, os encéfalos foram retirados e conservados
individualmente em recipientes contendo solucdo de formalina 10 %.
Pelo menos 24 h antes da andlise histoldgica para verificagdo do sitio de
injecdo da droga, os encéfalos foram transferidos para recipientes
contendo solucdo de sacarose 30 %.

Cortes coronais (50 pm) foram obtidos utilizado um criostato
(Leyca, modelo CM 1850, Microsystems AG, Wetzlar, Alemanha) a
uma faixa de temperatura de -18 a -20 °C. Os cortes foram fixados em
laminas de vidro para microscopia, previamente gelatinizadas. Os sitios
de microinjecdo foram imediatamente observados com auxilio de uma
lupa e comparados com os diagramas correspondentes do Atlas Paxinos
e Watson (2009). Apenas os animais com histologia bilateral para o
CPFvm foram incluidos na andlise estatistica. Para obter as
fotomicrografias, as 1aminas com os cortes ja fixados, permaneceram
secando por um periodo minimo de uma semana e em seguida foram
coradas. A primeira etapa consistiu da hidrataciio das ldminas durante 2
min em cuba contendo 4gua destilada. Procedimento realizado duas
vezes. Na sequéncia, as ladminas foram imersas em corante Giemsa
(Sigma-Aldrich, EUA) durante 6 min e lavadas com dguas destilada. Em
seguida, durante 2 min, as ldminas foram mergulhadas em solucdes
alcodlicas 70 %, 90 % e 100 %, apds essa etapa colocadas duas vezes,
durante 5 min, em CitroSolv. Finalmente, as laminas foram cobertas
com laminulas e seladas com resina sintética.

As laminas foram fotografadas em uma lupa acoplada a uma
camera (Motic Moticam 2000; 2.0 MP Live Resolution) e um programa
de imagens (Motic Image Plus 2.0) e comparadas com os diagramas do
atlas de neuroanatomia (Paxinos & Watson, 2009).

3.10. Analise estatistica

Os resultados foram analisados pela andlise de varidncia
(ANOVA). Enquanto os fatores independentes para os experimentos 1 e
3 foram o tratamento e o intervalo entre a infusdo da droga e a
exposicdo ao LCE, para os experimentos 2 e 4 foram o tratamento e a
experiéncia prévia ao LCE. Apds as andlises, foi o realizado o teste
post-hoc Newman-Keuls. O valor de significancia estatistica adotado foi
p<0,05.
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Os resultados foram analisados pelo programa estatistico
Statistica® (StatSoft Inc., EUA) e representado em gréficos
confeccionados através do programa Prisma 4 (GraphPad Prism, EUA).
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4. RESULTADOS

4.1. Histologia

A porcdo ventromedial do CPF consiste da parte ventral da regiao
medial do pré-limbico e a por¢cao medial infra-limbica (VERTES, 2006).
As microinje¢des foram realizadas no CPFvm entre 3,7 e 2,7 mm em
relacio ao Bregma. Ratos que receberam a injecdo fora dessas
coordenadas foram excluidos da andlise.

4.2. Experimento 1: A inativacio do CPFvm atenua os
comportamentos relacionados a ansiedade incondicionada em ratos
sem experiéncia prévia ao LCE.

A ANOVA de duas vias demonstrou uma interagdo significativa
entre o tratamento e o intervalo de microinjecdo de cobalto e o teste
comportamental para os parametros de %TA (F;34 = 6,55; P < 0,01; Fig.
9A) e %TF (F|34= 5,62; P < 0,05; Fig. 9C). Nenhum efeito significativo
da ANOVA foi encontrado para os parametros de PAR (F3,=0.29; P =
0,59), EF (F134=0,38; P =0,54), EA (F134=0,85; P =0,36), and %TC
(F134=0,01; P=0,98). O teste de post-hoc Newman-Keuls mostrou um
aumento na %TA e uma reducdo nas EF dos grupos tratados com
cobalto 1 min antes do teste em relacdo ao respectivo controle. Assim, a
inativagdo do CPFvm atenuou o comportamento relacionado a
ansiedade. A auséncia de aumento na exploracdo dos bragcos abertos
quando o intervalo de tempo entre a infusdo de cobalto e o teste
comportamental foi 10 min confirma um efeito de curto-prazo do
cobalto. Estes resultados foram observados na auséncia de mudancas
nas EF (Fig. 9F), um indice de atividade exploratéria geral (RODGERS
et al, 1995).

Para investigar se a atividade do CPFvm ¢ necessdria para a
aquisicdo do aprendizado aversivo, os grupos que receberam veiculo ou
cobalto antes do teste foram re-expostos ao LCE apds 24 h, sem
tratamento farmacolégico. Como pode ser visto na tabela 1, todos os
grupos reduziram a %TA (Fses = 7,94; P < 0,001) e elevaram a %TF
(F363 = 5,82; P < 0,01) quando comparados aos respectivos valores no
teste. A expressdo da esquiva aos bragos abertos durante o reteste é
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Figura 8. A. Cortes coronais do cérebro de ratos mostrando os sitios de injecdo (circulos vermelhos) no CPFvm. B.
Fotomicrografia (escala = 500 um) dos sitios de injecdo (indicados pelas setas) no CPFvm (aproximadamente 3,7 mm
anterior ao Bregma). Todos os animais utilizados nesse trabalho tiveram a injecdo da droga em uma dessas trés
coordenadas, sendo que a maioria alcangou a posicdo 2,7 mm.
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interpretada por alguns autores como a evocagdo de uma memoria
aversiva adquirida na primeira experiéncia no LCE (BERTOGLIO &
CAROBREZ, 2000; 2004). Como os ratos tratados com veiculo ou
cobalto comportaram-se de maneira similar, a inativacdo do CPFvm néo
prejudicou a aquisigao.

4.3. Experimento 2: A inativacio do CPFvmm nao afeta a
consolidacio do aprendizado aversivo adquirido no teste

A ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou um efeito
da repeti¢do, mas ndo do tratamento e nem da interacdo entre os dois
fatores para os parametros de %TA (F; ;5= 15,3; P <0,001), %TF (F, ;s
=30,0; P < 0,0001) e PAR (F; 5= 26,3; P < 0,0001). O teste de post-
hoc mostrou uma redugdo significativa na %TA e PAR de todos os
grupos no reteste em relacdo aos sues respectivos controles no teste,
esse efeito foi acompanhado de um aumento significativo na %TF.
Esses resultados confirmam a expressdo de uma esquiva adicional aos
bracos abertos no reteste, e sugerem que a inativacdo do CPFvm
induzida pelo cobalto ndo produziu efeitos na consolidagdo do
aprendizado aversivo. Além disso, a ANOVA de duas vias com medidas
repetidas revelou que nem a experiéncia prévia, nem a inativacdo do
CPFvm interferiram com a %TC (F; ;5= 1,3; P = 0,28), EA (F 5 =
0,06; P =0,81)e EF (F;,15=0,32; P = 0,58) no reteste (tabela 2).

4.4. Experimento 3: A inativacdo do CPFvm prejudica a evocacao
da memdria aversiva em ratos com experiéncia prévia no LCE

Os grupos tratados com veiculo no reteste demonstraram maior
esquiva aos bracos abertos, caracterizada pela reduc¢ao da %TA (Faes =
7,94; P < 0,0001; Fig. 10A), %TC (F465= 6,77; P < 0,001; Fig. 10B) e
EA (Fs65=9,08; P <0,0001; Fig. 10D), bem como um aumento na %TF
(Fa65 = 13,3; P < 0,00001; Fig. 10C) em comparacdo aos respectivos
valores obtidos no teste. Entretanto, o grupo que teve o CPFvm
inativado pelo cobalto 1 min, mas ndo 10 min, antes do reteste
comportou-se de maneira diferente: a ANOVA de duas vias revelou
uma interacdo significativa entre o tratamento e o intervalo de
microinjecdo e o teste comportamental para a %TA (Fi3; = 6,19; P <
0,01; Fig. 10A) e um efeito do tratamento para os pardmetros de %TC
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Figura 9. Efeito da inativag¢do temporaria do CPFvm com cobalto 1 ou 10
min antes do teste do LCE. A inativac¢do do cértex pré-frontal ventromedial
antes do teste no LCE atenuou os comportamentos relacionados a
ansiedade. Ratos expostos ao LCE 1 min apds a infusdo de cobalto
permaneceram mais tempo explorando os bragos abertos em relagdo aos
respectivos controles (A, C). A inativacdo do CPFvm pelo cobalto foi
tempordria, ja que os ratos testados 10 min apés a infusdo de cobalto
comportaram-se de maneira semelhante aos grupos que receberam veiculo.
Esses resultados foram observados na auséncia de mudangas no nimero de
entradas nos bracos fechados, um indice de atividade exploratéria geral. As
barras verticais representam a média + E.P.M. Os asteriscos indicam uma
diferenca significativa (p<0.05) em relacdo aos respectivos controles
(ANOVA de duas vias, seguida do teste de post-hoc Newman Keuls).
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Tabela 1. Valores das médias obtidas no reteste dos grupos tratados com cobalto 1 ou 10 min antes do teste do LCE.
A inativagdo do cortex pré-frontal ventromedial com cobalto antes do teste no labirinto em cruz elevado ndo
interferiu com a expressdo da esquiva dos bracos abertos no reteste, que foi realizado apds 24 h sem tratamento
farmacolégico.

Veiculo 1min (n=8) Cobalto 1 min (n=11) Veiculo 10 min (n= 10) Cobalto 10 min (n=9)
Teste Reteste Teste Reteste Teste Reteste Teste Reteste
%TA 132+42 1,3+ 1,0% 339+39 1,2+0,6* 158+34 1,6 £1,2% 18,5+3,7 6,0 +3,0*
%TC 27,4+88 21,543 30,1+4,9 19,4+3,0 21,9+25 24,7+42 243146 28,5%5,0
%TF 59,592 772+4,5% 359£5,0 79,4 £3,3% 62,3142 73,7+4,9% 57,2%£6,0 65,5 £5,0%
EA 2,87+£0,9 0,5+0,4 536%1,5 0,5+0,3 43107 0,6+0,4 4,7+1,2 2,1+1,0
PAR 6,12+ 1,6 70+1,4 34+0,7 57+x1,1 8,1+1,0 87+14 7,1+£0,9 83+14
EF 53%1,1 48+1,0 5,6+0,7 43107 82+1,1 78+14 74+0,8 7,6£0,8

Legenda: %TA = porcentagem de tempo nos bracos abertos; %TC = porcentagem de tempo na plataforma central; %TF =
porcentagem de tempo nos bracos fechados; EA = entradas nos bragos abertos; PAR = postura de avaliacdo de risco; EF =
entradas nos bragos fechados; Os resultados estdo representados como média + E.P.M. * p<0,05 em relagdo ao respectivo
grupo controle no teste (ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida do teste de post-hoc Newman Keuls).
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Tabela 2. Efeito da inativacdo do CPFvm imediatamente ap6s o teste do
LCE. A inativagdo do cértex pré-frontal ventromedial com cobalto
imediatamente apo6s o teste no LCE ndo interferiu com a expressao da
esquiva aos bracos abertos no reteste, que foi realizado 24 h apds sem
tratamento farmacolégico.

Veiculo (n = 8) Cobalto (n=9)

Teste Reteste Teste Reteste
%TA 12,9+ 3,7 43+25% 156 £34 50+1,8%
%TC 37,1 £2,3 25,6 £4,2 344+£2,2 29,7+4,8
%TF 50,0 £4,7 70,1 £6,2%* 50,0+4,9 65,3 t6,1*

EA 3,609 1,7+ 1,0 4,1+09 1,9%+0,6
PAR 10,5+£1,0 5,9%0,8*% 123+1,1 6,2+1,1%
EF 74%+09 81£13 9,9+0,9 94+13

Legenda: %TA = porcentagem de tempo nos bragos abertos; %TC =
porcentagem de tempo na plataforma central; %TF = porcentagem de tempo
nos bracos fechados; EA = entradas nos bragos abertos; PAR = postura de
avaliacdo de risco; EF = entradas nos bragos fechados; Os resultados estdo
representados com média + E.P.M.* p<0,05 em relag@o ao respectivo grupo
controle no teste (ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida do
teste de post-hoc Newman Keuls).

(F131=4,76; P < 0,05; Fig. 10B), EA (F3; = 8,34; P<0,01; Fig. 10D) e
%TF (F3=15,7; P < 0,01; Fig. 10C). O teste de post-hoc revelou um
aumento na %TA em relagc@o ao respectivo controle para o grupo tratado
com cobalto 1 min antes do reteste. Como resultado, a inativacdo
tempordria do CPFvm induzida pelo cobalto foi suficiente para
prejudicar a evocacdo da memdria aversiva. A redugcdo da PAR (Faes =
14,2; P < 0,00001; Fig. 10E) observada no reteste ndo foi alterada pela
infusdo de cobalto. Nem a experiéncia prévia no LCE nem a inibicdo do
CPFvm antes do reteste interferiram com as EF (Fig. 10F).

4.5. Experimento 4: Mecanismos neuroquimicos distintos regulam a
ansiedade e a memoéria no CPFvm

A ANOVA de duas vias revelou uma interacdo entre os fatores
tratamento e experiéncia prévia no LCE para os pardmetros de %TA
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(F3s59 = 4,18; P < 0,01; Fig. 11A) e %TF (F3s9 = 3,71; P < 0,05; Fig.
11C) e um efeito do tratamento para as EA (F359 = 3,31; P < 0,05; Fig.
11D). O teste de post-hoc de Newman-Keuls revelou um aumento na
%TA para os grupos de animais sem experiéncia prévia no LCE e que
receberam atenolol ou AP5 10 min antes do teste, esse efeito foi
acompanhado por uma reducdo na %TF. O tratamento com atenolol
antes do teste também elevou as EA. Dessa maneira, sugere-se um papel
para esses dois receptores presentes no CPFvm em regular os
comportamentos relacionados a ansiedade. Todos os grupos acima
descritos adquiriram esquiva aos bragos abertos quando re-expostos ao
LCE apés 24 h (Tabela 3), e consequentemente, o bloqueio dos
receptores beta-1 adrenérgicos ou NMDA glutamatérgicos do CPFvm
ndo afetou a aquisi¢do do aprendizado aversivo.

Em contraste com os resultados encontrados apds a inibi¢do
completa do CPFvm, a infusdo de atenolol ou AP5 ndo produziu
nenhum efeito no reteste, considerando que todos os grupos com
experiéncia prévia, apds o tratamento com os antagonistas beta-1,
NMDA e muscarinico, apresentaram aversio aos bacos abertos
semelhante ao respectivo controle, caracterizada pela redug¢do na %TA
(Fa63 = 7,74; P < 0,0001; Fig. 11A), %TC (F463 = 10,7; P < 0.00001;
Fig. 11B) e EA (F463 = 10,1; P < 0,00001; Fig. 11D), bem como, um
aumento na %TF (F4¢3=22,2; P <0,00001; Fig. 11C).

Esse padrio de resultados difere daqueles encontrados com
cobalto, sugerindo que outros receptores sdo recrutados para evocarem
esse tipo de memdria aversiva incondicionada adquirida no teste. Nem a
experiéncia prévia no LCE, nem a inativacdo do CPFvm interferiram
coma %TC, PAR ¢ EF.
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Tabela 3. A infusdo de atenolol, escopolamina ou APS5 no cértex pré-frontal ventromedial antes do teste no LCE nao
prejudicou a expressdo da esquiva aos bracos abertos no reteste, que foi realizado 24 h apds sem tratamento

farmacolégico.
Veiculo (n=10) Atenolol 10 nMol (n= 8) Escopolamina 10 nMol ( n=9) AP5 6 nMol (n=7)

Teste Reteste Teste Reteste Teste Reteste Teste Reteste
%TA 15,8+3,4 1,6 £1,2% 36,6 £ 6,0 1,3£0,6% 17,7+ 4,1 53%3,1% 28,21+4,6 1,9+ 1,0*%
%TC 219+25 248+42 22,7129 293+57 19,3+£23 219+£29 25,1122 18,1+£35
%TF 623142 73,6 £4,9* 40,8+5,5 69,4 £5,9% 63,055 72,8 £5,4% 46,7+59 80,0 £ 3,6*
EA 4,4+£09 0,6 £0,4* 93+14 0,6 £0,3* 47+£1,0 1.9+ 1,1* 56+1,2 0,6 + 0,4
PAR 85+14 87+14 54+15 9,7£0,9 44+0,8 8,1+1,0 76+12 51+£13
EF 82+1,1 78+ 14 63+1,1 9,0+ 1,1 89+1,5 94+1,5 79+1,1 50+0,8

Legenda: %TA = porcentagem de tempo nos bragos abertos; %TC = porcentagem de tempo na plataforma central; %TF =
porcentagem de tempo nos bragos fechados; EA = entradas nos bragos abertos; PAR = postura de avalia¢do de risco; EF =
entradas nos bragos fechados; Os dados estao representados como média + E.P.M.* p<0,05 em relacdo ao respectivo grupo
controle no teste (ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida do teste de post-hoc Newman Keuls).
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Figura 10. Efeito da inativacdo temporaria do CPFvm com cobalto 1 ou 10
min antes do reteste do LCE. A inativac@o temporaria do cértex pré-frontal
ventromedial antes do reteste no LCE prejudicou a evocacdo da memora
aversiva adquirida no teste. Os grupos com experiéncia prévia tratados com
veiculo exibiram maior esquiva aos bracos abertos em relagdo ao teste (A,
C, D). A infusdo de cobalto 1 min, mas ndo 10 min, antes do reteste do LCE
alterou completamente esse padrdo de resposta, sem alterar a atividade
exploratdria geral (F). As barras verticais representam a média + E.P.M. As
barras horizontais representam o intervalo de confianca (95%) de todos os
grupos no dia do teste do LCE. Os resultados foram representados dessa
maneira porque todos os grupos comportaram-se de maneira semelhante no
teste (F53 < 1,17; P 2 0,33). *p<0,05 em relagdo aos respectivos controles
(ANOVA de duas vias, seguida do teste de post-hoc Newman Keuls).
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Figura 11. Efeito da microinjecdo de atenolol 10 nmol, escopolamina 10
nmol ou AP5 6 nmol 10 min antes do teste ou 10 min antes do reteste do
LCE. O cértex pré-frontal ventromedial recruta receptores distintos para
regular ansiedade e memoria. A infusdo de atenolol 10,0 nmol (ATE 10) ou
de AP5 6,0 nmol (APS5 6,0) atenuou os comportamentos relacionados a
ansiedade no teste do LCE em ratos sem experiéncia prévia em relagdo aos
respectivos controles (A, C, D). O mesmo tratamento, entretanto, ndo afetou
a esquiva aos bracos abertos no reteste do LCE (A, C, D) nos grupos com
pré-exposicdo no LCE. Esses resultados foram observados na auséncia de
mudancas nos indices de atividade exploratdria geral (F). Tanto a expressio
da ansiedade como a expressdo da memdria aversiva ndo foi modificada
apos a infusdo de escopolamina 10,0 nmol (ESC 10). As barras horizontais
representam intervalo de confianga (95%) de todos os grupos no dia do teste
do LCE. Os resultados foram representados dessa maneira pois todos os
grupos comportaram-se de maneira semelhante no teste (F33p < 1,09; P >
0,36). *p<0.05 em relacdo aos respectivos controles (ANOVA de duas vias,
seguida do teste de post-hoc Newman Keuls).
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5. DISCUSSAO

Os principais achados desse trabalho foram: (i) a inativacido do
CPFvm antes do teste do LCE reduz a expressdo da ansiedade, sem
prejudicar a aquisicdo do aprendizado aversivo; (ii) a inativacdo do
CPFvm imediatamente ap6s o teste do LCE ndo afetou a consolidacio
da memodria aversiva adquirida no teste; (iii) a inativagdo do CPFvm
antes do reteste do LCE prejudicou a evocagdo da memoria aversiva
adquirida no teste e; (iv) o antagonismo farmacoldgico tanto dos
receptores beta-1 adrenérgicos como dos receptores do tipo NMDA de
glutamato, antes do teste, reduziu a expressdo dos comportamentos de
ansiedade de maneira similar a inativa¢cdo com cobalto. No entanto, o
mesmo tratamento ndo interferiu com a evocacdo da memoria aversiva
em ratos com experiéncia prévia. Na dose testada, o bloqueio dos
receptores muscarinicos ndo modificou nenhum parametro avaliado no
LCE no dia do teste e nem no reteste. Dessa maneira, o CPFvm possui
um importante papel no controle da ansiedade e da memoria, mas os
mecanismos neuroquimicos envolvidos em ambos 0s processos parecem
ser distintos.

Até o momento, existe uma vasta literatura descrevendo o papel
do CPFvm no componente cognitivo das emogdes, utilizando
principalmente modelos de condicionamento. Entretanto, poucos autores
tém abordado o papel dessa estrutura, tanto no dmbito cognitivo como
no emocional, em modelos de ansiedade incondicionada.

Trabalhos que verificaram a expressdo de genes imediatos como
c-fos mostraram uma expressdo aumentada da respectiva proteina no
CPFvm de ratos expostos a modelos de ansiedade incondicionada como
o LCE, o campo aberto ou o odor de gato (DUNCAN et al, 1996;
NAGAHARA & HANDA, 1997; DIELEMBERG et al, 2001;
DIELEMBERG & MCGREGOR, 2001). Esses dados tem como suporte
estudos comportamentais que mostram que a lesdo do CFPvm € capaz
de reduzir os comportamentos de ansiedade incondicionada (BLANCO
et al, 2009; DEACON et al, 2003; SHAH & TREIT, 2003; 2004).
Apesar da exposicdo ao gato, um modelo utilizado para avaliar
comportamentos de medo incondicionado, também ser capaz de elevar
os niveis de proteina Fos no CPFvm, a expressdao do comportamento de
congelamento ndo € abolida pela inativagio do CPFvm com
tetrodotoxina (CORCORAN & QUIRK, 2007). De fato, segundo
McNaughton & Corr (2004), os comportamentos de defesa dos animais
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seriam controlados por estruturas distintas conforme a complexidade do
comportamento, € nesse contexto, comportamentos relacionados a
ansiedade seriam preferencialmente controlados pelo cértex pré-frontal,
enquanto que os comportamentos de medo seriam funcdes de outras
estruturas.

No presente trabalho, a inibicdo temporaria da neurotransmissao
no CPFvm com cobalto confirmou a participagdo desta regido no
controle da ansiedade incondicionada (Fig. 9A e C), embora esse
bloqueio ndo tenha sido capaz de reduzir os comportamentos de
avaliacdo de risco (Fig. 9E). Grant & Mackintosh (1963) introduziram o
termo avaliacio de risco como um comportamento ambivalente
refletindo uma tendéncia de aproximacao/esquiva ao ambiente ou objeto
aversivo, uma resposta de conflito, ou ainda, uma resposta que levaria a
um aprendizado mais detalhado sobre o ambiente (KAESERMANN,
1986; MOLEWIJK et al, 1995). Sabe-se também que esse
comportamento € sensivel a acdo de algumas classes de drogas.
Benzodiazepinicos, agonistas dos receptores 5-HT1A e inibidores da
recaptacdo de serotonina sdo capazes de reduzirem a avaliacdo de risco,
enquanto que algumas drogas ansiogénicas, como a ioimbina, ndo
alteram tal comportamento, embora o pentilenotetrazol seja capaz de
provocar um aumento (MOLEWIK et al, 1995). De acordo com
McNaughton & Corr (2004), o hipotdlamo medial seria a estrutura
chave no controle de comportamentos de avaliagdo de risco. De maneira
bastante interessante, a por¢cdo dorsomedial do hipotdlamo apresenta
uma expressdo aumentada de proteina Fos tanto no teste como no reteste
do LCE (ALBRECHT-SOUZA et al, 2008), confirmando a importincia
dessa regido para os comportamentos de avaliagdo de risco emitidos no
LCE. Assim, sugere-se que, mesmo mantendo conexdes com O
hipotdlamo, a inativagdo do CPFvm ndo seria suficiente para modificar
esse comportamento (VERTES, 2006).

Na tentativa de reduzir os problemas causados por lesdes
permanentes, como as eletroliticas ou citotdxicas, tem sido utilizado o
bloqueio farmacolégico. O uso do cloreto de cobalto, um bloqueador
dos canais de cdlcio voltagem dependente, no CPFvm foi capaz de
reduzir os comportamentos punidos no teste de conflito de Vogel e
repostas autondmicas quando administrado 10 min antes dos testes
(FERNANDES et al, 2007; RESSTEL et al, 2004; 2008). No entanto,
Kretz (1984) mostrou em um ensaio in vivo que a administragdo de
cobalto em tecido cortical de roedores tem a propriedade de bloquear a
pos-sinapse por ndo mais do que 9 min, sendo o bloqueio da pds-sinapse
uma conseqiiéncia da inibicdo da liberacdo pré-sindptica de
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neurotransmissores na fenda sindptica. Confirmando esse estudo, a
infusido de cobalto 1,0 mM no CPFvm 10 min antes do teste LCE ndo
produziu quaisquer efeitos nos comportamentos dos animais (Fig. 9A e
C), enquanto que o mesmo procedimento, mas com um intervalo entre a
infusdo e o teste comportamental de 1 min, foi capaz de reduzir a
ansiedade basal dos animais (Fig. 9A e C).

A inativacdo tempordria e reversivel de fungdes corticais possui
vantagens distintas em relacdo a outros métodos, como por exemplo, 0s
de ablacdo total da estrutura. O comportamento apds a ablacdo
geralmente ¢é passivel de alteracdes atribuidas a um rearranjo ocorrido
no encéfalo como um todo. Uma das manifestacdes do reajuste é a
recuperacdo do animal de alguns déficits comportamentais ocorridos
ap6és a lesdo, fato que parece ocorrer pela reorganizacdo de outras
estruturas que passam a exercer a funcdo perdida. A inibi¢cdo tempordria,
ao contrdrio, ndo permite que ocorram mecanismos compensatorios,
além de permitir o uso do mesmo animal como o seu proprio controle
(FUSTER, 2008).

Como citado na introdugdo, Carobrez & Bertoglio (2005)
sugerem que a mudancga no estado emocional evocado pela exposi¢dao
subsequente ao LCE pode envolver diferentes estruturas cerebrais no
teste e reteste do LCE. Até o momento, sabe-se que estruturas
encefdlicas como a amigdala basolateral participa dos processos de
consolidacdo, enquanto que para a evocacdo da experiéncia aversiva do
LCE estido envolvidos o HD, a SCP e o HDM. No entanto, os trabalhos
de lesdo permanente no CPFvm que utilizaram paradigmas de ansiedade
incondicionada ndo permitem saber quais etapas do aprendizado sdo
afetadas. Nesse estudo, a inativagdo tempordria do CPFvm antes da
primeira exposicdo ndo foi capaz de prejudicar a aquisi¢do da
experiéncia aversiva (Tabela 1), resultado que corroborra trabalhos que
utilizaram modelos de medo condicionado, cujos resultados mostraram
que o CPFvm nio € recrutado na aquisi¢cdo dessas memorias (SIERRA-
MERCADO et al, 2006; CORCORAN & QUIRK, 2007).

Os comportamentos evocados pelos animais durante o reteste no
LCE ndo foram prejudicados pela inibi¢do do CPFvm antes do teste,
demonstrando que a atividade do CPFvm ndo € essencial para aquisi¢io
do aprendizado aversivo, assim como a administracio de
benzodiazepinicos clédssicos antes do teste também ndo impede o
aprendizado aversivo. Assim, podemos sugerir que estruturas
importantes para o aprendizado aversivo como amigdala, hipocampo e
substancia cinzenta periaquedutal, entre outras, interpretam e adquirem



46

a experiéncia aversiva. Como a inibicdo do CPFvm com cobalto dura
apenas poucos minutos, ndo ocorre um impedimento para que essa
memdria seja armazenada.

De maneira semelhante a aquisi¢do, o bloqueio do CPFvm apés a
primeira exposi¢do ao LCE ndo prejudicou a consolidagio do
aprendizado adquirido, o que nos permite concluir que este bloqueio nio
teria prevenido a ocorréncia da tolerdncia a primeira exposi¢cdo aos
benzodiazepinicos. File e colaboradores (1998) mostraram que a
inibicdo da amigdala basolateral imediatamente apés o teste do LCE
preveniu o aparecimento da tolerancia aos benzodiazepinicos apés uma
sessdo de teste, sugerindo a participacdo dessa estrutura na consolidagdo
desse evento aversivo e também a importincia da atividade da mesma
para a ocorréncia da tolerancia. No entanto, o bloqueio do hipocampo
dorsal apds o reteste ndo produziu o mesmo efeito (BERTOGLIO et al,
2006, NASCIMENTO-HACKL & CAROBREZ, 2007). Alguns estudos
mostram que o complexo basolateral da amigdala e o CPFvm interagem
influenciando a performance em tarefas afetivamente motivadas,
sugerindo um papel na consolidacdo para a amigdala. No entanto, vale
lembrar que dentro da sessdo de teste de 5 min, os animais parecem
adquirir as informacdes, principalmente nos 2 primeiros min. Portanto,
para interferir no processo de consolidagdo da resposta emocional
adotada pelo animal no LCE, talvez a manipulag¢do farmacoldgica deva
ser feita depois dos primeiros minutos de sessdo, antes do animal
expressar a esquiva aos bracos abertos.

Com relacdo a evocagdo dessa memdria, sabe-se que a inativagéo
do HD com lidocaina antes do reteste foi capaz de prejudicar a
expressdo do aprendizado no LCE (BERTOGLIO et al, 2006).
Considerando que o fendmeno de tolerdncia a primeira exposi¢do é
resultado de um aprendizado aversivo, podemos dizer que de maneira
mais sutil, a inativacdo da SCP e do HDM também atenua a expressao
da memdria aversiva, jad que ambas preveniram o aparecimento da
tolerAncia a primeira exposicdo em ratos tratados com
benzodiazepinicos (BERTOGLIO et al, 2005; FILE et al, 1999). Os
nucleos da amigdala recebem informagdes convergentes sobre estimulos
condicionados e incondicionados e armazenam memdrias associativas a
esses estimulos (LEDOUX, 2000). Lesdes na amigdala apds o
condicionamento de medo inibem a expressio do medo previamente
aprendido (ANGLADA-FIGUEROA & QUIRK, 2005), bem como as
respostas frente ao predador (BLANCHARD & BLANCHARD, 1972).
Assim, a amigdala também parece ser necessaria para a evocagdo de
respostas de medo. Em acordo com o resultado encontrado no presente
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estudo no modelo de ansiedade incondicionada (Fig. 10A, C e D), a
atividade do CPFvm tem sido largamente implicada na expressdo de
memorias aversivas condicionadas (LIANG et al, 1996; BLUM et al,
2006; RESSTEL et al, 2006; SIERRA-MERCADO et al, 2006;
CORCORAN & QUIRK, 2007). Considerando a importancia do
CPFvm na tomada de decisdo, uma visdo um tanto simplista postularia
que se no reteste do LCE ocorre mudanca no estado emocional do
animal e 0 mesmo opta por permanecer nos bracos fechados, a inibi¢ao
da estrutura responsavel pela tomada de decis@o, levaria o animal a
explorar novamente o ambiente, prejudicando dessa maneira, a
evocacdo do aprendizado adquirido durante o teste. Além disso, a
existéncia de uma expressdo aumentada de proteina Fos no CPFvm de
ratos expostos ao reteste do LCE concorda com o resultado encontrado,
mostrando que existe um recrutamento dessa regido na segunda
exposicio ao LCE (ALBRECHT-SOUZA et al, 2008), e quando a
mesma estd inativada o animal comporta-se como no primeiro dia de
teste. Os resultados obtidos no experimento 3 demonstram que para a
tarefa executada no reteste do LCE a atividade do CPFvm também ¢
importante, ji que o bloqueio dessa regido 1 min antes do reteste
permitiu que o animal apresentasse um perfil comportamental
semelhante a um animal sem experiéncia-prévia no LCE.

Em vista dos resultados obtidos com o bloqueio temporario do
CPFvm, procuramos investigar quais os possiveis receptores envolvidos
naquelas respostas.

Devido ao fato das memodrias emocionais estarem associadas a
uma sinaliza¢do noradrenérgica aumentada, via receptores do tipo beta,
muito se tem investigado sobre a participagio dos mesmos nos
processos de consolidagdo e extingdo de memdrias condicionadas
(RODRIGUEZ-ROMAGUERA et al, 2009). A infusdo de atenolol, um
antagonista dos receptores noradrenérgicos do tipo beta-1, no CPFvm
produziu um efeito do tipo ansiolitico no LCE sem prejudicar a
aquisi¢cdo ou a evocagdo da experiéncia aversiva do teste (Fig. 11A, Ce
D). Estudos farmacolégicos mostraram que os receptores beta-
adrenérgicos sdo importantes em estdgios tardios da formagdo da
memoria: ratos que receberam infusio intracerebral de um antagonista
beta-adrenérgico apds a sessdo de aprendizado apresentaram um
prejuizo na memoria apds 48 h (SARA, 2009). Apesar do papel
fundamental do CPFvm para a evoca¢do da meméria incondicionada, os
receptores do tipo beta-1 adrenérgicos presentes nessa darea parecem nao
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apresentar a mesma func¢do nesse modelo, demonstrando que no
paradigma do LCE, receptores distintos controlam memoria e ansiedade.

Em ratos testados em modelos de ansiedade incondicionada, o
propranolol, um antagonista dos receptores beta com agdo central,
administrado via i.p. reduz a ansiedade no LCE e evita o aparecimento
da tolerincia dos benzodiazepinicos a primeira exposi¢do e reduz a
ansiedade no campo aberto (ANGRINI et al, 1998; STERN et al, 2008),
além disso, reduz o medo incondicionado no modelo do odor de gato
(DO-MONTE et al, 2008). Em modelos de medo condicionado, o
propranolol é capaz de reduzir o congelamento na primeira exposicdo ao
contexto sem alterar a extingdo do mesmo, e atenua a aquisi¢do,
consolidacdo e expressdo do medo no modelo de condicionamento
olfatério de medo (KROON & CAROBREZ, 2009; RODRIGUEZ-
ROMAGUERA et al, 2009). Além dos achados comportamentais, foi
visto que a administracdo via i.p. do mesmo antagonista foi capaz de
reduzir a atividade dos neur6nios da regido pré-limbica do CPF
(RODRIGUEZ-ROMAGUERA et al, 2009). Em humanos, o
propranolol reduz estdgios agudos de alarme, testes de ansiedade e medo
condicionado (BRANTIGAN et al, 1982; GRILLON et al, 2004) e tem
sido prescrito para reduzir os sintomas somdticos (aumento da pressdo
sanguinea, angina peitoral, ritmo cardiaco irregular) e psicoldgicos
(ansiedade social) presentes no transtorno do estresse pds-traumatico
(TOLLENAAR et al, 2009). Apesar das evidéncias demonstrando a
participacdo desses receptores tanto nos processos emocionais como nos
cognitivos, nossos resultados substanciam a importancia dos receptores
beta-1 apenas no controle emocional. Talvez o controle cognitivo feito
por esses receptores seja mediado por outras estruturas, como a
amigdala, a qual também possui uma atividade neuronal reduzida apds a
injecdo de propranolol.

A escopolamina é uma droga que classicamente prejudica o
aprendizado e a memoria. No entanto, a dose escolhida desse
antagonista muscarinico, quando injetada no CPFvm, néo foi capaz de
alterar nenhum comportamento avaliado no LCE (Fig. 11A, C e D).
Tanto os comportamentos relacionados a ansiedade, como os indices
que indicam algum prejuizo de aprendizado ou memodria ndo foram
afetados. No entanto, quando administrada via i.p., essa droga reduz os
comportamentos relacionados a ansiedade e previne a expressdo da
tolerancia a primeira exposi¢do (BERTOGLIO & CAROBREZ, 2004).
Os resultados obtidos confirmam em parte estudos de Wall et al (2001),
no qual a microinjecdo de escopolamina 10,0 nmol no CPFvm de
camundongos ndo produziu nenhum efeito comportamental no LCE,
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enquanto que a dose de 20,0 nmol resultou em um efeito ansiogénico
acompanhado de aumento na atividade locomotora. Essa dose de
escopolamina, no entanto, impediu o aparecimento da tolerdncia a
primeira exposi¢do. Quando um antagonista M1 seletivo foi injetado no
CPFvm, no entanto, baixas doses produziram um efeito ansiolitico,
sugerindo a participacao dos receptores M1 do CPFvm de camundongos
na modulagdo da ansiedade (WALL et al, 2001; WALL & MESSIER,
2002).

Em modelos de medo condicionado, a microinje¢do de
escopolamina no CPFvm de ratos foi capaz de prejudicar a expressio da
esquiva adquirida no treino da esquiva passiva (GIOVANNINI et al,
2005). O bloqueio dos receptores muscarinicos também prejudicou o
aprendizado e a memdria no labirinto aqudtico, labirinto radial e no
labirinto em T elevado (MCNAUGHTON & MORRIS, 1987,
BOLHUIS et al, 1988; DE-MELLO & CAROBREZ, 2002).

Os receptores de glutamato do tipo NMDA possuem um papel
central nos mecanismos neurobiolégicos da ansiedade, do aprendizado e
memoria (BARKUS et al, 2010). O resultado do bloqueio dos receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA no CPFvm (Fig. 11A e C) reforca dados
da literatura que mostram a importincia desse sistema nas respostas
emocionais. Estruturas encefdlicas no lobo temporal medial como o
hipocampo e amigdala constituiriam a interface entre emocdo e
cognicdo e sdo provaveis estruturas onde os receptores NMDA podem
exercer os efeitos na emocionalidade (BARKUS et al, 2010). De fato, a
infusdo de APS na porcdo ventral do hipocampo aumenta a exploracdo
dos bragos abertos do LCE (NASCIMENTO—HACKL & CAROBREZ,
2007), efeito também observado apds a infusdo de AP5 na SCP dorsal
(KINCHESKI & CAROBREZ, 2010). Os resultados encontrados nessa
etapa do trabalho mostram que, no CPFvm, esse tipo de receptor
também € importante para a expressdo do comportamento emocional,
enquanto que nos processos relacionados ao aprendizado e expressdo da
memoria aversiva de respostas incondicionadas, pelo menos na dose
utilizada, a participacdo ndo parece ser tdo relevante, enquanto que na
expressdo de respostas condicionadas de medo, os receptores do tipo
NMDA presentes no CPFvm sdo requeridos (SANTINI et al, 2001;
RESSTEL et al, 2008). A injecdo do mesmo antagonista na SCP dorsal,
antes do reteste do LCE, bloqueou a expressdo do aprendizado aversivo
(KINCHESKI & CAROBREZ, 2010) e ratos que receberam injecdo via
i.p. de midazolam antes do reteste e que estavam sob efeito da inibicdo
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da SCP dorsal com lidocaina, ndo apresentaram o fendmeno de
tolerancia a primeira exposi¢cdo (BERTOGLIO et al, 2005).

Entre as hipéteses que tentam elucidar o porqué da perda do
efeito ansiolitico dos benzodiazepinicos durante o reteste do LCE estd a
ocorréncia da aquisicdo de uma resposta de medo aos bragos abertos. A
hipétese acima e os resultados descritos concordam com a teoria de
McNaughton & Corr (2004), a qual relata que diferentes estruturas
encefdlicas controlam medo e ansiedade, e que, embora a ansiedade
tenha uma grande representacio neural rostral, como estruturas corticais
incluindo o CPF, a SCP e o hipotdlamo, estes seriam os componentes de
menor hierarquia desse sistema, controlando comportamentos de medo.
Assim, no reteste e com a atividade do CPFvm integra, apds uma
contextualizacdo inicial da tarefa, essa duas regides determinariam a
melhor resposta comportamental, caracterizando um controle ascendente
do comportamento defensivo (BERTOGLIO et al, 2005).

Dados da literatura mostram que a inativagdo do hipocampo
dorsal com lidocaina antes do reteste foi capaz de aumentar a exploragdo
dos bracos abertos nesse momento (BERTOGLIO et al, 2006). No
entanto, a administracdo de APS, tanto em baixas como em altas doses,
nessa mesma por¢cdo do hipocampo ndo foi capaz de mimetizar os
efeitos da inativagio tempordria (NASCIMENTO-HACKL &
CAROBREZ, 2007). Curiosamente, intervengdes especificas nem
sempre reproduzem os efeitos causados pela completa inativagdo da
estrutura. Uma vez que o recrutamento de areas corticais no LCE ¢é
conhecido, ja que a expressdo de proteina Fos no CPFvm no reteste é
mais pronunciado do que no teste (ALBRECHT-SOUZA et al, 2008), é
possivel criar a hipétese de que, quando uma estrutura é totalmente
inativada, os efeitos sobre a expressdo de alguns comportamentos
podem ser observados, no entanto, o bloqueio de alguns receptores
especificos pode ndo ser o suficiente para a obtencdo do mesmo efeito,
sendo pelo ndo envolvimento daquele receptor na resposta esperada, ou
pela necessidade de agdo sinérgica de mais de uma sistema de
neurotransmissao ou mesmo, por mecanismos compensatorios.
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6. CONCLUSAO

z

Nossos resultados sugerem que o envolvimento do CPFvm €
importante nas respostas de ansiedade incondicionada e também na
expressdo da memoria emocional relacionada ao evento aversivo, e que
sistemas de neurotransmissdo diferentes sdo requeridos nas respostas
puramente emocionais e nas respostas cognitivo-emocionais.

Também foi possivel confirmar que o protocolo do teste/reteste
do LCE é uma importante ferramenta para o estudo da ansiedade
incondicionada. N@o apenas o componente emocional, como também o
componente cognitivo relacionado ao evento aversivo no mesmo
animal, o qual seria um dos substratos para o desenvolvimento de
doencas psiquidtricas. Dessa maneira, alguns componentes dos
distirbios de ansiedade podem ser avaliados nesse modelo.

Por fim, esse trabalho contribui para o entendimento do
funcionamento do CPFvm nas emocdes geradas frente a ambientes
ameacadores e também qual a contribuicio desta estrutura para a
lembranga de um evento aversivo. Como o CPFvm ¢ altamente
implicado no desenvolvimento do transtorno do estresse pds-traumatico
em humanos, é de grande valia esclarecermos qual a real importancia
dessa drea na ansiedade e nos transtornos causados por essa emogao.
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