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RESUMO

OLIVEIRA, A.R. Envolvimento de receptores dopaminérgicos da area tegmental ventral e
do complexo basolateral da amigdala na aquisi¢do e na expressdo do medo condicionado.
2010. 93 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Filosofia, Ciéncias ¢ Letras de Ribeirdo Preto,

Universidade de Sdo Paulo.

O condicionamento Pavloviano ¢ um dos paradigmas mais utilizados para estudar as bases
bioldgicas das emocdes, assim como da aprendizagem e memoria. A dopamina (DA) ¢ um dos
principais neurotransmissores envolvidos na mediagcdo de estados de medo e ansiedade. Um
conjunto crescente de evidéncias da suporte a hipotese de que a ativagdo da via
mesocorticolimbica, proveniente de neuronios dopaminérgicos da area tegmental ventral (ATV),
¢ particularmente sensivel a estimula¢do aversiva. Entre as regides inervadas por esta via, o
complexo basolateral da amigdala (BLA) é um componente essencial dos circuitos neurais do
medo condicionado. Assim, o presente estudo explorou o envolvimento de mecanismos DA da
ATV e do BLA, através do uso de agonistas e antagonistas de receptores DA, na aquisi¢ao e
expressdo do medo condicionado & luz. Nao houve efeito das drogas DA no sobressalto
potencializado pelo medo (SPM), quando injetadas na ATV antes do condicionamento,
indicando que os receptores DA da ATV ndo participam da aquisi¢do do medo condicionado a
luz. Ao contrario, quando injetado na ATV antes do teste, quimpirole (agonista D;) reduziu o
SPM, enquanto as demais drogas ndo tiveram efeito. A administracio de SCH 23390
(antagonista D) no BLA ndo produziu efeitos no SPM, indicando que os receptores D; do BLA
ndo parecem envolvidos na expressdao do SPM. Ja a administragdo de sulpirida (antagonista D>)
no BLA inibiu o SPM produzido pela luz. Além disso, a expressao do medo condicionado foi
associada a um aumento do congelamento e dos niveis extracelulares de DA no BLA, ambos
inibidos com a administra¢do de quimpirole na ATV. A capacidade do quimpirole em diminuir o
SPM e o congelamento condicionado parece ser resultado de sua acdo em auto-receptores D, da
ATV. A ativagdo desses receptores diminui os niveis de dopamina em areas que recebem
terminagdes da via mesocorticolimbica. Os resultados com a sulpirida realgam a importancia dos

receptores D, do BLA na expressao do medo condicionado Pavloviano.

Palavras-chave: Medo Condicionado; Sobressalto Potencializado pelo Medo; Congelamento;

Microdialise; Dopamina; Area Tegmental Ventral; Complexo Basolateral da Amigdala.



ABSTRACT

OLIVEIRA, A.R. Involvement of dopaminergic receptors of ventral tegmental area and
basolateral amygdala in the acquisition and expression of conditioned fear. 2010. 93 p.
Thesis (Doctoral) — Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de

Sdo Paulo.

The Pavlovian fear conditioning is one of the most used paradigms to study the biological basis
of emotion, as well as of learning and memory. Dopamine (DA) is one of the most important
neurotransmitters involved in mechanisms underlying states of fear and anxiety. A growing body
of evidence supports the hypothesis that excitation of the mesocorticolimbic pathway,
originating from DA neurons in the ventral tegmental area (VTA), is particularly sensitive to
fear-arousing stimuli. Among the forebrain regions innervated by this pathway, the basolateral
amygdala (BLA) is an essential component of the neural circuitry of conditioned fear. The
present study explored the involvement of VTA and BLA DA receptors, using DA agonists and
antagonists, in the acquisition and expression of conditioned fear to a light conditioned stimulus
(CS). None of the drugs used produced significant effects on fear-potentiated startle (FPS) when
injected in VTA before conditioning, indicating that VTA DA receptors are not involved in the
acquisition of conditioned fear to a light-CS. In contrast, when injected before the test session,
intra-VTA quinpirole (D, agonist) significantly reduced FPS, whereas the other drugs had no
effect. Intra-BLA SCH 23390 (D; antagonist) did not produce significant effects on FPS,
indicating that BLA D, receptors do not appear to be involved in the expression of FPS. On the
other hand, intra-BLA sulpiride (D, antagonist) inhibited FPS produced by light-CS previously
paired with footshocks. Also, conditioned fear was associated with increased freezing and DA
levels in the BLA, both inhibited by intra-VTA quinpirole. Quinpirole's ability to decrease FPS
and conditioned freezing may be the result of an action on VTA D, presynaptic autoreceptors.
The activation of those receptors decreases dopamine levels in terminal fields of the
mesocorticolimbic pathway. Sulpiride’s results stress the importance of BLA D, receptors in the

fear-activating effects of the Pavlovian conditioning.

Keywords: Conditioned Fear; Fear-Potentiated Startle; Freezing; Microdialysis; Dopamine;

Ventral Tegmental Area; Basolateral Amygdala.
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INTRODUGCAO

1. INTRODUCAO

Em 1872, em sua obra “The expression of the emotions in man and animals”, Charles
Darwin deu inicio ao estudo dos aspectos biologicos das emog¢des, atualmente um importante
campo das Neurociéncias. Nesse livro, Darwin demonstra que os animais expressam o
significado de suas emocgdes por meio de comportamentos funcionalmente importantes no
processo de adaptacdo do individuo ao ambiente. A idéia de situar os comportamentos e as
emogdes a eles subjacentes em um quadro evolutivo favoreceu a Biologia Comparada, de forma
que o estudo das estratégias comportamentais apresentadas pelas diversas espécies animais,
incluindo o homem, para expressar o significado de suas emog¢des revolucionou esse campo de
estudo.

Sob este angulo, a ansiedade e o medo té€m suas raizes nas reacdes de defesa dos animais,
verificadas em resposta aos perigos comumente encontrados no ambiente em que vivem. Ao
longo do processo evolutivo, os mecanismos e os circuitos neurais relacionados ao
comportamento defensivo foram sendo selecionados e acabaram por contribuir para o sucesso
evolutivo das espécies atualmente existentes. Assim, apesar do comportamento defensivo e da
natureza dos sinais de ameaca variar entre as espécies, algumas estratégias comportamentais
padronizadas sdo adotadas em fun¢do dos diferentes niveis de ameaga com os quais 0s animais
defrontam-se no seu ambiente. Quando um animal ¢ confrontado com uma ameacga ao seu bem
estar ou a sua integridade fisica, ele apresenta um conjunto de respostas comportamentais e
neurovegetativas que caracterizam a reagdo de defesa (GRAEFF; BRANDAO, 1999). Dentre
essas respostas destacam-se a interrup¢do do comportamento motor em curso, dilatagdo da
pupila, vocalizacdo, hiper-reatividade a estimulos sensoriais, alteragdes na freqiiéncia cardiaca,
pressdo sangiiinea e freqiiéncia respiratoria, aumento da vigilancia e atencdo, além de alteracdes
nas expressoes faciais em primatas (DAVIS et al., 1991, 1997). Ja4 a ameaga pode ser

representada por um estimulo inato, como um predador ou um agressor da mesma espécie, ou
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INTRODUGCAO

por estimulos aprendidos, que por associacdo repetida com estimulos dolorosos ou outras
sensagdes igualmente desagradaveis adquirem propriedades aversivas condicionadas (GRAEFF;
BRANDAO, 1999).

Apesar de sua complexidade, o medo pode ser objetivamente estudado em laboratorio por
meio da andlise das respostas exibidas por animais expostos a diversas situagdes aversivas.
Atualmente, no estudo da psicobiologia do medo destacam-se trés abordagens. A primeira delas
¢ a utilizag¢do das respostas comportamentais moduladas pelo medo como modelo para entender
de que maneira as emog¢des influenciam o comportamento. Segunda, experiéncias aversivas sao
rapidamente aprendidas e lembradas por muito tempo e, desta forma, o condicionamento
aversivo torna-se um excelente modelo para tentar desvendar os processos e mecanismos
subjacentes a aprendizagem e memoria. Terceira, a investigacdo das bases neuroanatomicas e
neuroquimicas do medo € um pré-requisito para o desenvolvimento de estratégias para tratar os
distintos disturbios de ansiedade em humanos (FENDT; FANSELOW, 1999).

Sendo assim, cresce a importancia das pesquisas com animais voltadas para a busca das
raizes bioldgicas subjacentes ao medo, tendo especial destaque as abordagens envolvendo o
condicionamento aversivo classico, um dos paradigmas mais usados no estudo das bases

bioldgicas das emogdes e da aprendizagem e memoria.

1.1. CONDICIONAMENTO AVERSIVO CLASSICO
Aprender as relagdes entre eventos aversivos e estimulos ambientais que predizem tais
eventos ¢ essencial para a sobrevivéncia de organismos em todo o reino animal. O
condicionamento aversivo cldssico ¢ um exemplo dessa forma de aprendizagem reconhecido
como modelo para investigacdo dos mecanismos neurobiologicos do medo em diversas espécies
e para entendimento das raizes bioldgicas dos distirbios associados a0 medo em humanos.
Durante a fase de aquisi¢do do medo condicionado, um estimulo inicialmente neutro ¢é

pareado a um estimulo aversivo e adquire as propriedades aversivas deste, sendo entdo
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denominado estimulo condicionado (CS). Ja na fase de expressdo, o estimulo condicionado ¢
apresentado sozinho e passa a provocar respostas condicionadas de medo (PEZZE; FELDON,
2004). Sons, luzes, odores e estimulos tateis tém sido utilizados como estimulos condicionados.
Esses estimulos variam de alguns segundos a alguns minutos de duracdo e sdo chamados
estimulos condicionados discretos, unimodais ou explicitos. Além disso, no exame da circuitaria
neural envolvida na aquisicdo e armazenamento de informagdes aversivas € na evocagdo de
respostas defensivas, pode-se interferir antes ou apés o procedimento de condicionamento,
afetando desta forma a aquisi¢do do medo condicionado ou sua expressdo, respectivamente
(FENDT; FANSELOW, 1999).

No Laboratorio de Neuropsicofarmacologia do Programa de Poés-Graduagdo em
Psicobiologia da FFCLRP-USP, utilizamos um paradigma de medo condicionado no qual o
sujeito € treinado a associar um estimulo inicialmente neutro (luz) a um estimulo aversivo
incondicionado (US — choques nas patas). Apds alguns pareamentos, o estimulo neutro torna-se
um estimulo condicionado (CS - luz) e, por si so, é capaz de eliciar estados de medo. Tais
estados de medo sdo avaliados por meio de analise comportamental com a utilizagdo de modelos
animais como o sobressalto potencializado pelo medo e o congelamento condicionado, e também
por meio de andlise neuroquimica de alteragdes nas concentragdes de neurotransmissores em

regides especificas do encéfalo.

1.1.1. SOBRESSALTO POTENCIALIZADO PELO MEDO

O padrio basico da resposta de sobressalto consiste em uma contragio muscular
generalizada, iniciando-se pela boca, olhos e pescoco, e expandindo-se por todo o corpo,
produzindo um movimento abrupto de agachamento em resposta a um estimulo repentino e
intenso, que pode ser de natureza tatil, visual ou actstica. Além disso, € observada a interrupgao
dos comportamentos em curso € também a aceleracao dos batimentos cardiacos e da freqiiéncia

respiratoria (FLESHLER, 1965; KOCK, 1999).
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A topografia da resposta de sobressalto apresenta pouca variacdo entre as diversas
espécies de mamiferos estudadas (FLESHLER, 1965). Em ratos e humanos, primeiramente 0s
olhos se fecham, os ombros se curvam para frente e para cima, enquanto o tamanho corporal
como um todo diminui. A superficie dorsal do pescoco ¢ protegida com a contracdo dos
musculos ai localizados, caracteristica essa muito importante para vertebrados terrestres, uma
vez que o ponto mais vulneravel ao ataque por predadores ¢ essa regido. A visao e o olfato estdo
dirigidos para frente e a medula espinal € pouco protegida por ossos e misculos. Em razio disso,
qualquer movimento repentino, que resulte em estimulagdo tatil, acustica e/ou vestibular,
produzira a resposta de sobressalto (YEOMANS; FRANKLAND, 1996).

Em ratos, a resposta de sobressalto pode ter sua laténcia e sua magnitude alteradas pela
intensidade do estimulo eliciador (PILZ et al., 1987), pelo intervalo interestimulos (DAVIS,
1970), pelo comportamento motor em curso, além de ser variavel entre individuos (PLAPPERT
et al., 1993). Ao lado disso, devido ao fato do sobressalto constituir uma resposta de protecao, ¢
intuitivo esperar que ele seja aumentado em situagdes aversivas. Brown e colaboradores (1951)
demonstraram que a amplitude da resposta de sobressalto para um estimulo acustico em ratos
pode ser aumentada por meio da apresentagdo de um estimulo condicionado (ex. luz) que tenha
sido previamente pareado com um estimulo aversivo, como choques nas patas. Tal fendmeno ¢
denominado "potencializagdo da resposta de sobressalto pelo medo" (Fig. 1), e tem sido
reproduzido utilizando-se estimulos condicionados acustico, visual ou contextual, com o
sobressalto sendo provocado tanto por um som forte quanto por um jato de ar (BROWN et al.,
1951; OLIVEIRA et al., 2006; REIMER et al., 2008).

O modelo do sobressalto potencializado pelo medo (SPM) oferece diversas vantagens
como método de andlise dos efeitos de diferentes manipulagdes sobre o medo. Devido ao fato da
potencializagdo consistir em uma diferenca na amplitude do sobressalto de um mesmo sujeito na
presenga (tentativas luz-som) e auséncia (tentativas s6-som) de um estimulo condicionado, ela

torna-se uma medida sensivel, pois reduz os problemas causados pela variabilidade da resposta
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entre os sujeitos. Esse teste permite a avaliacdo de efeitos especificos (redugdo do sobressalto nas
tentativas luz-som) e ndo-especificos (redu¢ao do sobressalto nas tentativas s6-som), de maneira
que tanto o perfil quantitativo quanto o qualitativo da a¢ao de drogas podem ser avaliados. Além
disso, ndo ha apresentacao de choques no dia do teste e, portanto, os efeitos observados nao
podem ser explicados em termos de alteragdes na reatividade ao choque. A separagdo entre as
sessdes treino € a sessdo teste permite a avaliagdo da atuacdo da droga tanto na aprendizagem
(aquisi¢do) quanto no desempenho (expressdo) do animal. Além disso, o sobressalto
potencializado pelo medo ndo envolve nenhum operante 6bvio, uma vez que o animal ndo ¢é
instado a executar uma resposta voluntaria para indicar medo ou auséncia deste (DAVIS, 1979,
1990, 1993). Assim, este modelo torna-se uma alternativa 1til para comparagdo com outros
métodos freqiientemente utilizados para avaliar a agdo de drogas no medo ¢ na ansiedade. Mais
especificamente, o sobressalto potencializado pelo medo mostrou-se sensivel a acdo ansiolitica
dos benzodiazepinicos ¢ tem sido considerado um modelo do transtorno de ansiedade

generalizada (BERG; DAVIS, 1984; BRODKIN et al., 2002; SANTOS et al., 2005).

A Treino: Luz + Choques

£ %\:{

B Teste: Tentativa S6-Som
— Sobressalto Normal —

?;/mv#“ (>

C Teste: Tentativa Luz-Som
— Sobressalto Potencializado —

—
ﬂl

Figura 1. Paradigma da potencializagdo do sobressalto pelo medo. A. Sessdo de Condicionamento: 10
pareamentos de luz e choque nas patas. B-C. Sessdo Teste: 30 apresentagdes de som (tentativas s6-som)
intercaladas de forma aleatoria com 30 apresentagdes de luz e som (tentativas luz-som).
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1.1.2. CONGELAMENTO CONDICIONADO

Outro indicador de medo em animais ¢ o comportamento de congelamento, que ¢ a
reacdo de defesa mais comum em ratos e camundongos. O congelamento consiste em um padrdo
comportamental complexo e coordenado, caracterizado pela auséncia de todos os movimentos
corporais, exceto movimentos respiratorios (BOLLES; COLLIER, 1976; BRANDAO et al.,
2008; FANSELOW, 1991). Além disso, no congelamento observamos um alto nivel de alerta e
consideravel tonicidade muscular. Esse comportamento ocorre em uma postura de agachamento
proximo a alguma protecdo disponivel, como os cantos de uma cadmara de observacio
(FANSELOW, 1991).

Em roedores, o congelamento ¢ uma resposta com alto valor adaptativo para evitar um
perigo potencial, uma vez que as movimentagdes tornam esses animais mais visiveis e presas
mais faceis para os ataques de predadores (FENDT; FANSELOW, 1999). Alteragoes
inesperadas no ambiente sdo suficientes para causar congelamento (HOFER, 1970). O
congelamento reflete medo e pode ser produzido por um estimulo neutro que tenha sido
previamente pareado a um estimulo aversivo (FANSELOW; BOLLES, 1979). O comportamento
de congelamento também pode ser desencadeado por estimulacdo elétrica e/ou quimica de
algumas estruturas encefalicas, como a substidncia cinzenta periaquedutal e os coliculos
inferiores (KRIEGER; GRAEFF, 1985; MELO et al., 1992; REIMER et al., 2009).

Existe um crescente interesse na utilizagdo do congelamento condicionado como medida
de medo, visto que ele constitui parte proeminente do comportamento defensivo de roedores.
Medidas diretas de congelamento a estimulos condicionados discretos comecaram a ser
efetuadas no final da década de 1970, no laboratorio de Robert Bolles. Esses estudos
demonstraram que a quantidade de congelamento varia com a intensidade e com o numero de
choques recebidos pelos animais. Assim, enquanto que a apresentacao de um unico estimulo

incondicionado durante a sessao de condicionamento pode gerar congelamento condicionado na
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sessdo teste, um treino mais intenso pode facilmente gerar uma resposta de maior magnitude

(FANSELOW; BOLLES, 1979).

1.1.3. MICRODIALISE IN VIVO

Ha mais de 30 anos a técnica de microdialise vem sendo utilizada para amostragens in
vivo em estudos de diversas areas como fisiologia, farmacologia e patologia. Estudos pioneiros
que levaram ao advento da microdidlise intra-encefalica incluem aqueles de Bhattacharya e
Feldberg (1958a,b), que tiveram sucesso ao perfundir o sistema ventricular de gatos anestesiados
por meio da introdu¢do de uma canula no ventriculo lateral esquerdo e coleta do efluente por
meio de outra canula localizada na cisterna magna ou no aqueduto encefalico. A primeira versao
de uma sonda de microdialise propriamente dita foi desenvolvida por Delgado e colaboradores
(1972) e ficou conhecida como dialitrodo, usada para perfusdo intra-encefalica de longa duragdo
em macacos acordados. A técnica de microdidlise, como ¢ conhecida hoje, foi primeiramente
descrita em trabalho de Ungerstedt e Pycock (1974) onde foi originalmente empregada para
medida das concentragdes de neurotransmissores no encéfalo de ratos. No entanto, apenas apos
1980 tornou-se possivel analisar a quimica cerebral de forma quantitativa.

Na microdidlise, uma sonda concéntrica, originariamente moldada em um capilar, ¢é
implantada em uma 4rea encefilica selecionada. Essa sonda consiste de uma membrana
semipermedvel que rodeia duas finas canulas através das quais liquido fisiologico flui dentro e
fora da por¢do contendo a membrana semipermeavel. Compostos presentes no fluido
extracelular atingem o liquido de perfusdo por difusdo. O dialisado ¢ recolhido e analisado para
determinagdo da identidade e concentracdes das moléculas que estavam no fluido extracelular
(Fig. 2) (BOURNE, 2003; FILLENZ, 2005; PLOCK; KLOFT, 2005).

A microdialise encontra-se atualmente bem estabelecida na pesquisa em neurociéncia
comportamental, sendo usada para monitorar a quantidade de neurotransmissores, metabolitos e

outros compostos endogenos no espago extracelular de regides especificas do encéfalo de

-16 -



INTRODUGCAO

animais acordados. A combinagdo desta técnica com uma variedade de métodos de deteccao
altamente sensiveis tem provado ser uma valiosa ferramenta para o estudo da neuroquimica
encefalica subjacente a estados de medo e ansiedade (MACEDO et al., 2005a,b; MARTINEZ et

al., 2008; ZANOVELI et al., 2009).

Figura 2. Desenho esquematico do sistema de microdialise in vivo. 1. Sonda de microdialise; 2. Brago
com alavanca giratoria; 3. Bomba de microinje¢do; 4. Sistema de analise por cromatografia liquida de
alta eficiéncia. Modificado de Miranda (2007).

1.2. NEUROTRANSMISSAO DOPAMINERGICA

A dopamina (DA), um neurotransmissor da familia das catecolaminas, ¢ sintetizada pela
acdo da enzima tirosina hidroxilase, que converte o aminoacido tirosina em L-DOPA o qual, por
sua vez, ¢ descarboxilado para formar a dopamina. Os neurénios dopaminérgicos apresentam
dois modos distintos de atividade: tdnica, que ocorre através do disparo espontdneo destes
neurdnios, e fésica, representada pelo padrdo explosivo de disparos em resposta a estimulos
relevantes. O término da a¢do da DA no encéfalo pode envolver sua recaptacdo e posterior
metabolismo através da enzima monoaminaoxidase (MAO), que converte a DA em 4&cido
dihidroxifenilacético (DOPAC), ou sua conversdo em 4cido homovanilico (HVA),
provavelmente no espago extraneuronal, através da acdo seqiliencial da catecol-O-

metiltransferase e da MAO (CARLSSON; WALDECK, 1958; ELSWORTH; ROTH, 1997).
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Os receptores dopaminérgicos sao glicoproteinas com sete dominios transmembrana,
ligadas a proteina G e, portanto, pertencentes a superfamilia dos receptores metabotropicos.
Cinco receptores dopaminérgicos farmacologicamente distintos ja foram identificados e
encontram-se divididos em duas subfamilias, D; e D, (CALLIER et al., 2003; KEBABIAN;
CALNE, 1979; MONSMA et al., 1990; SIBLEY; MONSMA, 1992). Na subfamilia D; temos os
receptores D; e Ds, que estdo ligados a uma proteina G estimulatéria (Gs) por meio da qual
ativam a enzima adenil ciclase, resultando no aumento dos niveis intracelulares de AMPc. Como
conseqiiéncia, proteinas quinase dependentes de AMPc sdo ativadas e induzem a fosforilagdo de
outras proteinas celulares. Além disso, existem evidéncias de que os receptores D; e Ds também
modulem a atividade de canais de calcio, potdssio e sodio. J& na subfamilia D, temos os
receptores D,, D3 e D4 que, por meio de uma proteina G inibitdria (Gi), inibem a atividade da
adenil ciclase. Esses receptores também podem estar ligados a outros sistemas de segundos
mensageiros, cuja ativagao pode resultar em inibi¢ao da taxa de renovacao do fosfatidil inositol,
ativacdo de canais de potassio e inibicdo de canais de célcio, ativagdo da proteina quinase C,
liberagdo de acido araquidonico, entre outras agdes (CALLIER et al., 2003; MONSMA et al.,
1990; SIBLEY; MONSMA, 1992).

A liberagdo de DA ¢ modulada por receptores pré-sindpticos localizados no corpo celular,
dendritos ou terminais nervosos de células dopaminérgicas, denominados auto-receptores. A
estimulacdo de auto-receptores da regido somatodendritica diminui a taxa de disparos destes
neurdnios, enquanto a estimulacdo de auto-receptores dos terminais nervosos inibe a sintese e a
liberagdo de DA. Todos esses auto-receptores sdo classificados como receptores da subfamilia
D,, e mostram-se cerca de dez vezes mais sensiveis aos efeitos da dopamina ou da apomorfina,
um agonista dopaminérgico direto e inespecifico, que os receptores pds-sindpticos. Desta forma,
em baixas doses, os efeitos de agentes dopaminérgicos mediados por auto-receptores sao

predominantes, resultando em uma diminui¢do da funcdo dopaminérgica. Em altas doses,
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entretanto, ocorre também estimulacdo poOs-sindptica o que pode levar ao aumento da fungao
dopaminérgica (ELSWORTH; ROTH, 1997; SKIRBOLL et al., 1979).

As vias dopaminérgicas ascendentes do sistema nervoso central de mamiferos podem ser
divididas em: mesoestriatal (ou nigroestriatal), que tem origem predominante na substincia
negra do mesencéfalo e inerva o estriado dorsal, em particular os nucleos caudado e putame;
mesocortical, que surge predominantemente na area tegmental ventral (ATV) e projeta-se
sobretudo para o cortex pré-frontal; e mesolimbica, que também tem origem predominante na
ATV e inerva estruturas do sistema limbico, incluindo niicleo accumbens, amigdala e hipocampo
(Fig. 3) (GARDNER; ASHBY JR, 2000; OADES; HALLIDAY, 1987). Existe, contudo, um
significativo grau de heterogeneidade quanto as origens anatomicas ¢ aos alvos de proje¢do
dessas vias (MOORE; BLOOM, 1978; WISE, 2009). O cértex cingulado, por exemplo, aparece
como parte integrante tanto da via mesolimbica quanto da via mesocortical (GARDNER; ASHBY
JR, 2000; OADES; HALLIDAY, 1987). A via dopaminérgica mesoestriatal tem sido classicamente
associada com o controle da movimenta¢io voluntaria (DAMIER et al., 1999; OZER et al., 1997).
Por outro lado, diferentes condigdes fisioldgicas e patologicas como alerta, estresse, adi¢do a
drogas, e distirbios neuropsiquiatricos tém sido associadas a alteragdes nas vias mesolimbica e

mesocortical (FINLAY et al., 1995; GOLDSTEIN; DEUTCH, 1992; VOLKOW et al., 2002).

Septo Lateral
ik i Estriado

Giro do
Cingulo

Hipocampo
Cortex P P

Pré- frontal Habénula

\ A10
Nicleo
Accumbens 7_
Am:gdala

Hipotalamo Substancia :
Lateral Negra Area Tegmental
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Figura 3. Representagdo das vias dopaminérgicas mesolimbica (azul), mesocortical (verde) e
mesoestriatal (vermelho), em encéfalo de rato. Modificado de Brandao (2008).
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1.2.1. AREA TEGMENTAL VENTRAL

A area tegmental ventral (ATV) ¢ um dos nlicleos da formacdo reticular. Situa-se na parte
ventral do tegmento mesencefalico, dorsomedialmente a substancia negra e ventralmente ao
nicleo rubro. A ATV contém neurdnios ricos em dopamina, sendo que os sistemas
dopaminérgicos mesocortical e mesolimbico tém sua origem nesta regido (ALBANESE;
MINCIACCHI, 1983; OADES; HALLIDAY, 1987).

Na ATV, receptores D, estdo presentes em densidades de moderada a baixa, e os
subtipos D; e Ds ja foram nela localizados. Densidade expressiva de receptores da subfamilia D,
foi relatada na ATV de roedores. Dentre os subtipos, a maior densidade ¢ de D,; D3 ocorre
moderadamente e D4 parece ausente (LEVEY et al., 1993; MISSALE et al., 1998).

A ATV envia projecdes ascendentes para muitas regidoes encefalicas incluindo o cortex
préfrontal, o nucleo accumbens, os nicleos da base, a formagdo hipocampal e a amigdala
(ALBANESE; MINCIACCHI, 1983; LI et al., 2009; OADES; HALLIDAY, 1987; SIMON et
al., 1979).

Estudos comportamentais mostraram que a estimulacao elétrica da ATV em gatos induz
respostas defensivas (STEVENS; LIVERMORE, 1978). Acredita-se que os neuronios da ATV
facam parte da circuitaria neural subjacente a estados emocionais aversivos. Em razio disso, o
estudo do papel da ATV em comportamentos emocionais com valéncia negativa tem despertado

grande interesse.

1.2.2. COMPLEXO BASOLATERAL DA AMIGDALA

A amigdala, localizada bilateralmente no lobo temporal anterior do encéfalo é, na
verdade, um complexo de muitos nucleos. Pitkdnen e colaboradores (1997), baseados em estudos
de neuroquimica e citoarquitetura, e na presenga de fibras de projecdo em ratos, identificaram 13
regides distintas na amigdala. Os nucleos de maior relevancia para o medo e a ansiedade

parecem ser o nucleo lateral, o nacleo basal, o nucleo basal acessério € o ntcleo central, sendo os
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trés primeiros muitas vezes agrupados para formar o complexo basolateral da amigdala (BLA)
(LEDOUX, 2000; 2003; PARE et al., 2004).

A dopamina ¢ encontrada na amigdala em concentragdes apreciaveis (INGLIS;
MOGHADDAM, 1999; YOUNG; RESS, 1998). As projecdes dopaminérgicas para amigdala
tém origem principalmente na ATV (OADES; HALLIDAY, 1987). Ambas as subfamilias de
receptores, D; e D, estdo presentes na amigdala (LEVEY et al., 1993; MISSALE et al., 1998).

Viérios estudos atribuem a amigdala o papel de receber informagdes acerca de sinais de
perigo e avalia-los quanto ao seu grau de ameaca para o organismo. Desta forma, a amigdala
parece atuar como uma espécie de interface sensorio-afetiva na reacdo de defesa, isto &,
funcionaria como um filtro de sinais sensoriais com conotagdo afetiva. O BLA ¢ o principal sitio
de recepcdo desses sinais, enquanto o nucleo central é a principal estacdo de saida para as
respostas autondmicas, endocrinas e somaticas associadas ao medo (DAVIS, 1992; FENDT;

FANSELOW, 1999; LEDOUX et al., 1988; LEDOUX, 2000).

1.2.3. DOPAMINA E MEDO

Virios neurotransmissores tém sido implicados no medo. Dentre eles figuram aminas
biogénicas, como a noradrenalina e a serotonina, aminodcidos como o GABA e a glicina,
peptideos como o fator de liberacao da corticotrofina, o ACTH e a colecistocinina, e esterdides
como a corticosterona (GRAEFF; BRANDAO, 1999). Consideravel esforco tem sido feito no
intuito de relacionar circuitos encefalicos especificos com o medo e a ansiedade. Estudos sobre a
regulacdo desses circuitos por neuromoduladores sdo uteis na medida em que podem ser de
relevancia terapéutica para os distiirbios de ansiedade (BRANDAO et al., 1994, 1999, 2003;
MILLAN, 2003).

A dopamina parece ser um dos neuromoduladores mais ativos em mecanismos
subjacentes a estados de medo e ansiedade (MILLAN, 2003). A associagdo de alteragdes na

transmissdo dopaminérgica e situacdes ameagadoras tem sido demonstrada em numerosos
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trabalhos. Mecanismos dopaminérgicos t€ém sido associados a produgao e elaboracao do estresse
agudo e cronico (FEENSTRA et al., 1995; FINLAY et al., 1995). Na realidade, alteragdes na
transmissao dopaminérgica sempre ocorrem em conseqiiéncia da exposicdo de animais a uma
ampla variedade de estressores (GOLDSTEIN et al., 1996). Além disso, outras evidéncias
sugerem que mecanismos dopaminérgicos sao também importantes na mediagdo de diferentes
aspectos da memodria afetiva, como sua formacdo, evocagdo e expressio (PEZZE; FELDON,
2004).

Apesar das inimeras evidéncias de um envolvimento secundario da dopamina em estados
de medo estudos comportamentais visando esclarecer o envolvimento da dopamina e de seus
receptores nessa condi¢do tém relatado efeitos ansioliticos, ansiogénicos ou auséncia de efeitos
com o uso de agonistas e antagonistas dopaminérgicos em diferentes modelos animais de
ansiedade (DAVIS et al., 1993; GARCIA et al., 2005; GREBA; KOKKINIDIS, 2000; INOUE et
al., 2000; OLIVEIRA et al., 2006; REIS et al., 2004; RODGERS et al., 1994). Sugere-se que tais
efeitos dependam da natureza do estimulo aversivo, isto ¢, o sinal modulatério do mecanismo
dopaminérgico no comportamento defensivo dependeria do tipo de estimulo emocional eliciador
da resposta.

Quanto, especificamente, a mediacdo quimica da resposta de sobressalto, ja foi
demonstrado, em nosso laboratorio, que mecanismos serotoninérgicos ¢ GABAZérgicos,
participam da elaboracdo do medo condicionado ao contexto e a certos estimulos condicionados
explicitos, como a luz (AVANZI; BRANDAO, 2001; AVANZI et al., 2003; BORELLI et al.,
2005; REIMER et al., 2008; SANTOS et al., 2005, 2006; SILVA et al., 2002, 2004). O
envolvimento de outros neurotransmissores tem sido pouco analisado, havendo uma caréncia
evidente de estudos que investiguem a participagdo de mecanismos dopaminérgicos tanto na
aquisi¢ao quanto na expressdo do medo condicionado a estimulos com diversos significados
bioldgicos. Em uma tentativa de preencher tal lacuna, demonstramos por meio da administracao

intraperitonial de agonistas e antagonistas dopaminérgicos que os receptores D, parecem tomar
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parte na expressao do medo condicionado a luz, mas ndo na sua aquisi¢do (OLIVEIRA et al.,
2006). A caracterizacdo de quais vias dopaminérgicas estdo envolvidas na aquisi¢do € na
expressao do medo condicionado permanece, no entanto, pouco clara. Disso decorre a
necessidade de estudos com agonistas e antagonistas especificos dos receptores D; e D
administrados em estruturas encefalicas chave, a fim de esclarecer a real participacdo dos
mecanismos dopaminérgicos nos diversos tipos de medo condicionado.

Um conjunto crescente de evidéncias converge atualmente para a idéia de que a ativagdo
das vias mesocortical e mesolimbica, originadas a partir de neurdnios dopaminérgicos na ATV, ¢é
particularmente sensivel a estimulacdes ambientais aversivas e pode ser importante para o
desenvolvimento de respostas exageradas de medo (DEUTCH et al., 1985; GREBA et al., 2001;
GUARRACI; KAPP, 1999; GUARRACI et al., 2000). Por exemplo, a estimulagdo elétrica da
ATV potencializa a resposta de sobressalto acustico e sua lesdo neurotoxica pos-treino bloqueia
a potencializacdo do sobressalto pelo medo (BOROWSKI; KOKKINIDIS, 1996). A ativagdo de
neurénios da ATV por estimulos aversivos parece modular o medo e a ansiedade por meio de
suas projecdes ascendentes. Uma vez que a amigdala aparece como uma estrutura essencial para
a aquisicdo e a expressao do medo condicionado (FANSELOW; LEDOUX, 1999; FENDT;
FANSELOW, 1999; LEDOUX, 2000; MAREN; FANSELOW, 1996; MAREN, 2000) e recebe,
através do BLA, proje¢des dopaminérgicas dos neurdnios da ATV (BRINLEY-REED;
MCDONALD, 1999; KRETTEK; PRICE, 1978; WALLACE et al., 1992), essas duas areas
tornam-se alvos interessantes para o estudo do envolvimento de mecanismos dopaminérgicos no
medo e na ansiedade.

Apesar de, como visto anteriormente, ja terem sido identificados pelo menos cinco
subtipos de receptores dopaminérgicos (MILLAN, 2003; VALLONE et al., 2000), a divisao
inicial desses receptores nas subfamilias D; e D, (KEBABIAN; CALNE, 1979) tem fornecido
maior motivagdo para pesquisas com intuito de definir o papel funcional especifico desses

receptores no medo. Assim, para ampliar a avaliagdo sobre o envolvimento de mecanismos
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dopaminérgicos nos estados aversivos, estudamos aqui o envolvimento dos receptores D; e D,
da ATV e do BLA na aquisi¢do e expressao do medo condicionado usando o paradigma do
condicionamento aversivo classico. Tal avaliagdo farmacologica ¢ feita com o uso do agonista
D; SKF 38393 (BOROWSKI; KOKKINIDIS, 1998; KAMEI, et al., 1995), do antagonista D,
SCH 23390 (HYTELL, 1983; LAMONT,; KOKKINIDIS, 1998), do agonista D, quimpirole
(LEVANT et al., 1992; SEEMAN; SCHAUS, 1991), e do antagonista D, sulpirida (GUARRACI

et al., 2000; STANDISH-BARRY et al., 1983).
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2. OBJETIVOS

Neste trabalho estudamos o envolvimento dos receptores dopaminérgicos D; e D, da
area tegmental ventral e do complexo basolateral da amigdala na aquisi¢@o e na expressao do
medo condicionado a luz. Os efeitos do SKF 38393 e do quimpirole, agonistas seletivos de
receptores D; e D, respectivamente, ¢ do SCH 23390 e da sulpirida, antagonistas
dopaminérgicos especificos de receptores D; e D, respectivamente, foram analisados por
meio da utilizacdo do teste do sobressalto potencializado pelo medo. Possiveis déficits no
desempenho motor dos animais causados pelas drogas foram avaliados nos testes do campo
aberto e do rotarod. Os efeitos do medo condicionado a luz sobre os niveis extracelulares de
dopamina no complexo basolateral da amigdala, e a influéncia da area tegmental ventral sobre
esses efeitos, também foram estudados por meio da utilizagio de procedimentos de

microdialise in vivo concomitantemente a analise do congelamento condicionado.

O presente estudo foi desenvolvido em quatro fases:

e Experimento I: Envolvimento dos receptores dopaminérgicos D; e D, da &rea tegmental
ventral na aquisi¢ao e expressao do medo condicionado a luz;

e Experimento II: Efeitos do medo condicionado a luz sobre os niveis extracelulares de
dopamina no complexo basolateral da amigdala;

e Experimento III: Efeitos da administragdo de quimpirole na area tegmental ventral sobre
os niveis extracelulares de dopamina do complexo basolateral da amigdala associados
ao medo condicionado a luz;

e Experimento IV: Envolvimento dos receptores dopaminérgicos D; e D, do complexo

basolateral da amigdala na expressdo do medo condicionado a luz.
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3. EXPERIMENTO I: ENVOLVIMENTO DOS RECEPTORES DOPAMINERGICOS D;
E D, DA AREA TEGMENTAL VENTRAL NA AQUISICAO E EXPRESSAO DO MEDO
CONDICIONADO A LUZ

3.1. MATERIAL E METODOS

3.1.1. ANIMAIS

Foram utilizados 236 ratos Wistar machos, com peso médio de 260 gramas, provenientes
do biotério central da Universidade de Sao Paulo, campus de Ribeirdao Preto. Os animais foram
agrupados (cinco animais por caixa) em gaiolas de polipropileno (30 x 32 x 18 cm), forradas
com maravalha, tendo livre acesso a dgua e alimento. Os animais foram mantidos em um biotério
setorial com temperatura controlada de 23 °C £ 1 °C e um programa de iluminag¢ao artificial com
ciclo claro-escuro 12 h x 12 h, com inicio do periodo claro as 7:00 horas. Todos os experimentos
foram realizados durante a fase clara do ciclo. Os animais foram transportados individualmente
até a sala experimental em uma caixa de polipropileno forrada com maravalha, medindo 28 x 17

x 13 cm.

3.1.2. CIRURGIA

Os animais foram anestesiados, por via intraperitonial (i.p.), com tribromoetanol (Sigma,
MO, EUA) na dose de 250 mg/Kg. Apos a tricotomia do campo cirargico, foram levados a um
aparelho estereotaxico (David Kopf, CA, EUA) onde tiveram o cranio fixado pelo rochedo
temporal e incisivos superiores, sendo a barra dos incisivos ajustada a 2,5 mm abaixo da linha
interaural. Em seguida, foi realizada a limpeza do campo cirtirgico com iodo a 1% em solugao
alcodlica e uma injecdo subcutdnea de 0,2 mL de lidocaina 2% (SS White, RJ, Brasil) foi
aplicada na érea de incisdo. Foi realizada uma incisdo longitudinal e o tecido subcutaneo foi

removido, assim como o peridsteo (por raspagem, com o uso de pinca e algoddo). J4 com a
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superficie craniana exposta, dois orificios foram feitos nos ossos parietais com a utilizacao de
uma broca elétrica, para fixagdo de parafusos de aco inoxidavel que ancoraram a protese ao
cranio do animal. Logo ap6s, dois outros orificios foram feitos para implante das canulas-guia
construidas a partir de agulhas comerciais de ago inoxidavel de 0,7 mm de didmetro externo e¢ 14
mm de comprimento. As canulas-guia foram direcionadas a area tegmental ventral segundo as
coordenadas do Atlas de Paxinos e Watson (2007): antero-posterior = -5,8 mm do bregma,
médio-lateral = + 0,8 mm da sutura sagital, dorso-ventral = -7,6 mm da superficie craniana. Em
seguida, o cranio foi revestido com acrilico dental (JET, SP, Brasil) para fixa¢do das canulas-
guia, que foram seladas com fios de ago inoxidéavel para protegé-las de obstrugdo. Ao término da
cirurgia cada animal recebeu, por via intramuscular, uma injecao de 0,2 mL de Pentabidtico (Fort
Dodge, SP, Brasil) 60.000 UI, com o intuito de prevenir possiveis infec¢des e, por via
subcutanea, uma injecao de 0,2 mL do antiinflamatorio Banamine (Schering-Plough, RJ, Brasil).
Os animais, apos serem retirados do estereotaxico, foram recolocados em suas gaiolas para um

periodo de cinco dias de recuperagdo poOs-cirurgica.

3.1.3. EQUIPAMENTOS

Caixas de Condicionamento: Durante o procedimento de condicionamento foram
utilizadas duas caixas idénticas medindo 20 x 20 x 25 c¢m (caixa A). A parede do fundo e as duas
paredes laterais eram de aluminio, e o teto e a porta, de acrilico transparente. O assoalho das
caixas era constituido por barras de metal de 5 mm de didmetro, distando 1,5 cm entre si. Estas
caixas encontravam-se encerradas em duas camaras de atenuagdo acustica (45 x 45 x 45 cm)
feitas de compensado de madeira e revestidas por Eucatex (Fig. 4 - esquerda). Os choques
elétricos, de intensidade de 0,6 mA e duracdo de 1 s, foram administrados por meio de um
gerador de choques (Albarsh Instruments, SP, Brasil). Uma lampada vermelha de 6 W ¢ uma
camera de video (Everfocus, CA, EUA), instaladas no interior de cada cdmara de isolamento

acustico, permitiram a observagdo do animal durante o condicionamento. Uma luz proveniente
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de uma lampada branca de 6 W, localizada no teto de cada caixa, serviu como estimulo
condicionado.

Caixas de Medida do Sobressalto: Durante as sessdes de balanceamento e teste foram
utilizadas duas caixas de restrigdo idénticas, construidas em ago inoxiddvel e suspensas em uma
armacao de PVC, medindo internamente 16,5 x 7,5 x 7,5 cm (caixa B). Estas caixas
encontravam-se abrigadas em duas camaras de atenuagdo sonora (64 x 60 x 40 cm), fabricadas
em madeira, possuindo um revestimento acustico de espuma (ENV-018S; Med Associates, VT,
EUA) (Fig. 4 - direita). A resposta de sobressalto foi registrada por meio de uma plataforma
sensivel a pressdo (estabilimetro - PHM250-60; Med Associates). O sobressalto do animal
gerava movimentos nesta plataforma que foram captados por sensores como deslocamento de
corrente e entdo amplificados, gerando um sinal analdgico que foi digitalizado e analisado por
um programa computacional (Startle Reflex, versdo 4.10; Med Associates). A apresentacdo dos
estimulos, o tipo, a duracdo, a intensidade e a amplitude dos mesmos também foram
computadorizados por meio de uma interface (Dig 729; Med Associates). A resposta de
sobressalto foi medida durante os primeiros 100 ms ap6s a apresentacao do estimulo sonoro, que
consistiu em um ruido branco de intensidade de 100 dB e duragdo de 50 ms, com rise-decay de 5
ms, sendo liberado por um alto-falante localizado a 10 cm de distdncia da caixa contendo o
animal. O ruido de fundo foi apresentado pelo mesmo alto-falante e consistiu em um ruido
branco de 55 dB. Uma lampada vermelha de 6 W e uma camera de video (Everfocus), instaladas
no interior das camaras de isolamento acustico, permitiram a observagdo do animal durante as
sessoes de balanceamento e teste. Uma lampada branca de 6 W, localizada no teto de cada caixa,
serviu como estimulo condicionado. As plataformas foram calibradas no inicio de cada sessdo
para garantir igual nivel de sensibilidade ao longo dos experimentos.

Arena: Para o teste do campo aberto foi utilizada uma arena circular de acrilico

transparente (60 cm de didmetro e 50 cm de altura), colocada sobre uma base dividida em 12
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quadrantes (Fig. 5 - esquerda). Os comportamentos emitidos pelos animais foram registrados por
uma camera de video (Everfocus) posicionada acima da arena.

Rotarod: Para o teste da coordenagdo motora dos animais foi utilizado um rotarod (Rota-
Rod 7750; Ugo Basile, VA, Italia). Este equipamento era constituido por um eixo cilindrico
dividido por cinco discos e girava a quatro rotagdes por minuto, em sessoes experimentais de trés

minutos (Fig. 5 - direita).

Figura 4. Fotografias das caixas experimentais utilizadas para avaliagdo do medo condicionado.
Esquerda - Caixa de condicionamento (caixa A). Direita - Caixa de sobressalto (caixa B).

Figura 5. Fotografias dos equipamentos utilizados para avaliagdo do desempenho motor dos ratos.
Esquerda - Arena. Direita - Rotarod.
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3.1.4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Teste do sobressalto potencializado pelo medo:

SessOes de Balanceamento: Ao inicio dos experimentos, foram realizadas duas sessdes de
balanceamento nas quais os animais foram colocados na caixa B e, 5 minutos apds, receberam 30
estimulos sonoros de intensidade de 100 dB com um intervalo fixo de 30 s entre cada estimulo.
Cada sessao de balanceamento durou 15 minutos. A amplitude média do sobressalto ao longo
das 30 tentativas de estimulos sonoros da ultima sessdo de balanceamento foi utilizada para
distribuir, de maneira homogénea, os animais nos diversos grupos do experimento.

Sessdo de Condicionamento: Cinco dias apoés a cirurgia, ocorreu o condicionamento
aversivo. Nessa sessdo, apos 5 minutos de terem sido colocados na caixa A, os animais foram
submetidos a 10 associa¢des de luz (CS) e choque nas patas (US). Cada tentativa consistiu em 4
segundos de luz e o choque foi apresentado no ultimo segundo de cada apresentagdo do CS. O
choque de intensidade de 0,6 mA, teve duracdo de 1 s e o intervalo entre os pareamentos foi
variavel em 2 min (faixa de 1-3 min). Os choques e os estimulos condicionados foram liberados
por meio de uma interface controlada por um software instalado em um computador em uma sala
adjacente. A sessdo de condicionamento durou em média 20 minutos.

Sessao Teste: No dia seguinte a sessdo de condicionamento, os animais foram avaliados
no teste do sobressalto potencializado pelo medo. Cada animal foi entdo colocado na caixa B
sobre a plataforma e, ap6s 5 minutos de adaptagdo, recebeu um total de 60 estimulos sonoros na
intensidade de 100 dB, sendo que 30 apresentacdes consistiam apenas no estimulo sonoro
(tentativas s6-som) e foram intercaladas aleatoriamente com 30 apresentagdes de som precedido
por luz (tentativas luz-som). Esta sessdo teve duragdo de 32 minutos. As amplitudes das
respostas de sobressalto de cada animal foram registradas e armazenadas no disco rigido do
computador e, posteriormente, transferidas para planilhas do Excel (Microsoft Corporation, WA,

EUA) para analise dos dados.
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Teste do Campo Aberto:

Um dos estudos da acdao das drogas dopaminérgicas sobre o desempenho motor dos
animais foi realizado com o teste do campo aberto. Cada animal foi colocado em uma arena por
um periodo de 10 minutos para adaptacdo. Em seguida, o animal foi retirado, recebeu
microinjecao de droga ou salina e, transcorrido o tempo de espera de cada droga, o animal foi
recolocado na arena para a sessdo teste que teve duragdo de 30 minutos. Os registros
comportamentais foram realizados minuto a minuto, e consistiram das medidas de cruzamentos
(resposta de cruzar com as quatro patas um dos quadrantes do assoalho da arena), levantamentos
(resposta de erguer-se sobre as duas patas traseiras, mantendo as duas dianteiras elevadas, com
ou sem apoio na parede da arena) e autolimpeza (higiene, com as patas dianteiras, da cabega e/ou

do corpo).

Teste do Rotarod:

Os efeitos dos diversos tratamentos sobre o desempenho motor dos animas foram
também avaliados no teste do rotarod. Os animais foram submetidos a uma sessdo treino no
rotarod, na qual foram recolocados no equipamento apds cada queda, até tornarem-se capazes de
nele permanecer por um periodo continuo de trés minutos. Vinte e quatro horas apds o treino, os
animais foram submetidos a um pré-teste no qual apenas os animais capazes de permaneceram
no rotarod por pelo menos um minuto foram submetidos ao teste. Os animais selecionados
receberam, entdo, microinjecdo de droga ou salina e, 15, 25 e 35 minutos apds, foram
recolocados no rotarod para registro das laténcias para queda, com tempo maximo de

permanéncia de trés minutos em cada uma das tentativas.

3.1.5. DROGAS
As drogas utilizadas foram: o agonista de receptores dopaminérgicos da subfamilia Dy,

SKF 38393 (SKF), o antagonista D;, SCH 23390 (SCH), o agonista de receptores
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dopaminérgicos da subfamilia D, quimpirole (QUI) e o antagonista D, sulpirida (SUL). Todas
as drogas foram adquiridas da Sigma (MO, EUA). SCH 23390, SKF 38393 e quimpirole foram
dissolvidos em salina fisioldgica (0,9%). Sulpirida foi primeiramente misturado a Tween 80 - 2%
(Sigma) e, em seguida, também dissolvido em salina fisioldgica (0,9%).

Todas as drogas foram administradas bilateralmente na ATV na dose de 1,0 ug/0,2 uL
por sitio de microinje¢do, cinco minutos antes do inicio das sessdes. Os animais receberam duas
injecdes no teste do SPM, uma antes do condicionamento e outra antes do teste. Assim, para
cada droga, os animais foram distribuidos em quatro grupos: salina-salina (SAL/SAL), droga-
salina (SKF/SAL, SCH/SAL, QUI/SAL, SUL/SAL), salina-droga (SAL/SKF, SAL/SCH,
SAL/QUI, SAL/SUL), e droga-droga (SKF/SKF, SCH/SCH, QUI/QUI, SUL/SUL). Devido aos
resultados obtidos com o quimpirole administrado antes do teste do SPM, uma dose menor dessa
droga (0,5 ng/0,2 pL/sitio) foi também testada nessa mesma condigdo. Para os experimentos de
desempenho motor, apenas uma injecao de salina ou droga foi administrada em cada animal. As
doses e os tempos de espera foram selecionados com base em dados da literatura (BOROWSKI;
KOKKINIDIS, 1996; EMMI et al., 1995; LAMONT; KOKKINIDIS, 1998; MUNRO;

KOKKINIDIS, 1997; NADER; LEDOUX, 1999b).

3.1.6. MICROINJECAO DE DROGAS

Durante o procedimento de microinjecdo, os animais permaneceram livres em uma caixa
de polipropileno forrada com maravalha, medindo 28 x 17 x 13 cm. Uma agulha dental 1 mm
maior do que a canula-guia foi utilizada. A agulha estava conectada a um tubo de polietileno
(PE-10; Becton-Dickinson, NJ, EUA) e a uma seringa Hamilton graduada de 10 pL. As drogas
foram bilateralmente injetadas na ATV em um volume constante de 0,2 pL, durante um periodo
de 1 min de microinje¢do, com o auxilio de uma bomba de infusdo (Harvard Apparatus, MA,

EUA). O deslocamento de uma bolha de ar no interior do tubo de polietileno foi utilizado para
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monitorar a microinje¢do. Apos o término da infusdo, a agulha foi mantida por mais 1 min para

evitar refluxo da droga pela canula-guia.

3.1.7. HISTOLOGIA

Ao final dos experimentos, os animais receberam uma sobredose de hidrato de cloral
(500 mg/Kg, i.p.) e, a seguir, o corante Azul de Evans (2%) foi microinjetado na ATV no mesmo
volume das drogas anteriormente utilizadas. A seguir, os animais foram perfundidos por via
intracardiaca com salina 0,9% seguida de formalina 4%, para fixagdo do tecido encefalico. Os
encéfalos foram removidos das caixas cranianas, mantidos em frascos contendo a solucdo de
formalina por 3 horas e, posteriormente, transferidos para uma solu¢dao de sacarose 30%, onde
permaneceram por 48 h a 4 °C. A seguir os encéfalos foram congelados em um criostato para
realizagdo de cortes histologicos em secgdes coronais de 60 um. Os cortes foram colocados em
laminas previamente gelatinizadas e, depois de secos, foram corados com violeta de cresila (5%,
Sigma) segundo protocolo de Nissl, para que os sitios das microinje¢des pudessem ser

verificados, de acordo com o Atlas de Paxinos e Watson (2007).

3.1.8. ANALISE ESTATISTICA

Os dados s3o apresentados como média+tEPM e foram analisados com o programa
estatistico SigmaStat 3.11 (Systat Software Inc, IL, EUA). Para analise dos dados do teste de
sobressalto potencializado pelo medo foi utilizada a andlise de varidncia (ANOVA) de duas vias
com medidas repetidas, onde o fator 1 referiu-se aos tratamentos e o fator 2 as condi¢des (s6-som
x luz-som). A mesma andlise foi utilizada para o teste do rotarod, onde o fator 1 referiu-se
também aos tratamentos e o fator 2 aos tempos (15 x 25 x 35 min). Ap0s as analises de variancia
seguiu-se, no caso de significancia estatistica, o teste de Newman-Keuls. Para analise das
medidas de cruzamentos, levantamentos e autolimpeza do teste do campo aberto foi utilizado o

teste t de Student. Um valor de p inferior a 0,05 foi considerado significativo.
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3.2. RESULTADOS

3.2.1. SITIOS DE MICROINJECAO

Os dados apresentados referem-se aos animais cujo exame histolégico mostrou que as
canulas-guia para microinje¢do de drogas atingiram bilateralmente a ATV. A Figura 6A mostra
um corte histoldgico representativo da microinjecdo na ATV. A Figura 6B indica os pontos de
microinjecdo em sec¢des de mesencéfalo de ratos de acordo com o Atlas de Paxinos e Watson

(2007).

Bregma
-6,72 mm

Bregma
> -6,72 mm

Bregma
-6,84 mm

Figura 6. Fotomicrografia com sitios representativos da localiza¢do das cdnulas-guia na area tegmental
ventral - ATV (A) e os sitios de microinjecdo em diagramas de sec¢des de mesencéfalo de ratos de
acordo com o Atlas de Paxinos ¢ Watson (2007) (B). O niimero de pontos indicados é menor que o
nimero de animais utilizados devido a varias sobreposi¢des. Barra = 0,5 mm. DMPAG = Substancia
cinzenta periaquedutal dorsomedial; CLi = Nucleo caudal linear da rafe; Pn = Nucleo pontino.
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3.2.2. AGONISTA D, — SKF 38393

A Figura 7A apresenta os resultados referentes ao desempenho, no teste do sobressalto
potencializado pelo medo, de animais que receberam administragdo intra-ATV de salina + salina
(SAL/SAL), SKF 38393 + salina (SKF/SAL), salina + SKF 38393 (SAL/SKF) ou SKF 38393 +
SKF 38393 (SKF/SKF), antes das sessdes de condicionamento e teste. A ANOVA de duas vias
com medidas repetidas ndo revelou efeito significativo no fator tratamento, F;47) = 0,95; p >
0,05. A mesma analise revelou efeito significativo no fator condi¢ao (s6-som x luz-som), F; 47
= 108,10; p < 0,05. Nao houve interacdo significativa entre os dois fatores (tratamento x
condi¢do), F347) = 1,21; p > 0,05. A analise post hoc com o teste de Newman-Keuls revelou que
a luz potencializou a resposta de sobressalto ao som em todos os grupos (p < 0,05).

A Figura 7B mostra os resultados referentes a atividade motora no rotarod de animais que
receberam administragdo intra-ATV de salina ou SKF 38393 (1,0 ng/0,2 pL) antes do teste. A
ANOVA de duas vias com medidas repetidas ndo revelou efeito significativo para os fatores
tratamento (salina x SKF 38393), F(136 = 0,01; p > 0,05; e tempo (15 min x 25 min x 35 min),
F236 = 0,16; p > 0,05. Nao houve também interacdo estatisticamente significativa entre os dois
fatores (tratamento x tempo), F36) = 2,72; p > 0,05.

As Figuras 7C, 7D e 7E apresentam as médias de atividade dos animais no campo aberto
para os comportamentos de cruzamento, levantamento e autolimpeza, respectivamente. O teste t
de Student ndo revelou diferengas significativas entre os grupos para cruzamentos (tis) = 0,06; p

> 0,05), levantamentos (t(1s) = 0,20; p > 0,05) ou autolimpeza (t(15) = 1,26; p > 0,05).
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Figura 7. Efeitos da microinjegdo de SKF 38393 (1,0 pg/0,2 uL) na area tegmental ventral (ATV)
antes do condicionamento (SKF/SAL), do teste (SAL/SKF) ou de ambos (SKF/SKF), em relagdo ao
grupo controle (SAL/SAL), sobre a amplitude do sobressalto nas condi¢es s6-som e luz-som (A).
Desempenho motor dos animais que receberam salina ou SKF 38393 (1,0 ug/0,2 pL) na ATV nos
testes do rotarod (B) e do campo aberto (C-E). Média + EPM. * Significancia estatistica em relagdo a
condicdo s6-som (p < 0,05, teste de Newman-Keuls). n = 13 para SAL/SAL, SKF/SAL e SKF/SKF, e n
= 12 para SAL/SKF no teste do sobressalto potencializado pelo medo. n = 10 para todos os grupos nos
testes do rotarod e do campo aberto.
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3.2.3. ANTAGONISTA D, — SCH 23390

A Figura 8A apresenta os resultados referentes ao desempenho, no teste do sobressalto
potencializado pelo medo, de animais que receberam administragdo intra-ATV de salina + salina
(SAL/SAL), SCH 23390 + salina (SCH/SAL), salina + SCH 23390 (SAL/SCH) ou SCH 23390 +
SCH 23390 (SCH/SCH), antes das sessdes de condicionamento e teste. A ANOVA de duas vias
com medidas repetidas ndo revelou efeito significativo no fator tratamento, F43) = 0,14; p >
0,05. A mesma analise revelou efeito significativo no fator condi¢ao (s6-som x luz-som), F; 43
= 81,86; p < 0,05. Nao houve interagdo significativa entre os dois fatores (tratamento x
condico), F343) = 0,76; p > 0,05. A analise post hoc com o teste de Newman-Keuls revelou que
a luz potencializou a resposta de sobressalto ao som em todos os grupos (p < 0,05).

A Figura 8B mostra os resultados referentes a atividade motora no rotarod de animais que
receberam administragdo intra-ATV de salina ou SCH 23390 (1,0 pg/0,2 pL) antes do teste. A
ANOVA de duas vias com medidas repetidas ndo revelou efeito significativo para os fatores
tratamento (salina x SCH 23390), F; 36 = 0,01; p > 0,05; e tempo (15 min x 25 min x 35 min),
F236 = 0,60; p > 0,05. Nao houve também interacdo estatisticamente significativa entre os dois
fatores (tratamento x tempo), F36) = 1,00; p > 0,05.

As Figuras 8C, 8D e 8E apresentam as médias de atividade dos animais no campo aberto
para os comportamentos de cruzamento, levantamento e autolimpeza, respectivamente. O teste t
de Student ndo revelou diferenga significativa entre os grupos para cruzamentos (t(g) = 0,50; p >

0,05), levantamentos (t(15) = 1,38; p > 0,05) ou autolimpeza (t(13) = 2,04; p > 0,05).
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Figura 8. Efeitos da microinje¢do de SCH 23390 (1,0 pg/0,2 pL) na area tegmental ventral (ATV)
antes do condicionamento (SCH/SAL), do teste (SAL/SCH) ou de ambos (SCH/SCH), em relagdo ao
grupo controle (SAL/SAL), sobre a amplitude do sobressalto nas condigdes s6-som e luz-som (A).
Desempenho motor dos animais que receberam salina ou SCH 23390 (1,0 pug/0,2 uL) na ATV nos
testes do rotarod (B) e do campo aberto (C-E). Média + EPM. * Significancia estatistica em relagdo a
condicdo s6-som (p < 0,05, teste de Newman-Keuls). n = 12 para SAL/SAL, SCH/SAL e SCH/SCH, ¢
n = 11 para SAL/SCH no teste do sobressalto potencializado pelo medo. n = 10 para todos os grupos
nos testes do rotarod e do campo aberto.
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3.2.4. AGONISTA D, - QUIMPIROLE

A Figura 9A apresenta os resultados referentes ao desempenho, no teste do sobressalto
potencializado pelo medo, de animais que receberam administragdo intra-ATV de salina + salina
(SAL/SAL), quimpirole + salina (QUI/SAL), salina + quimpirole (SAL/QUI) ou quimpirole +
quimpirole (QUI/QUI), antes das sessoes de condicionamento e teste. A ANOVA de duas vias
com medidas repetidas revelou efeito significativo nos fatores tratamento, F; s¢) = 4,41; p < 0,05
e condi¢ao (so-som x luz-som), F(i 56 = 98,87; p < 0,05. Houve também interagdo significativa
entre os dois fatores (tratamento x condi¢@o), F 356 = 3,38; p < 0,05. A analise post hoc com o
teste de Newman-Keuls revelou que a luz potencializou a resposta de sobressalto a0 som em
todos os grupos, p < 0,05. A mesma analise ndo mostrou diferengas significativas entre os grupos
para a condicdo s6-som, p > 0,05; mas revelou que a amplitude do sobressalto nas tentativas luz-
som dos animais que receberam quimpirole antes do teste (SAL/QUI) ou antes do
condicionamento e do teste (QUI/QUI) foi menor do que aquela dos animais controle
(SAL/SAL), p < 0,05. Devido a esses resultados obtidos com 1,0 pg de quimpirole quando
administrado antes do teste do SPM, uma segunda dose de quimpirole (0,5 png/0,2 pL/sitio de
microinjecdo) foi também avaliada nessa mesma condicdo (dados ndo apresentados
graficamente). A ANOVA de duas vias com medidas repetidas ndo revelou, neste caso, efeito
significativo no fator tratamento, F2s) = 3,24; p > 0,05. A mesma andlise revelou efeito
significativo no fator condi¢do (s6-som x luz-som), F(i25) = 59,31; p < 0,05. Nao houve
interagdo significativa entre os dois fatores (tratamento x condig@o), F;3) = 0,66; p > 0,05. O
teste post hoc de Newman-Keuls revelou que a luz potencializou a resposta de sobressalto ao som
nos dois grupos, p < 0,05. Desta forma, em contraste com o resultado obtido com 1,0 pg de
quimpirole, 0,5 pg ndo causou alteragdes significativas na expressao do SPM.

A Figura 9B mostra os resultados referentes a atividade motora no rotarod de animais que
receberam administragdo intra-ATV de salina ou quimpirole (1,0 pg/0,2 pL) antes do teste. A

ANOVA de duas vias com medidas repetidas nao revelou efeito significativo no fator tratamento
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(salina x quimpirole), F 36 = 0,82; p > 0,05. A mesma analise revelou efeito significativo no
fator tempo (15 min x 25 min x 35 min), F236 = 6,99; p < 0,05. Nao houve, no entanto,
interacdo significativa entre os dois fatores (tratamento x tempo), F36) = 0,03; p > 0,05. A
analise post hoc com o teste de Newman-Keuls revelou aumento do tempo de permanéncia dos
animais no rotarod aos 35 minutos em relagdo a permanéncia aos 15 e aos 25 minutos, p < 0,05.
As Figuras 9C, 9D e 9E apresentam as médias de atividade dos animais no campo aberto
para os comportamentos de cruzamento, levantamento e autolimpeza, respectivamente. O teste t
de Student nao revelou diferengas significativas entre os grupos para cruzamentos (t(18) = 1,60;

p > 0,05), levantamentos (t(18) = 0,02; p > 0,05) ou autolimpeza (t(18) = 1,81; p > 0,05).
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Figura 9. Efeitos da microinjecdo de quimpirole (1,0 pg/0,2 uL) na area tegmental ventral (ATV)
antes do condicionamento (QUI/SAL), do teste (SAL/QUI) ou de ambos (QUI/QUI), em relacdo ao
grupo controle (SAL/SAL), sobre a amplitude do sobressalto nas condi¢bes s6-som e luz-som (A).
Desempenho motor dos animais que receberam salina ou quimpirole (1,0 pg/0,2 uL) na ATV nos testes
do rotarod (B) e do campo aberto (C-E). Média + EPM. * Significancia estatistica em relagdo a
condicdo so6-som. * Significancia estatistica em relacdo a mesma condi¢do no grupo controle (p < 0,05,
teste de Newman-Keuls). n = 15 para todos os grupos no teste do sobressalto potencializado pelo medo.
n = 10 para todos os grupos nos testes do rotarod e do campo aberto.
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3.2.5. ANTAGONISTA D, — SULPIRIDA

A Figura 10A apresenta os resultados referentes ao desempenho, no teste do sobressalto
potencializado pelo medo, de animais que receberam administragdo intra-ATV de salina + salina
(SAL/SAL), sulpirida + salina (SUL/SAL), salina + sulpirida (SAL/SUL) ou sulpirida +
sulpirida (SUL/SUL), antes das sessdes de condicionamento e teste. A ANOVA de duas vias
com medidas repetidas ndo revelou efeito significativo no fator tratamento, F3sq) = 0,28; p >
0,05. A mesma analise revelou efeito significativo no fator condi¢ao (s6-som x luz-som), F; s9)
= 109,79; p < 0,05. Nao houve interacdo significativa entre os dois fatores (tratamento x
condi¢do), F359) = 0,99; p > 0,05. A analise post hoc com o teste de Newman-Keuls revelou que
a luz potencializou a resposta de sobressalto ao som em todos os grupos (p < 0,05).

A Figura 10B mostra os resultados referentes a atividade motora no rotarod de animais
que receberam administracao intra-ATV de salina ou sulpirida (1,0 pg/0,2 pL) antes do teste. A
ANOVA de duas vias com medidas repetidas ndo revelou efeito significativo para os fatores
tratamento (salina x sulpirida), F(; 36y = 0,001; p > 0,05; e tempo (15 min x 25 min x 35 min),
F236 = 0,55; p > 0,05. Nao houve também interacdo estatisticamente significativa entre os dois
fatores (tratamento x tempo), F2.36) = 0,94; p > 0,05.

As Figuras 10C, 10D e 10E apresentam as médias de atividade dos animais no campo
aberto para os comportamentos de cruzamento, levantamento e autolimpeza, respectivamente. O
teste t de Student ndo revelou diferencas significativas entre os grupos para cruzamentos (t(g) =

0,64; p > 0,05), levantamentos (t(1s) = 0,51; p > 0,05) ou autolimpeza (t.g) = 1,41; p > 0,05).
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Figura 10. Efeitos da microinje¢ao de sulpirida (1,0 ng/0,2 uL) na area tegmental ventral (ATV)
antes do condicionamento (SUL/SAL), do teste (SAL/SUL) ou de ambos (SUL/SUL), em relacao
ao grupo controle (SAL/SAL), sobre a amplitude do sobressalto nas condigdes s6-som e luz-som
(A). Desempenho motor dos animais que receberam salina ou sulpirida (1,0 pg/0,2 uL) na ATV
nos testes do rotarod (B) e do campo aberto (C-E). Média + EPM. * Significincia estatistica em
relagdo a condig@o s6-som (p < 0,05, teste de Newman-Keuls). n = 16 para SAL/SAL, SAL/SUL e
SUL/SUL, e n = 15 para SUL/SAL no teste do sobressalto potencializado pelo medo. n = 10 para
todos os grupos nos testes do rotarod e do campo aberto.
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4. EXPERIMENTO II: EFEITOS DO MEDO CONDICIONADO A LUZ SOBRE OS
NIVEIS EXTRACELULARES DE DOPAMINA NO COMPLEXO BASOLATERAL
DA AMIGDALA

4.1. MATERIAL E METODOS

4.1.1. ANIMAIS
Foram utilizados 10 ratos Wistar machos, com peso médio de 280 gramas, mantidos em

grupos de dois animais por caixa sob as mesmas condi¢des descritas para o Experimento I.

4.1.2. CIRURGIA

Foram utilizados os mesmos procedimentos cirargicos descritos para o Experimento I.
Entretanto, desta vez houve implante unilateral de uma canula-guia para sonda de microdialise
direcionada ao complexo basolateral da amigdala segundo as coordenadas do Atlas de Paxinos e
Watson (2007): antero-posterior = -2,3 mm do bregma, médio-lateral = + 5,5 mm da sutura
sagital, dorso-ventral = -7,0 mm da superficie craniana, com a barra dos incisivos ajustada a 3,3

mm abaixo da linha interaural.

4.1.3. EQUIPAMENTOS E PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Condicionamento Aversivo: Foram utilizadas as mesmas caixas descritas para o
Experimento I (Fig. 4 - esquerda). A sessdo de condicionamento também foi idéntica aquela
descrita para o Experimento I, com excec¢do dos animais do grupo controle (ndo condicionados),
que foram submetidos a 10 exposi¢des a luz e 10 choques nas patas, apresentados desta vez de
forma nao pareada.

Teste de Medo Condicionado (Microdialise e Congelamento Condicionado): No dia
seguinte a sessdo de condicionamento, os animais tiveram o tempo de congelamento e os niveis

extracelulares de dopamina no BLA avaliados no teste de medo condicionado a luz-CS. Os
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animais foram mantidos isolados em gaiolas viveiro construidas em acrilico transparente e
forradas com maravalha, tendo livre acesso a agua e alimento. Uma sonda de microdidlise (CMA
12; CMA/Microdialysis AB, Stockholm, Suécia; Fig. 11 - esquerda) que possibilitava a troca de
moléculas entre o tecido nervoso € o meio interno da membrana, foi inserida na canula-guia
direcionada ao BLA. Tubos com 0,12 mm de diametro interno (FEP Tubing;
CMA/Microdialysis AB) foram conectados nas extremidades da sonda, constituindo uma via de
entrada para a solugdo de Ringer (em mM: NaCl, 147,0; KCl, 4,0; CaCl,, 2,2) em fluxo
constante de 1,5 pL/min (Bomba de microinje¢ao; BAS, IN, EUA) e outra de saida do dialisado.
Apds um periodo de 2 horas de equilibrio, nove amostras de dialisado foram coletadas
manualmente a intervalos regulares de 30 min, em tubos contendo 3 puL. de uma solu¢do de acido
perclérico (HCIO4 - 0,05 M). Os niveis basais de dopamina, anteriores a qualquer procedimento,
foram definidos por meio da coleta de trés amostras de dialisado. Em seguida, teve inicio o teste
de medo condicionado, com exposi¢do dos animais a luz-CS. A sessdo teste foi conduzida sem
apresentacdo de choques nas patas. Durante esse procedimento foram utilizadas duas caixas
idénticas de acrilico transparente medindo 20 x 23 x 31 cm (Fig. 11 - direita) e com o assoalho
constituido por barras de metal de 5 mm de didmetro, distando 1 cm entre si. Cada animal foi
entdo transferido para essa caixa e, apos 10 minutos de adaptagdo, recebeu um total de 10
apresentacoes de luz, com duracdo de 4 s cada e intervalo variavel de 2 min (faixa 1-3 min). Em
seguida os animais foram recolocados nas gaiolas viveiro. Foram coletados dialisados a cada 30
min até 180 min compondo um total de seis amostras experimentais por animal. O critério
comportamental utilizado para avaliar o medo condicionado foi o tempo de congelamento
durante o teste de medo condicionado a luz-CS, correspondendo ao primeiro dialisado
experimental. O congelamento foi operacionalmente definido como auséncia total de
movimentos do animal, exceto aqueles relacionados a respiragao.

Determinagdo de dopamina por cromatografia liquida de alta eficiéncia: A quantidade

de dopamina contida em cada dialisado foi analisada usando um sistema de cromatografia
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liquida de alta eficiéncia (HPLC — High Performance Liquid Chromatography) com detecgdo
eletroquimica. Esse sistema era constituido por um detector eletroquimico (BAS, IN, EUA)
acoplado a uma coluna de fase reversa (Nucleosil 150 x 3,2 mm, C-18, com tamanho de
particulas de 5 um; Supelco Inc., MO, EUA) e a uma bomba de baixa pulsacdo (PM-92¢; BAS).
A sensibilidade fixada para o detector eletroquimico foi de 500 pA e o potencial de oxidacao
utilizado foi de 650 mV (eletrodo de referéncia Ag+/AgCl). A fase mdvel, constituida de 50 mM
NaH,POy4, 0,1 mM Na,-EDTA, 0,5 mM octilsulfato de s6dio, e 15% metanol (pH ajustado para
5.,5), foi filtrada e bombeada através do sistema em um fluxo de 700 pL/min. O volume por
amostra de dialisado injetado foi de 40 pL. Essa configuragdo permitiu a analise de DA no
dialisado em uma unica corrida, com durag¢do aproximada de 10 minutos. O sistema de HPLC
era integrado a um sistema de aquisicio de dados, ChromGraphTM Control (BAS). A
quantifica¢do da DA contida no dialisado foi realizada por meio da utilizacdo de regressao linear
obtida a partir da 4rea de cinco padrdes com concentragdes distintas e conhecidas de DA. Todos

os reagentes utilizados para HPLC foram obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha) ou da Sigma

(MO, EUA).

Saida Entrada

| | Mombrana T

Figura 11. Esquerda - Sonda para microdidlise. Imagem modificada do sitio
www.microdialysis.se/Basic_Research. Direita - Caixa de teste utilizada durante avaliagdo do medo
condicionado a luz-CS.

- 48 -


http://www.microdialysis.se/Basic_Research

EXPERIMENTO I

4.1.4. HISTOLOGIA

Foram utilizados os mesmos procedimentos descritos para o Experimento .

4.1.5. ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram analisados com o programa estatistico SigmaStat 3.11 (Systat
Software Inc). Os dados referentes a quantidade de DA coletada no BLA sdo apresentados como
médiatEPM da porcentagem dos valores basais calculados como média das trés primeiras
amostras consecutivas coletadas imediatamente antes do teste de medo condicionado a luz-CS.
Foi utilizada uma andlise de varidncia (ANOVA) de duas vias com medidas repetidas, onde o
fator 1 referiu-se aos grupos (controle x condicionado) e o fator 2 ao tempo (tempo das amostras
de dialisados). Apds a andlise de varidncia seguiu-se, no caso de significancia estatistica, o teste
de Newman-Keuls. Os dados referentes ao tempo de congelamento condicionado sio
apresentados como média+EPM. Para analise do congelamento, foi utilizado o teste t de Student.

Um valor de p inferior a 0,05 foi considerado significativo.
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4.2. RESULTADOS

4.2.1. SITIOS DE MICRODIALISE

Os dados apresentados referem-se aos animais cujo exame histolégico mostrou que a
canula-guia para sonda de microdidlise atingiu o BLA. A Figura 12A mostra um corte
histolégico representativo do sitio de microdialise no BLA. A Figura 12B indica as posi¢des das
sondas de microdialise no BLA em seccoes de encéfalo de ratos de acordo com o Atlas de

Paxinos ¢ Watson (2007).

W | Bregma
1 -3,36 mm

Bregma
-3,12 mm

Bregma
-3,36 mm

Figura 12. Fotomicrografia com sitio representativo da localizagdo da canula-guia para sonda de
microdialise no complexo basolateral da amigdala - BLA (A) e posi¢des das sondas de microdialise em
diagramas de sec¢des de encéfalo de ratos de acordo com o Atlas de Paxinos e Watson (2007) (B).
Barra = 0,5 mm. CA3 = Regido CA3 do hipocampo; ec = Capsula externa; VPM = Niucleo
posteromedial ventral do talamo; MeP = Nucleo medial posterior da amigdala.
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4.2.2. MEDO CONDICIONADO

Os niveis extracelulares basais de dopamina, anteriores a qualquer procedimento, foram
definidos como a média de trés amostras consecutivas de dialisados. A Figura 13A apresenta o
curso temporal dos niveis extracelulares de DA no BLA de animais previamente submetidos ao
condicionamento aversivo em comparacdo ao controle. A ANOVA de duas vias com medidas
repetidas ndo revelou efeito significativo no fator grupo (controle x condicionado), F(j 64y = 0,83;
p > 0,05. A mesma analise revelou efeito significativo no fator tempo, Fse4) = 5,18; p < 0,05.
Houve interacdo significativa entre os dois fatores (grupo x tempo), Fiesy = 3,30; p < 0,05. A
analise post hoc com o teste de Newman-Keuls revelou um aumento dos niveis extracelulares de
DA nas amostras referentes aos tempos 30 e 60 min, em animais previamente submetidos ao
condicionamento aversivo em comparacdo com as demais amostras desse mesmo grupo € em
comparagdo com as respectivas amostras do grupo controle (p < 0,05).

A Figura 13B mostra os resultados referentes ao tempo de congelamento condicionado
dos mesmos animais submetidos ao procedimento de microdialise no BLA. O teste t de Student
revelou diferenga significativa entre os grupos (tg) = 11,74; p < 0,05), mostrando um aumento

expressivo no tempo de congelamento do grupo condicionado em comparagao ao grupo controle.
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Figura 13. Niveis extracelulares de dopamina (DA) nos dialisados do complexo basolateral da amigdala
(BLA) antes (-60, -30, 0), durante (30) e depois (60, 90, 120, 150, 180) da exposi¢do dos animais ao teste
de medo condicionado a luz-CS. Média + EPM em relag@o aos niveis basais (média das trés primeiras
amostras de dialisado consecutivas, considerada como 100%) (A). Tempo de congelamento durante o
teste de medo condicionado a luz-CS dos mesmos animais submetidos a microdialise. Média + EPM (B).
* Significancia estatistica em relagio a linha de base. * Significincia estatistica em relagdo ao grupo
controle (p < 0,05, teste de Newman-Keuls). n = 5 para os dois grupos.
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5. EXPERIMENTO III: EFEITOS DA ADMINISTRACAO DE QUIMPIROLE NA
AREA TEGMENTAL VENTRAL SOBRE OS NIVEIS EXTRACELULARES DE
DOPAMINA DO COMPLEXO BASOLATERAL DA AMIGDALA ASSOCIADOS AO
MEDO CONDICIONADO A LUZ

5.1. MATERIAL E METODOS

5.1.1. ANIMAIS

Foram utilizados 11 ratos Wistar machos, com peso médio de 280 gramas, mantidos em

grupos de dois animais por caixa sob as mesmas condic¢des descritas para o Experimento 1.

5.1.2. CIRURGIA

Foram utilizados os mesmos procedimentos cirargicos descritos para o Experimento I.
Entretanto, desta vez os animais foram anestesiados, por via intraperitonial, com a associagdo de
cloridrato de cetamina (100 mg/Kg) e cloridrato de xilazina (7,5 mg/Kg). Além disso, no
presente experimento, houve implante unilateral de uma canula-guia para sonda de microdialise
direcionada ao complexo basolateral da amigdala segundo as coordenadas do Atlas de Paxinos e
Watson (2007): antero-posterior = -2,3 mm do bregma, médio-lateral = + 5,5 mm, dorso-ventral
= -7,0 mm, e de uma canula-guia para microinje¢do de drogas direcionada a area tegmental
ventral: antero-posterior = -5,8 mm do bregma, médio-lateral = + 0,8 mm, dorso-ventral = -7,6

mm, com a barra dos incisivos ajustada a 3,3 mm abaixo da linha interaural.
5.1.3. EQUIPAMENTOS E PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Condicionamento Aversivo: Foram utilizadas as mesmas caixas ¢ 0 mesmo procedimento

experimental descritos para o condicionamento realizado no Experimento I.
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Teste de Medo Condicionado (Microdialise e Congelamento Condicionado): O mesmo
procedimento experimental descrito para o Experimento II foi aqui utilizado com adi¢do de uma
microinjecdo de salina ou quimpirole na ATV imediatamente antes do teste de medo
condicionado a luz-CS.

Determinacdo de dopamina por cromatografia liquida de alta eficiéncia: Idem

Experimento II.

5.1.4. DROGAS
A droga utilizada foi o agonista de receptores D, quimpirole administrado
unilateralmente na ATV na dose de 1,0 ug/0,2 uL por sitio de microinje¢do. A dose e o tempo de

espera foram selecionados com base no Experimento 1.

5.1.5. MICROINJECAO DE DROGAS

O procedimento de microinje¢do de droga foi idéntico aquele utilizado no Experimento 1.

5.1.6. HISTOLOGIA

Idem Experimento 1.

5.1.7. ANALISE ESTATISTICA

Idem Experimento II.
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5.2. RESULTADOS

5.2.1. SITIOS DE MICROINJECAO E MICRODIALISE

Os dados apresentados referem-se aos animais cujo exame histologico mostrou que a
sonda de microdidlise atingiu o BLA e a canula-guia para microinje¢do atingiu a ATV. As
Figuras 14A e 14C mostram cortes histologicos representativos dos sitios de microdidlise no
BLA e de microinje¢do na ATV, respectivamente. As Figuras 14B e 14D indicam as posigoes
das sondas de microdialise no BLA e das microinje¢des na ATV em seccdes de encéfalo de ratos

de acordo com o Atlas de Paxinos e Watson (2007), respectivamente.

A

Figura 14. Fotomicrografia com sitio representativo da localizagdo da sonda de microdidlise no
complexo basolateral da amigdala — BLA (A), e da canula-guia para microinje¢do na area tegmental
ventral - ATV (C). Posi¢des das sondas de microdialise no BLA (B) e sitios de microinjegdo na ATV
(D) em diagramas de sec¢oes de encéfalo de ratos de acordo com o Atlas de Paxinos e Watson (2007).
Barra = 0,5 mm. CA3 = Regido CA3 do hipocampo; ec = Capsula externa; VPM = Nucleo
posteromedial ventral do tdlamo; MeP = Nucleo medial posterior da amigdala; DMPAG = Substancia
cinzenta periaquedutal dorsomedial; CLi = Nucleo caudal linear da rafe; Pn = Nucleo pontino.
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5.2.2. MEDO CONDICIONADO

Os niveis extracelulares basais de dopamina, anteriores a qualquer procedimento, foram
definidos como a média de trés amostras consecutivas de dialisados. A Figura 15A apresenta o
curso temporal dos niveis extracelulares de DA no BLA de animais previamente submetidos ao
condicionamento aversivo e que receberam salina ou quimpirole na ATV antes do teste de medo
condicionado. A ANOVA de duas vias com medidas repetidas ndo revelou efeito significativo
no fator grupo (salina x quimpirole), F72) = 1,81; p > 0,05. A mesma andlise revelou efeito
significativo no fator tempo, F 72 = 2,91; p < 0,05. Houve interagdo significativa entre os dois
fatores (grupo x tempo), Fg72) = 3,36; p < 0,05. A andlise post hoc com o teste de Newman-
Keuls revelou um aumento dos niveis extracelulares de DA, nas amostras referentes aos tempos
30 e 60 min, em animais que receberam microinjecdo de salina na ATV em compara¢do com as
demais amostras desse mesmo grupo € em comparagdo com as respectivas amostras do grupo
tratado com quimpirole (p < 0,05).

A Figura 15B mostra os resultados referentes ao tempo de congelamento condicionado
dos mesmos animais submetidos ao procedimento de microdialise no BLA. O teste t de Student
revelou diferenca significativa entre os grupos (to) = 6,42; p < 0,05), mostrando uma diminui¢do

no tempo de congelamento do grupo tratado com quimpirole em comparagdo ao grupo controle.
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Figura 15. Niveis extracelulares de dopamina (DA) nos dialisados do complexo basolateral da amigdala
(BLA) antes (-60, -30, 0), durante (30) e depois (60, 90, 120, 150, 180) da exposi¢do dos animais ao teste
de medo condicionado a luz-CS. Média + EPM em relag@o aos niveis basais (média das trés primeiras

amostras de dialisado consecutivas, considerada como 100%) (A). Tempo de congelamento durante o
teste de medo condicionado a luz-CS dos mesmos animais submetidos a microdialise. Média + EPM (B).
* Significancia estatistica em relagdo a linha de base. * Significancia estatistica em relagdo ao grupo
controle (p < 0,05, teste de Newman-Keuls). n = 6 para o grupo salina e 5 para o grupo quimpirole.
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6. EXPERIMENTO IV: ENVOLVIMENTO DOS RECEPTORES DOPAMINERGICOS
D, E D, DO COMPLEXO BASOLATERAL DA AMIGDALA NA EXPRESSAO DO
MEDO CONDICIONADO A LUZ

6.1. MATERIAL E METODOS

6.1.1. ANIMAIS

Foram utilizados 76 ratos Wistar machos, com peso médio de 270 gramas, mantidos sob

as mesmas condi¢des descritas para o Experimento I.

6.1.2. CIRURGIA

Foram utilizados os mesmos procedimentos cirtrgicos descritos para o Experimento I.
Entretanto, desta vez os animais foram anestesiados, por via intraperitonial (i.p.), com a
associacao de cloridrato de cetamina (100 mg/Kg) e cloridrato de xilazina (7,5 mg/Kg). Além
disso, no presente experimento, o implante bilateral de canulas-guia foi direcionado ao complexo
basolateral da amigdala, segundo as coordenadas do Atlas de Paxinos e Watson (2007): antero-
posterior = -2,3 mm do bregma, médio-lateral = = 5,5 mm da sutura sagital, dorso-ventral = -7,0
mm da superficie craniana, com a barra dos incisivos ajustada a 3,3 mm abaixo da linha

interaural.

6.1.3. EQUIPAMENTOS E PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Idem Experimento I.

6.1.4. DROGAS
As drogas utilizadas foram o antagonista D; SCH 23390 (SCH) e o antagonista D,
sulpirida (SUL), ambas adquiridas da Sigma (MO, EUA). SCH 23390 foi dissolvido em salina

fisiologica (0,9%) e sulpirida foi primeiramente misturado a Tween 80 a 2% (Sigma) e, em
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seguida, também dissolvido em salina fisioldgica (0,9%). As drogas foram administradas
bilateralmente no BLA nas doses de 1,0 € 2,0 ug/0,2 uL por sitio de microinje¢do, cinco minutos
antes do inicio das sessdes. As doses € os tempos de espera foram selecionados com base no

Experimento 1.

6.1.5. MICROINJECAO DE DROGAS

O procedimento de microinje¢do das drogas no BLA foi idéntico aquele realizado no

Experimento I.

6.1.6. HISTOLOGIA

Idem Experimento I.

6.1.7. ANALISE ESTATISTICA

Os dados do teste do sobressalto potencializado pelo medo e do rotarod foram analisados
como descrito para o Experimento I. Para analise das medidas de cruzamentos, levantamentos e
autolimpeza do teste do campo aberto foi utilizada uma analise de variancia (ANOVA) de uma

via. Um valor de p inferior a 0,05 foi considerado significativo.
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6.2. RESULTADOS

6.2.1. SITIOS DE MICROINJECAO

Os dados apresentados referem-se aos animais cujo exame histolégico mostrou que as
canulas-guia para microinje¢do de drogas atingiram bilateralmente o BLA. A Figura 16A mostra
um corte histoldgico representativo da microinjecdo no BLA. A Figura 16B indica os pontos de
microinjecdo em seccdes de encéfalo de ratos de acordo com o Atlas de Paxinos e Watson

(2007).

Figura 16. Fotomicrografia com sitios representativos da localizagdo das canulas-guia no complexo
basolateral da amigdala - BLA (A) e os sitios de microinje¢do em diagramas de secgdes de encéfalo de
ratos de acordo com o Atlas de Paxinos e Watson (2007) (B). O niimero de pontos indicados é menor
que o numero de animais utilizados devido a sobreposigdes. Barra = 0,5 mm. CA3 = Regido CA3 do
hipocampo; VPM = Nucleo ventral posteromedial do talamo; ec = Capsula externa; MeP = Nucleo
medial posterior da amigdala.
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6.2.2. ANTAGONISTA D, — SCH 23390

A Figura 17A apresenta os resultados referentes ao desempenho, no teste do sobressalto
potencializado pelo medo, de animais que receberam administragdo intra-BLA de salina (SAL),
SCH 23390 1,0 pg/0,2 uL/sitio (SCH1) ou SCH 23390 2,0 ng/0,2 uL/sitio (SCH2), antes da
sessao teste. A ANOVA de duas vias com medidas repetidas ndo revelou efeito significativo no
fator tratamento (salina x SCH1 x SCH2), Fp33) = 0,99; p > 0,05. A mesma anélise revelou
efeito significativo no fator condi¢éo (s6-som x luz-som), F; 33y = 48,66; p < 0,05. Nao houve
interagdo significativa entre os dois fatores (tratamento x condigdo), F233) = 0,41; p > 0,05. A
analise post hoc com o teste de Newman-Keuls revelou que a luz potencializou a resposta de
sobressalto ao som em todos os grupos (p < 0,05).

A Figura 17B mostra os resultados referentes a atividade motora no rotarod de animais
que receberam administragdo intra-BLA de salina ou SCH 23390 (1,0 ou 2,0 ng/0,2 uL) antes do
teste. A ANOVA de duas vias com medidas repetidas ndo revelou efeito significativo para os
fatores tratamento (salina x SCH1 x SCH2), F (3 30) = 0,07; p > 0,05; e tempo (10 min x 20 min x
30 min), F230) = 0,26; p > 0,05. Nao houve também interagdo estatisticamente significativa entre
os dois fatores (tratamento x tempo), F30) = 0,61; p > 0,05.

As Figuras 17C, 17D e 17E apresentam as médias de atividade dos animais no campo
aberto para os comportamentos de levantamento, cruzamento e autolimpeza, respectivamente. A
ANOVA de uma via ndo revelou diferengas significativas entre os grupos para cruzamentos
(F2.15 = 0,74; p > 0,05), levantamentos (F,15) = 1,16; p > 0,05) ou autolimpeza (F 2,15y = 2,08; p

> 0,05).
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Figura 17. Efeitos da microinje¢do de SCH 23390 1,0 ou 2,0 pg/0,2 uL. (SCH1, SCH2) no complexo
basolateral da amigdala (BLA) antes do teste em relagcdo ao grupo controle (SAL), sobre a amplitude
do sobressalto nas condigdes s6-som e luz-som (A). Desempenho motor dos animais que receberam
salina ou SCH 23390 (1,0 ou 2,0 pg/0,2 uL) no BLA nos testes do rotarod (B) e do campo aberto (C-
E). Média + EPM. * Significancia estatistica em relagdo a condigdo s6-som (p < 0,05, teste de
Newman-Keuls). n = 13, 11 e 12 para SAL, SCH1 ¢ SCH2, respectivamente, no teste do sobressalto
potencializado pelo medo. n = 6 para todos os grupos nos testes do rotarod e do campo aberto.
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6.2.3. ANTAGONISTA D, — SULPIRIDA

A Figura 18A apresenta os resultados referentes ao desempenho, no teste do sobressalto
potencializado pelo medo, de animais que receberam administragdo intra-BLA de salina (SAL),
sulpirida 1,0 ng/0,2 pL/sitio (SUL1) ou sulpirida 2,0 pg/0,2 pL/sitio (SUL2), antes da sessdo
teste. A ANOVA de duas vias com medidas repetidas ndo revelou efeito significativo no fator
tratamento (salina x SUL1 x SUL2), F37) = 1,75; p > 0,05. A mesma andlise revelou efeito
significativo no fator condi¢ao (s6-som x luz-som), F 37y = 37,87; p < 0,05. Houve interagdo
significativa entre os dois fatores (tratamento x condi¢do), F(237) = 3,94; p < 0,05. A andlise post
hoc com o teste de Newman-Keuls revelou que a luz potencializou a resposta de sobressalto ao
som nos grupos SAL e SUL1 (p < 0,05). A mesma analise ndo mostrou diferengas significativas
entre os grupos para a condi¢do sé-som, p > 0,05; mas revelou que a amplitude do sobressalto
nas tentativas luz-som dos animais que receberam sulpirida na dose de 2,0 pg/0,2 pL/sitio
(SUL2) foi menor do que aquela dos animais controle (SAL), p < 0,05.

A Figura 18B mostra os resultados referentes a atividade motora no rotarod de animais
que receberam administracao intra-BLA de salina ou sulpirida (1,0 ou 2,0 pg/0,2 uL) antes do
teste. A ANOVA de duas vias com medidas repetidas ndo revelou efeito significativo para os
fatores tratamento (salina x SUL1 x SUL2), F;30)= 0,07; p > 0,05; e tempo (10 min x 20 min x
30 min), F230) = 0,80; p > 0,05. Nao houve também interagdo estatisticamente significativa entre
os dois fatores (tratamento x tempo), F30) = 0,89; p > 0,05.

As Figuras 18C, 18D e 18E apresentam as médias de atividade dos animais no campo
aberto para os comportamentos de levantamento, cruzamento e autolimpeza, respectivamente. A
ANOVA de uma via ndo revelou diferengas significativas entre os grupos para cruzamentos
F.15 = 0,58; p > 0,05), levantamentos (F(2,15) = 0,01; p > 0,05) ou autolimpeza (F2,15) = 0,24; p

> 0,05).
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Figura 18. Efeitos da microinjecdo de sulpirida 1,0 ou 2,0 pg/0,2 uL. (SUL1, SUL2) no complexo
basolateral da amigdala (BLA) antes do teste em relagdo ao grupo controle (SAL), sobre a amplitude
do sobressalto nas condi¢des sd-som e luz-som (A). Desempenho motor dos animais que receberam
salina ou sulpirida (1,0 ou 2,0 pug/0,2 pL) no BLA nos testes do rotarod (B) e do campo aberto (C-E).
Média + EPM. * Significancia estatistica em relagdo & condigdo s6-som. * Significancia estatistica em
relagdo ao grupo controle (p < 0,05, teste de Newman-Keuls). n = 14, 13 e 13 para SAL, SULI ¢
SUL2, respectivamente, no teste do sobressalto potencializado pelo medo. n = 6 para todos os grupos
nos testes do rotarod e do campo aberto.
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7. DISCUSSAO

O conhecimento do modo pelo qual algumas estruturas encefalicas participam da
elaboracdo de um determinado comportamento defensivo pode contribuir para o nosso
entendimento sobre o funcionamento dos circuitos neurais subjacentes aos distirbios de
ansiedade. Consideravel progresso tem sido feito na identificacdo dos processos neurais que
regulam as respostas neurobioldgicas provocadas por estimulos aversivos ambientais, € hd um
crescente conjunto de evidéncias que sugere que a via dopaminérgica mesocorticolimbica ¢ um
componente essencial dos circuitos neurais subjacentes aos estados de medo (BIGGIO et al.,
1990; CUADRA et al., 1999, 2000; ESPEJO, 1997; FEENSTRA et al., 1995; INOUE et al.,
1996, 2000; MORROW et al., 1999; NABESHIMA et al., 1986). Em vista disso, este estudo
consiste em uma tentativa de melhorar o nosso entendimento de como mecanismos
dopaminérgicos da area tegmental ventral e do complexo basolateral da amigdala podem
modular o medo condicionado.

Com o Experimento I buscamos entender até que ponto os mecanismos dopaminérgicos
da ATV estdo envolvidos na aquisi¢do de informagdes aversivas e na expressdao de respostas
defensivas no medo condicionado a luz-CS. A potencializagdo do sobressalto produzida por uma
luz-CS previamente pareada com choques nas patas nao foi alterada em animais que receberam
microinjecdo na ATV de SKF 38393, SCH 23390, quimpirole ou sulpirida antes do
condicionamento. Estes dados indicam que os receptores dopaminérgicos D; e D, da ATV ndo
estdo envolvidos na aquisicdo do medo condicionado a luz. Este resultado estende para a ATV
achados anteriores de nosso laboratorio demonstrando que a administracao sistémica de drogas
dopaminérgicas que atuam nesses receptores nao afeta a aquisi¢do do medo condicionado a luz-
CS avaliada pelo teste do SPM (OLIVEIRA et al., 2006). Os dados atuais, entretanto, ndo podem
ser generalizados para todos os modelos de medo condicionado. Na verdade, Nader e LeDoux

(1999b) mostraram que a administragdo pré-treino intra-ATV de quimpirole atenuou a aquisi¢ao
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do congelamento condicionado em um paradigma de condicionamento de segunda ordem usando
sons como CS. Assim, 0os mecanismos neuroquimicos ativados nesses casos parecem depender
do tipo de resposta condicionada avaliada ou do estimulo condicionado (CS) utilizado.

Dados recentes de nosso laboratorio mostraram que injecoes sist€émicas de quimpirole
atenuaram a expressao do medo condicionado a luz-CS (OLIVEIRA et al., 2006). O presente
estudo implica a ATV nesse efeito uma vez que a administracio pré-teste de quimpirole na ATV
também atenuou a potencializacdo do sobressalto produzida pela luz-CS previamente pareada
com choques nas patas. Os animais mostraram resposta basal normal de sobressalto acustico
(tentativas s6-som) apos a administragdo de quimpirole, indicando que a diminui¢do no SPM nao
foi associada a prejuizos no processamento sensorial. Além disso, a agdo observada do
quimpirole ndo pode ser atribuida a efeitos motores inespecificos, uma vez que essa droga nao
afetou o desempenho motor dos animais nos testes do campo aberto e do rotarod. Estes achados
estdio de acordo com estudos de outros laboratorios mostrando resultados similares
(BOROWSKI; KOKKINIDIS, 1996; MUNRO; KOKKINIDIS, 1997). Ao contrario, SKF
38393, SCH 23390 e sulpirida ndo produziram qualquer efeito sobre a expressdo da
aprendizagem associativa causada pelo pareamento de luz-CS com choques nas patas no
paradigma do SPM. Tais resultados precisam, no entanto, ser interpretados com cautela uma vez
que apenas uma dose de SKF 38393, SCH 23390 e sulpirida foi utilizada aqui e outras doses
devem ser empregadas em outros estudos dessa natureza.

O quimpirole tem sido descrito como um agonista pleno para receptores D, (LEVANT et
al., 1992; SEEMAN; SCHAUS, 1991). Estudo anterior mostrou que o quimpirole, administrado
em doses que agem em receptores D, pds-sindpticos, aumenta a atividade locomotora e os
comportamentos estereotipados, como lamber e cheirar (KURASHIMA et al., 1995). Esses
efeitos ndo foram observados no presente estudo, provavelmente porque a dose de quimpirole
usada aqui (1,0 png/0,2 ul/sitio) foi menor do que aquelas usualmente empregadas para ativacao

de receptores dopaminérgicos pds-sinapticos (NADER; LEDOUX, 1999b). Na verdade, apesar
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dos receptores D, poderem ser tanto pré quanto pods-sinapticos, tem sido relatado que os
receptores pré-sinapticos sao de 6 a 10 vezes mais sensiveis a agonistas dopaminérgicos do que
os pos-sinapticos (SKIRBOLL et al., 1979). Além disso, foi sugerido que auto-receptores
dopaminérgicos do tipo D, localizados em corpos celulares e dendritos de neurénios da ATV
inibem tonicamente a atividade dopaminérgica (WHITE; WANG, 1984a,b). Com base nessas
evidéncias, sugerimos que a capacidade aqui relatada do quimpirole em diminuir a resposta
defensiva ¢ o resultado de sua agdo em receptores dopaminérgicos D, pré-sinapticos na ATV,
que diminuem os niveis de dopamina nos terminais sinapticos de neurdnios originados a partir
desta area. Uma dose menor de quimpirole (0,5 pg/0,2 plL/sitio) foi também testada em nosso
estudo, mas nao mostrou efeitos significativos no SPM. Doses maiores ndo foram utilizadas
devido aos efeitos motores que poderiam provocar e, assim, mascarar os efeitos especificos sobre
0 comportamento emocional.

Nossos resultados indicam que uma diminuicdo na ativagdo de receptores
dopaminérgicos poOs-sinapticos em estruturas que recebem projecdes da ATV pode ser o
resultado final de uma sucessdo de eventos iniciados pelo quimpirole na ATV, que termina com
a redu¢do do medo condicionado. Diversas areas prosencefalicas implicadas no medo e
ansiedade, como amigdala, nucleo accumbens e cortex pré-frontal, sdo inervadas por fibras
dopaminérgicas originarias na ATV (OADES; HALLIDAY, 1987; SWANSON, 1982). Portanto,
o papel dos neurénios dopaminérgicos da ATV no SPM provavelmente envolve as suas
projegdes mesocorticolimbicas. Tendo em vista os resultados do quimpirole, um aumento do
SPM poderia ser esperado apés a administragdo do antagonista de receptores D, sulpirida na
ATV. Uma possivel razdo para a auséncia de efeitos da sulpirida no SPM poderia ser o fato de
que o controle exercido sobre o medo condicionado pelos neurdnios dopaminérgicos da ATV
depende da ativagdo de outros receptores ai localizados de forma que o bloqueio dos receptores
D, ndo resulta em qualquer efeito. Por outro lado, microinje¢cdes de SCH 23390 e/ou sulpirida,

que bloqueiam receptores D; e D,, respectivamente, em algumas das regides que recebem
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projecdes dopaminérgicas da ATV podem vir a ter um efeito similar ao relatado aqui com a
microinjecao de quimpirole na ATV, hipdtese esta testada (para o BLA) no Experimento IV do
presente estudo e discutida a seguir.

De maneira geral, os resultados do Experimento I ressaltam a importancia dos neurénios
dopaminérgicos da ATV na modulacdo do condicionamento aversivo Pavloviano. Além da
demonstragdo da importancia dos mecanismos dopaminérgicos da ATV no medo condicionado
causado pela associagdo de um estimulo inicialmente neutro (luz) com choques nas patas, nossos
resultados também indicam que essa circuitaria neural estd principalmente envolvida na
expressao de estados de medo, e ndo na aquisi¢do do medo condicionado.

Com intuito de dar mais um passo no estudo do envolvimento da neurotransmissiao
dopaminérgica no medo condicionado, analisamos no Experimento II os efeitos desse
condicionamento sobre os niveis extracelulares de dopamina no BLA concomitantemente a
avaliacao da resposta de congelamento condicionado. Verificamos que ap6s uma sessdo de dez
pareamentos de luz e choques nas patas, quando re-expostos a luz-CS 24 horas apds o
condicionamento, os animais congelam significativamente mais do que ratos ndo condicionados.
Associado a isso, foi observado aumento significativo na concentragdo de dopamina no BLA
durante a fase de expressdo do medo condicionado a luz-CS. Nessas condigdes, o BLA parece
ser um alvo importante da neurotransmissdao dopaminérgica originada na ATV.

No Experimento III, foi avaliada a participagdo da ATV no congelamento condicionado e
no aumento dos niveis de dopamina no BLA decorrentes da exposi¢do de ratos a luz-CS.
Observamos que mais uma vez ocorreu aumento significativo na concentragdo de dopamina no
BLA durante a fase de expressio do medo condicionado a luz-CS. A administracdo de
quimpirole na ATV diminui tanto o congelamento condicionado quanto o aumento de dopamina
no BLA causados pela exposi¢ao dos animais a luz-CS. Assim, esses dados refor¢am a nogdo de
que projecdes dopaminérgicas ATV/BLA devem ser ativadas na expressao do medo

condicionado a luz-CS.
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Uma vez que projegdes dopaminérgicas ATV/BLA parecem envolvidas na expressao do
medo condicionado, buscamos com o Experimento IV esclarecer a participagao dos receptores
D; e D, do BLA na expressao de respostas de medo condicionado a luz-CS. O SPM produzido
por uma luz-CS previamente pareada com choques nas patas nao foi alterado em animais que
receberam microinje¢des pré-teste no BLA de SCH 23390. As doses de SCH 23390 aqui
empregadas foram selecionadas com base em estudos anteriores que mostraram que a infusdo na
amigdala de 2,0 pg de SCH 23390 afetou o medo condicionado (GUARRACI et al., 1999a,b;
MACEDO et al., 2007). Os dados do presente estudo indicam que os receptores D; do BLA nao
parecem estar envolvidos na expressdo do SPM e corroboram achados anteriores de nosso
laboratoério demonstrando que a administrago sistémica de drogas dopaminérgicas que agem em
receptores da subfamilia D ndo afeta o medo condicionado a luz-CS avaliado pelo teste do SPM
(OLIVEIRA et al.,, 2006). Isto n3o quer dizer que uma droga dopaminérgica injetada
sistemicamente nao atue no sistema nervoso central e que a¢des antagdnicas em duas ou mais
estruturas ndo possa resultar em falta de efeito. Os nossos resultados mostram auséncia de efeito
do SCH 23390 injetado no BLA. Efeitos em outras regides da amigdala ndo podem, no entanto,
ser descartados. Lamont e Kokkinids (1998) mostraram que a administragdo de SCH 23390 na
amigdala atenuou a expressao do SPM. Com base nos sitios de microinjecdo ¢ no volume de
infusdo de 1,0 puL utilizado por esses autores, parece que o SCH 23390 naquele estudo quase
certamente interagiu com receptores D provavelmente no ntcleo central da amigdala.

Por outro lado, microinje¢des pré-teste de sulpirida no BLA inibiram de forma dose
dependente o SPM produzido por uma luz-CS previamente pareada com choques nas patas. Os
animais mostraram sobressalto actstico basal (s6-som) normal apos a administracdo de sulpirida,
indicando que a diminui¢do do SPM nao foi associada a prejuizos no processamento sensorial.
Os resultados obtidos com a sulpirida também nao podem ser atribuidos a efeitos inespecificos,
uma vez que esta mesma droga nao afetou o desempenho motor dos animais nos testes do campo

aberto e do rotarod. Técnicas de hibridizag@o In sSitu ja demonstraram que a amigdala apresenta
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uma rica distribuicdo de receptores D, (MEADOR-WOODRUFF et al., 1991). A seletividade
dos efeitos produzidos pelo antagonista D, sulpirida no presente estudo ¢ também atestada pela
auséncia de efeitos da administragdo pré-teste no BLA do antagonista D;, SCH 23390, no SPM.
Estes achados salientam a importancia dos receptores D, do BLA na mediacdo do
condicionamento aversivo Pavloviano. Em outras palavras, os resultados da sulpirida sugerem
que os receptores D, fazem parte dos mecanismos neuroquimicos no BLA subjacentes a esta
resposta de medo condicionado. As inje¢des intra-BLA de sulpirida promoveram aqui efeitos
similares aquele descrito anteriormente para microinje¢des intra-ATV de quimpirole
(Experimento I). Fazendo um paralelo entre as a¢des do quimpirole na ATV e da sulpirida no
BLA podemos dizer que a capacidade do quimpirole em diminuir o SPM ¢ resultado de sua agado
em receptores D, pré-sinapticos na ATV que diminuem os niveis de dopamina em estruturas que
recebem terminagdes nervosas dopaminérgicas originarias da ATV, dentre elas o BLA. Os
presentes achados também indicam que a interferéncia com a capacidade do estimulo
condicionado em ativar neuronios dopaminérgicos do BLA reduz o medo. Assim, o medo
condicionado parece aumentar a neurotransmissdo dopaminérgica no BLA. Esta hipdtese ¢
reforcada pelos dados da microdialise que mostraram que uma luz-CS causa aumento dos niveis
de DA no BLA de ratos previamente submetidos a apresentagdo pareada de luz e de choques nas
patas (Experimento II), e que este aumento ¢ inibido pela administragdo intra-ATV de
quimpirole (Experimento III). Assim, o medo condicionado a luz-CS parece depender da
ativacao de conexodes dopaminérgicas ATV/BLA e pode ser especificamente modulado por meio
de manipulacdes deste sistema. O efeito da sulpirida, somado ao fato de que os receptores D; do
BLA nao parecem estar envolvidos na expressao do SPM, apdia a idéia de que os receptores D,
do BLA regulam o medo condicionado.

Embora nossos resultados impliquem a via dopaminérgica ATV/BLA na expressdao do
medo, muito precisa ser feito para formar um quadro mais complexo das areas que recebem

projecdes dopaminérgicas da ATV e que sdo também importantes na integragdo neural do medo
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E importante ter em mente que diferencas metodologicas podem estar subjacentes a
resultados conflitantes observados na literatura referente a investigagdo do envolvimento de
sistemas dopaminérgicos no medo. Especificamente, manipulagdes farmacologicas do sistema
dopaminérgico no dia do teste podem interferir com a resposta condicionada por meio de
alteracdes do processamento do CS. No caso especifico de nosso estudo essa possibilidade pode
ser descartada dado que o quimpirole e a sulpirida ndo alteraram o processamento da luz como
estimulo condicionado quando administrado antes da sessdo treino. Outra fonte de erros pode
advir do fato de que a maioria das manipulagdes dopaminérgicas causa alteragdes
comportamentais incondicionadas. Dessa forma, tais alteragdes podem indiretamente competir
com a expressdo de respostas defensivas, levando a conclusdo equivocada de que tais
manipulagdes afetaram diretamente o medo. Contra essa possibilidade esta a auséncia de efeitos
do quimpirole e da sulpirida sobre o desempenho motor dos animais avaliado no presente estudo
pelos testes do campo aberto e do rotarod. Além disso, o quimpirole e a sulpirida ndo alteraram a
resposta basal de sobressalto nas tentativas s6-som do teste do SPM quando administrado antes
da sessao teste.

Embora a via dopaminérgica mesolimbica seja mais comumente associada com os efeitos
reforcadores de diversos estimulos, demonstramos aqui que proje¢oes dopaminérgicas
ATV/BLA sao requeridas para o condicionamento aversivo cldssico. Isso traz a tona a questao
recorrente de como estimulos distintos sdo interpretados diferentemente como aversivos ou
apetitivos. Nao se pode descartar a possibilidade de que regides especificas das areas

pertencentes a via mesolimbica respondam de forma diferente a eventos com distintos

significados bioldgicos. Este, no entanto, pode ndo ser o caso, uma vez que a via mesolimbica
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parece ser realmente uma via versatil, ativada por uma ampla gama de eventos salientes
(HORVITZ, 2000). Uma interagdo entre a atividade dopaminérgica na via mesolimbica e outros
sistemas mediados por outros neurotransmissores ou neurohormodnios pode estar subjacente a
resposta comportamental exibida pelos animais em fungdo da condigdo em que se encontram,
seja ela aversiva ou reforcadora. Assim, a ativagdo da via dopaminérgica ATV/BLA associada a
ativacdo do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal pode determinar os estados aversivos
(SAPOLSKY, 2009).

De maneira geral, nossos achados sdo consistentes com a idéia de que manipulagdes de
mecanismos dopaminérgicos da via mesolimbica diminuem o medo pois prejudicam a evocacao
da aprendizagem associativa aversiva (NADER; LEDOUX, 1999a,b). Ativagdo das fungdes
atencional e cognitiva, por meio de mecanismos dopaminérgicos do sistema mesocorticolimbico,
tem sido proposta como necessaria para elaboragdo de respostas adaptativas objetivando lidar
com ou sinalizar a presen¢a de estimulos de natureza aversiva. Nossos achados podem ter
implicagdes clinicas na medida em que destacam onde € como mecanismos dopaminérgicos
mediados por receptores D, participam decisivamente na expressdo do medo condicionado. Os
resultados obtidos no Experimento I revelaram a importancia dos neurdnios dopaminérgicos da
ATV na expressdao do medo condicionado; ja os resultados do Experimento IV com a sulpirida
sugerem que, por meio de receptores D,, a dopamina interage com os mecanismos neurais do
BLA que sdo ativados pelo medo condicionado. Assim, a expressdo do medo condicionado
parece envolver a ativagdo de mecanismos dopaminérgicos da ATV com conseqiiente aumento
da neurotransmissdo dopaminérgica no BLA. Ambos os mecanismos — na ATV e no BLA — sdo

mediados por receptores D,.
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e Mecanismos dopaminérgicos da area tegmental ventral estdo principalmente envolvidos

na expressao, mas nao na aquisicao, do medo condicionado a luz-CS;

e A expressdao do medo condicionado a luz-CS estd associada a um aumento significativo

nas concentracgdes extracelulares de dopamina no complexo basolateral da amigdala;

e O aumento na neurotransmissdo dopaminérgica no complexo basolateral da amigdala no

medo condicionado ¢ dependente da atividade de neur6nios da area tegmental ventral;

e Receptores D, do complexo basolateral da amigdala, mas nao receptores D, modulam a
expressdo do sobressalto potencializado pelo medo causado pela associacio luz/choques

nas patas;

e A expressio do medo condicionado a luz-CS depende da ativagdo de conexdes

dopaminérgicas area tegmental ventral/complexo basolateral da amigdala e pode ser

especificamente modulada por meio de manipulagdes deste sistema.
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Os dados do Experimento I, referentes ao efeito da administragdo de quimpirole (agonista
D,) na area tegmental ventral sobre a aquisi¢do e expressao do medo condicionado a luz
avaliado pelo teste de sobressalto potencializado pelo medo (Figura 9A), foram também
analisados utilizando-se uma andlise de variancia (ANOVA) de trés vias, onde o fator 1 referiu-
se ao pré-tratamento (salina x quimpirole, antes da sessdo de condicionamento), o fator 2 ao
tratamento (salina x quimpirole, antes da sessdo teste), ¢ o fator 3 a condigdo (s6-som x luz-
som). Apos a analise de varidncia seguiu-se, no caso de significancia estatistica, o teste de
Newman-Keuls. Um valor de p inferior a 0,05 foi considerado significativo.

A ANOVA de trés vias revelou efeito significativo nos fatores tratamento, F(j 112 =
23,60; p < 0,05 e condigéo, F(i 112y = 16,03; p < 0,05. A mesma andlise ndo revelou efeito
significativo para o fator pré-tratamento F 112 = 0,68; p > 0,05. Nao houve interagdo
significativa entre os fatores (pré-tratamento x tratamento, F( ;12 = 0,02, p > 0,05; pré-
tratamento x condigéo, F(,112) = 0,000085, p > 0,05; tratamento x condi¢éo, F(; 112 = 1,61, p >
0,05; pré-tratamento x tratamento x condig&o, F(; 112)= 0,03; p > 0,05). A analise post hoc com o
teste de Newman-Keuls revelou que a luz potencializou a resposta de sobressalto ao som em
todos os grupos (s6-som x luz-som), p < 0,05. A mesma andlise revelou que a amplitude do
sobressalto dos animais que receberam quimpirole antes do teste (SAL/QUI e QUI/QUI) foi
menor do que aquela dos animais que receberam salina (SAL/SAL e QUI/SAL), p < 0,05. Em
razdo disso, decidimos usar a ANOVA de duas vias com medidas repetidas na condi¢cdo que se
mostrou mais apropriada para o desenho experimental deste estudo. Efetivamente, a ANOVA de

trés vias ndo contempla a repeti¢ao do som (com e sem luz) ao longo da sessao teste.
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The increased startle reflex in the presence of a stimulus that has been previously paired with foot-
shock has been termed fear-potentiated startle (FPS) and is considered a reliable index of anxiety. Some
studies have suggested an association between stressful situations and alterations in dopaminergic (DA)
transmission. Many studies converge on the hypothesis that the mesocorticolimbic pathway, originating
from DA neurons in the ventral tegmental area (VTA), is particularly sensitive to fear-arousing stimuli.
The present study explored the involvement of VTA DA receptors in the acquisition and expression of
conditioned fear to a light conditioned stimulus (CS). We evaluated the effects of intra-VTA administra-
tion of SKF 38393 (D; agonist), SCH 23390 (D; antagonist), quinpirole (D, agonist), and sulpiride (D,
antagonist) on FPS. All drugs were administered bilaterally into the VTA (1.0 ug/0.2 wl/site). Locomotor

Keywords:
Ventral tegmental area
Fear potentiated startle

SKF 38393 activity/exploration and motor coordination were evaluated in the open-field and rotarod tests. None of
SCH 23390 the drugs produced significant effects on FPS when injected before conditioning, indicating that VTA DA
Quinpirole receptors are not involved in the acquisition of conditioned fear to a light-CS. In contrast, when injected
Sulpiride before the test session, quinpirole significantly reduced FPS, whereas the other drugs had no effect. Quin-

pirole’s ability to decrease FPS may be the result of an action on VTA D, presynaptic autoreceptors that
decrease dopamine levels in terminal fields of the mesocorticolimbic pathway. Altogether, the present
results suggest the importance of VTA DA neurons in the fear-activating effects of Pavlovian conditioning.
In addition to demonstrating the importance of dopaminergic mechanisms in the motivational conse-
quences of footshock, the present findings also indicate that these neural circuits are mainly involved in
the expression, rather than acquisition, of conditioned fear.

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction would be therapeutically relevant for fear-related diseases [5-7,30].

Dopamine (DA) is one of the neuromodulators most active on the

A sudden and unexpected burst of noise triggers a whole-body
response consisting of skeletal muscle contraction known as the
acoustic startle reflex [13,26]. The biological functions of acoustic
startle are determined by the reduction of the latency of a flight
reaction and/or protection from a predator’s attack from behind
by contraction of the dorsal neck muscles [13,26,39,52]. When the
startle-inducing noise occurs in the presence of a conditioned stim-
ulus (CS) that has been paired with an aversive unconditioned
stimulus (US), for example a footshock, the startle response is
enhanced. This increase in the startle reflex is taken as an index of
fear and is termed fear-potentiated startle (FPS) [8]. FPS is sensitive
to the anxiolytic action of benzodiazepines and has been considered
a model of generalized anxiety disorder [2,35,40,43,49,52].

Although considerable work has been done relating specific
circuits of the brain to fear conditioning, less is known about
its regulation by neuromodulators, the understanding of which

* Corresponding author. Fax: +55 16 3602 4830.
E-mail address: mbrandao@usp.br (M.L. Branddo).

0166-4328/$ - see front matter © 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bbr.2008.12.004

mechanisms underlying states of fear and anxiety. The association
between changes in DA transmission and threatening challenges
has been demonstrated by numerous reports. Dopaminergic mech-
anisms have been related to the production and elaboration of
acute and chronic stress [12]. In fact, alterations in DA trans-
mission always occur following exposure to a wide variety of
acute stressors [1,17]. Additionally, recent evidence suggests that
dopaminergic mechanisms are significant for different aspects of
affective memory, namely its formation, expression, and retrieval
[38].

The aforementioned findings could be taken as evidence for a
secondary involvement of DA in fear-like states elicited by acute
aversive stimuli. However, behavioral studies aimed at assessing
the involvement of DA in anxiety have reported anxiolytic-like,
anxiogenic-like, and lack of effects with the use of dopamin-
ergic agonists and antagonists in animal models of anxiety
[9,15,18,23,35,41,42]. These effects have been shown to depend on
the nature of the aversive stimulus (i.e., the signal of the dopaminer-
gic mechanism modulating defensive behavior will depend on the
type of emotional stimuli triggering the coping reaction).
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Moreover, a growing body of evidence supports the hypothesis
that excitation of the mesocorticolimbic pathway, originating from
DA neurons in the ventral tegmental area (VTA), is particularly sen-
sitive to fear-arousing environmental stimuli and may be important
for the development of exaggerated fear responding [10,19-21]. VTA
neurons likely modulate fear and anxiety through their ascending
projections. In fact, electrical stimulation of the VTA potentiates
the acoustic startle reflex, and posttraining neurotoxic VTA lesion
blocks FPS [3].

Although at least five DA receptor subtypes are now recognized
[30,48], the initial identification of Dy and D, receptors [25] pro-
vided the major impetus to define specific functional roles for DA
receptor subtypes. In a recent study using systemic injections of
DA agonists and antagonists, we showed that D, receptors are
involved in the expression, but not acquisition, of conditioned fear
to a light-CS [35]. To further examine the dopaminergic mediation
of aversive states, the present study evaluated the involvement of
VTA DA receptors in the acquisition and expression of conditioned
fear using the FPS test. This pharmacological assessment was per-
formed with intra-VTA administration of the Dy agonist SKF 38393
[4,24,42], the D1 antagonist SCH 23390 [14,18,22,36], the D, agonist
quinpirole [28,44], and the D, antagonist sulpiride [21,46,50,51].

2. Materials and methods
2.1. Animals

Two hundred twenty-one naive male Wistar rats from the animal house of the
Campus of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, were used. The animals, weighing
250-270 g each, were housed in groups of five per cage, under a 12 h:12 h dark/light
cycle (lights on at 07:00 h) at 23 £ 1 °C, and given free access to food and water. The
experiments were carried out during the light phase of the cycle and were performed
in compliance with the recommendations of the Brazilian Society of Neuroscience
and Behavior and were in accordance with the United States National Institutes of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals.

2.2. Surgery

Animals were anesthetized with tribromoethanol (250 mg/kg, i.p.) and fixed
in a stereotaxic frame (David Kopf, Tujunga, CA). The upper incisor bar was set
2.5 mm below the interaural line, such that the skull was horizontal between bregma
and lambda. Bilateral guide cannulae, through which an injection needle could
be inserted for drug applications, were stereotaxically implanted over the VTA.
Taking bregma as the reference point, the following coordinates were used: ante-
rior/posterior —5.8 mm, medial/lateral +0.8 mm, dorsal/ventral —7.6 mm [37]. The
guide cannulae terminated 1 mm above the target area in the VTA. The cannulae
were fixed to the skull with acrylic resin and two stainless steel screws. At the end
of surgery, each guide cannula was sealed with a stainless steel wire to protect it
from blockage. In addition, the animals received an intramuscular injection of peni-
cillin G benzathin (Pentabiotic, 600,0001U, 0.2 mL; Fort Dodge, Brazil). Afterward,
the rats were allowed 5 days to recover from the surgical procedure. Each animal
was subjected to only one of the tests described below.

2.3. Apparatus and procedure

2.3.1. Fear-potentiated startle

Matching: To record the amplitude of the acoustic startle response, two sep-
arate stabilimeter devices were used simultaneously. The rats were placed into a
stabilimeter consisting of a wire mesh cage (16.5cm x 7.5 cm x 7.5 cm) suspended
within a polyvinyl chloride plastic frame firmly placed on a response platform
by four thumb screws. The floor of the stabilimeter consisted of six 5.0 mm
diameter stainless steel bars spaced 1.5cm apart. Each stabilimeter and platform
was located independently inside ventilated plywood sound-attenuating cham-
bers (64 cm x 60 cm x 40 cm). The rats’ startle reaction generated pressure on the
response platform that generated analog signals that were amplified, digitized, and
analyzed by Startle Reflex software (version 4.10, Med Associates, St. Albans, VT)
provided by the equipment manufacturer. The presentation and sequencing of the
acoustic stimuli were also controlled by the same software and an appropriate inter-
face (Med Associates). A loudspeaker located 10 cm behind the wire mesh cage was
used to deliver both the acoustic startle stimulus (100 dB; 50 ms burst of white noise;
rise—decay time, 5ms) and continuous background noise (55 dB). The startle reac-
tion was recorded within a time window of 100 ms after the startle stimulus onset.
Calibration procedures using a device provided by the manufacturer that emulates
the rat were conducted before the experiments to ensure statistically equivalent
sensitivities of the response platforms. The rats’ behavior was recorded by a video

camera (Everfocus, Duarte, CA) positioned behind the stabilimeter. The video sig-
nal was relayed to a monitor in another room via a closed circuit. A 6 W red light
bulb located inside the isolation chamber provided illumination for the camera. For
the first 2 days, the animals were placed in the stabilimeter for a 5 min habituation
period and afterwards received a total of 30 startle stimuli with an interstimulus
interval of 30s. Each matching session was 15 min in duration. For each treatment,
the animals were assigned to control and drug groups to produce, as close as possible,
the same average startle amplitude based on the last matching day before training
began.

Training: Animals were conditioned to a light-CS in a cage
(20cm x20cm x 25cm) with side and back walls constructed of stainless
steel and the ceiling and front door made of transparent Plexiglas. The grid floor of
this cage consisted of stainless-steel rods spaced 1.5 cm apart. The cage was located
within a ventilated and sound-attenuated chamber (45 cm x 45 cm x 45 cm). After
recovery from surgery, animals were placed in the training cage, and each rat
received 10 CS-US pairings 5 min later using a 4 s light-CS coterminating with a 1s,
0.6 mA footshock-US. The shocks were delivered through the training cage floor by
a constant current generator built with a scrambler (Albarsh Instruments, Brazil).
The CS was a white light presented through a 6 W, 127V bulb located in the ceiling
of the chamber. Stimulus presentation was controlled by a microprocessor and
an input/output board (Insight Equipment, Brazil). The intertrial interval varied
randomly between 60 and 180s. The duration of each training session was about
20 min.

Testing: Test sessions were conducted in the same cages used for matching. The
rats’ behavior was recorded by a video camera (Everfocus) positioned behind the
cages, with the signal relayed to a monitor in another room via a closed circuit.
The test session was conducted without footshock presentation. The animals then
were placed into the startle test cages. After 5 min of habituation to the test cages,
the rats were presented with 60 startle stimuli (noise bursts) with a 30 s interstim-
ulus interval. The startle stimulus intensity was 100 dB. Half of the startle stimuli
were presented in the absence of the CS (noise-alone trials) to provide a baseline,
and the other half was presented in the presence of the CS (light-noise trials). In the
light-noise trials, the startle stimulus was presented at the last second of a4 s presen-
tation of the light-CS, similar to the training sessions. The duration of the test session
was 32 min. Startle response amplitudes collected from this experiment were stored
on a computer and transferred to Microsoft Excel tables for offline analysis.

2.3.2. Motor performance

Open-field: Locomotor activity and exploration were evaluated in the open-field
test. This experiment was conducted in an arena consisting of a circular enclosure
made of Plexiglas (60 cm diameter, 50 cm height), with the floor divided into 12 sec-
tions. The following behavioral responses were recorded every minute for 30 min:
number of crossings (number of floor sections traversed), number of rearings (stand-
ing with the forelegs raised in the middle of the arena or against the walls), and
groomings (cleaning the head and/or body with the forelegs for 10 s). The rats’ behav-
ior was recorded by a video camera positioned in front of the arena. The animals were
first habituated to the arena for 10 min prior to treatments. After drug injection, ani-
mals were placed again in the middle of the arena and left for a 30 min period of free
exploration.

Rotarod: Effects on motor coordination produced by drug treatments were also
evaluated with a rotarod apparatus (Ugo Basile Rota-Rod, 7750). The day before
testing, animals were placed on the rotarod (4 rotations per minute). Each time
the rat fell off the rotarod, it was immediately placed back onto the rotarod until
it achieved 3 min of continuous stability. On the next day before testing, the rats
were placed on the rotarod again. Only animals that were able to maintain their
equilibrium on the rotarod for 60 s were retained for saline or drug administrations.
Testing then commenced, and the time spent on the rotarod was measured three
times at 15, 25, and 35 min after microinjections. Rotarod performance was the time
taken for the animal to fall from the rod. Animals were removed from the rotarod
after 3 min, which was used as the maximal time for the test.

2.4. Drugs

The following drugs were used: Dy agonist (+)-SKF-38393 hydrochloride (SKF),
D; antagonist R(+)-SCH-23390 hydrochloride (SCH), D, agonist (—)-quinpirole
hydrochloride (QUI), D, antagonist (—)-sulpiride (SUL). All drugs were purchased
from Sigma (St. Louis, MO) and dissolved in physiological saline (SAL, 0.9%) shortly
before use. Physiological saline served as the vehicle control. All drugs (1.0 pug)
were administered bilaterally into the VTA at a constant volume of 0.2 nl/site.
Rats always received two injections in the FPS test, one before training and the
other before testing. Thus, for each drug, rats were randomly distributed into
four groups: saline-saline (SAL-SAL), drug-saline (SKF +SAL, SCH + SAL, QUI + SAL,
SUL+SAL), saline-drug (SAL + SKF, SAL+SCH, SAL+QUI, SAL+SUL), and drug-drug
(SKF +SKF, SCH +SCH, QUI+QUI, SUL+SUL). The animals received the treatments
5 min before training and testing sessions. For the motor performance experiments,
only one injection of saline or drug was administered at the same doses and time
of injections. The doses and time of injections were based on previous studies
[3,11,16,31,33].
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Fig. 1. Photomicrograph showing representative injection sites into the ventral tegmental area (A) and outline of the injection sites (B) on cross-sections from the Paxinos
and Watson atlas [37]. The number of points in the figure is less than the total number of rats used because of several overlaps. Scale bar=0.5 mm. DMPAG, dorsomedial

periaqueductal gray; CLi, caudal linear nucleus of the raphe; Pn, pontine nuclei.

2.5. Microinjection procedure

The injection needle was a thin dental needle (0.3 mm, outside diameter) con-
nected to a 10 wL Hamilton syringe by means of a polyethylene tube. The injection
needle was introduced through the guide cannula until its lower end was 1 mm
below the cannula. The solutions were injected into the VTA using an infusion
pump (Harvard Apparatus, South Natick, MA). The displacement of an air bub-
ble inside the polyethylene catheter (PE-10; Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ)
connecting the syringe needle to the intracerebral needle was used to monitor
the microinjection. The microinjection duration was 1 min, and the needle was
kept in place for an additional 1 min to maximize diffusion away from the needle

tip.
2.6. Histology

Upon completion of the experiments, animals were given a lethal dose of chlo-
ral hydrate (500 mg/kg, i.p.), and 0.2 p.L of Evans Blue (2%) was microinjected into
the VTA to mark the position of the microinjection sites. Afterwards, rats were per-
fused transcardially with 0.9% saline followed by 4% paraformaldehyde. Brains were

removed from the skulls and maintained in paraformaldehyde solution for 2 h, after
which the brains were cryoprotected in 30% sucrose until soaked. Serial 60 p.m brain
coronal sections were cut using a freezing microtome and mounted on gelatin-
coated slides and stained with cresyl violet (5%; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) to
localize the positions of the microinjection sites according to the atlas of Paxinos
and Watson [37].

2.7. Statistical analysis

Data are expressed as mean + SEM. For each drug treatment, a two-way repeated-
measures analysis of variance (ANOVA) was conducted on the mean startle response,
with treatment (drug, control) as the between-subjects factor and trial-type (noise-
alone, light-noise) as the within-subjects factor. A two-way repeated-measures
ANOVA was also used for the rotarod data, with treatment (drug, control) as the
between-subjects factor, and trials (15, 25, 35min) as the within-subjects factor.
Significant comparisons were followed by Newman-Keuls post hoc test. Analysis
of locomotor activity in the open-field was performed with Student’s t-test on the
number of crossings, rearings, and groomings. Values of p<0.05 were considered
statistically significant.
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Fig. 2. Mean startle amplitude of rats treated with SKF 38393 (1.0 ug/0.2 1) before training, testing, or both sessions (A). Motor performance of animals treated with SKF
38393 in the rotarod (B) and open-field (C-E) tests. *Different from noise-alone condition (p <0.05, Newman-Keuls test). Mean +SEM. n=13 for SAL+SAL, SKF+SAL, and
SKF + SKF groups and n =12 for the SAL + SKF group in the fear-potentiated startle tests. n=10 for all groups in the rotarod and open-field tests. Each animal was subjected to

only one of the tests.



274

A.R.d. Oliveira et al. / Behavioural Brain Research 199 (2009) 271-277

A - Fear Potentiated Startle B - Rotarod
; [ Noise-alone O Saline
g 1000 W Light-noise 250 I SCH 23390
g # 200
£ 1000 - # # T @
< > 150
= £
ks = 100
o 500
§ 50
=
SAL/SAL SCH/SAL SAL/SCH SCH/SCH 15min 25min 35min
C - Open-Field D - Open-Field E - Open-Field
250 100 100
200 o
172} w o
£ 150 £ ‘€
@ S 50 Q 50
3 100 3 <)
S @ 15}
Hiuln n
1] J 0 & 0 []

SAL SCH

SAL

SCH SAL SCH

Fig. 3. Mean startle amplitude of rats treated with SCH 23390 (1.0 wg/0.2 .l) before training, testing, or both sessions (A). Motor performance of animals treated with SCH
23390 in the rotarod (B) and open-field (C-E) tests. *Different from noise-alone condition (p <0.05, Newman-Keuls test). Mean+SEM. n=12 for SAL+SAL, SCH +SAL, and
SCH +SCH groups and n=11 for the SAL+SCH group in the fear-potentiated startle tests. n=10 for all groups in the rotarod and open-field tests. Each animal was subjected

to only one of the tests.

3. Results

The injection sites of all animals used in this study were located
inside the VTA. A photomicrograph of a representative injection
site and the histological localization of injection sites in the VTA
depicted on diagrams of the Paxinos and Watson atlas [37] are
shown in Fig. 1.

Fig. 2A shows the mean startle amplitude of animals that
received intra-VTA administrations of saline and SKF 38393 before
the training or testing sessions. Two-way repeated-measures
ANOVA revealed a significant effect of trial-type (F(1,47)=108.10;
p<0.05). No significant effects of treatment (F(3,47) = 0.95; p > 0.05)

and no treatment x trial-type interaction (F(3,47)=1.21; p>0.05)
were observed. Post hoc comparisons with the Newman-Keuls
test revealed that the light-CS enhanced the startle response to
noise in all groups (p<0.05). Fig. 2B displays the data of the
animals treated with SKF 38393 in the rotarod test. Two-way
repeated-measures ANOVA revealed no significant effects of treat-
ment (F(1,36)=0.92; p>0.05) or trials (F(2,36)=0.16; p>0.05) and
no treatment x trials interaction (F(2,36)=2.72; p>0.05). In the
open-field test (Fig. 2C-E), Student’s t-test did not reveal any signif-
icant effects of treatment on the number of crossings (t(18)=0.06;
p>0.05), rearings (t(18)=0.20; p>0.05), or groomings (t(18)=1.26;
p>0.05).
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Fig.4. Mean startle amplitude of rats treated with quinpirole (1.0 ng/0.2 1) before training, testing, or both sessions (A). Motor performance of animals treated with quinpirole
in the rotarod (B) and open-field (C-E) tests. #Different from noise-alone condition. 'Different from control group (p <0.05, Newman-Keuls test). Mean+SEM. n=15 for all
groups in the fear-potentiated startle tests. n=10 for all groups in the rotarod and open-field tests. Each animal was subjected to only one of the tests.
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Fig. 5. Mean startle amplitude of rats treated with sulpiride (1.0 pg/0.2 1) before training, testing, or both sessions (A). Motor performance of animals treated with sulpiride
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of the tests.

Fig. 3A shows the mean startle amplitude for animals that
received intra-VTA administrations of saline and SCH 23390 before
the training or testing sessions. Two-way repeated-measures
ANOVA revealed a significant effect of trial-type (F(1,43)=81.86;
p <0.05). No significant effects of treatment (F(3,43)=0.14; p>0.05)
and no treatment x trial-type interaction (F(3,43)=0.76; p>0.05)
were observed. Post hoc comparisons with Newman-Keuls test
revealed that the light-CS enhanced the startle response to noise
in all groups (p<0.05). Fig. 3B displays the data of the animals
treated with SCH 23390 in the rotarod test. Two-way repeated-
measures ANOVA revealed no significant effects of treatment
(F(1,36)=0.01; p>0.05) or trials (F(2,36)=0.60; p>0.05) and no
treatment x trial interaction (F(2,36)=1.00; p>0.05). In the open-
field test (Fig. 3C-E), Student’s t-test did not reveal any significant
effects of treatment on the number of crossings (t(18)=0.50;
p>0.05), rearings (t(18)=1.38; p>0.05), or groomings (t(18)=2.04;
p>0.05).

Fig. 4A shows the mean startle amplitude for animals that
received intra-VTA administrations of saline and quinpirole before
the training or testing sessions. Two-way repeated-measures
ANOVA revealed significant effects of treatment (F(3,56)=4.41;
p<0.05) and trial-type (F(1,56)=98.87; p<0.05) and a significant
treatment x trial-type interaction (F(3,56) =3.38; p <0.05). Post hoc
comparisons with Newman-Keuls test revealed that the light-CS
enhanced the startle response to noise in all groups (p<0.05).
The startle reflex to noise alone was not statistically different
among groups (p>0.05). The startle reflex to light-noise was
attenuated by quinpirole in the SAL+QUI and QUI+QUI groups
compared with controls (SAL+SAL; p<0.05). Considering these
effects of 1.0 g quinpirole injected into the VTA before FPS
testing, we examined the effect of a second dose of quinpirole
(0.5 ng/0.2 pL/site) in the same procedure (data not shown graph-
ically). Two-way repeated-measures ANOVA revealed a significant
effect of trial-type (F(1,28)=59.31; p <0.05) but no significant effect
of treatment (F(1,28)=3.24; p>0.05) and no treatment x trial-
type interaction (F(1,28)=0.66; p>0.05). Post hoc comparisons
with Newman-Keuls test revealed that the light-CS enhanced
the startle response to noise in both groups (p<0.05). In con-
trast to the 1.0uwg dose of quinpirole, 0.5ug did not cause

significant changes in the expression of FPS. Fig. 4B displays
the data obtained with the animals treated with quinpirole in
the rotarod test. Two-way repeated-measures ANOVA showed no
effects of treatment (F(1,36)=0.82; p>0.05), a significant effect of
trials (F(2,36)=6.99; p <0.05), and no treatment x trials interaction
(F(2,36)=0.03; p>0.05). Post hoc comparisons with Newman-Keuls
test revealed significant differences between the 15 and 25 min
trials compared with the 35min trial (p<0.05). Student’s t-
test did not reveal any significant effects of treatment on the
number of crossings (t(18)=1.60; p>0.05), rearings (t(18)=0.02;
p>0.05), or groomings (t(18)=1.81; p>0.05) in the open-field test
(Fig. 4C-E).

Fig. 5A shows the mean startle amplitude of animals that
received intra-VTA administrations of saline and sulpiride before
the training or testing sessions. Two-way repeated-measures
ANOVA revealed a significant effect of trial-type (F(1,59)=109.79;
p<0.05). Nosignificant effects of treatment (F(3,59)=0.28; p > 0.05)
and no treatment x trial-type interaction (F(3,59)=0.99; p>0.05)
were observed. Post hoc comparisons with Newman-Keuls test
revealed that the light-CS enhanced the startle response to noise
in all groups (p<0.05). Fig. 5B displays the data of the animals
treated with sulpiride in the rotarod test. Two-way repeated-
measures ANOVA revealed no significant effects of treatment
(F(1,36)=0.001; p>0.05) or trials (F(2,36)=0.55; p>0.05) and no
treatment x trials interaction (F(2,36)=0.94; p >0.05). In the open-
field test (Fig. 5C-E), Student’s t-test did not reveal any significant
effects of treatment on the number of crossings (t(18)=0.64;
p>0.05), rearings (t(18)=0.51; p>0.05), or groomings (£(18)=1.41;
p>0.05).

4. Discussion

Elucidation of the mode by which a given brain structure par-
ticipates in the production of a specific emotional behavior may
contribute to our knowledge of the functioning of the neural cir-
cuitries underlying anxiety disorders. The present study explored
how dopaminergic mechanisms in the VTA modulate anxiety-like
states. More specifically, the present findings reveal the extent to
which dopaminergic mechanisms in the VTA mediate the acqui-
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sition of information and the expression of responses in the
conditioned fear response to an explicit cue.

The FPS produced by a light-CS previously paired with foot-
shocks did not change in animals that received pretraining VTA
injections of SKF 38393, SCH 23390, quinpirole, or sulpiride. These
data indicate that VTA DA receptors are not involved in the acquisi-
tion of FPS. This result extends to the VTA previous findings from our
laboratory demonstrating that systemic dopaminergic drugs do not
affect the acquisition of conditioned fear to a light-CS evaluated by
the FPS test [35]. The present data, however, cannot be generalized
to all conditioned fear models. Indeed, Nader and LeDoux showed
that pretraining intra-VTA administration of quinpirole attenuated
acquisition of second-order conditioned freezing using sound as
the CS [32]. Thus, the neurochemical mechanisms activated in this
case appear to depend on the type of conditioned response or the
explicit cue used as the CS.

Systemic injections of quinpirole have been shown to attenuate
the expression of conditioned fear to a light-CS [35]. The present
study implicates the VTA in this effect because local injections of
quinpirole, when administered before the test sessions, into this
nucleus also attenuated FPS produced by a light-CS previously
paired with footshock. Rats showed normal baseline acoustic star-
tle responding after quinpirole administration, indicating that the
decrease in FPS was not associated with impaired sensory gating.
The obtained effects of quinpirole also cannot be attributed to non-
specific effects because this drug did not affect motor performance
in the open-field and rotarod tests. These findings are consistent
with studies from other laboratories showing similar results [3,31].
In contrast, SKF 38393, SCH 23390, and sulpiride did not produce
any effect on the expression of associative learning produced by
pairings of the light-CS with footshock in the FPS paradigm. The
present results have to be interpreted with caution since only one
dose of the SKF, SCH 23390 and sulpiride was used here and other
doses should be used in other studies on this topic.

Quinpirole has been reported to be a full agonist at D, receptor
sites [28,44]. Earlier studies showed that quinpirole, administered
at doses acting at postsynaptic DA receptors, increased locomotor
activity and stereotyped behavior, such as sniffing and licking [27].
The dose of quinpirole used in the present study (1.0 Lg/0.2 .l/site)
was lower than the doses typically used to activate postsynaptic
DA receptors [32,33]. Indeed, although D, receptors are found both
pre- and postsynaptically, presynaptic sites have been shown to
be between 6 and 10-times more sensitive to DA agonists than
postsynaptic sites [45]. Dopamine D, autoreceptors located on cell
bodies and dendrites in the VTA tonically inhibit DA neural activ-
ity in rats exposed to aversive situations [50,51]. Based on this
evidence, we suggest that quinpirole’s ability to decrease the fear
response is the result of an action on VTA D, presynaptic dopamin-
ergic receptors that decrease dopamine levels in the terminal fields
of DA neurons originating in the VTA. A lower dose of quinpirole
(0.5 ng/0.2 pl/site) was also tested but revealed no effects on FPS.
Higher doses were not used because of motor side effects.

The present results indicate that a decrease in postsynaptic
DA receptor activation may be the cause of quinpirole’s ability to
decrease FPS, suggesting that interference with the ability of the
fear-evoking CS to activate mesocorticolimbic DA neurons reduces
fear. A number of forebrain areas implicated in fear and anxiety,
such as the amygdala, nucleus accumbens, and prefrontal cor-
tex, are innervated by DA fibers originating in the VTA [34,47].
Therefore, the role of VTA DA neurons in FPS likely involves their
mesocorticolimbic projections. In view of the quinpirole result,
an enhanced FPS was expected following the injections of the D,
receptor antagonist sulpiride into the VTA. A possible reason for
the lack of effect of sulpiride would be that the control exerted on
conditioned fear by VTA DA neurons is phasic, not tonic. However,
microinjections of SCH 23390 and/or sulpiride, which block D; and

D, receptors, respectively, into some of these VTA DA terminal fields
may have an effect similar to the one reported here for intra-VTA
quinpirole microinjections. This hypothesis is supported by recent
data from our laboratory showing that an aversive CS increases DA
levels in the core and shell subregions of the nucleus accumbens
[29] and basolateral nucleus of the amygdala (unpublished data).

Importantly, several procedural confounds may underlie the
conflicting results of studies exploring dopaminergic systems and
fear. Specifically, pharmacological or anatomical manipulations of
the dopaminergic system on the test day could interfere with con-
ditioned responding by altering CS processing. Arguing against this
possibility is the result from our study that quinpirole did not
change the response to the light-CS when given to rats before train-
ing sessions. Another source of faulty interpretation might be that
most dopaminergic manipulations cause unconditioned changes
in behavior. Thus, these changes could indirectly compete with
the expression of fear responses, leading to the mistaken conclu-
sion that these dopaminergic manipulations directly affected fear.
Again, arguing against this possibility is the lack of effects of quin-
pirole on motor performance assessed in the present study by the
open-field and rotarod tests. Additionally, quinpirole did not change
the baseline response to noise-alone in the FPS test when presented
during pretesting sessions.

The present findings are consistent with the hypothesis that acti-
vation of D,-mediated mechanisms in the VTA decreases fear by
impairing the retrieval of a learned association between a light-CS
and a footshock-US [32,33]. Heightened attentional and cognitive
function of dopaminergic mechanisms in the mesocorticolimbic
system have been proposed to set up adaptive responses to cope
with or signal the presence of aversive stimuli. These findings
may have clinical implications for understanding how stress affects
and influences anxiety-related behaviors. Although the quinpirole
results implicate VTA DA neurons in fear expression, a specific role
in FPS for DA areas that receive projections from the VTA remains
to be demonstrated. Injections of dopaminergic drugs into the
basolateral nucleus of the amygdala of rats submitted to the FPS
paradigm are currently being conducted in our laboratory.

Taken together, the present results stress the importance of VTA
DA neurons in the fear-activating effects of Pavlovian condition-
ing. In addition to demonstrating the importance of dopaminergic
mechanisms in the motivational consequences of footshock, the
present results also indicate that these neural circuits are mainly
involved in the expression of fear states rather than in the acquisi-
tion of conditioned fear.
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Abstract

Rationale: Dopamine (DA) plays an important role in mechanisms underlying
states of fear and anxiety. Excitation of the mesocorticolimbic pathway may be
important for the development of exaggerated fear responding. Among the forebrain
regions innervated by this pathway, the amygdala is an essential component of the
neural circuitry of conditioned fear. Objectives: The present study explored the
involvement of basolateral amygdala (BLA) DA receptors in the expression of
conditioned fear to a light conditioned stimulus (CS). Methods: We evaluated the effects
of SCH 23390 (D, antagonist) and sulpiride (D, antagonist) injections into the BLA on
fear-potentiated startle (FPS). Locomotor activity was evaluated in the open-field and
rotarod tests. In vivo microdialysis was also performed to measure DA levels in the
BLA of conditioned and unconditioned rats that received saline or quinpirole (D,
agonist) injections into the VTA. Results: SCH 23390 did not produce significant
effects on FPS, indicating that BLA D, receptors are not involved in the expression of
FPS. In contrast, sulpiride inhibited FPS produced by the light-CS that was previously
paired with footshock. Sulpiride’s ability to decrease FPS cannot be attributed to
nonspecific effects because this drug did not affect motor performance. Conditioned
fear increased freezing and DA levels in the BLA, and both effects were inhibited by
intra-VTA quinpirole. Conclusions: These findings stress the importance of BLA D,
receptors in the fear-activating effects of Pavlovian conditioning and indicate that
interference with the ability of the fear-evoking CS to activate BLA D, receptors
reduces the expression of fear.

Keywords: Basolateral amygdala, Dopamine, Fear-potentiated startle, Microdialysis
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Introduction

Pavlovian fear conditioning is one of the most used paradigms to study the
biological basis of emotion, learning, and memory. Although considerable work has
been done relating specific circuits of the brain to conditioned fear, less is known about
its regulation by neuromodulators, the understanding of which would be therapeutically
relevant for fear-related diseases (Brandao et al. 1994, 1999, 2003, 2005; Millan 2003).
Dopamine (DA) is significantly involved in mechanisms underlying states of fear and
anxiety. The association between changes in DA transmission and threatening stimuli
has been demonstrated by numerous studies. Dopaminergic mechanisms have been
related to the central effects of acute and chronic stress (Feenstra et al. 1995; Finlay et
al. 1995). Additionally, dopaminergic mechanisms are significant for different aspects
of affective memory, namely its formation, retrieval, and expression (Pezze and Feldon
2004).

Excitation of the mesocorticolimbic pathway, originating from DA neurons in
the ventral tegmental area (VTA), is particularly sensitive to fear-arousing
environmental stimuli and may be important for the development of exaggerated fear
responding (Deutch et al. 1985; Greba et al. 2001; Guarraci and Kapp 1999; Guarraci et
al. 2000). In a recent study, we demonstrated that intra-VTA injection of quinpirole
attenuated the expression of conditioned fear (Oliveira et al. 2009). Based on
quinpirole’s high affinity for D, presynaptic autoreceptors, we suggested that the
reduction in fear was attributable to interference with the ability of the fear-evoking CS
to activate mesocorticolimbic DA neurons. Therefore, the role of VT A DA neurons in
FPS likely involves their mesocorticolimbic projections. Among the forebrain regions

innervated by VT A DA neurons, the amygdala is an essential component of the neural
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circuitry involved in conditional fear (Davis 1992; Fendt and Fanselow 1999; LeDoux
2000; LeDoux et al. 1988; Oades and Halliday 1987; Swanson 1982).

The present study further assessed the dopaminergic mediation of conditioned
fear in the basolateral amygdala (BLA) using the fear-potentiated startle (FPS)
paradigm. The acoustic startle reflex is a whole-body response, consisting of skeletal
muscle contraction in response to a sudden and unexpected burst of noise (Fleschler
1965; Koch 1999). The biological response to acoustic startle includes a decrease in the
latency of a flight reaction and protection from a predator’s attack from behind by
contraction of the dorsal neck muscles (Fleschler 1965; Koch 1999; Pilz and Schnitzler
1996; Yeomans and Frankland 1996). When the startle-inducing noise occurs in the
presence of a conditioned stimulus (CS) paired with an aversive unconditioned stimulus
(US) (e.g., footshock), the startle response is enhanced. This increase in the startle reflex
is taken as an index of conditioned fear and is termed FPS (Brown et al. 1951; Davis et
al. 1993). FPS is sensitive to the anxiolytic action of benzodiazepines and has been
considered a model of generalized anxiety disorder (Berg and Davis 1984; Brodkin et
al. 2002; Davis 1979; Reimer et al. 2008; Santos et al. 2005).

Although at least five DA receptor subtypes are now recognized (Millan 2003;
Vallone et al. 2000), the initial identification of D; and D, receptors (Kebabian and
Calne 1979) provided the major impetus to define specific functional roles for DA
receptor subtypes. To further examine the dopaminergic mediation of aversive states,
the present study evaluated the involvement of BLA DA receptors in the expression of
conditioned fear using the FPS test. This pharmacological assessment was performed
with intra-BLA administration of the D; antagonist SCH 23390 (Fletcher and Starr
1988; Greba and Kokkinidis 2000; Hyttel 1983) and the D, antagonist sulpiride

(Guarraci and Kapp 1999; Standish-Barry et al. 1983; White and Wang 1984a, b).
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Based on the FPS results, the role of dopaminergic mechanisms in the BLA in
the expression of conditioned fear was also examined by a neurochemical study using in

vivo microdialysis.

Materials and methods
Animals

Ninety-seven naive male Wistar rats from the animal house of the Campus of
Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, were used. The animals, weighing 260 to 280 g
each, were housed in groups of five per cage under a 12 h/12 h light/dark cycle (lights
on at 07:00 h) at 23 + 1°C with free access to food and water. The experiments were
performed during the light phase of the light/dark cycle and were performed in
compliance with the recommendations of the Brazilian Society of Neuroscience and
Behavior and were in accordance with the United States National Institutes of Health

Guide for Care and Use of Laboratory Animals.

Surgery

Animals were anesthetized with ketamine/xylazine (100/7.5 mg/kg,
intraperitoneal) and fixed in a stereotaxic frame (David Kopf Instruments, Tujunga, CA,
USA). The upper incisor bar was set 3.3 mm below the interaural line, such that the
skull was horizontal between bregma and lambda. For the FPS experiment, bilateral
guide cannulae, through which an injection needle could be inserted for drug injections,
were stereotaxically implanted over the BLA. For the microdialysis experiments, a
guide cannula for the dialysis probe (CMA/12; CMA/Microdialysis AB, Stockholm,
Sweden) was stereotaxically implanted over the BLA, and a guide cannula for the drug

injection was implanted over the VTA, both in the right hemisphere. With bregma as the
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reference point for each plane, the following coordinates were used: BLA
(anterior/posterior, -2.3 mm; medial/lateral, £5.5 mm; dorsal/ventral, -7.0 mm) and
VTA (anterior/posterior, -5.8; medial/lateral, £0.8; dorsal/ventral, -7.6 mm; Paxinos and
Watson 2007). The cannulae were fixed to the skull with acrylic resin and two stainless
steel screws. At the end of surgery, each guide cannula was sealed with a stainless steel
wire to protect it from blockage. Afterward, the rats were allowed 5 days to recover

from the surgical procedure.

Apparatus and procedure
Fear-potentiated startle

Matching: To record the amplitude of the acoustic startle response, two separate
stabilimeter devices were used simultaneously. The rats were placed into a stabilimeter
consisting of a wire mesh cage (16.5 x 7.5 x 7.5 cm) suspended within a polyvinyl
chloride plastic frame firmly placed on a response platform by four thumb screws. The
floor of the stabilimeter consisted of six 5.0 mm diameter stainless steel bars spaced 1.5
cm apart. Each stabilimeter and platform was located independently inside ventilated
plywood sound-attenuating chambers (64 x 60 x 40 cm). The rats’ startle reaction
generated pressure on the response platform that generated analog signals that were
amplified, digitized, and analyzed by Startle Reflex software (version 4.10; Med
Associates, St. Albans, VT, USA) provided by the equipment manufacturer. The
presentation and sequencing of the acoustic stimuli were also controlled by the same
software and an appropriate interface (Med Associates). A loudspeaker located 10 cm
behind the wire mesh cage was used to deliver both the acoustic startle stimulus (100
dB; 50 ms burst of white noise; rise-decay time, 5 ms) and continuous background noise

(55 dB). The startle reaction was recorded within a time window of 100 ms after the
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startle stimulus onset. Calibration procedures using a device provided by the
manufacturer that emulates the rat were conducted before the experiments to ensure
equivalent sensitivities of the response platforms. The rats’ behavior was recorded by a
video camera (Everfocus, Duarte, CA, USA) positioned behind the stabilimeter. The
video signal was relayed to a monitor in another room via a closed circuit. A 6 W red
light bulb located inside the isolation chamber provided illumination for the camera. For
the first 2 days, the animals were placed in the stabilimeter for a 5 min habituation
period and afterward received a total of 30 startle stimuli with an interstimulus interval
of 30 s. Each matching session was 15 min in duration. For each treatment, the animals
were assigned to control or drug groups to produce, as closely as possible, the same
average startle amplitude based on the last matching day.

Training: Animals were conditioned to a light-CS in a cage (20 x 20 x 25 cm)
with side and back walls constructed of stainless steel and the ceiling and front door
constructed of transparent Plexiglas. The grid floor of this cage consisted of stainless-
steel rods spaced 1.5 cm apart. The cage was located within a ventilated and sound-
attenuated chamber (45 x 45 x 45 cm). After recovery from surgery, animals were
placed in the training cage, and each rat received 10 CS-US pairings 5 min later using a
4 s light-CS coterminating with a 1 s, 0.6 mA footshock-US. The shocks were delivered
through the training cage floor by a constant current generator built with a scrambler
(Albarsh Instruments, Porto Alegre, RGS, Brazil). The CS was a white light presented
through a 6 W, 127 V bulb located in the ceiling of the chamber. Stimulus presentation
was controlled by a microprocessor and an input/output board (Insight Equipment,
Ribeirdo Preto, SP, Brazil). The intertrial interval varied randomly between 60 s and

180 s. The duration of each training session was about 20 min.
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Testing: Test sessions were conducted in the same cages used for matching. The
test session was conducted without footshock presentation. The animals were placed
into the startle test cages, and after 5 min of habituation, the rats were presented with 60
startle stimuli (noise bursts) with a 30 s interstimulus interval. The startle stimulus
intensity was 100 dB. Half of the startle stimuli were presented in the absence of the CS
(noise-alone trials) to provide a baseline, and the other half were presented in the
presence of the CS (light-noise trials). In the light-noise trials, the startle stimulus was
presented at the last second of a 4 s presentation of the light-CS, similar to the training
sessions. The duration of the test session was 32 min. Startle response amplitudes
collected from this experiment were stored on a computer and transferred to Microsoft

Excel tables for offline analysis.

Motor performance

Open-field: This experiment was conducted in an arena consisting of a circular
enclosure made of Plexiglas (60 cm diameter, 50 cm height), with the floor divided into
12 sections. The following behavioral responses were recorded every minute for 30
min: number of crossings (number of floor sections traversed), number of rearings
(standing with the forelegs raised in the middle of the arena or against the walls), and
groomings (cleaning the head or body with the forelegs for 10 s). The rats’ behavior was
recorded by a video camera positioned over the arena. The animals were first habituated
to the arena for 10 min prior to treatments. After drug injection, animals were placed
again in the middle of the arena and left for a 30 min period of free exploration.

Rotarod: The effects of drug treatments on motor performance were also
evaluated with a rotarod apparatus (Rota-Rod 7750; Ugo Basile, Comerio, Italy). The

day before testing, animals were placed on the rotarod (four rotations per minute). Each
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time the rat fell off the rotarod, it was immediately placed back onto the rotarod until it
achieved 3 min of continuous stability. On the next day, before testing, the rats were
again placed on the rotarod. Only animals that were able to maintain their equilibrium
on the rotarod for 60 s were retained for saline or drug administrations. Testing then
commenced, and the time spent on the rotarod was measured three times 10, 20, and 30
min after microinjections. Rotarod performance was the time taken for the animal to fall
from the rod. Animals were removed from the rotarod after 3 min, which was used as

the maximal time for the test.

Conditioned freezing and in vivo microdialysis

Training: Animals were subjected to fear conditioning to a light-CS as described
for the FPS experiment. An exception was the control unconditioned group that
received unpaired presentations of 10 light presentations and 10 footshocks.

Testing: On the next day, the microdialysis probe was inserted into the BLA and
was perfused with Ringer’s solution (147.0 mM NaCl, 4.0 mM KCl, 2.2 mM CaCl,) at
a constant flow rate of 1.5 pl/min (Microinjection pump; BAS, West Lafayette, IN,
USA). Following a 2 h equilibrium period, dialysate samples were collected every
30 min into vials containing 3 pl perchloric acid solution (0.05 M) with
dihydroxybenzylamine as the internal standard. Control levels were defined as the
average of three baseline samples. After the collection of baseline samples (considered
100%), animals received saline or quinpirole injections into the VT A and were
subjected to the conditioned fear test. Dialysate samples were then collected for
180 min. The behavioral criterion used to assess conditioned fear was the time spent
freezing during a 20 min period. Freezing was defined as the total absence of movement

of the animal with the exception of respiration.
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Dopamine assay: The amount of DA in the collected samples was analyzed

using high-performance liquid chromatography (HPLC) coupled with electrochemical
detection (BAS). The reverse phase ODS column was a Nucleosil 150 x 3.2 mm C-18,
with 5 um particle size (Supelco Inc., MO, USA). The HPLC system consisted of a
BAS Epsilon electrochemical detector with a glass-carbon electrode and a pump (PM-
92e; BAS). The potential was set at 650 mV (compared with the Ag-AgCl reference
electrode). The mobile phase was composed of 50 mM NaH;PO,, 0.1 mM Na,-EDTA,
0.5 mM n-octyl sodium sulfate, and 15% methanol (pH adjusted to 5.5) and was filtered
and pumped through the system at a flow rate of 700 pl/min. The injection volume was
40 pl. This set-up allowed the analysis of DA in the dialysate in a single run, which

lasted approximately 10 min.

Drugs

The following drugs were used: D; antagonist R(+)-SCH 23390 hydrochloride
(SCH), D, agonist (-)-quinpirole hydrochloride (QUI), and D, antagonist (-)-sulpiride
(SUL). All drugs were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA) and dissolved in
physiological saline (SAL, 0.9%) shortly before use. Physiological saline also served as
the vehicle control. All drugs (1.0 and 2.0 ug) were administered at a constant volume
of 0.2 ul/site. Rats always received an injection 5 min before the test sessions. The
doses and time of injections were based on a previous study from our laboratory

(Oliveira et al. 2009).

Microinjection procedure

The injection needle was a thin dental needle (0.3 mm, outer diameter)

connected to a 10 pul Hamilton syringe by means of a polyethylene tube. The injection

10
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needle was introduced through the guide cannula until its lower end was 1 mm below
the cannula. The solutions were injected into the BLA or VTA using an infusion pump
(Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA). The displacement of an air bubble inside the
polyethylene catheter (PE-10; Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) connecting
the syringe needle to the intracerebral needle was used to monitor the microinjection.
The microinjection duration was 1 min, and the needle was kept in place for an

additional 1 min to maximize diffusion away from the needle tip.

Histology

Upon completion of the experiments, animals were given a lethal dose of chloral
hydrate (500 mg/kg, i.p.), and 0.2 pl of Evans Blue (2%) was microinjected into the
BLA or VTA to mark the position of the microinjection sites. Afterward, rats were
perfused transcardially with 0.9% saline followed by 4% formalin. Brains were
removed from the skulls and maintained in formalin solution for 2 h, after which the
brains were cryoprotected in 30% sucrose until soaked. Serial 60 um brain coronal
sections were cut using a freezing microtome and mounted on gelatin-coated slides and
stained with cresyl violet (5%; Sigma) to localize the positions of the microinjection

sites according to the atlas of Paxinos and Watson (2007).

Statistical analysis

Data are expressed as mean + SEM. For each drug treatment, a two-way
repeated-measures analysis of variance (ANOVA) was conducted on the mean startle
response, with treatment (drug, control) as the between-subjects factor and trial-type
(noise-alone, light-noise) as the within-subjects factor. A two-way repeated-measures

ANOVA was also used for the rotarod data, with treatment (drug, control) as the

11
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between-subjects factor and trials (10, 20, 30 min) as the within-subjects factor. Data for
the DA collected from the BLA were subjected to a two-way repeated-measures
ANOVA, with group (conditioned, control; drug, control) as the between-subjects factor
and time sample of the dialysate as the within-subjects factor. Significant comparisons
were followed by Newman-Keuls post hoc test. Analysis of motor performance in the
open-field test was performed with a one-way ANOVA on the number of crossings,
rearings, and groomings. The duration of conditioned freezing was subjected to

Student’s z-test. Values of p < 0.05 were considered statistically significant.

Results
Fear-potentiated startle and motor performance

The injection sites of all animals used in this study were located inside the BLA.
A photomicrograph of a representative injection site and the histological localization of
injection sites in the BLA depicted on diagrams from Paxinos and Watson (2007) are
shown in Fig. 1.

Fig. 2A shows the mean startle amplitude for animals that received intra-BLA
administrations of saline, SCH 23390 1.0 pg/0.2 ul (SCH1), or SCH 23390 2.0 ng/0.2 ul
(SCH2) before the test session. Two-way repeated-measures ANOVA revealed a
significant effect of trial-type (F 33 = 48.66, p < 0.05). No significant effects of
treatment (F 33 = 0.99, p > 0.05) and no treatment x trial-type interaction (£33 = 0.41,
p > 0.05) were observed. Newman-Keuls post hoc test revealed that the light-CS
enhanced the startle response to noise in all groups (p < 0.05). Fig. 2B shows the data of
the animals treated with SCH 23390 in the rotarod test. Two-way repeated-measures
ANOVA revealed no significant effects of treatment (F» 30 = 0.07, p > 0.05) or trials

(F230=0.26, p > 0.05) and no treatment x trial interaction (F4 39 = 0.61, p > 0.05). In the

12
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open-field test (Fig. 2C-E), one-way ANOVA did not reveal any significant effects of
treatment on the number of crossings (F, 15 = 0.74, p > 0.05), rearings (F,,5=1.16, p >
0.05), or groomings (F5,15 =2.08, p > 0.05).

Fig. 3A shows the mean startle amplitude of animals that received intra-BLA
administrations of saline, sulpiride 1.0 pg/0.2 pl (SUL1), or sulpiride 2.0 pg/0.2 ul
(SUL2) before the test session. Two-way repeated-measures ANOV A revealed no
significant effect of treatment (F,37 = 1.71, p > 0.05) but a significant effect of trial-
type (F137 =37.87, p <0.05) and a significant treatment x trial-type interaction (£ 37 =
3.94, p < 0.05). Newman-Keuls post hoc test revealed that the light-CS enhanced the
startle response to noise in the SAL and SULI1 groups (p < 0.05). The startle reflex to
noise alone was not statistically different among groups (p > 0.05). The startle reflex to
light-noise was attenuated by sulpiride in the SUL2 group compared with controls (p <
0.05). Fig. 3B displays the data from animals treated with sulpiride in the rotarod test.
Two-way repeated-measures ANOV A revealed no significant effects of treatment (F> 3
=0.07, p > 0.05) or trials (F>39 = 0.80, p > 0.05) and no treatment x trials interaction
(F430=0.89, p>0.05). In the open-field test (Fig. 3C-E), one-way ANOV A did not
reveal any significant effects of treatment on the number of crossings (F,,5 =0.58, p >

0.05), rearings (F7,15 = 0.01, p > 0.05), or groomings (F> ;5 = 0.24, p > 0.05).

Conditioned freezing and in vivo microdialysis

The microdialysis probes of all animals used in this study were located in the
BLA. The injection sites in the saline and quinpirole groups were located inside the
VTA. Histological localization of probe and injection sites in the BLA and VTA,

respectively, depicted on diagrams from Paxinos and Watson (2007), is shown in Fig. 4.
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Fig. 5A illustrates the time-course of extracellular DA levels in the BLA in the
conditioned fear test in rats pre-exposed to paired (conditioned group) or unpaired
(control group) presentation of light and footshocks during a previous training session.
Two-way repeated-measures ANOV A revealed no significant effect of group (Fj ¢4 =
0.83, p > 0.05) but a significant effect of time (Fges = 5.18, p < 0.05) and a significant
group x time interaction (Fses = 3.30, p < 0.05). Newman-Keuls post hoc test revealed
an increase in extracellular DA levels at 30 and 60 min in the BLA in the conditioned
group after the animals were exposed to the light-CS. Fig. 5B shows the duration of
conditioned freezing exhibited by rats during the test session for the groups implanted
with a microdialysis probe in the BLA. Student’s z-test revealed significant effects of
group on conditioned freezing, showing that rats previously subjected to paired
presentations of light and footshock (conditioned group) exhibited a robust increase in
the time spent freezing compared with controls (g = 11.74, p < 0.05).

Fig. 6A illustrates the time-course of extracellular DA levels in the BLA of rats
conditioned to a light-CS that received intra-VTA injections of saline or quinpirole
before the test session. Two-way repeated-measures ANOVA revealed no significant
effect of group (F.7, = 1.81, p > 0.05) but a significant effect of time (Fg72 =291, p <
0.05) and a significant group x time interaction (F3 7, = 3.36, p < 0.05). Newman-Keuls
post hoc test revealed an increase in extracellular DA levels at 30 and 60 min in the
BLA in rats that received intra-VTA saline and were exposed to the light-CS (p < 0.05).
Post hoc comparisons also showed that intra-VTA quinpirole blocked this increase in
extracellular DA levels caused by the light-CS (p < 0.05). Fig. 6B shows the duration of
conditioned freezing exhibited by rats during the test session for the groups implanted
with a microdialysis probe in the BLA that received intra-VTA injections of saline or

quinpirole. Student’s 7-test revealed significant effects of treatment on conditioned
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freezing, indicating that quinpirole reduced the time that rats spent freezing in the

conditioned test compared with the saline group (#9 = 6.42, p < 0.05).

Discussion

Considerable progress has been made in identifying the neural processes that
regulate neurobiological responses provoked by aversive environmental stimuli, and a
growing body of evidence suggests that the amygdala is an essential component of the
highly integrated neural circuitry underlying fear states. The present study explored how
dopaminergic mechanisms in the BLA modulate the expression of conditioned fear
responses to an explicit cue.

FPS produced by a light-CS previously paired with footshocks did not change in
animals that received pretest intra-BLA injections of SCH 23390, a D; antagonist. The
doses of SCH 23390 used here were selected on the basis of previous studies showing
that intra-amygdala infusion of 2.0 pg SCH 23390 affected conditioned fear (Guarraci
et al. 1999a, b; Macedo et al. 2007). The present data indicate that BLA D, receptors do
not appear to be involved in the expression of FPS and extend, to the BLA, previous
findings from our laboratory demonstrating that systemic dopaminergic D; drugs do not
affect conditioned fear to a light-CS evaluated by the FPS test (Oliveira et al. 2006).
Our results, however, cannot be generalized to other regions of the amygdala. Lamont
and Kokkinidis (1998) showed that intra-amygdalar SCH 23390 attenuated the
expression of FPS. Based on the microinjection sites and 1.0 ul infusion volume used
by these authors, the SCH 23390 used in that study may have interacted with DA D,
receptors throughout the amygdala. SCH 23390 had no effects in the BLA in the present
study, suggesting that the effect reported by Lamont and Kokkinidis (1998) could be

attributable to an action within the central nucleus of the amygdala.
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However, intra-BLA pretest injections of sulpiride, a D, antagonist, dose-
dependently inhibited FPS produced by a light-CS previously paired with footshocks.
Rats showed normal baseline acoustic startle responding (noise-alone) after sulpiride
administration, indicating that the decrease in FPS was not associated with impaired
sensory gating. The observed effects of sulpiride also cannot be attributed to nonspecific
effects because this drug did not affect motor performance in the open-field and rotarod
tests. In situ hybridization has shown that the amygdala has a rich distribution of DA D,
receptors (Meador-Woodruff et al. 1991). The selectivity of the effects produced by the
D, antagonist sulpiride in the present study is further supported by the lack of effects of
pretest intra-BLA injections of the D; antagonist SCH 23390 on FPS. These present
findings stress the importance of BLA D, receptors in the fear-activating effects of
Pavlovian conditioning.

CS-induced enhancement of acoustic startle amplitudes indicates the fear-
evoking properties of the light acquired during classical conditioning, and the sulpiride
results suggest that DA D, receptors contribute to the BLA neurocircuitry that mediates
this excitatory conditioned fear response. In the present study, sulpiride had an effect
similar to the one reported for intra-VTA quinpirole microinjections (Oliveira et al.
2009). The present data corroborate the possibility that quinpirole’s ability to decrease
FPS is the result of an action on VT A D, presynaptic dopaminergic receptors that
decrease dopamine levels in the terminal fields of DA neurons originating in the VTA.
The present results also indicate that interference with the ability of the fear-evoking CS
to activate BLA DA neurons reduces fear. Thus, conditioned fear appears to increase
DA metabolism in the BLA. This hypothesis is further supported by the present
microdialysis data showing that a light-CS increased DA levels in the BLA in rats

previously subjected to paired presentations of light and footshocks and that this
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increase is inhibited by intra-VTA quinpirole administration. Thus, the fear response to
a light-CS depends on activation of VTA/BLA dopaminergic connections and can be
specifically modulated by manipulating this system. Although our results implicate a
VTA/BLA DA pathway in the expression of fear, a specific role for additional DA areas
that receive projections from the VTA in conditioned fear remains to be investigated. In
fact, an aversive CS also increases DA levels in the nucleus accumbens (Martinez et al.
2008).

Importantly, several procedural confounds may underlie the conflicting results
of studies exploring dopaminergic systems and fear. Specifically, pharmacological
manipulations of the dopaminergic system on the test day could interfere with
conditioned responding by altering CS processing. Arguing against this possibility are
the results from the present study showing that sulpiride did not change the baseline
response to noise-alone in the FPS test. Another source of discrepant interpretations
may be that most dopaminergic manipulations cause unconditioned changes in
behavior. Thus, these changes could indirectly compete with the expression of fear
responses, leading to the mistaken conclusion that these dopaminergic manipulations
directly affected fear. Again, arguing against this possibility is the lack of effects of
sulpiride on motor performance assessed by the open-field and rotarod tests in the
present study.

Although the mesolimbic dopaminergic pathway is more commonly associated
with the reinforcing effects of various stimuli, we demonstrate that dopaminergic
projections between the VTA/BLA are required for aversive Pavlovian conditioning.
These results raise the issue of how distinct stimuli are interpreted differently as
aversive or appetitive. One cannot rule out the possibility that specific regions of the

neural substrates belonging to the mesolimbic pathway respond differently to events
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with distinct biological salience. This may not be the case, however, because the
mesolimbic pathway appears to be a versatile pathway, activated by a wide range of
salient events (Horvitz 2000). An interaction between dopaminergic activity in the
mesolimbic pathway and other systems mediated by other neurotransmitters or
neurohormones may underlie the behavioral response exhibited by animals depending
on the environmental context, whether aversive or reinforcing. Thus, activation of the
VTA/BLA dopaminergic projection associated with activation of the hypothalamic-
pituitary-adrenal axis may determine aversive states (Sapolsky 2009).

The present findings are consistent with data showing that blockade of D-
mediated mechanisms in the BLA decreases fear by impairing the retrieval of a learned
association between a light-CS and a footshock-US (Nader and LeDoux 1999a, b).
Heightened attentional and cognitive function of dopaminergic mechanisms in the
mesocorticolimbic system have been proposed to set up adaptive responses to cope with
or signal the presence of aversive stimuli. These findings may have clinical implications
by highlighting where and how mechanisms mediated by DA D, receptors participate
decisively in the expression of conditioned fear. Previous research from our laboratory
revealed the importance of VTA DA neurons in the expression of conditioned fear
(Oliveira et al. 2009). The present sulpiride results suggest that, through D, receptors,
DA interacts with the neural mechanisms in the BLA that mediate the Pavlovian fear-
conditioned increase in the amplitude of the acoustic startle reflex. Thus, activation of
the VTA upregulates the BLA DA system which, through a D,-dependent mechanism,
controls the expression of conditioned fear. The effects of sulpiride, plus the fact that
BLA D, receptors do not appear to be involved in the expression of FPS, supports the
hypothesis that D, receptors at the level of the BLA regulate FPS caused by

light/footshock associations.
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Figure Legends

Fig. 1. Photomicrograph showing representative injection sites in the basolateral
amygdala (a) and outline of injection sites (b) on cross-sections from Paxinos and
Watson (2007). The number of points in the figure is less than the total number of rats
used because of several overlaps. Scale bar = 0.5 mm. CA3, field CA3 of the
hippocampus; VPM, ventral posteromedial thalamic nucleus; ec, external capsule; MeP,

medial amygdaloid nuclei.

Fig. 2. Mean startle amplitude of rats treated with SCH 23390 (1.0 and 2.0 pg/0.2 pul)
before testing session (a). Motor performance (mean + SEM) of animals treated with
SCH 23390 in the rotarod (b) and open-field (c-e) tests. #p < 0.05, different from noise-
alone condition (Newman-Keuls post hoc test). SAL, n = 13; SCH1,n=11; SCH2, n =
12 in the fear-potentiated startle test. n = 6 for all groups in the rotarod and open-field

tests.

Fig. 3. Mean startle amplitude of rats treated with sulpiride (1.0 and 2.0 ug/0.2 ul)
before the test session (a). Motor performance (mean + SEM) of animals treated with
sulpiride in the rotarod (b) and open-field (c-e) tests. #p < 0.05, different from noise-
alone condition; *p < 0.05, different from control group (Newman-Keuls post hoc test).
SAL, n=14; SULI, n = 13; SUL2, n = 13 in the fear-potentiated startle test. n = 6 for

all groups in the rotarod and open-field tests.

Fig. 4. Outline of probe locations in the basolateral amygdala (a) and injection sites in

the ventral tegmental area (b) on cross-sections from Paxinos and Watson (2007). CA3,
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field CA3 of the hippocampus; VPM, ventral posteromedial thalamic nucleus; ec,
external capsule; MeP, medial amygdaloid nuclei; DMPAG, dorsomedial

periaqueductal gray; CLi, caudal linear nucleus of the raphe; Pn, pontine nuclei.

Fig. 5. Extracellular levels of dopamine (DA) in the BLA in rats previously subjected to
paired (conditioned) or unpaired (control) exposure to light and footshocks and exposed
to the light-CS in the fear conditioning test (a). Conditioned freezing behavior

(mean + SEM) during the 20 min period of the light-CS test session (b). #p <0.05,
different from baseline (-60, -30, and 0 min); *p < 0.05, different from control group

(Newman-Keuls post hoc test). n = 5 for both groups.

Fig. 6. Extracellular levels of dopamine (DA) in the BLA of rats previously subjected to
fear conditioning and receiving pretest intra-VTA injections of saline or quinpirole (a).
Conditioned freezing behavior (mean + SEM) during the 20 min period of the light-CS
test session (b). #p < 0.05, different from baseline (-60, -30, and 0 min); *p < 0.05,
different from control group (Newman-Keuls post hoc test). Saline, n = 6; quinpirole, n

=35.
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