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RESUMO

AMARAL, V.C.S. Contribuicdo diferencial do hipocampo ventral e do complexo
amidaléide na modulacido de respostas defensivas inatas e condicionadas de
camundongos. 2011. 158 f. Tese (Doutorado). Sdo Carlos: UFSCar/UNESP, 2011.

Quando os animais s3o confrontados com estimulos ambientais ameagadores como a
exposicdo ao predador ou estimulos como altura, iluminagdo e estimulos nociceptivos,
exibem reagdes de defesa coordenadas e especificas. Nas ultimas décadas, observa-se um
crescente interesse pela utilizacdo de estimulos naturalisticos para o estudo das bases neurais
de emoc¢des como o medo e ansiedade. Nesse contexto, o teste de exposi¢do ao rato (RET),
um novo modelo etoldgico de interagdo presa-predador, utilizando camundongos (presa) e
ratos (predador), foi desenvolvido para avaliar a expressdo de diferentes comportamentos
defensivos na presa. Entretanto, poucos estudos foram conduzidos com esse modelo no
intuito de investigar as bases neurais das respostas defensivas de camundongos expostos ao
rato. Adicionalmente, evidéncias da literatura destacam que o hipocampo ventral (HV) e o
complexo amidaldide (CA) parecem contribuir diferencialmente na modula¢do de respostas
defensivas frente a estimulos proximais (predador) ou potenciais. Assim, o presente estudo
foi conduzido para investigar o papel do HV e do CA nas respostas defensivas de
camundongos exibidas diante do predador (rato) e do contexto associado ao predador. Para
tal, o presente estudo foi dividido em quatro etapas. Na primeira delas, investigamos se o
estresse da exposicdo ao predador no RET altera a secrecdo de corticosterona em
camundongos e determinamos a magnitude e a duracdo desta secre¢do. Na segunda etapa,
avaliamos o papel do HV e do CA, através da injecdo local do agonista de receptores GABAA
muscimol (0,1 pg/0,1 pl), na mediagdo de respostas comportamentais defensivas de
camundongos expostos ao RET (situa¢do proximal) e comparamos com aquelas apresentadas
durante a exposicdo ao labirinto em cruz elevado (LCE - situacdo potencial).
Subsequentemente, investigamos se camundongos expostos ao predador natural (rato) no
RET exibem respostas de medo condicionado contextual. Por fim, avaliamos se injecdes de
muscimol intra-HV e intra-CA interferem na consolida¢do de memorias de medo utilizando o
predador (rato) no RET como estimulo incondicionado de medo. Os resultados sugerem que a
exposi¢do de camundongos ao seu predador no RET (i) aumenta a secre¢do de corticosterona,
sobretudo apos 5 min da exposi¢do, (ii) provoca reagdes comportamentais defensivas que
podem ser atenuadas pela inativagdo reversivel do CA (porém, ndo do HV), (iii) elicia
respostas comportamentais de medo contextual sensiveis a lesdo reversivel do HV (porém
ndo do CA). De modo importante, a injecdo de muscimol em ambos, HV e CA, atenuou o
comportamento defensivo de camundongos expostos ao LCE. O presente estudo indica que o
RET pode ser empregado para o estudo da neurobiologia das reacdes de defesa proximais
(presenga do predador) como potenciais (medo contextual).

Palavras-chave: Teste de exposicdo ao rato. Labirinto em cruz elevado. Hipocampo ventral.
Complexo amidaloide. Respostas defensivas. Medo condicionado contextual.



ABSTRACT

AMARAL, V.C.S. Differential contribution of ventral hippocampus and the amygdaloid
complex to the modulation of innate and conditioning defensive responses in mice. 2011.
158 f. Tese (Doutorado). Sao Carlos: UFSCar/UNESP, 2011.

When animals are confronted with environmental threatening situations such as exposure to a
predator as well as to height, high illumination and nociceptive stimuli they exhibit defensive
behaviors. Over the past decades there has been a growing interest by the neuroscientists in
the use of naturalistic stimuli to the study of the neural systems of the emotions such as fear
and anxiety. In this context, the Rat Exposure Test (RET) which is a new ethological model
of prey-predator interaction using mice (prey) and rats (predator) was developed in order to
evaluate the expression of different defensive behaviors in the prey. However few studies
using this model have been carried out with the objective of investigating the neural systems
of the defensive behaviors in mice exposed to rats. In addition, evidence in literature has
shown that the ventral hippocampus (VH) and the amygdaloid complex (AC) contribute
differentially in the modulation of defensive behaviors during exposure to either potential or
immediate stimuli (predator). Thus, the present study was aimed at investigating the role of
VH and AC in the modulation of defensive behaviors of mice when exposed to predators
(rats) as well as the predatory context. The experiment comprised four parts: (i) to investigate
both whether stress regarding the exposure to the predator alters the corticosterone secretion
in mice and to determine the magnitude and the duration of this secretion; (ii) the role of VH
and AC was evaluated through local microinjection of the GABA 4 receptor agonist muscimol
(0,1 pg/0,1 pl) in the modulation of defensive behavioral responses of mice exposed to RET
(proximal aversive situation). The responses then were compared to those presented during to
the exposure to the elevated plus-maze (EPM - potential aversive situation); (iii) to
investigate whether mice exposed to natural predator (rat) in RET exhibit responses of
contextual conditioned fear and, finally (iv) to evaluate whether muscimol injections intra-
VH and intra-AC interfere in the consolidation of the memories of fear. For this purpose, a
predator (rat) was used as unconditioned stimulus of fear. The results suggest that the
exposure of mice to their predators in RET (i) increases the corticosterone secretion mainly 5
minutes after the test, (ii) elicits defensive behavioral reactions which can be attenuated by
temporary inactivation of AC (but not of VH), (iii) elicits behavioral responses of contextual
fear which are sensitive to the temporary inactivation of the VH (but not of AC). Both VH
and AC reversible inactivation significantly attenuated the defensive behavior of mice
exposed to EPM. The present work suggests that RET has proven to be a promising model
for studying of the neurobiology of both the potential (contextual fear) and proximal
defensive reactions (predator presence).

Key words: Rat exposure test. Elevated plus-maze. Ventral hippocampus. Amygdaloid
complex. Defensive behaviors. Contextual fear conditioning.
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1 INTRODUCAO

1.1 Comportamentos defensivos

Os trabalhos inaugurais de Charles Darwin (1809-1882) representam um marco
histdrico no estudo da neurobiologia das emo¢des. Em sua obra “A expressdo das emocdes no
homem e nos animais”, Darwin' (1872 apud LENT, 2004, p.653) analisou as expressdes
faciais e os movimentos corporais que individuos de diferentes espécies exibiam diante de
estados emocionais como a raiva. Seus estudos constataram semelhangas entre as reacdes
exibidas pelos animais, o que o levou a sugerir que esses comportamentos sejam inatos e
evoluam do mesmo modo que as demais caracteristicas biologicas da espécie. Assim, de
acordo com a abordagem evolutiva proposta por Darwin, o homem por ter outros animais
como ancestrais compartilharia com estes suas emogdes basicas, possibilitando assim, que
analogias sejam tracadas entre o comportamento de ambos (GRAEFF; ZANGROSSI, 2002).

Dentro desta perspectiva, a ansiedade e o medo sdo emog¢des correlatas que
apresentam claro valor adaptativo e se originam nas reagdes de defesa que os animais exibem
frente a situacdes de perigo vivenciadas no seu nicho ecoldogico (GRAEFF, 1999). Embora a
natureza dos estimulos ameagadores varie entre as espécies, as principais fontes de perigo
para os animais na natureza sdo representadas por confrontos com o predador ou com animais
da mesma espécie, estimulos ambientais como altura, iluminagdo, exposicdo a lugares novos
ou objetos desconhecidos e estimulos nociceptivos. Diante dessas situagdes aversivas,
algumas estratégias comportamentais basicas sao eliciadas em roedores e incluem fuga, luta
defensiva, congelamento, imobilidade tonica e posturas submissas. Além disso, esses
comportamentos geralmente sdo acompanhados de alteragdes nas respostas autondmicas e
hipoalgesia (MISSLIN, 2003). No entanto, a escolha da estratégia defensiva pelos roedores
depende de alguns fatores especificos, tais como as caracteristicas do ambiente em que o
estimulo € apresentado, a experiéncia prévia do animal com a situagdo aversiva e a distancia
do estimulo (BLANCHARD; BLANCHARD, 1988).

Nesse contexto, Robert e Caroline Blanchard, da Universidade do Havai, realizaram
uma andlise sistemdtica de diferentes estratégias defensivas de ratos selvagens e de
laboratdrio em confronto com predadores e propuseram que um dos fatores que determina a

escolha da estratégia defensiva pela presa € o nivel de ameaga que o predador representa. De

" DARWIN, C. The expression of emotions in man and animals. London: John Murray, 1872.
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acordo com essa visdo, os niveis de ameaga foram classificados em potencial ou incerta, distal
e proximal (BLANCHARD; BLANCHARD, 1988).

O primeiro nivel de defesa (potencial) caracteriza-se pela incerteza da existéncia de
perigo. Em outras palavras, esse nivel de defesa ¢ evocado em situagdes novas ou locais em
que a presenca do predador ja tenha sido detectada anteriormente. Ademais, pode também
ocorrer quando a fonte de perigo € apenas parcial e dificulta a completa identificagdo da
ameaca, como ¢ observado em situagdes em que os animais sdo confrontados com estimulos
associados ao predador (ex. objetos impregnados com o seu odor). Nestas circunstancias, 0s
animais exibem comportamentos exploratorios cautelosos e hesitantes denominados de
comportamentos de avaliagdo de risco. Esses comportamentos caracterizam-se por posturas €
movimentos do corpo do animal que o possibilitam aproximar e investigar possiveis ameagas
no ambiente.

O segundo nivel de defesa (distal) ¢ observado quando as fontes de perigo se tornam
reais ou explicitas, porém se encontram a uma distancia considerdvel da presa. Os
comportamentos tipicamente observados nessas situagdes incluem as respostas de fuga ou
congelamento do animal. A resposta de fuga é adotada em circunstancias em que o animal
dispde de uma rota de saida no ambiente. Entretanto, quando a fuga ndo ¢ vidvel, o animal
tende a permanecer imdvel, no estado de congelamento, diminuindo a probabilidade de ser
identificado pelo predador e aumentando suas chances de sobrevivéncia.

O ultimo estagio dessa organizagdo ¢ alcancado quando o predador encontra-se muito
proximo ou em contato direto com a presa. Nesse caso, sdo observadas tentativas
descontroladas e ndo direcionadas de fuga ou luta defensiva (postura de ameaca e mordidas
no predador) pelas presas. De maneira interessante, entre aves, peixes € mamiferos como o
coelho e a cobaia, em situagdes em que o contato fisico com o predador € prolongado e o
perigo ¢ inescapavel, os animais exibem o comportamento de imobilidade tonica, também
conhecido como “fingir-se de morto”. Esse comportamento caracteriza-se por uma profunda
inibi¢do motora do animal e, difere do comportamento de congelamento por ser emitido pela
presa apds ter sido capturada pelo predador (FERREIRA; MENESCAL-DE-OLIVEIRA,
2009).

A andlise etoexperimental desenvolvida pelo casal Blanchard, baseada no conceito de
distancia defensiva, forneceu critérios sdlidos que permitiram a diferenciacdo entre os estados
emocionais de ansiedade e medo. Dessa forma, o medo surgiria em situagdes explicitas de
ameaca € perigo, enquanto a ansiedade seria manifestada em situagdes em que o perigo €

incerto ou potencial (BLANCHARD et al., 1993). A essa andlise, Gray ¢ McNaughton (2000)
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introduziram o conceito de direcdo defensiva e destacaram a importancia do conflito entre
aproximagdo e esquiva para a distingdo entre esses dois estados emocionais. Partindo dessas
observacdes, a ansiedade estaria presente em situagdes em que existe uma tendéncia de
aproximag¢do ao estimulo aversivo, caracterizando um conflito entre aproximacao e evitacao.
Por outro lado, quando a fonte de ameaga pudesse ser evitada ou eliminada pela fuga, a
emocdo envolvida seria o medo. Adicionalmente, esses autores ressaltaram que estimulos
condicionados que sinalizam puni¢do ou perda de uma recompensa esperada sdo capazes de
desencadear respostas do primeiro nivel de defesa.

Diferengas entre esses dois estados emocionais sdo também reforcadas por achados
farmacologicos que descrevem que as respostas de esquiva e de fuga observadas durante o
medo parecem ser resistentes a agentes ansioliticos cldssicos, enquanto as respostas
comportamentais de avaliacdo de risco mostram-se sensiveis a essa classe de medicamentos
(GRAY; McNAUGHTON, 2000).

Do ponto de vista clinico, a ansiedade e o medo sdo subjetivamente qualificados como
emogdes desconfortaveis e ndo-prazerosas e sdo acompanhadas de sentimentos de apreensao,
incerteza e inseguranga. Ademais, nesses estados emocionais sdo observadas alteragdes
fisiolégicas, comportamentais e psicologicas, tais como taquicardia, sudorese,
hiperventilagdo, aumento da tensdo muscular, inquietude e alerta. Estudos classicos
demonstraram que a ansiedade manifestada em niveis adequados e normais parece ser
importante para um bom desempenho intelectual do individuo. Entretanto, quando se torna
excessiva, pode ser considerada patologica e prejudicial ao desempenho de tarefas

(ZANGROSSI; GRAEFF, 2004).

1.2 Substratos neurais do medo e da ansiedade

Numerosas evidéncias experimentais e clinicas tém possibilitado aos neurocientistas
caracterizar os circuitos encefalicos que elaboram emocdes basicas como a ansiedade e o
medo em mamiferos. O conhecimento do repertério de defesa de uma espécie animal, como
por exemplo, dos roedores, permite que o substrato neural subjacente a uma dada resposta
defensiva possa ser estudado através de técnicas como a ablacdo, estimulagdo elétrica ou
quimica de determinadas regides encefalicas. Progressos significativos para a compreensio
das bases neurais da ansiedade e medo tém sido possibilitados também pela utilizagdo de
técnicas de biologia molecular como a de imunorreatividade da proteina Fos e estudos de

imagem funcional do cérebro de animais de laboratdrio e de seres humanos.
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Historicamente, os estudos classicos de Hess e Brugger” (1943 apud GRAEFF, 1994,
p.815) e Fernandez de Molina e Hunsperger’ (1959 apud GRAEFF, 1994, p.815) foram os
primeiros a identificar algumas estruturas encefalicas relacionadas a organizagdo de respostas
defensivas. Esses autores ao realizarem a estimulacdo elétrica da regido perifornical do
hipotdlamo de gatos acordados, mostraram que os animais exibiram uma seqiiéncia de
comportamentos defensivos semelhantes aqueles observados durante confrontos com o
predador.

Trabalhos posteriores dos discipulos de Hess evidenciaram que outras estruturas
encefalicas, além do hipotdlamo medial, pareciam estar envolvidas na regulacdo de diferentes
aspectos da reacdo de defesa. De fato, foi demonstrado que a estimulagdo elétrica da matéria
cinzenta periaquedual de gatos desencadeia reagdes de defesa caracterizadas por fuga e luta e
manifestagdes neurovegetativas nos animais. Por outro lado, quando essa estimulagdo foi
realizada na amidala, estrutura situada no lobo temporal medial, produziu rea¢des de defesa
afetiva retardada, que perduraram mesmo apds a cessagdo do estimulo. As evidéncias
experimentais obtidas nesses estudos apontaram para a existéncia de uma organizagdo
hierarquica entre o hipotadlamo medial, amidala e matéria cinzenta periaquedutal (MCP) como
o principal substrato neural para a expressio de comportamentos defensivos e alteragdes
neurovegetativas em resposta a estimulos aversivos (GRAEFF; HETEM, 2004).
Posteriormente, outros estudos evidenciaram a participagdo dos coliculos inferiores e
superiores no substrato neural da aversio (BRANDAO et al., 1988; REDGRAVE et al.,
1981). Assim, o conjunto de todas essas estruturas recebeu o nome de sistema encefalico
aversivo (SEA).

De acordo com esse pressuposto tedrico, a amidala parece atuar como uma espécie de
interface sensorio-afetiva das reagdes de defesa, ou seja, essa estrutura funciona como um
filtro de sinais sensoriais, proporcionando-lhes uma conotacdo afetiva positiva ou negativa.
Além de funcionar como receptora de sinais de perigo, a amidala também seria responsavel
por avaliar o tipo e o grau de ameaca para 0 organismo €, por conseguinte, transmitiria o
resultado dessa avaliagdo para o hipotdlamo medial e para a MCP. A MCP teria a fungdo de
selecionar e organizar as reagdes comportamentais e fisiologicas de defesa mais apropriadas,

enquanto o hipotadlamo medial regularia a secre¢do de hormonios do estresse através de uma

2 HESS, W.; BRUEGER, M. Das subkorticale Zentrum der affektiven Abwerreaction. Helvetica Physiologica et
Pharmacologica Acta, v.1, p.33-52, 1943.

* FERNANDEZ DE MOLINA, A.; HUNSPERGER, R.W. Central representation of affective reactions in
forebrain and brain stem: electrical stimulation of amygdala, stria terminalis and adjacent structures. Journal of
Physiology, v.145, p.251-265, 1959.
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cascata de reagdes iniciada na adenohipofise pelo hormdnio liberador de corticotropina
(ACTH) (GRAEFF; HETEM, 2004).

Quase paralelamente a elaborag¢do do construto teodrico do SEA, o psicdlogo britanico
Jeffrey Gray propo0s a existéncia do sistema de inibi¢do comportamental (SIC) na modulagdo
de comportamentos defensivos de animais (GRAY, 1982). Esse sistema, representado na
época pelo septo e hipocampo, seria ativado por sinais condicionados de puni¢do e frustragao,
perigos inatos e estimulos ou situagdes novas e, resultaria em inibigdo comportamental,
aumento da vigildncia e atengdo voltada para possiveis ameacas. As evidéncias que
corroboraram a participacdo do sistema septo-hipocampal como o principal substrato neural
do SIC se originaram de estudos com lesdes cerebrais e administragdo de ansioliticos no septo
e hipocampo de ratos. Gray (1982) revisou extensamente esses estudos e concluiu que as
alteracdes comportamentais exibidas pelos animais nessas circunstancias eram as que mais se
aproximavam das produzidas por substincias ansioliticas classicas. Diante dessas evidéncias,
o pesquisador propds que os farmacos ansioliticos aliviariam a ansiedade porque
prejudicariam o funcionamento do SIC.

A integragdo entre os construtos tedricos do SIC e SEA foi publicada algumas décadas
depois na segunda edicdo do livro “Neuropsicologia da ansiedade”, que também abordou
algumas mudancas conceituais importantes em ambos os construtos (GRAY;
McNAUGHTON, 2000). Exemplificando, o sistema septo-hipocampal passou a ser o
responsavel pela deteccdo de conflitos entre tendéncias de aproximacdo e afastamento das
fontes de perigo. A primeira tendéncia seria gerada no chamado “sistema de aproximacio
comportamental” (SAC) cuja funcdo ¢ incentivar a busca de fontes de satisfacdo de
necessidades bioldgicas, como alimento, abrigo e sexo. Do outro lado, estruturas do “sistema
de luta/congelamento/fuga” (Fight/Freezing/Flight System - FFFS) seriam responsaveis por
mediar respostas de afastamento como esquiva e fuga, de fontes de perigo inato ou aprendido.
Diante de situagdes capazes de induzir ambas as tendéncias, um conflito do tipo aproximacao-
evitacdo seria gerado e ativaria o SIC, gerando ansiedade.

Ainda em relacdo as mudangas conceituais propostas por Gray e McNaughton (2000),
destaca-se a inclusdo da amidala ao substrato neural do SIC. Dessa forma, o sistema septo-
hipocampal estaria relacionado com o aspecto cognitivo da ansiedade (hesitagdo e duvida),
enquanto a amidala contribuiria com os aspectos afetivos e neurovegetativos relacionados a
essa emoc¢do. Em suma, os construtos teoricos do SIC e o SEA parecem atuar de modo
complementar regulando estratégias comportamentais distintas relacionadas ao estado de

ansiedade/medo.
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1.3 Hipocampo

A citoarquitetura bésica do hipocampo foi originalmente descrita por Ramoén y Cajal®
(1901 apud FANSELOW; DONG, 2010, p.9) e Lorente de N6° (1934 apud FANSELOW;
DONG, 2010, p.9). Esses pesquisadores observaram o hipocampo ao longo do seu eixo dorso
ventral e verificaram propriedades morfoldgicas distintas em pequenos neurdnios piramidais
na regido CAl e outros neurdnios piramidais das regides CA3 e CA2 (FANSELOW; DONG,
2010). A partir desses trabalhos pioneiros, neuroanatomistas tém investigado extensivamente
a organizagdo celular e as conexdes anatdmicas da formag¢do hipocampal.

De acordo com Amaral e Witter (1989) a formacgdo hipocampal compreende um
conjunto de estruturas corticais de aspecto alongado, que se estende do nticleo septal para o
lobo temporal constituindo desta forma o longo eixo dorso-ventral. Essa estrutura ¢ formada
por regides citoarquitetonicamente distintas, que incluem o giro denteado (CA4), o
hipocampo propriamente dito, que se subdivide em trés campos (CA1, CA2 e CA3), o cortex
entorrinal € o complexo subicular.

Diversos estudos descrevem o padrdo de conectividade existente entre as regides que
compde a formagdo hipocampal (CENQUIZCA; SWANSON, 2007; FANSELOW; DONG,
2010; VAN STRIEN; CAPPAERT; WITTER, 2009). Segundo o modelo padrdo de circuitaria
proposto nesses estudos, a transmissdo de informacdes entre as regides da formacgdo
hipocampal acontece de maneira unidirecional e inclui a classica via trissinaptica, a partir da
qual o giro denteado recebe sua maior aferéncia do cortex entorrinal, através da via
perfurante. As células granulares do giro denteado projetam-se através das fibras musgosas
para a regido hilar e subcampo CA3. Parte dos axdnios piramidais da regido CA3 forma as
vias colaterais de Schaffer, que se projetam para o subcampo CAIl e deste para o subiculo. Ao
contrario do que ¢ retratado no modelo padrdo que preconiza a transmissdo unidirecional
dentro da formag¢do hipocampal, projecdes retrégradas ja foram descritas entre algumas das
regides da formagdo hipocampal (CENQUIZCA; SWANSON, 2007).

Adicionalmente, a formacdo hipocampal apresenta uma rede de interconexdes com
estruturas corticais e subcorticais. Sucintamente, as principais eferéncias da formagdo

hipocampal destinam-se a estruturas subcorticais (corpos mamilares, nucleos taldmicos

4 CAJAL, S.R. Significacion probable de las células de axon corto. Trab Lab. Investig. Biol., v.1, p.151-157,
1901.

> LORENTE DE NO, R. Studies of the structure of the cerebral cortex. II Continuation of the study of the
ammonic system. J. Psychol. Neurol., v.46, p.113-177, 1934.
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anteriores, area septal) e corticais (cortex de associacdo nas areas pré-frontal, temporal e
cingulada). Por outro lado, suas principais aferéncias provém de regides de associacdo
corticais como o claustro, bulbo olfatério e cortex olfativo, amidala, septo, tdlamo e
hipotalamo (JARRARD, 1993; MOSER; MOSER, 1998; WITTER; AMARAL, 2004).

Embora um padrdo intrinseco de conectividade se repita ao longo da formagdo
hipocampal, as conexdes aferentes e eferentes variam de um polo ao outro nessa estrutura, o
que sugere que as partes dorsal e ventral do hipocampo sejam responsaveis por fungdes
distintas (MOSER; MOSER, 1998). Algumas das conexdes anatdmicas do hipocampo dorsal
incluem o complexo subicular, cortex entorrinal, septo lateral, hipotdlamo e amidala
(MOSER; MOSER, 1998; RISOLD; SWANSON, 1997), enquanto o hipocampo ventral esta
conectado ao cortex pré-frontal, ntiicleo dorsal da rafe, nicleo intersticial da estria terminal e
amidala (PETROVICH; CANTERAS; SWANSON, 2001; PITKANEN et al., 2000) e a outras
areas subcorticais incluindo o hipotalamo rostral (WITTER; AMARAL, 2004; MOSER;
MOSER, 1998).

A despeito de numerosos estudos experimentais considerarem o hipocampo como uma
estrutura homogénea que apresenta funcdo unificada (DEACON; BANNERMAN;
RAWLINS, 2002; KIM; RISON; FANSELOW, 1993; TREIT; MENARD, 1997), € crescente
o numero de evidéncias que reportam a existéncia de diferengas morfoldgicas, neuroquimicas
e funcionais entre o hipocampo dorsal e ventral (BANNERMAN et al., 1999; BERTOGLIO;
JOCA; GUIMARAES, 2006; FANSELOW; DONG, 2010; MAREN; HOLT, 2004;
McEOWN; TREIT, 2009; MOSER; MOSER, 1998; PENTKOWSKI et al., 2006).

Nesse contexto, tem sido demonstrado que lesdes do hipocampo ventral de ratos
bloqueiam uma variedade de respostas defensivas incondicionadas, incluindo o
comportamento de congelamento exibido na presenga do odor de gato (PENTKOWSKI et al.,
2006) e a esquiva a co-especificos no teste de interacdo social (BANNERMAN et al., 2004;
McHUGH et al., 2004). Além disso, as lesdes reduzem a esquiva aos bragos abertos no
labirinto em cruz elevado (DEGROOT; TREIT, 2004; KJELSTRUP et al., 2002; TRENT;
MENARD, 2010) e a laténcia de transferéncia para o compartimento iluminado do teste claro-
escuro (BANNERMAN et al., 2003; McHUGH et al., 2004). Outra evidéncia importante da
participacdo do hipocampo ventral na modulacdo de comportamentos relacionados a
ansiedade foi reportada por Kjelstrup et al. (2002). Nesse estudo, os autores também
demonstraram que os animais com lesdes no hipocampo ventral apresentaram uma redugao
nos niveis plasmaticos de corticosterona 20 minutos apds o confinamento em uma caixa

disposta no centro iluminado de um labirinto aquatico vazio. Esse resultado é consistente com
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a organizagdo neuroanatomica de conexdes que se projetam diretamente ou indiretamente do
hipocampo ventral para as zonas periventricular e medial do hipotalamo, que € uma estrutura
envolvida no controle neuroenddcrino e autondmico de diversos comportamentos, entre eles o
de defesa (CANTERAS, RIBEIRO-BARBOSA; COMOLI, 2001; CANTERAS, 2002;
CEZARIO et al., 2008). Assim, as evidéncias da participacdo do hipocampo ventral na
modulacdo de comportamentos relacionados a ansiedade vao ao encontro das proposigcdes
tedricas de Gray e McNaughton (2000) sobre o papel do sistema septo-hipocampal nos
aspectos cognitivos da ansiedade.

Em relagdo ao hipocampo dorsal, numerosas evidéncias sugerem sua participacdo em
processos neurais relacionados a memoria (ANAGNOSTARAS; GALE; FANSELOW, 2001;
BANNERMAN et al., 2004; FANSELOW, 2000; MAREN; HOLT, 2000; MOSER; MOSER,
1998). Estudos demonstraram que lesdes no hipocampo dorsal previnem a aquisi¢cdo e a
expressdo do medo condicionado (MAREN; AHARONOV; FANSELOW, 1997; PHILLIPS;
LeDOUX, 1992). Testes comportamentais que avaliam memdria e navegacdo espacial tém
sido muito utilizados para estudar se essas func¢des sdo desempenhadas pelo hipocampo
dorsal. Nesse sentido, o teste do labirinto aquatico de Morris foi utilizado para avaliar a
memoria espacial de roedores apresentando lesdes no hipocampo dorsal. Os resultados
mostraram que as lesdes hipocampais prejudicaram o desempenho na tarefa do labirinto
(MORRIS, 1981). De maneira semelhante, Pothuizen et al. (2004) também demonstraram que
lesdes do hipocampo dorsal prejudicam a memoria espacial de roedores em tarefas no
labirinto radial.

Além das evidéncias da participacdo nos processos de memoria e navegacdo espacial,
Kim e Fanselow (1992) investigaram a participacdo do hipocampo dorsal na consolidacido da
memoria emocional aversiva em ratos. Nesse trabalho foi usado o pareamento som-choque
em ratos submetidos a lesdes hipocampais apds 1, 7, 14 ou 28 dias das sessdes de treino. Os
animais submetidos a lesdo um dia apds o treino exibiram menor intensidade do
comportamento de congelamento quando reexpostos ao contexto. Por outro lado, lesdes
realizadas apds 28 dias do treino ndo produziram déficit na resposta condicionada de
congelamento. Esses resultados sugerem que o hipocampo dorsal desempenhe um papel
temporario na formagdo de alguns aspectos da memoria de medo contextual, que se torna
independente do hipocampo apds algum periodo do treino.

As evidéncias de participagdo do hipocampo dorsal nas respostas de medo
condicionado indicam seu envolvimento principalmente no condicionamento aversivo ao

contexto, mas ndo a estimulos discretos (som ou luz) (HUNSAKER; KESNER, 2008; KIM;
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FANSELOW, 1992; MAREN; AHARONOV; FANSELOW, 1997; YOON; GRAHAM;
KIM, 2010). Entretanto, evidéncias recentes indicam que o hipocampo ventral também
participa na modulagdo de respostas condicionadas de medo (BAST; ZHANG; FELDON,
2001; PENTKOWSKI et al., 2006; ZHANG; BAST; FELDON, 2001).

1.4 Amidala

No inicio do século XIX, Burdach® (1819 apud SWANSON; PETROVICH, 1998,
p-323) descobriu uma regido distinta do cérebro que apresentava o formato de améndoa e a
denominou de amidala. Em 1923, Johnston introduziu uma descri¢do fundamental da amidala
baseada na andlise comparativa dessa estrutura em diferentes vertebrados (JOHNSTON,
19237 apud SWANSON; PETROVICH, 1998, p.324). Esse autor propds a divisdo da amidala
em dois grupos, um primitivo, constituido de nticleos associados ao sistema olfatorio (ntcleos
central, medial, cortical e nticleo do trato olfatério) e outro, filogeneticamente mais recente
(nucleos lateral e basal). Essa divisdo funcional da amidala contribuiu para estudos
neuroanatomicos posteriores € forneceu evidéncias da heterogeneidade estrutural da amidala
com sua heterogeneidade funcional.

Estudos mais recentes revelam que a amidala € uma estrutura anatomicamente
complexa e ¢ formada por 13 nulcleos que apresentam extensas conexdes inter e
intranucleares. Ademais, os nucleos amidalares podem se dividir em outros diferentes
subnucleos de acordo com critérios de organizagdo citoarquitetonica, histoquimica e conexdes
com outras estruturas. Localizada no lobo temporal medial, essa estrutura também recebe o
nome de complexo amidaldide por alguns pesquisadores (SAH et al., 2003).

A nomenclatura utilizada por Price, Russchen e Amaral (1987), com algumas
modificagdes propostas por McDonald (1998), classifica os ntcleos amidalares em trés
grandes grupos: profundo ou basolateral, superficial ou cortical e centromedial. O grupo
basolateral inclui os nucleos lateral, basal e basal acessorio. O grupo cortical é constituido
pelos nucleos corticais e nticleo do trato olfatorio lateral e, finalmente, o grupo centromedial,
composto pelos nucleos medial e central. Essa classificacdo também considera um grupo de
nucleos distinto desses trés apresentados como constituinte do complexo amidaldide, que

compreende a area amidalo-hipocampal e a massa de células intercaladas.

8 BURDACH, K.F. Vom Baue und Leben des Gehirns. Leipzig. 1819.

7 JOHNSTON, J.B. Further contributions to the study of the evolution of the forebrain. The Journal of
Comparative Neurology, v.35, p.337-482, 1923.
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Torna-se importante ressaltar que em outros sistemas classificatorios o nicleo basal €
denominado de basolateral e o basal acessorio de basomedial. Ainda, o termo complexo
basolateral ¢ utilizado para se referir aos nucleos lateral e basolateral (algumas vezes inclui o
basomedial) juntos (LeDOUX, 2000).

Estudos neuroanatomicos tém demonstrado que a amidala apresenta um padrio
complexo de conectividade com distintas estruturas encefalicas. Em geral, o grupo
basolateral da amidala recebe informag¢des de todas as modalidades sensoriais (olfatoria,
somatosensorial, gustativa, visceral, auditiva e visual) e as integra neste sitio neural dando-
lhes um colorido afetivo. Internamente, os nicleos do grupo basolateral emitem projecdes ao
nucleo central, que ¢ a via de saida do complexo. Os axdnios que emergem do nucleo central
estabelecem conexdes com o hipotalamo, nucleos bulbares reconhecidamente envolvidos com
as manifestagdes fisiologicas do medo e matéria cinzenta periaquedutal (LeDOUX, 2000,
2007; LeDOUX; MULLER, 1997; ROSEN, 2004).

Os primeiros registros da participa¢do do lobo temporal, especificamente da amidala,
nas respostas emocionais foram descritos hd mais de um século. Brown e Schiffer® (1888
apud MAREN, 2001, p.899) reportaram profundas altera¢des nas respostas emocionais de
macacos ap6s danos ao lobo temporal. Posteriormente, Kliiver ¢ Bucy’ (1937 apud MAREN,
2001, p.900) ao investigarem os efeitos desses danos ao lobo temporal, despertaram o
interesse pela compreensdo do papel da amidala nas respostas de medo apresentadas pelos
animais. Esses autores descreveram uma sindrome complexa subseqiiente a excisdo bilateral
dos lobos temporais de macacos, que é conhecida como sindrome de Kliiver e Bucy. A
ablacdo dos lobos temporais produziu um quadro conhecido como “cegueira psiquica”
(psychic blindness), em que os macacos perdiam a capacidade de reconhecimento dos objetos
sendo capazes de levar a boca uma serpente viva. Além disso, os animais tornaram-se
extremamente ddceis e apresentaram um quadro de hipersexualidade. Nas décadas de 50 e 60,
estudos de estimulacdo elétrica do complexo amidaloide de gatos revelaram diferentes
padrdes de comportamento emocional nos animais, como a ocorréncia de respostas
autonomicas (dilatagdo da pupila), hipoventilagdo, comportamentos de fuga (medo) e

agressao (raiva) (MAREN, 2001).

8 BROWN, S.; SCHAFER, A. An investigation into the functions of the occipital and temporal lobes of the
monkey’s brain. Philos. Trans. R. Soc. London Ser. B., v.179, p.303-327, 1888.

* KLUVER, H.; BUCY, P.C. “Psychic blindness” and other symptoms following bilateral temporal lobectomy in
rhesus monkeys. American Journal of Physiology, v.119, p.352-353, 1937.
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Apoés algumas décadas de pesquisa, surgiram as primeiras evidéncias experimentais
que relacionaram a participa¢do da amidala na neurobiologia dos transtornos de ansiedade. A
partir da analise de uma série de estudos envolvendo a participacdo do sistema
serotoninérgico em modelos animais de ansiedade, Deakin e Graeff (1991) propuseram a
teoria do papel dual da serotonina. De acordo com essa teoria, quando as vias serotoninérgicas
provenientes do nucleo dorsal da rafe sdo ativadas por estimulos aversivos, ocorre um
aumento na liberagdo de serotonina no complexo amidaldide e na matéria cinzenta
periaquedutal (MCP). No complexo amidaldide, a serotonina seria responsavel por facilitar a
expressdo de comportamentos como o de esquiva, enquanto na MCP, inibiria a resposta de
fuga. Dessa forma, disfungdo na via serotoninérgica que se projeta para o complexo
amidaloide (via prosencefalica) resultaria em transtornos de ansiedade generalizada e, na via
que se projeta para MCP (via periventricular) geraria os transtornos do panico (DEAKIN;
GRAEFF, 1991; GRAEFF, 2002, 2004). Os resultados de varios estudos empregando técnicas
de lesdo, inativacdo reversivel e manipulagdes farmacologicas dos nicleos amidalares tém
corroborado o papel atribuido a amidala nesse pressuposto tedrico (DAVIS, 1992;
GONZALEZ; FILE, 1997; GRAEFF; NETTO; ZANGROSSI, 1998; MOREIRA et al., 2007,
PESOLD; TREIT, 1995; TREIT; PESOLD; ROTZINGER, 1993; ZANGROSSI; VIANA;
GRAEFF, 1999).

Adicionalmente, evidéncias sugerem a participagdo da amidala em respostas
emocionais condicionadas a eventos aversivos. A amidala parece ser um sitio importante de
plasticidade neural responsavel pela associagdo entre um estimulo previamente neutro com
outro de natureza aversiva (CAMPEAU; DAVIS, 1995; CAMPEAU; MISERENDINO;
DAVIS, 1992; FANSELOW; KIM, 1994; MISERENDINO et al., 1990; WILENSKY;
SCHAFE; LeDOUX, 1999).

1.5 Modelos animais de ansiedade

Numerosos estudos tém sido conduzidos visando o entendimento das bases
neurobiolégicas dos estados emocionais de medo e ansiedade. Indubitavelmente, a
experimentacdo animal, mais especificamente, os modelos animais de ansiedade, tém
fornecido importantes contribuicdes para compreensdo dos mecanismos neurobiologicos
envolvidos nessas psicopatologias. Além de possibilitar o estudo dos processos

psicofisiologicos e psicopatologicos relacionados a essas emogdes, os modelos animais sdo
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frequentemente utilizados como ferramentas para avaliacdo e desenvolvimento de potenciais
novos farmacos para o tratamento dessas patologias (GRAEFF; ZANGROSSI, 2002).

Os modelos animais de ansiedade podem ser divididos em dois principais grupos:
modelos baseados em aprendizagem associativa ¢ modelos baseados em medo inato ou
etologicamente fundamentados. Muitos modelos animais de ansiedade envolvem processos de
aprendizagem associativa e sdo baseados no condicionamento classico (Pavloviano) e/ou
operante (Skinneriano) do medo. Entre os modelos baseados em aprendizagem associativa
estdo a resposta emocional condicionada, o sobressalto potencializado pelo medo, o teste de
conflito do beber punido e puni¢do de pressdo a barra (ZANGROSSI, 1997).

Os modelos etologicamente fundamentados usam estimulos que desencadeiam
respostas inatas de medo em diferentes espécies animais. Os estimulos naturalmente aversivos
a roedores incluem lugares novos e/ou intensamente iluminados, a presencga de co-especificos
e o confronto com predadores. Os modelos etologicamente fundamentados oferecem vérias
vantagens sobre os de aprendizagem associativa, pois ndo empregam estimulos nocivos, como
choques elétricos e privagdo de dgua ou de alimentos, ndo requisitam o treino do animal € o
custo operacional ¢ baixo. Entre os modelos etologicamente fundamentados estdo o de
transicdo claro-escuro, a intera¢do social, o labirinto em cruz elevado e a interagdo presa-

predador (ZANGROSSI, 1997).

1.5.1 Labirinto em cruz elevado (LCE)

O labirinto em cruz elevado ¢ um dos principais modelos animais utilizados no estudo
da ansiedade. Os primeiros trabalhos que influenciaram o desenvolvimento desse modelo
foram realizados por Montgomery'® (1955 apud RODGERS; COLE, 1994, p.12). Esse
pesquisador observou que ratos exploravam muito mais os bragos fechados do que os bragos
abertos de um labirinto em “Y™.

Algumas décadas depois, Handley e Mithani'' (1984 apud RODGERS; COLE, 1994,
p.12) desenvolveram um labirinto em cruz elevado como um modelo animal para o estudo da
ansiedade. Apds algumas modificacdes nos procedimentos experimentais com o modelo,

varios estudos conduzidos por Pellow et al. (1985) em ratos, resultaram na sua validagdo

' MONTGOMERY, K.C. The relation between fear induced by novelty stimulation and exploratory behavior.
Journal of Comparative and Physiological and Psychology, v.48, p.254-260, 1955.

' HANDLEY, S.L.; MITHANI, S. Effects of alpha-adrenoceptor agonists and antagonists in a maze-exploration
model of “fear”- motivated behaviour. Naunyn-Schmiedeberg’s Archives of Pharmacology, v.327, p.1-5,
1984.
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comportamental, fisiologica e farmacologica. Alguns anos depois, Lister (1987) alterou
proporcionalmente as dimensdes do labirinto para ratos e validou o modelo para
camundongos.

O labirinto em cruz elevado (LCE) se baseia no conflito de duas caracteristicas inatas
dos roedores, a tendéncia de exploracdo de ambientes novos e, principalmente, na aversio por
espacos abertos. Quando os animais sdo expostos ao LCE, tendem a evitar os bragos abertos e
permanecer mais tempo nos bragos fechados. Uma das justificativas propostas para explicar a
aversividade aos bracos abertos do labirinto esta relacionada a impossibilidade dos animais
realizarem o comportamento de tigmotaxia, que corresponde a tendéncia que os roedores
apresentam de permanecer com o corpo proximo ou em contato com superficies verticais
(TREIT; FUNDYTUS, 1989).

Os principais indices de ansiedade avaliados no LCE sdo representados pelas medidas
de esquiva aos bragos abertos (porcentagem de entradas e tempo gasto nos bragos abertos),
enquanto a atividade locomotora ¢ avaliada pela freqiiéncia de entradas nos bragos fechados.
Classicamente, tem sido demonstrado que drogas ansioliticas reduzem a aversdo de roedores
aos bracos abertos do LCE, ou seja, aumentam o numero de entradas e o tempo de
permanéncia nesses bracos, enquanto drogas ansiogénicas produzem o efeito contrario

(RODGERS; COLE, 1994).

1.5.2 Teste de exposicdo ao rato

Durante as analises etoldgicas dos comportamentos defensivos de ratos e
camundongos, o casal Blanchard identificou diferencas marcantes no comportamento de ratos
e camundongos expostos ao gato no modelo Visible Burrow System (VBS). Enquanto os
ratos, na maior parte do tempo, recuavam para os tuneis do aparato e ld se mantinham
exibindo o comportamento de congelamento, os camundongos exibiram, preferencialmente,
comportamentos de avaliacdo de risco (BLANCHARD; GRIEBEL; BLANCHARD, 2001).
Para os autores, esse modelo foi insuficiente para caracterizacdo do repertério defensivo de
camundongos, o que os levou ao desenvolvimento da Bateria de testes de defesa em
camundongos (Mouse Defense Test Battery) para a avaliacdo de comportamentos associados a
ansiedade generalizada e ao péanico (BLANCHARD et al, 1998a). Nesse modelo,
camundongos sdo colocados em um grande corredor oval e sdo perseguidos por um rato
anestesiado, guiado pela mio do experimentador. Durante a sessdo experimental, varias

tarefas sdo realizadas, incluindo o teste de persegui¢do dos camundongos pelo rato.



29

Subsequentemente, visando dar continuidade aos estudos dos comportamentos defensivos de
camundongos, um grupo de pesquisadores liderado pelo casal Blanchard, desenvolveu o teste
de exposicdo ao rato (do inglé€s - Rat exposure test - RET) (YANG et al., 2004).

O RET ¢ um novo modelo animal de ansiedade que estuda a interacdo entre presa e
predador. O aparato consiste em uma caixa dividida em dois compartimentos de dimensdes
iguais, separados por uma tela de arame. Um dos compartimentos, denominado de superficie
¢ interligado a uma pequena toca através de um tunel. Durante o teste, um rato da linhagem
Long Evans ¢ utilizado como predador e ¢ mantido no compartimento oposto a superficie.
Neste paradigma, o camundongo pode controlar sua propria exposi¢do a ameaga predatdria,
esquivando-se na toca ou explorando o tunel e a superficie do RET (YANG et al., 2004).

O uso de ratos como predador de camundongos fundamenta-se no fato de que ratos
tém sido observados tanto na natureza, quanto em laboratério, cagando e consumindo
camundongos (KARLI, 1956; O'BOYLE, 1974, 1975; MALICK, 1975; RYLOV, 1985).
Além disso, quando confrontados com um rato, camundongos selvagens e de laboratorio,
demonstram comportamentos defensivos como fuga, congelamento, avaliagdo de risco
(ANISMAN et al, 2001; BEECKMAN; FLACHSKAMM; LINTHORST, 2005;
BLANCHARD et al., 1998a; CARVALHO-NETTO et al., 2007, 2009; HAYLEY et al.,
2001; KEMBLE et al., 1997), reducdo na locomog¢do € em comportamentos ndo defensivos,
tais como comer, beber e explorar (CALVO-TORRENT; BRAIN; MARTINEZ, 1999;
DALM et al.,, 2009). Outra evidéncia de que camundongos reconhecem ratos como um
estimulo aversivo, mesmo sem contato prévio, foi demonstrada a partir da interrup¢do da
gravidez de camundongos fémeas quando expostas a ratos (DE CATANZARO, 1988).

Na validacdo comportamental do RET, foi observado que as quatro linhagens de
camundongos estudadas exibiram uma marcante resposta de avaliagdo de risco, demonstrando
que esta ¢ uma das principais vantagens de sua utilizagdo em relacdo a outros modelos
animais, como o labirinto em cruz elevado, transi¢do claro-escuro ¢ a bateria de testes de
defesa para camundongos (YANG et al, 2004). Diante dessa observagdo, uma série de
estudos tem sido realizados com o RET no intuito de investigar os efeitos de compostos
ansioliticos e ansiogénicos nos comportamentos defensivos de camundongos e o papel de
estruturas encefalicas na neurobiologia da ansiedade (CARVALHO-NETTO et al., 2007,
2009; LITVIN et al., 2007; POBBE et al., 2010; TOVOTE et al., 2010; WALL et al., 2004).
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1.6 Resposta hormonal ao estresse

A exposicdo a situagdes estressantes resulta em uma série de respostas coordenadas
que visam aumentar a probabilidade de sobrevivéncia dos individuos de varias espécies.
Quando um animal € exposto a um estimulo estressor, varios mecanismos sdo ativados com o
objetivo de manter a homeostasia e, incluem desde reacgdes fisiologicas como a ativagdo do
eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) a mudangas cardiovasculares, que ndo sdo
consideradas patologicas nessas circunstancias (LANFUMEY et al., 2008). Contextualizando,
quando um animal encontra com o seu predador, a reacdo fisioldgica imediata do organismo
caracteriza-se pela ativacdo da medula da adrenal, resultando na liberagdo de catecolaminas
que irdo rapidamente preparar o animal para as demandas metabdlicas necessarias durante os
comportamentos de fuga e luta. Adicionalmente, as catecolaminas realizam o controle do
sistema renina-angiotensina para redistribuicdo do fluxo sanguineo em direcdo ao cérebro e
outros o0rgdos vitais. Uma segunda resposta a situacdo estressante ¢ também desencadeada e
compreende a liberacdo de glicocorticoides pelo cortex da adrenal (CARRASCO; VAN DE
KAR, 2003).

A regulagdo endocrina das respostas de estresse € bem caracterizada e inicia-se no
sistema nervoso central, particularmente, no nticleo paraventricular do hipotdlamo. Diante de
uma situacdo de estresse, esse nucleo secreta o fator liberador de corticotropina (CRF) na
regido da eminéncia mediana. Nessa regido, o CRF ¢ absorvido pelos vasos do sistema porta
hipotalamico hipofisario e levado até a adenohipodfise ou pituitaria, onde induz a secre¢do do
hormonio adrenocorticotropico (ACTH). Em seguida, apos ter sido liberado na circulagdo
sanguinea, o ACTH estimula o cdrtex da adrenal a secretar os glicocorticoides, cortisol
(homens) e corticosterona (primatas) no sangue (GUYTON; HALL, 1997).

Os glicocorticoides exercem numerosas agdes perifericamente € no sistema nervoso
central. Entre as agdes periféricas, destaca-se a capacidade de mobilizar energia para o
cérebro e os musculos através da estimulagdo da gliconeogénese pelo figado (formagdo de
glicose a partir de aminoacidos e acidos graxos). No sistema nervoso central, os
glicocorticoides se ligam a receptores presentes em varias regides do encéfalo como o
hipocampo, que ¢ uma estrutura importante no mecanismo de retroalimentagdo (feedback) do
eixo HPA (CARRASCO; VAN DE KAR, 2003). Ademais, apds o encontro com o predador,
o animal precisa consolidar essa memoria aversiva, pois as informagdes adquiridas poderdo
ajuda-lo a predizer a ocorréncia de um novo encontro e, portanto, aumentar as chances de

sobrevivéncia. Os glicocorticéides agem facilitando a adaptacdo comportamental do animal
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através da consolidag@o e potencializacdo do medo ou da facilitagdo da extingdo da esquiva.
Em outras palavras, dependendo do contexto e da fase da resposta de estresse, os
glicocorticoides podem produzir efeitos opostos no comportamento emocional via diferentes

receptores no cérebro (KORTE, 2001).

1.7 Medo incondicionado e condicionado

Quando os animais s@o confrontados com estimulos ambientais ameagadores, exibem
reagdes de defesa coordenadas e especificas, que independem de qualquer processo prévio de
aprendizagem. Por exemplo, ratos e camundongos de laboratério que nunca tiveram contato
prévio com seus predadores naturais, quando confrontados com um gato, reagem
defensivamente (ADAMEC; WALLING; BURTON, 2004; BLANCHARD et al., 1998b;
BLANCHARD; GRIEBEL; BLANCHARD, 2001). De maneira andloga, esses animais
exibem comportamentos defensivos quando sdo expostos a ambientes que apresentam sinais
da presenga do predador, tais como o odor do gato (APFELBACH et al., 2005;
DIELENBERG; McGREGOR, 2001; HUBBARD et al., 2004) ou substancias extraidas da
urina de rato (PAPES; LOGAN; STOWERS, 2010). O fato de esses comportamentos de
defesa serem inatos e, portanto, facilmente evocados em animais, despertou o interesse de
pesquisadores pelo desenvolvimento de modelos animais que avaliem interagdes entre presas
e predadores. Outro ponto bastante atraente foi a observacdo de que alguns dos
comportamentos defensivos exibidos pelas presas nessas circunstancias, sdo sensiveis aos
efeitos de fArmacos ansioliticos (BLANCHARD; GRIEBEL; BLANCHARD, 2001). Assim, o
paradigma presa-predador tem sido utilizado como um modelo etologicamente relevante para
o estudo da neurobiologia das rea¢des de medo/ansiedade.

A habilidade em reagir adequadamente aos perigos e as ameagas naturais colabora
com a sobrevivéncia de individuos de todas as espécies. Esta habilidade estd diretamente
relacionada com a capacidade de prever eventos aversivos e de coordenar as reacdes
defensivas diante deles. Nesse sentido, os animais aprendem a antecipar o perigo por
associa¢do de estimulos ambientais com eventos aversivos. Esse aprendizado associativo ¢
muito utilizado no estudo da neurobiologia do medo por meio de um procedimento
conhecido como condicionamento cldssico aversivo ou condicionamento Pavloviano do
medo (SANDERS; WILTGEN; FANSELOW, 2003).

No condicionamento Pavloviano, um estimulo inicialmente neutro (luz, som ou

ambiente) ¢ pareado com um estimulo incondicionado de natureza aversiva, como choque
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elétrico nas patas. Apos esse pareamento, a apresentagdo do estimulo anteriormente neutro
prediz a ocorréncia do choque elétrico e passa atuar como estimulo condicionado. Portanto, a
aprendizagem ¢ avaliada pela capacidade com que a presenca apenas do estimulo
condicionado produz resposta condicionada em antecipagdo a ocorréncia do estimulo
incondicionado. A resposta de medo condicionado € expressa principalmente pelo
comportamento de congelamento, que se caracteriza pela auséncia total de movimentos do
corpo e das vibrissas. Outras respostas de medo que podem ser observadas durante a
exposi¢do ao contexto do condicionamento incluem: alteragdes nas respostas neurovegetativas
(aumento da pressdo arterial, taquicardia, liberagdo de hormonios), expressdo de reflexos
(sobressalto potencializado pelo medo) e vocalizagdes ultrassonicas (FENDT; FANSELOW,
1999; LeDOUX, 2000).

O paradigma de medo condicionado tem sido muito utilizado no estudo dos
mecanismos subjacentes ao aprendizado e memoria de medo devido a simplicidade de analise
que oferece e, pelas possibilidades de associagdes a contextos especificos (RODRIGUES;
LeDOUX; SAPOLSKY, 2009).

O processamento da memoria parece envolver diferentes mecanismos e estruturas
encefalicas. Evidéncias apontam que a formacdo da memoria requer a atividade integrada e
seqliencial de algumas estruturas, tais como o hipocampo e a amidala (IZQUERDO;
MEDINA, 1997; KIM; JUNG, 2006).

Consideravel progresso na compreensdo do papel do hipocampo na memoria
aconteceu apds o famoso caso do paciente H.M. Esse paciente sofria de severas crises
epilépticas intratdveis a época e, a conduta médica adotada foi uma cirurgia para a remog¢ao
bilateral do lobo temporal medial. Apos a cirurgia, H.M. apresentou melhoras drasticas em
suas crises epilépticas, mas apresentou um quadro de amnésia principalmente do tipo
anterdgrada, ou seja, ndo conseguia recordar de eventos ocorridos apds a cirurgia. Também
foi observado um grau moderado de amnésia retrégrada no paciente, isto €, incapacidade para
recordar fatos ocorridos antes da cirurgia, particularmente limitado a poucos anos
antecedentes a intervengao cirargica (SQUIRE, 2009).

Posteriormente, estudos em animais, principalmente em roedores, demonstraram que
lesdes hipocampais prejudicam o condicionamento aversivo ao contexto, mas ndo ao som,
quando as lesdes sdo realizadas antes (KIM; RISON; FANSELOW, 1993; PHILLIPS;
LeDOUX, 1992; SELDEN et al., 1991) ou alguns dias depois do treino (ANAGNOSTARAS;
MAREN; FANSELOW, 1999; KIM; FANSELOW, 1992).
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O condicionamento contextual implica na combinagdo ou configuragdo de varios
estimulos (visual, olfatorio, auditério) que compreendem o aprendizado ambiental. De acordo
com a visdo de Fanselow (1990), para que um ambiente ou contexto possa ser condicionado
aversivamente ¢ necessario a formacdo de uma representacdo configuracional dos varios
elementos do ambiente, a qual seria entdo associada com a representagdo do estimulo
incondicionado. Assim, evidéncias sugerem que a integridade funcional do hipocampo parece
ser critica para a aquisi¢do e a consolidagdo de uma representagdo unificada de um contexto
(O'REILLY; RUDY, 2001; SUTHERLAND; RUDY, 1989). Dessa forma, os mecanismos de
plasticidade e de memoria do hipocampo seriam fundamentais no circuito neural de
condicionamento de medo

A amidala, por sua vez, ¢ considerada o componente central do circuito neural do
medo e constitui um lugar de plasticidade importante para a formagdo e armazenamento de
memorias de medo (LeDOUX, 2000; MAREN, AHARONOV; FANSELOW, 1997;
PHILLIPS; LeDOUX, 1992). De fato, o bloqueio da atividade na amidala impede o
condicionamento de medo para diferentes tipos de estimulos condicionados
(MISERENDINO et al., 1990).

O processo de formagdo de memorias envolve varios estagios distintos, que incluem a
aquisicdo, consolidacdo e evocagdo. A formag¢do de memorias inicia-se com a aquisicdo de
informagdes que chegam aos sistemas sensoriais (audi¢do, visdo, tato, olfato) sob a forma de
estimulos. Depois de processadas pelos sistemas sensoriais, as informagdes sdo armazenadas
no sistema de memoria de curto prazo e, se tornam estaveis, quando sdo transferidas para o
sistema de memoria de longa duragdo, através do processo denominado de consolidagdo.
Finalmente, o processo de recuperacido das informagdes armazenadas na memoria de longa
duracdo € conhecido como evocagdo (TOMAZ, 1996).

Apesar de a memoria possuir etapas bem caracterizadas, pode sofrer constantes
transformagdes, quer seja por estimulos diretamente relacionados com o episodio de
aprendizagem, como a execucdo de tarefas repetitivas ou por associagdo de outras
informag¢des aprendidas. Além disso, o aprendizado adquirido de um novo estimulo pode ser
alterado de varias maneiras a partir da manipulacdo de uma ou mais etapas dos processos de
formacdo da memoria. Assim, as memorias podem ser alteradas antes da exposi¢do a uma
nova experiéncia ou nos momentos iniciais da aquisi¢do, assim como algumas horas apds esse
processo. O processo de evocacdo também pode ser alterado através de interferéncias

realizadas minutos antes da sessdo teste, por exemplo, utilizando manipulagdes
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farmacologicas, técnicas de inativagdo reversivel ou lesdes de algumas estruturas encefélicas
(IZQUIERDO, 1990).

Algumas técnicas utilizadas para estudar os processos de formacdo de memorias em
regides encefalicas sdo questiondveis. Por exemplo, lesdes eletroliticas tém a desvantagem de
destruir ndo sé os corpos celulares de neurdnios da estrutura de interesse, mas também
axonios e fibras de passagem. Dessa forma, os danos as fibras de passagem podem dificultar a
compreensdo do papel que uma estrutura desempenha dentro de uma circuitaria neural. As
lesdes excitotoxicas (NMDA, acido iboténico, acido cainico), por outro lado, promovem
unicamente a morte de corpos celulares de neurdnios e ndo comprometem as fibras de
passagem. No entanto, estudos histologicos ressaltam que o acido cainico pode promover
destruicdo neuronal a distdncia, enquanto o acido iboténico, desmielinizagdo do ax6nio no
local da infusdo (KOHLER; SCHWARCZ, 1983).

Na tentativa de minimizar possiveis problemas com a utilizacdo de lesdes
excitotoxicas e eletroliticas, varios laboratérios tém preconizado o uso de técnicas de
inativagdo reversivel para investigar a contribuicdo de uma estrutura especifica durante uma
determinada fase da formagdo da memoria. Nesse sentido, tem sido observado um numero
crescente de estudos empregando o muscimol, um agonista de receptores GABAérgicos do
subtipo A (BAST; ZHANG; FELDON, 2001; BERLAU; McGAUGH, 2003; KILPATRICK;
CAHILL, 2003; MARTINEZ; OLIVEIRA; BRANDAO, 2006; WILENSKY; SCHAFE;
LeDOUX, 1999). Diferentemente dos bloqueadores de canais de sddio (ex. tetrodotoxina) ou
de anestésicos locais (ex. lidocaina), que previnem a ocorréncia de potenciais de agdo de
neuronios locais e fibras de passagem, o muscimol somente inibe a atividade de neurdnios
locais. Ademais, outra vantagem do uso de muscimol foi descrita em um estudo
eletrofisioldégico que demonstrou que a atividade neuronal foi rapidamente suprimida poucos
minutos apos a inje¢do e perdurou por varias horas (2 horas) (EDELINE et al., 2002).

Assim, considerando o crescente interesse pela elucidagdo dos sistemas neurais
envolvidos nos estados emocionais de ansiedade/medo e as evidéncias da importante
participacdo do hipocampo ventral e amidala na modulacdo de comportamentos defensivos de
ratos em alguns modelos animais de ansiedade, o presente estudo utilizou a técnica de
inativagdo reversivel por muscimol para avaliar o papel dessas duas estruturas na modulacao
de respostas defensivas inatas e condicionadas de camundongos submetidos a dois modelos

animais de ansiedade, o labirinto em cruz elevado (LCE) e o teste de exposi¢do ao rato (RET).
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CAPITULO TT
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

= [nvestigar a participacdo do hipocampo ventral e do complexo amidaléide na modulagao
das reagdes comportamentais de defesa diante de estimulos aversivos incondicionados e

condicionados em camundongos expostos ao RET.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar se a exposicdo de camundongos ao predador (rato) no RET altera o perfil de

secre¢do de corticosterona plasmatica (CAPITULO III).

= Investigar os efeitos da inativagdo reversivel por muscimol do hipocampo ventral e do
complexo amidaldide nos comportamentos defensivos de camundongos expostos a dois

modelos animais de ansiedade, o LCE ¢ o RET (CAPITULO 1V).

= Avaliar se o teste de exposi¢do ao rato ¢ util para o estudo de respostas de medo

condicionadas ao contexto (CAPITULO V).

=  Padronizar as principais respostas condicionadas observadas em camundongos expostos

ao RET (CAPITULO V).

= [nvestigar se a inativagdo reversivel por muscimol do hipocampo ventral e do complexo
amidaldide influencia na consolidacdo da memoria aversiva ao predador no RET

(CAPITULO VI).
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AVALIACAO DO PERFIL DE SECRECAO DE CORTICOSTERONA E ANALISE
DOS COMPORTAMENTOS DEFENSIVOS DE CAMUNDONGOS SUBMETIDOS
AO TESTE DE EXPOSICAO AO RATO (RET).

Os trabalhos pioneiros de Blanchard e Blanchard (1972a,b) direcionaram a atengdo de
neurocientistas para a utilizagdo de estimulos naturalisticos para o estudo das bases neurais de
emog¢des como o medo e ansiedade. Nesse contexto, os modelos de interagdo presa-predador
tém contribuido para a elucidacdo dos aspectos neurocomportamentais € neuroquimicos
dessas emocgoes.

O crescente interesse pela utilizagdo de modelos presa-predador esta relacionado a
capacidade que os predadores naturais apresentam de facilmente eliciar comportamentos
defensivos em animais de laboratorio. Ademais, a exposicdo de roedores a seus predadores
naturais induz um estado emocional semelhante ao observado em alguns transtornos de
ansiedade, o que torna esses modelos atrativos para a investiga¢do de potenciais farmacos
para o tratamento dessas patologias (ADAMEC; SHALLOW, 1993; ADAMEC; WALLING;
BURTON, 2004; DIELENBERG; McGREGOR, 2001).

Apesar de a maioria dos estudos realizados com modelos de interagdo presa-predador
reportar a utilizacdo de gatos como predadores (ADAMEC; SHALLOW, 1993; ADAMEC;
WALLING; BURTON, 2004; BELZUNG et al, 2001; CANTERAS; GOTO, 1999;
KAVALIERS; COLWELL, 1991), estudos recentes tém sido conduzidos com ratos, outro
predador natural, na avaliagdo de respostas defensivas de camundongos (BEEKMAN;
FLACHSKAMM; LINTHORST, 2005; BLANCHARD; GRIEBEL; BLANCHARD, 2001;
CARVALHO-NETTO et al., 2007, 2009; LITVIN et al., 2007; YANG et al., 2004).

Embora o padrao de respostas defensivas de ratos e camundongos de laboratério seja
bastante semelhante, algumas diferengas comparativas nas estratégias defensivas dessas
espécies ressaltam a importancia da utilizagdo de camundongos em modelos de interagdo
presa-predador (BLANCHARD et al, 1997, 1998a; BLANCHARD; GRIEBEL;
BLANCHARD, 2001; MARTINEZ et al., 2008; YANG et al., 2004). Exemplificando, diante
do confronto com o predador, camundongos de laboratorio exibem com maior frequéncia
comportamentos de avaliagdo de risco, quando comparados a ratos.

Partindo dessa premissa, o grupo de pesquisa liderado por Robert e Caroline
Blanchard, da Universidade do Havai, desenvolveu um novo modelo etologico de interagao

presa-predador, utilizando camundongos (presa) e ratos (predador). O teste de exposicdo ao
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rato (RET - do inglés Rat Exposure Test) ¢ um novo modelo animal que possibilita a
expressdo de diferentes comportamentos defensivos, tais como esquiva, avaliagdo de risco,
congelamento, comportamento de ocultagdo defensiva (caracterizado pelo comportamento do
camundongo em acomodar a maravalha sobre a entrada de um tunel que comunica a toca do
camundongo a area de contato com o rato) e auto-limpeza (YANG et al., 2004).

Uma série de estudos para validacdo comportamental do RET foi realizada e os
resultados demonstraram que o modelo elicia marcante resposta de avaliagdo de risco na
presa, sendo essa, uma das principais vantagens desse modelo em relacdo a outros, tais como
o labirinto em cruz elevado, transi¢do claro-escuro e a bateria de testes de defesa para
camundongos (YANG et al., 2004). Apesar de o comportamento de avaliagdo de risco ser um
importante parametro para avaliagdo da ansiedade/medo nos modelos animais e ainda, ser
modulado por farmacos ansioliticos, alguns autores argumentam que esses modelos devem ser
analisados além de uma perspectiva comportamental (RODGERS; COLE, 1994). Assim, um
modelo animal ideal deveria também reproduzir os sintomas clinicos e as respostas
fisiologicas observados nas patologias (ZANGROSSI; GRAEFF, 2004).

Nesse sentido, diversos estudos demonstraram que estimulos estressantes, como a
exposi¢do ao predador, eliciam uma resposta fisiologica de estresse caracterizada por uma
robusta ativacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) (ANISMAN et al., 1998, 2001;
BLANCHARD et al, 1998b; FIGUEIREDO et al, 2003; McINTYRE et al, 1999;
ROSEBOOM et al, 2007). O aumento nos niveis plasmaticos de catecolaminas e
glicocorticoides (corticosterona nos roedores e cortisol no homem) € essencial para a
sobrevivéncia dos animais em situacdes de perigo, pois mobilizam energia para a exibi¢do de
comportamentos mais vigorosos, do tipo luta e fuga (MARIN; CRUZ; PLANETA, 2007,
SAPOLSKY; ROMERO; MUNCK, 2000). Portanto, a dosagem de corticosterona plasmatica
¢ bem aceita como um marcador biologico de estresse (HERMAN et al., 2005; KORTE,
2001).

Diante do crescente interesse pela utilizagdo do RET nos ultimos anos e, da
necessidade de contribuir com a sua validagdo como modelo animal de ansiedade/medo, o
presente estudo investigou o perfil de respostas endocrina e comportamental de camundongos
expostos a esse modelo. Para tanto, utilizamos a dosagem de corticosterona plasmatica, um
marcador bioldgico de estresse, para avaliar a aversividade da exposi¢do de camundongos ao

predador (rato) no RET.
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3.1 MATERIAIS E METODOS

3.1.1 Etica

Todos os experimentos realizados neste estudo estdo em acordo com as normas da
Sociedade Brasileira de Neurociéncias ¢ Comportamento (SBNeC), que sdo baseadas nas
normas do US National Institutes of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals.
Além disso, todos os procedimentos foram analisados e aprovados pelo Comité de Etica em

Pesquisa local (Protocolo CEP/FCF/CAr. n°® 43/2008; Parecer n® 15/2009).

3.1.2 Sujeitos

Foram utilizados camundongos Suicos adultos machos (25-35 g), albinos,
provenientes do biotério central da Universidade Estadual Paulista - UNESP. Os animais
foram alojados em grupos de dez, em gaiolas viveiro de polietileno (41 x 34x 16 cm) e
mantidos em condi¢des controladas de temperatura (23 = 1°C), umidade (55 £ 5%) e luz
(ciclo 12/12 horas, luzes acesas as 07:00 h) e tiveram livre acesso ao alimento e a agua, exceto
durante os curtos periodos de teste. Cinco ratos Long-Evans adultos machos, pesando
aproximadamente 600 g, foram utilizados como estimulo aversivo (predador) nos

experimentos com o teste de exposicao ao rato (RET).

3.1.3 Droga

Foi utilizado o agonista dopaminérgico Apomorfina (Siegfried Zofinger, Suica), na
dose de 3,0 mg/kg, dissolvido em solu¢do fisioldogica de cloreto de sodio a 0,9% e
administrado por via subcutanea aos ratos Long-Evans 20 minutos antes do inicio do teste de
exposi¢do ao rato (RET). Este procedimento foi realizado para manter os ratos uniformemente

ativos e em movimento durante as sessdes experimentais.

3.1.4 Aparato - Teste de exposicao ao rato (RET)

O teste de exposigdo ao rato (do inglés Rat Exposure Test — RET) ¢ um modelo animal
de interacdo presa-predador, constituido por uma caixa de acrilico transparente (46 x 24 x 21
cm) coberta por uma tampa de acrilico preto e dividida em dois compartimentos de igual
tamanho (superficie e compartimento do predador) por uma tela de arame (YANG et al,
2004). Além disso, a superficie encontra-se conectada a uma caixa menor (toca) (7 x 7 x 12

cm) confeccionada em acrilico preto em trés faces e de acrilico transparente em uma face
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(para facilitar a filmagem), através de um tunel de acrilico transparente (4,4 cm de didmetro,
13 cm de comprimento e elevado 1,5 cm em relagdo ao assoalho das duas outras caixa)
(Figura 1). Todos os experimentos foram realizados durante a fase clara do ciclo claro-escuro

sob a ilumina¢do de uma lampada vermelha de 100 W (2 lux no nivel da superficie).

e —— . -t

B | i’

Figura 1 - Teste de exposi¢do ao rato (RET)

3.1.5 Procedimentos experimentais
Nessa etapa do estudo foram realizados dois experimentos, conduzidos entre 8:00 h e
12:30 h, para evitar flutuagcdes nos niveis plasmaticos de corticosterona em fungdo do ritmo

circadiano.

3.1.5.1 Experimento 3A - Determinacio do perfil de secrecdo de corticosterona em
camundongos submetidos ao teste de exposicdo ao rato (RET).
Os experimentos foram realizados durante cinco dias consecutivos e consistiram em

duas fases: habituacdo e teste de exposicdo.

Fase 1 - Habituacéo

Antes do inicio do teste, os camundongos foram transportados para uma sala adjacente
a sala de experimento, onde permaneceram por um periodo de 1 hora para ambientac3o.
Posteriormente, os animais foram conduzidos até a sala experimental e colocados
individualmente na superficie da caixa de exposi¢do por um periodo de 10 minutos para livre
exploragdo do aparato sem a presenga do rato. A maravalha da caixa moradia de cada animal
foi colocada nos compartimentos superficie e toca para facilitar a habituagdo. Esse
procedimento foi repetido por 4 dias consecutivos com a finalidade de reduzir o potencial

efeito aversivo desencadeado pela novidade.
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Fase 2 - Teste de Exposicao

No quinto dia, um rato macho Long-Evans pesando aproximadamente 600 g
(predador) e tratado com apomorfina (3 mg/kg, s.c., para manté-lo em movimento durante o
teste) foi introduzido no compartimento do predador. A maravalha da caixa moradia de cada
animal foi novamente colocada nos compartimentos superficie e toca. Em seguida, cada
camundongo foi transportado com auxilio de uma gaiola individual até a sala experimental e,
colocado na superficie do aparato, compartimento que o separava do rato, por um periodo de
10 minutos. Ao final da exposicdo, os animais retornaram a sala adjacente a sala
experimental, onde foram mantidos isolados por 5, 20 ou 50 minutos em gaiolas viveiro
individuais contendo maravalha da caixa moradia original. Transcorridos esses periodos, os
animais foram levados a uma outra sala experimental, aonde foram decapitados e a coleta do
sangue do tronco foi realizada em tubos de polipropileno previamente heparinizados. Além
disso, trés grupos adicionais de camundongos experimentalmente ingénuos foram colocados
individualmente em gaiolas viveiro contendo maravalha de suas caixas moradia originais e
mantidos isolados por 5, 20 ou 50 minutos. O mesmo procedimento de decapitagcdo e coleta
de sangue descrito acima foi utilizado para esses Ultimos animais. Posteriormente a coleta, o
sangue foi centrifugado a 11.500 rpm (por 10 minutos e a 4°C) e o plasma foi separado ¢
estocado a -80 °C até o dia em que foi realizada a dosagem de corticosterona. O protocolo

experimental do experimento 3A encontra-se ilustrado na Figura 2.
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Habituacéo - 4 dias consecutivos por 10 min

Habituacao
I

Tela de arame

Toca

V £ Tunel
- Superficie

Teste - 5° dia

Exposicio ao rato por 10 min

Teste de exposi¢io

|
Tela de arame

Toca
-
I Tunel

Superficie

/ 1 GRUPOS CONTROLE |

y

i

5 min 20 min 50 min

Coleta do plasma Coleta do plasma

Figura 2 - Representagdo esquematica do protocolo experimental utilizado no experimento 3A. O
aparato RET foi modificado de Yang et al. (2004).
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3.1.5.1.1 Radioimunoensaio para Corticosterona

A concentragdo plasmatica de corticosterona foi determinada por radioimunoensaio
(RIE) segundo o método utilizado por Marin, Cruz e Planeta (2007), adaptado de Sarnyai et
al. (1992). O anticorpo para corticosterona liofilizado da Sigma® (St. Louis, MO) foi
ressuspenso em 5 ml de Tampao Tris pH 8,0 (0,05M Tris-HCI; 0,1M NaCl; 0,1% de Azida
Sodica) e separado em aliquotas (solug¢do estoque) e conservado a —20° C até a utilizagdo.
Para a realizacdo do ensaio a solu¢do estoque foi diluida em tampao Tris na proporcao de 1:2.

Aliquotas de 20 pl de plasma dos camundongos foram adicionadas a 980 pl de tampao
fosfato e incubadas em banho de agua a 75 °C durante 1 hora para deslocamento da
corticosterona ligada a globulina plasmatica. Apds a incubagdo, as amostras foram resfriadas
a temperatura ambiente e aliquotas de 100 pl foram transferidas para tubos de polipropileno
contendo 100 pul da solugdo 1:2 do anticorpo para corticosterona e [ H]-corticosterona (10.000
— 20.000 cpm por tubo de ensaio). As amostras foram incubadas por 12 - 18 horas a 4° C.
Apods a incubagdo, a [*H]-corticosterona ndo ligada foi removida adicionando-se 500 ul de
solucdo de carvao ativado e dextran, seguido de centrifugagdo a 10.000 rpm por 10 minutos a
4°C. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para vials contendo liquido de
cintilagdo e a radioatividade foi determinada em espectrofotdmetro de cintilagdo liquida.

A curva padrio foi construida com concentra¢des de corticosterona (Sigma®) de 1000;
500; 250; 125; 62,5 e 31,25 pg/dl, em triplicatas. Apos a diluigdo, todas as concentracdes de
corticosterona das amostras encontraram-se dentro do intervalo de linearidade da curva
padrdo. O limite de detecgdo foi de 0,23 pg/dl e os coeficientes de variagdo inter e intraensaio

foram de 4,0% e 8,1%, respectivamente.

3.1.5.2 Experimento 3B - Determinacio da concentracio plasmatica de corticosterona e
avaliacio dos comportamentos defensivos de camundongos expostos aos ratos de
brinquedo ou verdade no RET.

O protocolo experimental desta etapa do estudo foi semelhante ao descrito para o
Experimento 3A (pagina 41). Os experimentos também foram realizados durante cinco dias
consecutivos e consistiram na habituagdo e no teste de exposi¢ao.

No dia do teste, os camundongos foram alocados em dois grupos, um exposto ao rato
Long-Evans (predador) e outro, exposto a um rato de brinquedo no RET por 10 min. Ao final
da exposi¢do, os animais retornaram a sala adjacente a sala experimental, onde foram
mantidos isolados por 5 minutos em gaiolas viveiro individuais contendo maravalha da caixa

moradia original. Ao final desse periodo, os animais foram levados a uma outra sala
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experimental aonde foram decapitados e a coleta do sangue do tronco foi realizada em tubos
de polipropileno previamente heparinizados. De acordo com os resultados observados no
experimento 3A, foi demonstrado que o pico de secrecdo plasmatica de corticosterona em
camundongos ocorreu apos 5 min do final da exposi¢do ao rato (predador) no RET (ou 15
minutos contabilizados desde o inicio da exposi¢do ao rato no RET). Diante disso, a coleta de
sangue dos animais para o experimento 3B, foi realizada apds 5 min do final do teste.

Um grupo adicional de camundongos experimentalmente ingénuos foi utilizado como
controle ¢ os animais foram individualmente expostos a uma gaiola viveiro contendo
maravalha de sua caixa moradia original por 5 min.

Os experimentos dessa etapa foram gravados através de um circuito fechado
filmadora-TV-DVD para andlise posterior. Os pardmetros comportamentais registrados
durante o teste de exposi¢do ao rato foram avaliados com o auxilio do programa Hindsight,
desenvolvido por Scott Weiss e compreenderam medidas espago temporais (frequéncia de
entradas e tempo na toca, tunel e superficie) e etologicas. O tempo gasto em contato com a
tela de arame, incluindo sua escalada, foi registrado como tempo total de contato. As medidas
etoldgicas avaliadas foram: freqii€éncia e duragdo de avaliacdo de risco (animal estica o corpo
sem movimentar as patas traseiras e volta a posi¢do inicial ou movimenta-se com corpo
esticado) na toca, tinel ou superficie, tempo total de congelamento (definido como auséncia
de movimentos que ndo os da respiragdo), de ocultacdo defensiva (o camundongo empurra
com as patas anteriores a maravalha da toca em direcdo ao tunel) e do comportamento de

autolimpeza.

3.1.6 Analise estatistica

Todos os resultados foram inicialmente submetidos ao teste de Levene para
homogeneidade de varidncias. Nos casos em que o teste de Levene apresentava valores
significativos (p<0,05), os dados foram convertidos em Log de base 10 ou em raiz quadrada
ou ainda, em raiz cubica.

Os resultados do experimento 3A foram analisados pela ANOVA bifatorial [Fator 1:
(exposi¢do) rato x gaiola viveiro; Fator 2: tempo] seguida do teste F de comparagdes
planejadas.

Os resultados das medidas espago temporais e etoldgicas dos animais expostos ao RET
(Experimento 3B) foram analisados pelo teste # de Student para medidas independentes. Para
a analise dos resultados cujo teste de Levene acusava significincia mesmo apos as

transformacgodes citadas acima, o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado.
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Os resultados da mensuragdo da concentragdo plasmatica de corticosterona
(Experimento 3B) foram submetidos a andlise de varidncia unifatorial, seguida do teste de
comparagdes multiplas de Newman-Keuls.

Todos os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média (EPM). O nivel de

significancia adotado em todos os experimentos foi de p< 0,05.

3.2 RESULTADOS

3.2.1 Experimento 3A - Determinacido do perfil de secrecio de corticosterona em
camundongos submetidos ao teste de exposi¢ciao ao rato (RET).

A Figura 3 ilustra o decurso temporal da concentragdo plasmatica de corticosterona de
camundongos expostos ao predador no RET ou a uma gaiola viveiro (grupos controle). A
ANOVA bifatorial revelou significincia para os fatores exposicdo [F(33=12,31, p=0,001] e
tempo [F(233=4,70, p=0,016], porém ndo apontou significAncia na interagcdo entre os fatores
[F233=0,98, p=0,38]. A andlise post hoc utilizando o teste F de comparacdes planejadas
revelou um aumento significativo na concentragdo plasmatica de corticosterona apos 5
minutos da exposi¢do ao predador [F(;33=12,21, p=0,001] em comparac¢do ao seu respectivo
grupo controle. No entanto, o teste F apenas revelou um valor de P préximo da significancia
[Fa,33=3,53, p=0,06] para a concentra¢do plasmatica de corticosterona dos animais apds 20
minutos da exposi¢do ao predador em comparacdo ao grupo controle. Além disso, ndo foi
observada diferenca significativa na concentragdo plasmatica de corticosterona apds 50
minutos da exposi¢do ao rato ou a caixa viveiro [F(; 33=1,04, p=0,31].

As comparagdes planejadas realizadas entre os grupos expostos ao rato revelaram um
aumento significativo na concentracdo plasmatica de corticosterona no tempo 5 em
comparagdo aos tempos 20 [F(33=5,48, p=0,02] e 50 minutos [F(33=8,85, p=0,005].
Ademais, nenhuma diferenga significativa na concentracdo plasmatica de corticosterona foi
observada nas comparagdes planejadas entre os grupos expostos a gaiola viveiro [maior valor

de F(1,33):1,40, p>0,05] (Figura 3).
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Figura 3 - Decurso temporal da concentragdo plasmatica de corticosterona (ug/dl) de camundongos
expostos ao predador (rato) no RET ou a uma gaiola viveiro contendo maravalha originaria da caixa
moradia. As colunas representam as médias e as barras o EPM. # p<0,05 comparado ao grupo exposto
a gaiola viveiro por 5 min. * p<0,05 comparado ao grupo 5 min apos a exposi¢do ao rato (n = 5-
9/grupo).

3.2.2 Experimento 3B - Determinacio da concentracdo plasmatica de corticosterona e
avaliacio dos comportamentos defensivos de camundongos expostos aos ratos de
brinquedo ou verdade no RET.

A Figura 4 ilustra a frequéncia de entradas e a duracdo na toca, tunel e superficie de
camundongos expostos aos ratos de verdade ou brinquedo no RET. O teste 7 de Student para
medidas independentes revelou uma redugdo significativa na frequéncia de entradas no tinel
[t(15) = 2,29, p=0,04] e superficie [t(15) = 2,92, p=0,01] entre os animais expostos aos ratos
de verdade e brinquedo. No entanto, nenhuma diferenca significativa foi observada entre os
grupos em relagdo a frequéncia de entradas na toca [t(15) = 1,37, p=0,19].

Adicionalmente, os camundongos expostos ao rato de verdade permaneceram menos
tempo na superficie quando comparados aos animais expostos ao rato de brinquedo [t(15) =
4,23, p=0,0007]. Entretanto, nenhuma diferenga significativa foi observada entre os animais
em relacdo a duragdo na toca [t(15) = -1,21, p=0,24] e tanel [U=21,0, Z=-1,44, p=0,15]
(Figura 4).

A Figura 5 ilustra a frequéncia e a duragdo do comportamento de avaliagdo de risco

que os camundongos exibiram nos trés compartimentos do RET. Os camundongos expostos
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ao rato de verdade apresentaram um aumento na frequéncia e duragdo da avaliagdo de risco na
toca [frequéncia: U=12,0, Z=-2,31, p=0,01; duracdo U=11,0, Z=-2,40, p=0,007]; tinel
[frequéncia: t(15) = -4,05, p=0,001; duragdo U=6,0, Z=-2,99, p=0,002] e superficie
[frequéncia: U=4,5, Z=-3,39, p=0,0007; duragdao U=4,5, Z=-3,39, p=0,0007].

25

ORato de brinquedo

B Rato de verdade
20 A

—_
W
1

Frequéncia
—_—
(e}
1

Toca Tunel Superficie

450 1

400 - I

350 A

300 A

250 1

200 A

Duracgio (s)
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100 A

50 A

Toca Tinel Superficie

Figura 4 - Frequéncia de entradas (painel superior) e duragdo (painel inferior) na toca, tunel e
superficie de camundongos expostos aos ratos de verdade (Long Evans) ou brinquedo no RET. As
colunas representam as médias ¢ as barras o EPM. * p<0,05 comparado ao grupo exposto ao rato de
brinquedo (n = 8-9/grupo).
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Figura 5 - Frequéncia (painel superior) e duragdo (painel inferior) de SAP (do inglés: stretched attend
postures — comportamento de avaliagdo de risco) na toca, tunel e superficie de camundongos expostos
aos ratos de verdade (Long Evans) ou brinquedo no RET. As colunas representam as médias e as
barras o EPM. * p<0,05 comparado ao grupo exposto ao rato de brinquedo (n = 8-9/grupo).

A Figura 6 ilustra o etograma da duracdo dos comportamentos de camundongos

durante os 10 minutos de exposi¢do aos ratos de verdade e brinquedo. O teste ¢ de Student
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revelou uma redugdo na duracdo do tempo de contato [t(15) = 10,09, p<0,0001] e escalada na
tela de arame [t(15) = 13,39, p<0,001] de camundongos expostos ao rato de verdade quando
comparados aos animais expostos ao rato de brinquedo. Além disso, o teste de Mann Whitney
revelou um aumento significativo no tempo de congelamento [U=13,5, Z=-2,68, p=0,007] dos
animais expostos ao rato de verdade em relacdo aos animais expostos ao rato de brinquedo.
Nenhum efeito significativo foi observado entre os grupos em relacdo aos comportamentos de

autolimpeza [t(15) =-0,11, p=0,91] e ocultagdo defensiva U=28,0, Z=-0,83, p=0,40].

Etograma
240 - O Rato de brinquedo

210 - B Rato de verdade

180 -

150

120 ~

90

Duracio (s)

60 -

*

0__i —— - -

Contato Autolimpeza Congelamento Ocultacio defensiva Escalada

Figura 6 - Etograma da duracio dos comportamentos exibidos por camundongos durante os 10 min de
exposi¢do aos ratos de brinquedo ou verdade. As colunas representam as médias e as barras 0 EPM.
* p<0,05 comparado ao grupo exposto ao rato de brinquedo (n = 8-9/grupo).

A Figura 7 ilustra a concentrag@o plasmatica de corticosterona de camundongos apods 5
minutos da exposicdo aos ratos de verdade ou brinquedo ou apos um periodo 10 minutos de
exposi¢do a gaiola viveiro. A ANOVA unifatorial revelou efeito significativo da exposigdo
nos niveis plasmaticos de corticosterona [F(223=6,97, p=0,004] e o teste de comparacdes
multiplas de Newman-Keuls mostrou um aumentou pronunciado nos niveis desse hormdnio

nos animais expostos ao rato de verdade quando comparado aos demais grupos (p<0,05).
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Figura 7 - Niveis plasmaticos de corticosterona (ug/dl) de camundongos expostos a uma gaiola
viveiro ou aos ratos de brinquedo ou verdade por 10 min. As colunas representam as médias e as

barras o EPM. # p<0,05 comparado aos grupos expostos a gaiola viveiro e ao rato de brinquedo (n =
8-9/grupo).

3.3 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostraram que o estresse associado a exposi¢do do
predador (rato) no RET foi capaz de modular o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) dos
camundongos no Experimento 3A. Como observado na Figura 3, a curva de secregdo
plasmatica de corticosterona revelou um aumento rapido e significante desse hormonio apos 5
minutos da exposicdo ao rato no RET. Transcorridos 20 e 50 minutos da exposi¢do ao
predador, foi observado um declinio nos niveis plasmaticos desse hormonio, provavelmente
refletindo os efeitos da retroalimentagdo negativa na adaptacdo dessa resposta. Partindo
dessas observagdes, o protocolo do experimento 3B utilizou o tempo de 5 minutos apds as
exposigdes ao predador para mensurar a concentragdo plasmatica de corticosterona dos
camundongos. Nessa etapa do estudo, foi demonstrado que a exposi¢do ao rato de brinquedo
ou a gaiola viveiro ndo alterou significativamente a concentracdo plasmatica de corticosterona
dos camundongos, reafirmando assim, a aversividade do rato como estimulo predatério.

Embora o presente estudo ndo tenha sido conduzido com o propdsito de investigar ou

comparar diferengas no perfil de secrecdo de corticosterona entre animais expostos a
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diferentes predadores, ¢ importante destacar a possibilidade de ocorréncia dessas variacoes,
determinadas inclusive, por periodos de exposicdo maiores ou menores do que o utilizado
nesse estudo (10 min).

O répido e consistente aumento da concentracdo plasmatica de corticosterona
observado em nosso estudo corrobora os achados da literatura que descrevem o aparecimento
de um pico nos niveis circulantes desse glicocorticoide apds a exposicdo a eventos
estressantes (FILE et al., 1994; KORTE, 2001; RODGERS et al., 1999). O aumento nos
niveis de glicocorticdides influenciado por situagdes estressantes como a presenca de um
predador, tem alto valor adaptativo e determina uma série de a¢des periféricas e centrais nos
animais, tornando-os aptos a enfrentar o perigo (SAPOLSKY; ROMERO; MUNCK, 2000).

Adicionalmente, os resultados da elevagdo da concentracdo plasmatica de
corticosterona observada em nosso estudo, vao ao encontro dos resultados de marcagdo da
proteina Fos descritos por Martinez et al. (2008). Nesse estudo, camundongos expostos ao
rato no RET exibiram um robusto aumento na marcacdo dessa proteina na regido parvicelular
do nucleo paraventricular hipotaldimico, uma estrutura rica em receptores para
glicocorticoides (REUL; DE KLOET, 1985, 1986). E importante ressaltar que é a partir dos
neurdnios dessa regido hipotaldmica que se inicia a cascata de ativacdo do eixo HPA que
culmina na secrecdo de corticosterona (HERMAN et al., 2005).

Paralelamente ao aumento nos niveis plasmaticos de corticosterona, a exposicdo ao
predador no RET eliciou um repertério de comportamentos defensivos nos camundongos
semelhante ao registrado em estados emocionais aversivos. Exemplificando, os camundongos
expostos ao rato de verdade reduziram a explora¢do do tinel e da superficie do RET e
aumentaram a exibicdo do comportamento de congelamento quando comparados aos animais
expostos ao rato de brinquedo. Respostas de esquiva/fuga sdo comumente observados quando
o predador se encontra préxima a presa € no ambiente existe uma rota de fuga disponivel
(BLANCHARD; BLANCHARD, 2008). Ademais, essa estratégia ¢ considerada adaptativa
porque remove o animal rapidamente de uma situagdo ameagadora e o conduz para um lugar
seguro como uma toca, reduzindo a probabilidade de captura pelo predador (SHUHAMA et
al., 2007).

Além disso, os camundongos reduziram o tempo de contato e escalada da tela de
arame e aumentaram a avaliagdo de risco. Nesse sentindo, foi observado que os camundongos
permaneceram aproximadamente 15% do tempo total do teste exibindo comportamentos de
avaliacdo de risco (SAP), o que ndo foi observado nos animais expostos ao rato de brinquedo.

Cabe destacar que 80% dos comportamentos de avaliacdo de risco exibidos durante a
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exposi¢do ao predador foram registrados no tunel, local que permite que o animal escolha
aproximar-se ou afastar-se da ameaca (rato). A avaliacdo de risco no tunel, além de
representar um conflito de aproximacao-evitagdo nos animais, permite que eles investiguem a
ameaca permanecendo protegido dela.

Assim como a avalia¢do de risco, o congelamento foi observado nos camundongos
expostos ao predador. Ambos os comportamentos sdo descritos como posturas exibidas a
partir da ativacdo do sistema de inibicdo comportamental (SIC), construto tedrico
primeiramente descrito por Gray (1982) e depois revisado por Gray e McNaughton (2000). O
SIC ¢ responsavel por avaliar o risco de aproximagdo e evitagdo das fontes de perigo. Além
disso, sua ativacdo resulta na inibicdo de qualquer comportamento que o animal esteja
realizando, assim como aumenta a resposta de congelamento, vigilancia e atengcdo ao meio.
Dentro dessa perspectiva, quando uma situa¢cdo induz ambas as tendéncias, aproximagdo e
evitacdo, gera-se um quadro semelhante ao da ansiedade.

De acordo com McNaughton e Corr (2004), enquanto o comportamento de avaliagdo
de risco tende a aproximar o animal da fonte de perigo, a esquiva tende a afasta-lo. Ademais,
esses autores consideram que diante da primeira situagdo o estado emocional envolvido € o de
ansiedade, enquanto o medo estaria envolvido na outra situagdo. Portanto, o perfil
comportamental observado nos camundongos em nosso estudo, representa um equilibrio entre
avaliacdo de risco e esquiva, o que sugere que o RET possa ser um modelo animal de
ansiedade e medo.

Em suma, os resultados do presente estudo corroboram aqueles observados na
validacdo comportamental do RET (YANG et al., 2004), que também mostraram altos niveis
dos comportamentos de avaliagdo de risco e esquiva em camundongos. No entanto,
distintamente do que foi descrito por esses pesquisadores, o comportamento de ocultagdo
defensiva foi pouco observado em nosso estudo. Embora a literatura ndo forneca evidéncias
que justifiquem essa discrepancia, Yang et al. (2004) ressaltaram a existéncia de uma alta
variabilidade na exibi¢do desse comportamento entre diferentes linhagens de camundongos.

Concluindo, nossos resultados sugerem que o RET ¢ um modelo promissor para
avaliar interacdes presa-predador, pois € capaz de eliciar comportamentos semelhantes aos
observados na ansiedade e medo e, além disso, induzir elevagdes nos niveis plasmaticos de
corticosterona. Entretanto, como ¢ sabidamente reconhecido, existem dissocia¢des funcionais,
comportamentais e farmacoldgicas entre esses dois estados emocionais e, portanto, para
melhor caracterizagdo e validacdo do RET como um modelo misto, sdo necessarios novos

estudos fisioldgicos, neuroquimicos e farmacoldgicos.
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AVALIACAO DOS EFEITOS DA INATIVACAO REVERSIVEL POR MUSCIMOL
DO HIPOCAMPO VENTRAL E DO COMPLEXO AMIDALOIDE SOBRE AS
RESPOSTAS DEFENSIVAS DE CAMUNDONGOS SUBMETIDOS AO TESTE DE
EXPOSICAO AO RATO (RET) E AO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO (LCE).

Nas ultimas décadas tém-se observado um progresso significativo na identifica¢do de
estruturas e sistemas neurais envolvidos nos estados emocionais de ansiedade e medo.
Estruturas neuronais criticas como o hipocampo e amidala vém sendo destacadas como
importantes reguladoras dos comportamentos de defesa e das emogdes a eles associados
(ansiedade, medo e panico).

Embora o papel do hipocampo esteja bem estabelecido nos processos de aprendizagem
e memdria nos mamiferos, varios estudos evidenciam a participagdo dessa estrutura,
especialmente de sua por¢do ventral, na regulacdo de comportamentos defensivos
relacionados a ansiedade (BANNERMAN et al, 2002, 2003; BARKUS et al, 2010;
BERTOGLIO, JOCA; GUIMARAES, 2006; KJELSTRUP et al., 2002; McHUGH et al.,
2004; TRENT; MENARD, 2010).

Nesse sentido, Bannerman et al. (2002, 2003) demonstraram reducdo de diferentes
pardmetros comportamentais de ansiedade em roedores submetidos a modelos
incondicionados etologicamente fundamentados. Utilizando a técnica de lesdo neurotdxica
com o acido N-metil-D-aspartato (NMDA) no hipocampo ventral de ratos, esses autores
verificaram que os animais exibiram hiponeofagia, ou seja, reduziram a laténcia da ingestdo
de alimentos em ambientes novos e potencialmente ansiogé€nicos. Além disso, aumentaram o
comportamento de interagdo social e o numero de transicdes entre os compartimentos do
modelo claro-escuro. Esses resultados foram também confirmados por McHugh et al. (2004)
utilizando a mesma técnica de lesdo e os mesmos modelos de ansiedade.

Adicionalmente, Kjelstrup et al. (2002) demonstraram que a lesdo excitotoxica com
acido iboténico no hipocampo ventral de ratos, aumentou o tempo de permanéncia dos
animais nos bracos abertos do labirinto em cruz elevado (LCE) numa magnitude comparavel a
dos ratos que receberam o benzodiazepinico midazolam subcutaneamente, 30 minutos antes
do teste. Evidéncias mais recentes da participacdo do hipocampo ventral na mediagdo dos
comportamentos defensivos de roedores no paradigma do LCE estdo descritas no estudo de
Trent e Menard (2010). Através da utilizacdo da técnica de inativacdo reversivel com

muscimol, foi demonstrada uma redugdo significativa nos indices convencionais de ansiedade
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(aumento na porcentagem de tempo e entradas nos bragos abertos) em ratos. Somados a esses
achados, Bertoglio, Joca e Guimaraes (2006) reportaram que inje¢des intra-hipocampo ventral
de lidocaina reduziram a esquiva de ratos aos bracos abertos do LCE sem alterar a frequéncia
de entradas nos bracos fechados, principal indice de atividade locomotora.

De modo semelhante, Hiackl e Carobrez (2007) demonstraram que microinje¢des do
antagonista seletivo do receptor glutamatérgico do tipo NMDA, APS, no hipocampo ventral,
reduziu os principais indices de ansiedade e o comportamento de avaliagdo de risco de ratos
expostos ao LCE. Além disso, Pentkowski et al. (2009) reportaram que a administracido de
astressin, antagonista do Fator de Liberacdo de Corticotropina (CRF), no hipocampo ventral,
reduziu os comportamentos defensivos de ratos durante a exposi¢do a ameagas potencias
(odor do gato e contexto predatério), mas ndo, a ameacgas proximais (exposicdo ao gato).
Esses ultimos resultados corroboraram estudo anterior de Pentkowski et al. (2006), que
mostraram que lesdes prévias com &cido iboténico no hipocampo ventral reduziram os
comportamentos defensivos de ratos (congelamento e crouching — elevagdo das patas
dianteiras do chido e arqueamento do dorso) expostos ao odor do gato e ao contexto
predatério, mas nao ao predador (gato).

Em conjunto, esses resultados sugerem que a modulagdo de comportamentos
defensivos durante a exposi¢do a ameacas potenciais envolva a participacdo do hipocampo
ventral. Entretanto, outras estruturas neurais parecem ser recrutadas durante a exposicdo de
roedores a ameagas proximais.

Com relacdo a amidala, uma variedade de fungdes tem sido atribuida a essa estrutura e
incluem a participagdo nos processos de aprendizagem, memoria, atengdo, percepcio e
interpretagdo de estimulos sensoriais e elaboragdo de reacdes emocionais de medo (DAVIS,
1992; FOW; SORENSON, 1994; HERDADE et al., 2006; KIM; RISON; FANSELOW,
1993; McHUGH et al., 2004; TREIT; MENARD, 1997).

Estudo pioneiro de Blanchard e Blanchard (1972a) demonstrou que lesdes desta
estrutura resultaram na diminui¢cdo das respostas defensivas de ratos expostos ao predador.
Alguns anos mais tarde, Fow e Sorenson (1994) mostraram que lesdes da amidala de ratos
promoveram a supressdo completa de respostas defensivas de medo inato ao gato.

Virios estudos tém apresentado evidéncias de que os nucleos amidalares parecem
contribuir diferencialmente na modulagdo de respostas defensivas em modelos
incondicionados de ansiedade (BLANCHARD et al., 2005; ENGIN; TREIT, 2008; SAH et
al., 2003; TAKAHASHI et al., 2005).
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Nesse contexto, estudos utilizando a técnica de marcacdo neuronial de proteina Fos
revelaram um padrdo distinto de ativacdo dos nilicleos amidalares quando ratos foram
expostos ao predador (BEIJAMINI; GUIMARAES, 2006; CANTERAS; RIBEIRO-
BARBOSA; COMOLI, 2001) ou aos seus odores (DAY; MASINI; CAMPEAU, 2004;
DIELENBERG; HUNT; McGREGOR, 2001; FUNK; AMIR, 2000; LI; MAGLINAO:;
TAKAHASHI, 2004).

Evidéncias adicionais da importancia do complexo amidaléide na modulagdo de
respostas defensivas de ratos sdo observadas em estudos utilizando modelos animais de
ansiedade como o labirinto em T elevado (BUENO; ZANGROSSI; VIANA, 2005;
HERDADE et al., 2006) e transi¢do claro-escuro (BUENO; ZANGROSSI; VIANA, 2005;
McHUGH et al, 2004). Nesses modelos, as medidas convencionais de ansiedade
apresentaram-se reduzidas apos lesdes reversiveis de alguns nucleos especificos desse
complexo (BUENO; ZANGROSSI; VIANA, 2005; HERDADE et al., 2006) ou lesdes
irreversiveis de todo complexo (McHUGH et al., 2004).

Por outro lado, outros estudos revelam que lesdes eletroliticas do complexo
amidaldide ndo produzem quaisquer efeitos nos parametros convencionais de ansiedade no
labirinto em cruz elevado (LCE) (SOMMER et al., 2001; TREIT; PESOLD; ROTZINGER,
1993), no teste de corredores sucessivos (sucessive alleys test), uma versdo modificada do
LCE e no teste de interacdo social (McHUGH et al.,, 2004). Adicionalmente, estudo de
Gonzalez, Andrews e File (1996) demonstrou que a infusdo do benzodiazepinico midazolam
na amidala de ratos ndo produz efeitos ansioliticos no LCE, enquanto no teste de interacdo
social, esses efeitos sdo observados.

Diante do exposto, as evidéncias sugerem que a amidala, assim como o hipocampo
ventral, contribuem diferencialmente na modulacdo de comportamentos defensivos de ratos
em alguns modelos animais de ansiedade. Partindo da observagdo de que existem poucos
resultados na literatura relacionados a modula¢do da ansiedade pelo hipocampo ventral e
complexo amidaldide em camundongos, os experimentos dessa etapa do estudo investigaram
se a inativagdo reversivel dessas estruturas influencia o perfil de respostas defensivas desses
roedores em dois diferentes modelos animais de ansiedade. No primeiro deles, o teste de
exposi¢do ao rato (RET), o estimulo aversivo utilizado ¢ proximal (predador — rato) e, no

segundo modelo, o labirinto em cruz elevado (LCE), a ameaca ¢ potencial.
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4.1 MATERIAIS E METODOS

4.1.1 Sujeitos
A descrigdo dos sujeitos utilizados nessa etapa do estudo € idéntica aquela descrita no

CAPITULO 11, pagina 40.

4.1.2 Cirurgia e microinjecio de drogas

Apds anestesia com uma solu¢do combinada de cetamina e xilazina (100 mg/kg e 10
mg/kg, 1.p.), os animais receberam implantacdo bilateral de canulas-guia (26-gauge) de 7 mm
de comprimento. As canulas foram fixadas no cranio do animal com cimento acrilico, através
das coordenadas estereotaxicas definidas no Atlas de Paxinos e Franklin (2001). As
coordenadas utilizadas para implantacdo das canulas-guia no hipocampo ventral foram: 2,8
mm posterior ao bregma, + 3,1 mm lateral a linha média, 3,7 mm ventral a superficie
craniana. Para o complexo amidaldide as coordenadas foram: 1,4 mm posterior ao bregma, +
3,1 mm lateral a linha média, 3,9 mm ventral a superficie craniana. As pontas das canulas-
guia foram posicionadas 1,0 mm dorsal as estruturas alvo. Para evitar problemas com
obstru¢do e para reduzir a contaminag¢ao, foi inserido um mandril nas canulas-guia. Ao final
da cirurgia os animais receberam 0,1 ml de pentabidtico pela via intramuscular (concentragdo
de 17 mg/ml). A analgesia pds-operatoria foi provida pelo acréscimo de paracetamol (200
mg/ml) a d4gua do bebedouro de cada gaiola viveiro numa razao de 0,2 ml de paracetamol: 250
ml de agua (concentracdo final = 0,16 mg/ml) (MESSIER; EMOND; ETHIER, 1999).

No dia do teste, a inje¢do intracerebral das solugdes foi realizada pela introdugdo de
uma agulha de inje¢do (33-gauge) de 8 mm de comprimento dentro de cada canula-guia. A
agulha de injecdo foi conectada, por meio de tubos de polietileno (PE-10), a uma
microsseringa Hamilton (5ul). Uma bomba de infusdo (BI 2000, INSIGHT Equipamentos) foi
programada para injetar as solu¢des numa razdo de 0,2 pl/60s no hipocampo ventral e 0,1
ul/60s no complexo amidaldide. O volume total injetado no hipocampo ventral (HV) foi 0,2
ul e no complexo amidaldide (A) 0,1 pl. Apds a microinje¢do, a agulha permaneceu no sitio
de inje¢do por mais 60 segundos. O movimento de uma pequena bolha de ar no tubo de

polietileno durante as inje¢des confirmou o fluxo da solugdo.

4.1.3 Drogas
Muscimol: (3-hidroxi-5-aminometil-isoxazole, Sigma, USA), um agonista do receptor

GABAérgico do subtipo A. O composto foi dissolvido em solucdo fisioldgica de cloreto de
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sodio a 0,9 %. A dose utilizada foi de 0,1 pg/0,1 pl e foi baseada em estudos prévios
(EDELINE et al., 2002; LEWIS; GOULD, 2007; MARTIN, 1991).

Apomorfina (Siegfried Zofinger, Suica) — conforme descrito nos experimentos do

CAPITULO 111, pagina 40.

4.1.4 Modelos experimentais

4.1.4.1 Teste de exposicao ao rato (RET)
O aparato utilizado foi o mesmo descrito no CAPITULO 111, pagina 40.

4.1.4.2 Labirinto em cruz elevado (LCE)

O LCE ¢ similar aquele descrito por Lister (1987). O aparelho ¢ feito de acrilico
transparente (assoalho de madeira e paredes transparentes) e consiste de dois bragos abertos
(30 x 5 x 0,25 cm) unidos ortogonalmente a dois bracos fechados (30 x 5 x 15 cm), elevados
38,5 cm do solo por um suporte de madeira (Figura 8).

Os testes foram conduzidos durante a fase clara do ciclo de luz, em uma sala com
baixa iluminag¢do (1 x 60 W, 50 lux no nivel do assoalho do labirinto). Os camundongos
foram individualmente colocados sobre a plataforma central com a cabega voltada para um

dos bragos abertos e puderam explorar o labirinto por 5 minutos.

Figura 8 - Labirinto em cruz elevado para camundongos
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4.1.5 Procedimentos experimentais

Nessa etapa do estudo foram realizados quatro experimentos.

4.1.5.1 Experimento 4A - Avaliacio da inativacio reversivel do hipocampo ventral (HV)
sobre as respostas defensivas de camundongos submetidos ao teste de exposicio ao rato
(RET).

Os experimentos foram realizados durante quatro dias consecutivos e consistiram em

duas fases: habituagdo e teste de exposigao.

Fase 1 - Habituacéo

Apds um periodo de cinco dias de recuperacdo cirurgica, antes do inicio do teste, os
camundongos foram transportados para uma sala adjacente a sala de experimento, onde
permaneceram por um periodo de 1 hora para ambientagcdo. Posteriormente, os animais foram
conduzidos até a sala experimental e colocados individualmente na superficie da caixa de
exposi¢do por um periodo de 10 minutos para livre exploragdo do aparato sem a presenca do
rato. A maravalha da caixa moradia de cada animal foi colocada nos compartimentos
superficie e toca para facilitar a habituagdo. Esse procedimento foi repetido por 3 dias

consecutivos com a finalidade de reduzir o potencial efeito aversivo desencadeado pela

novidade.

Fase 2 - Teste de Exposicao

No quarto dia, um rato macho Long-Evans pesando aproximadamente 600 g
(predador) e tratado com apomorfina (3 mg/kg, s.c., para manté-lo em movimento durante o
teste) foi introduzido no compartimento do predador. A maravalha da caixa moradia de cada
animal foi novamente colocada nos compartimentos superficie e toca. Os animais foram
alocados em 4 grupos e submetidos ao procedimento de microinje¢do intra-HV de muscimol
(0,2 ul em 60 segundos) ou solugdo fisioldgica e, mantidos por 30 minutos numa gaiola de
espera. Posteriormente, cada camundongo foi individualmente colocado na superficie de

exposi¢do na presenca do rato de verdade ou de um rato de brinquedo.

4.1.5.2 Experimento 4B - Avaliacio da inativacio reversivel do hipocampo ventral (HV)
sobre os indices de ansiedade e locomocao no labirinto em cruz elevado (LCE).
Apds um periodo de cinco dias de recuperacdo cirurgica, antes do inicio do teste, os

camundongos foram transportados para uma sala adjacente a sala de experimento, onde
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permaneceram por um periodo de 1 hora para ambientagdo. Em seguida, os animais foram
alocados em 2 grupos e submetidos ao procedimento de microinjecdo intra-HV de muscimol
(0,2 pl em 60 segundos) ou solucdo fisioldégica e, mantidos por 30 minutos numa gaiola de
espera. Posteriormente, os camundongos foram individualmente colocados sobre a plataforma
central do LCE com a cabeca voltada para um dos bragos abertos e puderam explorar o

labirinto por 5 minutos.

4.1.5.3 Experimento 4C - Avaliacdo da inativacido reversivel do complexo amidaloide
(CA) sobre as respostas defensivas de camundongos submetidos ao teste de exposiciio ao
rato (RET).

Nessa etapa experimental foi utilizado o mesmo protocolo descrito para o experimento
4A (pagina 60) desse estudo. O procedimento cirtrgico para implantacdo de canulas-guia no

complexo amidaldide e o volume de drogas microinjetado estdo descritos na pagina 58.

4.1.5.4 Experimento 4D - Avaliacdo da inativacio reversivel do complexo amidalodide
(CA) sobre os indices de ansiedade e locomoc¢ao no labirinto em cruz elevado (LCE).

O protocolo experimental utilizado nessa etapa foi semelhante ao descrito no
experimento 4B (pagina 60) desse estudo. O procedimento cirurgico para implantacdo de
canulas-guia no complexo amidaldide e o volume de drogas microinjetado estdo descritos na

pagina 58.

4.1.6 Analise comportamental

Todos os procedimentos experimentais foram gravados através de um circuito
filmadora-TV-DVD. Os parametros comportamentais registrados durante o teste de exposi¢cdo
ao rato (RET) foram idénticos aos descritos no CAPITULO III, pagina 45.

Os comportamentos registrados durante as sessdes teste utilizando o labirinto em cruz
elevado foram avaliados com o auxilio do programa X-plorat 3.0, desenvolvido pelo grupo do
Prof. Silvio Morato da USP de Ribeirdo Preto. Os comportamentos analisados envolveram os
parametros convencionais: freqiiéncia de entradas nos bragos abertos e fechados (a entrada em
um brago ¢ definida pelo cruzamento com as quatro patas para dentro do braco) e duracdo do
tempo gasto nestes compartimentos € na plataforma central. Esses dados foram utilizados para
o célculo da porcentagem de entradas e do tempo de permanéncia dos animais nos bragos

abertos (Entradas: [aberto/total] x 100; Tempo: [tempo no compartimento/300] x 100).
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4.1.7 Histologia

Apds o término dos experimentos, todos os animais receberam injecdo de uma solugdo
de 1% de azul de Evans no hipocampo ventral ou no complexo amidaldide, de acordo com o
procedimento descrito para a inje¢do de drogas. Os animais foram entdo sacrificados
utilizando-se CO, e, em seguida, seus encéfalos foram removidos e acomodados em
recipientes contendo solu¢do de formalina (10%). Posteriormente, os encéfalos foram
submetidos a secdes coronais de 50 um ao longo do trajeto da canula com auxilio de um
criostato (Leica CM 1850). As sec¢des foram inspecionadas com o uso de um microscopio
(Leica DMLB) e a visualizacdo da dispersdao do azul de Evans foi considerada indicativa do
local da inje¢do. As representacdes esquematicas dos sitios de microinje¢do no hipocampo

ventral e complexo amidaldide podem ser visualizadas nas paginas 63 e 64, respectivamente.

4.1.8 Analise estatistica

Todos os resultados foram inicialmente submetidos ao teste de homogeneidade de
variancias de Levene.

Para os parametros comportamentais dos experimentos 4A e 4C em que o teste de
Levene apresentou valores significativos (p<0,05), os dados foram convertidos em Log de
base 10 ou em raiz quadrada ou ainda, em raiz cubica. Os dados foram entdo submetidos a
analise de variancia (ANOVA/MANOV A) bifatorial [Fator 1: (exposi¢do) rato de brinquedo x
rato de verdade; Fator 2: (tratamento): salina x muscimol] seguida do teste de comparagdes
multiplas de Duncan. Para a analise dos resultados cujo teste de Levene acusou significancia
mesmo apos as transformacdes citadas acima, os dados foram submetidos a ANOVA ndo
paramétrica de Kruskal-Wallis seguida pelo teste de Mann-Whitney para as comparagdes par
a par. As comparagdes par a par realizadas foram: rato de brinquedo (salina x muscimol), rato
de verdade (salina x muscimol), salina (rato de brinquedo x rato de verdade), muscimol (rato
de brinquedo x rato de verdade).

Os parametros comportamentais referentes a exposicdo ao LCE registrados nos
experimentos 4B e 4D, indices de ansiedade (% de entradas ¢ % de tempo nos bragos
abertos), indice de locomogdo (frequéncia de entradas nos bracos fechados) e tempo na
plataforma central, foram analisados pelo teste 7 de Student.

Todos os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média (EPM). O nivel de

significancia adotado em todos os experimentos foi de p< 0,05.
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4.2 RESULTADOS

4.2.1 Analise histologica
As Figuras 9 e 10 ilustram, respectivamente, os sitios de microinje¢do intra-HV e
intra-CA dos camundongos utilizados nesse estudo. A Figura 11 ilustra as fotomicrografias

representativas dos sitios de inje¢cdo no HV e CA.

Bregma -3.28 mm

Figura 9 - Diagramas coronais representativos dos sitios de microinjecdo bilateral (circulos fechados)
do hipocampo ventral (HV) de camundongos, tendo como referéncia o atlas de Paxinos e Franklin
(2001). O niimero de pontos nas figuras ¢ menor que o numero total de camundongos utilizados
devido a sobreposi¢do de alguns sitios.
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Bregma -1.58 mm

Bregma -1.70 mm
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Bregma -1.94 mm

Bregma -2.06 mm

Figura 10 - Diagramas coronais representativos dos sitios de microinjecdo bilateral (circulos
fechados) do complexo amidaléide (CA) de camundongos, tendo como referéncia o atlas de Paxinos ¢
Franklin (2001). O nimero de pontos nas figuras é menor que o numero total de camundongos
utilizados devido a sobreposigdo de alguns sitios.
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Figura 11 - Fotomicrografias representativas dos sitios de injecdo no hipocampo ventral (A,B) e no
complexo amidaldide (C,D). Barra de escala = 10 pm.
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4.2.2 Experimento 4A - Auséncia de efeitos da inativacio reversivel do hipocampo
ventral (HV) sobre as respostas defensivas de camundongos submetidos ao teste de
exposiciao ao rato (RET).

A Figura 12 ilustra a auséncia de efeitos do tratamento intra-HV com muscimol sobre
a frequéncia de entradas e a duracdo nos compartimentos toca, tunel e superficie do RET. Em
relagdo a freqiiéncia de entradas nesses trés compartimentos, a ANOV A bifatorial ndo revelou
efeitos significativos para os fatores exposi¢do [maior valor de F4s) = 2,93; p >0,05],
tratamento [maior valor de F(; 45y = 0,37; p >0,05] e interagdo entre os fatores [maior valor de
Faas) = 2,05; p >0,05]. Com relacdo ao tempo que os animais permaneceram na toca, a
ANOVA bifatorial também ndo revelou efeitos significativos para os fatores exposi¢do [F(i 4s)
=0,98; p >0,05], tratamento [F(; 45y = 0,71; p >0,05] e interagdo exposi¢do x tratamento [Fj 45)
=0,15; p >0,05] (Figura 12). Adicionalmente, a ANOVA nido paramétrica de Kruskal-Wallis
ndo revelou diferencas significativas entre os grupos para o tempo gasto no tunel [H = 3,641;
p=0,303] e na superficie [H = 4,959; p= 0,175] (Figura 12).

Para a ultima medida espago temporal, o tempo de contato, a ANOVA bifatorial ndo
revelou efeitos significativos para os fatores exposi¢cdo [F(i48) = 1,25; p >0,05], tratamento
[Faas) = 2,01; p >0,05] e interacdo exposi¢do x tratamento [F(;4s) = 0,15; p >0,05] (Figura
13).

A Figura 13 ilustra ainda a auséncia de efeitos do muscimol sobre as medidas
etologicas de escalada, autolimpeza, congelamento e ocultagdo defensiva de camundongos
submetidos ao RET. Quanto aos comportamentos de escalada, autolimpeza e ocultagdo
defensiva, a ANOVA bifatorial ndo revelou efeitos significativos para os fatores exposi¢do
[maior valor de F; 43) = 1,35; p >0,05], tratamento [maior valor de F(; 43) = 1,83; p >0,05] e
interagdo exposi¢cdo x tratamento [maior valor de F(45) = 0,75; p >0,05]. Em relag¢do ao
comportamento de congelamento, a ANOV A nao paramétrica de Kruskal-Wallis ndo revelou

diferencas significativas entre os grupos [H = 2,677; p= 0,444].
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Figura 12 - Auséncia de efeitos da inativagdo reversivel do hipocampo ventral sobre a freqiiéncia
(painel superior) e duracdo (painel inferior) na toca, tinel e superficie do RET. As colunas
representam as médias ¢ as barras o EPM (n= 10-18/grupo).

Ademais, a ANOVA de Kruskal-Wallis ndo revelou diferencas significativas entre os
grupos em relacdo a frequéncia de avaliagdo de risco (SAP) nos compartimentos toca [H =
5,768; p= 0,123] e superficie [H = 7,185; p= 0,066] (Figura 14). A ANOVA de Kruskal-
Wallis [H = 15,995; p= 0,001] seguida do teste de comparacdes de Mann-Whitney apenas
revelou um aumento na frequéncia de SAP no tunel [U= 45,5, Z=-2,86, p=0,0008] entre os
grupos salina expostos ao rato de verdade e ao rato de brinquedo (Figura 14).

Finalmente, a ANOVA de Kruskal-Wallis ndo revelou diferencas significativas entre
os grupos em relacdo a duracdo de SAP nos compartimentos toca [H = 5,768; p= 0,123] e
superficie [H = 7,185; p= 0,066], mas apontou diferengas entre os grupos em relacdo a esse
mesmo pardmetro comportamental no tunel [H = 15,995; p= 0,001] (Figura 14). O teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney revelou um aumento na duracdo do comportamento de SAP no
tanel [U= 45,5, Z=-2,86, p=0,0008] entre os grupos salina expostos ao rato de verdade e ao
rato de brinquedo (Figura 14).
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Figura 13 - Auséncia de efeitos da inativagdo reversivel do hipocampo ventral sobre os
comportamentos de escalada, contato com a tela de arame, autolimpeza, congelamento e ocultagdo
defensiva de camundongos (n = 10-18/grupo) submetidos ao RET. As colunas representam as médias

e as barras o EPM.
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Figura 14 - Efeitos da inativagao reversivel do hipocampo ventral sobre a freqiiéncia (painel superior)
¢ duragio (painel inferior) de SAP (do inglés: stretched attend postures — comportamento de avaliagdo
de risco) na toca, tinel e superficie do RET. * p<0,05 comparado ao grupo salina exposto ao rato de
brinquedo. As colunas representam as médias e as barras o EPM (n = 10-18/grupo).

4.2.3 Experimento 4B - Efeitos da inativacido reversivel do hipocampo ventral (HV)
sobre os indices de ansiedade e locomocéo no labirinto em cruz elevado (LCE).

A Figura 15 ilustra os efeitos do tratamento intra-hipocampo ventral com muscimol ou
salina sobre os principais indices de ansiedade no LCE [porcentagem de entradas (%EA) e
tempo nos bragos abertos (%TA)]. O teste ¢ de Student para medidas independentes revelou
que o tratamento intra-HV com muscimol aumentou significativamente a %EA [t(14) = -5,65,
p<0,0001] e a %TA [t(14) = -5,21, p=0,0001] em relagdo ao grupo salina. Quanto a
freqiiéncia de entradas nos bragos fechados, a analise estatistica apontou uma redugdo desse
parametro [t(14) = 2,16, p=0,048] para os animais do grupo muscimol quando comparados
aos animais salina (Figura 15). Além disso, ndo foram observadas diferengas significativas no
total de entradas nos quatro bragos do LCE [t(14) = -0,41, p>0,05] entre os dois grupos.

Ademais, o teste ¢ de Student revelou uma redug¢do no tempo gasto na plataforma central do
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LCE para os animais que receberam muscimol intra-HV em relacdo aos animais salina

(Tabela 1).

O Salina B Muscimol
80 -

70 A *
60
50 A
40 A

30 -

% Bracos abertos

20 1

Entradas Tempo

15 A

10 A

Entradas nos bracos fechados

Salina Muscimol

Figura 15 - Efeitos das microinje¢des de salina ou muscimol no hipocampo ventral de camundongos
sobre a porcentagem de entradas ¢ de tempo nos bragos abertos ¢ a freqiiéncia de entradas nos bragos
fechados do LCE. As colunas representam as médias e as barras o EPM. * p<0,05 comparado ao grupo
salina (n = 6-10/grupo).

Tabela 1 - Efeitos das microinje¢cdes de salina ou muscimol no hipocampo ventral de camundongos
sobre o total de entradas nos bragos ¢ o tempo gasto na plataforma central do LCE (n= 6-10/grupo).

Entradas nos bracos no LCE Tempo no centro (s) no LCE
Salina 19,17 +2,04 109,83 + 11,27
Muscimol 21,10 £ 3,44 71,10 £9,21%*

* p<0,05 comparado ao grupo salina.
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4.2.4 Experimento 4C - Efeitos da inativacio reversivel do complexo amidaloide (CA)
sobre as respostas defensivas de camundongos submetidos ao teste de exposicio ao rato
(RET).

A Figura 16 ilustra os efeitos do tratamento intracomplexo amidaléide com muscimol
ou salina sobre a frequéncia e a duragcdo dos animais na toca, tinel e superficie. A ANOVA de
Kruskal-Wallis ndo revelou diferencas significativas entre os grupos em relacdo a frequéncia
de entradas na toca [H = 4,366; p= 0,225] e no tunel [H = 4,439, p= 0,2178] (Figura 16).

Quanto a frequéncia de entradas na superficie do RET, a ANOVA bifatorial ndo
revelou diferencas significativas para o fator exposi¢do [F(i34=0,14, p>0,05], tratamento
[Fa34=1,34, p>0,05] e interacdo entre os fatores [F( 34=1,79, p>0,05] (Figura 16).

Em relagdo ao tempo de permanéncia dos animais na toca, a ANOVA bifatorial
revelou diferengas significativas para o fator exposi¢do [F(;34=6,18, p=0,02] e tratamento
[Fa.34=4,40, p=0,04], porém ndo houve intera¢do entre os fatores [F(;34=0,86, p=0,36]. A
analise post hoc utilizando o teste de comparag¢des multiplas de Duncan revelou uma redugdo
no tempo gasto na toca entre os animais muscimol e salina expostos ao rato de brinquedo
(p=0,04). Ademais, foi observado um aumento na permanéncia na toca entre 0s animais
muscimol expostos ao rato de verdade e aqueles expostos ao rato de brinquedo (p=0,03)
(Figura 16).

Quanto a duragdo no tinel, a ANOVA bifatorial apenas revelou significancia para o
fator tratamento [F(;34=10,75, p=0,002], mas ndo apontou significancia para o fator
exposi¢ao [F(34=0,04, p=0,84] e interacdo entre os fatores [F(; 34=2,80, p=0,10] (Figura 16).

A ANOVA bifatorial para o tempo gasto na superficie revelou significancia para o
fator exposi¢do [F(i34=12,37, p=0,001] e tratamento [F(; 34=4,95, p=0,03], mas nio apontou
interacdo entre os fatores [F(;34=0,02, p=0,89]. O teste de Duncan revelou uma reduc¢do no
tempo gasto na superficie entre os animais salina expostos ao rato de verdade e ao rato de
brinquedo (p=0,02). De maneira semelhante, a analise post hoc revelou uma redu¢do no
tempo gasto na superficie entre os animais muscimol expostos ao rato de verdade e ao rato de
brinquedo (p=0,03) (Figura 16).

Ainda, a ANOVA bifatorial para o tempo de contato e escalada na tela de arame
revelou significancia apenas para o fator exposi¢do [maior valor de F(34=20,22, p=0,0001],
mas ndo para o fator tratamento [maior valor de F(;34=0,997, p=0,32] e interacdo entre os

fatores [maior valor de F(; 34=0,26, p=0,61] (Figura 17).
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A analise de variancia para a duracdo do comportamento de autolimpeza nio revelou
significAncia para os fatores exposi¢do [F(i34=0,53, p=0,472], tratamento [F(34=3,17,
p=0,084] e interacgdo entre os fatores [F(; 34=0,32, p=0,577] (Figura 17).

Além disso, a ANOVA ndo paramétrica de Kruskal-Wallis apontou diferengas
significativas entre os grupos na duragdo do comportamento de congelamento [H = 10,963;
p= 0,012]. O teste de Mann Whitney revelou um aumento desse comportamento entre os
animais do grupo muscimol expostos ao rato de verdade e ao rato de brinquedo [U=25, Z=-
2,29, p=0,02]. Quanto a duragdo do comportamento de ocultagdo defensiva, a ANOVA de
Kruskal-Wallis ndo revelou diferengas significativas entre os grupos [H = 6,004; p= 0,111]
(Figura 17).
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Figura 16 - Efeitos da inativagdo reversivel do complexo amidaloide sobre a freqiiéncia (painel
superior) e duragdo (painel inferior) na toca, tinel e superficie do RET. As colunas representam as
médias e as barras o EPM. * p<0,05 em relagio ao grupo salina exposto ao rato de brinquedo,
b p< 0,05 em relacdo ao grupo muscimol exposto ao rato de brinquedo (n= 9-10/grupo).
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Figura 17 - Efeitos da inativacdo reversivel do complexo amidaldéide sobre os comportamentos de
escalada, contato com a tela de arame, autolimpeza, congelamento e ocultacdo defensiva de
camundongos submetidos ao RET. As colunas representam as médias e as barras o EPM. b p<0,05 em
relagdo ao grupo muscimol exposto ao rato de brinquedo (n = 9-10/grupo).

A frequéncia e a duracdo do comportamento de avaliacdo de risco (SAP) nos trés
compartimentos do RET estdo ilustradas na Figura 18. A ANOVA de Kruskal-Wallis revelou
diferencas significativas entre os grupos em relagdo a frequéncia SAP na toca (H = 16,106,
p=0,001) e no tinel (H = 11,863, p=0,008). O teste ndo paramétrico de Mann-Whitney
revelou uma diminui¢do significativa na frequéncia de SAP na toca [U=20,5, Z=2,23, p=0,02]
e no tunel [U=20,5, Z=2,06, p=0,04] entre os animais muscimol e salina expostos ao rato de
verdade. O teste de Mann-Whitney também evidenciou um aumento significativo na
frequéncia de SAP na toca [U=15,5, Z=-2,69, p=0,00071] e no tunel [U=16, Z=-2,44,
p=0,014] entre o grupo salina exposto ao rato de verdade e esse mesmo grupo exposto ao rato

de brinquedo. Por outro lado, a ANOVA de Kruskal-Wallis ndo revelou diferencas
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significativas entre os grupos em relacdo a frequéncia de SAP na superficie [H = 7,035; p=
0,071].

De maneira semelhante ao observado para a frequéncia de SAP, a ANOVA de
Kruskal-Wallis revelou diferencas significativas entre os grupos em relacdo a duracdo de SAP
na toca (H = 16,420, p=0,001) e no tunel (H = 14,348, p=0,002). O teste de Mann-Whitney
revelou uma diminui¢@o significativa na dura¢do do comportamento de SAP na toca [U=20,
7=2,27, p=0,02] e no tanel [U=15, Z=2,51, p=0,01] entre os animais muscimol e salina
expostos ao rato de verdade. Além disso, foi observado um aumento significativo na duragdo
de SAP na toca [U=15, Z=-2,73, p=0,0006] e no tunel [U=13, Z=-2,68, p=0,007] entre os
animais salina expostos ao rato de verdade e ao rato de brinquedo. Em relacdo a duragdo de
SAP na superficie, nenhuma diferenga significativa foi observada entre os grupos [H = 6,432;

p=0,092] (Figura 18).
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Figura 18 - Efeitos da inativagdo reversivel do complexo amidaloide sobre a freqiiéncia (painel
superior) e duracdo (painel inferior) de SAP (do inglés stretched attend postures — comportamento de
avaliacdo de risco) na toca, tinel e superficie do RET. As colunas representam as médias ¢ as barras o
EPM. * p<0,05 em relagiio ao grupo salina exposto ao rato de brinquedo, ¢ p< 0,05 em relacdo ao
grupo salina exposto ao rato de verdade (n = 9-10/grupo).
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4.2.5 Experimento 4D - Efeitos da inativacio reversivel do complexo amidaloide (CA)
sobre os indices de ansiedade e locomocéo no labirinto em cruz elevado (LCE).

A Figura 19 ilustra os principais indices de ansiedade (%EA e %TA) avaliados em
camundongos que receberam microinjecdo no complexo amidaldide de muscimol ou salina e
foram posteriormente expostos ao LCE. O teste # de Student revelou um aumento significativo
na %EA [t(19) = -3,90, p<0,001] e na %TA [t(19) = -3,78, p=0,001] para os animais do grupo
muscimol em relagdo ao grupo salina. Além disso, nenhuma diferenca significativa foi
observada entre os grupos em relagdo a freqiiéncia de entradas nos bragos fechados [t(19) =

2,02, p>0,05] (Figura 19) e nos quatro bragos do LCE [t(19) =-0,57, p>0,05] (Tabela 2).
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Figura 19 - Efeitos das microinje¢des de salina ou muscimol no complexo amidaldide de
camundongos sobre a porcentagem de entradas e de tempo nos bragos abertos ¢ a freqiiéncia de
entradas nos bragos fechados do LCE. As colunas representam as médias e as barras o EPM. * p<0,05
comparado ao grupo salina (n = 10-11/grupo).
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Tabela 2 - Efeitos das microinjegdes de salina ou muscimol no complexo amidaloide de camundongos
sobre o total de entradas nos bragos e o tempo gasto na plataforma central do LCE (n= 10-11/grupo).

Entradas nos bracos no LCE Tempo no centro (s) no LCE
Salina 22,10 £2,83 117,31 £7,94
Muscimol 24,0 £ 1,89 71,11 £6,91*

* p<0,05 comparado ao grupo salina.

4.3 DISCUSSAO

Os resultados dessa etapa do estudo demonstram que o aumento da transmissao
gabaérgica no hipocampo ventral de camundongos, utilizando a técnica de microinje¢do de
muscimol, ndo promoveu alteragdes comportamentais significativas no teste de exposi¢ao ao
rato (RET), mas reduziu os principais indices de ansiedade (% de tempo e % de entradas nos
bragos abertos) no LCE. Adicionalmente, o tratamento farmacoldgico com muscimol no
complexo amidaldide, reduziu os comportamentos defensivos (principalmente a avaliacdo de
risco) de camundongos expostos ao predador no RET e os indices de ansiedade no LCE.

A auséncia de efeitos da inativacdo reversivel do hipocampo ventral (HV) no teste de
exposi¢do ao rato (RET) corrobora estudo prévio de Pentkowski et al. (2006). De acordo com
esses autores, ratos submetidos a lesdo do HV com 4acido iboténico ndo alteraram o padrio de
comportamentos defensivos durante a exposi¢do ao gato, mas apresentaram redugdo desses
comportamentos quando foram expostos ao odor de gato e ao contexto desse
condicionamento.

Partindo dessas evidéncias, Pentkowski et al. (2009) realizaram outro estudo para
investigar se os receptores para o Fator de Libera¢do de Corticotropina (CRF) no HV estao
envolvidos na modulacdo de respostas defensivas de ratos expostos ao gato ou ao seu odor.
Os resultados demonstraram que microinfusdes de astressin, um antagonista CRFérgico,
diminuiu os comportamentos defensivos de ratos expostos a estimulos aversivos potenciais
(odor de gato e os contextos dos condicionamentos ao odor e ao gato), mas ndo a proximais
(gato).

De acordo com evidéncias neuroanatdomicas (FANSELOW; DONG, 2010;
PITKANEN et al., 2000, SAH et al, 2003), o HV apresenta conexdes com estruturas

importantes como o hipotalamo e a amidala, o que sugere sua participacdo na circuitaria
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neural envolvida na mediacdo de comportamentos defensivos incondicionados e
condicionados. De fato, Risoldi e Swanson (1997) demonstraram em um estudo
neuroanatdomico utilizando tragadores neurais, que regides intermedidrias da area CAl
hipocampal e do subiculo, conectam-se indiretamente ao hipotdlamo via proje¢des da parte
rostral do nucleo septal lateral para os nicleos hipotaldmico anterior (AHN) e pré-mamilar
dorsal (PMd). Alguns anos depois, Canteras (2002) descreveu a existéncia de um distinto
circuito hipotaldmico constituido por esses dois ultimos nucleos e pela parte dorsomedial do
nucleo ventromedial (VMHdm) do hipotdlamo e o denominou de sistema hipotaldmico de
defesa. Baseado em estudos de marcacdo da proteina Fos, foi verificado que a exposi¢do ao
gato (CEZARIO et al., 2008; DIELENBERG; HUNT; McGREGOR, 2001; MARKHAM et
al., 2004) e ao seu odor (MARKHAM et al., 2004) aumenta a marcagdo dessa proteina nos
nucleos do sistema hipotaldmico defensivo. Corroborando esses achados, Martinez et al.
(2008) reportaram um padrdo similar de ativacdo desses nucleos hipotaldmicos em
camundongos expostos ao rato no aparato do RET. Esses resultados demonstram que
camundongos e ratos quando confrontados com o predador natural (rato ou gato) apresentam
aumento na marcagdo da proteina Fos em areas notoriamente envolvidas na modulagdo das
respostas defensivas inatas.

Adicionalmente, estudos envolvendo lesdo do nucleo pré-mamilar dorsal (PMd)
mostraram reducdo do comportamento de congelamento de ratos expostos ao gato
(BLANCHARD et al., 2005; CEZARIO et al., 2008) ou ao seu odor (BLANCHARD et al.,
2005). Assim, esses resultados sugerem que o sistema hipotaldmico de defesa parece
desempenhar um importante papel na integracdo e iniciagdo de comportamentos defensivos
frente a ameacas predatorias.

Diante das evidéncias apresentadas, seria plausivel sugerir que a inativacdo do
hipocampo ventral de camundongos expostos ao predador no RET pudesse interferir na
modulacdo de comportamentos defensivos associados a ativacdo do sistema hipotalamico de
defesa. Entretanto, os resultados do presente estudo, em conformidade com os de Pentkowski
et al. (2006, 2009), demonstraram que a inativagdo do HV ndo alterou o repertorio
comportamental dos animais diante da ameaga predatoria, sugerindo que essa estrutura nio
esteja envolvida na modulag@o de respostas defensivas em testes de interagdo presa-predador.

Em relagdo ao possivel papel do HV na redugdo de comportamentos defensivos de
ratos expostos ao odor de gato e ao contexto desse condicionamento aventado por Pentkowski
et al. (2006, 2009), tem sido proposto que outras conexdes que se projetam do hipocampo e

subiculo para diferentes nucleos amidalares e desses, para o sistema hipotalamico defensivo
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através do nucleo intersticial da estria terminal, seriam determinantes na integra¢do de
estimulos olfatorios associados ao predador (BLANCHARD et al., 2005, CANTERAS, 2002;
DIELENBERG; HUNT; McGREGOR, 2001; TAKAHASHI; CHAN; PILAR, 2008).

Existem poucas evidéncias na literatura que descrevem o papel do hipocampo ventral
na modulac¢do de comportamentos defensivos utilizando modelos de interagdo presa-predador.
Recentemente, Borelli et al. (2010) investigaram a participagdo dos receptores taquicinérgicos
NK2 no hipocampo ventral de camundongos submetidos a Bateria de Testes de Defesa para
Camundongos (MDTB), outro modelo animal que avalia diferentes estratégias defensivas de
camundongos confrontados com o predador (rato). De acordo com esses autores, apenas a
maior dose (10, 100, 500 pmol/ 0,2 ul) do antagonista de receptores NK2 (saredulant -
SR48968) utilizada, reduziu a frequéncia de vocalizagdes e aumentou os saltos defensivos de
camundongos durante o teste de contato for¢cado no modelo. Vale ressaltar, que no
procedimento experimental do MDTB, o camundongo ¢ perseguido por um rato anestesiado
conduzido por um experimentador (BLANCHARD; GRIEBEL; BLANCHARD, 2001, 2003)
e varias tarefas sdo avaliadas (ex. testes de esquiva do predador, perseguicdo e luta, corredor
sem saida, contato for¢ado e defesa contextual). Em contrapartida, outro estudo demonstrou
que a administragdo sistémica dessa droga reduziu um nimero maior de comportamentos no
MDTB, incluindo a fuga e os comportamentos de avaliagdo de risco no teste de perseguicdo
do camundongo e a reducdo da frequéncia de mordidas no rato durante o teste de contato
forcado. Além disso, fo1 observada uma redugdo das tentativas de fuga durante o periodo pos-
teste, ou seja, quando o rato era removido do aparato e as defesas contextuais eram avaliadas
(GRIEBEL et al., 2001).

Diante das discretas e restritas alteragdes comportamentais observadas apods a
administra¢do intra-HV de saredulant em relagdo a sua administracdo sistémica, os autores
defendem a mesma linha de argumentag¢do apresentada por Pentkowski et al. (2006, 2009),
que sugerem que a participagdo do HV na modulagdo de respostas defensivas seja
determinada pelo nivel de ameaga do estimulo aversivo. Assim, a perseguicdo e o contato
com o predador durante os experimentos no MDTB e a exposi¢cdo ao predador nos modelos
anteriormente mencionados, incluindo o RET, por configurarem estimulos reais e iminentes,
parecem ativar outras estruturas neurais, ao invés do HV.

Na tentativa de investigar essa hipdtese, o experimento 4B avaliou os efeitos da
inativagdo reversivel do hipocampo ventral sobre os parametros comportamentais de
ansiedade em outro modelo animal, o labirinto em cruz elevado. O LCE baseia-se no medo

natural de roedores a espacos abertos, o que é facilmente observado a partir da preferéncia
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pela exploracdo dos bragos fechados do aparato. Além disso, o modelo elicia reagdes de
conflito nos animais, motivadas por um lado, pelos impulsos exploratorios voltados para o
reconhecimento do ambiente e, por outro lado, pela ameaca do encontro com situagdes
potencialmente perigosas durante a exploragao.

Diferentemente dos resultados obtidos com o modelo RET, as microinfusées de
muscimol no HV alteraram significativamente as medidas de ansiedade em camundongos
expostos ao LCE. Paralelamente ao aumento da exploragdo dos bragos abertos, foi observada
uma reducgdo na frequéncia de entradas nos bragos fechados desse labirinto, principal medida
de avaliagdo da atividade locomotora dos animais (CRUZ; FREI; GRAEFF, 1994; FILE,
1992; RODGERS; JOHNSON, 1995). Embora o nimero de entradas nos bragos fechados seja
a medida convencional de locomog¢do nesse modelo, outras medidas exploratorias (ex. total de
entradas nos bragos e o tempo que os animais gastam na plataforma central) sdo também
utilizadas na interpretagdo dos resultados. Assim, como ndo foi verificada diferenga
significativa no total de entradas nos bragcos do LCE entre os grupos, a redu¢do das entradas
nos bragos fechados observada no grupo muscimol apenas reflete a imagem em espelho dos
efeitos desse tratamento sobre a % de entradas e % de tempo nos bragos abertos e ndo,
prejuizos na atividade locomotora dos animais. Em outras palavras, o muscimol produziu um
efeito ansiolitico marcante no LCE, que se confirma pelo aumento da exploracdo dos bragos
abertos acompanhado pela reducdo do tempo gasto no centro desse labirinto.

Em relagdo ao tempo no centro do aparato, relatos na literatura enfatizam que
camundongos ficam na plataforma central aproximadamente 40% do tempo total (5 minutos)
de exposicdo ao LCE (FERNANDEZ ESPEJO, 1997), assim como foi observado para o
grupo controle. Dessa forma, a redu¢do do tempo gasto no centro do labirinto pelos animais
do grupo muscimol apenas reforca o efeito antiaversivo promovido pela facilitagdo da
transmissdo gabaérgica no hipocampo ventral.

E importante ressaltar que a redugdo dos indices de ansiedade no LCE observada no
presente estudo, corrobora resultados prévios da literatura mostrando que roedores exploram
mais os bracos abertos do labirinto quando submetidos a diferentes técnicas de lesdo do HV.
Nesse sentido, resultados obtidos através da utilizacdo de técnicas de lesdo reversivel com
lidocaina (BERTOGLIO; JOCA: GUIMARAES, 2006), muscimol (TRENT; MENARD,
2010), tetrodotoxina (DEGROQOT; TREIT, 2004) ou lesdo irreversivel (KIELSTRUP et al.,
2002) do HV revelaram reducdo significativa das medidas convencionais de ansiedade de

ratos expostos ao LCE.
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Outras evidéncias da participacio do hipocampo ventral na modulacdo de
comportamentos relacionados a ansiedade no paradigma do LCE sdo provenientes de estudos
envolvendo manipulagdes farmacologicas de diferentes neurotransmissores. Nesse contexto,
Fachini et al. (2004) demonstraram que a infusdo intra-HV de 8-OH-DPAT, um agonista de
receptor serotoninérgico SHT 4, promoveu efeito ansiogénico em camundongos expostos ao
LCE. Por outro lado, Nunes-de-Souza, Canto-de-Souza e Rodgers (2002) verificaram que a
infusdo de WAY-100635, antagonista desse mesmo receptor, no HV de camundongos,
aumentou a exploragdo dos bragos abertos e reduziu o comportamento de avaliacdo de risco.

Adicionalmente, estudo realizado em nosso laboratorio investigou a participacdo dos
receptores SHT,pnc na mediagdo de comportamentos relacionados a ansiedade em
camundongos expostos ao LCE (CORNELIO; NUNES-DE-SOUZA, 2007). Os resultados
demonstraram que nenhuma das trés doses (0,3, 1 ¢ 3 nmoles) de mCPP, agonista SHTp/2c,
microinjetadas no HV, alterou significativamente os parametros de ansiedade e a atividade
locomotora dos animais. Frente a esses resultados, ¢ plausivel sugerir a participacdo da
neurotransmissdo serotoninérgica no hipocampo ventral, principalmente dos receptores
SHT A, na neurobiologia da ansiedade induzida pela exposigdo de camundongos ao LCE.

Além do sistema serotoninérgico, estudo conduzido por Héckl e Carobrez (2007)
evidenciou que a microinfusdo (6 e 24 nmoles) do antagonista do receptor glutamatérgico do
subtipo NMDA, AP5, no HV de ratos, aumentou a exploragdo dos bragos abertos do labirinto,
assim como, reduziu o comportamento de avalia¢do de risco.

Tomados como um todo, esses resultados sugerem um importante papel do hipocampo
ventral na modulagdo da ansiedade induzida no LCE. Além disso, sugerem que a facilitagao
das neurotransmissdes serotoninérgica (principalmente através dos receptores SHTis) e
glutamatérgica nessa estrutura, medeiem os efeitos antiaversivos observados durante a
exploracdo desse labirinto.

Somados aos efeitos ansioliticos observados no LCE, achados da literatura dao suporte
a hipotese de que o hipocampo ventral também esteja envolvido na modulagdo de respostas
defensivas em outros modelos animais de ansiedade como nos teste de hiponeofagia,
interagdo social, caixa claro/escuro, corredores sucessivos (sucessive alleys test)
(BANNERMAN et al., 2003, 2004) ¢ labirinto em T elevado (TRIVEDI; COOVER, 2004).

Segundo o construto tedrico do sistema de inibigdo comportamental, o hipocampo,
juntamente com o septo, representam o principal substrato neural desse sistema, cuja principal
funcdo ¢ detectar conflitos entre tendéncias de aproximacdo e afastamento da fonte de perigo

(GRAY; McNAUGHTON; 2000). Dentro dessa perspectiva, os resultados do presente estudo
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corroboram esse pressuposto teorico, pois o conflito entre aproximagdo e evitagdo comumente
observado durante a exposi¢do de roedores ao LCE foi abolido apds inativagdo reversivel do
HV. Ademais, nossos resultados fornecem novas evidéncias que fortalecem a hipotese da
participacdo do HV na organizagdo das respostas comportamentais de animais expostos a
situagdes ameagadoras, principalmente, aquelas determinadas por estimulos aversivos
potenciais.

Considerando os conceitos introduzidos por Blanchard, Blanchard e Rodgers (1990),
estimulos ameacgadores imediatos ou proximais, como a exposi¢do ao predador, eliciam
respostas de medo nos animais, enquanto ameagas potenciais eliciam comportamentos
semelhantes aos de ansiedade. Nesse sentido, Gray e McNaughton (2000) postulam que a
ansiedade ¢ um estado emocional que aproxima o animal da fonte de perigo, gerando conflitos
de aproximagdo e evitagcdo. Por outro lado, quando a ameaca elicia comportamentos de fuga-
esquiva no animal, a emog¢do envolvida ¢ o medo. Dessa forma, os resultados contrastantes
observados neste estudo em relacdo ao papel do HV na modulagdo de comportamentos
defensivos durante o teste de exposi¢do ao rato e o LCE, parecem estar relacionados aos
distintos estados emocionais (ansiedade - LCE e medo - RET) evocados por esses modelos,
assim como, pelos diferentes niveis de ameaga (potencial ou proximal) relacionados a estes.

Quanto aos efeitos da inativacdo reversivel do complexo amidaldide (CA) no teste de
exposicdo ao rato, os resultados demonstraram que os animais do grupo muscimol reduziram
a expressdo de comportamentos defensivos, principalmente avaliagdo de risco, em relacido ao
grupo salina durante a exposicdo ao predador, o que sugere a importancia do complexo
amidaloide na modulagdo de comportamentos defensivos frente ao predador.

Além disso, é importante salientar que os animais salina expostos ao rato de verdade
exibiram aumento na frequéncia e na duracdo da avaliacdo de risco na toca e no tinel quando
comparados aos animais salina expostos ao rato de brinquedo. Um perfil semelhante de
resposta foi também observado no Experimento 3B e refor¢a que a exposi¢do de
camundongos ao rato de verdade no RET representa um estimulo aversivo e biologicamente
relevante aos animais. De modo interessante, os resultados do presente estudo também
demonstraram um aumento no tempo de congelamento nos animais tratados com muscimol
expostos ao rato de verdade em relagdo aos animais expostos ao rato de brinquedo, refletindo
que este tipo de medo, avaliado pela resposta de congelamento, parece ser insensivel ao
tratamento com muscimol.

Ainda em relag¢do aos resultados da inativagdo reversivel do complexo amidaldide no

presente estudo, foi observada uma reduc¢do dos comportamentos defensivos, principalmente
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os de avaliacdo de risco, de camundongos expostos ao predador no RET. Coerentemente com
nossos resultados, Martinez et al. (2011) reportaram que lesdes neurotéxicas com NMDA dos
nucleos lateral, basomedial € medial da amidala também reduziram as respostas defensivas de
ratos expostos ao gato como predador. De acordo com os autores, a reducdo das respostas
defensivas foram mais pronunciadas nos animais que tiveram o nucleo medial lesado, em
relagcdo aos outros nucleos investigados no estudo.

Curiosamente, estudos prévios de Dielenberg, Hunt e McGregor (2001) demonstraram
que a exposi¢do de ratos ao odor de gato, aumenta distintamente a marcag¢do da proteina Fos
na regido posteroventral do nucleo medial (MEApv) em relagdo aos demais nucleos
amidalares. De fato, resultados de outros estudos destacam que esse nucleo esta
particularmente envolvido no processamento de estimulos olfatorios associados ao predador
(LI; MAGLINAO; TAKAHASHI, 2004; MEREDITH; WESTBERRY, 2004), enquanto os
nucleos lateral (LA) e a regido posterior do basomedial (BMAp) parecem ser mobilizados em
resposta a presenca do predador (CANTERAS; RIBEIRO-BARBOSA; COMOLI, 2001;
CANTERAS et al., 2008). Diante dessas evidéncias, Martinez et al. (2011) argumentam que
as discrepancias observadas em estudos anteriores em relagdo ao papel crucial do nucleo
medial da amidala na modulagdo das respostas defensivas ao predador, parecem ser
decorrentes de diferengas nos protocolos experimentais utilizados e, ainda, na extensdo das
lesdes realizadas nesse nucleo.

Estudos neuroanatomicos tém demonstrado que a regido dorsomedial do ntcleo
ventromedial (VMHdm), que pertence ao sistema hipotalamico de defesa, estd criticamente
envolvida na integracdo de informagdes relacionas a presenca do predador, provenientes dos
nucleos amidalares MEApv e BMAp (CANTERAS; SIMERLY; SWANSON, 1994, 1995;
CANTERAS; RIBEIRO-BARBOSA; COMOLI, 2001; CANTERAS, 2002). Ademais, a
existéncia de projecdes indiretas do nucleo MEA para o sistema hipotalamico defensivo via
nucleo BMA e nucleo intersticial da estria terminal, ressaltam a importancia do envolvimento
da amidala, especialmente do niucleo medial na integracdo de respostas de defesa de roedores
expostos ao predador (CANTERAS; SIMERLY; SWANSON, 1995).

Embora o nosso estudo ndo tenha investigado a participagdo de nticleos amidalares
especificos, os resultados da inativagdo reversivel do complexo amidaldéide de camundongos
expostos ao predador no RET, consistentemente com outros estudos da literatura,
demonstraram a importancia das projecdes amidalares para o circuito de defesa hipotalamico
na integragdo de informagdes associadas a percepcdo do predador. Por outro lado,

considerando ainda a importancia das estruturas neurais que aferentam o sistema hipotalamico
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de defesa, os nossos resultados demonstraram que a inativagdo do hipocampo ventral ndo
alterou o padrdo de respostas defensivas de camundongos no RET, sugerindo que a projegdes
hipocampais, via septo lateral, ndo participam na modulacdo de respostas de defesa inata
induzidas pela presenca do predador nesse modelo.

De maneira semelhante aos resultados observados no RET, a inativa¢do do complexo
amidaloide reduziu os comportamentos de ansiedade (% de entradas e % de tempo nos bragos
abertos) induzidos pela exposicdo dos camundongos ao LCE, sem alterar a atividade
locomotora, verificada pela frequéncia de entradas nos bragos fechados (FILE, 1992;
RODGERS; JOHNSON, 1995). Corroborando esses achados, existem varias evidéncias na
literatura demonstrando que a infusdo de agonistas do complexo GABA s-benzodiazepinico
no CA de ratos (GREEN; VALE, 1992; PESOLD; TREIT, 1995; ZANGROSSI; GRAEFF,
1994) e camundongos (BARBALHO; NUNES-DE-SOUZA; CANTO-DE-SOUZA, 2009;
NUNES-DE-SOUZA et al, 2000) também reduz os indices de ansiedade durante a
exploracdo do LCE. Embora esses resultados sugiram a participacdo do CA na neurobiologia
da ansiedade induzida pela exposi¢do ao LCE, ¢ importante destacar a existéncia de uma
distinta colaboragdo dos nucleos amidalares nos efeitos mediados pela facilitagdo da
neurotransmissdo gabaérgica (ENGIN; TREIT, 2008). Exemplificando, microinfusdes do
benzodiazepinico midazolam no nudcleo basolateral da amidala aumentam a explora¢do dos
bracos abertos do LCE, entretanto, no micleo central, ndo alteram os indices de ansiedade
(GREEN; VALE, 1992; PESOLD; TREIT, 1995). Contrastando com esses resultados,
Moreira et al. (2007) reportaram que inje¢des unilaterais de muscimol no nucleo central da
amidala de ratos reduziu a esquiva aos bragos abertos. Em contrapartida, esse mesmo
tratamento quando realizado no nucleo basolateral ndo alterou os parametros de ansiedade no
LCE. Esses autores argumentam que as contradigdes observadas entre esses estudos sdo
decorrentes de diferencas nos procedimentos experimentais (ex. utilizacdo de volumes de
injecdo diferentes). Ademais, consideram que as diferencas no efeito ansiolitico observadas
entre os estudos possam ser decorrentes da alta afinidade do midazolam apenas pelos
receptores GABA-benzodiazepinico, enquanto o muscimol apresentaria uma acdo mais geral
sobre todos os tipos de receptores GABA 4 nas regides estudadas.

Outras evidéncias da dissociac@o funcional entre os nucleos amidalares sdo observadas
em distintos modelos animais de ansiedade como o teste de interacdo social (SANDERS;
SHEKHAR, 1995), labirinto em T elevado (ZANGROSSI; VIANA; GRAEFF, 1999),
ocultacdo defensiva (PESOLD; TREIT, 1994, 1995) e transi¢do claro/escuro (BUENO;
ZANGROSSI; VIANA, 2005).
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De acordo com a influente teoria sobre o papel dual da serotonina proposta por Deakin
e Graeff (1991), a facilitacdo da neurotransmissdo serotoninérgica na amidala aumenta a
ansiedade, enquanto na matéria cinzenta periaquedutal dorsal (MCPD), diminui o medo. Ao
considerarem as evidéncias de estudos neuroanatomicas e farmacologicos, esses autores
propuseram que a ativacdo de fibras serotoninérgicas que ascendem do nucleo dorsal da rafe
(NDR) e inervam tanto a amidala quanto a MCPD, facilitaria a expressdo de comportamentos
defensivos frente a estimulos potenciais e distais na amidala e inibiria reagcdes de fuga e luta
na MCPD em resposta ao perigo proximal. Assim, a organizacdo desses diferentes
comportamentos defensivos teria um valor adaptativo para os animais, pois impediria a
expressdo de comportamentos intempestivos de fuga em situagdes em que eles estivessem
confrontados com uma ameaga potencial ou distal. Em outras palavras, diante de ameagas
potencias ou discretas, a exibicdo de comportamentos mais elaborados como o de avaliacdo
de risco e esquiva, coordenados pela amidala, tornaria a presa menos conspicua € aumentaria
suas chances de sobrevivéncia (DEAKIN; GRAEFF, 1991; GRAEFF, 2004).

Em suma, os resultados do presente estudo vao ao encontro dos pressupostos tedricos
de Deakin e Graeff (1991), pois demonstraram que a inativacdo do complexo amidaldide por
muscimol, assim como ¢ observado com a redu¢do da neurotransmissdo serotoninérgica nessa
estrutura, produziu efeito ansiolitico nos camundongos expostos ao LCE e RET.
Adicionalmente, nossos resultados fornecem evidéncias que reforcam o envolvimento do

complexo amidaléide na modulacdo de comportamentos defensivos relacionados a ansiedade.
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CAPITULO V
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AVALIACAO DO TESTE DE EXPOSICAO AO RATO (RET) PARA O ESTUDO DE
RESPOSTAS DE MEDO CONDICIONADO CONTEXTUAL.

Numerosos estimulos ambientais sdo considerados biologicamente relevantes e
eliciam respostas defensivas tipicas em cada espécie animal. Considerando alguns mamiferos,
especialmente os roedores (ex. ratos e camundongos), os estimulos naturalmente aversivos
incluem a exposi¢do a lugares novos e/ou intensamente iluminados, o confronto com
predadores ou a presenga de co-especificos.

A exposi¢do de roedores aos seus predadores ou aos seus odores elicia um repertorio
de comportamentos defensivos na presa (ADAMEC; WALLING; BURTON, 2004;
BLANCHARD et al., 1998a, 1998b, 2005; BLANCHARD; GRIEBEL; BLANCHARD,
2001, DIELENBERG; McGREGOR, 2001), promove ativagdo do sistema nervoso
autondmico e resulta no aumento da secrecdo dos hormdnios do estresse como o horménio
adrenocorticotropico (ACTH) e corticosterona (ADAMEC; BLUNDELL; BURTON, 2006;
ANISMAN et al., 2001; FIGUEIREDO et al., 2003; THOMAS, URBAN; PETERSON,
2006). Exemplificando, quando roedores sdo confrontados com um predador podem exibir
uma das quatro estratégias defensivas comportamentais basicas como fuga, congelamento,
ataque defensivo e submissdo. Além disso, em situagdes em que a ameaca predatoria ¢
potencial ou incerta, como a verificada na exposicao aos odores de predadores, as estratégias
defensivas incluem uma sequéncia de respostas cautelosas (ex. orientacdo e tentativas de
aproximagdo do estimulo ameagador) que persistem durante horas ou alguns dias e sdo
coletivamente chamadas de avaliagcdo de risco (BLANCHARD; BLANCHARD, 2008).

Nas ultimas décadas tém crescido o interesse pela utilizagdo de predadores e dos seus
odores nos estudos para avaliagdo dos mecanismos neurais envolvidos nas respostas de medo
incondicionado e condicionado (ADAMEC; WALLING; BURTON, 2004; BLANCHARD et
al., 2005; CANTERAS et al., 2008; CEZARIO et al., 2008; DIELENBERG; McGREGOR,
2001; DO MONTE et al, 2008; HUBBARD et al., 2004; MARTINEZ et al, 2011;
PENTKOWSKI et al., 20006).

No paradigma do medo condicionado classico, estimulos incondicionados aversivos,
como choques elétricos, sdo pareados a estimulos neutros (ex. sons de baixa intensidade ou
luzes), ou a um contexto especifico (ex. o local onde o animal recebeu choque nas patas). Os
estimulos neutros e os aversivos inatos sdo chamados de estimulos condicionados

(conditioned stimuli - CS) e incondicionados (unconditioned stimuli - US), respectivamente.
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Apds o condicionamento, os estimulos condicionados quando apresentados isoladamente,
eliciam estados emocionais semelhantes aqueles observados na presenca do estimulo
incondicionado (FENDT; FANSELOW, 1999; LeDOUX; MULLER, 1997).

Embora o condicionamento classico seja extensivamente explorado em numerosos
estudos encontrados na literatura, algumas limitagdes sdo apontadas em relagdo a sua
utilizagdo na compreensdo dos sistemas neurais envolvidos na expressdo da resposta
emocional de medo. A maior limitagdo observada nesses estudos € o fato de eles utilizarem
estimulos aversivos, como choque nas patas, que eliciam respostas que ndo sdo
necessariamente as de medo, pois o condicionamento envolve a utilizagdo de um estimulo
também doloroso. Outro aspecto importante é o de que os estimulos aversivos dolorosos
empregados nesses estudos, ndo correspondem as ameagas naturais observadas no meio
ambiente desses animais e, portanto, poderiam mobilizar uma circuitaria neural distinta
daquela envolvida na organizagdo das respostas emocionais de medo inato.

Os estudos de medo condicionado mais recentes tém utilizado predadores ou os seus
odores como um meio de eliminar ou reduzir o impacto do uso de estimulos dolorosos na
andlise das respostas emocionais, incluindo aquelas envolvidas no condicionamento
contextual e no condicionamento por pistas especificas (BLANCHARD; GRIEBEL;
BLANCHARD, 2001; CEZARIO et al., 2008; DO MONTE et al., 2008; HUBBARD et al.,
2004; MARTINEZ et al., 2011; TAKAHASHI; CHAN; PILAR, 2008). A resposta de medo
condicionado contextual € induzida pela reexposicdo de um animal a um ambiente no qual ele
tenha previamente recebido um estimulo aversivo incondicionado. Nesse sentido, o modelo de
interagdo presa-predador, teste de exposicdo ao rato (RET), tem sido satisfatoriamente
utilizado em varios estudos para a avaliacido de comportamentos defensivos inatos
(CARVALHO-NETTO et al., 2007, 2009; LITVIN et al., 2007; MARTINEZ et al., 2008;
POBBE et al., 2010; TOVOTE et al., 2010; WALL et al., 2004; YANG et al., 2004). O
modelo permite a presa (camundongo) aproximar-se ou esquivar-se do predador (rato) e com
1sso, regular sua propria exposicdo a ameaca (YANG et al., 2004).

Sabendo que a presenga de um predador natural configura um estressor psicolégico
aos animais e tem sido reportada como um estimulo incondicionado biologicamente relevante
(ADAMEC, WALLING; BURTON, 2004; BLANCHARD et al., 1998b; FIGUEIREDO et
al., 2003), os experimentos apresentados nesse capitulo objetivaram caracterizar o teste de
exposi¢do ao rato para o estudo do medo condicionado contextual e determinar o padrdo de
respostas comportamentais aversivas condicionadas nesse modelo. Adicionalmente, o estudo

avaliou se as respostas condicionadas associadas ao predador podem ser evocadas apds 4
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horas (curto prazo) e 24 horas (longo prazo) das sessdes de condicionamento. De acordo com
a classificagdo da memoria quanto ao tempo de retencdo, memorias ultra-rapidas, também
conhecidas como memorias sensoriais, ret€ém a breve impressdo de um estimulo apds este ter
desaparecido e ndo duram mais que alguns segundos. Por outro lado, a memoria de longo
prazo (MLP) ou longa durag¢do pode ser evocada dias, semanas ou anos apos formada. No
entanto, quando a memdria pode ser evocada apenas por um curto periodo (horas) apds a
aquisicdo ¢ chamada de curto prazo (MCP) ou curta duracdo (LENT, 2004). Finalmente, os
protocolos experimentais avaliados nesse estudo também investigaram se o intervalo de
tempo entre as sessdes de condicionamento influencia na magnitude das respostas

condicionadas contextuais.

5.1 MATERIAIS E METODOS

5.1.1 Sujeitos
A descri¢do dos sujeitos utilizados no atual experimento ¢ idéntica aquela descrita no

CAPITULO I1I, pagina 40.

5.1.2 Delineamentos experimentais
Trés delineamentos experimentais distintos foram realizados nessa etapa do estudo.
Todos os experimentos foram conduzidos nas mesmas condi¢des de iluminacdo descritas no

item 3.1.4, pagina 40 e consistiram em trés fases: habituacdo, teste de exposicdo e contexto.

5.1.2.1 Experimento SA - Avaliacio das respostas de medo condicionado contextual

observadas a curto prazo (4 horas - MCP) em camundongos expostos ao RET.

Fase 1 - Habituacéo

Antes do inicio dessa sessdo, os camundongos foram transportados para uma sala
adjacente a sala de experimento, onde permaneceram por um periodo de 1 hora para
ambienta¢do. Posteriormente, os animais foram conduzidos até a sala experimental e
colocados individualmente na superficie da caixa de exposi¢do por um periodo de 10 minutos
de livre exploragdo sem a presenc¢a do rato. A maravalha da caixa moradia de cada animal foi
colocada nos compartimentos superficie e toca para facilitar a habituagdo. O procedimento de

habituagdo foi adaptado do protocolo original descrito por Yang et al. (2004) para o estudo de
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respostas incondicionadas e sua finalidade foi reduzir o potencial efeito aversivo
desencadeado pela novidade. Em um estudo piloto realizado em nosso laboratério pode-se
observar que a exposicdo de camundongos a 1 ou 3 dias de habituacdo ndo promove
alteracOes estatisticamente significantes na maioria dos comportamentos de defesa avaliados
nesse modelo (Apéndice). Sendo assim, optamos por avaliar delineamentos experimentais

utilizando um dia de habituagio.

Fase 2 - Teste de Exposiciao

No segundo dia, um rato macho Long Evans pesando aproximadamente 600 g
(predador) e tratado com apomorfina (3 mg/kg, s.c., para manté-lo em movimento durante o
teste) foi introduzido no compartimento do predador. A maravalha da caixa moradia de cada
animal foi novamente colocada nos compartimentos superficie e toca. Posteriormente, cada
camundongo foi individualmente colocado na superficie de exposi¢do, compartimento que o
separava do rato, por 10 minutos. Apds um periodo de 24 horas da primeira exposi¢do, cada
camundongo foi reexposto ao rato por mais 10 minutos. Imediatamente apos a segunda
exposi¢do, os animais receberam injecdo intraperitoneal (i.p.) de salina (NaCl 0,9%) no
volume de 10 ml/kg e foram transportados na sua caixa moradia original para o biotério. As

duas sessdes de exposi¢do ao rato foram denominadas de sessdes de condicionamento.

Fase 3 - Contexto

Apods 4 horas da segunda exposi¢do ao predador, cada camundongo foi colocado por
10 minutos na superficie do RET sem a presenca do rato. Assim como nas fases anteriores
desse experimento, a maravalha da caixa moradia de cada animal foi colocada nos
compartimentos superficie e toca. Essa sessdo foi realizada a fim de avaliar as respostas de
medo condicionado contextual.

Todas as fases do experimento foram gravadas através de sistema de circuito fechado
de filmadora, DVD e televisdo para posterior analise das respostas comportamentais dos
animais.

Os parametros comportamentais avaliados durante as trés fases do teste consistiram
nas medidas espaco-temporais nos compartimentos do RET (tempo de permanéncia na toca,
tinel e superficie) e o tempo total gasto em contato com a tela de arame (incluindo escalar a
tela de arame). Além disso, foi avaliado o tempo total que o animal exibiu 0 comportamento
de avaliag¢do de risco (SAP: animal estica o corpo sem movimentar as patas traseiras e volta a

posi¢do inicial ou movimenta-se com corpo esticado nos trés compartimentos do aparato).
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5.1.2.2 Experimento 5B - Avaliacio das respostas de medo condicionado contextual
observadas a longo prazo (24 horas - MLP) em camundongos expostos ao RET.

O procedimento experimental utilizado nessa etapa foi semelhante ao descrito no
Experimento 5A, no entanto, os animais foram submetidos ao contexto apds 24 horas da

segunda sessdo de condicionamento.

5.1.2.3 Experimento 5C - Avaliacdo das respostas de medo condicionado contextual
observadas a longo prazo (24 horas) em camundongos submetidos a sucessivas
exposicoes ao predador no RET.

O procedimento experimental utilizado nessa etapa foi semelhante ao descrito no
Experimento 5A, no entanto, nesse experimento foi utilizado o intervalo de 1,5 horas entre as
duas sessdes de condicionamento e a exposi¢do ao contexto ocorreu apds 24 horas do término

da 2% sessédo.

5.1.3 Analise estatistica

Os resultados dos experimentos 5A, 5B e 5C foram inicialmente submetidos ao teste
de Levene para homogeneidade de variancias. Nos casos em que o teste de Levene apresentou
valores significativos (p<0,05), os dados foram convertidos em Log de base 10 ou em raiz
quadrada ou ainda, em raiz cubica e, posteriormente, foram submetidos ao teste # de Student.

Nos casos em que o Levene acusou significAncia mesmo apds todas as transformagdes
acima, os dados foram analisados pelo teste de Mann Whitney (ndo paramétrico). Foram
considerados significativos os valores de p < 0,05.

Os dados da analise comparativa minuto a minuto entre os experimentos 5A e 5B e
entre 5B e 5C foram submetidos 8 ANOV A bifatorial para medidas repetidas [Fator 1: tipo de

delineamento experimental; Fator 2: (tempo)] seguida do teste F de comparagdes planejadas.
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5.2 RESULTADOS

5.2.1 Experimento SA - Avaliacdo das respostas de medo condicionado contextual
observadas a curto prazo (4 horas - MCP) em camundongos expostos ao RET.

As Figuras 20 a 24 ilustram as medidas espago temporais registradas minuto a minuto
(A) e em intervalos de cinco e quatro minutos (B) nos dias da habituacdo e do contexto. Foi
observado um aumento significativo no tempo de permanéncia dos animais na toca [t(20) = -
5,44, p <0,001] (Figura 20 B) e uma diminuicdo do tempo gasto na superficie [U =9, Z =
3,38, p <0,001] (Figura 22 B) apenas nos primeiros cinco minutos da exposi¢do ao contexto
em relagdo ao dia da habituagdo. Além disso, no dia da exposi¢do ao contexto, a andlise
estatistica utilizando o teste de Mann Whitney revelou uma reducdo no tempo de contato dos
camundongos com a tela de arame nos cinco primeiros minutos [U = 7, Z = 3,51, p <0,001]
(Figura 23 B) em relag@o ao dia da habituacdo. Nenhuma diferenca significativa foi observada
no tempo de permanéncia no tinel (Figura 21 B) e na duracdo total do comportamento de
avaliacdo de risco (Figura 24 B) nos cinco minutos iniciais € nos quatro minutos finais do

contexto em relagdo a habituagao.
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Figura 20 - Tempo de permanéncia dos camundongos (n= 11) na toca registrado minuto a minuto (A)
¢ em intervalos de cinco e quatro minutos (B) durante a habituagdo e o contexto. * p<0,05 comparado
ao grupo habituacdo pelo teste 7 de Student.
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Figura 21 - Tempo de permanéncia dos camundongos (n= 11) no tinel registrado minuto a minuto
(A) e em intervalos de cinco e quatro minutos (B) durante a habitua¢do e o contexto.
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Figura 22 - Tempo de permanéncia dos camundongos (n= 11) na superficie do aparato registrado
minuto a minuto (A) ¢ em intervalos de cinco e quatro minutos (B) durante a habituagdo e o contexto.
* p<0,05 comparado ao grupo habituagio pelo teste de Mann-Whitney.
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Figura 23 - Tempo de contato dos camundongos (n= 11) com a tela de arame registrado minuto a
minuto (A) ¢ em intervalos de cinco e quatro minutos (B) durante a habituacdo e o contexto. * p<0,05
comparado ao grupo habituagdo pelo teste de Mann Whitney.
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Figura 24 - Tempo total de avaliag¢do de risco exibido pelos camundongos (n= 11) minuto a minuto
(A) e em intervalos de cinco e quatro minutos (B) durante a habitua¢o e o contexto.
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5.2.2 Experimento 5B - Avaliacio das respostas de medo condicionado contextual
observadas a longo prazo (24 horas - MLP) em camundongos expostos ao RET.

O perfil comportamental exibido pelos camundongos em relagdo as medidas espaco
temporais nos dias da habitua¢@o e do contexto esta ilustrado nas Figuras 25 a 29 (A e B). De
forma interessante, as respostas comportamentais observados nesse experimento apresentaram
o mesmo padrdo daquelas descritas no Experimento 5A. Os animais aumentaram o tempo de
permanéncia na toca [t(28) = -3,23, p <0,01] (Figura 25 B), reduziram o tempo gasto na
superficie [U = 38, Z = 3,09, p <0,01] (Figura 27 B) e o tempo de contato com a tela de arame
[U =64, Z = 2,01, p <0,05] (Figura 28 B) nos cinco primeiros minutos do contexto em
relagcdo a habituagdo. A analise comparativa dos cinco primeiros minutos entre esses dois dias
do experimento, ndo revelou diferenga significativa em relacdo ao tempo de permanéncia dos
animais no tunel [t(28) = -0,77, p >0,05] (Figura 26 B) e no tempo total de avalia¢do de risco
[t(28) = -0,68, p >0,05] (Figura 29 B). Finalmente, o teste de Mann Whitney mostrou um
aumento no tempo total de avaliacdo de risco nos quatro minutos finais do contexto em

relacdo a habituacdo [U = 82,5, Z =-2,10, p <0,05] (Figura 29 B).
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Figura 25 - Tempo de permanéncia dos camundongos (n=15) na toca registrado minuto a minuto (A)
¢ em intervalos de cinco e quatro minutos (B) durante a habituagdo e o contexto. * p<0,05 comparado
ao grupo habituacdo pelo teste 7 de Student.
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Figura 26 - Tempo de permanéncia dos camundongos (n=15) no tnel registrado minuto a minuto (A)
¢ em intervalos de cinco e quatro minutos (B) durante a habituacdo e o contexto.
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Figura 27 - Tempo de permanéncia dos camundongos (n=15) na superficie do aparato registrado
minuto a minuto (A) ¢ em intervalos de cinco e quatro minutos (B) durante a habituagdo e o contexto.
* p<0,05 comparado ao grupo habituagio pelo teste de Mann Whitney.
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Figura 28 - Tempo de contato dos camundongos (n=15) com a tela de arame registrado minuto a
minuto (A) ¢ em intervalos de cinco e quatro minutos (B) durante a habituacdo e o contexto. * p<0,05
comparado ao grupo habituagdo pelo teste de Mann Whitney.
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Figura 29 - Tempo total de avaliagdo de risco exibido pelos camundongos (n=15) minuto a minuto
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comparado ao grupo habituagdo pelo teste de Mann Whitney.
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5.2.3 Experimento 5C - Avaliacio das respostas de medo condicionado contextual
observadas a longo prazo (24 horas) em camundongos submetidos a sucessivas
exposicoes ao predador no RET.

O perfil comportamental exibido pelos camundongos em relagdo as medidas espaco
temporais nos dias da habituac@o e do contexto esta ilustrado nas Figuras 30 a 33 (A e B). O
intervalo de 1,5 horas entre as duas sessdes de condicionamento ndo alterou o perfil de
respostas comportamentais dos camundongos nos dias da habituacdo e contexto. Semelhante
ao observado nos Experimentos 5A e 5B, os animais permaneceram mais tempo na toca do
RET nos cinco minutos iniciais do contexto (Figura 30 B) [t(18) = -2,26, p <0,05] em relagao
ao dia da habituacdo. Em contrapartida, foi observada uma diminui¢do no tempo de
permanéncia na superficie (Figura 32 B) [t(18) = 2,53, p <0,05] e no contato com a tela de
arame (Figura 33 B) [t(18) = 3,29, p <0,01] nos primeiros cinco minutos do contexto em
relacdo a habituagdo. O teste ¢ de Student para amostras independentes ndo revelou diferencas
significativas em relagdo ao tempo de permanéncia no tunel (Figura 31 B) e ao tempo total de
avaliacdo de risco que os animais exibiram no contexto em relagdo ao dia da habituacdo

(Figura 34 B).
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Figura 30 - Tempo de permanéncia dos camundongos (n=10) na toca registrado minuto a minuto (A)
¢ em intervalos de cinco e quatro minutos (B) durante a habituagdo e o contexto. * p<0,05 comparado
ao grupo habituacdo pelo teste 7 de Student.
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Figura 31 - Tempo de permanéncia dos camundongos (n=10) no tnel registrado minuto a minuto (A)

¢ em intervalos de cinco e quatro minutos (B) durante a habitua¢do e o contexto.
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Figura 32 - Tempo de permanéncia dos camundongos (n=10) na superficie do aparato registrado
minuto a minuto (A) e em intervalos de cinco e quatro minutos (B) durante a habituagdo e o contexto.

* p<0,05 comparado ao grupo habituagio pelo teste 7 de Student.
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Figura 33 - Tempo de contato dos camundongos (n=10) com a tela de arame registrado minuto a
minuto (A) e em intervalos de cinco e quatro minutos (B) durante a habituacdo e o contexto. * p<0,05
comparado ao grupo habituagdo pelo teste # de Student.
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Figura 34 - Tempo total de avaliagdo de risco exibido pelos camundongos (n=10) minuto a minuto
(A) e em intervalos de cinco e quatro minutos (B) durante a habitua¢@o e o contexto.
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5.2.4 Analise comparativa das respostas de medo condicionado contextual observadas

nos experimentos SA, 5B e 5C.

Com o objetivo de comparar a magnitude das respostas observadas nos trés protocolos
experimentais desse estudo, foi realizada uma analise estatistica da variacdo (A) minuto a
minuto de cada um dos parametros comportamentais avaliados. O valor de A foi estabelecido
a partir do calculo da diferencga entre a resposta comportamental exibida no dia do contexto e
no dia da habituagao.

A ANOVA bifatorial para o tempo de permanéncia dos animais na toca nos
experimentos 5A e 5B revelou significancia para o fator tempo [F(s,192= 7,146, p<0,0001] e
interacdo entre os fatores [Fs 192= 2,121, p=0,035], porém ndo apontou significAncia para o
fator tipo de delineamento experimental [F( 24= 2,858, p=0,104]. A andlise post hoc revelou
uma maior magnitude da resposta no segundo (F(i 4= 5,96, p=0,02), terceiro (F24= 5,18,
p=0,03) e quarto minutos (F 4= 4,44, p=0,04) do experimento SA em relagdo ao 5B (Figura
35 - I). Por outro lado, a ANOV A bifatorial para esse mesmo parametro comportamental nos
experimentos 5B e 5C revelou significdncia apenas para o fator tempo [Fgiss= 3,470,
»<0,001], mas ndo para o fator tipo de delineamento experimental [F( 23= 0,043, p=0,837] e
interagdo entre os fatores [F (g 1s4y= 0,846, p=0,563] (Figura 35 - II).

===Experimento SA === Experimento 5B =#—Experimento 5B == Experimento 5C

A Contexto - Habituacao

A Contexto - Habituacao

Tempo na toca (minutos) -15 - Tempo na toca (minutos)

Figura 35 - Tragado minuto a minuto da variacdo (A) da resposta de tempo na toca observada no dia
do contexto menos o dia da habituacdo nos protocolos 5A e 5B (I), 5B e 5C (ID).
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Com relacdo ao tempo no tunel, a ANOVA bifatorial revelou significancia apenas para
o fator tempo [Experimento 5A - 5B: F(3,192= 9,310, p<0,0001; Experimento 5B - 5C: Fg 184)=
9,316, p<0,0001], mas ndo apontou significancia para o tipo de delineamento experimental
[Experimento 5A - 5B: F(;24= 0,562, p=0,460; Experimento 5B - 5C: F(; 23)= 0,278, p=0,603]
e interagdo entre os fatores [Experimento 5A - 5B: F 192= 1,754, p=0,088; Experimento 5B -
5C: Fs,184= 1,157, p=0,327] (Figura 36 - I e II).

=== Fxperimento SA === Experimento 5B = Experimento 5B ==k==Experimento 5C

A Contexto - Habituac¢iao

10 Tempo no tinel (minutos) -10 - Tempo no tinel (minutos)

Figura 36 - Tragado minuto a minuto da variacdo (A) da resposta de tempo no tunel observada no dia
do contexto menos o dia da habituagio nos protocolos 5A e 5B (I), 5B e 5C (II).

A ANOVA bifatorial para o tempo na superficie nos experimentos 5A e 5B revelou
significancia para o fator tempo [F192= 9,618, p<0,0001] e intera¢do entre os fatores
[F,192= 2,112, p=0,036], porém ndo revelou efeito significativo para o fator tipo de
delineamento experimental [F( 4= 2,004, p=0,170]. O teste F de comparacdes planejadas
revelou uma maior magnitude da resposta no terceiro (F 4= 4,77, p=0,04) e quarto minutos
(F(124= 6,14, p=0,02) no experimento SA quando comparado ao 5B (Figura 37 - I). Ademais,
a andlise comparativa entre os experimentos 5B e 5C para o tempo na superficie, revelou
significancia apenas para o fator tempo [F(s184= 5,364, p<0,0001], mas ndo para o fator tipo
de delineamento experimental [F(i23= 0,772, p=0,389] e interagdo entre os fatores [Fs 1s4)=
0,60, p=0,777] (Figura 37 - 1I).

A andlise comparativa do tempo de contato com a tela de arame entre os experimentos
5A e 5B revelou significincia para o fator tempo [Fs 192)= 5,536, p<0,0001] e interagdo entre

os fatores [Fs 192= 2,383, p=0,02], mas ndo indicou significancia para o tipo de delineamento
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experimental [Fq 4= 2,190, p=0,152]. O teste F de comparagdes planejadas revelou uma
maior magnitude da resposta apenas no terceiro minuto (Fg.4= 8,78, p=0,007) do
experimento 5SA em relagdo ao 5B (Figura 38 - I). De maneira semelhante, nos experimentos
5B e 5C, a ANOVA bifatorial revelou significancia para o fator tempo [Fs 134= 3,244,
p=0,002] e interacdo entre os fatores [Fs 1s4)= 2,006, p=0,048], mas ndo apontou significAncia
para o tipo de delineamento experimental [F(; 23= 0,01, p=0,922]. A analise post hoc mostrou
que apenas no 6° minuto a magnitude da resposta foi maior no experimento 5C quando

comparado ao 5B (Figura 38 - II).

=¢=Experimento 5SA == Experimento 5B I == Experimento 5B === Experimento 5C

A Contexto - Habituaciao
A Contexto - Habituac¢io
=

Tempo na superficie (minutos) Tempo na superficie (minutos)

Figura 37 - Tracado minuto a minuto da variacdo (A) da resposta de tempo na superficie observada no
dia do contexto menos o dia da habituag@o nos protocolos 5A e 5B (I), 5B e 5C (1I).

== Experimento SA =fli=Experimento 5B == Experimento 5B === Experimento 5C
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Figura 38 - Tracado minuto a minuto da varia¢do (A) da resposta de tempo de contato com a tela
observada no dia do contexto menos o dia da habituagio nos protocolos 5A e 5B (I), 5B e 5C (II).
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Para o comportamento de SAP total nos experimentos 5SA ¢ 5B, a ANOVA bifatorial
ndo revelou significAncia para nenhum dos fatores analisados [tipo de delineamento
experimental: F(; 4= 0,956, p=0,338; tempo: F192= 0,480, p=0,869 e interacdo entre os
fatores: Fs 192= 0,431, p=0,902] (Figura 39 - I). Em contrapartida, a ANOVA bifatorial para
esse mesmo comportamento nos experimentos SB e 5C revelou efeito significativo para todos
os fatores analisados [tipo de delineamento experimental: F(j23= 6,103, p=0,02; tempo:
Fs,1849= 2,076, p=0,05 e interagdo entre os fatores: Fg is4y= 3,548, p=0,001]. A andlise post
hoc mostrou que apenas no 1° minuto a magnitude da resposta € maior no experimento 5C

quando comparado ao 5B (Figura 39 - II).

~4—Experimento5A =M Experimento 5B =&=Experimento 5B == Experimento 5C

15 1 A
08 1
0,6 1
04 1
02 1
0
02 1
04
0,6 1

0.8 1 .
| Tempo de SAP (minutos) 5 * Tempo de SAP (minutos)

A Contexto - Habituacio

A Contexto - Habituacao

Figura 39 - Tracado minuto a minuto da variagdo (A) da resposta de SAP total observada no dia do
contexto menos o dia da habituagéo nos protocolos 5A e 5B (I), 5B e 5C (II).

5.3 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram a eficicia do estimulo predatorio
utilizado no teste de exposicdo ao rato para o estudo de respostas de medo condicionado
contextual em camundongos. A relevancia emocional e/ou bioldgica de um estimulo aversivo
pode ser caracterizada pela propriedade de evocar respostas inatas de medo. Numerosos
estudos de condicionamento de medo utilizam o choque elétrico nas patas como estimulo
incondicionado. Entretanto, outros estimulos incondicionados tém sido descritos na literatura
e incluem a apresenta¢do de um som intenso, a estimulacdo quimica ou elétrica de estruturas

cerebrais e a exposicdo a predadores ou aos seus odores (DIELENBERG; McGREGOR,
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2001; DO MONTE et al, 2008; HUBBARD et al., 2004; MARTINEZ et al, 2011;
TAKAHASHI; CHAN; PILAR, 2008).

Nos delineamentos experimentais apresentados no presente estudo, os camundongos
exibiram respostas de medo contextual apos 4 e 24 horas da exposicdo ao predador no RET.
Além disso, as respostas comportamentais defensivas exibidas pelos animais foram mais
robustas nos primeiros cinco minutos do contexto, sugerindo assim, que esse seja o intervalo
de tempo critico para a duracdo da expressdo das respostas de medo condicionado nesse
modelo.

Adicionalmente, a analise minuto a minuto dos comportamentos revelou um perfil de
respostas bastante semelhante nos primeiros cinco minutos da exposicdo ao contexto nos trés
experimentos. Em todos os delineamentos foi observado um aumento significativo no tempo
de permanéncia dos camundongos na toca e redugdo na superficie. Somado a isso, os animais
evitaram o contato com a tela de arame, indicando assim, um aumento nas respostas de
esquiva ao predador.

Do ponto de vista mnemonico, as alteracdes significativas observadas no tempo de
permanéncia dos animais na toca, superficie e no contato com a tela de arame no dia da
exposi¢do ao contexto em relagdo ao dia da habituagdo, sugerem que houve aquisi¢do
(aprendizagem) e, consequentemente, retengdo da memoria aversiva associada a exposi¢do ao
predador. Esses dados estdo em conformidade com a visdo de Gewirtz e Davis (2000), que
argumentam que a aprendizagem pode ser avaliada pela capacidade com que a presenca
apenas do estimulo condicionado, como por exemplo, a exposi¢do o contexto, produz resposta
condicionada em antecipac¢do a ocorréncia do estimulo incondicionado.

Além disso, os resultados demonstraram que reagdes defensivas como a avaliagdo de
risco (SAP), que sdo comumente observadas durante a exposicao ao predador, sdo comutadas
a um padrdo distinto de respostas defensivas no dia do contexto. Assim sendo, os resultados
sugerem que o SAP seja uma medida importante somente durante a exposicdo ao predador,
enquanto as medidas espago-temporais oferecem um perfil mais relevante do comportamento
defensivo dos animais no dia do contexto e, portanto, parecem ser mais expressivas para a
investigacdo dos sistemas neurais envolvidos nas respostas de medo condicionado contextual
no RET. De maneira semelhante aos achados desse estudo, Kilpatrick e Cahill (2003)
descreveram outros parametros menos convencionais empregados na avaliagdo do
condicionamento de medo como o tempo de aproximag¢do € o nimero de contatos com um
estimulo olfatorio. Além disso, a supressdo de comportamentos em progresso também tem

sido utilizada para quantificar respostas condicionadas (AMORAPANTH; NADER;
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LeDOUX, 1999). Nesse ultimo caso, as respostas condicionadas parecem ser mediadas por
mecanismos neurais diferentes daqueles observados no comportamento de congelamento
(AMORAPANTH; NADER ; LeDOUX, 1999).

De acordo com Blanchard, Griebel e Blanchard (2001) ratos e camundongos de
laboratdrio apresentam um padrdo semelhante de respostas defensivas, no entanto, algumas
diferencas relevantes sdo observadas entre essas espécies. Umas das principais diferengas € o
comportamento de avaliagdo de risco (orientagdo e aproximacdo frente a ameaga) que ¢ mais
frequentemente observado em camundongos do que em ratos. Esse comportamento ¢
usualmente exibido por camundongos em situacdes ameagadoras como a presenga proximal
do predador (gato ou rato) ou até mesmo quando perseguido por ele. Nessas mesmas situacdes
de perigo, o rato preferencialmente exibe o comportamento de congelamento e menos
frequentemente avaliagdo de risco. Ainda de acordo com esses pesquisadores, a natureza das
respostas defensivas em animais expostos a situacdes ameacadoras depende da intensidade, da
distancia do estimulo aversivo e das caracteristicas do ambiente em que o estimulo ¢
experienciado (BLANCHARD; BLANCHARD, 1988; BLANCHARD; BLANCHARD;
RODGERS, 1990). Assim, em situacdes de confronto com o predador, os animais exibem
preferencialmente o comportamento de fuga, caso exista uma rota de saida no ambiente. Em
contrapartida, os animais exibem o estado de congelamento caso a fuga ndo seja vidvel ou o
predador ainda mantenha uma certa distancia da presa.

Nesse contexto, os resultados do presente estudo mostram-se consistentes em relagdo a
tendéncia de fuga dos animais para a toca durante as exposi¢des ao predador e ao contexto.
Uma possivel explicagdo pela preferéncia por esse comportamento talvez esteja nas
caracteristicas estruturais do modelo, com a presenga de uma rota de saida (um tinel
conectado a uma toca) que permite a presa distanciar-se e escapar do contato visual com o
predador.

E importante ressaltar que os modelos de condicionamento de roedores
(principalmente ratos de laboratorio), geralmente envolvem a apresentagdo de breves choques
elétricos nas patas (ex. por 1 minuto) e a resposta de congelamento ¢ medida apos cada
intervalo de apresentagdo desse estimulo. Entretanto, a resposta comportamental de
congelamento utilizada como indice ou medida do condicionamento ndo €é a mesma resposta
observada nos animais durante a apresentagdo do estimulo incondicionado de choque. Neste
caso, as respostas comumente observadas sdo as de salto, vocalizagdo, estremecimento e/ou
retraimento (flinching) da pata, que sdo medidas robustas, porém ndo sdo frequentemente

mensuradas.
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A resposta de medo condicionado exibida como comportamento de congelamento
caracteriza-se como imobilidade total e postura tensa do animal (FANSELOW, 1984). Esse
comportamento ndo consiste na simples supressdo da atividade do animal, mas sim, num
padrdo comportamental complexo que inclui alteracdes autondmicas como o aumento da
atividade respiratoria, hipertensdo, aumento da freqiiéncia cardiaca, aumento da defecacdo e
mic¢do (FANSELOW, 1984; FENDT; FANSELOW, 1999; LeDOUX; MULLER, 1997;
LeDOUX, 2000, 2003). Outras respostas comportamentais além do congelamento também
foram caracterizadas como respostas de medo e incluem a vocalizagdo ultrassonica por ratos
(BORSZCZ; 1995; MICZEK et al., 1995); a perda da sensibilidade a dor (FANSELOW;
BAACKES; 1982) e o sobressalto potencializado pelo medo (DAVIS, 1993).

Em relacdo ao tempo da resposta condicionada, dados da literatura relatam que a
resposta de congelamento ¢ predominantemente determinada pelas caracteristicas do choque e
pela intensidade e/ou duragdo do estimulo (FANSELOW, 1980). Ainda, pode ser determinada
pelo tipo de estimulo condicionado apresentado ao animal, sendo que a duragdo ¢ menor
quando o estimulo € discreto, como a luz ou o som. Por outro lado, o tempo da resposta de
congelamento aos estimulos contextuais pode ultrapassar 40 minutos, dependendo da duragédo
das sessdes de condicionamento (FANSELOW, 1980; CARRIVE, 2002). Tais impactos sobre
as respostas comportamentais e fisiologicas parecem indicar que o medo condicionado
contextual ¢ um estressor mais potente que o medo condicionado para estimulos discretos
(luz, som).

Assim como € observado no condicionamento com choque nas patas, estudos que
utilizam odores de predadores como estimulos incondicionados também reportam algumas
particularidades relacionadas aos procedimentos experimentais. Exemplificando, Takahashi,
Chan e Pilar (2008) demonstraram que as respostas comportamentais de congelamento e
esquiva exibidas pelos ratos frente ao estimulo do odor de gato foram também observadas
durante a exposi¢do ao contexto e ambas foram utilizadas como medidas de condicionamento.
Dessa forma, ¢ importante que a determinacdo da medida que sera utilizada como resposta de
condicionamento num modelo considere particularidades e caracteristicas proprias do
experimento.

Corroborando esses achados, diferencas na duragdo das respostas comportamentais
decorrentes do numero de sessdes de condicionamento dos animais foram também descritas
em estudos utilizando o composto sintético 2,5-dihidro-2,4,5-trimetiltiazolina (TMT) que
apresenta um odor semelhante aquele extraido das fezes de raposas vermelhas. O

condicionamento ocorreu apos sete sessdes consecutivas de pareamento dos ratos com TMT
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por 20 minutos, demonstrando assim, particularidades relacionadas a utilizacdo dessa
substancia como estimulo incondicionado (US).

E importante destacar que estudos prévios realizados em nosso laboratério nio
constataram o aparecimento de medo condicionado contextual quando camundongos foram
expostos uma unica vez ao predador (10 minutos) como estimulo incondicionado (resultados
ndo publicados). Foi demonstrado ainda, que ndo existem diferengas entre as respostas
observadas no dia do contexto entre camundongos expostos uma tinica vez ao rato de verdade
ou ao rato de brinquedo. Esses resultados ressaltam a importancia da magnitude e durag¢do do
estimulo incondicionado para o condicionamento no modelo do teste de exposi¢cdo ao rato.
Essa observagdo ¢ corroborada por Morris € Bouton (2006) que consideram que a magnitude
do estimulo incondicionado ¢ um importante parametro no estudo de condicionamento e ¢
capaz de determinar a taxa de aprendizado em condicionamentos aversivos e apetitivos.

A andlise comparativa entre os experimentos 5A e 5B exibiu semelhancas entre os
perfis comportamentais de ambos os delineamentos e também revelou que as respostas
defensivas exibidas pelos animais apresentaram maior magnitude quando observadas apos 4
horas do término das sessdes de condicionamento (Experimento 5SA - MCP). Ademais, os
animais submetidos ao protocolo envolvendo 1,5 horas de intervalo entre as sessdes de
condicionamento (Experimento 5C), apresentaram uma magnitude das respostas contextuais
semelhante aquela observada quando as sessdes de condicionamento ocorreram num intervalo
de 24 horas (Experimento 5B).

A escolha pela utilizacdo do intervalo de 1,5 horas entre as sessdes de
condicionamento foi baseada nos estudos de Izquierdo (1989) e Izquierdo et al. (2002).
Segundo esses autores, informagdes adicionais podem ser incorporadas as experiéncias
aprendidas apds o término da aquisi¢do. As informagdes podem ser de dois tipos: bioquimicas
(fornecidas por farmacos que induzem estados de dependéncia quando administrados apos
treino, como por exemplo, a epinefrina) ou cognitivas (fornecidas por outras tarefas ou
informagdes aprendidas). A adicdo de informagdes induzida por farmacos ou cognitivamente
parece ser tempo dependente. No primeiro caso, a adi¢do de informagdes ndo € observada se a
administracdo do farmaco ocorrer apds um tempo consideravel do treino (usualmente mais do
que 30 minutos). Por sua vez, as informagdes cognitivas ndo podem ser incorporadas se
apresentadas apds 2-3 horas da experi€ncia original, tanto em camundongos, ratos ¢ humanos
(IZQUIERDO, 1989). No presente estudo, a proposta inicial de reduzir os intervalos entre as
sessdes de condicionamento era de investigar possiveis aumentos na magnitude das respostas

comportamentais durante o contexto e a caracteriza¢do de algum outro comportamento como
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avaliacdo de risco ou congelamento. No entanto, conforme esbocado nas figuras do
Experimento 5C, as mesmas respostas condicionadas contextuais foram exibidas pelos
camundongos em relacdo aos experimentos 5SA e 5B e, o comportamento de avaliagdo de
risco, ndo foi influenciado pelo intervalo de tempo entre as exposi¢des ao estimulo aversivo
(1,5 horas).

Dentro desta perspectiva, a utilizacdo do protocolo experimental envolvendo o
intervalo de 1,5 horas entre as sessdes de condicionamento, apresentou-se mais atraente ao
nosso estudo do que os demais delineamentos avaliados. Uma das vantagens da utilizagdo do
intervalo de 1,5 horas em relagdo ao de 24 horas ¢ que o primeiro favorece o estudo das
distintas fases do processamento da memoria (aquisicdo, consolidagdo e evocagdo),
permitindo seu emprego em investigagdes voltadas a entender o papel de determinados
mecanismos € sistemas neurais nos diferentes estagios dos processos mnemdnicos.

Assim, os resultados desse estudo apresentam evidéncias que fortalecem a utilizacdo
do teste de exposicdo ao rato como um novo modelo para avaliagdo de respostas de medo
condicionado contextual. A expressdo de respostas comportamentais de medo, representadas
principalmente pela fuga durante o contexto, reflete a eficdcia da associagdo entre os
estimulos condicionado e incondicionado no modelo. Somado a isso, outra vantagem de sua
utilizag@o estd associada a substituicdo do emprego de estimulos dolorosos, como choque nas
patas na aquisi¢do do condicionamento, eliminando assim, o impacto de estimulos dessa
natureza na analise das reagdes emocionais a serem estudadas. Outro ponto relevante de sua
utilizagdo € que esse paradigma presa-predador permite que manipulagdes farmacoldgicas e o
emprego de técnicas de lesdo de estruturas encefélicas, auxiliem na investigag¢do da circuitaria

neural envolvida nas respostas de medo condicionado.
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CAPITULO VT
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AVALIACAO DOS EFEITOS DA INATIVACAO REVERSIVEL POR MUSCIMOL
DO HIPOCAMPO VENTRAL E DO COMPLEXO AMIDALOIDE SOBRE AS
RESPOSTAS DE MEDO CONDICIONADO CONTEXTUAL DE CAMUNDONGOS
SUBMETIDOS AO TESTE DE EXPOSICAO AO RATO (RET).

Memorias de medo sdo duradouras e podem persistir por meses, anos ou por toda vida.
Consideravel progresso tem sido feito na investigacdo das estruturas encefalicas e dos
circuitos neurais envolvidos nas respostas de medo. Estudos comportamentais em animais
utilizando técnicas de estimulagcdo quimica ou elétrica, lesdo ou manipulagdes farmacoldgicas
de estruturas encefélicas especificas, t€ém aumentado a compreensdo de neurocientistas sobre
o substrato neurobiologico dessa emog¢do. Nesse contexto, muitos estudos tém demonstrado o
envolvimento da amidala e do hipocampo na aquisicdo de informagdes aversivas € na
expressdo do medo condicionado a estimulos explicitos e contextuais (FENDT; FANSELOW,
1999; KIM; JUNG, 2006; LeDOUX, 2000; McGAUGH, 2004).

As primeiras evidéncias da participagdo da amidala nos processos de aprendizado e
memoria originaram-se dos trabalhos de Kliiver ¢ Bucy'? (1937 apud MAREN, 2001, p.899),
em que a ablagdo bilateral das por¢des anteriores do lobo temporal de macacos produziu um
conjunto de comportamentos representados principalmente pela aparente perda da reagdo
emocional a estimulos sensoriais, especialmente os visuais. Embora os animais pudessem ver
perfeitamente, os objetos pareciam ter perdido o seu significado psicolégico. Exemplificando,
macacos lesados levavam a boca objetos ndo comestiveis, tentavam copular com individuos
do mesmo sexo ou de outras espécies e perdiam o medo por cobras e pessoas.

Posteriormente, foi demonstrado que a ablagdo bilateral da amidala em macacos
resultava em prejuizo na aprendizagem da tarefa de esquiva ativa, em que o animal deve
produzir uma resposta operante na presen¢a de um estimulo condicionado, o qual consiste
geralmente de uma luz ou um som, que sinaliza um choque. Assim, foi sugerido que a
amidala seria fundamental para que as representacdes sensoriais de um estimulo fossem
associadas a propriedades afetivas ou reforcadoras (WEISKRANTZ, 1956 apud MAREN,
2001, p.900).

'2 KLUVER, H.; BUCY, P.C. “Psychic blindness” and other symptoms following bilateral temporal lobectomy
in rhesus monkeys. American Journal of Physiology, v.119, p.352-353, 1937.

' WEISKRANTZ, L. Behavioral changes associated with ablation of the amygdaloid complex in monkeys.
Journal of Comparative and Physiological Psychology, v.49, p.381-391, 1956.
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Além disso, a amidala parece ser importante na formagdo de associagcdes entre
estimulos neutros e aversivos, como acontece no condicionamento classico. Blanchard e
Blanchard (1972a) reportaram que ratos com lesdes amidalares ndo apresentaram respostas
condicionadas de congelamento ao contexto no qual ocorreu o condicionamento aversivo
Pavloviano, assim como respostas de medo inatas frente ao predador natural.

Papel de destaque tem sido atribuido ao nucleo basolateral (BLA) da amidala como
um sitio importante de plasticidade neural responsavel pela associacdo entre um estimulo
previamente neutro com outro de natureza aversiva. Maren, Aharonov e Fanselow (1996)
verificaram prejuizo no aprendizado do condicionamento classico aversivo envolvendo som e
contexto em ratos apds lesdo neurotoxica do BLA. No paradigma do sobressalto
potencializado pelo medo, também foi demonstrado que lesdes do BLA prejudicaram a
aprendizagem dessa tarefa (CAMPEAU; DAVIS, 1995).

Outras evidéncias de estudos envolvendo manipulagdes farmacologicas tém
contribuido nas investigacdes do papel da amidala nos processos de memoria. Microinjecdes
de antagonistas [-adrenérgicos na amidala, especialmente no nucleo basolateral, tém
promovido prejuizos na retencdo de tarefas como a esquiva inibitdria, enquanto a ativagdo de
B e a-adrenoceptores nesse nucleo tém aumentado a consolidagdo de memorias aversivas
(ROOZENDAAL; QUIRARTE; McGAUGH, 2002; ROOZENDAAL et al, 2006).
Adicionalmente, numerosas evidéncias também apontam uma importante participacdo dos
glicocorticoides (ex. corticosterona e dexametasona) na retencdo de memorias aversivas,
mediadas pelo nucleo basolateral (ROOZENDAAL, 2003). Em conjunto, esses estudos
fornecem evidéncias sugestivas da participacdo da amidala na consolidacio da memoria.
Além disso, sugerem o envolvimento dos sistemas adrenérgico e dos hormdnios do estresse
(glicocorticdides) na modulacdo de memorias aversivas (McGAUGH; ROOZENDAAL,
2002, ROOZENDAAL; BARSEGYAN; LEE, 2007).

Assim como a amidala, o hipocampo tem sido descrito como uma importante estrutura
do sistema limbico responséavel pela modulagdo de comportamentos relacionados a ansiedade
e respostas defensivas inatas a varios estimulos ameagadores (BANNNERMAN et al., 2004;
CANTERAS, 2002; McNAUGHTON; CORR, 2004). Ao longo dos anos, varios estudos
comportamentais tém demonstrado o envolvimento do hipocampo em processos associados a
aprendizagem, memoria e localizacdo espacial (EICHENBAUM, 2004; JARRARD, 1993;
SQUIRE; STARK; CLARK, 2004; ZHANG; BAST; FELDON, 2001) e o seu papel
modulatorio sobre os comportamentos relacionados ao medo e ansiedade (BANNERMAN et

al., 2004; DRINGENBERG; LEVINE; MENARD, 2008; GRAY; McNAUGHTON, 2000).
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Adicionalmente, tem sido atribuido ao hipocampo um papel importante na aquisi¢do e
consolidacdo de memorias aversivas contextuais (FENT; FANSELOW, 1999; GEWIRTZ;
McNISH; DAVIS, 2000; PHILLIPS; LeDOUX, 1992) avaliadas em tarefas de medo
condicionado. Acredita-se que esta estrutura seja responsavel por realizar a conexdo entre o
contexto (local, ambiente) e as experiéncias aversivas e, posteriormente, enviar estas
informagdes a amidala (SANDERS; WILTGEN; FANSELOW, 2003).

Alguns aspectos importantes devem ser considerados nas interpretagdes de resultados
acerca do papel do hipocampo nos estados de emocionalidade. Vdarios estudos descrevem a
importancia dessa estrutura como um todo, sem dissocia-la funcionalmente no seu eixo dorso-
ventral (hipocampo dorsal e ventral). No entanto, nos estudos em que essa dissociagcdo ¢
observada, ha evidéncias de que o hipocampo ventral desempenhe um importante papel nos
sistemas cerebrais associados ao medo e/ou ansiedade, enquanto o hipocampo dorsal tem
preferencialmente um papel no aprendizado espacial e memdria. Além disso, a natureza das
conexdes neuroanatdomicas do hipocampo ventral com outras estruturas encefdlicas como a
amidala, cortex pré-frontal e hipotdlamo também sugere sua participagdo no substrato neural
dos estados emocionais de medo/ansiedade (CENQUIZCA; SWANSON, 2007; PITKANEN
et al., 2000).

O condicionamento de medo tem se tornado um modelo importante ¢ muito utilizado
na elucidagdo dos mecanismos cognitivos e neuronais envolvidos frente a situacdes ou
estimulos aversivos (FENDT; FANSELOW, 1999). Embora existam evidéncias relacionando
o papel crucial da amidala e do hipocampo ventral nos circuitos neurais que participam das
respostas de medo condicionado, especialmente no condicionamento classico, a funcdo
precisa dessas estruturas ainda € pouco conhecida e explorada no condicionamento
envolvendo estimulos incondicionados ndo dolorosos. Portanto, os experimentos dessa etapa
do estudo foram conduzidos com o objetivo de avaliar o papel do hipocampo ventral e do
complexo amidaldide na modula¢do de comportamentos condicionados utilizando estimulos

incondicionados naturalisticos (exposi¢@o ao predador).
6.1 MATERIAIS E METODOS
6.1.1 Sujeitos

A descri¢do dos sujeitos utilizados no atual experimento ¢ idéntica aquela descrita no

CAPITULO 111, pagina 40.
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6.1.2 Drogas

Muscimol: (3-hidroxi-5-aminometil-isoxazole, Sigma, USA), um agonista do receptor
GABA¢érgico do tipo A. O composto foi dissolvido em solugéo fisiologica de cloreto de so6dio
a 0,9 %. A dose utilizada foi de 0,1 ug/0,1 pl e foi baseada em estudos prévios (EDELINE et
al., 2002; LEWIS; GOULD, 2007; MARTIN, 1991).

Apomorfina (Siegfried Zofinger, Suigca) - conforme descrito nos experimentos do

CAPITULO I1I, pagina 40.

6.1.3 Cirurgia e microinjecio de drogas
Os procedimentos desta etapa do estudo sdo idénticos aos descritos no CAPITULO

IV, pagina 58.

6.1.4 Procedimentos experimentais

6.1.4.1 Experimento 6A - Avaliacdo da inativacio reversivel do hipocampo ventral (HV)
sobre as respostas de medo condicionado contextual eliciadas pela exposicio ao
predador no RET.

Os experimentos foram realizados durante trés dias e consistiram em trés fases:

habituagdo, teste e exposi¢do ao contexto, conforme ilustrado na Figura 40.

Fase 1 - Habituacéo

Apds um periodo de cinco dias de recuperacdo cirurgica, antes do inicio do teste, os
camundongos foram transportados para uma sala adjacente a sala de experimento, onde
permaneceram por um periodo de 1 hora para ambientagcdo. Posteriormente, os animais foram
conduzidos até a sala experimental e colocados individualmente na superficie da caixa de
exposicdo por um periodo de 10 minutos de livre exploragdo sem a presen¢a do rato. A
maravalha da caixa moradia de cada animal foi colocada nos compartimentos superficie e toca
para facilitar a habituagcdo. Esse procedimento foi realizado com a finalidade de reduzir o

potencial efeito aversivo desencadeado pela novidade.

Fase 2 - Teste de Exposicao
No segundo dia, um rato macho Long-Evans pesando aproximadamente 600 g

(predador) e tratado com apomorfina (3 mg/kg, s.c., para manté-lo em movimento durante o
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teste) foi introduzido no compartimento do predador. A maravalha da caixa moradia de cada
animal foi novamente colocada nos compartimentos superficie e toca. Posteriormente, cada
camundongo foi individualmente colocado na superficie de exposi¢do, compartimento que o
separava do rato, por 10 minutos. Em seguida, os animais foram retirados do RET e mantidos
por 1,5 horas em uma caixa contendo maravalha originaria de sua gaiola viveiro. Ao final
desse procedimento, cada camundongo foi reexposto ao rato por mais 10 minutos.
Imediatamente apds essa segunda exposi¢do, os animais foram aleatoriamente alocados em 2
grupos e submetidos ao procedimento de microinje¢do intra-HV de salina ou muscimol (0,2
ng/0,2 ul em 60 segundos). Concluida a microinje¢do, os animais foram transportados de
volta a sua caixa moradia original e conduzidos ao biotério. As duas sessdes de exposicdo ao

rato foram denominadas de sessdes de condicionamento.

Fase 3 - Contexto

Apo6s 24 horas da segunda exposicdo ao predador, cada camundongo foi colocado na
superficie do RET sem a presen¢a do rato por 5 minutos. Assim como nas fases anteriores
desse experimento, a maravalha da caixa moradia de cada animal foi colocada nos
compartimentos superficie e toca. Essa sessdo foi realizada a fim de avaliar as respostas de
medo condicionado contextual.

Todas as fases do experimento foram gravadas através de um sistema de circuito
fechado de filmadora, DVD e televisdo para posterior andlise das respostas comportamentais
dos animais. Ao final do experimento, os encéfalos foram removidos e processados para
analise histologica segundo o item “Histologia”, descrito na pagina 62.

Os parametros comportamentais avaliados durante as trés fases do teste consistiram
nas medidas espaco temporais nos compartimentos do RET (tempo de permanéncia na toca,
tinel e superficie) e no tempo total gasto em contato com a tela de arame (que inclui o
comportamento de escalar a tela). Além disso, o comportamento utilizado para avaliar a
atividade exploratoria geral dos animais foi o nimero de cruzamentos entre os
compartimentos do modelo experimental. O nimero de cruzamentos foi calculado a partir do
somatorio do numero de vezes em que o animal adentrou com as quatro patas na toca, tunel e

superficie.
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6.1.4.2 Experimento 6B - Avaliacdo da inativacido reversivel do complexo amidaloide
(CA) sobre as respostas de medo condicionado contextual eliciadas pela exposicdo ao
predador no RET.

O procedimento experimental utilizado nessa etapa foi idéntico ao descrito para o
Experimento 6A, pagina 113. Entretanto, os camundongos foram submetidos ao
procedimento de microinje¢do no complexo amidaldide de salina ou muscimol (0,1 pg/0,1 pl

em 60 segundos) apos a segunda sessdo de condicionamento.

6.1.5 Analise estatistica

Todos os resultados foram inicialmente submetidos ao teste de Levene para
homogeneidade de varidncias. Nos casos em que o teste de Levene apresentou valores
significativos (p<0,05), os dados foram convertidos em Log de base 10 e, em seguida, foram

analisados pelo teste ¢ de Student. Foram considerados significativos os valores de p < 0,05.
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Figura 40 — Representagdo esquematica do protocolo experimental utilizado nos experimentos 6A ¢
6B. A microinje¢do de salina ou muscimol foi realizada imediatamente apos a segunda sessdo de
condicionamento. O aparato RET foi modificado de Yang et al. (2004).
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6.2 RESULTADOS

6.2.1 Analise histologica

As Figuras 41 e 42 ilustram, respectivamente, os sitios de microinje¢do intra-HV e
intra-CA dos camundongos utilizados nesse estudo. A Figura 43 ilustra as fotomicrografias

representativas dos sitios de injecdo no HV e CA.

Figura 41 - Diagramas coronais representativos dos sitios de microinjecdo bilateral (circulos
fechados) do hipocampo ventral (HV) de camundongos, tendo como referéncia o atlas de Paxinos ¢
Franklin (2001). O nimero de pontos nas figuras ¢ menor que o numero total de camundongos
utilizados devido a sobreposigdo de alguns sitios.
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Bregma -1.70 mm

Figura 42 - Diagramas coronais representativos dos sitios de microinjecdo bilateral (circulos
fechados) do complexo amidaléide (CA) de camundongos, tendo como referéncia o atlas de Paxinos ¢
Franklin (2001). O nimero de pontos nas figuras é menor que o numero total de camundongos
utilizados devido a sobreposi¢do de alguns sitios.
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Figura 43 - Fotomicrografias representativas dos sitios de inje¢do no hipocampo ventral (A,B) e no
complexo amidaloide (C,D). Barra de escala = 10 um.
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6.2.2 Experimento 6A - Efeitos da inativacdo reversivel do hipocampo ventral (HV)
sobre as respostas de medo condicionado contextual eliciadas pela exposicdo ao
predador no RET.

A Figura 44 ilustra o perfil comportamental dos camundongos em relacdo ao tempo de
permanéncia nos compartimentos toca, tinel e superficie do RET durante as trés fases do
experimento (habituagdo, sessdes de condicionamento e contexto). Os dados do dia da
habituagdo estdo representados como barras hachuradas horizontais e expressam a média e os
limites de confianga (= 95%) para esses dados. Nenhuma diferenga estatisticamente
significante foi observada entre os grupos salina e muscimol em relagdo ao tempo gasto na
toca [t(23) = 1,16, p >0,05], tanel [t(23) = -0,59, p >0,05] e superficie [t(23) = -0,90, p >0,05]
no dia da habituag¢do. Além disso, os animais permaneceram mais de 60% do tempo total da
sessao de habituag@o na superficie do aparato (salina = 63,83% e muscimol = 70,09%).

Em relagdo as duas sessdes de condicionamento, o teste ¢ de Student para medidas
independentes ndo apontou diferencgas estatisticamente significantes entre os grupos salina e
muscimol em relagdo ao tempo de permanéncia na toca [1* exposi¢do: t(23) = 1,35, p >0,05;
2% exposicao: t(23) = 0,14, p >0,05], tinel [1* exposicdo: t(23) = 1,62, p >0,05; 2* exposicao:
t(23) = 1,34, p >0,05] e superficie [ 1* exposicdo: t(23) = -2,05, p >0,05; 2 exposi¢ao: t(23) = -
0,78, p >0,05] (Figura 44).

Durante o contexto, o teste ¢ de Student revelou diferencgas significativas entre os
grupos em relacdo as medidas espago-temporais no RET (Figura 44). O tratamento com
muscimol reduziu o tempo de permanéncia dos animais na toca [t(23) = 2,29, p <0,05] e
aumentou o tempo na superficie [t(23) =-2,65, p <0,05] em relagdo ao grupo salina. A analise
estatistica ndo revelou diferenca entre os grupos em relacdo ao tempo de permanéncia no

tinel [t(23) = 0,74, p >0,05].
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Figura 44 - Efeitos da microinjecdo de 0,2 ul de salina (n=13) ou muscimol (n=12) no hipocampo
ventral sobre as medidas espago-temporais de camundongos expostos ao condicionamento na presenga
do rato. A habituagio, as sessdes de condicionamento ao predador ¢ a sessdo de contexto foram
realizadas durante 3 dias consecutivos. As barras hachuradas horizontais representam a média e os
limites de confianga (95%) superiores e inferiores para os dados de todos os animais obtidos durante
as sessOes de habituag@o ao aparato. As colunas representam as médias e as barras o EPM. * p<0,05
comparado ao grupo salina pelo teste # de Student.
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O parametro tempo de contato com a tela ¢ ilustrado na Figura 45. O teste ¢ de Student
ndo apontou diferencas significativas entre os dois grupos durante a habituagdo [t(23) =-0,31,
p >0,05] e primeira e segunda sessdes de condicionamento [t(23) = -1,15 e t(23) = -1,04, p
>0,05, respectivamente]. Os animais que receberam microinje¢do de muscimol apresentaram
aumento no tempo de contato com a tela de arame durante o contexto [t(23) = -2,42, p <0,05]
quando comparados aos animais salina.

A Figura 46 ilustra a atividade exploratéria geral dos camundongos durante todas as
etapas do experimento. Nao foram observadas diferengas significativas entre os grupos salina
e muscimol em relacdo ao numero de cruzamentos entre os compartimentos do modelo
durante a habituagdo [t(23) = -0,61, p >0,05], primeira e segunda sessdes de condicionamento

[t(23) =-0,29 e t(23) = 0,53, p >0,05, respectivamente] e contexto [t(23) =-0,33, p >0,05].
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Figura 45 - Efeitos da microinjecdo de 0,2 ul de salina (n=13) ou muscimol (n=12) no hipocampo
ventral sobre o tempo de contato com a tela de camundongos expostos ao condicionamento na
presenca do rato. As barras hachuradas horizontais representam a média e os limites de confianca
(95%) superiores e inferiores para os dados de todos os animais obtidos durante as sessdes de
habitua¢o ao aparato. As colunas representam as médias e as barras o EPM. * p<0,05 comparado ao
grupo salina pelo teste 7 de Student.
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Figura 46 — Auséncia de efeitos da microinjecdo de 0,2 pl de salina (n=13) ou muscimol (n=12) no
hipocampo ventral sobre a atividade exploratoria geral de camundongos expostos ao condicionamento
na presenga do rato. Os dados estdo representados como média + EPM. * p<0,05 comparado ao grupo
salina pelo teste ¢ de Student.

6.2.3 Experimento 6B - Efeitos da inativacdo reversivel do complexo amidaloide (CA)
sobre as respostas de medo condicionado contextual eliciadas pela exposicio ao
predador no RET.

Nenhuma diferenga estatistica entre os grupos muscimol e salina foi observada em
relacdo ao tempo gasto na toca [t(25) = 0,89, p >0,05], tunel [t(25) = 1,59, p >0,05] e
superficie [t(25) = -0,74, p >0,05] durante a fase de habituagdo (Figura 47). Da mesma forma,
nas sessdes de condicionamento, o teste # de Student ndo revelou diferengas estatisticamente
significantes entre os grupos para o tempo na toca [1?* sessdo: t(25) = 1,35, p >0,05 ¢ 2*
sessdo: t(25) = 0,30, p >0,05], tanel [1? sessdo: t(25) = 0,61, p >0,05 e 2 sessdo : t(25) = 1,71,
p >0,05] e superficie [1? sessdo: t(25) = -1,20, p >0,05 e 2% sessdo : t(25) = -0,71, p >0,05].
Além disso, na exposicdo ao contexto, 24 horas depois da segunda sessdo de
condicionamento, nenhuma diferenga estatistica entre os grupos foi observada em relagcdo aos
mesmos parametros (tempo de permanéncia na toca: t(25) = 0,72, tanel: t(25) = 0,95 e
superficie t(25) = -1,02, p >0,05) (Figura 47).

A Figura 48 ilustra o tempo de contato dos animais com a tela de arame que separa o
compartimento superficie daquele onde o predador ¢ colocado nas sessdes de

condicionamento. O teste ¢ de Student ndo revelou diferencas significativas entre os dois
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grupos durante as trés fases do teste (habituagdo: t(25) = 0,10, 1* sessdo: t(25) = -1,50, 2°
sessdo: t(25) =-0,09 e contexto: t(25) = -0,62, p >0,05).

Em relacdo a atividade exploratéria geral dos animais durante o experimento, nao
foram observadas diferencas significativas entre os grupos salina ¢ muscimol em relagdo ao
numero de cruzamentos entre os compartimentos do RET durante a habituagédo [t(25) = 1,65,
p >0,05], primeira e segunda sessdes de condicionamento [t(25) = 0,46 e t(25) = 0,76, p
>0,05, respectivamente] e contexto [t(23) = -0,85, p >0,05] (Figura 49).
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Figura 47 — Auséncia de efeitos da microinjecdo de 0,1 pul de salina (n=13) ou muscimol (n=14) no
complexo amidaldéide sobre as medidas espaco-temporais de camundongos expostos ao
condicionamento na presenga do rato. A habitua¢fo, as sessdes de condicionamento ao predador ¢ a
sessdo de contexto foram realizadas durante 3 dias consecutivos. As barras hachuradas horizontais
representam a média e os limites de confianga (95%) superiores e inferiores para os dados de todos os
animais obtidos durante as sessdes de habituagdo ao aparato. As colunas representam as médias e as
barras o EPM.  * p<0,05 comparado ao grupo salina pelo teste # de Student.
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Figura 48 — Auséncia de efeitos da microinjecdo de 0,1 pl de salina (n=13) ou muscimol (n=14) no
complexo amidaldide sobre o tempo de contato com a tela de camundongos expostos ao
condicionamento na presenga do rato. As barras hachuradas horizontais representam a média e os
limites de confianga (95%) superiores e inferiores para os dados de todos os animais obtidos durante
as sessdes de habituagio ao aparato. As colunas representam as médias e as barras o EPM. * p<0,05
comparado ao grupo salina pelo teste ¢ de Student.
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Figura 49 — Auséncia de efeitos da microinjecdo de 0,1 pl de salina (n=13) ou muscimol (n=14) no
complexo amidaldéide sobre a atividade exploratdria geral de camundongos expostos ao
condicionamento na presenga do rato. Os dados estdo representados como média £ EPM. * p<0,05
comparado ao grupo salina pelo teste ¢ de Student.
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6.3 DISCUSSAO

Os experimentos dessa etapa do estudo investigaram o papel do hipocampo ventral e
do complexo amidaldide na consolidagdo de memorias aversivas eliciadas pela exposicdo ao
predador. Os parametros utilizados para avaliar as respostas de medo condicionado dos
animais foram os mesmos descritos na padroniza¢io do modelo (ver CAPITULO V — péagina
89).

Os resultados da inativacdo reversivel do hipocampo ventral imediatamente apds as
sessOes de condicionamento demonstraram um aumento no tempo de permanéncia dos
animais na superficie do RET e no tempo de contato com a tela de arame durante a exposi¢ao
ao contexto do condicionamento. Por outro lado, verificou-se uma redu¢do no tempo de
permanéncia dos animais na toca. Coletivamente, esses resultados sugerem que o agonista
gabaérgico muscimol prejudicou a consolidacdo da memdria aversiva dos animais expostos ao
predador no RET. E importante ressaltar que nenhuma diferenga significativa foi observada
entre os grupos em relagdo ao numero de cruzamentos entre os compartimentos do RET,
demonstrando que o tratamento com muscimol ndo interferiu na atividade locomotora dos
animais durante a exposi¢ao ao contexto (Figura 46).

Poucos estudos descritos na literatura abordam a participagdo do hipocampo ventral na
modulagcdo dos comportamentos de medo condicionado em modelos que empregam como
estimulo incondicionado a presenga do predador (PENTKOWSKI et al., 2006, 2009). Nesse
sentido, Pentkowski et al. (2006) demonstraram que lesdes do hipocampo ventral de ratos
com acido iboténico, reduziram a expressdo do medo condicionado contextual apds 24 horas
da exposi¢do ao gato. Ademais, Pentkowski et al. (2009) avaliaram o papel dos receptores
CRFérgicos do hipocampo ventral de ratos expostos ao gato, ao odor de gato e aos contextos
desses condicionamentos. Os resultados mostraram que a ativagdo desses receptores com o
agonista CRF ovino aumentou as respostas defensivas dos animais durante a exposi¢do ao
odor do gato e ao contexto desse condicionamento. Por outro lado, o bloqueio desses
receptores utilizando o antagonista CRFérgico astressin, diminuiu as respostas defensivas de
ratos expostos ao odor do gato e a esse contexto. Além disso, ndo alterou as respostas
defensivas de ratos expostos ao predador (gato), mas diminuiu a expressdo das respostas
condicionadas associadas a esse contexto. Assim, esses resultados reforcam a participagdo do
hipocampo ventral, particularmente dos receptores CRFérgicos, na modulacido de respostas
incondicionadas e condicionadas de medo, especialmente aquelas em que ameacga ¢ do tipo

potencial ou incerta.



128

Outras evidéncias na literatura que relacionam a participagdo do hipocampo ventral
nas respostas de medo condicionado utilizam as técnicas tradicionais de condicionamento
Pavloviano, que incluem a apresentacdo de choques nas patas como estimulo incondicionado
aos roedores (pareados ou ndo a estimulos como luz e som). Os resultados desses diversos
estudos confirmam, principalmente, o envolvimento do hipocampo ventral na aquisi¢do e
expressdo do medo condicionado (MAREN, 1999; RICHMOND et al., 1999; TRIVEDI,
COOVER, 2004). Exemplificando, Bast, Zhang e Feldon (2001) avaliaram a importancia do
hipocampo ventral de ratos na formagdo de memorias de medo contextuais ou a dicas
explicitas (som) utilizando o condicionamento classico de medo. Os resultados demonstraram
que microinje¢cdes de muscimol no hipocampo ventral antes das sessdes de condicionamento
reduziram a expressdo do comportamento de congelamento dos animais durante a exposicao
ao contexto. Adicionalmente, o estudo também reporta prejuizos na aquisicdo do medo
condicionado contextual e auditivo empregando o bloqueador de canais de sodio,
tetrodotoxina. De acordo com os autores, a falta de efeitos da infusdo de muscimol sobre as
respostas de condicionamento de medo ao som em relagdo a tetrodotoxina, pode ser atribuida
a diferengas no mecanismo de agcdo de ambas as drogas. Enquanto o muscimol aumenta a
inibi¢do de neuronios exclusivamente GABAérgicos, a tetrodotoxina inativa temporariamente
todos os neurdnios e fibras de passagem na area da infusdo. Assim, esses resultados
fortalecem a importancia do hipocampo ventral nos processos mnemonicos subjacentes ao
medo condicionado classico contextual.

A importancia do hipocampo ventral é também observada em estudos que investigam
a participagdo de diferentes neurotransmissores no condicionamento classico de medo
(HACKL, 2007; ZHANG; BAST; FELDON, 2001). Neste contexto, Zhang, Bast e Feldon
(2001) avaliaram o papel dos receptores glutamatérgicos do subtipo N-metil-D-aspartato
(NMDA) no condicionamento classico aversivo envolvendo um estimulo sonoro ou o
contexto. Para tanto, foram realizadas microinfusdes bilaterais no hipocampo ventral de
NMDA ou do seu antagonista ndo competitivo, o MK-801, antes das sessdes de
condicionamento. Os resultados revelaram que o bloqueio dos receptores glutamatérgicos
utilizando o referido antagonista prejudicou apenas o condicionamento de medo contextual,
enquanto a estimulacdo desses receptores com NMDA prejudicou o condicionamento de
medo ao som e ao contexto. Diante dos resultados intrigantes de ativagdo dos receptores
glutamatérgicos, os autores argumentam que a infusdo de NMDA no hipocampo ventral pode

ter produzido algum impacto nos processos basicos comuns a ambos os condicionamentos,
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contextual e auditivo e, portanto, ter prejudicado a formag¢do de memorias aversivas nas
referidas situagdes.

Recentemente, Hackl (2007) avaliou a participacdo dos receptores NMDA do
hipocampo ventral nos modelos da esquiva inibitéria e exposi¢do ao odor de gato. No
paradigma da esquiva inibitoria, os animais sdo colocados em uma plataforma elevada
localizada no canto de uma caixa experimental, cujo assoalho de barras de aco inoxidavel ¢
eletrificado. Nas sessoes de treino, imediatamente apos terem descido da plataforma, os
animais recebem um choque nas patas. A retengdo da memdria aversiva ¢ avaliada numa
posterior reexposicdo a caixa experimental, geralmente 24 horas apds o treino, utilizando a
medida da laténcia de transferéncia para o compartimento no qual o animal recebeu o choque.
Para a tarefa da esquiva inibitoria, Hackl (2007) utilizou ainda o procedimento de
familiarizacdo ao aparato um dia antes da sessdo treino. Os resultados revelaram que a infusao
do antagonista competitivo do receptor de NMDA, AP5 (dose de 24 nmoles), imediatamente
apods o treino, reduziu a laténcia de descida da plataforma durante a sessdo teste, sugerindo,
portanto, que o bloqueio desses receptores no hipocampo ventral interferiu com o processo de
consolidacdo da memoria na tarefa de esquiva inibitoria. Outro achado importante desse
estudo foi obtido com a infusdo de APS5 (6 e 24 nmoles) no hipocampo ventral antes da
exposi¢do ao odor de gato. Os resultados mostraram que os ratos reduziram os
comportamentos defensivos durante a sessdo de condicionamento e ndo apresentaram
respostas de medo condicionado quando foram reexpostos ao contexto. Além disso, quando a
infusdo de APS5 foi realizada antes da exposicdo ao contexto do condicionamento nao
interferiu com a expressdo dos comportamentos defensivos dos ratos. Em conjunto, esses
resultados sugerem a participagdo dos receptores glutamatérgicos do subtipo NMDA do
hipocampo ventral na mediag¢do de aspectos emocionais do comportamento defensivo de ratos
submetidos a tarefa de esquiva inibitdria e exposi¢do ao odor de gato.

Assim, consistentemente com os achados da literatura, os resultados obtidos no
presente estudo fornecem novas evidéncias que fortalecem a hipdtese da participacdo do
hipocampo ventral na modulacdo de respostas de medo condicionado a diferentes
modalidades de estimulos incondicionados (exposi¢do ao predador, ao odor do predador e
choques nas patas).

Em relacdo aos resultados da inativagdo reversivel do complexo amidaldide
imediatamente apds as sessdes de condicionamento, ndo foram observadas alteracdes
significativas nos parametros comportamentais avaliados no teste de exposi¢do ao rato

durante o contexto, sugerindo, portanto, que essa estrutura parece ndo influenciar na
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consolidacdo de memorias aversivas ao predador nesse modelo. Além disso, a inativagdo
reversivel do complexo amidaldide com muscimol ndo alterou a atividade locomotora dos
animais no dia da exposi¢do ao contexto (Figura 49).

Diferentemente dos resultados reportados em nosso estudo, Martinez et al. (2011)
evidenciaram a participagdo da amidala na modulacdo de respostas de medo contextuais
associadas ao predador. No referido estudo, foram realizadas lesdes neurotdxicas com NMDA
em quatro nucleos amidalares de ratos (medial, basomedial, lateral e central), uma semana
antes da exposi¢cdo ao gato. Os resultados destacaram o envolvimento dos nicleos basomedial
e lateral na expressdo das respostas de medo condicionadas. As divergéncias observadas entre
os nossos resultados e os de Martinez et al. (2011) podem estar relacionadas com (1) a
utilizagdo de espécies de animais distintas nos estudos, (ii) diferencas nos protocolos
experimentais empregados e (iii) na localizacdo das lesdes na amidala. Em relacdo a este
ultimo fator, € interessante mencionar que as lesdes dos nicleos medial e central da amidala
no estudo de Martinez et al. (2011), ndo influenciaram na expressdo das respostas
condicionadas dos animais e, portanto, sugerem que a amidala € uma estrutura heterogénea e
que seus nucleos desempenhem papéis diferenciados. Nesse sentido, ressaltamos que em
nosso estudo ndo investigamos o papel de nticleos amidalares especificos, e sim, do complexo
amidaloide como um todo.

Ao longo dos anos, estudos farmacologicos e neurofisioldgicos forneceram evidéncias
substancias da amidala como um importante sitio na formagdo de memdrias de medo
(FENDT; FANSELOW, 1999; KIM; JUNG, 2006; MAREN, 2001, SANDERS; WILTGEN;
FANSELOW, 2003). Entretanto, como foi anteriormente mencionado, a amidala ¢ uma
estrutura heterogénea constituida de varios ntcleos que desempenham papéis criticos na
determinacdo do significado emocional de estimulos sensoriais € na producdo de respostas de
medo. Dentre os nucleos amidalares, o lateral, basolateral, basomedial ¢ o central tém sido
descritos como os mais relevantes para o condicionamento de medo (LeDOUX, 2000).

Nesse contexto, evidéncias anatdmicas e comportamentais demonstram que o medo
condicionado classico ¢ mediado pela transmissdo de informacdes sobre os estimulos
condicionados e incondicionados a amidala e, as respostas de medo sdo geradas a partir de
projecdes dessa estrutura para outras regides encefalicas que controlam respostas
comportamentais, autondmicas e endocrinas (FENDT; FANSELOW, 1999; KIM; JUNG,
2006; LeDOUX, 2000; LeDOUX; MULLER, 1997). Resumidamente, a neurocircuitaria do
medo condicionado classico parece ser acionada quando informagdes auditivas e

somatosensorias (CS e US, respectivamente), chegam ao nucleo lateral da amidala por vias
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talamicas e corticais. Além disso, a neurocircuitaria do medo condicionado classico pode ser
acionada quando o hipocampo envia informagdes multimodais aos nlcleos basolateral e
basomedial da amidala informando o contexto que define o tempo e o lugar da aquisicdo da
experiéncia aversiva. Na amidala, neurdnios individuais respondem a esses estimulos, fazendo
a associagdo entre os estimulos condicionado e incondicionado. Na sequéncia, a informagao
sensorial depois de processada por esses nticleos amidalares € enviada ao nacleo central dessa
mesma estrutura, que envia proje¢des para areas do tronco encefalico, nticleo intersticial da
estria terminal e hipotadlamo que irdo controlar a expressdao de comportamentos defensivos,
secrecdo hormonal e respostas autondmicas como o comportamento de congelar e aumento da
pressdo sangiiinea (KIM; JUNG, 2006).

Adicionalmente, varios estudos tém sugerido que o nucleo basolateral seja um dos
principais alvos amidalares de informagdes polimodais origindrias do cdrtex pré-frontal, do
cortex perirrinal € da formacdo hipocampal, além de receber informag¢des unimodais de
natureza gustativa, visceral e somatosensorial. Por outro lado, o nicleo lateral seria a principal
via de entrada na amidala de informa¢des unimodais de todas as naturezas sensoriais
(LeDOUX, 2000, McDONALD, 1998; PITKANEN et al., 2000).

Embora a maior parte das informacdes relativas ao medo condicionado classico tenha
sido obtida a partir de estudos empregando o condicionamento aversivo ao som, estimulos
contextuais ou polimodais também tém sido utilizados como estimulos condicionados. De
fato, respostas de medo condicionado contextual sdo observadas quando animais sdo
reexpostos a um ambiente no qual tenham previamente recebido um estimulo aversivo
incondicionado (CALANDREAU et al., 2005; MAREN; HOLT, 2004; ONISH; XAVIER,
2010; PITTS et al., 2009). Diferentemente do condicionamento classico aversivo ao som, tem
sido sugerido que no condicionamento aversivo ao contexto ocorra a transmissdo para a
amidala, de representagdes sobre uma configuragdo unificada de maultiplos estimulos,
possivelmente dependentes do funcionamento da formagao hipocampal (ANAGNOSTARAS;
GALE; FANSELOW, 2001; MAREN , 2001). Assim, a integridade funcional do hipocampo
parece ser critica para a aquisi¢do e a consolidacdo dessa representagdo unificada do contexto
(RUDY; O’REILLY, 2001; SUTHERLAND; RUDY, 1989).

Estudos anatomicos evidenciaram que o principal alvo das conexdes da formagdo
hipocampal ¢ a amidala, particularmente o nucleo basolateral (CANTERAS; SWANSON,
1992; PITKANEN et al, 2000). A anilise dos resultados do presente estudo somada as
evidéncias neuroanatomicas da intima conexdo entre a formagdo hipocampal e a amidala,

aventa a possibilidade de que a inativagcdo reversivel do complexo amidaldéide em nosso
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estudo possa ter prejudicado o processamento de informagdes contextuais oriundas do
hipocampo e, portanto, resultado no déficit de respostas condicionadas de medo. Entretanto,
sugere-se cautela na interpretagdo e extrapolacdo dessa hipotese, pois em nosso estudo, as
microinfusdes de muscimol ndo privilegiaram um unico nicleo amidalar, podendo assim, ter
afetado a integridade de outros nucleos, além do basolateral.

A importancia do funcionamento do nucleo basolateral no processamento de
informagdes contextuais foi recentemente reportada por Onish e Xavier (2010). No referido
estudo, os autores avaliaram a aquisi¢do do condicionamento de medo ao contexto € ao som
apods lesdes neurotdxicas nesse nucleo. Os resultados revelaram prejuizo no processamento de
informagdes contextuais, mas ndo no processamento de informacdes relacionadas ao som, o
que sugere que o funcionamento desse nucleo amidalar ndo seja fundamental para o
estabelecimento de associagdes entre um estimulo sonoro e um evento aversivo, ou mesmo do
controle das respostas de congelamento frente a um estimulo condicionado auditivo.

A despeito das numerosas evidéncias destacando a participa¢do da amidala no medo
condicionado, seu exato papel ainda é controverso. Basicamente, duas hipdteses norteiam o
envolvimento dessa estrutura na memoria aversiva de roedores (LeDOUX, 2000; MAREN,
2001; WILENSKY; SCHAFE; LeDOUX, 1999). De acordo com a primeira delas, a amidala
constitui o local em que os processos de plasticidade envolvidos na aquisi¢do e consolidagdo
da memdria acontecem. As evidéncias que embasam essa hipotese sdo fornecidas
principalmente por estudos que utilizaram o paradigma de medo condicionado ao som ou ao
contexto. Nesses estudos, lesdes ou inativagdes temporarias da amidala, especialmente do
complexo basolateral (BLA), produziram déficit no desempenho da tarefa de
condicionamento, assim como prejuizo na evocagdo da tarefa. Exemplificando, nos estudos
com lesdes neurotdxicas do complexo BLA foi demonstrada uma marcante atenuacdo da
aquisicdo do medo condicionado ao contexto e a estimulos discretos (por ex. som) quando as
lesdes foram realizadas antes do treino (COUSENS; OTTO, 1998; MAREN; AHARONOV;
FANSELOW, 1996; SANANES; DAVIS, 1992). Entretanto, quando realizadas apos o treino,
as lesdes aboliram completamente a expressdo de respostas condicionadas de medo
(COUSENS; OTTO, 1998; MAREN; AHARONOV; FANSELOW, 1996).

Ademais, a inativacdo reversivel do BLA realizada antes do treino bloqueou o
condicionamento classico aversivo ao som, entretanto, ndo produziu qualquer efeito sobre o
condicionamento quando as infusdes de muscimol foram realizadas apds o treino
(WILENSKY; SCHAFE; LeDOUX, 1999). Resultado similar foi observado em um estudo

com a administragcdo intra-amidala do antagonista glutamatérgico AP5. O APS5 prejudicou a
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aquisicdo do condicionamento de medo Pavloviano quando administrado antes do treino, mas
ndo quando administrado imediatamente apos o treino (MAREN et al, 1996). Esses
resultados sugerem que a atividade dos neur6nios da amidala é necessaria para que a
associa¢do entre os estimulos incondicionado e condicionado ocorra.

Por outro lado, a segunda hipdtese sustenta que o papel da amidala é o de modular a
aquisicdo e consolidacdo de memorias de medo em outras estruturas. De fato, ¢ sabidamente
reconhecida a existéncia de multiplos sistemas de memoria e que a amidala ¢ capaz de
modular memorias como as declarativas ou explicitas formadas no hipocampo ou memorias
de habitos (ou de procedimentos) formadas no circuito estriatal (SQUIRE; KNOWLTON;
MUSEN, 1993).

A segunda hipdtese é corroborada por evidéncias experimentais provenientes de
estudos com roedores utilizando o modelo da esquiva inibitoria. Estudos demonstraram que
lesdes da amidala realizadas apds o treino resultaram em retengdo parcial da aprendizagem
(LTIANG et al., 1982; PARENT et al., 1995), enquanto manipulacdes farmacologicas da
amidala também realizadas imediatamente apds o treino, modularam a duragdo da
aprendizagem na tarefa da esquiva inibitdria (CAHILL; McGAUGH, 1998; IZQUIERDO et
al., 1997; LIANG; HON; DAVIS, 1994). Adicionalmente, existem evidéncias de que a
memoria na tarefa da esquiva inibitéria ¢ modulada pela infusdo de drogas pos-treino ou
lesdes em outras regides do encéfalo (IZQUIERDO et al., 1997; WALZ et al., 2000).

Assim, ¢ importante ressaltar que as evidéncias apresentadas em ambas as hipdteses
suscitam alguns questionamentos a respeito do papel diferencial da amidala na modulac¢do do
condicionamento de medo em modelos animais que empregam tarefas diferentes. Nesse
sentido, a esquiva inibitoria € considerada por alguns autores como um modelo de
condicionamento instrumental e o desempenho nessa tarefa é avaliado por uma resposta
diferente do congelamento, que ¢ o pardmetro avaliado no condicionamento classico
(WILENSKY; SCHAFE; LeDOUX, 1999, 2000).

Finalmente, os resultados do presente estudo corroboram esse pressuposto ao
demonstrar que a inativagdo reversivel do complexo amidaldéide apds as sessdes de
condicionamento, ndo alterou as respostas condicionadas de camundongos submetidos ao
teste de exposicdo ao rato como modelo de medo condicionado. Assim, € plausivel sugerir
que o hipocampo ventral, mas ndo o complexo amidaldide, seja uma estrutura importante no

substrato neural responsavel pelas respostas de medo condicionado contextual no RET.
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CONCLUSOES GERAIS DO ESTUDO

Os resultados do presente estudo mostraram um aumento pronunciado nos niveis
plasmaticos de corticosterona de camundongos expostos ao predador natural (rato) no
modelo RET, sobretudo apos 5 min da exposi¢do. Além disso, foi observado um
aumento robusto e significativo nos niveis de corticosterona nos animais expostos ao
rato (linhagem Long Evans) quando comparados aos animais do grupo basal (sem

manipulagdo) e rato de brinquedo.

A exposi¢do ao predador no RET eliciou um repertorio de comportamentos defensivos
nos camundongos semelhante ao observado em estados emocionais aversivos
(aumentou as respostas de esquiva ao predador e o comportamento de avaliacdo de
risco). Esses resultados corroboram os achados descritos na literatura de que o rato ¢

um estimulo aversivo para camundongos.

A inativacdo reversivel do hipocampo ventral com muscimol ndo promoveu alteragdes
comportamentais significativas no teste de exposi¢do ao rato (RET), mas reduziu os
principais indices de ansiedade (% de tempo e % de entradas nos bragos abertos) no
LCE. Esses resultados sugerem que o hipocampo ventral esteja envolvido na
modulacdo de respostas defensivas de camundongos expostos a estimulos potenciais,

mas ndo a estimulos proximais (predador).

A inativacdo reversivel do complexo amidaléide com muscimol reduziu os
comportamentos defensivos (principalmente a avaliagdo de risco) de camundongos
expostos ao predador no RET e os principais indices de ansiedade (% de tempo e % de
entradas nos bracos abertos) no LCE. Esses resultados sugerem a participacdo do
complexo amidaléide na modulacdo de comportamentos defensivos inatos de

camundongos.

Camundongos expostos ao predador no RET exibiram respostas de medo contextual a
curto (4 horas) e a longo prazo (24 horas) apds as sessdes de condicionamento.
Ademais, as respostas comportamentais defensivas exibidas pelos animais foram mais

pronunciadas nos primeiros cinco minutos do contexto, sugerindo assim, que esse seja
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o intervalo de tempo critico para a duracdo da expressdo das respostas de medo

condicionado nesse modelo.

e A exibicdo de comportamentos associados ao medo contextual em animais expostos
ao predador no RET foi prejudicada pela inativagdo reversivel do hipocampo ventral,
mas nao do complexo amidalédide, sugerindo, portanto, que o hipocampo ventral, mas
ndo a amidala, parece influenciar na consolidacdo de memdrias aversivas ao predador

nesse modelo.
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Tabela 3 — Efeitos de um ou trés dias de habituagdo sobre os principais comportamentos defensivos de

camundongos (n=10/grupo) observados durante a exposi¢ao ao predador no RET.

Nimero de habituagdes

Comportamentos Tda 3 dins Valor de df Valor de p
Frequéncia na toca 16,8 + 2,86 11,5+1,32 1,68 0,11
Frequéncia no tinel 30,7 +£5,78 20,8 £2,98 1,52 0,14
Frequéncia na superficie 14,6 + 3,03 10,2 +1,74 1,26 0,22
Tempo na toca (s) 315,06 +37,11 291,18 £ 60,76 0,33 0,74
Tempo no tinel (s) 95,15 +13,82 60,72 +£9,22% 2,07 0,05
Tempo na superficie (s) 189,79 + 39,76 248,10 £ 6,33 -0,80 0,43
Avaliagdo de risco na toca (F) 7,1 £2,15 47+1,72 0,87 0,39
Avaliagdo de risco no tunel (F) 10,8 + 2,60 5,8+2,04 1,51 0,15
Avaliagdo de risco na superficie (F) 1,8 £0,71 0,7+0,42 1,33 0,20
Avaliagdo de risco na toca (s) 11,77 + 3,88 6,14 + 3,03 1,14 0,27
Avaliagdo de risco no tunel (s) 31,38 £ 8,08 12,70 £ 5,11 1,96 0,06
Avaliag@o de risco na superficie (s) 2,33 £0,88 0,85+ 0,63 1,37 0,19

Os comportamentos foram avaliados em freqiiéncia (F) e duragio (em segundos). Os dados estdo

representados como média + EPM. * p<0,05 comparado ao grupo 1 dia de habituag@o pelo teste ¢ de Student.
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In recent years, there has been a notable interest in studying prey-predator relationships to develop rodent-
based models for the neurobehavioral aspects of stress and emotion. However, despite the growing use of
transgenic mice and results showing important differences in the behavioral responses of rats and mice, little
research has been conducted regarding the responses of mice to predators. The rat exposure test (RET), a
recently developed and behaviorally validated prey-predator (mouse-rat)-based model, has proven to be a
useful tool in evaluating the defensive responses of mice facing rats. To further validate the RET, we
investigated the endocrine and behavioral responses of mice exposed to this apparatus. We first constructed
a plasma corticosterone secretion curve in mice exposed to a rat or to an empty cage (control). Rat-exposed
mice showed a pronounced rise in corticosterone levels that peaked 15 min from the beginning of the
predator exposure. The corticosterone levels and behavioral responses of mice exposed to a rat or to a toy in
the RET apparatus were then measured. We observed high plasma corticosterone levels along with clear
avoidance behaviors represented by decreases in tunnel and surface area exploration and increases in risk
assessment behaviors and freezing. This strongly suggests that the test elicits a repertoire of behavioral
responses compatible with an aversion state and indicates that it is a promising model for the evaluation of
prey-predator interactions. However, more physiological, neurochemical, and pharmacological studies are

needed to further validate the test.

© 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

In recent years, a notable interest in the study of prey-predator
relationships has emerged for a number of reasons. First, predator
exposure elicits defensive behaviors that are innate and easily evoked
in the laboratory. Second, the prey-predator interaction model
provides an excellent tool to elucidate the neurobehavioral aspects
of stress and emotion. Finally, there is continuing interest in the
development of rodent-based models of anxiety for the preclinical
testing of anxiolytic drugs.

Although most reports on the effects of predator stress on prey
reactions have used cats as predators (Canteras and Goto, 1999;
Belzung et al., 2001; Adamec and Shallow, 1993; Adamec et al., 2004;
2006; Kavaliers and Colwell, 1991), recent studies have made use of
another natural predator, the rat, to assess defensive reactions in mice
(Blanchard et al., 2001; Yang et al., 2004; Beekman et al., 2005;
Carvalho-Netto et al., 2007, 2009; Litvin et al., 2007). In nature, as well
as in the laboratory, rats have been observed to kill and consume mice
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UNESP, Araraquara, SP, 14801-902, Brazil. Fax: +55 16 33016980.
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(Karli, 1956; O'Boyle, 1974, 1975; Malick, 1975, Rylov, 1985).
Additionally, when confronted by a rat, both laboratory and wild
mice show clear innate defensive behaviors such as flight, avoidance,
freezing, and risk assessment (Blanchard et al. 1998a; Anisman et al.,
2001; Hayley et al., 2001; Beekman et al., 2005) reduced locomotion
and decreases in nondefensive behaviors such as eating, drinking, and
exploration (Calvo-Torrent et al., 1999; Dalm et al., 2009). Moreover,
mice appear to recognize rats as dangerous without contact or prior
experience (e.g., rat exposure causes disruption of pregnancy in mice)
(De Catanzaro, 1988).

There are several advantages to using a mouse and rat model
instead of a rat and cat model to study prey-predator interactions.
First, difficulties involved in maintaining and handling cats in
laboratory facilities are avoided. Second, transgenic mice can be
used to study the genetic basis of prey-predator interactions, a
growing area of research. Third, risk assessment behaviors occur
much more frequently in mice than in rats when confronted with
predators (Blanchard et al., 1997, 1998a, 2001). Based on studies of
laboratory and wild rats and mice, Blanchard et al. (1998a) argued
that these differences may be due to domestication processes in rats
that can render this animal inappropriate for studying some types of
defensive behaviors. Therefore, Blanchard's group developed an
ethological prey-predator-based model with rats and mice called
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the rat exposure test (RET) (Yang et al., 2004). This model has been
satisfactorily used to investigate the effects of anxiolytic and
anxiogenic compounds on defensive behavior in mice (Litvin et al.,
2007; Carvalho-Netto et al., 2007, 2009). Furthermore, a recent study
conducted by Martinez et al. (2008) using the RET showed a marked
increase in Fos-like immunoreactivity in medial hypothalamic regions
involved in predatory threat modulation as well as in autonomic and
parvicellular parts of the paraventricular hypothalamic nucleus in
mice exposed to the RET.

A series of experiments to behaviorally validate the RET has
previously been carried out (Yang et al., 2004). The results showed
that the RET elicits a singular pattern of avoidance in mice that is
characterized by high levels of risk assessment that are markedly
enhanced in this model when compared to other commonly used
mouse anxiety models such as the elevated plus maze (EPM), the
light/dark test and the Mouse Defense Test Battery (MDTB) (Yang et
al., 2004). Risk assessment can be described as information-gathering
behaviors displayed in potentially threatening situations which
function to optimize the adaptive behavioral strategy (Blanchard
and Blanchard, 1989). It has been shown that risk assessment
behaviors are very sensitive to the effects of anxiolytic drugs,
suggesting that they may play a critical role in anxiety-related
psychopathologies (Blanchard et al., 2001). Assuming that risk
assessment behaviors are an important index of anxiety/fear
reactions, the RET could be considered an ethologically relevant
model to study this disorder in mice. However, several authors have
argued that animal models of anxiety/fear should be examined much
more closely from a behavioral perspective. Specifically, a valid animal
model should demonstrate a resemblance to the clinically defined
symptoms of the disorder. Therefore, it is crucial that this model elicit
both physiological and behavioral responses.

In this context, it has been established that stressful situations such
as the presence of a predator elicits a physiological stress response in
animals that is characterized by robust activation of the hypothala-
mus-pituitary-adrenocortical (HPA) axis (Blanchard et al., 1998b;
Anisman et al., 1998; 2001; Roseboom et al., 2007). Activation of the
HPA is proportional to the perceived risk. The increased plasma levels
of catecholamine and glucocorticoids (e.g., corticosterones) are
directed to energy mobilization, which in turn is used to display a
behavioral response (Sapolsky et al., 2000). Therefore, corticosterone
is a well-accepted biological marker of stress (Korte, 2001; Herman et
al., 2005).

To further demonstrate the validity of the RET as an animal model
of anxiety/fear, we investigated the endocrine and behavioral
responses of mice exposed to this apparatus. For this purpose, we
performed two experiments. In the first test, we assessed the
magnitude and duration of predator stress-induced corticosterone
secretion in mice exposed to the RET, and in the second, we compared
behavioral responses and corticosterone secretion in mice exposed
either to a toy or to a rat in the RET.

Materials and methods
Animals

Male adult Swiss mice (Sao Paulo State University/UNESP, SP,
Brazil) weighing 28-35 g at testing were used in the study. Mice
were housed in groups of 10 per cage (size: 41x34x16 cm) and
maintained under a normal 12-h light cycle (lights on at 07:00 h)
in a temperature- and humidity-controlled environment (23 +1 °C/
55+ 5%). Food and water were freely available except during the
brief test periods. All mice were naive at the beginning of the
experiments. A total of 5 male Long-Evans rats weighing approxi-
mately 600 g were used as predator stimuli during the course of the
study.

Drugs

Apomorphine (Siegfried Zofinger, Switzerland) was dissolved in
physiological saline (NaCl 0.9%) and administered s.c. to Long-Evans
rats at a single dose of 3.0 mg/kg 20 min prior to placement into the
rat exposure chamber. This procedure was used to keep the stimulus
rats uniformly active during and across test sessions.

Apparatus

The rat exposure test, which was designed to facilitate the
measurement of risk assessment behaviors in mice, was developed
and behaviorally validated by Yang et al. (2004). Testing procedures
were conducted in a 46 x 24 x 21 cm clear polycarbonate cage (i.e., the
exposure chamber) covered with a black polycarbonate lid. The
exposure chamber was divided into two equal-sized compartments
(the surface and the predator compartment) by a wire mesh screen.
The home chamber was a 7 x 7 x 12 cm box made of black Plexiglas on
three sides and clear Plexiglas on the fourth side to facilitate
videotaping. The home chamber was connected to the exposure
cage by a clear Plexiglas tube tunnel (4. 4 cm in diameter, 13 cm in
length, and elevated 1. 5 cm off the floor of the two chamber see
Fig. 1).

Corticosterone radioimmunoassay

The radioimmunoassay for corticosterone was conducted as
described previously by our research group (Marin et al., 2007).
Briefly, the assay was performed using antibodies obtained from
Sigma (St. Louis, MO) and (®H)-corticosterone obtained from New
England Nuclear (Boston, MA). The method was adapted from that
described by Sarnyai et al. (1992). Briefly, 20 pl of plasma was diluted
50 times with 0.01 M PBS and placed in a water bath at 75 °C for 1 h
heat inactivation of corticosteroid-binding globulin. One hundred
microliters of a solution of antibody and (®H)-corticosterone (10,000
to 20,000 cpm/ml) were added to each sample, mixed, and incubated
overnight at 4 °C. Dextran-coated charcoal was used to adsorb free
steroid after incubation. Tubes were centrifuged at 2000 x g for 10 min
at 4 °C, and the supernatant from each tube was transferred to
scintillation vials. Radioactivity was quantified by liquid scintillation
spectrometry. Standard curves were constructed using 31.25, 62.5,
125, 250, 500, and 1000 pg/100 ul (triplicates) of corticosterone
(Sigma). After dilution, all the concentrations of the corticosterone
samples were within the linear range of the standard curve. The lower
limit of detection was 0.23 pg/dL and inter- and intra-assays
variations were 4.0% and 8.1%, respectively.

General procedure

All testing was conducted between 8:00 h and 12:30 h in the light
phase of the light/dark cycle under illumination of a 100 W red light
bulb (2 Ix at the surface area of the RET). Each apparatus was cleaned
with 20% alcohol and dried with paper towels between trials. Prior to
each trial, the individual cage bedding of each subject was poured into
the home chamber and the surface of the RET so as to cover the entire
floor of the apparatus. The procedure consisted of two parts: the
habituation phase and the exposure test. In the habituation phase,
each mouse was placed on the center of the surface and was allowed
to freely explore the apparatus for 10 min in the absence of the rat.
This protocol was carried out each day for 4 consecutive days, and the
exposure test was conducted on the subsequent day (inter day
interval: 24 h). During the test, each mouse was placed on the center
of the surface in the presence of an apomorphine-treated Long-Evans
rat placed behind the wire mesh (see Fig. 1). Sessions of experiment 2
(see below) were filmed by a camera linked to a monitor and a DVD
recorder in an adjacent laboratory. The scored behaviors comprised
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Fig. 1. The rat exposure test apparatus.

spatiotemporal and ethological measures. The spatiotemporal para-
meters included the time spent in the home chamber, the tunnel, and
on the surface. The time spent in contact with the wire screen barrier
(including climbing) was taken as the total mesh barrier contact time.
Ethological parameters included duration of risk assessment, self-
grooming, and freezing. Duration of risk assessment was measured as
the time spent in stretched attend posture (an exploratory posture in
which the body is stretched forward but the animal's hind paws
remain in position) and in stretched approach posture (a stance in
which the body is stretched while moving forward). Freezing was
defined as the complete cessation of movement except breathing.
Testing was conducted in an order randomized for the exposure
variables (cage, rat, toy) and time.

Experiment 1: Corticosterone secretion curves of mice exposed to rats

After a 10-min exposure to a rat, independent groups of mice were
placed into individual home cages lined with their cage bedding and
left undisturbed for 5, 20, or 50 min. The animals were then rapidly
transported to an adjacent room where they were decapitated. Trunk
blood was collected in heparinized tubes and centrifuged at 2000 x g
for 10 min at 4 °C. The plasma was stored at —20 °C until the
radioimmunoassay. Three additional experimentally naive mice
(controls) were placed in individual home cages and followed the
same protocol. Each mouse was kept 5, 20, or 50 min in the cage
before being decapitated.

Experiment 2: Corticosterone secretion and behavior profiles of mice
exposed to rats or toys

After a 10-min exposure to either a rat or a toy, mice were placed
in individual home cages lined with their cage bedding and left
undisturbed for 5 min. As described above (experiment 1), the
animals were decapitated in an adjacent room. Trunk blood was
collected, and the plasma was separated and stored at — 20 °C until
the radioimmunoassay. An additional group of experimentally naive
mice was exposed for 5 min to a home cage and then subjected to the
same protocol.

Ethics

The experimental protocols were conducted according to the
ethical principles of the Brazilian College of Animal's Experimentation
(COBEA) (protocol CEP/FCF/Car. Number 43/2008). All efforts were
made to minimize the number of animals used and their suffering.

Statistics
All data sets were initially checked for homogeneity of variance

(Levene's test) and, where appropriate, transformed to log, square
root, or cube root prior to further analysis. In cases where the

homogeneity of variance was not achieved even after data transfor-
mation, a nonparametric test was employed. Data from experiment 1
were analyzed by two-way ANOVA [factor 1: exposure (predator x cage);
factor 2: time]. Corticosterone results from experiment 2 were submitted
to one-way ANOVA (toyx predator), whereas spatiotemporal and
ethological measures were analyzed by the Student's t test or the
Mann-Whitney U test. Significant F values were followed by the planned
comparisons F test or the Newman-Keuls post hoc test. In all cases, a p
value <0.05 was required for significance.

Results
Experiment 1: Corticosterone secretion curves of mice exposed to rats

Fig. 2 shows the time course of plasma corticosterone levels in
mice exposed to a predator in the RET apparatus or to a cage without a
predator (control groups). Two-way ANOVA revealed significant
effects for both exposure [F(1,33) =12.31, p<0.05] and time factors
[F(2,33)=4.70, p<0.05], but no between-factor interaction [F(2,33) =
0.98, p>0.05]. A post hoc planned comparisons test revealed a
significant increase in plasma corticosterone levels 5 min after
exposure to the predator [F(1,33)=12.21, p<0.05], a borderline
significant effect 20 min after exposure [F(1,33)=3.53, p=0.06],
and no effect 50 min after exposure [F(1,33)=1.04, p>0.05]. Post
hoc comparisons within rat-exposed groups revealed a significant
increase at 5 min in comparison to 20 and 50 min [F(1,33) =5.48;
F(1,33) =8.85, respectively, p<0.05). Finally, no statistically signifi-
cant differences in plasma corticosterone levels were observed in
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Fig. 2. The time course of plasma corticosterone levels in mice exposed to a rat or to an
empty cage. Bars represent means + SEM, n = 5-9, *p<0.05 versus cage-exposed group
for 15 min, *p<0.05 versus rat-exposed group for 15 min.
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post hoc comparisons within cage-exposed groups [all F(1,33)>1.40,
p>0.05].

Experiment 2: Corticosterone secretion and behavior profiles of mice
exposed to rats or toys

Spatiotemporal measures

Fig. 3 illustrates the frequency of entries and the time spent in the
home chamber, tunnel, and surface areas of rat- or toy-exposed
mice. The Student's t test revealed a significant decrease in the
frequency of entries to both tunnel and surface areas in the rat-
exposed group [t(15)=2.29; t(15)=2.92, respectively, p<0.05],
while a nonsignificant effect was found for the frequency of entries
in the home chamber [t(15)=1.37, p>0.05]. Mice exposed to rats
spent less time on the surface area compared to toy-exposed mice
[t(15)=4.23, p<0.05]. However, differences in the time spent in
the home chamber or tunnel did not reach significance, as demon-
strated by the Student's t test and the Mann-Whitney test, respec-
tively [t(15)=—1.21, p>0.05; U=21.0, Z=—1.44, p>0.05].

Ethological measures

Table 1 shows the frequency with which mice adopt the stretch
attend posture and the duration of time spent in this posture in the
home chamber, tunnel, and surface area. Rat-exposed mice showed a
significant increase in the frequency and duration of stretched attend
postures in all three compartments of the RET apparatus [home
chamber: frequency: U=12.0, Z= —2.31; duration: U=11.0, Z=
—2.40, p<0.05; Tunnel: frequency: t(15) = —4.05; duration: U=6.0,
Z=—2.99, p<0.05; Surface: frequency: U=4.5, Z= — 3.39; duration:
U=4.5,Z=—3.39, p<0.05].
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Fig. 3. Frequency of entries (upper panel) and time spent (seconds, lower panel) in each
compartment of the RET apparatus by mice exposed either to a toy or to a rat. Bars

represent means 4 SEM, n=8-9. *p<0.05 versus corresponding toy-exposed groups.

Table 1
Frequency and duration (seconds) of stretched attend posture scored in the home
chamber, tunnel, and surface area of rat or toy-exposed mice.

Toy-exposed Rat-exposed

Frequency  Duration (sec)  Frequency Duration (sec)
Home chamber 0.33+0.33 0.19+0.19 4.0+ 1.40* 7.61 +4.64*
Tunnel 033+£0.16 0.184+0.09 6.75+£2.04* 65.56+30.3*
Surface 0.00+0.00 0.0040.00 5.87 £2.50* 9.36 £ 3.85*

Values represent represent means 4 SEM, n=8-9.
* p<0.05 versus correspondent toy-exposed groups..

Fig. 4 illustrates the ethogram scored during the 10-min exposure
to the toy or the predator. Student's ¢ test revealed a reduction in the
duration of contact and climbing in rat-exposed mice [t(15)=10.09;
t(15) =13.39, respectively, p<0.05], whereas an increase in freezing
duration was detected by the Mann-Whitney test [U=13.5, Z=
—2.68, p<0.05]. A nonsignificant effect was found for grooming
[t(15)=—0.11, p>0.05] and burying [U=28.0, Z= —0.83, p>0.05].

Corticosterone levels

Fig. 5 illustrates the plasma corticosterone levels 5 min after mice
were exposed to a rat, a toy, or an empty cage for a 10-min period.
One-way ANOVA revealed a significant effect of exposure on
corticosterone levels [F(2,23)=6.97, p<0.05]. Subsequent New-
man-Keuls tests revealed that the rat-exposed group showed a
marked increase in corticosterone levels when compared to both
cage- and toy-exposed groups (p<0.05).

Discussion

In this study, we observed a pronounced response of the HPA axis
in mice exposed to rats for 10 min, consistent with reports showing
enhanced corticosterone levels in rats and mice after predator
exposure (Blanchard et al., 1998b; Anisman et al, 1998, 2001;
Roseboom et al., 2007). Furthermore, we found that the RET elicits a
repertoire of behavioral responses compatible with an aversion state,
as shown by the increases in avoidance behaviors (i.e., less
exploration in tunnel and surface areas), risk assessment behaviors,
and freezing, and by the decreases in the duration of barrier contact
and climbing.

The corticosterone secretion curve in mice exposed to the RET
(experiment 1) showed a rapid and large increase in the level of this
steroid hormone. Because there was a significant peak 5 min after the
termination of predator exposure, we sampled blood at this time
point in experiment 2. This sampling protocol reliably and selectively
reproduced the endocrine response in rat-exposed mice. It is
important to note that different predator exposure durations (shorter
or longer than 10 min) might result in different corticosterone
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Fig. 4. Ethogram of mouse behavior scored (seconds) during a 10-min exposure to
either the toy or the predator. Bars represent means + SEM, n = 8-9. *p<0.05 versus
corresponding toy-exposed groups.
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Fig. 5. Plasma corticosterone levels in cage-, toy-, or rat-exposed mice 15 min from
beginning of exposure. Bars represent means =+ SEM, n = 8-9. #p<0.05 versus cage- and
toy-exposed groups.

secretion profile, although the current study did not account for such
purposes.

There is an increasing impetus to develop behavioral tests suitable
for studying transgenic mice as well as for screening potential
anxiolytic compounds. As such, some behavioral tests commonly
used in rats have been recently validated in mice (e.g., elevated
T-maze (Jardim et al., 1999; Carvalho-Netto and Nunes-de-Souza,
2004; Gomes et al., 2009) and chemical stimulation of the
periaqueductal gray matter (Carvalho-Netto et al., 2006; Miguel and
Nunes-de-Souza, 2006, 2008)). However, little research has been
conducted regarding the reaction of mice to predators. Furthermore,
studies show that there are important differences in the repertoire of
behavioral responses of rats and mice exposed to predators. Briefly,
classical studies reported by Blanchard et al. (1997, 1998a, 2001) on
antipredator defense in rodents have revealed distinct species
differences in defensive strategy. For example, in a visible burrow
system (VBS) with a brief exposure to a potential predator and/or
partial predator cues, mice employ approach/active risk assessment,
whereas avoidance/freezing are the main responses seen in rats.
Furthermore, Carvalho-Netto and Nunes-de-Souza (2004) suggest
that the high open arm escape latencies shown by mice in the elevated
T-maze indicates that this species responds defensively to proximal
threats by means other than escape behavior. Although a more
detailed ethological analysis has yet to be performed, these authors
suggest that mice exhibit risk assessment behaviors rather than escape
responses. Here, we found that rat-exposed mice spent about 15% of
the testing time performing risk assessment, a behavior which was
nearly absent in the toy-exposed group. Interestingly, risk assessment
behavior was mainly scored in the tunnel (80% of the total amount of
stretched attend posture), a location which offers the animal the
choice of approaching or avoiding the source of the threat. As
addressed in an excellent study by Yang et al. (2004), risk assessment
in this context appears to represent an approach-avoidance conflict
and enables the animal to investigate the threat while being protected
from it. Along with freezing, risk assessment is thought to belong to the
behavioral inhibition system (BIS), which was first described by Gray
(1982) and later updated by Gray and McNaughton (2000). The BIS
acts to assess risk and increase risk aversion in conflict situations,
leading to an inhibition of ongoing behaviors and increased freezing,
arousal, and attention to the environment when there is a mismatch;
these behaviors are typical of anxiety states. In contrast, the observed
avoidance responses, represented by reduced surface and tunnel
exploration as well as by diminished contact and climbing on the wire
mesh, are compatible with findings showing that hiding is a robust
defensive behavior when a shelter is provided (McGregor and
Dielenberg, 1999; Roy et al., 2001). While risk assessment moves the
animal towards danger, avoidance moves the animal away from it and

is considered a fear response (for a review, see McNaughton and Corr,
2004). Therefore, the behavioral profile of rat-exposed mice repre-
sents an equilibrium between risk assessment and concealment,
which in turn is suggestive of a mixed animal model of anxiety/fear.
Indeed, we have recently observed that preventing mice from hiding in
the home chamber by blocking the exit of the surface area to the tunnel
and therefore providing inescapable exposure to predator induced
antinociception as measured by the formalin test (unpublished data).
As such, the same approach (i.e., forced exposure) might induce a
different corticosterone profile if mice were not given the choice to
escape the predator back into their home cage in the apparatus.
Because there are functional, behavioral, and pharmacological dis-
tinctions between fear and anxiety, other studies such as pharmaco-
logical evaluation (predictive validity) are necessary to further
validate the RET.

The rapid and consistent rise in corticosterone levels in rat-
exposed mice is compatible with the notion that circulating
corticosteroids reach a peak some minutes after the stressful event
(Palkovits, 1987) and act to provide behavioral adaptation by
facilitating information processing in potentially dangerous environ-
ments (for a review, see Korte, 2001). Importantly, this effect was
present only in mice exposed to the predator but not to a toy or to the
holding cage. This finding is also consistent with studies showing that
mice subjected to the RET (Martinez et al., 2008) exhibit a marked
increase in Fos-like immunoreactivity in parvicellular parts of the
paraventricular hypothalamic nucleus, a structure rich in glucocorti-
coid receptors (Reul and De Kloet, 1985, 1986). The results obtained in
the present study generally corroborate the behavioral validation
described by Yang et al. (2004) and found high levels of risk
assessment and avoidance behaviors in mice subjected to the RET.
Notably, we observed little defensive burying in our study. However,
as addressed by Yang et al. (2004), there is a high variability in this
behavior between different mice strain. Although we cannot currently
explain this discrepancy, the rest of our data reproduce the results
described in Yang et al. (2004).

We conclude that the RET is a promising model for the evaluation
of prey-predator interactions as it is capable of eliciting fear-like
behavior and produces increased plasma corticosterone levels.
However, more studies assessing the physiological, neurochemical,
and pharmacological effects of the RET are needed to further validate
this test.
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