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Resumo

Irurita-Ballesteros, Carolina; Landeira-Fernandez, Jesus (Orientador).
Participacdo do Hipocampo Dorsal e Ventral nas reacdes de defesa
produzidas pelo condicionamento contextual de medo e pela
estimulacéo elétrica da Matéria Cinzenta Periaguedutal dorsal.Rio de
Janeiro, 2012. 75p. Dissertacdo de Mestrado — Departamento de Psicologia,
Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro.

Este estudo investiga o papel do hipocampo no comportamento de defesa
condicionado e incondicionado examinando o efeito de lesdes eletroliticas pré-
treino no hipocampo dorsal e ventral de ratos expostos a dois tipos de estimulos
aversivos: estimulacdo elétrica da matéria cinzenta periaquedutal dorsal e choque
nas patas. A lesdo na parte dorsal e ventral diminuiu significativamente o
comportamento  defensivo condicionado. No comportamento defensivo
incondicionado, a lesdo ventral alterou significativamente o congelamento pré-
fuga e a fuga. Os resultados sugerem um papel especifico da parte dorsal e ventral
do hipocampo na modulacéo de defesa através da utilizagdo do modelo animal de
ataque de panico e TAG.

Palavras-chave

Ansiedade; medo condicionado; hipocampo ventral, ataque de panico;
MCPD.
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Abstract

Irurita-Ballesteros, Carolina; Landeira-Fernandez, Jesus (Advisor). Role of
dorsal and ventral hippocampus on conditioned and unconditioned fear
elicited by dorsal periagueductal grey matter electrical stimulation in
rats. .Rio de Janeiro, 2012. 75p. MSc. Dissertation — Departamento de
Psicologia, Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro.

This study investigates the role of the hippocampus in both unconditioned
and conditioned defense behavior by examining the effects of pre-training
electrolytic lesions to the dorsal and ventral hippocampus in male rats exposed to
two types of threat stimuli: electrical stimulation of the DPAG and footshock. Our
results indicate that ventral and dorsal lesions significantly attenuated conditioned
defensive behavior. During unconditioned trials, ventral hippocampal lesion
altered threshold needed for escape and pre-escape freezing. These results suggest
a specific role of the ventral and dorsal hippocampus in modulating GAD and
panic-attack like behaviors in certain animal model of defense.

Keywords

Anxiety; context fear conditioning; ventral hippocampus; panic attack;
DPAG.
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INTRODUCAO

11

Medo e Ansiedade

Ainda que ndo exista uma definicdo Unica e geral da ansiedade, sabemos
que este fenbmeno é uma experiéncia recorrente e evolutivamente antiga para
seres humanos e outras espécies. A ansiedade e o0 medo formam a primeira linha
de defesa, que seriam como uma antecipacdo de um perigo potencial a sua
ocorréncia, sendo ambos parte de um mecanismo de sobrevivéncia como
resultado de um processo evolutivo.

Etimologicamente, a palavra ansiedade, derivada do latim axietate, traz
um significado referente a ansia, sufocamento e opressdo. Outras definigdes
enfatizam dimensbes subjetivas, aspectos comportamentais e aspectos
fisioldgicos. Muitos séo os conceitos e defini¢cbes encontrados na literatura acerca
da ansiedade. Outras definicGes encontradas na literatura focam-se na questao
evolutiva - isto €, a ansiedade como caracteristica selecionada ao longo da historia
filogenética das espécies que as apresentam por sua funcdo adaptativa e protetora.
Segundo Gross e Hen, 2004, a ansiedade pode ser definida como um conjunto
caracteristico de respostas comportamentais e fisiologicas como evitacdo,

vigilancia, alerta e excitacdo, que evoluiram para proteger o individuo do perigo.

A ansiedade pode se relacionar a sintomas somaticos, perceptuais,
comportamentais e cognitivos, deflagrado ndo apenas por estimulos aversivos,

mas tambeém por antecipacgéo (Landgraf e Wigger, 2002).

Determinados autores evolucionistas enumeram algumas das diferentes
modificagfes que ocorrem em um organismo quando é detectado um sinal de
perigo ou alerta (Cosmides e Tooby, 2000):

Primeiro ha mudancas em percepcdo e atencdo, como por exemplo, um
aumento na capacidade de distinguir sons; segundo, objetivos e metas motivadas
mudam — a seguranga passa a ser uma prioridade absoluta; terceiro, 0s processos

de memoria séo redirecionados a novas tarefas de evocagéo; quarto, 0S processos
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comunicativos se modificam de tal maneira que o animal pode emitir um alarme
ou ficar paralisado; quinto, alguns sistemas de aprendizagem sdo ativados,
conforme mostra a ampla literatura de medo condicionado; sexto, importantes
mudancgas fisiologicas ocorrem, decorrentes da ativacdo simpatica e consequente
descarga adrenérgica, como o aumento da freqliéncia cardiaca, o clareamento da
mucosa gastrica (consequéncia da saida do sangue do trato digestivo para
estruturas com funcao prioritaria na situacdo de perigo, como os musculos), a
liberacdo de hormonios do estressee, a hipoalgesia e a potenciacdo dos reflexos
(LeDoux, 2000); sétimo, regras de decisdo comportamental sdo ativadas, e
diferentes cursos de agdo podem ser potenciados, como esconder-se, fugir, lutar,
fingir-se de morto ou tornar-se imovel (Dias, G, 2009) — estes comportamentos

foram respostas comportamentais estudadas neste trabalho.
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1.2

Medo e Ansiedade: Diferencas e similaridades conceituais

Como mencionado anteriormente, a definicdo de ansiedade e medo ainda
ndo é um conceito claro e generalizado para muitos pesquisadores. A resposta
induzida por um estimulo aversivo corresponde tanto a definicdo de medo quanto
a definicdo de ansiedade (Gross e Hen 2004) criando certa dificuldade em
distinguir entre estes dois conceitos.

Alguns autores alegam que o medo esta relacionado a um perigo real e
presente e a ansiedade esté relacionada a uma percepcao de perigo potencial, ou
seja a um medo antecipatorio (Graeff, 1990). Determinados estudos tém mostrado
que animais de linhagens selecionadas para respostas de medo mais acentuadas
apos passarem por experiéncia de choque nas patas apresentam comportamento
igualmente acentuado em alguns testes de ansiedade (Ponder et al., 2007).
Evidéncias mostram que situagcdes que evocam medo ou ansiedade parecem
deflagrar reacdes fisioldgicas e comportamentais semelhantes, ainda que uma
diferenca conceitual ndo seja marcada e definitiva entre estes dois términos,

algumas propostas psicobioldgicas entre ambos é proposta (Alves, 2001).

De um modo geral, a ansiedade e o medo se referem a um mesmo
conjunto de respostas, sendo diferenca entre os dois termos conceitual e variavel

entre os diferentes pesquisadores.

1.3
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Transtornos de Ansiedade

Os transtornos de ansiedade sdo dificeis de ser reconhecidos j& que
determinados graus de ansiedade sdo considerados benéficos ao individuo,
ajudando-o a se preparar para a execucdo de varias tarefas ao longo da vida. A
ansiedade normal é evolutivamente adaptativa, mas o medo excessivo pode ser
incapacitante para um individuo, se desencadeando como um transtorno de
ansiedade (Anagnostara, et al., 1999a; Landgraf et al., 2007).

A lei de Yerkes-Dodson (Dractu e Lader, 1993) sugere que existe um
ponto 6timo de ansiedade para a melhor execucdo de uma determinada tarefa,
conforme representada na figura 1. De acordo com a lei de Yerkes-Dodson a
relacdo entre atividade e desempenho toma a forma de uma curva em “U”
invertido; ou seja, até um ponto determinado, o aumento da ansiedade tem a
capacidade de aumentar o desempenho. E interessante também notar que o
aumento da ansiedade depois de certo ponto implica a queda do desempenho.
Simplificando e corroborando o anteriormente mencionado, em certos niveis, a
ansiedade é um fendmeno adaptativo, pois tem a capacidade de melhorar o

desempenho de um individuo frente a algumas exigéncias ambientais.

A insiedade hormel Patamar finsedade Patoldgica

P |
Efciencia do
Desemperho \

AN

Lnsiedadz

Figura 1: Curva de Yerkes-Dodson (Dractu e Lader,1993)

A ansiedade patologica é provavelmente a disfuncdo emocional que mais
atinge a qualidade de vida humana e pode ser definida como uma expressao

inapropriada de determinados comportamentos (Landgraf e Wigger, 2003).
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No presente trabalho focaremos no entendimento maior das circuitarias de
defesa do ataque de panico, transtorno de panico e o transtorno de ansiedade

generalizada.
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13.1

ODSMIVeoCID-10

O DSM-IV e o CID-10 sé&o utilizados para definir e diagnosticar diferentes
transtornos incluindo quadros relacionados ao transtorno de ansiedade. Como
mostra a tabela 1, existe certa discrepancia entre suas defini¢bes e classificagdes,
por exemplo, o DSM-IV entende que a agorafobia estd sempre associada ao
transtorno de pénico (TP), classificando-a assim em agorafobia sem histdria de
panico, ou em transtorno do panico com ou sem agorafobia. Por outro lado, o
CID-10 mostra uma visdo diferente ao classificar a agorafobia, pois a classifica
com ou sem transtorno de panico.

Com relagdo as fobias sociais e as fobias especificas ndo se encontram
diferengas significativas, pelo contrario, o CID-10 e o DSM-1V as classificam e

definem similarmente.

No DSM-IV, o transtorno obsessivo-compulsivo (TOC) é classificado
entre os transtornos de ansiedade enquanto que no CID-10 ele é uma categoria
independente. O TOC caracteriza-se por pensamentos obsessivos ou atos

compulsivos recorrentes.

O DSM-IV e o CID-10 definem de forma similar as duas formas
patoldgicas que o estresse grave pode causar em um individuo: Transtorno de
estresse agudo (TEA) e transtorno de estresse poOs-traumatico (TEPT). O
transtorno de estresse agudo caracteriza-se pelo desencadeamento transitorio de
sintomas de ansiedade logo apds um evento traumatico, enquanto a TEPT
caracteriza-se por uma resposta tardia e mais duradoura a um evento traumatizante

em relacdo ao TEA.

O CID-10 tem entre suas categorias o distirbio misto de ansiedade e
depressdo, sem existir um conceito similar no DSM-IV. O distdrbio misto

caracteriza-se por ter sintomas tanto de ansiedade como de depressao.

Finalmente, o transtorno de ansiedade generalizada (TAG), é um conceito
compartilhado pelos dois sistemas de classificacdo, tanto pelo DSM-IV e pelo
CID-10.
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A seguir mais informagé&o acerca do transtorno de ansiedade generalizada e
do transtorno de péanico que sdo as duas condigdes psiquiatricas mais estudadas e

avaliadas neste projeto.
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Tabela 1: Classificacdo dos Transtornos de Ansiedade segundo o DSM-

IV e o CID-10

DSM-1V

CID-10

Transtorno do Panico (TP)

Distlrbio do Panico

Sem agorafobia

Ansiedade Paroxistica Episddica

Com agorafobia

Agorafobia

Agorafobia sem transtorno do panico

Agorafobia com Disturbio do Panico

Fobias Especificas (simples)

Agorafobia sem disturbio do Panico

Fobia social

Fobias Especificas Isoladas

Transtorno Obsessivo-Compulsivo
(TOC)

Fobia Social

Transtorno de Estresse Pés-traumatico
(TEPT)

Transtorno de estresse agudo

Transtorno de Ansiedade Generalizada
(TAG)

Distlrbio de Ansiedade

Distlrbio Misto de Ansiedade e
Depressao

Transtorno de Ansiedade sem Origem
Especifica (SOE)

Disturbio de Ansiedade sem
Origem Especifica (SOE)

Fonte: Adaptado de America Psychiatric Association —Diagnostic and Statistical Manual

of Mental Disorders. 4 ed., 1994.
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1.3.2

Transtorno de ansiedade generalizada

A sintomatologia deste transtorno é comum, mas sua persisténcia ndo. Os
pacientes que sofrem deste transtorno continuamente se queixam de se sentirem
tensos e nervosos, se preocupam com coisas negativas que por acaso poderiam
acontecer e experimentam todos 0s sintomas de excita¢do do sistema nervoso
autdbnomo. Uma das piores caracteristicas deste transtorno € a inabilidade do
paciente identificar e, portanto, ndo poder evitar a causa destes sintomas
persistentes e desagradaveis. Basicamente este transtorno consiste em uma
ansiedade excessiva e preocupac@es, acompanhadas de queixas somaticas, nao
estando restritas a uma Unica situacdo (Nardi ET AL., 1996).

O DSM-IV define o TAG da seguinte forma:
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Tabela 2: Criterios de diagndsticos para transtorno de ansiedade
generalizada de acordo com o DSM-1V

A. Ansiedade e preocupacdo excessivas (expectativa apreensiva), ocorrendo na
maioria dos dias por pelo menos 6 meses, com diversos eventos ou atividades.

B. O individuo considera dificil controlar a preocupagéao

C. A ansiedade e a preocupacdo estdo associadas com trés (ou mais) dos
seguintes seis sintomas (com pelo menos alguns deles presentes na maioria dos
dias nos ultimos 6 meses):

1. Inquietacdo ou sensacdo de estar com os nervos a flor de pele ;

2. Fatigabilidade;

3. Dificuldade em concentrar-se ou sensagdes de “branco” na mente;
4. Irritabilidade;

5. Tensdo muscular

6. Perturbacdo do sono (dificuldades em conciliar ou manter o sono, ou sono
insatisfatdrio e inquieto).

D. O foco da ansiedade ou preocupacdo ndo estd confinado a aspectos de um
transtorno de eixo |.

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

F. A perturbacdo ndo se deve aos efeitos fisioldgicos direitos de uma substancia
ou de uma condicdo médica geral nem ocorre exclusivamente durante um
transtorno de humor, psicético ou invasivo do desenvolvimento.

G. A perturbacdo ndo se deve aos efeitos fisioldgicos direitos de uma substancia
(droga de abuso, medicamento) ou de uma condicdo médica geral nem ocorre
exclusivamente durante um transtorno do humor, transtorno psicotico ou
transtorno invasivo do desenvolvimento.

Fonte: Adaptado de America Psychiatric Association —Diagnostic and Statistical Manual
of Mental Disorders. 4 ed., 1994,

O transtorno da ansiedade generalizada possivelmente se envolve em um
complexo circuito neurobioldgico que inclui o sistema simpético de noradrenalina
no locus ceruleus, o eixo HPA, e a participacdo de moduladores de GABA e
serotonina (Brawman-Mintzer e Lydiard, 1997). Por conseguinte, entre 0s
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tratamentos mais poderosos para este transtorno esta o uso de benzodiazepinicos,
inibidores de receptacdo de serotonina e, o0 uso da terapia cognitivo-

comportamental (Gross e Hen, 2004).

Entre as principais estruturas que participam do transtorno da ansiedade
generalizada se encontram: os nucleos dorsais da rafe, hipotalamo, hipocampo,
amigdala, talamo, cerebelo, ganglios da base, cértex cingulado e cortex. Apesar
da ansiedade ser um fendmeno tipicamente humano, os aspectos funcionais deste
transtorno se encontram correlacionados as reacGes de defesa produzidas por
alguns animais frente a estimulos aversivos ou situacbes de perigo,
consequentemente, diferentes modelos animais tem sido utilizados como
ferramentas para investigar 0os mecanismos envolvidos nos transtornos de

ansiedade.
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133

Transtorno de panico

A manifestacdo do episddio de AP caracteriza-se por uma série de
sintomas que surgem de forma subita em menos de 10 minutos. O AP seria
episddios intensos de medo e terror acompanhado por aceleracdo dos batimentos
cardiacos, dores no peito, tonteiras ou vertigens, nauseas, respiracdo curta, tremor,
medo de morrer, suores frios, sentimentos de nédo realidade, dorméncia, sensagao
de frio e calor, um sentimento de estar perdendo o controle, ou medo de
enlouquecer (DSMIV, 1995). O transtorno de panico por sua vez, se caracterizara
exatamente pela presenca de Ataques de Panico recorrentes e inesperados,
seguidos por pelo menos 1 més de preocupagao persistente acerca de ter um outro
Ataque de Panico, preocupacdo acerca das possiveis implicacdes ou
conseqiiéncias dos Ataques de Panico, ou uma alteracdo comportamental
significativa relacionada aos ataques (DSM 1V,1995).

Devido aos ataques de panico também podem ocorrer outros transtornos de
ansiedade. Durante o diagndstico diferencial é importante levar em conta o
contexto no qual ocorre o ataque de panico. Existem trés tipos caracteristicos do
ataque de panico: ataques de panico inesperados (ndo evocados) que Sd0 0S
ataques que ndo estdo associados com nenhum ativador situacional, ou seja o
ataque € totalmente inesperado e sem razdo nenhuma; os ataques de panico
ligados a situacdes (evocados) estes ataques ocorrem quase que invariavelmente
logo apos a exposicdo ou antecipacdo a um ativador ou evocador situacional, sao
mais caracteristicos da fobia social e especifica e os ataques de panico
predispostos pela situacdo, sdo aqueles ataques que ocorrem quase sempre na
exposicao a um especifico evocador porém nem sempre ocorrem no instante, pode
ser um pouco antes ou depois, estes ataques sdo muitos frequentes no transtorno
de pénico ainda que também possam ocorrer nas fobias tanto especifica como

social.

O DSM-1V define o ataque de panico da seguinte forma:
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Critérios para ataque de panico de acordo com o DSM-IV

1)
()
(3)
(4)
()
(6)
(")
(8)
(9)

(10)
(11)
(12)

(13)

Um periodo distinto de intenso temor ou desconforto, no qual quatro (ou mais)
dos seguintes sintomas desenvolveram-se abruptamente e alcancaram um pico

em 10 minutos:

PalpitacOes ou ritmo cardiaco acelerado

Sudorese

tremores ou abalos

sensacOes de falta de ar ou sufocamento

sensacOes de asfixia

dor ou desconforto torécico

nausea ou desconforto abdominal

sensacdo de tontura, instabilidade, vertigem ou desmaio

desrealizacédo (sensacOes de irrealidade) ou despersonalizacéo (estar

distanciado de si mesmo)

medo de perder o controle ou enlouquecer
medo de morrer
parestesias (anestesia ou sensacoes de formigamento)

calafrios ou ondas de calor

Fonte: Adaptado de America Psychiatric Association —Diagnostic and Statistical Manual
of Mental Disorders. 4 ed., 1994,
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14

Medo condicionado e medo incondicionado

Estes conceitos foram primeiramente propostos pelo fisiologista Ivan
Pavlov (1927), cujos experimentos foram realizados associando uma campainha
(estimulo neutro) a uma porgéo de comida (estimulo incondicionado) produzindo
assim uma resposta de salivagédo (resposta condicionada). Desta forma o som da
campainha se torna um estimulo condicionado. Uma vez que a relacdo entre o
estimulo condicionado e o estimulo incondicionado é aprendida, as respostas
comportamentais e fisiologicas do individuo passam a ser emitidas na
apresentacdo do estimulo condicionado (LeDoux, 2000).

O medo condicionado é um mecanismo de defesa aprendido. E um
processo no qual um estimulo que ndo representa nenhuma ameaca passa a ser
aversivo para o individuo por meio do processo de associacdo, ou seja, por haver
ocorrido paralelamente ou imediatamente depois de um estimulo naturalmente
provocador de medo. O termo medo condicionado, se refere a um medo
totalmente aprendido baseado em experiéncias aversivas anteriores, cujos
estimulos associados acarretam as respostas de medo. Estimulos neutros podem
ficar associados com estimulos nocivos ou dolorosos como, por exemplo, um

choque elétrico, que adquire a capacidade de ativar respostas de defesa.

O medo incondicionado é um mecanismo de defesa inato, portanto, ndo é
um medo aprendido, se trata de respostas automaticas filogeneticamente
selecionadas ao longo da historia evolutiva de cada espécie. O medo
incondicionado é evocado quando o individuo se vé frente a uma situacdo
naturalmente ameacadora. Algo a levar em consideracdo é que as respostas de
medo condicionado e medo incondicionado s&o as mesmas, entdo, estes dois
mecanismos de defesa se diferenciam no contexto em que ocorre cada

experiéncia.
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1.5

Medo e ansiedade; Bases neuroanatomicas

151

Primeiras descobertas neuroananatdmicas do sistema motivacional

de defesa.

Embora o sistema motivacional de defesa tenha sido considerado um
constructo tedrico, empregado como uma variavel interveniente entre 0 momento
em que um estimulo de perigo é detectado e a ocorréncia de uma resposta de
defesa, varios trabalhos, desde a primeira metade do século XX, tem tentado
mapear que estruturas neurais participem deste sistema.

Em 1878, Broca observou que uma série de estruturas telenceféalicas se
comunicavam entre si, formando um anel situado abaixo do manto cortical e
envolvendo o corpo caloso. A esse conjunto de estruturas, Broca denominou o

grande lobo limbico, atribuindo a essa estrutura uma funcgéo olfativa.

Papez (1937) sugeriu que um circuito fechado de estruturas deveria ser o
suporte fisico das emocGes. De acordo com este circuito, o giro do cingulo
manteria conexfes com 0 hipocampo que enviaria projecdes para 0 COrpo
mamilar, via fornix, que por sua vez se projetaria para os nucleos anteriores do
tdlamo, atraves do trato mamilo-talamico, e dai fechava-se o circulo através de

projecdes para o giro do cingulo.

MacLean (1958) observou que outras estruturas, além das descritas por
Papez (por exemplo, o complexo amigdal6ide e a area septal), se relacionavam
entre si e que essas também deveriam estar envolvidas com a emo¢do. MacLean
denominou esse conjunto de estruturas de sistema limbico, embora, hoje em dia,

ndo exista um consenso das estruturas deste sistema.

Em termos neurobioldgicos, estimulos ameacgadores ativam o chamado
circuito mediador do medo. As respostas de medo sdo deflagradas a partir do
acionamento de uma estrutura subcortical chamada amigdala, que recebe

aferéncias de algumas estruturas envolvidas no processamento cognitivo, como 0


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1012171/CA


PUC-RiIo - Certificagéo Digital N° 1012171/CA

33

cortex sensorial, o talamo e o hipocampo (LeDoux, 2001), conforme mostra a
figura 2.

4 N

& )

Figura 2: Circuito mediador do medo Estruturas corticais e subcorticais envolvidas na

resposta de medo/ ansiedade enviam informacdes sobre os estimulos a amigdala, que
envia sinal a diversas regifes do organismo, para que as respostas sejam deflagradas.
Adaptado de Dias, G.,2009.
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15.2

Hipocampo dorsal

Embora O’keefe & Nadel (1978), Izquierdo (1992), Eichenbaum (1994 e
2000) e Squire (1992, 2004) tenham mostrado o papel da formacdo hipocampal
(giro denteado, hipocampo, coOrtex entorrinal, subiculo, presubiculo e
parasubiculo) no que concerne a aprendizagem e memoria em mamiferos,
evidéncias (Gray, 1982; Gray e McNaughton, 2000 e Bannerman, 2004) acerca do
envolvimento da formacdo hipocampal em mecanismos associados com medo e
ansiedade vém se acumulando.

Segundo Gray (1982), Gray e McNaughton (2000), embora a influéncia do
hipocampo (HPC) sobre as reagdes de medo possa vir a ser uma consequéncia
necessaria das suas operagdes mnemonicas, é também possivel que tanto 0 medo
guanto a ansiedade sejam controlados por esta estrutura independente do processo
de aprendizagem. Confirmando esta hipotese, dados da literatura sugerem que o
HPC poderia vir a ter funcbes diferenciadas ao longo de seu eixo dorso-ventral
(Risold e Swanson, 1996; Moser e Moser, 1998; Bannerman, 2004 e Esclassan,
2009). O presente trabalho tenta evidenciar algumas diferencas entre o hipocampo

dorsal e ventral.

A porcdo dorsal do hipocampo é bem conhecida por seu envolvimento na
memoria, aprendizagem, e no medo condicionado (kjelstrup ET AL., 2002). Esta
regido também é chamada de cold hippocampus (Fanselow e Dong, 2009) por ser
a regido do hipocampo mais ligada aos processos cognitivos. Desde o caso de
H.M - um paciente que perdeu grande parte de sua memdria quando seu l6bulo
temporal-medio foi removido como tratamento buscando uma melhora para a
epilepsia - uma grande quantidade de dados unem o hipocampo com a memoria

em humanos, outros primatas e ratos (Scoville and Milner, 1957; Squire,1992).

O hipocampo dorsal cumpre um papel critico em diferentes processos de
memoria incluindo a memdria episodica (Squire and Zola 1996; Eichenbaum,
2000), a atividade locomotora, a exploragéo e os processos de navegacgao espacial
(fanselow and Dong, 2009). Em anos anteriores, consideravel evidéncia suporta a

questdo de que lesdes no hipocampo dorsal interferem na aquisicdo de medo


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1012171/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1012171/CA

35

contextual enquanto que ndo tem nenhum efeito no medo condicionado ao som.
(Kim, 1992; Maren e Fanselow, 1997; Phillips e Ledoux, 1992 e 1995). Também,
foi sugerido que esta regido do hipocampo desempenhava um importante papel na

recuperacdo de memorias contextuais (Hirsh, 1974).

Consistente com esta visao, diversos estudos responsabilizam o hipocampo
dorsal ndo s6 na codificacdo de representacdes contextuais (Kim e Fanselow,
1992; Philips e Ledoux, 1992; Maren et al, 1997; Frankland et al. 1998; Good et
al. 1998; Rudy e O’Reilly, 2001) mas também em usar estas representacdes para
a recuperacdo destas memorias (Good e Honey, 1991; Honey e Good, 1993,
Kennedy e Shapiro, 2004). Foi demonstrado que o hipocampo dorsal é uma
estrutura implicada na aquisicdo, recuperacdo e expressdo do medo contextual
(Kim, JJ; et al, 1993).
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153

Hipocampo ventral

A literatura também mostra o outro lado do hipocampo, um hipocampo
quente que seria a parte ventral desta estrutura. Esta parte estd intimamente
relacionada com a emocéo, regulacdo as respostas de estresse e sua disfuncao
resulta em desordens afetivas como, por exemplo, a depressdo (Fanselow e Dong,
2009).

Historicamente, a relacdo existente desde entdo entre o hipocampo e a
emocao se deve a posi¢do proeminente desta regido no circuito limbico de Papez e
seu hipotético papel no controle da emocdo. Gray sugeriu que o hipocampo esta
envolvido em “estados emocionais, especialmente em decepgdo e frustracdo”
(Gray e Jeffrey, 1971, p 201; Gray e McNaughton, 2000; Sokolov e Vinograda,
1975).

O hipocampo exerce um forte controle regulador do eixo HPA
(hypothalamic-Pituitary-Adrenal). Lesdes hipocampais prejudicam o controle
hormonal a resposta de estresse (Dedovic et al.,2009; Jacobson e Sapolsky, 1991).
Estd claro que as elevacdes de hormoénios de estresse levam a disfuncdo
hipocampal tanto em pessoas como em roedores (McEwen et al., 1997; Herman et
al., 2005). Em humanos, volumes hipocampais diminuidos e disfuncédo
hipocampal sdo associados com desordens psicolégicas com fortes componentes
afetivos, como a desordem do estresse pOs- traumatico, transtorno bipolar e
depressdo (Bonne et al., 2008; Frey et al., 2007). Tratamentos farmacoldgicos
eficazes destas desordens afetam positivamente a fun¢do hipocampal e a sua
fisiologia. A relacdo do hipocampo com a emocdo € tdo forte quanto sua relagdo
com a memoria (Fanselow, M.S e Dong, H.W., 2009)

Testes comportamentais de navegacdo espacial e memoria tém sido
particularmente Uteis para entender as funcGes do hipocampo. Um teste
comportamental para estudar a cognicdo espacial em roedores altamente usado é o
labirinto aquéatico de Morris, onde os animais devem nadar em busca de uma
plataforma para se localizar utilizando sinais visuais fora da dgua (Morris, 1981).

Este teste responsabiliza claramente o hipocampo dorsal no uso da memoria
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espacial. Lesdes restritas a s6 25 % do hipocampo dorsal prejudicam o
desempenho no labirinto aquatico, ja que lesbes no hipocampo ventral ndo afetam

em nada este desempenho (Moser et al., 1995).

Em um estudo que claramente manipulou o estresse sobre a cognicao,
Henke (1990) relatou que lesGes no hipocampo ventral, mas ndo no hipocampo
dorsal produziram a apresentagdo de Ulceras de estresse produzidas por
frio/restricdo. Além disso, Kjelstrup et al. (2002) relataram que les6es no maior
quarto ventral do hipocampo, incrementaram as entradas nos bragos abertos de
um labirinto em cruz elevado e diminuiram a defecacdo na caixa claro-escuro,
ambos comportamentos nos dois testes mencionados corroboram a redugdo da
ansiedade com a lesdo do hipocampo ventral. Os animais lesionados no
hipocampo ventral também mostraram menos incremento nos niveis de
corticosterona quando foram apresentados na caixa claro-escuro (Kjelstrup et al,
2002).
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153

Matéria cinzenta periaquedutal dorsal

Graeff (1981 e 1994), Nogueira (1991), Behbehani (1995),Vianna (2001),
Magierek (2003), Bittencourt, et. al., (2004) e Branddo (2007) sugerem que a
matéria cinzenta periaquedutal (MCP), que se localiza ao longo do mesenceéfalo,
tem-se mostrado como uma area relevante no controle dos comportamentos de
defesa. A estimulacdo elétrica da MCPD em animais tem sido empregada ha
bastante tempo para um melhor entendimento do fenémeno do panico. Verificou-
se que, ao se fazer um aumento gradual da corrente elétrica para estimular a
MCPD, produzia-se um comportamento de alerta, congelamento, e, num dado
momento, resposta de corrida e salto. De fato, as estimulages elétricas da MCPD,
que ocasionam respostas de fuga (Landeira, Fanselow e Deoca, 1992),
proporcionam um dos modelos animais para o estudo do panico. Este sistema esta
relacionado com formas vigorosas de comportamento ativo, como reacdes de fuga
ou luta.

Segundo Behbehani (1995), Brandao (2007), Siqueira (2009) e Casarotto
(2010), a estimulacdo da matéria cinzenta periaquedutal dorsal e dorsolateral
produz comportamento aversivo em animais. Isto indica que esta regido cerebral
faz uma importante conex&o com a circuitaria cerebral envolvida no processo de
ansiedade e medo. ProjecBes sistematicas da amigdala para a matéria cinzenta
periaquedutal sugere que um estimulo relacionado ao perigo ativa um circuito
especifico na amigdala que se projeta para a MCP, ativando assim mecanismos da
MCP que lidam com reacOes de defesa, analgesia e respostas autondmicas
(Fanselow, 1991). De acordo com este modelo, avisos de perigo (presa avista o
predador) ativam regiGes da amigdala que se projetam para a matéria cinzenta
periaquedutal ventral (MCPV) responsavel pela resposta de congelamento
(neurénios intrinsecos as porgdes caudais da MCPV sdo cruciais para o
congelamento), a destruicdo quimica destas areas atenua o congelamento segundo
Ledoux, et. al., (1988), provando-se crucial também para a analgesia opilacea

(Helmstetter e Landeira-Fernandez, 1990).

Contudo, quando o animal encontra o perigo (predador pega a presa), uma

circuitaria na amigdala que se projeta para a matéria cinzenta lateral é ativada. A
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ativagdo desta rede produz respostas de fuga associadas com vocalizacOes e
respostas autonémicas (Behbehani,1995). De acordo com este modelo, existe uma
interacdo inibitoria entre MCP ventral e lateral. Os resultados sugeriram entdo que
a estimulacdo da MCPD produziu fuga e respostas de defesa, e a estimulacdo da
MCPV produziu congelamento. Entretanto estudos mais avancados devem ser
feitos para elucidar melhor a comunicagédo entre essas estruturas e suas vias de
acdo para um entendimento melhor dos mecanismos que permeiam o
funcionamento desta circuitaria neural, portanto, este trabalho sé estuda os

comportamentos gerados mediante a estimulagédo da MCPD.
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1.6

Modelos animais para o estudo de Ansiedade

Diferentes modelos de animais tém sido empregados como poderosas
ferramentas, com o objetivo de investigar e compreender 0s mecanismos
envolvidos no sistema motivacional de defesa. Para compreender o emprego de
modelos animais para o estudo dos transtornos de ansiedade € importante definir a
ansiedade como um sistema funcional comportamental, ou seja, a ansiedade é
uma estrutura complexa de controle, relacionada a uma fungdo ou uma
necessidade particular do animal (Timberlake e Lucas, 1989).

Apesar da ansiedade se constituir num fenémeno tipicamente humano, o0s
aspectos funcionais da ansiedade encontram correlacdo nas reacdes de defesa dos
animais. Os animais assim como 0s seres humanos, expressam suas emog¢des com
certos comportamentos especificos que exibem (Sudre, et al., 1993; Schenberg et
al., 2000,2001; Vargas e Schenberg, 2000,2001) como freezing (congelamento),
activity burst (corrida e salto), galloping trotting séo verificadas e expressam
diretamente niveis de ansiedade frente a uma situacéo de perigo especifico.

Bolles (1970), através da sua teoria Species-Specific Defense Reaction
(SSDR), demonstra que o rato, de forma inata, determina comportamentos de
defesa, como a resposta de congelamento ou luta, por exemplo. Quando 0 mesmo
é confrontado com uma ameaca ambiental natural (um predador) ou uma ameaca
ambiental artificial (choque nas patas), 0s seus comportamentos acabam por se
delimitar somente aos SSDRs. Nestas situacdes € quase impossivel o rato

manifestar comportamentos que nao se adequam aos esquemas da SSDRs.

Contudo, o proprio animal teria uma flexibilidade de escolha
comportamental dentro da SSDR a escolher. Parte-se do principio de que o
animal, através de uma abordagem adaptativa, ira selecionar, dentro de um seleto
repertorio de acdes, a melhor reacdo comportamental que confronte de forma
adequada a ameaga em questdo, e que tenha maior chance de sobrevivéncia. Este
sistema de defesa tem regras especificas que governam as reagdes

comportamentais; essas regras autorizam mudancas de comportamentos de forma
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abrupta ou crescente, a partir do momento em que ocorram mudancas relevantes

nas condi¢des ambientais.

Panksepp (1982) propos a circuitaria de defesa animal cujo mecanismo
evolutivo mais provavel seria a reducdo da dor, autopreservacdo e sobrevivéncia.
Sendo assim, a ansiedade é um produto de um sistema motivacional responsavel
pela organizacdo de respostas especificas com objetivo de lidar de forma
adequada as ameacas do meio externo. A partir dessa perspectiva, varios estudos
tém definido um nivel elevado de ansiedade, como um componente essencial de
um sistema neural que teve origem nos mamiferos, e desde entdo vem se
mantendo ao longo da evolucdo das espécies. Esse sistema é responsavel pela
deteccdo de estimulos de perigo no meio ambiente, bem como pela reacdo de
forma adequada a esses estimulos que ameacam a integridade do organismo
(Fanselow, 1986 e 1994). Nesse sentido a ansiedade tem grande poder
motivacional e sua vantagem evolucionaria é a de garantir a sobrevivéncia da

espécie atraves da devida interacdo do animal com o meio ambiente.

Blanchard, Blanchard e Rogers (1990), por sua vez, fizeram um estudo
etologico do comportamento do rato diante de situacdes com diferentes niveis de
ameaca. De acordo com os estudos destes autores, sugeriu-se que as principais
variaveis relevantes na magnitude da resposta comportamental de defesa seria a
distancia da presa com relacdo ao predador, alternativas de fuga-esquiva e a
discriminagdo da fonte de perigo.

Consequentemente, diferentes modelos de animais tem sido estudados com
0 objetivo de poder entender os mecanismos, circuitos e demais elementos
envolvidos nos transtornos de ansiedade. Através de alguns comportamentos
especificos foi possivel determinar circuitarias neurais de diferentes transtornos,
em particular dos comportamentos de defesa com circuitos neurais especificos,
que podem ser utilizados como modelos para diferentes transtornos de ansiedade e

em particular o transtorno de panico (Graeff, 2003).
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16.1

Resposta de Congelamento

A resposta de congelamento ou a imobilidade tensa pode ser facilmente
medida através da observacdo. Este comportamento é caracterizado por uma
reducdo total de atividade geral motora (Landeira-Fernandez, 1996). Para os ratos,
a medida de congelamento é um comportamento de defesa altamente especifico e
tem sido utilizada desde o século passado (Small, 1898) como indicador de
ansiedade condicionada (Rescorla, 1998; Landeira-Fernandez, 1996).

Grifith (1920) concluiu gque os ratos exibem uma resposta de congelamento
com a presenca de um gato ou qualquer estimulo que indique a presenca deste,
como, por exemplo, seu odor. Consideravel evidéncia indica que a resposta de
congelamento a estimulos contextuais previamente associados com choques
elétricos € um modelo de ansiedade generalizada (Landeira-Fernandez J, Cruz e
Branddo 2006); (Fanselow, MS, 1991); (Conti LH, et al., 1990); ( Maki Y, Inoue
T, Izumi T., et al, 2000). A resposta de congelamento do animal seria uma
tentativa para dificultar sua localizacdo pelo predador em situagdes onde a fuga
ndo € possivel, permitindo a correlacdo destes comportamentos com 0s
transtornos de ansiedade; portanto, é importante mencionar que existem 4 tipos de
congelamentos associados a diferentes modelos de comportamentos de defesa
(Brandao et al, 2008).

O primeiro tipo de congelamento é produzido pela estimulacéo elétrica da
MCPD. Branddo e colaboradores (2008) sugerem que a MCPV parece estar
envolvida nos aspectos motores do comportamento de congelamento que
provavelmente é controlado por projec6es descendentes da amigdala para MCPV
como dito anteriormente. Contudo, a MCPD parece controlar aspectos de controle
sensorial e afetivo do congelamento incondicionado (Brandéo et al, 2008). Por
exemplo, um aumento gradual na estimulagdo elétrica tanto da MCPV quanto da
MCPD produz inicialmente o comportamento de alerta e em seguida
congelamento. O congelamento induzido pela estimulacdo elétrica da MCPV
cessa imediatamente ap0s o término da estimulacdo, enquanto que o
congelamento produzido pela MCPD demora a cessar mesmo ja com o término da

estimulacdo (Vianna et al, 2001a; Vianna, 2001b). O congelamento induzido pela
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estimulagdo elétrica da MCPD pode vir a induzir no animal mudancas
cardiovasculares, hiperventilacdo, piloerecdo, exoftalmia (Monassi CR e
Menescal de Oliveira L, 2004) e comportamento de fuga (corridas e pulos) em
alta intensidade (Branddo, Coimbra e Borges, 1990) se observa reagdes
fisiol6gicas como este congelamento se obtém antes do comportamento de fuga.
Varids evidéncias apontam para o fato de que a resposta de congelamento
induzida pela estimulacéo elétrica da MCPD é um excelente modelo animal de
ataque de panico. (Landeira-Fernandez, 2006). Drogas capazes de atenuar a
ocorréncia de ataques de panico em seres humanos, tais como clomipramina e a
fluoxetina, aumentam a intensidade de estimulacdo elétrica da MCPD para

produzir as respostas de congelamento em ratos (Branddo ET AL, 2008).

O segundo tipo de congelamento é o Congelamento Pds estimulacdo da
MCPD que se tem inicio apds o término da estimulacéo elétrica da MCPD parece
ser independente de qualquer processo de aprendizagem associativa, se
diferenciando assim, da resposta induzida por estimulos contextuais aversivos
(Vianna, Landeira-Fernandez e Branddo, 2001). De acordo com estudos
anteriores, este tipo de congelamento esta sob influencia do complexo
amigdaloide, ao contrario daquela resposta de congelamento eliciada durante a
estimulacdo elétrica da MCPD (Oliveira, et al., 2004). MicroinjecGes de um
agonista gabaérgico na amigdala acabaram reduzindo a resposta do CPF de forma
similar a resposta de congelamento induzida por estimulos contextuais aversivos
(Ruiz-Martinez et al., 2006). O fato de o complexo amigdaléide ser uma estrutura
neural relacionada com ansiedade antecipatéria e exercer uma modulagdo sobre a
resposta de congelamento observada apés a estimulagdo da MCPD, mas nao
aquela induzida pela estimulacdo direta desta mesma estrutura, sugere que esta
resposta de congelamento pode estar associada ao transtorno, mas ndo ao ataque

de panico (Landeira-Fernandez et al., 2006).

O terceiro tipo de congelamento € o congelamento po6s-choque. Quando
um rato recebe um choque elétrico, ele reage com uma atividade vigorosa
chamada de Activity Burst (Fanselow, 1984b). Esta atividade persiste por um
breve periodo de tempo e gradualmente vai diminuindo para uma inatividade
chamada de congelamento (Myer, 1971). Este congelamento serd chamado de
congelamento pds-choque (CPC), segundo Fanselow (1980), o CPC é uma
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resposta condicionada ao contexto e ndo uma resposta incondicionada estendida
(Weiss, 1968). Por sua vez, o congelamento pos-choque parece ser um modelo de
memoria imediata contextual, ja interpretado por alguns autores como modelo de
memoria de curto prazo (Wood and Anagnostaras, 2011). Este congelamento
especifico pode variar pela intensidade utilizada no choque elétrico, e pela
sensibilidade a dor (Fanselow, 1984b).

O quarto é o congelamento por condicionamento. Num experimento tipico
que demonstra essa forma de aprendizagem, um animal é colocado numa caixa
experimental por alguns minutos. Em seguida, apresenta-se um choque elétrico
nas patas de curta duracdo e baixa intensidade. No dia seguinte o animal é
recolocado na caixa experimental e os estimulos contextuais que ficaram
associados ao choque sdo capazes de ativar a resposta de congelamento (Landeira-
Fernandez, Cruz e Brandao,2006) . De acordo com Branddo e colaboradores
(2008) esta resposta de congelamento gerada através do medo condicionado é
claramente modulada por conexdes entre amigdala e MCPV. A modulagdo
bidirecional da resposta de congelamento ao contexto como efeitos de agentes
farmacoldgicos que acrescentam ou diminuem os sintomas de ansiedade em seres
humanos tem sido usada para validar este procedimento como um modelo de
TAG. Drogas altamente eficazes no tratamento farmacoldgico do TAG, como 0s
ansioliticos benzodiazepinicos, atenuam ou mesmo eliminam a resposta de
congelamento ao contexto em ratos em uma faixa de dose parecida aquela
utilizada clinicamente em humanos (Landeira-Fernandez, 2006). Em adicdo, o
paradigma de condicionamento de medo ao contexto estd diretamente sob o
controle de estimulos contextuais previamente associados ao choque. Por
exemplo: quando um teste de mudanca de contexto é feito, que seria a
transferéncia do animal para outra caixa experimental ap6s a apresentacdo do

choque, observa-se que a resposta de congelamento esta ausente (Fanselow,1980).
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Estimulagdo da MCPD*

Ataque de Panico
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Pos-estimulacdo da MCPD*

Transtorno de Panico

Pos-choque

Memoria Emocional

A0 contexto*

Transtorno de Ansiedade Generalizada

Nota: * Adaptado de Brand&o et al., 2008
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1.6.2

Resposta de Fuga

A luta e a fuga séo respostas incondicionadas que se fundamentam na
observacao de comportamentos especificos de defesa da espécie frente a estimulos
inatos de perigo (Blanchard et al, 1986; Rodgers et al, 1997). Este comportamento
pode ser induzido mediante a estimulacdo elétrica da matéria cinzenta
periaquedutal dorsal e tem sido proposto como um modelo de ataque de panico
(Shenberg LC, et al.,, 2001). Os comportamento de luta e fuga estariam
relacionados a raiva e ao panico (Graeff, 1993; Graeff, 1994), pois o paulatino
incremento na intensidade da corrente usada para estimular a DPAG produz alerta
em seguida a resposta de congelamento e finalmente 0 comportamento de ataque
de panico caracterizado por respostas de pulos e corridas (Shenberg LC ET AL,
2001).

Resultados farmacol6gicos suportam o isomorfismo entre a resposta de
fuga induzida pela estimulacdo da MCPD e ataques de panico em humanos.
Drogas panicoliticas como clomipramina e fluoxetina incrementam o limiar de
corrente elétrica necessario para elicitar os comportamentos de panico enquanto
drogas panicogénicas como pentilenotetrazol diminuem este limiar (Jenk F,
Moreau JL and Martin JR, 1995).

A estimulagdo elétrica em humanos na DPAG produz sintomas
relacionados aos ataques de panico como, por exemplo, palpitacbes no coracdo e
sentimentos de morte iminente acompanhados de dores no peito (Nashold BS Jr,
Wilson NP and Slaughter GS, 1974).
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OBJETIVOS

Obejtivo geral:
Este trabalho procura avaliar a participacdo das porcdes dorsal e ventral do
hipocampo de ratos nas reagOes comportamentais de defesa produzidas pela
estimulagdo elétrica da MCPD e pelo condicionamento contextual aversivo.

Objetivo especifico:
1) Identificar e comparar comportamentos relacionados aos diferentes
transtornos de ansiedade

2) Entender melhor a circuitaria do medo condicionado e incondicionado.
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3

Metodologia

3.1

Animais

Os animais selecionados para este experimento foram obtidos no biotério
do Laboratério de Neuropisicologia Clinica e Experimental da PUC-Rio, sob
temperatura de 22 °C e luminosidade controlada, com ciclos claro/ escuro
alternados a cada 12 horas e este trabalho foi realizado durante o periodo de
luminosidade clara.

De seis a oito dias depois do nascimento, os animais foram marcados com
amputacdo de um dedo de cada pé. Depois de o animal completar 21 dias, 0s
animais foram separados por sexo em grupos de seis em gaiolas de polietileno
com medidas de 18x31x38 cm, os animais tiveram acesso ad libitum a agua e
comida.

Os experimentos foram realizados com ratos Wistar (n =27), machos, com
peso entre 250 e 350 g. Uma semana antes do inicio do experimento, todos os
animais foram manuseados uma vez por dia por um periodo de 2 minutos para
cada um. Os experimentos foram todos conduzidos segundo as normas da SBNeC

(Sociedade Brasileira de Neurociéncia e Comportamento).


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1012171/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1012171/CA

49

3.2

Cirurgia

Os animais foram escolhidos ao acaso e divididos em 4 grupos: lesdo no
HD (n=8), controle HD (n=6), lesdo no HV (n=7) e controle HV (n=6). Estes
animais foram anestesiados com xylazina e ketamina intraperitonialmente na
concentracdo de (0,1mg/100g)para ambas drogas, também receberam uma
associacdo antibiotica de largo espectro (Pentabidtico, Fontoura- Wyeth-Brasil),
0,2 ml via intramuscular, a fim de prevenir possiveis infeccdes. Apos a anestesia e
a dose de pentabi6tico, os animais foram afixados em um aparelho esteriotaxico
(David Kopf, Tujunga, CA). Uma assepsia local com &lcool iodado, seguido de
anestesia subcutanea local (lidocaina) foi ministrada.

Com o cranio fixo na horizontal, usando como referéncia (Paxino e Watson
1986) foram utilizadas as seguintes coordenadas para a realizacdo da lesdo
eletrolitica bilateral: HD, (AP =-2,8 mm; ML = +/-1,8; DV=- 3,8 mm ventral ) e
para 0 HV, (AP = -5,2 mm; ML = +/-5,3 Mm; DV =- 6,0mm ventral). Esta les&o
foi realizada através da insercdo de um eletrodo, utilizando-se um lesionador

percorreu-se uma corrente de 5 mA, com duracéo de 20 seg.

Os animais controles passaram pelo mesmo procedimento a exce¢do de
que nenhuma corrente foi passada. Depois da lesdo eletrolitica, um eletrodo
unilateral foi implantado na MCPD, (AP = +2,3 mm; ML = -1,7 mm; DV = -4,5
mm) sem inclinacdo em relacdo ao plano sagital. O eletrodo foi afixado ao cranio

com um parafuso e com acrilico dental.
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3.3

Equipamento.

Os testes comportamentais foram realizados em uma caixa experimental
quadrangular medindo 25 x 20 x 20 cm. Duas paredes eram de aluminio e as
outras duas de acrilico. A base da caixa tinha 15 barras de metal distando 1,5 cm
entre si, permitindo a administracdo de choques elétricos atraves de um gerador de
choque com misturador de voltagem (AVS, SCR04 S&o Paulo). Uma interface
com 8 canais (Insight, Riberdo Preto) conectada a um micro computador, permitiu
a apresentacdo dos choques elétricos. Esta caixa experimental estava em
isolamento acustico. No teto desta caixa experimental foi instalado um conector
elétrico ligado a duas saidas. A primeira saida estava ligada a um estimulador,
gerador de corrente senodial de 60 Hz e constante (Marseillan, 1977), o qual
permitia a estimulacdo elétrica da MCPD. A corrente elétrica aplicada foi
monitorada atraves de um osciloscopio conectado a um estimulador (Insight,
Ribeirdo Preto). A outra saida do conector estava ligada a um cabo flexivel que se
encaixava nos polos do eletrédo implantado no cérebro do animal. Permitindo a
passagem da corrente elétrica. Uma lampada vermelha de 25 W foi instalada no
teto da camara de isolamento acUstico o que permitia a observacdo dos animais
durante os testes comportamentais através de um monitor. A sala onde foram
realizados os experimentos possuia um extrator que produzia um ruido de fundo

constante.
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3.4

Eletrodo

O eletrodo foi feito de ago inoxidavel (160 pm de didmetro e 13,5 mm de
comprimento), isolado exceto nas segOes transversas das extremidades. A
estimulacdo elétrica da MCPD ocorreu a partir da secdo transversa distal do
eletrodo. O eletrodo podia ser conectado a um pino macho e entdo conectado a um
soquete no final de um cabo elétrico flexivel e usado para a estimulagdo elétrica
cerebral. Também se utilizou uma cénula unilateral que foi implantada na MCPD

do animal para permitir a passagem de corrente elétrica para a MCPD.

Figura 3: Eletrodo e canula
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3.5

Procedimento

3.5.1

Dia 1 - Congelamento e fuga induzida pela estimulacéo elétrica da

Matéria cinzenta periaquedutal dorsal e congelamento pos-fuga.

Sete dias ap6s a cirurgia, cada animal foi colocado dentro da caixa
experimental por um periodo de 5 minutos para habituacdo. Depois disso, a
estimulagdo elétrica da MCPD foi apresentada através do eletrddo implantado
nesta area (AC, 60 Hz, 15 s). O intervalo entre os estimulos elétricos foi de 1
minuto e a intensidade da corrente foi iniciada com 10 OmA e aumentada
gradualmente em 5 mA. O limiar de congelamento foi operacionalmente definido
como a menor intensidade de corrente necessaria para produzir imobilidade geral
motora (resposta de congelamento) e, seguido a este limiar, se buscou o limiar de
fuga, ou seja, a menor intensidade de corrente utilizada para produzir o
comportamento de corrida ou saltos (resposta de fuga). Animais com um limiar de
fuga maior de 150 mA foram descartados do experimento.

Depois de coletar tanto o limiar de congelamento como o de fuga, se
prosseguiu a medir o congelamento pds fuga por um periodo de 12 minutos. A
resposta foi registrada através de um procedimento de amostragem de tempo. A
cada dois segundos, 0 experimentador marcou o0 comportamento do animal
quando estava em congelamento ou quando mostrava atividade motora. Uma
solugdo de amdnia foi utilizada para limpar a caixa experimental depois de retirar

cada animal.
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3.5.2

Dia 2 - Condicionamento Contextual Aversivo

Passadas 24 horas da estimulacdo elétrica, cada animal foi colocado na
mesma caixa experimental por um periodo de 5 minutos para habituacdo. Depois
do periodo de habituacdo, se deu inicio a apresentacdo dos estimulos aversivos,
consistentes em trés choques (0.6 mA) com intervalos de 20 segundos entre cada

choque.

Todos os animais foram submetidos ao condicionamento ao contexto com
a funcdo de verificar as lesGes eletroliticas tanto no hipocampo dorsal e ventral. O
congelamento pos-choque foi medido durante 3 minutos através do mesmo
procedimento utilizado para medir o congelamento pds fuga no Dia 1. Depois da
sessdo de teste, 0s animais retornaram para o biotério e foram postos na mesma

gaiola onde estavam anteriormente.
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3.5.3

DIA 3 - Teste ao contexto

Cerca de 24 horas apds o condicionamento contextual aversivo, o animal é
recolocado na mesma caixa experimental por um periodo de 12 minutos.
Nenhuma apresentacdo de choque é administrada durante estes 12 minutos e o
comportamento de congelamento € registrado da mesma maneira que se registrou
0 congelamento pds- fuga no dia 1. Depois da sessdo de teste, os animais
retornaram para o biotério e foram postos na mesma gaiola donde estavam

anteriormente.
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DIA1

Habituagdo (5 mins)  (Limiaresde congelamento  Congelamento pés-fuga
e pre-fuga)

| DIA 2 . e
Habituacdo (5 mins) Trés choques Congelamento pos-
& choque (3mins)

DIA 3

Teste ao contexio
(12 mins)

Figura: 4 Procedimento. Dia 1: (1) O animal foi colocado na caixa experimental por um
periodo de 5 minutos. (2) O animal foi estimulado eletricamente na MCPD e foram
coletados os limiares de congelamento pré-fuga e fuga.(3) Depois de achar os limiares, o
congelamento pés-fuga foi coletado por um periodo de 12 minutos. Dia 2: (1) 24 horas
apos a estimulacado da MCPD, cada animal foi colocado ha mesma caixa por 5 minutos e
foram apresentados 3 choques com intervalos de 20 segundos. O congelamento pos-
choque foi medido da mesma maneira como o congelamento foi medido no dia 1. Dia 3:
(1) 24 horas apés a apresentac¢d@o dos choques, o animal foi recolocado na mesma caixa
experimental e o comportamento de congelamento foi medido por um periodo de 12

minutos
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4

HISTOLOGIA

No final do experimento, todos os animais foram sacrificados. Os animais
foram submetidos a uma perfusdo cardiaca com solucdo salina e formol (4%)
contendo potéssio de ferrocianeto (1%). Os cérebros foram extraidos e colocados
em uma solucéo de formol (10%) por 24 horas e depois foram colocados por mais
uma semana em uma solucdo com sacarose (20%). Os cérebros foram cortados
em seccgdes coronais de 60 pum utilizando um criostato e foram montados em
laminas de microscopia previamente gelatinizadas. Depois de 5 dias as laminas
com os cortes foram coloridas em cresyl violeta.

A localizacdo da lesdo eletrolitica tanto no hipocampo dorsal como no
hipocampo ventral foi analisada utilizando um micro projetor sobre a estrutura
correspondente no atlas. A magnificacdo foi ajustada até que a estrutura projetada

e a estrutura no atlas se igualassem. Dados obtidos com lesbes incorretas foram

descartados da andlise estatistica.

Figura 5. Imagem que mostra as lesdes eletroliticas bilaterais feitas no hipocampo

dorsal indicadas pelas setas.
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ventral, indicadas pelas setas.
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Figura 7: Composé de cortes coronais adaptado de Paxinos and Watson (1986) rat brain
atlas. A figura mostra as maiores (cinza) e menores (preto) areas afetadas pela lesao

eletrolitica no hipocampo dorsal
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BREGMA -5.04

BREGMA -4.92

BREGMA -4.80

Figura 8: Composé de cortes coronais adaptado de Paxinos and Watson (1986) rat brain
atlas. A figura mostra as maiores (cinza) e menores (preto) areas afetadas pela lesao

eletrolitica no hipocampo ventral.
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5

RESULTADOS
5.1

Estimulacao elétrica da MCPD

Estimula¢ao Elétrica MCPD

140 1 | B Congelamento

120 - | H Fuga
100 - * [
80 -

-

Limiar de Estimulagao (uA)

Sham H.V. H.D.

Grafico 1. Estimulacado elétrica da matéria cinzenta periaquedutal dorsal

A lesdo no hipocampo ventral mas ndo no dorsal aumenta o limiar para a
resposta de congelamento e de fuga. Na analise estatistica, os limiares foram
transformados em logaritmo uma vez que a distribuicdo desses limiares nédo
apresenta distribuicdo normal. Foi realizada uma ANOVA de duas vias. O
primeiro fator, com trés niveis independentes, esta relacionado com os trés
diferentes grupos: controle, lesdo na por¢do dorsal e ventral do hipocampo. O
segundo fator, com dois niveis com medidas repetidas, estd relacionado os
limiares de congelamento e fuga. Essa analise revelou um efeito principal do
Grupo (F(2,24)=3,79; p=0,04) e dos limiares de congelamento e fuga
(F(1,24)=46,9; p<0,001), assim como uma interacdo entre os dois fatores (F(2,24)
= 5,27; p=0,013). Uma analise pos-hoc com o teste de Bonferroni indicou que a
lesdo no hipocampo ventral causou um aumento nos limiares para a producdo da
resposta de congelamento (p <0,05) como da resposta de fuga (p=0,05). Nenhuma

outra comparacao par a par foi significativa.
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5.2

Congelamento pos- estimulacéo

Congelamento pods-estimulac¢ao
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Grafico 2. Congelamento pos- estimulagéo.

N&o ha diferenca entre os trés grupos.

Os dados foram analisados por meio de uma ANOVA de uma via com
relacionado com os trés diferentes grupos: controle, lesdo na porcdo dorsal e
ventral do hipocampo. A andlise ndo mostrou qualquer efeito significativo (F(2,
24)=0,47; p>0,6)


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1012171/CA


PUC-RiIo - Certificagéo Digital N° 1012171/CA

62

5.3

Congelamento imediato ap0s a apresentacdo do choque nas patas
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Grafico 3. Congelamento pds-choque

A lesdo no hipocampo ventral reduziu o congelamento pds-choque. Os
dados foram analisados por meio de uma ANOVA de uma via com relacionado
com os trés diferentes grupos: controle, lesdo na porcdo dorsal e ventral do
hipocampo. A analise mostrou uma diferenca significativa entre os trés grupos
(F(2,24)= 3,71; p=0,04). Uma analise pos-hoc com o teste de Bonferroni indicou
que a lesdo no hipocampo ventral levou a uma reducdo da resposta de
congelamento imediatamente apds o choque elétrico nas patas em comparagao ao

grupo controle (p=0,015). Nenhuma outra comparacao par a par foi significativa.
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5.4

Congelamento por condicionamento ao contexto

Congelamento Contextual

100

g 80 -
£
3

X 60 -
2
g

E 40 -

S 20 -

O .

Sham H.V. H.D.

Figura 12: Congelamento Contextual

Lesdes no hipocampo ventral ou dorsal reduzem a resposta de
congelamento. Os dados foram analisados por meio de uma ANOVA de uma via
com relacionado com os trés diferentes grupos: controle, lesdo na por¢do dorsal e
ventral do hipocampo.

A analise mostrou uma diferenca significativa entre os trés grupos
(F(2,24)= 14,55; p<0,001). Uma andlise pds-choque com o teste de Bonferroni
indicou que tanto a lesdo no hipocampo dorsal como no hipocampo ventral
levaram a uma reducdo da resposta de congelamento 24 horas ap6s o choque.
(ambos o0s p“s <0,001). Nenhuma outra comparacao par a par foi significativa.
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6
DISCUSSAO

Hoje em dia, gragas aos avancos da neurociéncia, podemos entender com
maior clareza as diferencas entre os diferentes tipos de emocdes. Evidéncias
indicam que a ansiedade e o0 panico sao emocoes distintas e que, por sua vez, cada
uma tem suas proprias bases neurofisiologicas e, consequentemente, suas
determinadas reagcdes comportamentais que podem ser quantificadas através das
reacOes de defesa que os animais apresentam frente a estimulos de perigo inatos
ou aprendidos. Estes modelos animais séo altamente utilizados para esclarecer o
entendimento sobre as reacfes que existem entre os diferentes transtornos de
ansiedade.

A resposta que os animais apresentam a estimulacdo da MCPD tem sido
utilizada como modelo animal de panico e o condicionamento contextual de medo
tem sido relacionado como modelo animal de transtorno de ansiedade
generalizada. Tanto o hipocampo como a MCPD estdo altamente relacionadas
com a ansiedade e o panico, sendo estas estruturas as mais estudadas neste
trabalho.

Os resultados deste estudo corroboram com a literatura (Ji e Maren 2007,
Fanselow, 1999; Gewirtz et al.,2000; Kim, Fanselow, 1992 e Rudy, 2002)
indicando que os animais com lesdo eletrolitica no hipocampo dorsal que
sofreram condicionamento classico ao contexto pareado com choque nas patas,
tiveram inibida a sua resposta de congelamento em comparagdo com o grupo
controle 24 horas ap0s. Este resultado ¢ consistente com o estudo que sugere uma
conexao funcional entre hipocampo dorsal e amigdala, ambos tendo um papel
essencial no medo aprendido (Fanselow, 2009) e no armazenamento de memoria
contextual de medo de curto prazo (Kim e Fanselow, 1992). Logo, uma hipdtese
seria que a lesdo no HD poderia ter de fato afetado a conexdo funcional entre
hipocampo e amigdala (Fanselow, 2009), interrompendo assim o processo de
aquisicdo do medo condicionado e, por consequéncia, havendo uma diminui¢ao
do comportamento de congelamento no dia seguinte. Em adicdo, os resultados
obtidos em animais com lesdo eletrolitica no hipocampo ventral que passaram

pelo mesmo paradigma de medo contextual, tiveram também inibida a sua
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resposta de congelamento em comparagdo com o grupo controle (Sutherland,
2008; Rogers, 2006). Por conseguinte, de acordo com trabalhos anteriores
(Rogers, Hunsaker e Kesner, 2006) uma segunda hipotese seria que as sub-regioes
de HD e HV trabalhariam de forma integrativa no medo contextual e
consequentemente a lesdo de qualquer uma destas sub-regides em ambas as areas
comprometeriam o processo de aquisi¢do ao medo contextual, havendo assim uma
diminui¢do no congelamento no dia seguinte que os animais foram re-expostos ao
mesmo contexto.

Em termos neuropsicoldgicos, o aprendizado de eventos aversivos requer
um 6timo funcionamento da memoria que acontece pela ativagdo do hipocampo e
suas conexdes com a amigdala como foi anteriormente mencionado. Nao havendo
um hipocampo intacto, ¢ impossivel que as memorias fossem consolidadas em
outras areas do cérebro e por isso impossivel a adquisi¢ao de aprendizagem.

Os resultados do nosso trabalho sugerem que as lesoes eletroliticas no HD
e HV diminuiram a aquisi¢do de medo condicionado. Por sua vez, no paradigma
de medo incondicionado, a lesdo eletrolitica no HD ndo mudou os limiares de
congelamento pré-fuga e fuga eliciados pela estimulagdo da MCPD comparado
com o grupo controle. De maneira interessante, a lesdo eletrolitica no HV mudou
os limiares de congelamento pré-fuga e fuga eliciados pela estimulacao elétrica da
MCPD (Oliveira, Nobre, Branddo e Landeira, 2004) comparados com o grupo
controle. Baseado nesta evidéncia sugerimos que mecanismos moduladores
distintos no hipocampo (Fanselow, 2009) sdo recrutados durante o medo
condicionado e incondicionado eliciado pela estimulacdo da MCPD.

Evidéncias sugerem que o hipocampo junto com o complexo amigdaloide
e suas projecdes para a parte ventral da matéria cinzenta periaquedutal sdo
criticamente envolvidos na regulagdo do condicionamento de medo contextual
como via primaria (Galvao et al., 2011). Embora o medo condicionado tenha uma
via principal j4 muito conhecida na literatura, também existe uma via alterna que
usa o nucleo do leito da estria terminal (Poulos, A.M., et al, 2010) como uma
estrutura com papel compensador em caso de disfuncdo da amigdala. Estudos
recentes mostram que o NLST pode sofrer plasticidade devido a experiéncia
quando a amigdala ndo funciona (Vyas, A, et al, 2003, Dumont, E.C., 2005).
Sugerimos que o hipocampo ventral recebe projecdes da MCPD e envia para o

NLST para a produgdo do congelamento condicionado como via alterna. Por outro
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lado, sugerimos que projecdes vindas da MCPD para o hipocampo ventral
passando por hipotdlamo, podem regular respostas de defesas incondicionadas

especificas, como o congelamento pré- fuga e a resposta de fuga (ver figura 9).

Circuito Medo Condicionado

ﬂATAQUE DE PANICOII

T

RESPOSTA AUTONOMICA

> AMIGDALA

A N

MCPV

HIPOTALAMO

TRAL v

CONGELAMENTO
CONDICIONADO

[| l 1

Circuito Medo Incondicionado

Figura 9. Circuitaria proposta

Nossos resultados verificaram que os animais que foram lesionados tanto
no hipocampo ventral quanto dorsal, tiveram a sua resposta de CPF igual em
comparagdo com o grupo controle. De acordo com Branddo e colaboradores
(2007) o CPF permitiria o animal a também avaliar as consequéncias da
estimulagdo aversiva e, consequentemente, uma melhor tomada de decisdo diante
de situagdes ameacadoras futuras. Logo, a lesdo nas sub-regides ventral e dorsal
do hipocampo ndo foram o suficiente para inibir o CPF, reforcando a sugestao de
que o mesmo esta sendo mediado por projecdes ascendentes que passam pelo
tadlamo e seguem para outras estruturas corticais especializadas, que ndo envolvem

o hipocampo.
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Os resultados deste estudo verificaram que os animais que foram
lesionados no hipocampo ventral tiveram a sua resposta de Congelamento Pré-
Choque menor em comparagdo com o grupo lesionado no hipocampo dorsal e
controle. Kim, Fanselow, DeCola e Landeira-Fernandez (1992) verificaram que o
CPC estaria diretamente ligado a uma memoria emocional. De acordo com
Fanselow (2009), a parte ventral do hipocampo também esta relacionada com a
modulagdo de respostas emocionais. Nossos dados sugerem que a lesdo na parte
ventral do hipocampo inibiu o processo de medo associativo gerado naquele
contexto e consequentemente diminuindo a frequéncia de CPC, demonstrando
assim a importancia da parte ventral do hipocampo na modulacdo da resposta de

defesa do animal.
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7
CONCLUSAO

Os dados apresentados neste trabalho apontam para a direcdo de que as
lesdes eletroliticas no hipocampo ventral aumentam os limiares de congelamento
pré-fuga e fuga, indicando assim, que a por¢do ventral do hipocampo pode ser
uma estrutura importante no circuito do medo incondicionado. Estes dados
demonstram uma forte participagcdo da parte ventral do hipocampo nos ataques de
panico, no entanto, ndo podemos concluir que a lesdo eletrolitica nesta estrutura
produz um efeito panicolitico, ja que ndo houve diferencas no congelamento pos-
fuga que ¢ um modelo de transtorno de panico.

Nossos dados indicam que o hipocampo dorsal nao participa do circuito do
medo incondicionado utilizando o paradigma da estimulagdo elétrica da MCPD,
mas participa do circuito do medo condicionado utilizando o paradigma do medo
contextual; por outro lado, o hipocampo ventral participa tanto no medo
condicionado como no medo incondicionado.

Finalmente, propomos uma circuitaria para o medo incondicional dentro
do paradigma da estimulagdo da MCPD onde proje¢des vindas da MCPD para o
hipocampo ventral passando pelo hipotdlamo, podem regular respostas de defesas
incondicionadas especificas, como o congelamento pré- fuga e a resposta de fuga.

(ver figura 9).
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Tabela 5. Principais estruturas participes dos circuitos de medo

incondicionado e condicionado.

TRANSTORNO DE

ATAQUE DE PANICO ANSIEDADE
GENERALIZADA

MODELO ANIMAL ESTIMULAGAO CONDICIONAMENTO
ELETRICA DA MCPD CONTEXTUAL
ESTRUTURA MEDO INCONDICIONADO MEDO CONDICIONADO
Amigdala NAO SIM
MCPV NAO SIM
...A
Hipocampo Dorsal NAO SIM
<Hipocampo Ventral SIM sM >

Principais estruturas participes dos circuitos de medo incondicionado e condicionado
usando os paradigmas de estimulagdo da MCPD e condicionamento contextual como
modelos animais de ataque de panico e transtorno de ansiedade generalizada.

Nota: *Novo dado
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