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Resumo

Silva, Carlos Eduardo Barroso; Landeira-Fernandez, Jesus (Orientador). O
Envolvimento do Cortex Pré-Frontal Medial Nos Comportamentos
Defensivos de Ratos Submetidos a Estimulacio da Matéria Cinzenta
Periaquedutal. Rio de Janeiro, 2013. Dissertagdo de Mestrado —
Departamento de Psicologia, Pontificia Universidade Catdlica do Rio de
Janeiro.

Este estudo investiga o envolvimento do cortex pré-frontal medial ventral nos
comportamentos de defesa inatos e aprendidos em paradigmas de
condicionamento de medo e estimulagdo elétrica intracraniana em ratos. A lesdo
cortical aumentou significativamente o comportamento defensivo condicionado.
No comportamento defensivo incondicionado, a lesdo cortical diminuiu
significativamente o congelamento pds-fuga dos animais. Os resultados replicam
os dados da literatura cientifica a respeito do papel do cortex infralimbico como
uma estrutura inibitéria do estimulo condicionado em um circuito amidaloide de
medo condicionado, e indicam uma participagdo do cortex pré-frontal na
modulagdo dos comportamentos de defesa originarios da estimulacdo da MCPd,

em especial a sustentagdo do congelamento motor pos fuga.

Palavras-chave

Ansiedade; ataque de panico; medo condicionado; cortéx pré-frontal; MCPd;
eletrofisiologia.
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Abstract

Silva, Carlos Eduardo Barroso; Landeira-Fernandez, Jesus (Advisor). The
Medial Pre Frontal Cortex Involvement in Defensive Behaviours of Rats
After Electrical Stimulation of dPAG. Rio de Janeiro, 2013. MSc.
Dissertation — Departamento de Psicologia, Pontificia Universidade Catolica
do Rio de Janeiro.

This study investigates the role of the prefrontal cortex in the innate and
conditioned defensive behaviors in rats during classical conditioning and
intracranial electrical stimulation procedurals. It was found that the cortical lesion
augmented the conditioned freezing behavior to contextual fear cues. On the
other hand, the lesions impaired the motor freezing presented after the escaping
provoked by dPAG stimulation. These results replicate the findings from the
literature about a prefrontal cortex role as an inhibitory structure in the aversive
classic conditioning circuitry, as well as presenting a role for it in modulating
freezing behavior in a panic circuitry involving the dPAG, especially regarding its

function as a possible short term memory device for innate fear expression.

Keywords

Anxiety; panic attacks; conditioned fear; pré-frontal cortex; dPAG, electrophysiology.
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— Douglas Adams
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O Ataque e Transtorno do Panico

Segundo o Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais, 4°
Edi¢aoTexto Revisado (DSM IV-TR, 2000), ataques de panico sdo episddios em
que um individuo se sente submetido a sensagdes de extremo desconforto, medo e
perigo iminente, com o processo se iniciando de forma subita e podendo ser
provocadotanto por um elemento conhecido como também podendo ser
deflagrado sem nenhuma causa identificavel.

Alcancando o seu pico em 10 minutos, o0 DSM-IV reconhece que 13
sintomas cognitivos € somaticos acompanham o ataque, como por exemplo
aceleragdo de batimentos cardiacos, aumento da pressdo arterial, tremores,
sentimentos de ndo realidade, e medo de perda de controle (tabela 1).

Apesar de se apresentar condicionada a fatores culturais e sociais, um
estudo globalda Organizacdo Mundial de Saude indicou que transtornos do panico
sdo responsaveis por uma diminui¢cdo do indice de esperanca de vida corrigida
pela incapacidade (EVCI) na mesma ordem que doengas isquémicas do coragao
(Ayuso-Mateos, 2002).

O transtorno de panico ¢ caracterizado essencialmente pela ocorréncia de
repetidos ataques de panico, concomitantes com a ocorréncia por pelo menos um
més de persistente preocupacdo com um possivel novo ataque ou as
consequéncias daqueles ja ocorridos (DSM IV-TR, 2000). Uma lista dos sintomas
estd relacionado na tabela 2.

Dada a natureza de suas caracteristicas, o transtorno do panico pode ter
consequéncias extremamente desabilitantes para as pessoas atingidas por ele,
afetando profundamente a capacidade de um individuo funcionar corretamente em
suas relagdes pessoais e sociais.

Um dos desdobramentos do transtorno do panico ¢ o desenvolvimento de
agorafobia em sujeitos diagnosticados com o disturbio. A agorafobia ¢ a aversao
de se expor a lugares publicos e abertos, justificado pelo medo da incapacidade de
fuga local ou medo de se sentir exposto a pessoas estranhas no eventual caso da

ocorréncia de um ataque espontaneo de panico.
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Critérios Diagnosticos e Sintomas para
Ataques de Panico, segundo o DSM-IV

Um Periodo de intenso medo ou desconforto, no qual
quatro ou mais dos seguintes sintomas se desenvolvem
abruptamente e alcangam um pico em 10 minutos:

1. Palpitacdes ou batimentos cardiacos acelerados
2. Sudorese

3. Tremores

4. Sensacgoes de falta de ar ou respiracao curta

5. Sensacao de sufocamento

6. Dor ou desconforto na regiao toraxica

7. Nausea ou mal estar abdominal

8. Sensacao de tontura, desiquilibrio ou desmaio eminente
9. Desrealizacao (sensagoes de irrealidade) ou
despersonalizacao (sensac¢ao de nao estar conectado a

si mesmo)

10. Medo de perder o controle ou surtar

11. Medo de morrer

12. Parestesia (sensagoes de formigamento ou dorméncia)
13. Calafrios ou ondas de calor

Tabela 1: Sintomas diagnésticos para ataque do panico. Adaptado do Manual
Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais, 4° Edigéo
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Ainda segundo dados do DSM, estudos epidemiologicos de escalas globais
indicam que a prevaléncia do Transtorno de Panico (com ou sem agorafoboia) ¢é
de 1,5% a 3,5% durante a vida de uma pessoa.

Em dados de populagdes especificas, que se encontram em situacdes de
risco potencial, como veteranos de combate, refugiados de guerra e vitimas da
violéncia urbana, a prevaléncia de quadros relacionados ao panico ¢ ainda maior,
podendo chegar a 60% nas amostras pesquisadas (Hinton et al., 2000; Breslau et
al., 1998, Fukuda et al., 1998). Altas correlacdes também sdo encontradas na
literatura entre traumas familiares sofridos durante a juventude e diagnosticos de
transtornos do panico na vida adulta (Perkonigg et al, 2003), pacientes submetidos
a tratamento médico intensivo (Cuthbertson et al., 2004), assim como indices de
diagnostico de 25% a 75% em sobreviventes de tragédias de origem natural ou
causadas pelo homem (Galea et al., 2005; Neria et al., 2009).

Dada a natureza debilitante dos casos de transtorno do panico e sua
prevaléncia na populacdo mundial e em populacdes expostas a situagdes de risco,
um melhor entendimento das bases neurais envolvidas nesses processos ¢
extremamente importante afim de uma melhor compreensado sobre esta disfuncao,

possiveis prevengdes e tratamentos.
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Critérios Diagnodsticos e Sintomas para
Transtorno do Panico, DSM-IV

1. Recorrentes ataques de panico nao esperados

2. Pelo menos um dos ataques foi procedido por 1 més (ou
mais) dos seguintes:
Preocupacao persistente em ter outro ataque o
sreotc;upagéo a respeito das implicagées ou consequéncias

o ataque
Mudanga significativa de comportamento por conta dos ataques
3. Os ataques de panico nao sao diretamente causados por
efeitos fisiologicos ou medicagao
4. Os ataques de panico nao sao explicados por outras disordens
mentais, como fobia social, transtorno ohssesivo-compulsivo ou

transtorno do stress pés-trumatico

Tabela 2: Sintomas diagnésticos para o transtorno do panico. Adaptado do Manual
Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais, 4° Edigéo
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2

As bases neurais do Panico
21.
O Comportamento de Fuga

Desde estudos de Hunsperger nas décadas de 50 e 60, sabe-se que a
matéria cinzenta periaqueductal (MCP) possui um forte envolvimento com a
deflagracdo de comportamentos panicoliticos tanto em animais quanto em
humanos (Vianna e Brandao, 2003).

Pacientes conscientes, submetidos a estimulacao elétrica da MCP
emestudos exploratorios (Nashold, 1969; Amano et al, 1969), relatam sensagdes
subjetivas de medo e perigo iminente, similares aos relatados por pacientes
clinicos em relagdo a ataques espontaneos de panico.De forma andloga, ratos e
camundongos que sofrem estimulacdo da MCP em contextos experimentais
apresentam comportamentos singulares (Graeff et al, 1986; Schenberg, 1983),
como uma forte atividade motora de corrida e pulos, antecedidos e seguidos por
momentos de imobilidade fisica.

Etologicamente, segundo uma hipdtese proposta por Robert e Caroline
Blanchard, existem muitas similaridades entre os comportamentos singulares de
fuga sob estimulacdo da MCP e a fuga causada por um estimulo proximal nocivo
ou ansioso ao animal, como a exposi¢ao a um predador (Blanchard et al, 1986). A
partir dos resultados deste estudo, foi conceitualizado que os comportamentos de
defesa animal se apresentam em trés niveis distintos de intensidade de acordo com
a natureza e apresentacao do estimulo aversivo.

Em um primeiro nivel em que o animal se encontra em um ambiente no
qual um encontro prévio com um predador foi estabelecido, porém a ameaga real
ndo estd mais presente, o comportamento apresentado ¢ o de exploracdo
ponderada, provavelmente com fins de avalia¢do de risco. Em um segundo nivel,
em que a ameaca ¢ real e presente, porém situada em uma distancia segura da
presa, o comportamento predominante ¢ o do congelamento motor, com o
objetivo de preservagdo e evitacdo de um possivel ataque. Finalmente, no
momento de uma aproximacao fisica ou contato com o predador, a presa executa

vigorosos comportamentos de fuga, como corridas, pulos e vocalizagdes.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1111665/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1111665/CA

18

A ideia central desta comparagdo ¢ apontar uma possivel equivaléncia
direta entre o comportamento defensivo de animais e o ataque de panico em
humanos, onde o disturbio possa ser interpretado como um continuo evolutivo do
comportamento animal, porém se manifestando de forma desadaptativa e
disfuncional.

Em um experimento com humanos (Mobbs et al., 2007), o paradigma de
diferentes organiza¢des do medo foi empregado em uma tarefa simulada de fuga
de um predador capaz de capturar e causar dor. A partir de resultados obtidos a
partir de neuroimagem, o estudo aponta para uma semelhanca nos papéis das
estruturas envolvidas nos comportamentos de fuga em humanos e outros

mamiferos.

2.2.
O Congelamento Motor

O congelamento motor ¢ compreendido como a total auséncia de
movimento em animais, a ndo ser aqueles necessarios para a respiracao, quando
confrontados com estimulos aversivos ou a presenca tanto direta quanto indireta
de predadores, sem a possibilidade de fuga (Fanselow, 1984).

Manipulagdes farmacologicas, assim como estudos neuroanatomicos
(Lang et al, 2000), apontam a similaridade entre o comportamento de
congelamento e o fendmeno da ansiedade em humanos: a administracdo de drogas
ansioliticas em ratos reduz drasticamente o congelamento apresentado frente a um
estimulo nocivo inato ou condicionado, similar ao efeito clinico que a droga
possui em reduzir sintomas negativos de pacientes que sofrem de transtornos da
ansiedade.

Apoiando-se na maior capacidade observacional do uso de animais em
situacdes experimentais, diferentes padrdes comportamentais associados a
estimulacdo elétrica da MCPd foram identificados. Segundo uma revisao realizada
por Brandao et al. (2008), o congelamento provocado pelo medo condicionado
possui como substrato a por¢do ventral da matéria cinzenta (MCPv), uma vez
queinjecdes de midazolam nesta regido provocam a cessdo do congelamento por
estimulagdo da éarea, porém ndo afetam as respostas ao medo inato no teste do
labirinto em cruz elevado, ao ponto em que animais com lesdes da MCPv

diminuem significantemente suas respostas de medo condicionado ao contexto.
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Ainda segundo os autores, projecdes da amidala para a MCPv parecem compor o
circuito do congelamento motor ao medo contextual.

A porcao dorsal da MCP (MCPd) parece estar muito mais relacionada ao
componente afetivo do comportamento de medo, ao contrario da simples
expressdo motora dele assumida pela MCPv, que parece subservir a ativacdo do
complexo amigdaloide. A estimulagdo elétrica gradual da MCPd em ratos provoca
uma série de comportamentos, se iniciando com um aumento da vigilia do animal,
seguido por um estado de alerta, congelamento, e finalmente uma explosdo
motora caracterizada por corrida e pulos vigorosos. Apds a cessdo da corrente o
animal interrompe o comportamento de fuga, e inicia um processo de
congelameto motor duradouro. Este padrao se distingue da estimulagdo elétrica da
MCPv, que apesar de similar em todos as etapas, se diferencia em seu ultimo
momento, onde o animal retorna ao comportamento exploratdrio normal assumido
antes do inicio da administracdo da corrente.

Essas evidéncias eletrofisioldgicas de que a MCPd possa ser um substrato
essencial no entendimento do pénico e transtorno do panico em humanos
encontram suporte em observagdes etoldgicas, onde o acervo comportamental de
defesa que um animal apresenta face ao predador parece ser similar aos
comportamentos apresentados durante a estimulacdo elétrica da MCPd, ou seja, a
deflagragdo de movimentos rapidos de fuga e congelamento pré e pos ataque

fisico

2.3.
O Medo Condicionado

Oposto ao congelamento pos-fuga causado pela estimulagdo da MCPd, o
congelamento causado por um estimulo aversivo ¢ facilmente aprendido e
expressado por um animal dias ap6s a aquisi¢ao.

Este processo de aprendizado ¢ conhecido desde os trabalhos seminais de
Pavlov (1941), e tem sido replicado em uma pluralidade de organismos desde
moluscos terrestres e gastropodes marinhos, até primatas superiores como
humanos (Whelan ¢ McCrohan, 1996; Dickinson e Mackintosh, 1978).

Respostas de medo condicionado podem ser obtidas ao se parear um
estimulo neutro (NS), como um sinal sonoro, a um estimulo incondicionado,

como um choque elétrico nas patas do animal ou a exibi¢ao de predador.
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As respostas subsequentes ao estimulo uma vez neutro, e agora chamado
de estimulo condicionado (CS), ¢ duradoura e resistente ao tempo. Um processo
de aprendizagem secundario, onde o CS ¢ repetidamente exibido ao animal a
medida em que a resposta condicionada ¢ diminuida gradualmente aos niveis pré-
aquisi¢do, ¢ conhecido como extingao.

O processo de extingdo ¢ dependente de diversas regides corticais e
subcorticais, algumas envolvidas também na aquisi¢do e expressdo do medo. O
nucleo amidaloide, por exemplo, ¢ necessario para a extingdo do medo (Milad et
al. 2006; Myers e Davis 2007; Laurent et al, 2008) ao mesmo tempo em que ¢
necessario para a aquisi¢do e expressao dele.

A extingdo do medo envolve ndo s6 a capacidade do organismo diminuir
regularmente a sua resposta de medo ao CS em curto prazo, mas também a
habilidade de relembrar este processo em futuros encontros com o CS e
estabelecer uma resposta cumulativamente baixa a cada futura, dando ao processo
de extingdo uma caracterizacao de aprendizagem de longo prazo.

Sabe-se que neurdnios do cortex pré-frontal medial (CPFm) sdo ativados
durante a exibicao do CS apods aquisicdo do medo e durante a extingdo (Milad e
Quirk, 2002). O papel definido das diferentes regides do CPFm que contribuem
para a aquisi¢do, expressdo e extin¢gdo do medo, entretanto, nunca foi claramente
esclarecido, com trabalhos alcangando resultados contraditdrios na literatura (para
um resumo, ver Sierra-Mercado et al, 2010).

Por meios comparativos baseando-se em evidéncias anatOmicas,
farmacologicas e neuropsicologicas (através de estudos de lesdo), uma vasta
literatura comparativa estabelece que modelos animais de medo condicionado sdo
uma importante ferramenta usada para compreender os transtornos de ansiedade
em humanos (para uma revisao, ver Brandao et al, 2007).

“Transtorno de ansiedade” ¢ um termo amplo utilizado para abranger os
diferentes quadros que possuem sintomas de ansiedade como ponto central
classificatorio. Entre eles, podemos citar fobias sociais, transtorno do estresse pos
traumatico ou o transtorno obsessivo-compulsivo. Como referencia, uma lista dos

sintomas do transtorno de ansiedade generalizada ¢ apresentada na tabela 3.
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Critérios Diagnosticos e Sintomas para
a Ansiedade Generalizada, DSM-IV

1. Excessiva ansiedade ou preocupacao, ocorrendo na
maioria dos dias, por um periodo de 6 meses, com diversos
acontecimentos como performance na escola ou no trabalho

2. A pessoa tem dificuldade em controlar a ansiedade

3. A ansiedade ou preocupacao esta associada a trés ou
mais dos seguintes sintomas (por um periodo de 6 meses):

a) agitacao ou sensacgao de tensao
b) fatiga excessiva

c) dificuldade de concentracao

d) irritabilidade

e) tensao muscular

f) disturbios do sono

4. Sintomas causam prejuizos significantes na vida da pessoa

5. Os sintomas nao sao causados pelo uso de substancias,
drogas ou nao ocorre concomitantemente a transtornos do
humor ou disordens psicéticas

Tabela 3: Sintomas diagndsticos para o transtorno da ansiedade generalizada. Adaptado
do Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais, 4° Edigéao
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24,
O Envolvimento do Cértex Pré-Frontal Medial

O CPFm possui um papel muito bem estabelecido de processamento
emocional, em especial dos aspectos temporais e cognitivos do medo (Morgan,
ET. AL, 1993).

De fato, o CPFm possui conexdes aferentes e eferentes tanto com a MCPv
quanto com a MCPd, e o consentimento parece ser de que as por¢des dorsais deste
cortex (CPFmd) — englobando o cortex anterior cingulado e a por¢do dorsal do
cortex pré limbico — estdo mais envolvidas nos aspectos cognitivos do
congelamento motor em animais e ansiedade em humanos, ao passo em que o
cortex pré-frontal medial ventral (CPFmv) — constituido pelo cortex pré limbico
ventral e o cortex infralimbico — parece estar mais envolvido no aspecto afetivo
destes circuitos emocionais (Bush, 2000; Etkin et al, 2006).

A organizagdo anatdmica parece ser similar em roedores. No rato, a MCP
projeta amplamente para regides corticais frontais; entretanto, ela parece possuir
um nimero maior de enervagdes no CPFm do que em outras regides (Floyd et al,
2000).

Ainda assim, o papel do CPFm nos circuitos de medo condicionado
sempre foi controverso, onde estudos apontavam tanto uma diminui¢do quanto um
aumento do congelamento motor provocado por estimulos condicionados (Divac
et al, 1984; Frysztak e Neafsey, 1991; Holson,1986; Kolb, 1974; para uma revisdo no
tema, ver Morgan et al, 1993). Porém, Sierra-Mercado e colaboradores (2011)
apresentaram uma possivel solucdo para este impasse, ao demonstrar que
inativagdes restritas a subregidoes do CPFm, preservando ao maximo divisdes
anatOmicas vizinhas, eram capazes de separar mais claramente o papel especifico
de cada estrutura.

Segundo os achados deste estudo, inje¢des de muscimol (um agonista de
receptores GABAa)no cortex infralimbico, era capaz de aumentar a resposta de
congelamento condicionado de ratos apds a exposicdo a um estimulo sonoro
previamente pareado a um choque. Paradoxalmente, a mesma inativagao do cortex
pré-limbico provocava uma diminui¢do expressiva do medo condicionado,
comparado a niveis de intervengdes no nucleo basolateral da amidala.

Tais nogdes a respeito das fungdes do CPFm também sdo corroboradas

pela natureza de suas conexdes com estruturas profundamente limbicas. Estudos
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de enervacdo axonial indicam que o IL e PrL sdo mais fortemente conectados a
MCP do que outras regides corticais. Enquanto a MCPv projeta tanto para
estruturas mediais e orbitais, a MCPd projeta mais exclusivamente as regides do
CPFm, mais especificamente o IL e PrL. Um resumo das projegdes da eferentes
da MCP em dire¢aoo ao cortex estdo resumidas na tabela 4.

A organizacdo neuroanatomica dessas regides parece ser analoga em
humanos. Em uma meta-andlise de diversos estudos de neuroimagem funcional,
Kober et al. (2008) distinguem funcionalmente as porgdes ventrais e dorsais do
CPFm, afirmando entretanto que enquanto aspectos mais cognitivos parecem ser
mediados quase que exclusivamente pelo CPFmd, fungdes afetivas parecem se
apresentar num padrao muito mais difuso e dividido entre as duas estruturas. Estes
dados, entretanto, devem ser examinados com precaucdo em contextos
comparativos, dado as irregularidades experimentais em se obter um sinal
consistente de certas estruturas; conforme apontado por Etkin (2009), o fato
dessas regides possuirem uma menor ativagdo em andlises de ressondncia com
pacientes pode ser explicado por complica¢des técnicas como ruido ou perda de
sinal gerados por artefatos de suscetibilidade magnética ou por uma seletividade
de estimulos, onde o CPFmv s6 seja ativado na necessidade da modulag¢ao de
aspectos especificos da emoc¢do. Apesar das incompatibilidades técnicas e a
necessidade de uma investigacdo mais profunda e concisa sobre as bases
comparativas entre espécies, parece existir uma correlagio bem clara entre as
estruturas em humanos e outras espécies nao-primatas.

Desta forma, o envolvimento do CPFm na sustentagdo do medo deflagrado
por estimulos condicionados e incondicionados parece estar sendo mediado por
um processo mnemonico de curto prazo, fato ainda mais ressaltado pelo
conhecido papel desta regido nas fun¢des de memoria de curto prazo.

Vianna e Branddo (2003) hipotetizaram que regides corticais frontais
como o CPFm e o cortex cingulado anterior estariam envolvidas no congelamento
motor deflagrado apds a estimulagdo elétrica da MCPd a partir destas funcdes de

memoria de curto prazo.
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A Células marcadas retrégradamente no cortex apos injecio de CTB na MCPd
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Figura 1: volume de células marcadas retrogradamente através de injegdo de CTB na
MCP em 6 diferentes estudos de casos. Apesar da MCPv se conectar a uma variedade
maior de estruturas em diferentes regides corticais, ela possui consideraveis conexdes
eferentes com o cortex infralimbico. Ja a MCPd concentra suas projegdes
exclusivamente na regido medial do cértex pré-frontal, em especial o IL e PrL. Também é
possivel perceber proje¢des para o cortex anterior cingulado ventral (ACv). Adaptado de
Floyd et al, 2000.
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3
Objetivos

Com base nos pressupostos teoricos descritos acima, o objetivo deste
trabalho foi investigar o envolvimento do CPFm no circuito do panico e medo
condicionado em ratos Wistar, utilizando técnicas eletrofisiologicas, lesdes
eletroliticas e analise do comportamento.

Em uma primeira etapa, os animais foram submetidos a uma cirurgia para
a destruicao seletiva do CPFm (mais especificamente do IL) e implantacdao de
uma canula guia direcionada & MCPd — animais controle receberam o mesmo
tratamento, porém nenhuma corrente foi passada pelo eletrodo, preservando as
regides corticais estudadas.

Apds uma semana de recuperagdo, os animais foram colocados em uma
caixa de observagdo comportamental, e receberam uma corrente elétrica de
intensidade crescente administrada através de um eletrodo alojado na MCPd, até
que o comportamento de fuga tenha sido apresentado. Neste momento, as
correntes utilizadas para se deflagrar o congelamento pré fuga e a fuga em si sdo
registradas, e durante os proximos 11 minutos um observador treinado analisou o
comportamento do animal para ocorréncias de congelamento motor. Todo o

procedimento ¢ explicado em detalhes na proxima sessao.
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4

Métodos
4.1.
Sujeitos

Os sujeitos usados nessa pesquisa foram ratos machos Wistar, com peso
médio de 280g. Os animais foram acomodados em caixas-viveiro com medidas de
18 x 31 x 38 cm, com acesso a agua e comida ad libtum, ¢ mantidos em um
biotério durante todo o momento, com temperatura controlada de 24°C (+/- 1°C).
Um ciclo constante de 12 horas de luz e 12 horas de escuridao foi mantido (07:00-
19:00) e os experimentos comportamentais foram realizados durante a fase escura.
Todos os procedimentos envolvendo os animais foram aprovados pelo comité de
ética da universidade PUC-Rio e seguiram as recomendagdes da Sociedade

Brasileira de Neurociéncia e Comportamento.

4.2.
Materiais da Cirurgia

Para o procedimento cirurgico, foi empregado um quadro estereotaxico
(Kopf Instruments, California) e o atlas estereotdxico The RatBrain in
StereotaxicCoordinates (Paxinos e Watson, 1997). Eletrodos monopolares
teflonados (PlasticsOne, Virginia, EUA) foram utilizados para a realiza¢do das
lesdes eletroliticas assim como para a estimulagdo elétrica. Canulas guias de
I12mm de comprimento foram fabricadas no laboratério utilizando agulhas
hipodérmicas (25mm/0,6 BD, Estados Unidos), e os eletrodos foram ajustados
para que se estendessem por Imm para fora dela apds serem encaixadas em
posicdo. Um lesionador e estimulador elétrico modelo EL-0502 (Insight
Equipamentos, Ribeirdo Preto) foi empregado durante a cirurgia e o teste

comportamental.
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4.21.
Procedimento Ciruargico

Os animais submetidos ao procedimento cirurgico foram anestesiados com
uma combinacdo de cloridato de cetamina e xilazina (.16cc e .04cc por 100g de
peso, respectivamente) e verificados para certificacdo de um estado adequado de
analgesia e sedagdo para plano cirurgico. Em seguida, o animal era afixado em um
estereotaxico, com o cranio posicionado horizontalmente de forma que Bregma e
Lambda se mantivessem no mesmo plano dorso-ventral. Uma inje¢do subcutanea
de cloridato de lidocaina (.30cc) foi administrada acima do cranio a fim de
assegurar analgesia local. Apos exposi¢do do cranio, as coordenadas a partir de
Bregma de AP 3,2mm, ML 0,6mm e -0,6mm, DV -5,0mm foram seguidas para
lesoes eletroliticas bilaterais do cortex infralimbico, e Bregma de AP 3,2mm, ML
0,6mm e -0,6mm, DV -3,0mm para lesdes do cortex pré-limbico (ambos com
corrente de 0.5 mA e duragdo de 20 segundos). Em seguida, uma canula guia foi
posicionada em direcdo a MCPd nas coordenadas a partir de Bregma de AP -
6.7mm, ML 0,0mm DV -3,8mm, e fixada em posi¢do com a ajuda de uma resina
acrilica e o uso de um mini parafuso preso ao cranio pelo furo utilizado para a
lesdo anterior. Um falso eletrodo das mesmas dimensdes da canula foi alojado
dentro dela com o propdsito de proteger o tubo de contaminagdes e obstrugdes, e

removido no dia do experimento.

43.
Materiais dos Testes Comportamentais

Para ambos os procedimentos comportamentais (avaliagdo do
comportamento de fuga e condicionamento cldssico) o mesmo ambiente
experimental foi utilizado. Os animais eram acomodados em caixas de avaliagdo
comportamental medindo 25 x 20 x 20 cm (Insight, Ribeirdo Preto). As caixas
possuiam paredes traseiras compostas de acrilico transparente, o que possibilitava
a observagdo remota dos animais através de uma camera digital capaz de gravar
imagens em situagdes de baixa luz. Estas caixas, por sua vez, eram acomodadas
dentro de caixas maiores que isolam o ruido externo, e sdo equipadas com
ventiladores para circulagdo do ar e a geracdo de um ruido branco de fundo de
aproximadamente 78dB. Uma luz vermelha de 25W provia iluminagdo com o

minimo necessario de incomodo ao animal. A temperatura ambiente do local foi
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mantida em 24°C durante os experimentos e no intervalo das analises dos animais
a caixa era limpa para remocdo de excrementos e aplicacdo de uma solucdo de
hidroxido de amdénia 5%, mantendo um ambiente neutro para todos os sujeitos no
experimento.

Estas mesmas caixas de andlise possuiam o chdo composto por 18 barras
de metal, espacadas 1,4 mm umas das outras. Estas barras estavam ligadas a um
circuito eletronico na parte traseira da caixa, que ¢ capaz de administrar uma
corrente elétrica aos animais. Esta corrente se originava de geradores (Insight,
Ribeirdo Preto) localizados fora do ambiente de andlise do comportamento. A
administracdo dos choques foi utilizada no procedimento de condicionamento,

ndo tendo participagdo na avaliagdo do comportamento de fuga.

4.31.
Estimulagao Elétrica da MCPd

Sete dias apo6s o procedimento ciriirgico os animais eram acomodados em
grupos de 3 com livre acesso a dgua e comida. Durante este periodo os sujeitos
eram monitorados para certificagdo da auséncia de dor pos-cirurgica ou outros
incomodos, seguindo as recomendag¢des do manual de uso de animais em pesquisa
da Académia Nacional de Ciéncias Americana (Institute for Laboratory Animal
Research 2009). Do total de animais utilizados, somente 2 sujeitos ndo resistiram
ao procedimento cirtirgico, e todos os outros se recuperaram sem indicio de dor,
mantendo padrdes normais de movimentacdo, alimentacdo, higiene, e sem
apresentar sinais de incomodo ou de desconforto ao serem estimulados
fisicamente na regido em que a cirurgia foi realizada, indicando o bem-estar geral
do animal.

Apoés este periodo de recuperagdo, os animais estavam prontos para o
procedimento experimental, que foi realizado no ciclo claro em que eram
alojados. Os animais eram acomodados na caixa de analise comportamental, com
um eletrodo removivel alojado dentro da canula implantada cirurgicamente; este
eletrodo era isolado ao longo de seu comprimento, com excecdo da ponta que se
inseria na MCPd.

Uma corrente era passada através do eletrodo a partir de um gerador, com
corrente incial de 5 microA, sendo gradualmente aumentada na propor¢do de 5

microA a cada tentativa. O limiar de congelamento era registrado a partir da
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menor corrente necessaria para causar a cessao dos movimentos do animal, com o
inicio de um periodo de congelamento motor, hipervigilancia e estado de alerta,
seguido por exoftalmia e piloere¢do (Brandao et. Al, 2008). A administra¢do da
corrente elétrica continuava de forma crescente até o momento em que o rato
apresentava o comportamento de fuga, caracterizado de forma muito evidente por
uma explosdo motora composta de corridas e pulos vigorosos. A corrente utilizada
para gerar este comportamento era registrada como o limiar minimo de fuga.

Apds este momento, toda estimulagdo era cessada, e por 11 minutos o
animal foi avaliado em relacdo ao congelamento motor. A cada 2 segundos um
observador treinado analisava o comportamento do sujeito, que poderia ser
registrado como movimento ou congelamento — que era constituido pela total
auséncia de movimento, a ndo ser aqueles necessarios para a respiracao.

Com o fim da sessdo experimental o animal era retornado a sua caixa

viveiro, sob as mesmas condigdes anteriores.

4.3.2.
Aquisicao e expressao do medo ao contexto

24 horas ap0s a estimulacdo elétrica da MCPd os animais retornavam ao
mesmo contexto experimental descrito na etapa anterior. Desta vez, entretanto,
quatro animais eram testados simultaneamente. Apds 8§ minutos de um processo
de habituacdo, onde os ratos exploravam livremente a caixa e tinham seu
comportamento registrado, trés choques de 0.6 microA eram administrados
através das barras de metal no chio, com intervalos de 20 segundos entre eles.
Logo em seguida o comportamento dos animais para congelamento foi registrado
a cada 4 segundos para cada animal durante 3 minutos. Ao fim do processo os
animais retornavam as caixas viveiro sob as mesmas condigdes anteriores.

24 horas depois os animais retornavam as caixas de andlise. Neste
momento, porém, nenhum choque ou outro estimulo era administrado, e durante 8
minutos o comportamento dos animais era registrado para a resposta de
congelamento condicionada ao contexto.

Em todas as etapas o observador encarregado de avaliar e registrar o
comportamento dos animais ndo era informado a respeito de qual grupo cada

sujeito fazia parte, evitando erros de inferéncia e tendéncias observacionais.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1111665/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1111665/CA

30

4.4.
441.
Materiais dos procedimentos histolégicos

Para a perfusdo dos animais, foi utilizada uma bomba dosadora perestaltica
(Milan, Sao Paulo). Para a seccdo dos cérebros, um Crio-Micrétomo Leica
(CM1850UV, Leica, Alemanha) e crio-solu¢ao de congelamento (O.C.T. Tissue-
Tek, Sakura, Japao) foram utilizadas, e os cortes alocados em laminas histologicas
(25,4 x 76,2mm, Bioslide).A localizacdo das lesdes foi verificada com um
microscopio Leica (DM2500, Alemanha) e o Rat Brain Atlas (6° Edicao, Paxinos
e Watson, 2007).

44.2.
Analises histolégicas

Ao fim dos testes comportamentais descritos acima os animais eram
sacrificados com uma solugdo de hidrato de cloral, e passavam por um processo
de perfusdo intracardiaca, onde uma sequéncia de 100 ml de solugdo salina
(0,9%), 100 ml de formalina (10%) e 50 ml de sacarose (10%) era bombeada pelo
corpo do animal com o auxilio de uma bomba perestéltica. Em seguida o cérebro
era removido da caixa craniana e armazenado em uma solu¢do de formalina e
sacarose a 10°C por 48 horas.

Para a histologia, o cérebro foisubmergido em uma crio-solugdo de O.C.T
e congelado a -20°C em um crio-micrétomo. Cortes de 30microM eram realizados
na regido do cortex frontal e da matéria cinzenta para averiguacdo do
posicionamento adequado da lesdo e da canula guia, respectivamente. O Atlas de
Coordenadas Histoldgicas foi utilizado como referéncia. A figura 2 indica os
locais da lesdo, e os animais cujas lesdes ultrapassavam as dreas circunscritas
eram eliminados da andlise estatistica. A figura 3 indica a regido da MCPd onde a

canula foi implantada verticalmente.
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Figuras 2: Exemplos de secc¢ao coronal, em torno de Bregma 3.2mm, onde a les&o
eletrolitica é visivel na regido correspondente ao IL e ao PrL.
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Bregma 4,20mm

Bregma 3,72mm

Bregma 3,24mm

Bregma 3,00mm

Bregma 2,76mm

Bregma 2,52mm

Bregma 2,28mm

Figura 3: Montagem indicando a amplitude das lesées em IL e PrL. Indicado em cinza, o
tamanho maximo das lesdes; em preto, a menor extensao.
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5.

Resultados
5.1.
Estimulagao Elétrica da MCPd
5.1.2.
Limiares elétricos de congelamento e fuga
Nao foram encontradas diferengas significativas na corrente elétrica
necessaria para provocar o aparecimento do comportamento de congelamento e

fuga nos animais do grupo lesdo em relagdo ao grupo controle.
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60 - Lesdo IL
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20 -

Limiar de Congelamento (uA)

140
120 -
100 -

80 M Lesdo PrL

B oc
60 - Lesdo IL

@ Controle

Limiar de Fuga (uA)

Gréfico 1: intensidade da corrente elétrica minima necessaria (+/-SEM) para provocar o
comportamento de congelamento (superior) e de fuga (inferior).
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5.1.3.
Congelamento pés-estimulagao

Na andlise do comportamento de congelamento apds a estimulacio
elétrica, foram encontradas diferengas entre os grupos IL e Controle: #(2,9)=3,25;
p<0,01. A lesdo no cortex infra-limbico provoca uma redu¢do do tempo de
congelamento em relacdo aos animais que foram submetidos a falsas lesdes. Nao
foram encontradas diferencas significativas no grupo PrL em relagdo ao grupo IL

e Controle, conforme o grafico 2.

90 -

70 -
¥ Lesdo PrL
50 -
40 -
30 -
20 -

B lesdc IL

¥ Controle

0

Congelamento Pés Fuga (%)

Gréfico 2: porcentagem de tempo em congelamento (+/-SEM) durante os 11 minutos
apos a fuga provocada pela estimulagdo da MCPd. *=p<0,01.
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5.2,
Procedimento de Condicionamento Classico ao Contexto
5.21.
Congelamento motor imediatamente apés o choque nas patas

Foram encontradas diferencas entre os grupos PrL e IL na avaliagdo de
congelamento motor logo apds a exposicao aos trés choques nas patas, conforme
o grafico 3. A lesdo no coértex infra-limbico provocou um aumento da incidéncia
do congelamento em relagdo aos animais do grupo com lesdes no cortex pré-
limbico: #2,9)=2,26; p<0,05. Entretanto, ndo foram encontradas diferengas nos

dois grupos em relacdo ao animais com falsas lesdes.
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60 ¥lesdo PrL
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Grafico 3: porcentagem de tempo em congelamento (+/-SEM) durante os 3 minutos apos
o ultimo choque aplicado nas patas. *=p<0,05.
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5.2.2.
Congelamento por condicionamento cotextual, 24 horas depois
Foram encontradas diferengas entre os grupos PrL e IL, assim como entre
os grupos IL e Controle na avaliacdo do congelamento motor condicionado ao
contexto, avaliado 24 horas depois da aquisicdo. A lesdo no cortex infra-limbico
provocou um aumento na incidéncia do congelamento em relagdo aos animais do
grupo controle (#(2,9)=2,26; p<0,05), e em relacdo ao grupo com lesdo no cortex
pré-limbico  (#(2,9)=4,29; p<0,005). Nao foram encontradas diferengas
significativas de comportamento entre os animais com lesdo no cortex pré-limbico

e aqueles com falsas lesdes, conforme o grafico 4.
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Grafico 4: porcentagem de tempo em congelamento (+/-SEM) durante os 12 minutos de
reexposigcao ao contexto de aquisicdo do choque, 24 horas depois. *=p<0,05;
**=p<0,005.
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6. Discussao
6.1. A Estimulacao Elétrica da MCPd

Apesar de ndo demonstrar um possivel envolvimento dos cortices IL e PrL
nos limiares elétricos de fuga e congelamento, os resultados deste trabalho
sugerem que a participagdo do IL ¢ imprescindivel na manifestacdo dos
comportamentos de congelamento pos-fuga no procedimento de estimulacio
elétrica da MCPd.

Segundo trabalhos anteriores, a MCPv seria uma espécie de gatilho
disparador do comportamento de congelamento, porém ao cessar a estimulacio
elétrica desta regido, o comportamento de congelamento também ¢ interrompido.
Por outro lado, o congelamento motor ¢ muito mais duradouro apds estimulagao
da MCPd, se mantendo por varios minutos apos o fim da estimulagdo.

Vianna e Branddo (2003) hipotetizaram um circuito onde o CPF teria
participacdo ativa durante a manifestagdo do congelamento pds-fuga, através de
seu papel atuante na sustentacdo da memoria de curta duragao. De fato, o presente
resultado parece apoiar esta noc¢do, onde a lesdo no IL impediu que o animal
mantivesse de forma continua o seu comportamento de congelamento motor em
relacdo ao grupo controle.

A natureza mnemoénica do congelamento pos-fuga, desassociado de
qualquer aprendizado de longo prazo por meio de condicionamento, também ¢
suportado por evidéncias comportamentais anteriores. Vianna, Landeira-
Fernandez e Brandao (2001) demonstraram que o congelamento pos-fuga se
mantém mesmo com a mudanga do contexto, € ndo se reapresenta 24 horas depois
ao se exibir o mesmo ambiente em que o animal estava durante a estimulagao.

Ainda segundo este trabalho, lesdes eletroliticas da MCPv diminuiram o
congelamento a um estimulo condicionado através de choque nas patas, mas nao
afetaram os comportamentos de fuga e congelamento provocados por estimulacao
da MCPd.

Podemos afirmar com certa seguranga, portanto, que o congelamento
provocado pela estimulagdo da MCPd ndo se origina por meio de influencia
condicionada. Uma segunda possibilidade ¢ a de que o congelamento da MCPd

seja de natureza inata. Porém, lesdes na regido provocam o aumento deste tipo de
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medo, causando mais congelamento em ratos expostos a presenca de um gato (De
Oca et al, 1998).

Tais evidéncias colocam as estruturas frontais em destaque no circuito do
medo e panico que envolve a MCP, e apoiado na hipdtese levantada por Vianna e
Brandao, o presente estudo parece reforgar a no¢do de que o IL e as outras
estruturas do CPFm possuem um papel crucial na emergéncia do comportamento
de congelamento apds estimulagdo elétrica da MCPd.

Uma hipotese presente na literatura em torno do valor comparativo do
congelamento pds-fuga em humanos, ¢ a de que este comportamento seria um
analogo aos sintomas ansiosos de antecipacdo em pessoas que sofrem de
transtornos do panico. De fato, esta visdo ¢ corroborada em estudos de
estimulagdo da MCPd em humanos (tabela 4).

Branddo e colaboradores (2008) aprofundam este aspecto comparativo, €
apresentam evidéncias em defesa do congelamento pos-fuga como um modelo
para o transtorno do panico. A ativacdo da MCPd durante o congelamento pos-
fuga, de acordo com estudos de FOS, provoca a atividade concomitante do nucleo
dorsolateral do tdlamo, uma indicacdo de que a informacdo estd sendo enviada
para estruturas superiores frontais. Se a MCPd e o conjunto de comportamentos
associados a sua ativacdo fossem somente relacionadas a um output de um
comportamento defensivo, tal padrao de processamento de informagdo certamente

nao seria observado (Brandao et al, 1986; Borelli et al, 2005).
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MCPd
ratos

MCPd
humanos

Ataque
de Panico
Espontaneo

Reagoes
Emocionais
el/ou
Comportamentais

Alerta,
Congelamento,
Fuga

Descricoes subjetivas
de medo, ansiedade
ou perigo eminente

Descricoes
subjetivas de medo,
perigo eminente,
sensacao de estar
morrendo ou surtando

40

Reacoes
Autonomicas

Taquicardia, _
aumento pressao
_arterial, _
hiperventilacéo,
piloerecdo

‘Taquicardia,
hiperventilacao,

piloeregao, sudorese

Taquicardia,
aumento pressao
_arterial, _
hiperventilagao,
sudorese

Tabela 4: Comparagéo entre respostas provocadas apoés estimulagdo da MCPd em ratos
e humanos, assim como caracteristicas e sinais relatados durante um ataque de panico.
Schenberg et al.(1983); Graeff (1990, 1997); Brand&o et al., (1994, 1999); Lovick, (2000);
Nashold et al., (1969); Amano et al., (1969)
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6.2. O Condicionamento ao Medo Contextual

No segundo experimento, a lesdo no IL provocou diferencas em duas
medidas do protocolo de condicionamento ao contexto, onde o grupo lesionado
nesta regido apresentou uma porcentagem menor de congelamento imediatamente
apoOs a exposi¢do ao choque, e 24 horas depois ao ser recolocado no contexto da
caixa experimental onde o condicionamento foi efetuado.

Tais resultados replicam os achados de Sierra-Mercado et al. (2011), onde
inativacdo do IL através do agonista de GABA muscimol provocou um aumento
da expressio do medo condicionado em relagdo a outras estruturas que
diminuiram o congelamento, como o nucleo basolateral da amigdala (BLA),
hipocampo ventral (HPCv) e o PrL (PL) (figura 4).

Ainda segundo este trabalho, os autores propdem uma circuitaria da
expressao e extingdo do medo condicionado, onde o IL teria o papel de suprimir a
ativagdo do nucleo basolateral da amigdala (uma area importante na expressao do
medo), e portanto diminuindo — ou ao menos modulando — a ocorréncia do
congelamento motor.

O mesmo grupo realizou estudos de estimulagcdo do IL e PrL, encontrando efeitos
que corroboram a hipdtese de que essas estruturas sdo reguladoras positivas e

negativas da expressao e extingdo do medo condicionado (Vidal-Gonzalez, 2006).

Expressdao do Medo Extingdo do Medo

CPF AMID CPF AMID
CS

Alto Medo @B/\

aixo Medo

Figura 5: Circuitos propostos para o envolvimento das regides frontais na expresséo e
extingdo do medo condicionado. Adaptado Sierra-Mercado et al, 2011
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