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RESUMO

A substancia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPd) e o coliculo inferior (ClI) sdo duas
estruturas do teto mesencefalico que, juntamente com a amigdala, o hipotalamo dorsomedial e
o coliculo superior, estdo envolvidas na modulacdo da expressdo comportamental dos estados
de medo. A estimulagdo quimica ou elétrica destas estruturas produz uma série de respostas
comportamentais defensivas. Além disso, dados comportamentais com modelos animais de
ansiedade tém fornecido evidéncias da existéncia de uma regulacdo inibitéria ténica
GABAérgica na SCPd e Cl. Neste estudo investigamos o envolvimento da neurotransmissao
GABAérgica na expressdao do medo condicionado e do medo incondicionado. Para isso, 0s
efeitos da administragdo de muscimol (agonista GABA-A) e semicarbazida (inibidor da
descarboxilase do &cido glutdmico) na SCPd e CI foram analisados no teste do sobressalto
potencializado pelo medo, na resposta de congelamento condicionada, nos limiares de
congelamento e fuga determinados por estimulacdo elétrica dessas estruturas e no
congelamento pds-estimulacdo. No modelo de medo incondicionado, microinjecdes de
muscimol intra-SCPd reduziram a aversividade da estimulacdo elétrica, mas ndo o
congelamento pds-estimulagdo, ao passo que a semicarbazida produziu efeitos pro-aversivos
em ambas as condi¢cBes. O muscimol também causou reducdo significativa no sobressalto
potencializado pelo medo e congelamento condicionado, enquanto que a semicarbazida néo
alterou essas respostas. Ja a microinjecdo de ambas as drogas no Cl ndo produziu efeitos no
modelo condicionado, mas no teste incondicionado, 0 muscimol reduziu a aversividade da
estimulacdo elétrica. Esses dados mostram uma participacdo diferencial de mecanismos
GABAérgicos no medo condicionado e incondicionado. Estes mecanismos na SCPd parecem
estar envolvidos tanto no medo condicionado quanto no incondicionado, enquanto que no Cl

eles parecem participar somente do medo incondicionado.



ABSTRACT

The dorsal periqueductal gray (APAG) and inferior colliculus (IC) are two structures of
the midbrain tectum that, together with amygdala, dorsomedial hypothalamus and superior
colliculus, are involved in the modulation of the expression of fear-related behaviors. The
chemical or electrical stimulation of these structures produces a series of behavioral defensive
responses. Moreover, behavioral data from animal models of anxiety have provided evidences
of tonic inhibitory GABAergic regulation in dPAG and IC. This study investigated the
involvement of GABAergic neurotransmission in the expression of unconditioned and
conditioned fear. To this aim, the effects of intra-dPAG and IC administration of muscimol
(GABA-A agonist) and semicarbazide (glutamic acid decarboxylase inhibitor) were examined
in the fear potentiated startle test, in conditioned freezing, in the thresholds for freezing and
escape determined by electrical stimulation of these structures, and in the post-stimulation
freezing. In the unconditioned model, intra-dPAG injections of muscimol reduced the
aversiveness of the electrical stimulation but had no effects on the post-stimulation freezing,
while semicarbazide produced aversive-like effects in both conditions. Muscimol also caused
significant reduction in fear potentiated startle and conditioned freezing, while semicarbazide
had no effect in these responses. In contrast, intra-IC injections of both drugs were ineffective
in the conditioned model. In the unconditioned model, however, muscimol reduced the
aversiveness of the electrical stimulation. These data show a differential participation of
GABAergic mechanisms on conditioned and unconditioned fear. These mechanisms in the
dPAG seem to be involved in both conditioned and unconditioned fear, while in IC they seem

to participate in unconditioned fear only.
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1. INTRODUCAO

Diante de um estimulo ameacador que possa comprometer sua integridade fisica, 0s
animais manifestam um complexo conjunto de respostas comportamentais e neurovegetativas
que caracterizam a reacdo de defesa e um estado emocional de medo. Dentre elas, destacam-
se a interrupgdo do comportamento motor em curso, vocalizacdo, midriase, hipersensibilidade
a estimulos sensoriais, alteraces na freqliéncia cardiaca, pressdo sanguinea e freqléncia
respiratdria, aumento da atencdo, além de alteracbes nas expressdes faciais em primatas
(DAVIS et al., 1991). Tais respostas defensivas e seus circuitos neurais foram, ao longo do
processo evolutivo, sendo selecionados e acabaram por contribuir para o sucesso evolutivo
das espécies atualmente existentes.

O comportamento de defesa adotado em uma dada situagédo de perigo depende da
espécie ou género do animal, e é determinado pela relagdo espacial e temporal existente entre
0 animal e o perigo (FANSELOW, 1996). Entretanto, apesar do comportamento defensivo e
da natureza dos sinais de ameaca variarem entre as espécies animais, algumas estratégias
comportamentais padronizadas sdo adotadas em fungdo dos diferentes niveis de ameaca com
0s quais 0s animais defrontam-se no seu meio ambiente. Tais ameagas podem ser
representadas por um estimulo inato, como um predador ou um agressor da mesma espécie,
ou por estimulos aprendidos, que por associacdo repetida com estimulos dolorosos ou outras
sensacOes igualmente desagradaveis adquirem propriedades aversivas condicionadas (DAVIS
et al., 1991; GRAEFF, 1999)

Apesar de sua complexidade, o medo pode ser estudado em laboratério por meio da
analise das respostas defensivas exibidas por animais expostos a diversas situacdes aversivas.
Por exemplo, 0 medo incondicionado pode ser avaliado por meio da exposi¢do do animal ao

seu predador natural ou pela estimulagdo elétrica de estruturas encefalicas que regulam a
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resposta defensiva. Por outro lado, o0 medo condicionado pode ser medido por meio do

pareamento de estimulos inicialmente neutros com estimulos incondicionados aversivos (US).

1.1. Medo Incondicionado

A resposta incondicionada de defesa dos roedores pode manifestar-se de diversas
maneiras: avaliagdo de risco, congelamento, ameaca defensiva, ataque defensivo e fuga
(CANTERAS, 2003). Estes comportamentos parecem ser expressos de forma similar em
varias espécies de mamiferos. O fato de serem incondicionados implica que cada uma destas
respostas pode ser induzida sem experiéncia prévia. De fato, a exposi¢do de ratos ao seu
predador natural elicia congelamento motor pronunciado, comportamentos de esquiva e
elementos de avaliacéo de risco, tais como orientagdo ao predador (CANTERAS, 2003).

Estudos classicos de Delgado e colaboradores (1954) mostraram que a estimulagdo
elétrica de determinadas regides do encéfalo levava os animais a realizarem tarefas que
interromperiam a mesma, demonstrando a natureza aversiva deste tipo de estimulagéo.
Posteriormente, foi demonstrado que o aumento gradual da estimulacdo elétrica da substancia
cinzenta periaquedutal dorsal (SCPd), hipotadlamo medial, camadas profundas do coliculo
superior e coliculo inferior (Cl) de ratos induz de modo progressivo respostas de alerta,
congelamento e fuga (para revisdo ver BRANDAO et al., 1999, 2003, 2005). No alerta, o
animal interrompe qualquer atividade em curso, passando a dirigir sua atencdo para o
ambiente. O congelamento é caracterizado por uma imobilidade tensa acompanhada de
algumas respostas autondmicas, como aumento das freqliéncias respiratoria e cardiaca. Ja na
fuga, o animal interrompe a imobilidade e engaja-se em um comportamento caracterizado por

saltos e corrida (BRANDAO et al., 2003). Além disso, as respostas emitidas durante a
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estimulacdo elétrica diferem de acordo com a regido estimulada, sendo que a estimulagao
elétrica da SCPd leva a um comportamento de fuga explosiva e pouco coordenada,
diferentemente da estimulagdo do CI, que é caracterizada por uma fuga mais coordenada e
menos explosiva (BRANDAO et al., 2003).

O congelamento, por sua vez, é considerado a reacdo de defesa mais comum em ratos
e camundongos e consiste em uma imobilidade tensa que os animais apresentam em situagdes
ameacadoras tendo por finalidade impedir de serem vistos pelo predador quando a fuga ndo é
possivel. Este comportamento, complexo e coordenado, € definido como a auséncia de todos
0S movimentos corporais, exceto 0s respiratérios (FANSELOW, 1991). Além disso, no
congelamento observamos um alto nivel de alerta e consideravel tonicidade muscular
(FENDT; FANSELOW, 1999). Este comportamento ocorre, na maioria das vezes, como uma
postura de agachamento proximo a algum objeto disponivel, como por exemplo, os cantos de
uma cdmara de observacdo (BANDLER; DEPAULLIS, 1991).

A resposta de congelamento pode ser eliciada pela exposi¢do do individuo ao seu
predador natural (CANTERAS, 2003) ou pela apresentacdo de estimulos condicionados
aversivos (FENDT; FANSELOW, 1999). Além disso, como visto, existe 0 congelamento que
emerge da estimulagéo de estruturas relacionadas ao sistema cerebral aversivo, como SCPd, e
também, aquele que persiste apo6s a interrupgao desta estimulacdo, denominado congelamento
pos-estimulacio (BRANDAO et al., 2008; MARTINEZ et al., 2006).

O congelamento pos-estimulacdo € resistente a alteracdo de contexto e ocorre quando
0s animais sdo expostos a um ambiente diferente daquele onde ocorreu a estimulagéo. Isto
indica que o medo condicionado contextual ndo é o responsavel pelo congelamento que
sucede a estimulacdo da SCPd (VIANNA et al., 2001). Além disso, acredita-se que apesar da
similaridade, o congelamento gerado pela estimulagdo elétrica e o congelamento pos-

estimulacdo estariam relacionados a diferentes sistemas comportamentais de defesa. O
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primeiro estaria relacionado a um estado preparatdrio para a fuga, enquanto que o segundo
permitiria a0 animal avaliar as consequéncias desta estimulacdo aversiva por meio do
processamento das informagdes aversivas em estruturas localizadas em posi¢cdes mais rostrais
(BRANDAO et al., 2008; MARTINEZ et al., 2006). Dando suporte a essa idéia, alguns
trabalhos mostram que durante a resposta de congelamento pés-fuga, ocorre a ativacdo da
SCPd e do nucleo laterodorsal do tdlamo, o que sugere que o congelamento pos-estimulacgao
poderia, portanto, refletir o processo de transferéncia da informacéo aversiva da SCPd para

estruturas encefélicas superiores (BRANDAO et al., 2008; MARTINEZ et al., 2006).

1.2. Medo Condicionado

No paradigma do medo condicionado, o sujeito é treinado a associar um estimulo
neutro a um estimulo aversivo incondicionado (US), como choques nas patas. Apds alguns
pareamentos, 0 estimulo neutro torna-se um estimulo condicionado (CS) e, por si SO, € capaz
de eliciar estados de medo. Sons, luzes, odores e estimulos tateis podem ser usados como
estimulos condicionados nestes tipos de experimentos (FENDT; FANSELOW, 1999).

Nesse tipo de experimento, o congelamento condicionado € uma resposta muito
comum. Estudos anteriores mostraram que a quantidade de congelamento segue uma razéo
monotdnica com o estado de medo apresentado pelo individuo, de forma que a quantidade de
congelamento varia linearmente com a intensidade e nimero de choques recebidos na sesséo
treino. Assim, enquanto que a apresentacdo de um Unico estimulo incondicionado durante o a
sessdo de condicionamento pode gerar congelamento condicionado, um treino mais robusto

pode facilmente gerar a resposta condicionada mais intensa (FANSELOW; BOLLES, 1979)
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Outra resposta defensiva importante é o reflexo do sobressalto, uma resposta rapida,
que envolve a contracdo de musculos da face e do corpo, evocada por estimulos inesperados e
intensos. A resposta de sobressalto é definida como uma ativagdo reflexa e estereotipada de
musculos antagénicos do corpo, induzida pela aplicacdo subita de um estimulo auditivo,
visual ou somatossensorial de grande intensidade (FLESHLER, 1965; KOCH, 1999).

O sobressalto é considerado uma resposta defensiva de grande valor adaptativo. Nos
vertebrados terrestres, o ponto mais vulneravel a ataques por predadores € a regido dorsal do
pescoco. Contraindo todos os musculos do corpo, mas especialmente os musculos dorsais do
pescoco e, reduzindo a exposicao desta area, 0 dano potencial resultante de um ataque pelas
costas é reduzido (YEOMANS; FRANKLAND, 1996).

Estudos demonstraram que a amplitude da resposta de sobressalto para um estimulo
acustico em ratos pode ser aumentada por meio da apresentacao de um estimulo condicionado
(ex. luz) que tenha sido previamente pareado com um estimulo aversivo como um choque nas
patas (BROWN et al., 1951). Essa condicdo €& denominada “resposta de sobressalto
potencializada pelo medo" (Figura 1) e ocorre também quando se utiliza um estimulo
condicionado auditivo, com o sobressalto sendo provocado tanto por um som intenso ou por
um jato de ar (BROWN et al., 1951; HITCHCOCK; DAVIS, 1987; OLIVEIRA et al., 2006).

No modelo da potencializagdo do sobressalto pelo medo, o aumento da amplitude
desse reflexo é considerado como sendo a resposta condicionada (DAVIS et al., 1993).
Assim, a apresentacdo pareada do estimulo neutro e do choque nas patas leva ao
desenvolvimento de um estado condicionado de medo que age facilitando a reacdo de

sobressalto ao som (BROWN et al., 1951).
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-If.l.i !‘

Teste: Tentativa S6-Som
Sobressalto Normal

Teste: Tentativa Luz-Som
Sobressalto Potencializado

Figura 1. Desenho esquematico do paradigma da potencializacdo do sobressalto pelo medo.

1.3 Substrato Neural do Medo no Teto Mesencefalico

A — Substéncia Cinzenta Periaquedutal Dorsal

A substéncia cinzenta periaquedutal (SCP) constitui uma regido densa em corpos
celulares, localizada no mesencéfalo, circundando o aqueduto cerebral desde a por¢édo
dorsolateral do tronco encefalico até a comissura posterior, onde margeia o terceiro ventriculo
no diencéfalo. Apresenta conexdes reciprocas com sistemas ascendentes e descendentes e

pode influenciar e ser influenciada por estruturas relacionadas ao controle das respostas
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sensoriais, motoras, autonémicas e limbicas (BANDLER; DEPAULIS, 1991; BANDLER,;
KEAY, 1996).

A SCP pode ser dividida, devido a sua heterogeneidade funcional, em quatro pares de
colunas neurais longitudinais orientadas no eixo rostro-caudal: colunas dorsomedial,
dorsolateral, lateral e ventrolateral (BANDLER; CARRIVE, 1991; BANDLER; DEPAULIS,
1991). Seguindo as consideracdes de Lovick (1991), a SCP dorsal compreenderia as colunas
dorsomedial, dorsolateral e lateral da SCP, ao passo que as areas ventrais ao aqueduto
cerebral e laterais ao nucleo dorsal da rafe constituiriam a SCP ventral.

A SCP possui uma intrincada rede de conexdes que se torna ainda mais complicada se
levarmos em conta a presenca de diversos sistemas neurotransmissores atuando nessa regido.
Glutamato, aspartato, GABA, acetilcolina, serotonina, histamina, noradrenalina, encefalinas,
neurotensina e substancia P ja foram descritos como transmissores nesta estrutura (BEITZ,
1990; LOVICK, 1991; MONASSI et al., 1994; SILVEIRA et al., 1993).

Tanto a estimulacdo quimica quanto a elétrica de regides especificas da SCP
evidenciaram que este substrato neural controla uma grande variedade de fungdes, incluindo a
modulacdo da dor (BASBAUM; FIELDS, 1984) e analgesia (REYNOLDS, 1969), respostas
autondémicas (LOVICK, 1991), vocalizacdo (JURGENS; LU, 1993), comportamentos sexuais
(OGAWA et al., 1992), controle respiratério (DAVIS et al., 1991) e diferentes padrdes de
comportamento defensivo, como congelamento, luta, fuga e imobilidade tonica (BANDLER;
DEPAULIS, 1991; MONASSI et al., 1994). Tem-se demonstrado, ainda, que as diferentes
colunas da SCP coordenam padrdes distintos de reacdes fisioldégicas e comportamentais
criticas para a sobrevivéncia do animal (BANDLER; KEAY, 1996).

A SCPd (Figura 2A) tem importante papel na elaboracdo de estados aversivos. A
estimulacdo elétrica dessa estrutura, em ratos, elicia comportamentos defensivos como alerta,

congelamento e fuga explosiva (BRANDAO et al., 1982). Tais reacbes defensivas s&o
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acompanhadas por altera¢cdes autondémicas como aumento na frequéncia cardiaca e na pressao
arterial, piloerecdo, midriase, micgio e defecagio (BRANDAO et al., 1993). Ja a lesdo da
SCPd, diminui a exploséo incondicionada de atividade que segue o choque nas patas (KIM et
al., 1993).

A estimulagdo quimica ou elétrica de outras estruturas encefalicas localizadas em
posicdes mais rostrais, como amigdala e hipotadlamo medial, também pode induzir reacdes
defensivas. Entretanto, tais rea¢des sdo permanentemente abolidas apds a lesdo da SCPd
(HUNSPERGER, 1963). O contrario, no entanto, ndo é verdadeiro, uma vez que a ablagdo do
telencéfalo ou lesbes do hipotdlamo medial ndo abolem as reacdes de defesa induzidas pela

estimulacédo da SCPd (TOMAZ et al.,1988).

B — Coliculo Inferior

O coliculo inferior (Figura 2B) é uma estrutura mesencefalica disposta bilateralmente,
consistindo em uma massa central de corpos celulares circundada pelo cortex pericentral. E
uma estrutura de fundamental importéncia na via auditiva, sendo local de convergéncia para a
maioria das fibras ascendentes as estruturas auditivas superiores (AITKIN; PHILLIPS, 1984).

O CI pode ser dividido utilizando-se critérios citoarquitetdbnicos, em um nucleo central
e os cortices externo e dorsal (HUFFMAN; HENSON JR, 1990). Devido as diferentes
projecdes entre essas divisdes do Cl, foi proposta uma dualidade funcional desta estrutura: o
nacleo central seria primordialmente uma estagdo relé das vias auditivas, enquanto que 0s
cortices dorsal e externo, recebendo informacbes ndo sé auditivas, mas também visuais e
somaticas, seriam areas participantes da integracdo acustico-motora (TOKUNAGA et al.,

1984). Assim sendo, temos que na literatura a maioria dos trabalhos sobre o CI versa a
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respeito do papel desta estrutura na transmissdo e modulacdo da informacdo auditiva para
estruturas superiores.

Entretanto, alguns trabalhos que utilizaram técnicas comportamentais e
imunohistoquimicas demonstraram o envolvimento do nucleo central do CI também na
elaboracdo de estados aversivos (BRANDAO et al., 1988, 1994; SILVEIRA et al., 1993).
Realmente, o Cl envia fibras principalmente para o nicleo geniculado medial do tdlamo, mas
além dessa estrutura, o CI também mantém proje¢des com a SCPd, hipotalamo, amigdala e
coliculo superior, estruturas que compde o chamado sistema cerebral aversivo (BEITZ, 1990;
LEDOUX et al., 1985, 1990).

Estudos comportamentais de nosso laboratério tém revelado que a estimulagdo elétrica
ou quimica do Cl produz respostas defensivas caracteristicas de medo, tais como alerta,
congelamento e fuga (BRANDAO et al., 1993, 1994, 1999), acompanhadas de analgesia e
uma série de alteracdes autondémicas, como aumento da pressdo arterial, freqliéncia cardiaca e
respiratoria (BRANDAO et al., 1993).

Como vimos, a SCPd tem sido tradicionalmente associada como uma possivel via de
saida para o comportamento defensivo. Entretanto, experimentos mostram que Cl e SCPd ndo
compartilham as mesmas vias de saida para a expressdo das respostas defensivas. Foi
observado que a resposta obtida com a estimulacédo elétrica do Cl ndo é alterada pela lesdo da
SCPd sendo o inverso também verdadeiro, ja que lesdes no Cl também ndo alteram os
limiares aversivos provocados pela estimulagdo elétrica da SCPd (MAISONNETTE et al.,

1996).



Introducéo 19
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Figura 2. Fotomicrografia de cortes transversais de mesencéfalo de Rattus norvergicus, mostrando a
substancia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPd) e ventral (SCPv) e o coliculo inferior (ClI).
Modificado do Atlas de Paxinos e Watson, 2007.

1.4. Modulacdo GABAérgica da Reacdo de Defesa

O é&cido gama-aminobutirico (GABA) é o principal neurotransmissor inibitorio do
sistema nervoso central, existindo em quantidades apreciaveis no teto mesencefalico
(LEBEAU et al., 1996; ROBERTS; RIBAK, 1987; THOMPSON et al., 1985). Estudos
demonstraram que a SCPd e o CI possuem altas concentragbes de GABA e sua enzima
sintetizante, a descarboxilase do acido glutdmico (GAD) (THOMPSON et al., 1985).

Estados aversivos séo produzidos por bloqueadores GABA e inibidos por agonistas
GABA-A localmente injetados na SCPd e CI. Assim, foi proposto que estas estruturas
possuem uma rede GABAGérgica tonicamente ativa que regula esses estados por meio de
receptores GABA-A (AUDI; GRAEFF, 1984; BEHBEHANI et al., 1990; BRANDAO et al.,
1988, 1999; COIMBRA; BRANDAO, 1993).

MicroinjecBes de bicuculina (antagonista GABAEérgico) no teto mesencefalico
produzem comportamentos defensivos que se assemelham aos efeitos da estimulagéo elétrica
dessa regido, predominantemente fuga. Microinjecfes de semicarbazida (droga que inibe a

sintese de GABA e, assim, diminui o nivel desse neurotransmissor) também produzem



Introducéo 20

comportamentos defensivos, principalmente congelamento (BRANDAO et al., 1982, 1986,
1988; DI SCALA; SANDNER, 1989). Microinjec¢des de muscimol (agonista GABA-A) no Cl
e SCPd atenuam os efeitos aversivos da estimulagéo elétrica destas estruturas (BRANDAO et
al., 1988, 1999). Além disso, a microinjecdo de benzodiazepinicos no teto mesencefalico
deprime o comportamento defensivo induzido por estimulagdo dessa regido (AUDI,
GRAEFF, 1984;: BRANDAO et al., 1988; MELO et al., 1992; PANDOSSIO; BRANDAO,
1999).

Paralelamente, estudos demonstraram que drogas que aumentam a neurotransmissao
GABAérgica atenuam a resposta de sobressalto potencializada pelo medo. A administracdo de
agonistas GABA ou benzodiazepinicos diminui ou mesmo bloqueia a potencializacdo do
sobressalto, sem alterar os niveis basais dessa resposta (DAVIS et al., 1993). De maneira
oposta, 0 agonista inverso de receptores benzodiazepinicos, B-carboline, aumenta a resposta
de sobressalto potencializado pelo medo (DAVIS et al., 1993).

Varios agentes farmacoldgicos utilizados no tratamento de distirbios da ansiedade,
como o panico e a ansiedade generalizada, tém como alvo o sistema GABAérgico e agem
modulando o efeito global do GABA (LYDIARD, 2003). Os diferentes distlrbios de
ansiedade parecem estar relacionados a sistemas defensivos distintos, que por sua vez
envolveriam mecanismos neurais especificos. Por exemplo, hipocampo, amigdala e a
substancia cinzenta periaquedutal ventrolateral estariam relacionados com o medo
condicionado. Desordens nesse sistema parecem estar relacionadas com o disturbio de
ansiedade generalizada. Por outro lado, outro sistema, formado pelo Cl, SCPd, hipotalamo
dorsomedial e amigdala estaria associado com o medo incondicionado. A perturbacdo desse
sistema, por sua vez, estaria relacionada com ataques de panico. Assim é de grande interesse
investigar mecanismos que estariam atuando em estruturas especificas, envolvidas na

expressdo de respostas a diferentes tipos de medo.
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2. OBJETIVOS

Neste estudo investigamos o envolvimento da neurotransmisséo GABAérgica da
SCPd e CI na expressdo do medo condicionado e do medo incondicionado. Para isso, 0s
efeitos da administracdo de muscimol (agonista GABA-A) e semicarbazida (inibidor da
GAD) na SCPd e CI foram analisados no teste do sobressalto potencializado pelo medo, na
resposta de congelamento condicionada, nos limiares de congelamento e fuga induzidos pela

estimulacéo elétrica da SCPd ou Cl e no congelamento pos-fuga.



Material e Métodos



Material e Métodos 24

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos (Rattus norvegicus), com peso entre 250 e 300
g, provenientes do biotério central da Universidade de Sdo Paulo, campus de Ribeirdo Preto.
Os animais foram agrupados (cinco animais por caixa) em gaiolas de polipropileno medindo
33 x 40 x 17 cm, forradas com maravalha, tendo livre acesso a agua e alimento. Foram
mantidos em um biotério setorial com temperatura controlada a 23° C + 1° C e um programa
de iluminacéo artificial com ciclo claro-escuro de 12 x 12 h, com inicio do periodo claro as
7:00 h. Todos os experimentos foram realizados durante a fase clara do ciclo. Este trabalho
faz parte de um projeto temaético aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais, CEUA

(protocolo 06.1.123.8.53.9).

3.2. Cirurgia

Os animais foram anestesiados intraperitonialmente com tribromoetanol (Aldrich) na
dose de 250 mg/Kg, volume de 1 mL/Kg, sendo levados a um aparelho estereotaxico (David-
Kopf) onde tiveram o cranio fixado pelo rochedo temporal e incisivos superiores. Apos
tricotomia, uma injecdo subcutanea de 0,2 mL de lidocaina 2% (Harvey) foi aplicada sob a
epiderme craniana. Apoés a incisdo, o tecido subcuténeo foi removido, assim como o periosteo
(por raspagem, com auxilio de pinca e algoddo). JA& com a superficie craniana exposta e
ajustada em posicao horizontal, entre bregma e lambda, dois orificios foram feitos nos 0ssos
parietais com o uso de uma broca elétrica (Foredom) para fixacdo de parafusos destinados a

ancorar a protese ao cranio do animal. Em seguida, tomando-se o lambda como referéncia e
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seguindo as coordenadas do Atlas de Paxinos e Watson (2007), um orificio foi feito para
implante de um quimitrodo, composto pela unido de uma canula-guia (construida a partir de
uma agulha de aco inoxidavel, com 14 mm de comprimento e 0,4 mm de didmetro interno) e
um eletrodo (construido a partir de um fio de aco inoxidavel de 160 um de diametro isolado
em toda sua extensdo, exceto na ponta, e excedendo em 1 mm o comprimento da canula-
guia). Este quimitrodo foi direcionado a SCPd (&ntero-posterior = +0,1 mm; médio-lateral =
+1,9 mm; dorso-ventral = -5,1 mm, angulacéo de 16°) ou ao CI (&ntero-posterior = -0,9 mm;
médio-lateral = +1,7 mm; dorso-ventral = -4,5 mm). Em seguida, o cranio foi revestido com
acrilico dental (JET) para fixagdo do quimitrodo e um mandril foi introduzido na canula-guia
para evitar entupimentos. Ao término da cirurgia cada animal recebeu, por via intramuscular,
uma injecdo de 60.000 Ul de Pentabiético (Fort Dodge) e uma injecdo do analgésico

Banamine (0,02 mL /0,3 mL) por via subcutanea.

3.3. Drogas

O agonista GABAérgico muscimol (1,0 ou 2,0 nmol) e o inibidor da sintese de GAD
semicarbazida (5,0 ou 7,5 pg) foram microinjetados na SCPd ou CI, em volume constante de
0,2 pL. Os animais controles receberam o mesmo volume de salina. As doses das drogas e 0s
tempos de espera foram selecionados com base em estudos deste laboratério (CASTILHO;

BRANDAO, 2001; MARTINEZ et al., 2006; REIMER et al., 2008).

3.4. Microinjegdes

Uma agulha dental foi utilizada para a injecdo das drogas. A agulha foi conectada a

um tubo de polietileno PE-10 e a uma microseringa Hamilton graduada de 5 pL. A droga foi
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injetada na SCPd ou CI (0,2 pL/1 min), com a ajuda de uma bomba de infuséo (Harvard
Apparatus). O deslocamento de uma bolha de ar no tubo de polipropileno foi utilizado para
monitorar a microinjecdo. Apo6s o término da infusdo, a agulha foi mantida por mais 1 min

para evitar refluxo da droga pela canula-guia.

3.5. Medo Condicionado

Equipamentos

Condicionamento: Durante o procedimento de condicionamento foram utilizadas duas
caixas idénticas medindo 20 x 20 x 25 cm (caixa A — Figura 3). A parede do fundo, assim
como as duas paredes laterais, sdo de aluminio, e o teto e a portinhola, de acrilico
transparente. O assoalho das caixas € constituido por barras de metal de 5 mm de didmetro,
distando 1,5 cm entre si. Estas caixas encontravam-se encerradas em duas camaras de
atenuacdo acustica (45 x 45 x 45 cm) feitas de compensado de madeira e revestidas por
Eucatex. Os choques elétricos, de intensidade de 0,6 mA e duragdo de 1 s, foram
administrados por meio de um gerador de choques (Albarsh). Uma lampada vermelha de 6 W
e uma camera de video (Everfocus), instaladas no interior de cada camara de isolamento
acustico, permitiram a observacdo do animal durante o condicionamento. Uma luz
proveniente de uma lampada branca de 6 W, localizada no teto de cada caixa, serviu como
estimulo condicionado.

Sobressalto Potencializado pelo Medo: Durante as sessdes de balanceamento e teste
foram utilizadas duas caixas experimentais idénticas, construidas em aco inoxidavel e
suspensas em uma armacéo de PVC, medindo internamente 16,5 x 7,5 x 7,5 cm (caixa B —
Figura 3). Estas caixas encontravam-se abrigadas em duas camaras de atenuacéo sonora (64 x

60 x 40 cm), fabricadas em madeira, possuindo um revestimento acustico de espuma (ENV-
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018S, Med Associates). A resposta de sobressalto foi registrada por meio de uma plataforma
sensivel a pressdo (estabilimetro, PHM250-60, Med Associates). O sobressalto do animal gera
movimentos nesta plataforma que foram captados por sensores como deslocamento de
corrente e entdo amplificados, gerando um sinal analégico que foi digitalizado e analisado por
um programa computacional (Startle Reflex, versdo 4.10, Med Associates). A apresentagédo
dos estimulos, o tipo, a duracdo, a intensidade e a amplitude dos mesmos também foram
computadorizados por meio de uma interface (Dig 729, Med Associates). A resposta de
sobressalto foi medida durante os primeiros 100 ms apds a apresentacdo do estimulo sonoro,
que consistiu em um ruido branco de intensidade de 100 dB e duracdo de 50 ms, com rise-
decay de 5 ms, sendo liberado por um alto-falante localizado a 10 cm de distancia da caixa
contendo o animal. O ruido de fundo foi apresentado pelo mesmo alto-falante e consistiu em
um ruido branco de 55 dB. Uma lampada vermelha de 6 W e uma cadmera de video, instaladas
no interior das camaras de isolamento acustico, permitiram a observacao do animal durante as
sessOes de balanceamento e teste. Uma lampada branca de 6 W, localizada no teto de cada
caixa, serviu como estimulo condicionado. As plataformas foram calibradas no inicio de cada

sessdo para garantir igual nivel de sensibilidade ao longo dos experimentos.

Figura 3. Fotografias das caixas experimentais referentes ao experimento de medo condicionado.
A — Caixa de condicionamento. B — Caixa de sobressalto.
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Procedimento

SessOes de Balanceamento: Foram realizadas duas sessdes de balanceamento nas quais
os animais foram colocados na caixa experimental B e, 5 minutos apds, receberam 30
estimulos sonoros de intensidade de 100 dB com um intervalo fixo de 30 s entre cada
estimulo. A amplitude média do sobressalto ao longo das 30 tentativas de estimulos sonoros
da Ultima sessdo de balanceamento foi utilizada para alocar homogeneamente 0s animais aos
diversos grupos dos experimentos.

Sessao de Condicionamento: Ap6s o periodo de recuperagdo da cirurgia, foi dado
inicio ao condicionamento aversivo. Os animais foram colocados na caixa A e, ap6s 5
minutos de adaptacdo, foram submetidos a 10 associagdes de luz (CS) e choque nas patas
(US). Cada tentativa consistiu em 4 segundos de luz e o choque foi apresentado no dltimo
segundo de cada apresentacdo do CS. O choque de intensidade de 0,6 mA, teve duracdo de 1 s
e o intervalo entre os pareamentos foi variavel em 2 min (faixa de 1-3 min). Os choques e 0s
estimulos condicionados foram liberados através de uma interface controlada por um software
instalado em um computador em uma sala adjacente.

Sessao Teste: No dia seguinte a sessdo de condicionamento, 0s animais foram
avaliados no teste do sobressalto potencializado pelo medo. Cada animal foi entdo colocado
na caixa B sobre a plataforma e, apdés 5 minutos de adaptacdo, recebeu um total de 60
estimulos sonoros na intensidade de 100 dB, sendo que 30 apresentacdes consistiam apenas
no estimulo sonoro (tentativas s6-som) e foram intercaladas aleatoriamente com 30
apresentacoes de som precedido por luz (tentativas luz-som). As amplitudes das respostas de
sobressalto de cada animal foram registradas e armazenadas no disco rigido do computador e,
posteriormente, transferidas para planilhas do Excel para analise dos dados. A resposta de
congelamento foi registrada por cAmeras de video, permitindo assim a discriminacéo de todos

0s comportamentos emitidos pelos animais, com 0s sinais enviados a um monitor em uma
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sala adjacente através de um circuito interno de TV. O congelamento foi operacionalmente
definido neste trabalho como a auséncia total de movimentos do corpo e das vibrissas por um

periodo minimo de 6 segundos.

3.6. Medo Incondicionado

Equipamentos

O experimento de medo incondicionado foi realizado em uma arena circular de
acrilico transparente, medindo 60 cm de diametro e 50 cm de altura, possuindo o assoalho
subdividido em 12 quadrantes (Figura 4). Para a estimulacdo elétrica foi utilizado um
estimulador de corrente continua (DV&M) e a corrente elétrica foi monitorada através do
resistor de 1KQ, ligado em paralelo a um osciloscopio (Minipa).

F"’ T —--1
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Figura 4. Fotografia da arena e estimulador elétrico utilizados nos experimentos de
medo incondicionado.
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Procedimento

Os animais foram colocados na arena onde permaneceram por 5 minutos para
adaptacdo. Apds esse periodo foi iniciado o procedimento de estimulagédo elétrica na SCPd ou
Cl. A intensidade inicial de corrente elétrica foi de 20 YA, a partir da qual foram feitos
incrementos sucessivos de 5 pA. Os limiares aversivos efetivos foram considerados como a
menor intensidade de corrente elétrica, capaz de induzir comportamentos de congelamento e
fuga. Os animais com limiares acima de 200 pJA para a resposta de congelamento foram
descartados do experimento. Posteriormente a interrupcao da estimulagdo da SCPd ou Cl, 0s
animais permaneceram na arena por um periodo adicional de 5 minutos, nos quais ndo houve
estimulacdo e foi analisado o tempo de congelamento pés-fuga. Ap6s microinjecdo de droga,
o animal foi entdo recolocado na arena e os valores de corrente elétrica necessaria para
obtencdo dos comportamentos de congelamento e fuga e o tempo de congelamento pés-

estimulacdo da SCPd ou CI foram novamente determinados.

3.7. Histologia

Ao fim dos experimentos, os animais foram anestesiados profundamente com 1 mL de
hidrato de cloral (0,54 g / mL). A seguir, o corante Azul de Evans (2 %) foi microinjetado na
SCPd ou CI no mesmo volume da droga anteriormente utilizada. A seguir, os animais foram
perfundidos com salina 0,9% seguida de formalina. O rompimento do diafragma durante a
perfusdo causou a morte dos animais. Os encéfalos foram removidos, mantidos na solucéo de
formalina por 3 horas e, posteriormente, transferidos para uma solucgdo de sacarose 30 %. Os
encéfalos seguiram para um criostato onde foram congelados e cortados em seccdes de 60
pum. Posteriormente foram montadas laminas que receberam a coloragcdo de Nissl, com a
aplicacdo do corante violeta de cresila, para que os sitios das microinjecbes pudessem ser

localizados, de acordo com o Atlas de Paxinos e Watson (2007).
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3.8. Analise Estatistica

Os dados sdo apresentados como média + EPM, sendo analisados pelo programa
computacional SigmaStat 3.11 (Systat). Para analise dos dados do teste de sobressalto
potencializado pelo medo foi utilizada a analise de varidncia (ANOVA) de duas vias com
medidas repetidas. O fator 1 referiu-se ao tratamento e o fator 2 a condigdo (s6-som x luz-
som). Para anélise do tempo de congelamento condicionado foi utilizada a ANOVA de uma
via ou o teste t de Student. Para analise dos limiares de congelamento e fuga foi utilizada uma
ANOVA de duas vias com medidas repetidas. O fator 1 referiu-se ao tratamento e o fator 2 a
condicdo (congelamento x fuga). Para analise do congelamento po6s-estimulacdo também foi
utilizada uma ANOVA de duas vias com medidas repetidas. O fator 1 referiu-se ao
tratamento e o fator 2 a condicao (antes x depois). Apds a analise de variancia seguiu-se, no
caso de significancia estatistica, o teste de Newman-Keuls. Um valor de p igual ou inferior a

0,05 foi considerado significativo.
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4. RESULTADQOS

4.1. Localizagdo dos Sitios de Microinjecéo

Os dados apresentados referem-se aos animais cujo exame histolégico mostrou que o
quimitrodo atingiu a SCPd ou o Cl. As figuras 5A e 5B mostram cortes histologicos
representativos dos pontos de microinjecdo na SCPd e ClI, respectivamente. A figura 5C e 5D

indicam os reais pontos de estimula¢éo nestas estruturas.
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Figura 5. Fotomicrografias com sitios representativos da localizagdo dos quimitrodos na SCPd e no
Cl (A e B, respectivamente) de ratos. Em C e D estéo indicados os sitios de estimulacdo na SCPd e
no ClI, respectivamente. O nimero de pontos indicados € menor que 0 nimero de animais utilizados
devido a varias sobreposicdes.
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4.2. SCPd

Medo Incondicionado

Conforme a intensidade de corrente elétrica aplicada a SCPd aumentava, 0s animais
repentinamente paravam, tornavam-se imoveis e geralmente urinavam e defecavam. Com
intensidades maiores, a resposta de congelamento foi seguida por corridas e saltos vigorosos.
Os limiares de congelamento e fuga de todos 0s grupos registrados antes das microinjegdes na
SCPd, foram comparados pelo teste t de Student pareado. Esta analise confirmou achados
anteriores mostrando diferencas significativas, t = 10,67, p < 0,01, na intensidade da corrente
elétrica aplicada a SCPd para producdo das respostas de congelamento (72,69 + 3,38) e fuga
(85,96 = 3,77) (MARTINEZ et al., 2006; VIANNA et al., 2001).

A figura 6A mostra a alteracdo média nos limiares de congelamento e fuga,
determinados pela estimulacdo elétrica da SCPd, antes (linha de base) e depois (teste) da
microinjecdo de salina, muscimol 1,0 ou 2,0 nmol nessa estrutura. Os dados obtidos foram
submetidos a ANOVA de duas vias com medidas repetidas. Esta analise mostrou alteracédo
significativa nos limiares aversivos no fator tratamento, F 39 = 10,27, p < 0,05. A mesma
analise também mostrou alteracBes significativas na condi¢do, Fu 39 = 3,06; p < 0,05. A
interacdo tratamento x condic¢do, no entanto, ndo foi estatisticamente significativa, F g3 =
0,83; p > 0,05. A analise post-hoc de Newman-Keuls indicou um aumento significativo nos
limiares apds a microinjecdo de muscimol na dose de 2,0 nmol em relagdo ao grupo controle
(p <0,05).

A figura 6B mostra o tempo de congelamento pos-estimulacdo. A ANOVA de duas
vias com medidas repetidas mostrou diferenca no tempo de congelamento poés-fuga para a
condicéo, F139) = 5,48; p < 0,05. N&o houve diferenca, no entanto, para tratamento, F( 39 =

0,07; p > 0,05 ou interagdo tratamento x condigdo F g3 = 1,13; p > 0,05. A andlise post-hoc



Resultados 35

de Newman-Keuls indicou uma diminuicdo significativa no tempo de congelamento pés-fuga

no teste em relagdo a linha de base.
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Figura 6. A - Diferencas (A) + EPM nos limiares de congelamento e fuga determinados antes e depois
da microinjecdo de salina, muscimol 1,0 e 2,0 nmol na SCPd. B - Média + EPM do tempo de
congelamento pos-estimulacdo durante sessdo de 5 minutos, em animais que receberam microinjecées
de salina ou muscimol nas doses 1,0 e 2,0 nmol. N = 12 para o grupo salina, N = 15 para 0s grupos
muscimol 1,0 e 2,0 nmol. * p < 0,05 em relagdo ao grupo salina.

A figura 7A mostra a alteragdo média nos limiares de congelamento e fuga,
determinados pela estimulacdo elétrica da SCPd entre as fases de linha de base e teste nos
animais que receberam microinjecdo de salina, semicarbazida 5,0 ou 7,5 pg também na SCPd.
Os dados obtidos foram submetidos a ANOVA de duas vias com medidas repetidas. Esta
analise mostrou alteracdo significativa nos limiares aversivos para o fator tratamento, F 33) =
7,07; p < 0,05. A mesma analise mostrou ndo haver alteragdes significativas para a condicao,
Fass = 2,45; p > 0,05. A interagdo tratamento x condicdo ndo foi estatisticamente
significativa, Fp 71y = 2,50; p > 0,05. A anélise post-hoc de Newman-Keuls indicou uma
reducdo significativa nos limiares ap6s a microinjecdo de semicarbazida na dose de 7,5 pg em
relacdo ao grupo controle (p < 0,05).

A figura 7B mostra o tempo de congelamento pos-estimulacdo. A ANOVA de duas
vias com medidas repetidas mostrou diferenca no tempo de congelamento pos-fuga para
condicdo, F.33 = 28,6; p < 0,05, para tratamento, F( 33 = 4,87; p < 0,05, e intera¢do entre 0s

dois fatores F(,71) = 6,92; p < 0,05. A analise post-hoc de Newman-Keuls indicou um aumento
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significativo no tempo de congelamento pés-fuga apos a microinjecdo de semicarbazida nas

doses 5,0 e 7,5 pg em relagéo ao grupo controle e a linha de base (p < 0,05).
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Figura 7. A - Diferencas (A) + EPM nos limiares de congelamento e fuga determinados antes e depois
da microinjecdo de salina, semicarbazida 5,0 ou 7,5 pg na SCPd. B - Média + EPM do tempo de
congelamento poés-estimulacdo durante a sessdo de 5 minutos, em animais que receberam
microinjecGes de salina ou semicarbazida 5,0 ou 7,5 pg. N = 12 para todos os grupos. * p < 0,05 em
relacdo ao grupo salina; # p < 0,05 em relacdo a linha de base da respectiva condigéo.

Medo Condicionado

A figura 8 apresenta os resultados referentes ao teste do sobressalto potencializado
pelo medo e também a medida de congelamento de animais que receberam microinjecdao de
muscimol na SCPd dez minutos antes da sessdo teste. A figura 8A apresenta a média da
amplitude de sobressalto dos animais que receberam microinjecdo de salina, muscimol 1,0
nmol ou muscimol 2,0 nmol. A ANOVA de duas vias com medidas repetidas ndo revelou
efeito significativo no fator tratamento, F42=1,70; p > 0,05. A mesma analise revelou efeito
significativo no fator condi¢do (s6-som x luz-som), F.42) = 60,04; p < 0,05, indicando uma
resposta mais intensa nas tentativas luz-som em comparagdo a s6-som. Além disso, houve
interacao significativa entre os dois fatores (tratamento x condi¢ao), F 9 = 3,86; p <0,05. A
analise post hoc com o teste de Newman-Keuls revelou que a luz potencializou a resposta de
sobressalto ao som nos grupos controle e muscimol (1,0 e 2,0 nmol), entretanto a

potencializagdo nos grupos tratados com muscimol foi menor do que a observada no grupo
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controle (p < 0,05). A figura 8B mostra a média do tempo total de congelamento
condicionado de animais que receberam microinje¢des de muscimol na SCPd. A ANOVA de
uma via revelou diferengas significativas entre 0s grupos F 2= 9,40, p < 0,05. O teste post
hoc de Newman-Keuls revelou uma diminuicéo significativa na resposta de congelamento dos

grupos tratados com muscimol 1,0 e 2,0 nmol em relag&o ao grupo tratado com salina.
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Figura 8. A - Efeitos da microinjegdo intra-SCPd de salina ou muscimol nas doses de 1,0 ou 2,0 nmol
sobre a amplitude do sobressalto nas condi¢fes s6-som e luz-som. B - Efeitos do muscimol intra-SCPd
sobre o tempo de congelamento. N = 14 para salina, 15 para muscimol 1,0 e 16 para muscimol 2,0
nmol. * p < 0,05 em relagdo ao grupo tratado com salina; # p < 0,05 em relagdo a condi¢do s6-som.
Média + EPM.

A figura 9 apresenta os resultados referentes ao teste do sobressalto potencializado
pelo medo e também a medida de congelamento de animais que receberam microinjecdo de
semicarbazida na SCPd dez minutos antes da sessao teste. A figura 9A apresenta a média da
amplitude de sobressalto dos animais que receberam salina ou semicarbazida nas doses de 5,0
ou 7,5 ug. A ANOVA de duas vias com medidas repetidas ndo revelou efeito significativo no
fator tratamento, F( 35 = 0,53; p > 0,05. A mesma analise revelou efeito significativo no fator
condi¢do (s6-som x luz-som), F 38 = 57,95; p < 0,05, indicando uma resposta mais intensa
nas tentativas luz-som em comparacdo a s6-som. Nao houve interacdo significativa entre os
dois fatores (tratamento x condic¢éo), Fps) = 0,31; p > 0,05. A analise post-hoc com o teste

de Newman-Keuls revelou que a luz potencializou a resposta de sobressalto ao som em todos

0s grupos. A figura 9B mostra a média do tempo total de congelamento condicionado de
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animais que receberam micronjecéo local de semicarbazida na SCPd. A ANOVA de uma via

nao revelou diferencas significativas entre os grupos Fs =1,83, p > 0,05.
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Figura 9. A - Efeitos da microinjecdo intra-SCPd de salina ou semicarbazida nas dose de 5,0 ou 7,5
Lg sobre a amplitude do sobressalto nas condi¢Bes s6-som e luz-som. B - Efeitos da semicarbazida

intra-SCPd sobre o tempo de congelamento. N = 14, 16 e 11 para salina, semicarbazida 5,0 e 7,5 ug
respectivamente. # p < 0,05 em relagdo a condi¢do s6-som. Média + EPM.

4.3.ClI

Medo Incondicionado

Da mesma forma que ocorreu na SCPd, o aumento gradual da estimulagdo elétrica no
Cl provocou uma série de comportamentos: 0s animais repentinamente paravam, tornavam-se
imoveis e geralmente urinavam e defecavam. Com o aumentando da intensidade da
estimulacéo, o comportamento de congelamento foi seguido por corridas e saltos. Os limiares
aversivos registrados antes das microinjecdes no Cl foram colocados juntos e submetidos ao
teste t de Student pareado. Esta analise mostrou diferencas significativas, t = 8,50, p < 0,05, na
intensidade da corrente elétrica aplicada ao Cl para producgdo das respostas de congelamento
(91,01 + 6,74) e fuga (102,88 * 6,99).

A figura 10A mostra a alteracdo média nos limiares de congelamento e fuga,
determinados pela estimulacdo elétrica do Cl, entre as fases de linha de base e teste nos

animais que receberam microinjecéo de salina, muscimol 1,0 ou 2,0 nmol também no CI. Os
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dados obtidos foram submetidos a ANOVA de duas vias com medidas repetidas. Esta analise
mostrou alteracdo significativa nos limiares aversivos para o fator tratamento, F24) = 17,80;
p < 0,05. A mesma analise também mostrou altera¢des significativas para os condi¢do, F1 24
= 22,77; p < 0,05. Da mesma forma, a interacdo tratamento x condicéo, foi estatisticamente
significativa, F;53 = 10,18; p < 0,05. A analise post-hoc de Newman-Keuls indicou um
aumento significativo nos limiares de congelamento e fuga apds a microinjecdo de muscimol
nas doses 1,0 e 2,0 nmol em relagéo ao grupo controle (p < 0,05).

A figura 10B mostra o tempo de congelamento pds-estimulacdo. A ANOVA de duas
vias com medidas repetidas ndo mostrou diferenca no tempo de congelamento pds-fuga para
as condigdo, Fui24 = 0,22; p > 0,05, tratamento, Fp24 = 0,80; p > 0,05 ou interagao

tratamento x condi¢do Fs3 = 0,18; p > 0,05.
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Figura 10. A - Diferencas (A) + EPM nos limiares de congelamento e fuga determinados antes e
depois da microinjecdo de salina, muscimol 1,0 e 2,0 nmol no Cl. B - Média + EPM do tempo de
congelamento pos-estimulacdo durante sessdo de 5 minutos, em animais que receberam microinjecfes
de salina ou muscimol nas doses 1,0 e 2,0 nmol. N = 9 para todos os grupos. * p < 0,05 em relagéo ao
grupo salina.

A figura 11A mostra a alteracdo média nos limiares de congelamento e fuga,
determinados pela estimulacdo elétrica do Cl entre as fases de linha de base e teste do

experimento nos animais que receberam microinjecéo de salina ou semicarbazida 5,0 ou 7,5

pg também no CI. Os dados obtidos foram submetidos &8 ANOVA de duas vias com medidas
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repetidas. Esta analise ndo mostrou alteracdo significativa nos limiares aversivos para o fator
tratamento, Fpo7) = 0,26; p > 0,05. A mesma analise mostrou ndo haver alteracoes
significativas para os condicéo, Fu 27 = 0,10; p > 0,05. A interagdo tratamento x condicéo
também ndo foi estatisticamente significativa, F(s9 = 0,74; p > 0,05.

A figura 11B mostra o tempo de congelamento pds-estimulacdo. A ANOVA de duas
vias com medidas repetidas ndo indicou diferenca no tempo de congelamento pds-fuga para

condicéo, F(125 = 4,11; p > 0,05, para tratamento, F( 25y = 0,06; p > 0,05, e interagéo F,ss5 =

0,87; p>0,05.
A 110 O saL B 400 His
i e

g 80 ' ‘é’ 300 A
Fo= (=
g @
g 50 £ 2001
E >
= :
< 20 S 100 4

-10 = B 0’

Congelamento Fuga SAL SMC5 SMC7,5

Figura 11. A - Diferencas (A) + EPM nos limiares de congelamento e fuga determinados antes e
depois da microinjecdo de salina, semicarbazida 5,0 ou 7,5 pg no Cl. N= 10 para todos 0s grupos. B -
Média + EPM do tempo de congelamento po6s-estimulacdo durante a sessdo de 5 minutos, em animais
que receberam microinjecGes de salina, semicarbazida 5,0 ou 7,5 pg . N = 10 para o grupo salina, 8
para o grupo semicarbazida 5,0 pg e 10 para o grupo semicarbazida 7,5 ug.

Medo Condicionado

A figura 12 apresenta os resultados referentes ao teste do sobressalto potencializado
pelo medo e a medida de congelamento de animais que receberam microinje¢do de muscimol
no Cl dez minutos antes da sessdo teste. A figura 12A apresenta a média da amplitude de
sobressalto dos animais que receberam microinje¢cdo de salina, muscimol 1,0 nmol e
muscimol 2,0 nmol. A ANOVA de duas vias com medidas repetidas ndo revelou efeito
significativo no fator tratamento, Fp47 =0,98; p > 0,05. A mesma analise revelou efeito

significativo no fator condicdo (s6-som x luz-som), Fu 47y = 67,06; p < 0,05, indicando uma
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resposta mais intensa nas tentativas luz-som em comparagdo a s6-som. Nao houve interacdo
significativa entre os dois fatores (tratamento x condicéo), Fp.99 = 0,18; p > 0,05. A analise
post-hoc com o teste de Newman-Keuls revelou que a luz potencializou a resposta de
sobressalto ao som nos grupos controle e muscimol (1,0 e 2,0 nmol). A figura 12B mostra a
media do tempo total de congelamento condicionado de animais que receberam administracdo
local de muscimol no Cl. A ANOVA de uma via ndo revelou diferencas significativas entre

0S grupos F,49)= 2,91 p > 0,05.
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Figura 12. A - Efeitos da microinje¢éo intra-Cl de salina ou muscimol nas doses de 1,0 ou 2,0 nmol
sobre a amplitude do sobressalto nas condi¢des s6-som e luz-som. B - Efeitos do muscimol intra-Cl
sobre o tempo de congelamento. N = 19 para salina, 16 para muscimol 1,0 e 15 para muscimol 2,0
nmol. # p < 0,05 em relagdo a condigdo s6-som. Média + EPM.

A figura 13 apresenta os resultados referentes ao teste do sobressalto potencializado
pelo medo e também a medida de congelamento de animais que receberam microinjecdo de
semicarbazida no Cl dez minutos antes da sessdo teste. A figura 13A apresenta a média da
amplitude de sobressalto dos animais que receberam salina ou semicarbazida na dose de 5,0
Hg. A ANOVA de duas vias com medidas repetidas néo revelou efeito significativo no fator
tratamento, Fq2¢ = 0,29; p > 0,05. A mesma andlise revelou efeito significativo no fator
condigdo (s6-som x luz-som), F1 28 = 44,61; p < 0,05, indicando uma resposta mais intensa
nas tentativas luz-som em comparacdo a s6-som. Nao houve interacdo significativa entre os
dois fatores (tratamento x condic¢éo), Fase = 0,36; p > 0,05. A analise post-hoc com o teste

de Newman-Keuls revelou que a luz potencializou a resposta de sobressalto ao som nos



Resultados 42

grupos controle e semicarbazida. A figura 13B mostra a média do tempo total de
congelamento condicionado de animais que receberam micronjecéo local de semicarbazida na

SCPd. O teste t de Student néo revelou diferengas significativas entre os grupos, t = 0,32 p >

0,05.
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Figura 13. A - Efeitos da microinjecdo intra-Cl de salina ou semicarbazida na dose de 5,0 pg sobre a

amplitude do sobressalto nas condi¢fes s6-som e luz-som. B - Efeitos da semicarbazida intra-Cl sobre
o0 tempo de congelamento. N = 15 para salina e semicarbazida 5 pg. # p < 0,05 em relagdo a condicédo

s6-som. Média + EPM.
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5. DISCUSSAO

Encontra-se atualmente estabelecido que a SCPd e o Cl séo estruturas mesencefalicas
envolvidas no processamento de informagdes de natureza aversiva (BRANDAO et al., 1988,
1999, 2005). Diversos estudos tém demonstrado que aumentos graduais na intensidade da
estimulacdo elétrica dessas estruturas eliciam inicialmente resposta de alerta, seguida por
congelamento e finalmente por fuga (BRANDAO et al., 1988, 2005; VIANNA et al., 2001).
A SCPd e o CI, em conjunto com coliculo superior, amigdala e hipotadlamo medial constituem
0 sistema encefalico aversivo (GRAEFF, 1999; BRANDAO et al., 1999, 2005).

Processos mediados por GABA parecem ter grande importancia na SCPd e no CI, uma
vez que estudos imunohistoquimicos demonstraram que essas estruturas contém altas
concentracbes de GABA e sua enzima sintetizante, GAD (THOMPSON et al., 1985).
Microinjecdes na SCPd e CI de drogas que bloqueiam receptores GABA como bicuculina e
picrotoxina, ou que inibem a GAD como a semicarbazida, produzem reagOes defensivas
(BRANDAO et al., 1982, 1988; MILLAN et al., 1987). Em contraste, injecbes do agonista
GABA-A, muscimol, produzem efeitos antiaversivos da mesma forma que os
benzodiazepinicos (AUDI; GRAEFF, 1984; BOVIER et al., 1982; BRANDAO et al., 1982;
MELO et al., 1992). Assim, como a injecdo de antagonistas de receptores GABA nessas
estruturas mimetizam os efeitos da estimulacdo elétrica, tem sido sugerido que mecanismos
GABAérgicos exercem um controle inibitdrio tdnico sob os substratos neurais da aversao no
teto mesencefalico (BRANDAO et al., 2005).

Apesar dessas estruturas mesencefalicas estarem relacionadas com a geracdo e
expressdao do medo incondicionado, seus substratos neurais da aversdo parecem exercer
diferentes funcdes. Por exemplo, a fuga gerada pela estimulacdo da SCPd é explosiva e pouco

coordenada, ao passo que aquela gerada em resposta a estimulacdo do Cl é coordenada e
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menos intensa (BRANDAO et al., 1988). Podemos também observar que enquanto a fuga
explosiva eliciada pela estimulacdo da SCPd cessa tdo logo a estimulacdo é interrompida
(COIMBRA; BRANDAO, 1993; COIMBRA et al., 1996), no Cl o comportamento de fuga
permanece por alguns segundos apés a estimulacdo elétrica (BRANDAO et al., 2001;
COIMBRA et al., 2000). Isto ocorre, entretanto, quando a estimulacdo € feita nos aspectos
dorsais do CI.

Por outro lado, existem algumas evidéncias do envolvimento da SCPd no medo
condicionado, mas a participacdo do Cl ainda nio esta totalmente esclarecida (BRANDAO et
al., 1988, 1993, 1999, 2005) O entendimento de como a SCPd e o CI participam em diferentes
tipos de medo é relevante para um melhor entendimento dos transtornos de ansiedade, como a
ansiedade generalizada e o panico (BRANDAO et al., 2005). Para contribuir para este campo
de pesquisa, investigamos neste trabalho os efeitos da microinjecdo local de muscimol e
semicarbazida na SCPd e Cl em modelos animais de medo condicionado e incondicionado.

Observamos que a estimulacdo elétrica da SCPd produziu respostas defensivas
caracterizadas por congelamento seguido de fuga explosiva. Além disso, ap6s o término da
estimulacdo, observou-se a ocorréncia de respostas de congelamento pés-fuga. A
microinjecdo de muscimol na dose de 2,0 nmol nesta mesma estrutura aumentou o limiar de
estimulacdo necessario para a expressao de ambos 0s comportamentos citados, porém nao
alterou o congelamento pés-fuga. Tais resultados estdo de acordo com diversos dados da
literatura que mostram efeitos antiaversivos, no medo incondicionado, do aumento da
neurotransmissdo GABAérgica na SCPd. Da mesma forma, a ativacdo de receptores
benzodiazepinicos também causa efeitos antiaversivos. Assim, a microinjecdo de
benzodiazepinicos na SCPd aumenta o tempo de permanéncia dos animais nos bracos abertos
do labirinto em cruz elevado (MOTTA; BRANDAO, 1993) e diminui a aversividade da

estimulacio elétrica dessa mesma estrutura (BRANDAO et al., 1982).
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Por outro lado, semicarbazida na dose de 7,5 pg reduziu os limiares de congelamento
e fuga da estimulagdo elétrica da SCPd, além de aumentar o tempo de congelamento p6s-fuga
em ambas as doses utilizadas (5,0 e 7,5 pug). Trabalhos deste e de outros laboratérios dao
suporte a este resultado, indicando que a diminuicdo da mediacdo GABAérgica na SCPd
promove efeitos aversivos uma vez que reduz o tempo de permanéncia do animal nos bragos
abertos do labirinto em cruz elevado (AGUIAR; BRANDAO, 1994) e serve como estimulo
incondicionado no modelo de averséo condicionada ao lugar (DI SCALA; SANDNER, 1989).

Com relacdo ao medo condicionado, os dados aqui obtidos mostram que a
microinjecdo intra-SCPd de muscimol (1,0 e 2,0 nmol) foi capaz de diminuir a
potencializacdo da resposta de sobressalto, ao mesmo tempo em que reduziu o congelamento
condicionado. Outros estudos deste laboratério confirmam a acdo antiaversiva no medo
condicionado do aumento da neurotransmissio GABAérgica na SCPd. Dentre eles,
destacamos que a administracdo de benzodiazepinico nesta estrutura causa redugdo do
congelamento e antinocicepcdo condicionados (CASTILHO et al., 2001) e que o muscimol
diminuiu tanto a potencializacdo do sobressalto quanto o congelamento condicionado ao
contexto (REIMER et al., 2008).

Por outro lado, a microinjecdo de semicarbazida na SCPd néo foi capaz de alterar a
resposta de sobressalto ou o congelamento condicionado. Estudo de outro laboratdrio
confirma a auséncia de efeito de blogueadores GABA no modelo do sobressalto
potencializado pelo medo, uma vez que a microinjecao intra-SCPd de picrotoxina, droga que
bloqueia canais de cloro do complexo GABA-benzodiazepinico, ndo afeta a expressdo da
resposta de sobressalto (FENDT, 2000).

Quanto ao estudo do envolvimento do Cl no medo incondicionado, a estimulacéo
elétrica desta estrutura provocou reacdes de congelamento e fuga, esta Ultima seguida por

resposta de congelamento apds o término da estimulacdo. Este dado sugere que o
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congelamento pés-fuga poderia também ocorrer apés estimulagdo do Cl, ndo sendo, portanto,
exclusivo da fase pos-estimulacdo da SCPd. No entanto, estudos mais detalhados acerca das
caracteristicas desse congelamento gerado ao nivel do Cl, tais quais aqueles existentes para a
SCPd (MARTINEZ et al., 2006; VIANNA et al., 2003), fazem-se necessarios para seu melhor
entendimento. Ao lado disso, observamos que a microinje¢cdo de muscimol no Cl, nas duas
doses utilizadas, provocou um aumento expressivo nos limiares de congelamento e fuga
determinados pela estimulagdo dessa estrutura, mesmo efeito observado anteriormente com a
administracdo local de midazolam (PANDOSSIO; BRANDAO, 1999). No entanto, o
muscimol ndo alterou a resposta de congelamento pds-estimulagdo, resultado similar aquele
obtido no estudo da SCPd. Isto pode ser devido ao fato de que a estimulagdo elétrica ja
promova uma reducdo da transmissdo GABAGérgica importante, além da qual a semicarbazida
nao mais atua.

A diminuicdo da neurotransmissdo GABAérgica no Cl causada pela administracdo de
semicarbazida, nas doses de 5 e 7,5 pg, nado provocou alteracbes nos limiares de
congelamento e fuga, ou no tempo de congelamento pos-estimulacdo. Apesar de trabalhos
anteriores mostrarem que a administracdo de antagonistas GABAérgicos no Cl leva a
producio de comportamentos defensivos (BRANDAO et al., 1988, 2005), a diminui¢do da
mediacdo GABAGérgica ndo foi capaz de alterar a aversividade da estimulacdo elétrica desta
estrutura em nosso estudo. Isto pode ser devido ao fato de que a estimulacdo elétrica ja
promove uma reducdo importante da transmissdao GABAGérgica, além da qual a semicarbazida
nao mais atua.

No medo condicionado, a microinje¢do de muscimol intra-Cl ndo causou alteragdo
significativa na resposta de congelamento condicionado ou no sobressalto potencializado pelo
medo. Estes dados corroboram estudos anteriores deste laboratério, nos quais o0 aumento da

neurotransmissdo GABAérgica, com a microinjecdo de muscimol no CI, ndo alterou a
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resposta de congelamento condicionado, tampouco a resposta de sobressalto a estimulos
condicionados contextuais (REIMER et al., 2008). Em conformidade com esses dados, a
diminuicdo da neurotransmissdo GABAérgica, com a administracdo de semicarbazida,
também ndo alterou a resposta de sobressalto e o congelamento.

De maneira geral, os resultados do presente estudo corroboram dados previamente
obtidos neste e em outros laboratérios, que mostram a modulagcdo por mecanismos
GABAérgicos em estruturas do teto mesencefalico tanto no medo incondicionado quanto no
condicionado (BOVIER et al., 1982; BRANDAO et al., 2005; REIMER et al., 2008). Os
resultados obtidos neste trabalho avangam um pouco mais nossa compreensdo da modulagéo
GABAérgica da SCPd e do ClI na expressdo do medo condicionado e incondicionado.

A SCPd tem sido considerada uma estrutura chave do sistema cerebral aversivo, sendo
que inimeros trabalhos destacam sua participacdo no medo incondicionado (BRANDAO et
al., 1982, 1986, 1994, 2005) enquanto que seu envolvimento no medo condicionado tem sido
relativamente menos estudado (CASTILHO et al., 2001; FENDT, 2000; REIMER et al.,
2008). Em nossos experimentos, o tratamento com muscimol mostrou claro efeito
antiaversivo no modelo de medo incondicionado e também no paradigma de medo
condicionado. Por outro lado, o tratamento com semicarbazida produziu efeitos pro-aversivos
apenas no medo incondicionado. Assim, a SCPd parece atuar na expressdao de
comportamentos defensivos tanto em situagdes de medo inato quanto aprendido. Entretanto,
neste Gltimo a mediacdo GABAEérgica parece ndo ser exercida de forma tonica.

De maneira distinta, a regulacio GABAérgica no Cl parece ocorrer unicamente no
medo incondicionado. No presente estudo, foi observado que o muscimol ou a semicarbazida
ndo alteraram as respostas de medo condicionado. Esses dados encontram suporte em um
outro estudo recente desse laboratorio, no qual microinje¢des de muscimol no CI nédo

alteraram a resposta de congelamento ou a potencializacdo da resposta de sobressalto a
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estimulos condicionados contextuais (REIMER et al., 2008). Portanto, enquanto no modelo
de medo incondicionado o muscimol diminuiu a aversividade da estimulacdo elétrica do Cl,
esta droga néo alterou as respostas condicionadas de medo quando injetada no Cl. Assim,
enquanto mecanismos GABAérgicos possuem um papel regulador do comportamento de
defesa incondicionado no CI, eles parecem ndo estar envolvidos no medo condicionado
organizado nessa estrutura.

Os dados aqui obtidos mostram uma participacdo diferencial de mecanismos
GABAérgicos no medo condicionado e incondicionado. Trabalhos recentes também indicam
uma participacdo diferencial da SCPd e do CI na expressdo de respostas de medo
(CASTILHO et al., 2001; CUADRA et al., 2000; REIMER et al., 2008). Nesse sentido, lesdes
eletroliticas ou neurotdxicas da amigdala — uma estrutura crucial na regulacdo das respostas
de medo — aumentam a aversividade da estimulagdo do Cl, mas ndo produzem efeitos sobre a
estimulacdo elétrica da SCPd (MAISONNETTE et al., 1996). Da mesma forma, a estimulacdo
elétrica do Cl produz um aumento pronunciado nos niveis de dopamina no cortex pré-frontal,
efeito ndo observado com a estimulacdo da SCPd (CUADRA et al., 2000). Além disso, a
estimulacdo elétrica da SCPd é capaz de produzir antinocicepcao condicionada, efeito nao
observado com a estimulacdo do ClI (CASTILHO et al., 2001).

Outro dado interessante observado em nosso estudo foi a resposta de congelamento
pos-fuga que ocorre ap6s a estimulacao elétrica da SCPd. Estudos anteriores sugerem que
durante este comportamento, estruturas encefalicas mais rostrais seriam ativadas (BRANDAO
et al., 2008; MARTINEZ et al., 2006; VIANNA et al., 2003). De fato, além da participacdo de
regides envolvidas no processamento de informacdo aversiva, como a amigdala (MARTINEZ
et al., 2006), outras estruturas relacionadas com o0 processamento mnemonico, como 0S
cortices pré-frontal medial e cingulado anterior, também seriam ativadas durante a resposta de

congelamento pés-estimulacdo (VIANNA et al., 2003). Em nosso estudo, observamos que
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apesar dessa resposta também ocorrer apds a estimulacdo do Cl, ela ndo foi alterada por
mecanismos GABAérgicos, diferentemente do que ocorreu quando tal manipulacéo foi feita
na SCPd. Nesse sentido, ainda faltam evidéncias sobre como se daria a modulag&o da resposta
observada pelo término da estimulagdo do CIl por estruturas mais rostrais e se esse
comportamento teria 0 mesmo significado funcional da resposta observada apos estimulagao
da SCPd (BRANDAO et al., 2008)

Em conjunto estes dados sugerem que o substrato neural do medo na SCPd e no ClI
serve a diferentes facetas da reacdo de defesa. Enquanto que 0s mecanismos GABAérgicos
exercem uma inibi¢do tonica sobre os substratos neurais do medo incondicionado tanto na
SCPd quanto no ClI, eles ndo atuam nestas estruturas da mesma forma quando se trata do
medo condicionado. E provavel que os circuitos neurais responsaveis pela organizagio e
elaboracdo do medo condicionado tenham uma menor representacdo no Cl. Em outras
palavras, pode ser que a organizagdo neural do medo condicionado no sentido rostro-caudal
nao se estenda muito além da SCPd. Por outro lado, a organizagdo do medo incondicionado
pode ter uma representacdo neural invertida com estruturas mais caudais como o Cl tendo,
eventualmente, um papel mais importante que outras situadas rostralmente. Essa dualidade na
representacdo neural do medo condicionado e incondicionado em forma de duas piramides
invertidas — uma com sua base no cortex (medo condicionado) e a outra com sua base no
tronco encefalico caudal (medo incondicionado) — ja havia sido proposta em revisao recente
publicada pelo grupo do pesquisador neozelandés Neil McNaughton (MCNAUGHTON;

CORR, 2004).
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6. CONCLUSOES

Nossos resultados mostram uma participacédo diferencial da modulagdo GABAérgica da

SCPd e do Cl no medo incondicionado e condicionado.

A SCPd parece atuar na expressdao de comportamentos defensivos tanto em situacoes
de medo inato quanto aprendido. Entretanto, neste ultimo a mediacdo GABAGérgica parece

nao ser exercida de forma tonica.

Mecanismos GABAérgicos possuem um papel regulador do comportamento de medo
incondicionado organizado no CI, mas parecem ndo estar envolvidos no medo

condicionado.

A organizacdo neural do medo condicionado no sentido rostro-caudal parece nédo se
estender muito além da SCPd. Por outro lado, os substratos neurais do medo incondicionado
parecem se localizar em estruturas mais caudais como o Cl, que parece ter um papel mais

importante que outras situadas mais rostralmente.
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Tabela 1. Resultados individuais da estimulacdo elétrica (Medo Incondicionado - SCPd). Valores dos limiares de estimulagdo elétrica (LA) da
SCPd antes (LB) e depois (TESTE) da administracdo de salina (CONTROLE), muscimol 1 nmol (MUS 1) ou 2 nmol (MUS 2) e a diferenga entre
os limiares (Delta), necessarios para a exibi¢do dos comportamentos de congelamento e fuga.

CONTROLE Congelamento Fuga MUS 1 Congelamento Fuga MUS 2 Congelamento Fuga

LB |TESTE| Delta| LB |TESTE| Delta LB |TESTE| Delta| LB |TESTE| Delta LB |TESTE| Delta | LB |TESTE| Delta

R1 50 50 0 60 60 0 R1 40 40 0 45 45 0 R1 40 50 10 45 55 10
R2 40 45 5 50 50 0 R2 40 60 20 50 75 25 R2 75 95 20 85 110 25
R3 65 65 0 75 80 5 R3 65 45 -20 75 90 15 R3 40 45 5 45 65 20
R4 60 60 0 65 60 -5 R4 100 100 0 105 110 5 R4 60 90 30 90 115 25

R5 55 50 -5 65 65 0 R5 80 75 -5 100 85 -15 R5 50 45 -5 65 65 0
R6 65 60 -5 80 75 -5 R6 40 45 5 45 50 5 R6 50 50 0 55 80 25
R7 80 85 5 135 125 -10 R7 75 70 -5 80 85 5 R7 85 95 10 90 110 20
R8 80 80 0 135 140 5 R8 140 140 0 150 150 0 R8 50 60 10 60 70 10
R9 60 60 0 90 95 5 R9 90 130 40 105 140 35 R9 50 80 30 70 110 40
R10 130 120 -10 135 130 -5 R10 110 100 -10 115 115 0 R10 120 150 30 160 210 50

R11 40 40 0 45 45 0 R11 150 120 -30 160 140 -20 R11 35 40 5 40 45 5
R12 70 70 0 80 80 0 R12 70 80 10 120 120 0 R12 75 90 15 80 100 20
- - - - - - - R13 130 130 0 140 135 -5 R13 55 75 20 70 80 10

- - - - - - - R14 85 80 -5 90 85 -5 R14 80 100 20 90 105 15

- - - - - - - R15 70 75 5 80 85 5 R15 65 75 10 75 80 5

N 12 12 12 12 12 12 N 15 15 15 15 15 15 N 15 15 15 15 15 15
Média 66.25 65.42 -0.83] 8458 83.75 -0.83 § Média | 85.67 86.00 0.33 | 97.33 100.67 3.33 Média | 62.00 76.00 14.00 | 74.67 93.33 18.67
Desvio 2394 21.79 4.17 | 3292 32.13 4.69 g Desvio | 35.04 32.80 16.09]36.20 3251 13.84Q Desvio |22.18 29.29 10.89 |29.06 39.26 13.43
EPM 6.91 6.29 1.20 9.50 9.28 1.35 EPM 9.05 8.47 415 | 9.35 8.39 3.57 EPM 5.73 7.56 281 | 750 10.14 3.47
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Tabela 2. Resultados individuais da estimulacéo elétrica (Medo Incondicionado - SCPd). Valores dos limiares de estimulagdo elétrica (LA) da
SCPd antes (LB) e depois (TESTE) da administracdo de salina (CONTROLE), semicarbazida 5 pg (SMC 5) ou 7,5 pug (SMC 7,5) e a diferenca

entre os limiares (Delta), necessarios para a exibi¢do dos comportamentos de congelamento e fuga.

CONTROLE Congelamento Fuga SMC5 Congelamento Fuga SMC 7.5 Congelamento Fuga
LB |TESTE| Deita| 1B |TESTE| Deita LB |TESTE| Detta| LB [TESTE| Delta 1B [TESTE| peita | 1B [TESTE| Detta
R1 100 100 0 105 105 0 R1 40 25 -15 45 40 -5 R1 50 60 10 55 65 10.00
R2 120 115 -5 130 135 5 R2 80 75 -5 90 80 -10 R2 35 30 -5 40 35 -5.00
R3 70 70 0 85 80 -5 R3 45 45 0 60 70 10 R3 75 60 -15 100 95 -5.00
R4 85 95 10 95 100 5 R4 45 40 -5 55 50 -5 R4 50 45 -5 60 55 -5.00
R5 105 105 0 110 110 0 R5 90 95 5 100 120 20 R5 170 130 -40 190 140  -50.00
R6 70 75 5 85 85 0 R6 140 130 -10 170 160 -10 R6 35 25 -10 40 30 -10.00
R7 90 95 5 105 110 5 R7 50 40 -10 60 60 0 R7 60 35 -25 65 40 -25.00
R8 60 65 5 85 85 0 R8 85 65 -20 110 105 -5 R8 55 40 -15 65 50 -15.00
R9 75 75 0 85 95 10 R9 55 55 0 75 75 0 R9 60 40 -20 65 50 -15.00
R10 120 110 -10 130 115 -15 R10 50 45 -5 55 55 0 R10 35 35 0 45 40 -5.00
R11 85 80 -5 100 100 0 R11 50 60 10 75 75 0 R11 85 75 -10 90 80 -10.00
R12 65 70 5 90 100 10 R12 65 50 -15 75 70 -5 R12 110 75 -35 120 80 -40.00
N 12 12 12 12 12 12 N 12 12 12 12 12 12 N 12 12 12 12 12 12
Média 87.08 87.92 0.83 ] 100.42 101.67 1.25 Média | 66.25 60.42 -5.83]80.83 80.00 -0.83 Média | 68.33 54.17 -14.17]77.92 63.33 -14.58
Desvio 20.50 17.38 557 | 16.44 15.13 6.78 § Desvio | 28.69 28.56 8.75 | 34.17 33.57 8.48 Desvio | 38.98 29.14 14.28 |42.93 3143 16.58
EPM 5.92 5.02 1.61 4.75 4.37 1.96 EPM 8.28 8.24 2.53 | 9.86 9.69 2.45 EPM 11.25 841 412 1239 9.07 4.79
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Tabela 3. Resultados individuais para o tempo de congelamento pés-estimula¢do, em segundos
(Medo Incondicionado - SCPd), antes (LB) e ap6s a administracdo (TESTE) de salina
(CONTROLE), muscimol 1 nmol (MUS 1) ou 2 nmol (MUS 2), semicarbazida 5 pg (SMC 5) ou
7,5 ug (SMC 7,5) intra-SCPd.

Congelamento Congelamento Congelamento
CONTROLE=TH | TESTE MUS 1 LB |TESTE MUS 2 LB |TESTE
R1 102 206 R1 296 107 R1 277 241
R2 71 75 R2 231 118 R2 254 266
R3 74 58 R3 299 281 R3 166 118
R4 270 242 R4 297 28 R4 61 18
R5 99 108 R5 103 238 R5 18 15
R6 170 179 R6 109 65 R6 231 154
R7 290 133 R7 69 100 R7 224 148
R8 245 230 R8 298 298 R8 277 223
R9 212 230 R9 298 187 R9 109 87
R10 61 101 R10 40 150 R10 256 131
R11 197 207 R11 111 199 R11 215 135
R12 230 210 R12 279 168 R12 287 205
- - - R13 47 50 R13 85 57
- - - R14 78 66 R14 103 76
- - - R15 96 113 R15 124 97
N 12 12 N 15 15 N 15 15
Média 168.42 164.92 Média  176.73 144.53 Média  179.13 131.40
Desvio 83.48 66.03 Desvio 108.30 82.96 Desvio 89.04 77.04
EPM 2410 19.06 EPM 27.96 2142 EPM 22,99 19.89
Congelamento Congelamento Congelamento
CONTROLE—rg | TESTE SMCS LB |TESTE SMC7.5 =g | TESTE
R1 132 154 R1 233 290 R1 50 125
R2 57 48 R2 61 116 R2 290 300
R3 232 192 R3 103 226 R3 137 292
R4 113 137 R4 213 263 R4 104 289
R5 99 137 R5 118 278 R5 160 292
R6 125 159 R6 191 170 R6 168 274
R7 114 99 R7 170 223 R7 80 161
R8 120 103 R8 197 248 R8 130 238
R9 135 128 R9 64 219 R9 248 274
R10 154 142 R10 63 165 R10 138 262
R11 178 191 R11 138 59 R11 220 148
R12 100 90 R12 75 204 R12 108 214
N 12 12 N 12 12 N 12 12
Média 129.92 131.67 Média  135.50 205.08 Média  152.75 239.08
Desvio 43.87 41.79 Desvio 63.61 67.95 Desvio 70.02 62.38
EPM 12.66 12.06 EPM 18.36 19.62 EPM 20.21 18.01
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Tabela 4. Resultados individuais para o teste do sobressalto potencializado pelo medo e congelamento condicionado (Medo Condicionado -
SCPd), referentes aos animais que receberam microinjecéo de salina (CONTROLE), muscimol 1 nmol (MUS 1) ou 2 nmol (MUS 2) intra-SCPd

antes da sessdo teste.

CONTROLE CONG (s) SO-SOM LUZ-SOM MUS1 CONG (s) SO-SOM LUZ-SOM MUS2 CONG (s) SO-SOM LUZ-SOM
R1 748 957 1547 R1 188 240 334 R1 311 158 196
R2 284 854 1464 R2 140 179 319 R2 572 883 1083
R3 473 463 1176 R3 370 58 154 R3 180 285 565
R4 1130 1241 1283 R4 133 95 205 R4 299 367 823
R5 164 320 894 R5 38 778 1134 R5 606 759 1141
R6 236 169 179 R6 0 1202 1840 R6 446 738 681
R7 894 364 1299 R7 323 407 547 R7 507 185 226
R8 611 60 206 R8 297 197 205 R8 124 57 361
R9 323 398 612 R9 25 241 176 R9 118 221 214
R10 1060 338 1127 R10 184 379 660 R10 50 68 58
R11 702 306 475 R11 553 747 843 R11 28 162 172
R12 253 132 215 R12 275 34 37 R12 186 566 1108
R13 340 620 985 R13 158 355 494 R13 116 231 869
R14 422 463 961 R14 0 399 502 R14 271 744 1199

- - - - R15 229 219 610 R15 283 109 424

- - - - - - - - R16 441 213 573

N 14 14 14 N 15 15 15 N 16 16 16
Média 545.71 477.5 887.35 Média 194.20 368.67 537.33 Média 283.63 359.13 605.81
Desvio 316.84 334.78 473.39 Desvio 153.79 317.57 463.50 Desvio 184.47 280.41 390.73
EPM 84.68 89.47 126.51 EPM 39.71 82.00 119.68 EPM 46.12 70.10 97.68
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Tabela 5. Resultados individuais para o teste do sobressalto potencializado pelo medo e congelamento condicionado (Medo Condicionado -
SCPd), referentes aos animais que receberam microinjecdo de salina (CONTROLE), semicarbazida 5pg (SMC 5) ou 7,5 pg (SMC 7,5) intra-SCPd
antes da sessdo teste.

CONTROLE CONG SO-SOM LUZ-SOM SMC5 CONG SO-SOM LUZ-SOM SMC 7,5 CONG SO-soM LUZ-SOM
R1 579 508 858 R1 674 185 288 R1 407 350 471
R2 250 81 154 R2 618 92 117 R2 670 454 805
R3 526 238 501 R3 416 1068 1382 R3 1160 597 548
R4 358 486 1096 R4 1692 29 46 R4 554 100 560
R5 393 849 1366 R5 408 444 547 R5 709 183 320
R6 717 69 104 R6 761 596 978 R6 467 280 663
R7 346 826 1563 R7 464 181 311 R7 580 175 246
R8 502 104 145 R8 658 626 1239 R8 900 231 297
R9 314 768 958 R9 673 125 153 R9 571 672 1,188

R10 504 537 669 R10 327 680 945 R10 476 1,091 1,377
R11 383 1056 1746 R11 615 222 620 R11 541 1,557 1,708
R12 699 524 645 R12 562 585 933 - - - -
R13 693 600 724 R13 254 212 601 - - - -
R14 0 222 313 R14 377 85 274 - - - -
- - - - R15 826 747 820 - - - -
- - - - R16 197 260 602 - - - -
N 14 14 14 N 16 16 16 N 11 11 11
Média 447.43 490.57 774.43 Média 595.13 383.56 616.00 Média 639.55 517.27 743.91
Desvio 197.74 314.28 526.86 Desvio 344.56 300.50 405.57 Desvio 219.16 448.75 480.81
EPM 52.85 84.00 140.81 EPM 86.14 75.13 101.39 EPM 66.08 135.30 144.97
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Tabela 6. Resultados individuais da estimulacéo elétrica (Medo Incondicionado - CI). Valores dos limiares de estimulacéo elétrica (LA) do ClI
antes (LB) e depois (TESTE) da administracdo de salina (CONTROLE), muscimol 1 nmol (MUS 1) ou 2 nmol (MUS 2) e a diferenca entre os
limiares (Delta), necessarios para a exibi¢do dos comportamentos de congelamento e fuga.

CONTROLE Congelamento Fuga MUS 1 Congelamento Fuga MUS 2 Congelamento Fuga
LB |TESTE| Detta| LB [TESTE| Delta LB |TESTE| Detta| LB [TESTE[ Delta 1B [TEsTE[ Detta| LB [TESTE| Detta
R1 140 120 -20 145 130 -15 R1 60 60 0 65 75 10 R1 105 135 30 110 230 120
R2 60 65 70 75 5 R2 30 35 5 40 50 10 R2 150 170 20 175 275 100
R3 110 115 5 140 135 -5 R3 110 130 20 120 200 80 R3 100 120 20 110 220 110
R4 175 180 5 190 190 0 R4 50 70 20 60 105 45 R4 45 55 10 50 70 20
R5 140 125 -15 150 130 -20 R5 60 75 15 65 95 30 R5 165 200 35 170 260 90
R6 130 135 5 135 140 5 R6 35 45 10 40 60 20 R6 70 140 70 75 195 120
R7 120 115 -5 130 125 -5 R7 70 80 10 85 115 30 R7 75 145 70 80 170 90
R8 85 90 5 95 100 5 R8 55 55 0 65 75 10 R8 30 50 20 35 60 25
R9 55 60 5 60 65 5 R9 20 25 5 25 35 10 R9 55 60 5 60 80 20
N 9 9 9 9 9 9 N 9 9 9 9 9 9 N 9 9 9 9 9 9
Média 112.78 111.67 -1.11§123.89 121.11 -2.78 Média | 54.44 63.89 9.44 ]62.78 90.00 27.22 Média | 88.33 119.44 31.11]96.11 173.33 77.22
Desvio 39.70 36.74 9.93 | 4144 3740 9.39 Desvio | 26.39 30.80 7.68 | 27.96 48.67 23.33 @ Desvio | 46.10 53.47 23.82]49.92 83.63 43.09
EPM 13.23 1225 3.31 | 1381 1247 3.13 EPM 880 10.27 256 9.32 16.22 7.78 EPM | 1537 1782 7.94 ]|16.64 2788 14.36
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Tabela 7. Resultados individuais da estimulacéo elétrica (Medo Incondicionado - CI). Valores dos limiares de estimulacéo elétrica (LA) do CI
antes (LB) e depois (TESTE) da administragdo de salina (CONTROLE), semicarbazida 5 pg (SMC 5) ou 7,5 pug (SMC 7,5) e a diferenga entre 0s
limiares (Delta), necessarios para a exibi¢do dos comportamentos de congelamento e fuga.

CONTROLE Congelamento Fuga SMC5 Congelamento Fuga SMC 7.5 Congelamento Fuga

LB |TESTE| Detta| LB [TESTE| Delta LB |TESTE| Detta| LB [TESTE| Delta 1B [TEsTE[ Detta| LB [TESTE| Delta

R1 80 80 0 85 85 0 R1 85 60 -25 110 70 -40 R1 55 60 5 60 65 5.00

R2 110 105 -5 125 120 -5 R2 60 60 0 90 85 -5 R2 35 40 5 45 45 0.00

R3 75 80 5 90 100 10 R3 120 120 0 140 140 0 R3 70 70 0 75 75 0.00

R4 55 50 -5 70 75 5 R4 65 50 -15 85 75 -10 R4 35 25 -10 40 35 -5.00

R5 80 85 5 90 95 5 R5 135 180 45 140 185 45 R5 55 55 0 60 60 0.00

R6 30 30 0 40 40 0 R6 95 95 0 100 100 0 R6 30 20 -10 30 35 5.00
R7 30 30 0 35 35 0 R7 85 85 0 110 110 0 R7 60 70 10 70 80 10.00
R8 70 75 5 80 85 5 R8 40 40 0 45 50 5 R8 70 50 -20 75 60 -15.00

R9 45 40 -5 55 55 0 R9 40 25 -15 55 30 -25 R9 25 30 5 30 25 -5.00
R10 70 70 0 85 80 -5 R10 40 25 -15 45 35 -10 R10 25 30 5 35 40 5.00

N 10 10 10 10 10 10 N 10 10 10 10 10 10 N 10 10 10 10 10 10
Média 6450 6450 0.00 ] 7550 77.00 1.50 Média | 76.50 74.00 -2.50]92.00 88.00 -4.00 Média | 46.00 45.00 -1.00}]52.00 52.00 0.00
Desvio 2488 2554 4.08] 26.71 26.79 4.74 Desvio | 33.67 48.12 19.04]35.21 48.14 21.96 Desvio |17.92 1856 9.37 | 18.14 1859 7.07
EPM 7.87 8.08 1.29 8.45 8.47 1.50 EPM ]10.65 15.22 6.02 J11.14 1522 6.94 EPM 5.67 5.87 296 | 5.73 5.88 2.24
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Tabela 8. Resultados individuais para o tempo de congelamento pos-estimulacdo, em segundos
(Medo Incondicionado - CI), antes (LB) e apds a administracdo (TESTE) de salina
(CONTROLE), muscimol 1 nmol (MUS 1) ou 2 nmol (MUS 2), semicarbazida 5 pg (SMC 5) ou

7,5 ug (SMC 7,5) intra-Cl.

Congelamento Congelamento Congelamento
CONTROLE LBg | TESTE MUS 1 LBg | TESTE MUS 2 LBg | TESTE
R1 47 29 R1 146 139 R1 123 107
R2 217 198 R2 135 209 R2 154 168
R3 170 143 R3 171 48 R3 89 117
R4 209 179 R4 127 87 R4 138 124
R5 179 200 R5 50 69 R5 133 194
R6 178 189 R6 249 202 R6 179 186
R7 150 139 R7 121 178 R7 198 139
R8 168 147 R8 88 138 R8 200 177
R9 153 171 R9 158 117 R9 169 199
N 9 9 N 9 9 N 9 9
Média 163.44 155.00 Média 138.33 131.89 Média 153.67 156.78
Desvio 49.13 52.68 Desvio 55.38 57.34 Desvio 36.72 35.37
EPM 16.38 17.56 EPM 18.46 19.11 EPM 12.24  11.79
Congelamento Congelamento Congelamento
CONTROLE |_|3g | TESTE SMCS |_|3g | TESTE SMc 7.5 LBg | TESTE
R1 162 192 R1 178 198 R1 138 157
R2 174 202 R2 146 195 R2 195 185
R3 152 128 R3 216 229 R3 111 130
R4 135 158 R4 77 a0 R4 155 169
R5 181 168 R5 139 124 R5 133 162
R6 114 103 R6 154 138 R6 224 202
R7 164 173 R7 163 192 R7 63 92
R8 177 185 R8 128 139 R8 154 138
R9 147 128 - - - R9 137 158
R10 162 140 - - - R10 163 177
N 10 10 N 8 8 N 10 10
Média 156.80 157.70 Média 150.13 163.13 Média 147.30 157.00
Desvio 20.61 32.14 Desvio 40.13 47.05 Desvio 43.88 31.08
EPM 6.52 10.16 EPM 14.19 16.64 EPM 13.88 9.83
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Tabela 9. Resultados individuais para o teste do sobressalto potencializado pelo medo e congelamento condicionado (Medo Condicionado - CI), referentes

ao0s animais que receberam microinje¢éo de salina (CONTROLE), muscimol 1 nmol (MUS 1) ou 2 nmol (MUS 2) intra-Cl antes da sesséo teste.

CONTROLE CONG SO-SOM LUZ-SOM MUSC 1 CONG SO-SOM LUZ-SOM MUSC 2 CONG SO-SOM LUZ-SOM
R1 380 746 790 R1 75 110 79 R1 196 398 1032
R2 152 162 168 R2 397 202 568 R2 368 666 1071
R3 404 912 1102 R3 38 188 251 R3 306 1091 1241
R4 389 524 956 R4 112 482 1020 R4 186 449 793
R5 161 774 902 R5 427 971 1771 R5 53 116 446
R6 99 323 556 R6 103 138 202 R6 101 248 342
R7 210 1669 1539 R7 346 514 923 R7 483 392 575
R8 81 541 567 R8 129 473 823 R8 214 1,025 1,573
R9 78 422 1121 R9 213 115 463 R9 663 469 684
R10 75 381 561 R10 0 139 358 R10 488 1,143 1,160
R11 424 605 868 R11 209 264 766 R11 338 784 1,095
R12 243 434 864 R12 446 1235 984 R12 438 329 912
R13 168 625 1201 R13 302 234 464 R13 297 214 460
R14 30 143 121 R14 9 224 551 R14 523 160 580
R15 210 163 579 R15 50 410 443 R15 85 89 106
R16 354 621 862 R16 73 266 471 - - - -
R17 177 123 115 - - - - - - - -
R18 352 324 819 - - - - - - - -
R19 401 450 1,082 - - - - - - - -

N 19 19 19 N 16 16 16 N 15 15 15
MEDIA 230.95 523.26 777.53 MEDIA 183.06 372.81 633.56 MEDIA 315.93 504.87 804.67
DP 133.36 356.83 377.74 DP 154.36 318.10 412.38 DP 179.23 356.41 395.78
EPM 30.60 81.86 86.66 EPM 3859 79.52 103.10 EPM 46.28 92.02 102.19
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Tabela 10. Resultados individuais para o teste do sobressalto potencializado pelo medo e congelamento condicionado (Medo Condicionado - Cl), referentes
aos animais que receberam microinjecao de salina (CONTROLE) ou semicarbazida 5ug (SMC 5) intra-Cl antes da sessdo teste.

CONTROLE CONG SO-SOM LUZ-SOM SMC 5 CONG SO-SOM LUZ-SOM
R1 32 541 486 R1 733 373 564
R2 560 808 1,513 R2 336 903 743
R3 516 344 605 R3 312 151 268
R4 149 378 669 R4 486 160 348
R5 40 365 516 R5 522 399 613
R6 576 771 1,151 R6 619 462 1,228
R7 760 1,475 1,393 R7 136 95 175
R8 463 450 830 R8 183 660 1,413
R9 242 193 362 R9 483 545 689

R10 536 791 895 R10 253 711 1,341
R11 333 309 668 R11 261 169 333
R12 343 190 600 R12 295 4327 1096.67
R13 106 418.07 1079.7 R13 259 272 843
R14 154 134 312 R14 360 420 888
R15 319 151 461 R15 236 209 470
N 15 15 15 N 15 15 15
MEDIA 34193 487.87 769.38 MEDIA 36493 397.45 734.18
DP 22132 353.79 367.82 DP 168.72  233.48 396.00
EPM 57.14  91.35 94.97 EPM 43.56 60.28 102.25
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