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RESUMO

Figueiredo, Rebeca Machado. Efeitos da dopamina intranasal nas respostas defensivas de
ratos em modelos comportamentais de panico: participagdo dos receptores dopaminérgicos do
tipo D, 2021. Tese (Doutorado em Medicina). Area de Pds-graduacdo em
Neurologia/Neurociéncias, da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de
Séo Paulo.

O individuo que sofre de ansiedade patoldgica desenvolve uma expectativa de perigo
ou ameaca futura a sua sobrevivéncia que geralmente o torna vulneravel a ocorréncia de
ataques ou transtorno do panico. Estudos pré-clinicos e clinicos mostram a ativacdo de
circuitos de medo nessa doenga psiquiatrica, sendo a substancia cinzenta periaquedutal dorsal
(SCPd) o substrato neural que mais se destaca. Por estar localizada no mesencéfalo, a SCPd
modula a saida de informacdes geradas por estruturas que compdem o sistema encefalico de
defesa. Sua estimulacdo elétrica produz respostas defensivas que sdo sugeridas assemelharem-
se a ataques de panico. Um dos neurotransmissores que parece controlar essas respostas ¢ a
dopamina (DA) via receptores do tipo D1 e D2. Esse neurotransmissor parece exercer um
papel dual na mediacdo das respostas de medo, visto que na via mesocorticolimbica,
originada da area tegmental ventral do mesencéfalo, parecem facilitar o medo aprendido,
enquanto em estruturas mesencefalicas dorsais, como a SCPd, parecem inibir as reacGes
inatas de medo. Entretanto, desconhece-se a origem dessa ultima via dopaminérgica. Este
trabalho buscou compreender o papel da DA nas respostas defensivas em modelos
comportamentais de panico, permitindo o conhecimento da mediacdo dopaminérgica em
estruturas mesencefalicas, como a SCPd. Os experimentos conduzidos basearam-se na
estimulagdo elétrica da SCPd, e na aplicacdo de dopamina por vias central e intranasal (IN),
no teste do labirinto em T elevado, no de campo aberto e modelo de confronto entre presa e
predador. A DA-IN, na dose de 2 mg/kg, aumenta o limiar de fuga dos animais submetidos a
estimulagdo elétrica da SCPd e o pré- tratamento com Sulpirida reverteu o efeito da DA-IN no
limiar de fuga de ratos submetidos a estimulagéo elétrica da SCPd, sugerindo uma mediagéo
desse efeito por receptores do tipo D2.

Palavras-chave: Comportamento de defesa; Modelos de ataques de panico; Sistema

dopaminérgico; Receptor dopaminérgico do tipo D2.



ABSTRACT

Figueiredo, Rebeca Machado. Effects of intranasal dopamine on the defensive responses of
rats in panic behavioral models: participation of dopaminergic receptors type D,. 2021.
Thesis (Doctorate in Medicine). Neurology / Neuroscience Post-Graduate Area, Ribeirdo
Preto Medical School, University of S&o Paulo.

The individual who suffers from pathological anxiety developing an expectation of
danger or future threat to his/her priority which generally makes him/her vulnerable to the
occurrence of panic disorder. Pre-clinical and clinical studies have demonstrated the
activation of fear circuits in this psychiatric disease, with the dorsal periaqueductal grey
matter (dPAG) being the most prominent neural substrate. Because it is located in the
midbrain, the dPAG modules outputs information generated by structures that comprises the
encephalic defense system. Its electrical stimulation produces defensive responses that are
suggested to resemble panic attacks. One of the neurotransmitters that seems to control these
responses is dopamine (DA) via D1 and D2 type receptors. This neurotransmitter seems to
play a dual role in mediating fear responses, since when acting on in the mesocorticolimbic
pathway originating from the ventral tegmental area of the midbrain, the learned fear seems
to be facilitated, while acting on dorsal mesencephalic structures, such as the dPAG, seems to
inhibit fear-related responses. However, the origin of this former dopaminergic pathway is
unknown. This work aimed to understand the role of DA in defensive responses displayed by
rats in behavioural models of panic, clarifying the dopaminergic mediation in mesencephalic
structures, such as dPAG. The experiments performed were electrical stimulation of the
dPAG, and application of dopamine by central and intranasal (IN) routes, the elevated T
maze test, the open field test and the confrontation between prey (rats) and predators
(venomous snakes). DA-IN, in a dose of 2 mg / kg, increases the escape threshold of animals
submitted to the electrical stimulation of SCPd, and the pretreatment of Sulpiride reversed the
effect of DA-IN on escape threshold of rats stimulated in SCPd, suggesting a mediation of this
effect by dopaminergic type D2 receptors.

Key-words: Defensive behaviour; Experimental models of panic attack; Dopaminergic

system; Dopaminergic receptors type D2
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1 INTRODUCAO

1.1 EXPRESSOES DAS EMOCOES

As emogdes sdo o elemento fundamental para a vida dos seres humanos. Elas moldam
as situacOes do cotidiano e sdo indispensaveis para a sobrevivéncia das espécies (LEDOUX,
1991, 2000; ADOLPHS, 2010; SPUNT; ADOLPHS, 2019). Este tema desperta uma
incansavel curiosidade de pesquisadores que desejam compreender quais sdo suas bases
neurais e fisioldgicas.

Refletindo sob um panorama histdrico, este interesse surgiu no ano de 1872, quando
Charles Darwin publicou o livro “A expressdo das emog¢des nos homens e animais”
(LEDOUX, 1998; BRANDAO, 2019).

Nessa obra, Darwin pontuou trés principais principios das expressfes das emocdes:

a) Principio da utilidade dos habitos, onde comportamentos caracteristicos
refletem a maneira que 0s animais expressam suas emog0es perante os pares. Um exemplo
deste comportamento pode ser visto no ser humano, quando enrijecemos 0s dentes numa
situacdo de extrema raiva, ou em um cachorro, 0 qual mostra suas presas antes de um ataque,
ou, ainda, quando se abaixa os olhos numa situacéo de submissao.

b) Principio da antitese, onde emocGes opostas sdo manifestadas por posturas
opostas. Por exemplo, numa situacao de orgulho, a pessoa estufa seu térax ou, envergonhada,
comprime-o, esperando passar despercebida.

C) Principio da acdo direta do sistema nervoso central, que afirma que ajustes
fisioldgicos estdo envolvidos em determinados estados emocionais que preparam 0S
organismos para reagir em situacdes adversas. Por exemplo, em uma situacdo de perigo, o
corpo libera adrenalina para prepara-lo para a situacdo de luta ou fuga.

Portanto, o ser humano e os animais, em geral, apresentam comportamentos tipicos
face a percepcdo momentéanea do ambiente no qual estdo inseridos. Essa percepgdo provocara
respostas instintivas num amplo espectro de alternativas (FEITOSA; DARWIN, 1999;
BRANDAO, 2019)

Quando o estimulo aversivo é potencial ou distante, provoca as seguintes respostas
defensivas:

a) Avaliacdo de risco, que consiste em um comportamento defensivo que ocorre na

presenca de um perigo em potencial. Esta resposta induz um estado de alerta no animal e
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permite a realizacdo de uma varredura do ambiente a procura de sinais ameacadores
(SHUHAMA et al., 2007).

b) Imobilidade defensiva ou “Congelamento” (freezing), que corresponde a
paralisacdo quase que absoluta de movimentos perceptiveis, exceto pelos movimentos
respiratérios. Essa resposta € emitida como uma estratégia defensiva quando o estimulo
ameacador é real, mas ainda se encontra distante do animal (BLANCHARD; BLANCHARD,
1989b; SHUHAMA et al., 2007).

Quando o estimulo ameacador é de uma intensidade maior e estd préximo, as
respostas defensivas séo as seguintes:

a) Fuga, que se traduz na resposta emitida quando a ameaca esta muito proxima e
existe a possibilidade de escape, pois 0 ambiente proporciona rotas de fuga, tais como lugares
seguros, como, por exemplo, uma toca, locais elevados ou, no caso de animais aquaticos, a
agua de rios, lagos e mar (BLANCHARD; BLANCHARD, 1989a; SHUHAMA et al., 2007).

b) Ameaca defensiva / Luta, quando o perigo estad bem proximo e rotas de fuga
ndo sdo disponiveis. O ser ameacado adota, este caso, uma postura de defesa, emitindo
vocalizag6es, adotando uma postura mais altaneira e olhar mais ameacador, sinalizando para o
oponente a possibilidade de um contra-ataque (BLANCHARD et al., 1989; SHUHAMA et
al., 2007)

c¢) Imobilidade ténica , que consiste em uma reacdo de defesa extrema, caracterizada
por imobilidade rigida e perscrutacdo discreta do ambiente que cerca a presa; comportamento
gue se expressa quando o animal ja esta sob as garras do predador, sendo também considerado
como pseudo-morte (VIEIRA-RASTELI et al., 2018)

1.3 ANSIEDADE E MEDO

A maneira como as respostas se manifestam foi herdada através da evolugdo das
espécies e traz insights fundamentais para a compreensdo das emocdes nos seres humanos
(LEDOUX, 1991, 1998; FEITOSA; DARWIN, 1999; BRANDAO, 2019).

A ansiedade e medo, por exemplo, sdo emocGes convergentes que, decorrentes de uma
ameaca, eminente ou ndo, levam os individuos a apresentarem respostas comportamentais e
fisiologicas esperadas, a fim de evitarem ou mesmo fugirem da situagdo, garantindo a
autoprotecdo e, institivamente, assegurando o perpetuar da espécie (LEDOUX, 1998).

No entanto, mesmo com essas emocdes fazendo parte do repertdrio de sobrevivéncia

dos individuos, a problematica aparece quando estas manifestacGes sdo excessivas, trazendo
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como consequéncias 0 que se conhece como transtornos psiquiatricos (LEDOUX, 1991,
2000).

Dados do website “Our world in Data’ relatam que a prevaléncia dos transtornos de
ansiedade em todo o mundo varia de 2,5 a 7% por pais. Em um panorama global, cerca de
284 milhdes de pessoas experimentaram um transtorno de ansiedade em 2017; dessa forma,
tornando-se o transtorno de saude mental de maior prevaléncia. O individuo que sofre com
essa patologia desenvolve uma expectativa de perigo ou ameaca futura a sua sobrevivéncia
(LENT, 2002) que geralmente o torna vulneravel a ocorréncia de ataques ou transtornos do

panico (REISS; BOOTZIN, 1985; REISS, 1991; MCNALLY, 2002).

1.4 TRANSTORNO DO PANICO

O transtorno do panico ¢ caracterizado por ataques de medo intenso inesperados e
repetidos, com pico de duracdo de cerca de dez minutos e com varios sintomas associados,
tais como, taquicardia, angina pectoris, suor, tremores, tontura, desmaios, dispneia e sensagdo
de morte iminente (BIGHELLI et al., 2018).

Estudos para medir a prevaléncia desse transtorno na populacdo mundial sugerem que
1,7% a 4,7% dos adultos e adolescentes sdo acometidos por esse transtorno mental (POLITIS
et al., 2020). Algumas intervencGes farmacoldgicas, principalmente utilizando
benzodiazepinicos e inibidores de captacdo de serotonina cronicamente administrados, com o
proposito de tratar os ataques de panico, e abordagens psicoldgicas, com o intuito de tratar a
ansiedade antecipatoria, tém sido utilizadas como tratamento (FURUKAWA et al., 2007;
BIGHELLI et al., 2018).

Entretanto, para que se tenha intervencdo farmacologica efetiva, faz-se necessario
conhecer como o substrato e circuitaria neurais atuam durante a manifestacdo dessas emocoes
(LEDOUX, 1998; BRANDAO, 2019). Modelos experimentais de ataques de panico
utilizando confrontos entre serpentes e animais de laboratério vém permitindo estabelecer
algumas das bases neurobiologicas de comportamentos que se assemelham aqueles
apresentados por pacientes durante ataques de panico (PASCHOALIN-MAURIN et al.,
2018a), assim como tém sido concebidos para desvendar as vias neurais e 0S
neuromoduladores que controlam a expresséo de tais reagcdes comportamentais (ALMADA et
al., 2021).
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1.5 MODELOS ANIMAIS

Efetivamente, modelos animais de doengas mentais (COIMBRA, NORBERTO
CYSNE et al.,, 2017; PASCHOALIN-MAURIN et al., 2018a; MENDES-GOMES et al.,
2020) séo algumas ferramentas neuropsicobiologicas utilizadas em laboratérios de pesquisas
em neurociéncias para que se possa ter uma compreensdo mais detalhada dos diferentes
aspectos da neurobiologia das doencas mentais, que embase a etologia e sintomatologia das
diferentes psicopatologias (TREIT et al., 2010).

Porém, para que um modelo animal seja adotado adequadamente e produza resultados
comparaveis aqueles comportamentos patoldgicos apresentados por seres humanos, €
necessaria uma andlise criteriosa, constituida por trés aspectos de validacdo: Validade de face,
Validade de constructo e Validade preditiva. Ou seja, 0 modelo animal precisa englobar
aspectos tedricos e sintomatoldgicos da doenca que simula, aspectos etoldgicos correlatos e,
por fim, precisa ser sensivel a tratamentos farmacoldgicos utilizados para o tratamento de uma
determinada doenca (PALANZA, 2001; CHADMAN et al., 2009). Um exemplo disso foi o
trabalho publicado por Paschoalin-Maurin e colaboradores (2018), que validaram o modelo de
ataques de panico baseado no paradigma de confronto entre presa e serpentes. Nesse estudo,

Mesocricetus auratus foram pré-tratados com drogas ansioliticas e panicoliticas classicas, tais

como o alprazolam e a paroxetina, e foram confrontados com serpentes corais peconhentas da

espécie Micrurus frontalis (Reptilia; Elapidae). A presenca da serpente causou uma clara

ativacdo comportamental, caracterizada como alerta defensivo, imobilidade defensiva,
aproximacdo cautelosa, e fuga, tendo havido, ainda, um aumento da expressao da proteina Fos
em estruturas-chave do sistema limbico ou a ele funcionalmente relacionadas, tais como o
complexo amigdaloide, o hipotdlamo e a substancia cinzenta periaquedutal. O pré-tratamento
dos roedores com as drogas de acao panicolitica atenuou ndo somente as respostas de defesa
apresentadas pelos animais de laboratério na presenca da serpente coral verdadeira, como
também diminuiu significantemente a ativacdo das estruturas do sistema limbico recrutadas
para a organizacdo das reacGes defensivas que tém sido relacionadas & ansiedade
antecipatoria, e ao panico.

Existe uma variedade de tipos de modelos animais que medem diferentes padrdes de
resposta comportamentais. Estas respostas podem envolver paradigmas de medo
condicionado, quando o objetivo é estudar principalmente aspectos da aprendizagem, ou
paradigmas de medo incondicionado, os quais tentam mimetizar situacbes em que o animal
experimental apresente respostas comportamentais de defesa na presenca ou ameaca de
estimulos naturalmente aversivos para ele (LISTER, 1990; CAMPOS et al., 2013).
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Na realidade, é por meio deste segundo paradigma, que se busca compreender as bases
neurais e neuroquimicas de sinais e sintomas que 0s pacientes apresentam na sindrome do
panico, assim como as respostas do comportamento defensivo de ataques de panico. No que
se refere a0 medo incondicionado e condicionado, por serem estes baseados em uma emocéo
amplamente estudada, j& se tem um entendimento mais aprofundado das bases neurais
envolvidas nas expressdes das respostas comportamentais relacionadas ao medo (LEDOUX,
1998).

1.6 BASES NEURAIS DO COMPORTAMENTO DE DEFESA

O complexo amigdaloide, por exemplo, € uma das principais estruturas envolvidas na
circuitaria do medo. Composto por trés ndcleos (basolateral, central e medial), essa estrutura
limbica tem a fungdo de avaliar o nivel da ameaga dos estimulos sensoriais e, frente a uma
ameaca potencial, dispara sinais neurais para outras estruturas limbicas com a finalidade de
desencadear reacGes emocionais defensivas (LENT, 2002; GROSS; CANTERAS, 2012;
CANTERAS; GRAEFF, 2014; BRANDAO, 2019).

O hipotalamo também faz parte das bases neurais das reacdes de medo, pois, além de
controlar a homeostase corporal, possui componentes de respostas motoras, autondémicas e
enddcrinas que embasam a geracdo e a elaboracdo das respostas emocionais (LENT, 2002;
CANTERAS; GRAEFF, 2014; BRANDAO, 2019). Recentemente, nossa equipe mostrou o
envolvimento do hipotadlamo anterior (FALCONI-SOBRINHO; COIMBRA, 2018; ANJOS-
GARCIA, DOS; COIMBRA, 2019; FALCONI-SOBRINHO et al., 2021), do hipotalamo
medial (BIAGIONI et al.,, 2016b; ANJOS-GARCIA, DOS et al.,, 2017; FALCONI-
SOBRINHO; COIMBRA, 2018; dos ANJOS-GARCIA; COIMBRA, 2019; URIBE-
MARINO et al., 2019; KHAN et al., 2020) e do hipotalamo posterior (BIAGIONI et al.,
2016a; FALCONI-SOBRINHO; ANJOS-GARCIA; OLIVEIRA, DE; et al., 2017) na
organizacao de respostas de defesa similares a ataques de panico.

Posteriormente, a circuitaria que sera ativada ird depender da natureza e das
caracteristicas do estimulo aversivo. Estimulos condicionados e que estdo distantes do animal,
ativam um circuito neural constituido, principalmente, pelo nicleo mediano da rafe, pelo
septo, pelo hipocampo e pela substancia cinzenta periaquedutal (SCP) ventral, engquanto
estimulos intensos e préximos geram respostas incondicionadas de defesa, conhecidas por
ataques de panico em seres humanos, e tém sua mediacéo por estruturas do tronco encefélico,
como, por exemplo, a SCP dorsal (CANTERAS; GRAEFF, 2014).
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As estruturas dos circuitos neurais do medo séo organizadas de forma hierarquica no
encéfalo e quanto mais caudal a estrutura no encéfalo for, mais primitiva e comum serédo as
respostas defensivas, como no caso das respostas de panico. E quanto mais cortical for a
estrutura, maior serd a subjetividade e o refinamento da resposta comportamental, como a
ansiedade, seguida por reacBes autonémicas simpaticas, como taquicardia, aumento da
pressdo arterial, entre outras (BRANDAO, 2019). Por exemplo, nossa equipe demonstrou que
a estimulacdo quimica, com NMDA, de nuacleos do hipotdlamo medial elicia um
comportamento de fuga orientada para a toca e saltos verticais (ULLAH et al., 2015). Nao
obstante, uma estimulagdo com doses mais altas de amino&cidos excitatorios do hipotalamo
medial elicia respostas de fuga ndo-orientadas e mais explosivas, correlacionadas a um
aumento da expressdo da proteina Fos na substancia cinzenta periaquedutal (ULLAH et al.,
2015, 2017a). Ao serem blogueadas conexdes sinapticas na SCPdI, as reacdes panicogénicas
eliciadas pela estimulacdo da divisdo dorsomedial do hipotdlamo ventromedial de ratos séo
interrompidas (ULLAH et al., 2017a). Dessa forma, 0s autores sugerem que 0 comportamento
de fuga orientado para abrigos é organizado pelo hipotalamo, ao passo que reacdes de fuga
explosivas/ndo orientadas sdo organizadas por neurdnios da SCP.

A resposta de ansiedade possui funcdo adaptativa e motivacional, preparando o
individuo para ter um desempenho satisfatério em uma determinada tarefa (BRANDAO,
2019). Porém, quando a tensdo e as respostas fisiologicas estdo presentes de maneira
frequente e generalizada para diferentes estimulos, a ansiedade se torna patolégica. No que se
refere a respostas similares aquelas do tipo ansiedade e panico, apresentadas por animais em
alguns modelos animais de laboratorio, podemos considera-las parte do repertorio do
comportamento de defesa, por exemplo apresentado por roedores na presenca de serpentes
(GUIMARAES-COSTA et al., 2007; LOBAO-SOARES et al, 2008; COIMBRA,
NORBERTO C. et al., 2017b), ao passo que em modelos de disfuncdo cronica da atividade
GABAérgica (SHEKHAR, 1994; SHEKHAR et al., 1996) ou em modelos de hipoxia
(SPIACCI et al., 2015, 2018) se assemelham mais propriamente a reacOes patoldgicas de

ansiedade patoldgica e sindrome do panico.

1.7 SUBSTANCIA CINZENTA PERIAQUEDUTAL

Um substrato neural que se destaca nos estudos do funcionamento dessas circuitarias
é, inquestionavelmente, a SCP (NASHOLD et al., 1969; GERMAN et al., 2000; BRANDAO
et al., 2005).
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O termo SCP designa a regido do mesencefalo que circunda o aqueduto cerebral, a
qual €, inclusive, conservada entre muitas espécies de vertebrados (peixes 0sseos e
cartilaginosos, anfibios, répteis, aves e mamiferos) (KINGSBURY et al., 2011,
STEPHENSON-JONES et al., 2011). Sua posicao anatémica, entre 0o rombencéfalo e o
diencéfalo, proporciona-lhe uma localizagdo privilegiada, participando de vérios sistemas
sensoriais ascendentes e de trajetos sensoriais descendentes. Esta condic¢do sugere que a SCP
esta interligada a um grande numero de redes neurais que coordenam estratégias distintas para
enfrentar diferentes tipos de ameacas que culminem em estimulos estressores e dolorosos
(BEITZ, 1985). A SCP est4, inclusive, inserida no sistema endoégeno de modulagdo da dor
(COIMBRA et al., 2006), um sistema neural descendente recrutado em situages de perigo
iminente de morte (COIMBRA et al., 20017a).

A SCP recebe aferéncias de estruturas-chave do sistema limbico, como, por exemplo,
o hipotadlamo medial (ULLAH et al., 2017b), envia sinalizacdo para diferentes areas motoras,
sensoriais, autondmicas e limbicas (BANDLER et al., 1991), inclusive interconecta-se
reciprocamente com o proprio hipotalamo (FALCONI-SOBRINHO; ANJOS-GARCIA;
ELIAS-FILHO; et al., 2017; FALCONI-SOBRINHO et al., 2021).

Ao longo dos anos, alguns estudos comportamentais tém mostrado que a SCP é uma
estrutura critica na selecdo, organizacdo e no comando das reagdes defensivas
comportamentais e neurovegetativas (BEHBEHANI, 1995; BRANDAO et al., 1999;
COIMBRA et al., 2006; BIAGIONI et al., 2012; ULLAH et al., 2017b).

A SCP, na sua porcdo dorsal, tem um papel na mediacdo da saida de informacdes
geradas por estruturas que compdem o sistema encefalico de defesa e parece ser essencial
para a execugdo dos comportamentos defensivos (CANTERAS et al., 1997; RISOLD;
SWANSON, 1997; GRAEFF; GUIMARAES, 2012). Sua estimulagio quimica ou elétrica
produz respostas comportamentais de “congelamento” e fuga, acompanhadas por alteragdes
cardiovasculares e neurovegetativas similares aquelas observadas em situacdes aversivas
proximais, como o confronto com predadores (OLDS; OLDS, 1962; BRANDAO et al., 1999;
GRAEFF, 2004; ALMADA; COIMBRA, 2015).

Um periodo de imobilidade denominada “congelamento” poés-estimulagdo (CPE) ¢é
observado quando a estimulacdo elétrica ¢é finalizada e se refere a um processo de
transferéncia de informacdes para estruturas prosencefalicas, o que permite ao animal avaliar
as consequéncias da situacdo aversiva (VIANNA et al., 2001; BRANDAO et al., 2008;
CARVALHO et al., 2018). Tais evidéncias experimentais sugerem gque essas respostas

defensivas observadas em ratos se assemelham a imobilidade comumente vista em ataques de
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panico observados em seres humanos (NASHOLD et al., 1969; GRAEFF, 2002, 2004,
PASCHOALIN-MAURIN et al., 2018b).

O controle neuroquimico de reagdes defensivas ¢é realizado por diversos
neurotransmissores (ZANGROSSI; GRAEFF, 2014; COIMBRA, NORBERTO CYSNE et
al.,, 2017; CARVALHO et al., 2018). Estudos a respeito dos transtornos de ansiedade
geralmente enfatizam a acdo de monoaminas e indoloaminas na circuitaria encefalica
(BRANDAO; COIMBRA, 2018).

1.8 DOPAMINA

Um neurotransmissor que vem ganhado destaque nos estudos da circuitaria dos
comportamentos defensivos é a dopamina (DA) (BRANDAO et al., 2015b; BRANDAO;
COIMBRA, 2018), tendo em mente que seus receptores se encontram amplamente
distribuidos em substratos neurais envolvidos no circuito da recompensa e defesa (nucleo
accumbens e complexo amigdaloide).

Uma caracteristica dos receptores de DA é que sdo acoplados a proteina G, envolvida
no processo molecular com a funcéo de fazer a transducgéo de sinais, com finalidade de ativar
eventos intracelulares por estimulos externos (MOURA; VIDAL, 2011). Nas familias e
subfamilias dos receptores DA, encontram-se dois tipos principais de proteina G,
denominadas Gs e Gi, ambas atuando mediando o processo enziméatico da adenilato-ciclase
(MISSALE et al., 1998; AYANO, 2016; GUREVICH et al., 2016).

Os receptores dopaminérgicos do tipo D1(receptores D1, mas também D5) ativam a
proteina Gs, que ira ativar a enzima adenilato-ciclase, produzindo uma acdo estimulatoria e,
consequentemente, 0 aumento da resposta celular. No caso dos receptores de DA do tipo D2
(receptores D2, mas também D3 e D4), estes ativam a proteina Gi, que € inibitoria; logo,
inibem a atividade da enzima adenilato-ciclase, culminando na diminuicao da resposta celular
(MISSALE et al., 1998; MOURA; VIDAL, 2011; BEAULIEU; GAINETDINOV, 2011).

Para investigar qual € o envolvimento de cada tipo de receptor dopaminérgico na
expressao das respostas de medo, alguns estudos utilizam drogas antagonistas que irdo
dificultar a acdo dos agonistas em seus respectivos receptores (SOUZA CAETANO, DE et
al., 2013). No receptor D1, atuam o agonista SKF38393 e o0 antagonista SCH23390, ja quanto
aos receptores do tipo D2, o quinpirol é um tipo de agonista e a sulpirida atua como
antagonista. Evidéncias na literatura sugerem que o quinpirol pode atuar nos receptores pre-
sinapticos D2 localizados na area tegmental ventral (ATV), diminuindo os niveis de

dopamina nos campos terminais da via mesolimbica; j& a sulpirida parece atuar nos receptores
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dopaminérgicos pos-sinapticos (OLIVEIRA et al., 2009; OLIVEIRA, DE et al., 2011,
SOUZA CAETANO, DE et al., 2013).

Algumas estruturas ricas em receptores dopaminérgicos sdo o nucleus accumbens
(CASTRELLON et al., 2019), o giro do cingulo (LIU et al., 2020), o complexo amigdaloide
(LA MORA, DE et al., 2016), estruturas do teto mesencefalico (MUTHURAJU et al., 2016),
entre outras. Esses receptores respondem a DA proveniente da ATV (BOROWSKI,
KOKKINIDIS, 1996; PEZZE; FELDON, 2004) e tém um papel importante na modulacao de
respostas de defesa (BRANDAO; COIMBRA, 2018). De fato, os receptores dopaminérgicos
do tipo D2 podem ter um papel importante na modulagdo do medo e da ansiedade, assim
como da antinocicepcdo (TOBALDINI et al., 2018) induzida pelo medo, um fenémeno
comumente observado apoOs estimulacbes elétricas e quimicas de estruturas do tectum
(COIMBRA et al., 1992, 2006). Algo importante de se ressaltar € que a participacdo dos
neurotransmissores no medo e na ansiedade ird depender na natureza da informacdo do
estimulo aversivo.

Quanto a dopamina, observa-se que mencao a sua participacdo no processamento de
medo eliciado por estimulos aversivos condicionados é também encontrada na literatura
(SALINAS-HERNANDEZ et al., 2018; TANG et al., 2020). Evidéncias mostram que o
antagonismo de receptor D2 nos modelos comportamentais de paradigmas de medo
condicionado prejudica o fendmeno de condicionamento, mostrando a importancia desse
neurotransmissor para as expressdes das respostas de medo (OLIVEIRA, DE et al., 2006,
2009, 2011; SOUZA CAETANO, DE et al., 2013; BRANDAO et al., 2015a).

Logo, a via mesocorticolimbica, originada na ATV, parece facilitar o medo
condicionado. Quanto a participacdo da dopamina nas respostas de medo incondicionado, esta
ndo foi ainda muito bem estabelecida, mas existe uma hipdtese que a ativacdo de receptores
dopaminérgicos em areas mesencefélica, como a SCPd, inibe as reacdes inatas de medo;
porém, a origem dessa via ndo é muito conhecida. Brand&o et al. (2015) prop6em um
possivel papel dual da dopamina, a qual, em estruturas mais corticais, acabaria por facilitar o
medo elaborado nas estruturas mesencefalicas, como a SCPd, e parece inibir as reagdes inatas
de medo.

Ao se tratar do papel da DA na SCP, propriamente dito, muito se sabe sobre o
envolvimento desse neurotransmissor em sua porcao ventral (SCPv). Por exemplo, a injecao
de agonista do receptor dopaminérgico apomorfina na SCPv demonstrou causar efeitos
antinociceptivos (SCHOO et al., 2018), uma ativacdo de neurbnios positivos para tirosina

hidroxilase na SCPv, uma acéo antinociceptiva supraespinhal, e os neurénios dopaminérgicos
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na SCPv tiveram algum envolvimento com a elaboragdo da antinocicepg¢do opioide, via DA
downstream e liberagdo de glutamato (LI et al., 2016).

Por outro lado, pouco se sabe sobre a participacdo da SCPd em termos de possivel
mediacdo dopaminérgica nas reacGes de defesa, muito embora conexdes entre a area
dopaminérgica da zona incerta e a SCP ja& tenham sido recentemente demonstradas e
discutidas em termos de controle do comportamento de defesa (BRANDAO; COIMBRA,
2019).

1.9 VIAS DE ADMINISTRACAO DE DROGAS

A administracdo farmacoldgica de drogas de acdo central é uma ferramenta
imprescindivel no estudo da compreensdo das estruturas e circuitos encefalicos das respostas
neurofisiologicas e comportamentais. Pode ser realizada por diferentes vias de administracéo,
como, por exemplo, intraperitoneal (URIBE-MARINO et al., 2012; TWARDOWSCHY et al.,
2013), intramencefalica (de OLIVEIRA et al., 2014a; KHAN et al., 2020), intranasal
(TROSSBACH et al., 2014; de SOUZA SILVA et al., 2016; TALBOT et al., 2017; de
CARVALHO et al., 2019), entre outras.

A via intranasal, especificamente, tem seu interesse ampliado entre pesquisadores a
partir dos anos 1980. Esta via tem se mostrado eficaz ndo somente por ndo ser invasiva, mas
também pelo fato de que a droga, ao ser administrada, tem sua atuacdo direta no sistema
nervoso central (SNC) (LOCHHEAD; THORNE, 2012).

Portanto, enquanto a DA ndo atravessa a barreira hematoencefalica, sua administracdo
intranasal (DA-IN) atinge o SNC diretamente pela via oferecida pela mucosa nasal, ricamente
vascularizada e contendo neurbnios da via olfatdria, atingindo, em seguida, o cérebro,
fornecendo um meio alternativo de ativar o0s receptores dopaminérgicos encefalicos
(TAYEBATI et al., 2013; GIOIA, Dl et al., 2015; SOUZA SILVA, DE et al., 2016).

Foi demonstrado que a DA-IN em ratos se liga aos transportadores estriatais DA2
(SOUZA SILVA, DE et al., 2016), permitindo um aumento da DA extracelular no
neoestriado dorsal e ventral (SOUZA SILVA, M. A. DE et al., 2008), o que pode culminar em
efeitos antidepressivos (BUDDENBERG et al., 2008) e de promog¢do da memoria (RUOCCO
etal., 2014; TROSSBACH et al., 2014; WANG et al., 2017).
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1.10 HIPOTESE

Considerando o exposto, a hipotese do presente trabalho é de que (a) a ativacdo de
estruturas mesencefélicas dorsais, como a SCPd, causara respostas de medo inato, assim
como muito possivelmente ocorrerd em animais de laboratério submetidos ao teste do
labirinto em T- elevado e ao modelo de confronto entre presas e serpentes; (b) a
administracdo de dopamina por via intranasal atenuara, por meio do recrutamento de
receptores dopaminérgicos do tipo D2, as respostas comportamentais defensivas eliciadas
pela estimulacdo elétrica do teto mesencefalico, pela exposicdo dos roedores ao teste do
labirinto em T elevado e aquelas apresentadas por animais de laboratorio confrontados com

serpentes.

1.11 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho ¢ investigar o papel da DA e de seus receptores do tipo
D2 nas respostas defensivas em modelos comportamentais de panico, com o intuito de
compreender como se da essa mediacdo dopaminérgica do comportamento de defesa em

estruturas mesencefalicas, tais como a SCPd.

1.12 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Investigar os efeitos da DA-IN em modelos comportamentais de panico, como o da
estimulacgdo elétrica da SCPd, o do Labirinto em T elevado (LTE) e 0 modelo de confronto
presa versus predador (teste da arena poligonal para serpentes);

b) Investigar se os efeitos da DA-IN nos modelos comportamentais de panico dao-se via
receptores D2;

C) Averiguar se a DA-IN afeta o comportamento locomotor dos ratos no modelo de
campo aberto, assim como as reacdes de ansiedade comumente apresentada por roedores

expostos a esse modelo experimental,

1.13 ESTRUTURA DO TRABALHO

A partir desta introducdo, onde sdo apresentados os alguns aspectos da expressdo da
ansiedade e do medo em seres humanos, estabelecendo ligagbes com o comportamento
defensivo dos animais de laboratério, e destacando os objetivos geral e especificos, o capitulo
dois descreve o material e métodos utilizados nos experimentos e o0s modelos

comportamentais relativos aos estimulos aos quais foram submetidos os animais de
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laboratério no presente trabalho, destacando em cada modelo, a natureza do estimulo
provocado, 0s equipamentos utilizados, o procedimento experimental e as linhas de
experimento. Os experimentos conduzidos foram: (a) estimulacdo elétrica da SCPd, ap6s o
pré-tratamento dos animais com aplicacdo de dopamina central e intranasal, (b) o teste de
labirinto em T elevado, (c) o teste de campo aberto e (d) o modelo de confronto entre presa e
predador na arena poligonal enriquecida para serpentes (teste da arena poligonal para
serpentes). O capitulo trés apresenta os resultados de cada experimento, destacando, em
gréficos, os valores em delta dos limiares obtidos nos comportamentos de defesa nos
experimentos de numeros 1 a 3, os valores em delta tempo de esquiva e fuga relativos ao
experimento nimero 4, o nimero de cruzamentos e tempo de permanéncia no experimento do
campo aberto e os graficos, mostrando o comportamento dos ratos ameagados por serpentes.

O capitulo quatro discute os principais resultados alcancados.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 COMITE DE ETICA

Todos o0s experimentos receberam aprovacdo formal (processo 134/2018) da
Comisséo de Etica de uso de animais em pesquisas (CEUA) da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo (FMRP-USP) e foram realizados em
conformidade com as recomendac6es do Conselho Nacional de Controle de Experimentacédo
Animal — Ministério da Ciéncia e Tecnologia. Além disso, 0 nimero de animais usado foi o
minimo necessario para assegurar a confiabilidade estatisticas dos dados, e com todos 0s

esforcos para minimizar o sofrimento dos animais.

2.2 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar Hannover, machos (N =187), pensando entre 250 e 300
gramas, provenientes do Biotério Central da Universidade de S&o Paulo — Campus de
Ribeirdo Preto. Os animais foram mantidos em grupos de quatro em caixas de polipropileno
(45 x 35 x 15 cm) no biotério setorial do Departamento de Fisiologia da FMRP-USP, com
temperatura controlada (23 + 1°C), com agua e racdo a vontade, em um ciclo claro/escuro de
doze horas, com as luzes acesas as 07:00 h da manha.

Como predadores, foram utilizadas serpentes peconhentas urutu-cruzeiro (Bothrops
alternatus, Reptilia, Viperidae) (N = 6) fornecidas pelo Ophidiarium LNN-FMRP-USP/INeC,
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registrado no IBAMA e na Secretaria de Meio ambiente do Estado de S&o Paulo (Projeto
MEDUSA processo 1/35/1998 / 000846-1), como citado em Almada et al. (2021).

2.3 CIRURGIA

Os animais foram anestesiados com Cetamina/Xilasina (100/4,5 mg/kg; Unido
Quimica Farmacéutica Nacional, Brasil; Laboratério Caller, Espanha, respectivamente) e
fixados a um aparelho estereotaxico (Insight Equipamentos, Brasil), sendo a barra do incisor
fixada a 3,3 mm abaixo da linha interaural (CARVALHO et al., 2015; de CARVALHO et al.,
2019).

Considerando a linha interaural como referéncia, um quimitrodo (canula-guia acoplada
a um eletrodo de estimulacéo elétrica) foi direcionado @ SCPd com angulo de 22°, segundo as
seguintes coordenadas: AP =0 mm, ML = 1,9 mm e DV = - 5,4 mm (PAXINOS; WATSON,
2007).

Os quimitrodos foram formados por um fio de aco inoxidavel (50 um de diametro)
isolado por PFA (A-M Systems, WA, EUA), exceto pela sua extremidade em contato com o
tecido neural (SAITO, 2016).

Figura 1 - Visdo esquematica de um quimitrodo

"

Em todos os grupos, um quimitrodo foi fixado no cranio com resina acrilica e dois
parafusos de aco inoxidavel. No final da cirurgia, os ratos receberam injecdes intramusculares

de penicilina G benzatina (Pentabiotico, 600.000 Ul, 0,2 ml; Fort Dodge) e subcutaneas de
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um droga analgésica e anti-inflamatéria ndo esteroidal (Banamine, 2,5 mg/kg; Schering-
Plough, Cotia, Brasil).

Cada canula-guia foi selada com um fio de aco inoxidavel para protegé-la de
obstrucdo. Os ratos foram, entdo, devolvidos ao biotério e deixados em recuperagédo por cinco

dias.

2.4 DROGAS

Nos experimentos foram utilizadas as seguintes drogas:

— Sulpirida (40 mg/kg, i.p. antagonista D2; Sigma, St. Louis, USA) dissolvida em
Tween 80 a 2%); (de OLIVEIRA et al., 2006).

— Dopamina (1 mg/kg, 2 mg/kg por via intranasal, e 40nmol/0,2ul por intratectal;
DA hydrochloride - Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany) para aplicacdo intranasal a DA (1,
e 2 mg/kg) foi solubilizada em um gel feito de 6leo de castor (M&P Pharma, Emmetten,
Switzerland) (Talbet et al., 2017). Para a aplicacdo central, a DA foi solubilizada em PBS a
0,1 M.

O preparo das drogas foi realizado minutos antes do inicio dos procedimentos
experimentais. Além disto, a salina + Tween 80 e 0 6leo de castor foram utilizados como

veiculos em grupos controles.

2.5 APLICACAO DA DOPAMINA INTRANASAL (DA-IN)

Para aplicacdo da DA IN foi utilizada uma micropipeta com ponteiras apropriadas para
administrar soluc@es viscosas (Microman, Gilson, Villiers le Bel, France e CP10 Tips, Gilson,
Villiers le Bel, France).

A administracdo da droga foi realizada em animais acordados e envoltos em flanela. A
DA ou o veiculo foram administrados em um volume de 5 pl em cada narina (TROSSBACH

et al., 2014). Cada rato recebeu tratamento com DA-IN ou veiculo apenas uma vez.

2.6 MODELOS COMPORTAMENTAIS
2.6.1 Estimulagéo Elétrica do Tectum
2.6.1.1 Equipamento

Para a estimulacdo elétrica na SCPd, foi utilizado um aparato experimental, que
consiste em uma caixa (25 x 20 x 20 cm) com paredes e assoalho feitos de Plexiglas e um

estimulador de onda senoidal (Del Vecchio, Brasil) acoplado a um osciloscopio para medida da
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corrente em ampere (Philips, USA). A sala foi iluminada com uma lampada fluorescente de
40 W.

2.6.1.2 Procedimento Experimental

Cinco dias apés a cirurgia, os animais foram colocados no aparato experimental por
dez minutos para aclimatacéo.

A estimulacéo elétrica da SCPd foi realizada em intervalos aleatérios de 30 a 120
segundos, sendo a intensidade de corrente elétrica elevadas de 5 em 5 pA para determinagao
dos limiares de respostas de congelamento e de fuga.

O limiar de “congelamento” foi definido como a menor intensidade que produziu a
auséncia de movimento por 6 segundos, exceto 0s movimentos relacionados a respiracao,
seguindo-se alteracBes neurovegetativas, tais como piloerecdo, exoftalmia, defecacdo e
miccdo. A intensidade da corrente que produziu corrida e/ou salto foi considerada o limiar de
fuga. Animais com limiar de fuga > 120 pA (pico a pico) foram removidos do experimento.

Para investigar o comportamento que persistiu apés a fuga, 0s animais permaneceram
na caixa experimental por mais oito minutos, sem estimulagéo, durante os quais a duragédo do
“congelamento” pos-estimulacéo foi registrada.

Apbés o registro dos valores basais, 0s animais receberam o0s tratamentos
correspondentes ao seu respectivo grupo experimental. Ap6s o periodo de tempo necessario
para cada tratamento, os limiares de “congelamento” e de fuga, assim como o tempo gasto no
congelamento pds-estimulacao elétrica foram novamente registrados. Esse procedimento foi
baseado em estudos prévios de nosso laboratério (CARVALHO et al., 2015, 2018)

2.6.1.3 Linhas experimentais:

Foram realizados 0s seguintes experimentos:

a) Experimento numero 1 — Estimulacé@o elétrica de SCPd ap0s a aplicacdo da
dopamina central

Os animais passaram pela cirurgia esterotaxica e, cinco dias depois, foram submetidos ao
modelo de estimulacdo elétrica da SCPd.

Uma primeira medida dos limiares de “congelamento”, de fuga e de “congelamento” pos-
estimulagdo foi realizada, e os animais foram tratados com de DA central ou veiculo. Cinco
minutos depois, tiveram seus limiares medidos novamente.

Ao final do experimento, foi realizada uma perfusdo intracardiaca para a remocao do

encéfalo para conferir se o quimitrodo estava no lugar certo.
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Figura 2 — Representacdo esquematica da linha experimental do experimento nimero 1
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b) Experimento nimero 2 — Estimulacédo elétrica da MCPd apds aplicacdo de
dopamina intranasal

Os animais passaram pela cirurgia esterotaxica e, cinco dias depois, foram submetidos ao
modelo de estimulacdo elétrica da SCPd.

Uma primeira medida dos limiares de “congelamento”, de fuga e de “congelamento” pos-
estimulacdo foi realizada, e os animais foram tratados com 1 ou 2 mg/kg de DA intranasal ou
veiculo e, cinco minutos depois, tiveram seus limiares de defesa medidos novamente.

Ao final do experimento, foi realizada a uma perfusdo intracardiaca para a remoc¢éo do

encéfalo para conferir se o quimirodo estava no lugar certo.



Figura 3 — Representacdo esquematica da linha experimental do experimento nimero 2
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c) Experimento numero 3 — Estimulacdo elétrica da SCPd ap6s aplicacdo de

dopamina intranasal em animais pré-tratados com sulpirida por via i.p.

Os animais passaram pela cirurgia esterotaxica e, cinco dias depois, foram submetidos ao

modelo de estimulacdo elétrica da SCPd.



31

Figura 4 — Representacdo esquematica da linha experimental do experimento nimero 3
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Uma primeira medida dos limiares de “congelamento”, de fuga e de “congelamento” pos-
estimulagdo foi realizada e os animais foram primeiramente pré-tratados com 40mg/kg
sulpirida por via i.p. ou veiculo e, apos 15 minutos, foram tratados com 2 mg/kg de DA por
via intranasal ou veiculo e, 5 minutos depois, tiveram seus limiares de defesa medidos
novamente.

Ao final do experimento, foi realizada uma perfusdo encefélica por via intracardiaca,

seguida pela fixacdo e remoc¢édo do encéfalo para conferir se o eletrodo estava no lugar certo.
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2.6.2 Labirinto em T elevado
2.6.2.1 Equipamento

O aparato experimental consistiu em um labirinto em cruz elevado a 50 cm do solo,
que teve o acesso, de um dos seus bracos fechados, bloqueados para ser utilizado como

labirinto em T elevado.

Figura 5 — Viséo esquemética do teste de labirinto em T elevado

Fonte: Zangrossi Jr. e Graeff (Adaptado).

O labirinto em cruz elevado é feito de madeira é constituido por dois bracos abertos
opostos a outros dois bragos fechados do mesmo tamanho (50 x 10 cm). Um dos bracos
fechados foi bloqueado com uma lamina de madeira e transformado em um labirinto com trés
bracos (dois bragos abertos e um fechado), caracterizando o modelo de labirinto em T elevado
(LTE).

Esses trés bracos se encontravam em uma area central (10 x 10 cm). Bordas de acrilico
transparente (0,5 cm de altura) permeavam os bracos abertos a fim de evitar quedas dos
animais.

O labirinto encontrava-se em uma sala com isolamento acustico iluminada com uma
lampada de 40 W.
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2.6.2.2 Procedimento Experimental

Um dia antes do teste, os animais passaram por uma habituacdo de 20 minutos no
braco aberto do aparato. Este procedimento minimiza a interferéncia do comportamento
exploratorio.

O experimento consiste em trés exposicdes seguidas, a partir do braco fechado para as
medidas de laténcia de esquiva e trés exposi¢cdes seguidas, a partir dos bracos abertos para
registro da laténcia de fuga.

Para cada tentativa, foram adotados intervalos de 30 segundos entre cada exposi¢éo e
tolerancia maxima de 5 minutos para a ocorréncia do comportamento (RONCON et al.,
2015).

O comportamento de esquiva foi padronizado a partir da laténcia da primeira saida do
animal do braco fechado em direcdo ao braco aberto. Isso significa que, assim que o animal
era colocado no final do brago fechado, contabilizava-se o tempo até a primeira saida do
animal (com as quatro patas) desse braco para um dos bracos abertos.

O comportamento de fuga, no entanto, foi registrado como a saida do braco aberto
rumo aos bracos fechados do teste de LTE. Foi registrada laténcia de entrada no brago
fechado, a partir do inicio do experimento, quando o animal € posto no final do brago aberto.

Vale ressaltar que, no momento da afericdo da laténcia da fuga, o animal era colocado

no braco aberto em que foi habituado no dia anterior (RONCON et al., 2015).

2.6.2.3 Linha experimental.

Vinte e quatro horas apds o procedimento de habituacdo ao braco aberto, os animais
receberam DA-IN ou seu veiculo e foram submetidos ao LTE.

Foram medidas as laténcias de ida do braco fechado para o brago aberto (3 vezes), bem
como a laténcia de idas do bragco aberto para o fechado (3 vezes) com intervalo de 30

segundos entre cada medida.



Figura 6 — Representagdo esquematica da linha experimental do experimento nimero 4
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2.6.3 Modelo do Campo Aberto
2.6.3.1 Equipamento

O aparato experimental consistiu em uma arena circular, construida com acrilico
cristal (60 cm de diametro x 50 cm de altura), e composta por uma base tracejada que delimita
0 centro e as bordas. A arena circular era localizada em uma sala com isolamento acustico, e

iluminada com uma lampada 40 W.

2.6.3.2 Procedimento Experimental

O animal foi colocado no centro da arena e foi permitido que este explorasse

livremente 0 ambiente por um periodo de cinco minutos.

Figura 7 — Visdo esquematica do modelo de campo aberto utilizado no experimento.

Fonte: Insight Equipamentos Ltda.

Ap0s esse periodo, o animal foi retirado da arena e colocado de volta em sua caixa.
Foram registrados a frequéncia de cruzamentos da borda e do centro, assim como o tempo que
0 animal permaneceu em cada regido da arena. As sessdes foram gravadas e analisadas

posteriormente.

2.6.3.3 Linha experimental

Os animais receberam DA-IN ou seu veiculo e foram submetidos ao modelo de campo
aberto.
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Foram medidos o nimero de cruzamento no centro e na borda do assoalho da arena e

o0 tempo de permanéncia em cada regiéo.

Figura 8 — Representagdo esquematica da linha experimental do experimento ndmero 5
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2.6.4 Modelo da Arena Poligonal para Serpentes (com Confronto entre Presa versus
Predador)

2.6.4.1 Equipamento

O aparato experimental consistiu em uma arena poligonal enriquecida (154 x 72 x 64
cm, feita com acrilico cristal, revestido de insulfim), disposta sobre uma superficie de granito
(170 x 85 x 02 cm), para minimizar vibragdes, e munida com uma toca artificial (36 x 26 x
12,5 cm, com duas saidas diametralmente opostas), e com duas plataformas de escape com
acesso feito por meio de escadas de acrilico transparente (7 x 4 x 10,5 cm).

Para o registro dos comportamentos, foi utilizada uma camera filmadora Sony
(Handcam HDRCX350, Toquio, Japao).

2.6.4.2 Procedimento Experimental

Durante dois dias, antes do confronto, os animais foram acondicionados em uma arena
poligonal enriquecida para habituagdo sob ciclo claro/escuro de 12/12h e com temperatura
entre 22-25°C, com livre acesso a comida e agua, exceto no dia do experimento.

No dia do experimento, os animais foram removidos da arena poligonal e apds a
limpeza da arena com solucdo alcodlica a 20 %, uma serpente foi colocada no lado oposto ao
da toca. Posteriormente, cada animal foi colocado na arena poligonal no lado oposto ao da

toca, e no canto oposto aquele em se encontrava a serpente, com o auxilio de uma rede.
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Depois de um confronto de 5 minutos, os animais foram removidos da arena poligonal, com o
auxilio de uma rede. A cada grupo de 5 animais, a serpente foi substituida por outra. Nenhum

animal foi utilizado em mais de um confronto.

Foi analisada a frequéncia dos seguintes comportamentos antipredatérios exibidos
pelos ratos, segundo COIMBRA et al. (2017a):

()] atencdo defensiva (interrup¢do do comportamento em curso e perscrutacdo do
ambiente, com farejo do ar e atencdo voltada para o predador, e imobilidade menor que 5
segundos);

(1) imobilidade defensiva (arqueamento do dorso, interrup¢do do comportamento
em curso ou imobilidade com pelo menos 6 segundos de duracdo, em geral seguida de
alteracdes neurovegetativas visiveis, tais como piloerecao, exoftalmia, miccao e defecacédo);

(1)  avaliagéo de risco (movimentos de estiramento do corpo, com o ventre colado
ao assoalho da arena);

(IvV) fuga ndo orientada (corridas ndo orientadas para os locais de abrigo);

(V)  fuga orientada (corridas orientadas para a toca ou para as plataformas elevadas
de escape);

(VI) interagbes com o predador (contato proximo entre presa e predador, com farejo
e eventuais mordidas exploratorias);

(VII) levantamento (elevacdo vertical do corpo, com apoio das patas anteriores nas
laterais da arena, ou elevagdo destas sem apoio);

(V) esquiva inibitdria, tempo que os animais permaneciam na toca ap6s uma fuga
direcionada para a toca, evitando retornar ao ambiente ocupado pela serpente, em geral com a

cabeca exposta em uma das entradas da toca, e com visao direta do predador.
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Figura 9 - Alguns comportamentos apresentados pelos ratos em confronto com serpente

Figura 10 - Alguns comportamentos apresentados pelos ratos em confronto com serpente urutu-cruzeiro
(Bothrops alternatus). A; aproximacao cautelosa. B: esquiva inibitéria. C; alerta defensivo. D: Interagdo entre
presa e predador. E: Imobilidade defensiva (freezing). Fonte: Sgobbi, RF et al, 2020 (dados ndo publicados).

Na figura 9, observam-se o0s comportamentos defensivos evocados por Rattus
norvegicus confrontados com a serpente peconhenta urutu-cruzeiro sul-americana (Bothrops
alternatus) por cinco minutos, no teste da arena poligonal enriquecida para serpentes, onde a
arena era munida com toca artificial e duas pequenas plataformas elevadas para fuga,
acessadas por meio de escadas de acrilico.

2.6.4.3 Linha Experimental

Os animais receberam DA-IN ou seu veiculo e foram submetidos ao testa da arena
poligonal para serpentes (com confronto entre presa e urutu-cruzeiro). Foram medidos 0s

comportamentos de defesa acima descritos, como também o tempo de permanéncia no local
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seguro, ora na toca, ora na escada, como especificado alhures (COIMBRA, et al., 2017a;
ALMADA et al., 2021)

Figura 11 - Representacdo esquematica da linha experimental do experimento ndmero 6
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2.7 HISTOLOGIA

Os animais que passaram pelo procedimento de cirurgia esterotdxica foram
encaminhados a perfusdo encefélica. Para isso, foram anestesiados com uma solu¢do na
propor¢do de 0,1 ml de cetamina (Ketamina, frasco de 10 ml) para 0,2 ml de xilasina
(Dopaser, frasco de 10 ml) e perfundidos através do ventriculo cardiaco esquerdo com
solucédo de NaCl a 0.9%, em volume suficiente para retirar todo o sangue do animal, seguida

por solucdo tamponada de paraformaldeido a 4%, em volume suficiente para fixar os tecidos.
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Os encéfalos foram retirados e mantidos no fixador até serem seccionados no criostato
(Leica CM 1950) em secc¢des histoldgicas de 20 um de espessura. As se¢Oes histoldgicas
foram dispostas em laminas de vidro, gelatinizadas, secos ao ar e corados com hematoxilina e
eosina em um sistema robotizado de histologia (Leica Autostainer XL, modelo CV5030).

Posteriormente, os cortes foram analisados com o auxilio de microscopia de luz
(Axiolmager Z1, Zeiss) e a posicdo das pontas das agulhas de microinjecdo do neuroeixo
foram assinaladas em anagramas do atlas de Paxinos e Watson (2007).

Somente animais com sinais de presenca da extremidade final da agulha injetora

dentro das estruturas estudadas foram incluidos na analise estatistica.

2.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados sdo apresentados com media + erro padrdo da média (EPM) e foram
analisados pelo software GraphPadPrism 8.0 (GraphPad Software, Inc., USA).

Para a analise dos dados do Experimento numero 1, foi realizado um teste t ndo-
pareado, tendo em vista a presenca de apenas dois grupos experimentais independentes. Nos
experimentos 2, 3 e 5, uma ANOVA de uma via foi aplicada, tendo como fator condicéo o
tratamento recebido pelo animal. Quando o resultado do teste foi significativo, o teste post
hoc de Tukey foi realizado (P < 0,05 foi considerado estatisticamente significante)

Os dados do Experimento nimero 4 foram submetidos a ANOVA de duas vias com
medidas repetidas, onde os fatores foram o tratamento e a tentativa (fator de repeticdo).
Nesse caso, um teste post hoc de Tukey também foi aplicado caso a significancia dos fatores
tenha sido apontada (p < 0,05 considerado estatisticamente significante).

Para o Experimento nimero 6, os dados foram submetidos a uma ANOVA de duas
vias, sendo os fatores o Tratamento e a Exposicdo (serpente de brinquedo ou serpente real).
Diferencas significativas entre médias entre os grupos foram determinadas através do teste

post-hoc de Tukey (p < 0,05 considerado estatisticamente significante).
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3. RESULTADOS

Representacao ilustrativa dos locais de implantagdo do quimitrodo na SCPd

- 6,48mm

-7,20mm

-7,44mm

-7,92mm

Figura 12 -Locais para implantacéo do eletrodo nas colunas dorsais de substancia cinzenta periaquedutal (dPAG)
(A) Fotomicrografia de uma se¢do transversal do mesencéfalo murino, mostrando um local representativo de um
eletrodo implantado na SCPd. (B) e (C) Representacdo de locais confirmados histologicamente (circulos
hachurados em preto) de estimulacéo elétrica dPAG representada em diagramas modificados do atlas de Paxinos

e Watson (2007), referentes nos experimentos 2 e 3 respectivamente. Barra de calibracdo = 200 um.
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3.1 EXPERIMENTO NUMERO 1

Os dados, representado na forma de delta (limiar da segunda medida — limiar da
primeira medida) dos limiares de “congelamento” e de fuga, assim como do tempo de
“congelamento” pos-estimulacdo da SCPd (CPE) de animais controles (tratados com PBS a
0,1 M) e tratados intra-SCPd com DA (40 nmol/ 0,2 ul) foram submetidos a um teste t ndo-
pareado.

Para os deltas do “congelamento” e de fuga, o teste mostrou auséncia de efeitos
significativos entre os tratamentos (ti2= 1,00, p > 0,05) (Figura 12A) e (t12= 0,34; p > 0,05)
(Figura 12B), respectivamente, assim como para os deltas do CPE-SCPd (t12= 0,5; p > 0,05)
(Figura 12C).

Valores em delta dos limiares defensivos obtidos no experimento nimero 1
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Figura 13 - Auséncia de efeito do tratamento com dopamina no comportamento de defesa elicitado por
estimulacéo

elétrica da substancia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPd). Os dados foram apresentados como delta dos
limiares de “congelamento” (A), de fuga (B) e do tempo de “congelamento” pds-estimulacdo da SCPd (C) de

ratos tratados com PBS 0,1 M (grupo controle) e dopamina (40 nmol/ 0,2 ul; DA) intra-SCPd. Os dados sdo
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expressos em média + erro padrao da média (n=7 em cada grupo). P > 0,05, em todos os casos, segundo o teste t
de Student ndo-pareado

3.2 EXPERIMENTO NUMERO 2

Os dados, apresentados na forma de delta (limiar da segunda medida - limiar da
primeira medida) dos limiares de “congelamento” e de fuga, assim como do tempo de
“congelamento” pds-estimulacdo da SCPd de animais tratados com GEL (veiculo, VEI) e
dopamina intranasal (1 e 2 mg/ kg, DA-IN), foram submetidos a uma ANOVA de uma via.

Considerando os deltas do “congelamento” e CPE-SCPd, segundo a ANOVA de uma
via houve auséncia de efeitos significativos entre os tratamentos (F2,27 = 2,65; p > 0,05) e
(F2,27 = 4,58; p > 0,05), respectivamente (Figuras 13A e 13C). Para os deltas de fuga, no
entanto, segundo a ANOVA de uma via, houve diferenca significativa entre os tratamentos
(F227 = 3,61; p < 0,05) (Figura 13B). Ratos tratados com DA-IN na dose de 2 mg/ kg
apresentaram aumento dos limiares de fuga em relagdo aos animais tratados com GEL (teste
post-hoc de Tukey; p < 0,05), como mostrado na figura 13B.

Valores em delta dos limiares do comportamento de defesa relacionados ao experimento 2
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Figura 14 - Efeito do tratamento intranasal com dopamina no comportamento de defesa elicitado por estimulacdo
elétrica da substancia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPd). Os dados foram apresentados como delta dos

limiares de “congelamento” (A), de fuga (B) e do tempo de “congelamento” pds-estimulacdo da SCPd (C) de
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ratos tratados com GEL (veiculo, VEI) e dopamina intranasal (1 e 2 mg/ kg; DA-IN). Os dados sdo expressos em
média + erro padrdo da média (n=7 em cada grupo). * P < 0,05 comparado ao grupo tratado com GEL; # p <
0,05 comparado a DA na menor dose (1 mg/ kg), de acordo com a ANOVA de uma via seguida pelo teste post-

hoc de Tukey.
3.3 EXPERIMENTO NUMERO 3

Os dados, apresentados na forma de delta (limiar da segunda medida - limiar da
primeira medida) dos limiares de congelamento e de fuga, assim como do tempo de
“congelamento” pos-estimulacdo da SCPd de animais tratados com GEL (veiculo, VEI) e
dopamina intranasal (2 mg/ kg, DA-IN) e pré-tratados com sulpirida ou seu respectivo
veiculo, foram submetidos a uma ANOVA de uma via.

Considerando os deltas do “congelamento” e CPE-SCPd, segundo a analise de
variancia de uma via, houve auséncia de efeitos significativos do tratamento (F 3,24 = 1.700; p
> (0,05) e (F 3,24= 0.7706; p > 0,05), respectivamente (Figuras 14A e 14C). Considerando 0s
deltas dos limiares de fuga, no entanto, segundo a ANOVA de uma via, houve efeito
significativo do tratamento (F 3 24 = 6.293; p < 0,05). A administracdo de DA por via IN na
dose de 2 mg/kg causou uma elevacéo significante do limiar de fuga, em relacéo ao controle,
como mostrado na Figura 14B (teste post-hoc de Tukey; p < 0,05). Ratos tratados com DA IN
na dose de 2 mg/ kg apresentaram aumento dos limiares de fuga em relacdo aos animais
tratados com GEL/Veiculo e DA-IN/ Sulpirida.
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Valores em delta dos limiares do comportamento de defesa relativos ao experimento 3
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Figura 15 - Efeito do tratamento intranasal com dopamina ou sulpirida + dopamina no comportamento de defesa

A limiares (uA)

eliciado por estimulacdo elétrica da substancia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPd). Os dados foram
apresentados como as diferencas nos limiares de “congelamento” (A), de fuga (B) e do tempo de
“congelamento” pos-estimulacdo (C) registrados antes e apds o tratamento intraperitoneal combinado de
sulpirida (SUL; antagonista D2, 40 mg/kg) ou solucdo Tween 80 a 2% (veiculo) e de tratamento intranasal (5 pL
em cada narina) com GEL (veiculo) ou com dopamina (DA; 2 mg/kg) em ratos submetidos a estimulagdo
elétrica da SCPd. Os dados séo expressos como a média £+ EPM (n = 8 por grupo). * P < 0,05 comparado ao
grupo gel-veiculo; # p < 0,05 em comparacao ao grupo VEI-DA, de acordo com a ANOVA de uma via seguida
pelo teste post hoc de Tukey.

3.4 EXPERIMENTO NUMERO 4

Os dados relacionados ao tempo de esquiva e fuga apresentados por ratos submetidos
ao teste de LTE por animais controles (sem tratamento) e tratados com GEL (veiculo) e DA

IN foram submetidos a ANOVA de duas vias com medidas repetidas.
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Considerando a laténcia do comportamento de esquiva, segundo a two-way ANOVA
de medidas repetidas, houve efeito significante do fator tentativa (F2,80 = 17,80, p < 0,05), mas
ndo do fator tratamento (F240 = 2,12; p > 0,05), nem referente a interacéo entre tratamento vs
tentativa (Fsg0 = 1,32; p > 0,05) (Figura 15A). No que se refere ao tempo da fuga, segundo a
two-way ANOVA de medidas repetidas, houve efeito significante da tentativa (F2,g0 = 11,20, p
< 0,05), mas ndo do tratamento (F240 = 1,22; p > 0,05), nem da interacdo tratamentos vs
tentativa (Fsg0 = 1,17; p > 0,05) (Figura 15B).

Valores em delta tempo de esquiva e fuga relativos ao experimento nimero 4
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Figura 16 - Auséncia de efeito do tratamento intranasal com dopamina (2 mg/kg) no comportamento de defesa

eliciado dos ratos expostos ao teste do labirinto em T elevado. Os dados sdo expressos em média + erro padrao
da média (n=11 para o grupo C; n=16 para os grupos DA IN e GEL) do tempo de esquiva (A) e de fuga (B) de
ratos tratados com dopamina intranasal (DA-IN) e GEL (veiculo) e nédo tratados (controles, C). P > 0,05 em

todos os casos, segundo a ANOVA de duas vias de medidas repetidas, seguida pelo teste post hoc de Tukey.

3.5 EXPERIMENTO NUMERO 5

O numero de cruzamentos e o tempo de permanéncia na borda e no centro da arena
por animais controles (sem tratamento) e tratados com GEL (veiculo) e DA-IN foram
submetidos a ANOVA de uma via.

No que se refere ao nimero de cruzamentos na borda e no centro da arena circular,
segundo ANOVA de uma via, ndo houve efeito significativo do tratamento (F2.40 = 0,95, p >
0,05) e (F2,40 = 0,72; p > 0,05), respectivamente (Figura 17A). Segundo a one-way ANOVA,
houve auséncia de efeito significativo do tratamento no que se refere ao tempo de
permanéncia na borda e no centro da arena circular (F240 = 0,02; p > 0,05) e (F2.40=0,03; p >
0,05), respectivamente (Figura 17B).
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Numeros de cruzamentos e tempo de permanéncia no experimento 5
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Figura 17 - Auséncia de efeito do tratamento intranasal com dopamina (2 mg/kg) no comportamento de ratos

expostos ao teste de campo aberto. Os dados sdo expressos em média + erro padrdo da média (n=11 para o grupo
C; n=16 para os grupos DA IN e GEL) do nimero de cruzamentos (A) e tempo de permanéncia (B) na borda e
no centro da arena circular dos ratos submetidos & arena circular. DA-IN: tratamento com dopamina intranasal;
GEL; tratamento com veiculo; C: Grupo controle, ndo tratado. P > 0,05 em todos os casos, segundo a ANOVA

de uma, seguida pelo teste post hoc de Tukey.

3.6 EXPERIMENTO NUMERO 6

No que se refere a frequéncia dos comportamentos defensivos dos grupos de animais
tratados com GEL ou DA IN nas condicGes serpente de brinquedo ou serpente real os dados
foram submetidos a uma ANOVA de duas vias, seguida, quando apropriado, pelo teste post
hoc de Tukey. Os roedores, quando confrontados com as serpentes no teste da arena poligonal
para serpentes, eliciaram um claro comportamento de defesa induzido pelo medo inato,
expresso por esquiva inibitéria (Figura 18 C), fuga orientada para locais seguros (Figura 19
A), e consequente aumento do tempo de permanéncia na toca (Figura 19, B).

Considerando-se 0s comportamentos similares a ansiedade, no que se refere aos
comportamentos de avaliacdo de risco e de atencdo defensiva, segundo a two-way ANOVA,
ndo houve efeito significativo do tratamento (F 1,30 = 0,409; p > 0,05) e (F 1,30) = 0,0018; p >



48

0,05), nem da exposicao (F 1,30=0,246; p > 0,05) e (F 1,30 = 4,83; p > 0,05), tampouco efeito
significativo da interacdo entre os dois fatores (F 1,30 = 1.97; p > 0,05) e (F 1,30 = 0,537; p >
0,05). Considerando a resposta de esquiva inibitoria, segundo a two-way ANOVA, houve
efeito significativo na exposicdo (F 1, 30 = 14,6; p < 0,05), porém ndo houve efeito
significativo do tratamento (F 1, 30 = 0,146; p > 0,05), e nem da interagdo entre tratamento
versus exposicdo (F 1,30=0,146; p > 0,05). Esses dados sdo mostrados na figura 18.

Considerando as respostas comumente relacionadas a ataques de panico ou medo
intenso, no que se refere aos comportamentos de fuga orientada, segundo a two-way ANOVA,
houve efeito significante do fator exposicéo (F 1,30 = 9,85; p < 0,05), porém néo houve efeito
significativo no tratamento (F 1, 30 = 2,14; p > 0,05), nem da interagdo entre exposi¢do e
tratamento (F 1,30 = 0,355; p > 0,05) (dados mostrados na figura 19a). N&o obstante, no que se
refere ao tempo de permanéncia na toca, apds a evocacdo do comportamento de fuga
orientada para locais seguros, segundo a two-way ANOVA, houve efeito significante da
exposicao (F 1,30 = 52,4; p < 0,05), do tratamento (F 1,30 = 12,6; p < 0,05) e da interacao entre
esses dois fatores (F 1,30 = 4,1; p < 0,05). Os animais tratados com DA IN ficaram menos
tempo no lugar seguro quando confrontados com a serpente real do que os animais tratados
com GEL e submetidos a presenca da serpente, como mostrado (teste post hoc de Tukey, p<
0,05), o que sugere destemor, como mostrado na Figura 19B.

No que se refere aos comportamentos exploratérios de levantamento, segundo a two-
way ANOVA, houve efeito significante do fator exposicdo (F 1, 30 = 14,4; p < 0,05), mas néo
houve efeito estatisticamente significante nem do fator tratamento (F 1,30 = 0,287; p > 0,05),
nem tampouco da interacdo entre esses fatores (F 1,30 = 0,287; p > 0,05) (Figura 20A). Assim
também, no que se refere ao comportamento de interacdo entre presa e predador, houve efeito
significativo no fator exposi¢éo (F 1,30 = 11,1; p < 0,05), porém né&o foi encontrado resultado
significativo no fator tratamento (F 1, 30 = 2,63; p > 0,05) e nem na interacdo entre os dois
fatores (F 1,30 = 0,695; p > 0,05) (Figura 20B).
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Comportamento de ratos ameacados por serpentes (experimento nimero 6)
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Figura 18 — Auséncia de efeito do tratamento intranasal com dopamina (2 mg/kg) no comportamento de ratos
Expostos ao teste da arena poligonal para serpentes, com confronto com urutu-cruzeiro. Os dados sdo expressos
em média + erro padrdo da média (n=8 para o grupo gel — serpente de brinquedo; n=8 para o grupo DA-IN +
serpente de brinquedo; n= 9 para o grupo gel+ serpente; n= 9 para o grupo DA-IN + serpente) do nimero de
avaliacdo de risco (A), atencdo defensiva (B), e de esquiva inibitéria (C). DA: tratamento com dopamina (por
via intranasal; GEL: tratamento com veiculo. ™ P < 0,05 em relagdo ao grupo tratado com veiculo + serpente de
brinquedo, segundo a ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de Tukey.
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Figura 19 - Efeito do tratamento intranasal com dopamina (2 mg/kg) na frequéncia de fuga orientada e no tempo
despendido em locais seguros (toca e plataformas de escape) de ratos expostos ao teste da arena poligonal para
serpentes, com confronto com urutu-cruzeiro. Os dados sdo expressos em média + erro padrdo da média (n=8
para o grupo gel + serpente de brinquedo; n=8 para o grupo DA + serpente de brinquedo; n= 9 par ao grupo gel
+ serpente; n= 9 para o grupo DA-IN + serpente) do nimero de fuga orientada (A) e tempo de permanéncia no
local seguro (B). DA: tratamento com dopamina (por via intranasal); GEL: tratamento com veiculo. ™ P < 0,05,
"™ p < 0,001 comparado ao grupo tratado com veiculo (gel) e exposto a serpente de brinquedo; ## p < 0,001,
guando comparado ao grupo tratado com veiculo e exposto a serpente, segundo a ANOVA de duas vias seguida

pelo teste post hoc de Tukey.
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Figura 19 - Auséncia de efeito do tratamento intranasal com dopamina (2 mg/kg) no comportamento de ratos

expostos ao teste da arena poligonal para serpentes, com confronto com urutu-cruzeiro. Os dados sdo expressos
em média + erro padrdo da média (n=8 para o grupo gel - brinquedo; n=8 para o grupo DA brinquedo n=9 gel
serpente n= 9 DA serpente) do nimero de cruzamentos (A) frequéncia de levantamento (B) frequéncia interagdo
com a presa; tratamento DA com dopamina intranasal; GEL; tratamento com veiculo. * P < 0,05 quando
comparado ao grupo tratado com DA-IN e confrontado com a serpente de brinquedo, segundo a ANOVA de

duas vias seguida pelo teste post hoc de Tukey.
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4 DISCUSSAO

Essa tese teve como o seu objetivo geral compreender como a DA-IN mediava as
respostas de panico em quatro diferentes modelos comportamentais, trazendo contribuigdes
sobre o papel da DA nessas respostas comportamentais de panico, bem como testar a eficacia
da utilizacéo da via intranasal para aplicacdo de DA em modelos de panico.

Este trabalho foi dividido em dois blocos de experimentos, 0s que envolvem o modelo
de estimulacdo elétrica, que ocorreu em trés etapas, e 0 bloco de experimentos
correspondentes a exposicdo dos animais de laboratério aos modelos do campo aberto, do
LTE e ao teste da arena poligonal para serpentes, confronto com um potencial predador.
Utilizando esses modelos comportamentais, buscou-se investigar um possivel papel da
dopamina na expressao das respostas de panico.

No experimento 1, a dopamina foi administrada diretamente na SCPd, a fim de
compreender se 0 proprio neurotransmissor poderia influenciar nos limiares do
comportamento de defesa inato. Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre os grupos.
No entanto, essa auséncia de efeito significativo da injecdo direta da dopamina em uma
estrutura do teto mesencefalico, instigou-nos a pensar em outras formas de administrar a
dopamina para que ela viesse ter algum possivel efeito antiaversivo.

A administracdo de medicamentos pelas vias nasais € uma alternativa de medicacdo
em animais de laboratério e pacientes (LOCHHEAD; THORNE, 2012; CHAPMAN et al.,
2013; CARVALHO, DE et al., 2019). Os neurotransmissores e farmacos, quando aplicados
através dessa via, podem entrar diretamente no cérebro contornando os obstaculos das
barreiras hematoencefalica e liquor-encefalica, encontrando, assim uma rota direta para as
estruturas encefalicas a partir do epitélio nasal, provavelmente atravées das vias extracelulares
ao longo dos nervos olfatorio e trigémeo (DHURIA et al., 2010).

A DA ndo cruza a barreira hematoencefalica, mas pode, no entanto, atingir estruturas
encefalicas por meio dessa via de administragdo de drogas, como ja foi demonstrado
anteriormente que a [®*H] dopamina administrada pelas narinas de camundongos e ratos entra
no ceérebro sem alteragdo metabolica (DAHLIN et al., 2000, 2001).

A DA-IN também mostrou aumentar a DA extracelular no estriado dorsal e ventral
(SOUZA SILVA, M. A. DE et al., 2008) ao se ligar ao transportador DA2 no neostriatum do
rato (DE SOUZA SILVA et al., 2016).

Considerando o que ja se sabe sobre o efeito da DA no comportamento relacionado ao

panico, onde varios estudos indicaram os efeitos antiaversivos da DA no tectum, com énfase
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na SCPd, nas camadas profundas do coliculo superior e no coliculo inferior (MUTHURAJU
et al., 2014; de OLIVEIRA et al., 2014b; BRANDAO et al., 2015b; BRANDAO; COIMBRA,
2019), no presente trabalho, a dose 2 mg/kg de DA-IN aumentou o limiar de fuga, eliciado
pela estimulacédo elétrica da SCPd (CARVALHO, et al., 2019), ou seja a DA-IN promoveu
um efeito panicolitico no modelo de estimulacéo elétrica da SCPd. Esse resultado corrobora a
ideia proposta por Branddo, em 2018, de que a DA liberada nas estruturas mesencefalicas
durante a presenca de um estimulo aversivo incondicionado, promoveria este efeito
panicolitico (BRANDAO et al., 2015b; BRANDAO; COIMBRA, 2019)

Ainda no experimento 2, com relacdo ao “congelamento” ap6s estimulacéo elétrica da
SCPd, estudos na literatura ja afirmam que essa resposta comportamental é resultado da
ativacdo da projecdo ascendente da SCPd (CARVALHO et al., 2015, 2018,2019), envolvendo
em sua organizacgdo estruturas como o complexo amigdaloide e o hipocampo (FANSELOW,
1994; CARVALHO et al., 2013, 2015, 2018)

Acredita-se que, quando os neur6nios da SCPd sdo ativados por estimulos aversivos, a
informacdo percorre dois caminhos: o primeiro, percorrendo vias que conectam a SCPd a
estruturas limbicas, as quais irdo promover a reacao de defesa (respostas de “congelamento” e
de fuga), e o segundo em direcdo a circuitos neurais ascendentes (“congelamento” pds-
estimulagéo).

O resultado encontrado, referente a atenuacdo do “‘congelamento” pés-estimulagédo
causado por 1 mg/kg de DA administrada por via intranasal, destaca a evidéncia de que o
tronco encefalico afeta o processamento de informacgdes aversivas em areas rostrais do
neuroeixo (CARVALHO et al., 2015, 2018,2018).

No entanto, a provavel ampla distribuicdo de DA, devido a via de administracdo, ndo
limitaria sua acdo aos receptores dopaminérgicos na SCPd. A DA também poderia atuar nos
autoreceptores da ATV e, consequentemente, reduzir a atividade da via mesolimbica. Este
fato talvez possa explicar o porqué de apenas a baixa dose de DA afetou o “congelamento”
pos-estimulacdo (CARVALHO, 2019).

Retomando a questdo de quais receptores estariam envolvidos na modulagdo das
respostas comportamentais, no experimento 3, os animais foram submetidos a um pré-
tratamento com injegdo i.p. de sulpirida. A DA-IN aumentou o limiar de fuga (um efeito
antiaversivo) e a sulpirida bloqueou esse efeito. 1sso sugere que os efeitos da DA deram-se via
receptores D2. Nao se pode afirmar, contudo, se esses receptores sao 0s que estdo localizados
na SCPd, devido a administracdo da sulpirida por via intraperitoneal, e um proximo passo
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pertinente seria realizar um novo estudo, injetando o antagonista sulpirida diretamente na
SCPd.

Quanto a isso, sabe-se que a SCPd possui receptores do tipo D2, pois a injecdo de
sulpirida, esse antagonista do receptor D2, na SCPd, causou alteracGes das respostas
defensivas nos modelos comportamentais de respostas de fuga a um estimulo luminoso (medo
condicionado), e reduziu o nimero de entradas e o tempo despendido nos bracos abertos do
teste do labirinto em cruz elevado (MUTHURAJU et al., 2016). Logo, estes dados sugerem
que a acdo DA poderia ser mediada por receptores do tipo D2 da SCPd, uma evidéncia que
abre caminhos para as futuras investigagoes.

Na presente investigagdo, um resultado similar foi obtido no experimento 2, em que a
DA-IN na dose de 2mg/kg aumentou o limiar de fuga dos animais submetidos a estimulacédo
elétrica da SCPd, o que foi também observado no experimento 3, corroborando os dados
anteriores, que sugerem um efeito antiaversivo da dopamina.

Investigacdes futuras precisam também ser planejadas para investigar uma possivel
participacdo dos receptores D1 na acdo antiaversiva da dopamina, pois ha evidéncias na
literatura que sugerem uma possivel participacdo na mediacdo deste receptor nas respostas
defensivas (BURKEY et al., 1999; de OLIVEIRA et al., 2006; de SOUZA CAETANO et al.,
2013).

Vale ressaltar que, no experimento 3, resultado similar aquele obtido no estudo
anterior, a respeito do efeito no “congelamento” pés-estimulacao, ndo foi replicado, pois a
dose de 1 mg/kg de DA nao foi utilizada.

Como o foco deste estudo foi compreender o efeito da DA-IN na resposta de panico,
expressa diretamente por estimulacdo da SCPd, utilizou-se antes da aplicacdo intranasal de
DA o pré-tratamento dos animais com sulpirida na dose que teve efeito nesse
comportamento.

N&o se sabe exatamente quais areas do cérebro foram ativadas pela DA-IN em sua
acao sobre essas respostas de medo. Entretanto, pode-se inferir que 0 mecanismo de acéo da
DA aplicada por via IN pode ser semelhante ao que foi proposto no corpo estriado (de
SOUZA SILVA et al., 2016).

Estudos adicionais sdo necessarios, entretanto, usando agonistas e antagonistas dos
receptores D1 e D2 para identificar como a DA atua especificamente para produzir os efeitos
panicoliticos aqui observados.

Buscou-se, também, neste trabalho, investigar se a DA-IN teria o0 seu efeito em outros

modelos de panico como é o caso do LTE e modelo de confronto entre presa e predador.



54

No experimento 4, utilizou-se o modelo classico de LTE que busca segmentar as
respostas de ansiedade e panico no mesmo modelo, através da medida dos limiares de esquiva
inibitéria (ansiedade) e de fuga (panico). Nao obstante, a dopamina utilizada na dose
preconizada no presente estudo ndo alterou nem a laténcia de esquiva, nem a laténcia de fuga.
Drogas com efeito panicolitico, por exemplo no modelo de estimulacdo elétrica intra-tectal
(Coimbra et al., 1996) ou o teste da arena poligonal para serpentes com exposi¢do a cascaveis
(Calvo et al., 2019), tais como o naloxone, ja se mostraram surpreendentemente ineficazes no
modelo de LTE (Coimbra et al., 2017a). O mesmo fenbmeno pode ter ocorrido com a
dopamina, muito embora novos estudos necessitem ser elaborados para esclarecer essa
questéo.

Outro fator pertinente, principalmente depois de se perceber uma tendéncia nédo
significante de a DA diminuir o comportamento de fuga na terceira tentativa (terceira
exposicao ao teste do LTE), consiste em uma possivel influéncia intrinseca do tratamento no
comportamento motor do animal.

De fato, durante a realizacdo dos experimentos, houve a preocupacao de que a DA-IN
poderia influenciar o comportamento motor do animal, haja vista a dose de 3 mg/kg ter
mostrado efeitos na locomocdo em trabalhos prévios (de SOUZA SILVA et al., 2008), ao
passo que na dose de 1 mg/ kg ndo houve aumento de cruzamentos na caixa de
condicionamento (Carvalho et al., 2019). A fim de confirmar se a dose de 2mg/kg teria
alguma influéncia no comportamento locomotor, no experimento 5, foi utilizado o modelo do
campo aberto, o que ndo apresentou efeito significativo nem no nimero de cruzamentos, nem
no tempo de permanéncia, seja no centro, seja na periferia da arena circular, o permite deduzir
que, provavelmente, a DA intranasal, na dose aplicada no presente teste, ndo implicaria em
prejuizos ao comportamento motor de animal. Ndo obstante, curiosamente, mesmo na dose de
2mg/kg, a DA-IN também ndo foi capaz de causar efeitos significantes no tempo de
permanéncia do animal no centro da arena, local mais aversivo, 0 que nao demonstrou seu
potencial efeito ansiolitico no teste do campo aberto.

O experimento 6, os roedores foram submetidos ao teste da arena poligonal para
serpentes com confronto entre presa versus predador, um modelo de ataques de panico que
simula uma situacdo ameacadora tipica na natureza, mas no ambiente de laboratorio,
confrontando um roedor com uma serpente selvagem. Este modelo tem mostrado propicio a
detectar efeitos panicoliticos de drogas antagonistas de captacdo de serotonina
(PASCHOALIN-MAURIN et al., 2018), antagonistas de receptores opioides (COIMBRA et
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al., 2017a; CALVO et al., 2019), e canabinoides (Uribe-Marino et al., 2012; Twadowschy et
al., 2013).

Um estudo investigando o papel da DA nas respostas comportamentais mais
etoldgicas ndo tinha sido realizado até entdo. Assim, para a realizacdo desse experimento foi
necessaria a inclusdo de grupos expostos a serpente de brinquedo em comparacao a serpente
viva, a fim confirmar a existéncia da aversdo do animal ao predador. Os roedores, quando
confrontados com urutu-cruzeiro no teste da arena poligonal para serpentes, eliciaram um
claro comportamento de defesa induzido pelo medo inato, expresso por esquiva inibitoria,
fuga orientada para locais seguros, e consequente aumento do tempo de permanéncia na toca.

Os animais tratados com DA-IN e expostos a serpente peconhenta passaram menos
tempo no local seguro, durante o confronto com o predador, o que sugere um efeito
claramente panicolitico.

Estes experimentos evidenciaram que a utilizacdo da via intranasal para a aplicacéo de
farmacos pode se uma relevante alternativa em futuros experimentos pré-clinicos para
compreensdo das vias neurais do comportamento defensivo. Como objeto de estudos futuros,
sugerem-se novos experimentos para ampliar a compreensdo do efeito da DA no
comportamento defensivo e determinar o0s receptores especificamente recrutados para
embasar seu efeito panicolitico, bem como realizar estudos morfolégicos para determinar

como a via dopaminérgica atua na mediacdo dos comportamentos defensivos.
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5 CONCLUSAO

A DA IN, na dose de 2 mg/kg, aumenta o limiar de fuga dos animais submetidos a
estimulacdo elétrica da SCPd.

O pre-tratamento de sulpirida reverteu o efeito da DA-IN no limiar de fuga de ratos
submetidos a estimulacéo elétrica da SCPd, sugerindo uma mediagéo desse efeito panicolitico
da dopamina por receptores do tipo D2.

DA-IN, no modelo LTE, ndo mostrou alteracdo na laténcia das tentativas de esquiva
inibitdria e de fuga, o que sugere que este modelo por ndo ser sensivel ao efeito antiaversivo
da dopamina.

A aplicagdo de DA-IN em animais submetidos ao modelo do campo aberto ndo afetou
0 comportamento motor, o que sugere que a acdo da DA observada em experimentos de
estimulacdo do teto mesencefalico seja de fato antiaversiva.

Os animais que receberam DA-IN e formam confrontados com o predador
permaneceram menos tempo em local seguro, sugerindo um efeito panicolitico causado pelo

tratamento com dopamina por via intranasal.
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Abstract

Purpose: Intranasally applied dopamine (IN-DA), which likely reaches the brain via nasal-brain pathways and bypasses the blood-brain barrier, has
been found to increase extracellular DA and bind to the DA2 transporter in the striatum. Recent studies suggest that DA plays a significant role in the
processing of signaled and unconditioned aversive stimulation, including evidence that may attenuate responses to painful input. The purpose of this
study was to examine the effects of IN-DA on fear-related behaviors induced by electric shock to the foot or by electrical stimulation of the dorsal
periaqueductal gray matter (dPAG).

Methods: DA hydrochloride suspended in a viscous castor oil gel (1 or 2 mg/kg) was applied (IN-DA) in a volume of 5 p.L into the nostrils of adult
Wistar male rats in order to evaluate its effects on (a) freezing induced by electric shock to the foot and (b) thresholds of freezing and escape and
duration of post-stimulation freezing induced by electrical stimulation of the dPAG.

Results: IN-DA attenuated freezing induced by electric shock to the foot in the three test trials, indicating that it reduced long-term fear responses.
IN-DA also increased the threshold of dPAG stimulation-induced escape responses and reduced post-stimulation freezing.

Conclusions: IN-DA, which has previously been shown to facilitate learning and to have antidepressive-like effects, attenuated unconditioned fear

responses elicited by peripheral and intramesencephalic (dPAG) stimulation and reduced long-term conditioned fear responses.

Keywords

Unconditioned fear, conditioned fear, fear extinction, dopamine, dPAG, nasal drug application

Introduction

Dopaminergic neurotransmission has been implicated in the pro-
cessing of conditioned and unconditioned aversive stimulation.
For instance, a cue for fear decreased dopamine (DA) transmis-
sion in the nucleus accumbens (NAc) core, but increased it in the
NAc shell (Badrinarayan et al., 2012). Similarly, extracellular
DA was decreased in the NAc core but not shell by the withhold-
ing of anticipated reward (Biesdorf et al., 2015). Changes in NAc
DA release occurred upon presentation of predictors of aversion
(Wenzel et al., 2015), and predicted the extent of avoidance
behavior (Pultorak et al., 2018). Pharmacological studies have
also implicated DA in the various fear/anxiety-related behaviors,
including conditioned and unconditioned fear-related responses
(Brandao et al., 2015; Branddo and Coimbra, 2019; Garcia et al.,
2005; Reis et al., 2004).

DA has also been demonstrated to attenuate responses to aver-
sive stimulation. Recently, we found in rats that intranasally
applied DA (IN-DA) attenuated unconditioned fear responses,
considering that it reduced escape behavior from bright light and
ultrasound vocalizations in response to aversive restraint (Talbot
et al., 2017). The present study follows up on this finding by
examining the effects of acute IN-DA on (a) freezing induced by

electric shock to the foot (as a measure of conditioned fear) one,
two, and eight days after the conditioning session, and (b) freez-
ing, escape, and post-stimulation freezing (unconditioned
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fear-related behavioral responses) elicited by electrical stimula-
tion of the dorsal periaqueductal gray matter (dPAG).

The dPAG is the main structure of the encephalic aversion
system, a neural network underlying the expression of uncondi-
tioned fear-related behaviors (Branddao et al., 1999, 2005;
Coimbra et al., 2006; Graeff, 2004). Chemical and electrical
stimulation of the dPAG evokes unconditioned defensive behav-
iors mediated by serotonin, neurokinins, and excitatory amino
acids (Brandao et al., 1999, 2005; Eichenberger et al., 2002;
Ullah et al., 2015, 2017) and modulated by endogenous opioid
peptides (Eichenberger et al., 2002; Ribeiro et al., 2005). The role
of DA in the ventral PAG (vPAG) has been well documented
under nociceptive conditions. Injection into the vPAG of the DA
receptor agonist apomorphine was found to have antinociceptive
effects (Schoo et al., 2018). The activation of tyrosine hydrox-
ilase-positive neurons in the vPAG had supraspinal antinocicep-
tive action, and DA neurons in the vPAG interacted with
endogenous opioid peptide-related antinociception (Li et al.,
2016). On the other hand, little is known about the dPAG in terms
of possible DAergic mediation of defense reactions.

Whereas DA does not cross the blood-brain barrier, IN-DA
enters the brain directly via the nose—brain pathways in rodents,
providing an alternative means of targeting DA receptors (De
Souza Silva et al., 2008; Di Gioia et al., 2015; Tayebati et al.,
2013). IN-DA in rats has been demonstrated to bind to striatal
DA2 transporters (De Souza Silva et al., 2016), to increase extra-
cellular DA in the dorsal and ventral striatum (De Souza Silva
et al., 2008), and to have antidepressant-like (Buddenberg et al.,
2008) and memory-promoting effects (Ruocco et al., 2014;
Trossbach et al., 2014; Wang et al., 2017).

Here, we investigate the effect of IN-DA (1 and 2 mg/kg)
application on both unconditioned and conditioned fear-related
behavior either resulting from electric shocks to the foot (Furini
et al., 2017; Myskiw et al., 2014) or elicited by dPAG electrical
stimulation (Carvalho et al., 2018). Based on our previous find-
ing that IN-DA attenuated escape behavior from bright light and
ultrasound vocalizations in response to restraint, we hypothe-
sized that IN-DA would also reduce fear-related responses to
shocks to the foot and to dPAG stimulation.

Material and methods

Animals

A total of 63 male Wistar rats, weighing 250-300 g, from the
animal facility of the University of Sdo Paulo (USP) at Ribeirdo
Preto were used. The laboratory rodents were housed in groups of
four in plastic boxes (40 cmX33 ¢cmX26 cm) and maintained
under a 12-hour/12-hour light/dark cycle (lights on at 7:00am) at
23*=1°C. The rats were allowed free access to food and water
throughout the experiment. The experiments were carried out
during the light phase of the cycle.

Ethical statement

All of the experiments received formal approval (process
10.1.595.53.7 and 12.1.909.53.3) from the Committee on Animal
Research and Ethics (CEUA) of the University of Sdo Paulo at
Ribeirdo Preto and were performed in compliance with the rec-
ommendations of the Brazilian Society for Neuroscience and

Behavior, which are in accordance with the United States
National Institutes of Health Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals. The number of animals used was the mini-
mum required to ensure the reliability of the results, and every
effort was made to minimize animal suffering.

Surgery

The rats were intraperitoneally anesthetized with ketamine/xyla-
zine (100/7.5 mg/kg; Agener Unido, Embu-Guagu, Sdo Paulo,
Brazil) and fixed in a stereotaxic frame (David Kopf, Tujunga,
CA). The upper incisor bar was set 3.3 mm below the interaural
line, such that the skull was horizontal between the bregma and
lambda. After scalp anesthesia with 2% lidocaine (S.S. White
Artigos Dentarios, Sao Paulo, Brazil), the calvaria was surgically
exposed, and one bipolar brain electrode was implanted over the
left side of the dPAG according to Paxinos and Watson (2007).
The electrodes consisted of two twisted stainless-steel wires (50
um diameter each) that were insulated except at the cross-section
of the tip. The electrode was introduced at a 22° angle inclined
medially, with the lambda serving as the reference for each plane
(anterior/posterior (AP) 0.1 mm; medial/lateral (ML) 1.9 mm;
dorsal/ventral (DV) 5.3 mm). For all groups, the electrode was
fixed to the skull with acrylic resin and two stainless-steel anchor
screws. Each one was sealed with a stainless-steel wire to prevent
obstruction. At the end of surgery, the rats received an intramus-
cular injection of penicillin G benzathine (Pentabiotic, 600,000
IU, 0.2 mL; Fort Dodge, Campinas, Brazil) and subcutaneous
injection of the anti-inflammatory and analgesic flunixin meglu-
mine (Banamine, 2.5 mg/kg; Schering-Plough, Cotia, Brazil).
The rats were then returned to their home cages and allowed to
recover for five days.

Drugs

DA hydrochloride (Sigma—Aldrich, St Louis, MO) was sus-
pended in a gel composed of viscous castor oil mixture (M&P
Pharma, Emmetten, Switzerland) immediately before adminis-
tration. The rats received IN-DA (1 mg/kg and 2 mg/kg) five
minutes before the behavioral tests. To minimize the animals’
suffering in the shock freezing experiment, we decided to test
only one dose (1 mg/kg) against the control based on the fact that
this dose was the most effective dose in a previous study from
this lab (Talbot et al., 2017), in which IN-DA (0.03 mg/kg or 0.3
mg/kg) did not have significant effects in three other anxiety/fear
tests used in this lab (isolation, elevated plus maze and escape
from bright light). The 2 mg/kg of IN-DA was tested in the dPAG
stimulation procedure as the natural option after noticing a trend
toward significance of the 1 mg/kg IN-DA in this test.

IN-DA application

During the procedure, each rat remained free in a polypropylene
box (28 cmX17 cmX 13 cm). DA in gel was kept on ice through-
out the experiment and protected from light. Two minutes before
application, the suspension was removed from the ice to fill an
applicator pipette for viscous liquids (Microman; Gilson, Villiers
le Bel, France). Either 5 p.L DA or gel (control) was applied per
nostril with this applicator and corresponding tips (CP10 Tips;
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Gilson). Drug administration was performed in awake animals
over eight seconds per nostril with an application depth of 2 mm
(see De Souza Silva et al. (2016) for more details). Each rat
received treatment with IN-DA or its vehicle only once. There is
no report in the literature about interference of the gel with
olfaction.

Conditioned fear-related responses elicited
by electric shock to the foot

The foot-shock chamber (48 cmX26 cmX25 cm) had side and
back walls made of black acrylic, and the ceiling and front door
were made of transparent Plexiglas. In the middle of the frontal
wall was a thin marking on the acrylic with the purpose of divid-
ing the box into two imperceptible halves to the rat. The grid
floor consisted of 36 stainless-steel rods spaced 1.5 cm apart
through which electrical shocks to the foot could be delivered.
The chamber also enclosed a wooden sound-attenuating box with
a loudspeaker and a sound generator to deliver a | kHz tone (72
dB; Insight Equipment, Ribeirao Preto, Brazil) and was illumi-
nated by a 15 W red lamp. On day 1 (fear conditioning session),
animals were placed into the conditioning chamber for three min-
utes. Then, three electrical shocks (0.6 mA, 1 second) were deliv-
ered to the foot with a 30-second interval between them. The
shocks were delivered through the training cage floor by a con-
stant current generator delivering scrambled stimulation
(Albarsch Instruments, Porto Alegre, Brazil). Stimulus presenta-
tion was controlled by a microprocessor and an input/output
board (Insight Equipment). Animals were removed from the con-
ditioning chamber 30 seconds after the last shock to the foot and
returned to their home cages. On day 2, five minutes after IN-DA
or gel treatment, the rats were placed in the same chamber for 12
minutes without any shocks to the foot. On days 3 and 9, rats
were again placed in the same apparatus for another three min-
utes without receiving any shocks to the foot. Freezing is defined
as the arrest of movement for at least six seconds, whereas cross-
ing is defined as units of trespassing movements for a divisor line
drawn in the middle of the experimental box. Thus, IN-DA could
make the rat move and reduce the time of freezing in one com-
partment without changing the number of crossings in this par-
ticular experimental set-up. The chamber was cleaned with 20%
ethanol between animals.

Thresholding for dPAG stimulation-induced
freezing and escape responses

Five days after surgery, the animals were placed in a square
Plexiglas box (25 cmX20 cmX20 cm) in an illuminated room
with a 40 W fluorescent lamp (80 Ix at the level of the box floor).
The rats were allowed a 10-minute period of acclimation in the
enclosure. The dPAG was then electrically stimulated by means
of a sine-wave stimulator (Del Vecchio, Ribeirdo Preto, Brazil).
The stimulation current was monitored by measuring the voltage
drop across a 1 k() resistor with an oscilloscope (Minipa,
Houston, TX). Brain stimulation (60 Hz sine wave for 10 sec-
onds) was given at pseudorandom intervals (30-120 seconds),
with the current intensity increasing in 5 p.A steps to determine
the thresholds for freezing and escape responses. The freezing
threshold was defined as the lowest intensity that produced the

absence of movement, except movements related to respiration.
The intensity of current that produced running and/or jumping
was considered the escape threshold. Animals with an escape
threshold >120 pA (peak-to-peak) were removed from the
experiment. To investigate behavior that persisted after escape,
the rats remained in the experimental box for another eight min-
utes, without any stimulation, during which the duration of post-
stimulation freezing was recorded (Carvalho et al., 2015). After
the measurement of these baseline values, rats received IN-DA or
gel. Five minutes after the applications, the defensive behavior
was again evaluated through measurement of aversive threshold
and time spent in freezing after the end of the dPAG stimulation.

Histology

Upon conclusion of the experiments, to confirm the placements
of the electrode sites, each animal was anesthetized with keta-
mine at 92 mgkg (Ketamina®) and xylazine at 9.2 mg/kg
(Dopaser®), and the brains were then removed from the skulls,
maintained in 4% formalin for one week, and then cryoprotected
in 30% sucrose. Coronal slices 60 pm thick were cut (CM 1950;
Leica, Mannheim, Germany), mounted on gelatin-coated slides,
and Nissl staining was used to localize the sites of stimulation
according to Paxinos and Watson’s (2007) atlas. Three rats were
excluded from the analysis because of inappropriate electrode
placement.

Statistical analysis

In the shock-induced fear experiment, the duration of the condi-
tioned freezing and number of crossings were subjected to
repeated-measures two-way analysis of variance (ANOVA).
Treatments and time (0—3 minutes and 9—12 minutes) were con-
sidered as factors for the analysis on test day 2. Treatments and
three-minute sessions (test days 2, 3, and 9) were the factors for
the evaluation of the effects of treatment over trials. Considering
the dPAG electrical stimulation experiments, one-way ANOVA
was used to assess the effects of IN-DA infusions on defensive
behaviors induced by dPAG stimulation. The difference (A) of
freezing and escape thresholds and post-stimulation freezing
responses measured before and after the IN-DA was the depend-
ent variable, and treatment (gel or DA at 1 and 2 mg/kg) was the
independent variable. Statistical analysis was performed using
GraphPad Prism v5.0 for Windows (GraphPad Software, San
Diego, CA). ANOVAs were followed by Bonferroni’s multiple
comparisons post hoc test. p-Values of <0.05 were considered
statistically significant.

Results

For the study of fear induced by shocks to the foot, repeated-meas-
ures two-way ANOVAs were used to assess the effects of the
IN-DA on duration of freezing (Figure 1(a)) and number of cross-
ings (Figure 1(b)) on test days 2 (12 minutes ), 3 (three minutes),
and 9 (three minutes). The analysis was split into two approaches:
(a) reatment (DA 1 mg/kg and gel) and time (0-3 minutes and 9—12
minutes) were used as factors for the test day 2 session, and (b)
treatment (DA 1 mg/kg and gel) was one factor and the three-min-
ute time of test days 2, 3, and 9 was the repeated measure.
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Figure 1. Effect of intranasally administered dopamine (IN-DA) before
the test for conditioned fear responses. Animals were subjected to

a contextual fear-conditioning task (three minutes of habituation
followed by three electric shocks to the foot of 0.6 mA with 30 seconds
between trials). After 24 hours, they received an intranasal infusion

of gel (vehicle) or IN-DA (1 mg/kg; 5 pL per side) five minutes before
the first test for conditioned fear. This session lasted 12 minutes, and
the results are depicted for the first three minutes and final three
minutes. These same rats were subjected to three-minute extinction
tests 24 hours and seven days later. (a) Animals that received IN-DA
exhibited less freezing behavior compared to the vehicle group in each
of the three sessions. (b) Animals that received either IN-DA or vehicle
emitted fewer crossings in the box in the last three minutes compared
to the first three minutes of the first test session. They also made
fewer crossings during test day 3 compared to the initial three minutes
of test day 2. Data are expressed as the mean=standard error of the
mean (SEM; n=16-17 /group). *p<<0.05 last three minutes compared to
first three minutes of first test session; #p<<0.05 compared to IN-DA
group of test day 2, according to one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Bonferroni’s post hoc test.

Considering the duration of freezing during the test performed on
day 2, according to the repeated-measures two-way ANOVA, there
was significant effect of treatment (F(1, 31)=6.09; p<<0.05) but not
of time (F(1,31)=0.33; p>>0.05) or of treatment by time interaction
(F(1, 31)=0.30; p=0.05). Rats that received IN-DA before the test
on day 2 expressed less freezing behavior compared with the
gel-treated group (p<<0.05). Similarly, considering the duration of

freezing behavior recorded during test days 2, 3, and 9, there was a
significant effect of treatment (/(1, 31)=5.88; p<<0.05) but not ses-
sion (F(2, 62)=1.05; p>0.05) and no treatment—session interaction
(F(2, 62)=0.20; p>0.05). Decreased freezing responses were main-
tained for 24 hours and over the seven-day testing period, indicating
that rats that received IN-DA expressed less freezing than the gel-
treated rats throughout these sessions (Figure 1(a)).

Considering the number of crossings displayed during test
day 2, according to the repeated-measures two-way ANOVA,
there was a significant effect of time (F(1, 31)=16.66; p<<0.05)
but not treatment (F(1, 31)=0.03; p>0.05) or treatment by time
interaction (F(1, 31)=0.23; p>0.05). However, there was a sig-
nificant effect of session (F(2, 62)=4.42; p<<0.05) on the number
of crossings during test days 2, 3, and 9, despite no significant
effect of treatment (F(1, 31)=0.01; p>0.05) and no treatment—
session interaction (F(2, 62)=0.20; p>0.05) were found. The rats
exhibited less locomotor activity over time, regardless of the
treatment (Figure 1(b)).

With regard to dPAG electrical stimulation-related experiments,
only those rats in which the tips of the electrodes were located
within the dorsomedial and dorsolateral columns of the periaque-
ductal gray matter were used in this study (Figure 2). According to
the one-way ANOVA, followed by Bonferroni’s post hoc test, there
was a trend toward a significant effect of the treatment with IN-DA
at the highest dose (2mg/kg) on freezing responses in comparison to
the control group (F(2, 27)=2.65; p=0.08), as shown in Figure 3(a).
Considering the escape behavior, according to the one-way
ANOVA, there were significant effects of treatments on escape
behavior threshold (F(2, 27)=3.61; p<<0.05; Figure 3(b)).
Concerning post-stimulation freezing behavior, according to the
one-way ANOVA, followed by Bonferroni’s post hoc test, there
was a significant effect of treatments (F(2, 27)=4.58; p<<0.05).
Animals treated with IN-DA at the lowest dose displayed decreased
post-stimulation freezing behavior elicited after dPAG neural acti-
vation in comparison to the highest dose (2 mg/kg), as shown in
Figure 3(c).

Discussion

The main findings of the present study are: (a) after foot-shock
conditioning, IN-DA applied five minutes prior to the behavioral
test attenuated the conditioned freezing behavior 24 hours, two
days, and eight days after conditioning; (b) IN-DA given five
minute before the dPAG electrical stimulation increased the
amount of current required to elicit escape behavior; and (c) there
was reduced post-dPAG stimulation freezing.

IN-DA application

The administration of drugs through upper nasal passages has
become an important alternative route of medication in laboratory
animals and human patients (Chapman et al., 2013; Lochhead and
Thorne, 2012). Some pharmacological agents when intranasally
applied can enter the brain by bypassing the blood-brain and
blood—cerebrospinal fluid barriers, thus finding a direct route to the
encephalic structures from the nasal epithelium, likely via the
extracellular pathways along the olfactory and trigeminal nerves
(Crowe et al., 2018; Dhuria et al., 2010). For example, DA cannot
cross the blood—brain barrier. Yet, [*H]dopamine administered via
the nostrils of mice and rats has been shown to enter the brain
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(b)

-6.72 mm

Figure 2. Target sites for electrode implantation into the dorsal
columns of periaqueductal gray matter (dPAG). (a) Photomicrograph

of midbrain transverse sections showing a histological confirmed
representative site of an electrode implanted into the dPAG. (b)
Representation of histologically confirmed sites (black hatched circles)
of dPAG electrical stimulation depicted on modified diagrams from
Paxinos and Watson’s (2007) atlas. Bar=200 pm.

unchanged (Dahlin et al., 2000, 2001). IN-DA was also shown to
increase the extracellular DA in the dorsal and ventral striatum (De
Souza Silva et al., 2008) and to bind to the DA, transporter in the
neostriatum of the rat (De Souza Silva et al., 2016). Behaviorally
in rodents, IN-DA has caused antidepressive-like effects
(Buddenberg et al., 2008), attenuated behavioral asymmetries
incurred by unilateral DA lesion of the nigrostriatal pathway (Pum
etal.,, 2009), countered attention/working memory-related deficits
in a rat model of attention-deficit/hyperactivity disorder (Ruocco
etal, 2014), and attenuated memory deficits in novel-object pref-
erence tasks (Trossbach et al., 2014; Wang et al., 2017).

Of relevance to the present study is the finding that IN-DA in
rats reduced escape behavior from a noxious bright light, and

A threshold (pA)
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Figure 3. Differences (A) in freezing, escape thresholds, and time of
post-stimulation freezing recorded before and after intranasal infusions
of gel (vehicle) and 1 and 2 mg/kg DA, given (5 pL per side) in rats
submitted to electrical stimulation of dPAG. Thresholds for freezing

(a) and escape (b) and duration of post-stimulation freezing (c) were
recorded by dPAG electrical stimulation. Data are expressed as the
mean=SEM (n=10/group). *p<<0.05 compared to gel control; #p<<0.05
compared to 2 mg/kg dose of DA, according to repeated measure two-
way ANOVA followed by Bonferroni's post hoc test.

decreased ultrasonic vocalizations induced by physical restraint
(Talbot et al., 2017). The present results, showing that IN-DA
treatment attenuated conditioned fear-related responses induced
by electric shocks to the foot over trials and time, and decreased
the unconditioned freezing induced by stimulating the dPAG,
support and extend these findings. These results are relevant with
respect to the evidence that DA may play a role in the mecha-
nisms that underlie the perception of the behavioral reaction to
aversive or threatening stimulation. The increased DA availabil-
ity after its administration could account for its anti-aversive
action and supports findings related to increased response to
painful stimulation due to low DA transmission (Martikainen
et al., 2018). Dietary DA depletion in humans also increased rat-
ing of pain (Thiemann et al., 2014). However, it should be noted
that enhanced DA has also beenreported to increase pain (Treister
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et al,, 2013) and to enhance response to aversive stimulation (for
a review, see Taylor et al. (2016)). DA release in the NAc was
found to respond to punishing events or signals of aversive stim-
ulation (Badrinarayan et al., 2012; Biesdorf et al., 2015) and to
correlate with the magnitude of the avoidance response (Pultorak
etal.,2018). In addition, the firing of most dopaminergic neurons
is suppressed by aversive stimulation or by aversive stimulus-
related cues (Ungless et al., 2004). It may be of relevance here
that the IN-DA procedure was also shown to increase DA release
in the NAc and dorsal striatum (De Souza Silva et al., 2008) and
to bind to the DA, transporter in the striatum (De Souza Silva
et al., 2016). This concordance suggests that the striatum may be
a focus of action of the effect of IN-DA in attenuating behavioral
response to aversive stimulation.

The attenuation of conditioned fear (freezing) response over
the three test trials was the result of IN-DA treatment five min-
utes prior to the first test of the conditioned response (CR). Thus,
the attenuated freezing could be interpreted as a reduction in the
expression of the conditioned fear during the first trial (i.e. an
attenuated fear response), which continued to be reduced in the
further two (extinction) trials. Such an interpretation suggests
that conditioned fear could be attenuated by the administration of
DA agonists prior to exposure to the conditioned stimulus (CS).
On the other hand, administering a drug concomitant with testing
for conditioning modifies the biological state of the animal from
the one prevailing during conditioning to the one active during
testing, resulting in the possibility of a state-dependent decre-
ment in recall or expression of the CR. However, the attenuated
freezing persisted over two further trials in the absence of DA
treatment, weakening the argument of state dependency. It is also
unlikely that IN-DA treatment increased the motor activity
(Schindler and Carmona, 2002), resulting in less freezing during
the first test, since this treatment did not change the number of
crossings.

On the other hand, the attenuated fear response over the three
testing trials might suggest that the IN-DA treatment hastened the
rate of extinction of the conditioned fear. Such an interpretation
was espoused in several studies that have used similar paradigms
as those used in the current work, namely to administer a drug
prior to the first test for conditioning (which was considered to be
a trial to condition ‘extinction memory’ to the environmental CS;
Furini et al., 2017; Myskiw et al., 2014). In a fear-conditioning
paradigm similar to that used in the present work, Furini et al.
(2017) injected methylphenidate (which increases extracellular
levels of dopamine by blocking its reuptake) into the CA1 region
of the hippocampus 20 minutes before the first conditioning test
trial (which they called an ‘extinction training’ trial). They found
less freezing behavior during both the ‘training’ trial and the sub-
sequent extinction-retention test trials. These findings bolter the
present data and suggest that enhanced hippocampal DA is
involved in the diminished freezing response presently
demonstrated.

Previous studies on the involvement of DA in anxiety have
reported either anxiolytic- or anxiogenic-like effects and a lack of
effect of DA agonists and antagonists in animal models of anxiety
(Garcia et al., 2005; Rodgers et al., 1994). Part of that conflict may
come from the psychobiological characteristics, whether uncondi-
tioned or conditioned, of the aversive stimulus used in these stud-
ies. Increased DA activity in the mesolimbic system is correlated
with conditioned fear, and reduction of the DA activity in this

system leads to a reduced expression of conditioned fear (De
Oliveira etal., 2011, 2009; De Souza Caetano et al., 2013; Martinez
etal., 2008; Zweifel et al., 2011). Intraperitoneal injections of low
doses of the D, receptor agonist quinpirole, acting on autoreceptors
at the ventral tegmental area (VTA) neurons and decreasing DA
release at dopaminergic projection axonal terminals, were found to
attenuate conditioned fear (De Oliveira et al., 2009, 2011). Fear
response to a conditioned stimulus appears to depend on the acti-
vation of VTA-mesocorticolimbic dopaminergic connections.
Thus, our findings suggest that IN-DA may also be acting on pre-
synaptic D, receptors in the brain stem, thereby reducing neuronal
firing of dopaminergic efferent pathways. However, it cannot be
ignored that DA acting on the D1/D5 receptor modulates both
acquisition and consolidation of context-dependent extinction
(André and Manaham-Vaughan, 2016).

Unconditioned fear-related studies have aimed to investigate
the role of the dPAG in fear-related behavior (Brandio et al.,
1999, 2005; Castilho and Branddo, 2001; Roncon et al., 2015;
Twardowschy and Coimbra, 2015). Several studies have indi-
cated anti-aversive effects of DA in the midbrain tectum, with
emphasis on the dPAG, deep layers of the superior colliculus
(dISC), and inferior colliculus (Brandao et al., 2015; Brandao and
Coimbra, 2019; De Oliveira et al., 2014; Muthuraju et al., 2014)).
In the present study, 2 mg/kg IN-DA increased the escape thresh-
old elicited by electrical stimulation of the dPAG. Injection of
sulpiride, a D, receptor antagonist, into the dPAG and the dISC
increased the number of escape responses to a light stimulus (an
index of innate fear reactions to illuminated areas) and reduced
the number of entries into and time spent on the open arms in the
elevated plus maze test (Muthuraju et al., 2016). These findings
suggest that DA, through D, receptors in the dISC and dPAG, is
involved in defense reactions organized in the midbrain tectum.

The post-stimulation freezing following electrical stimulation
of the dPAG has been considered the result of activation of ascend-
ing projection from the dPAG (Carvalho et al., 2015, 2018) and is
considered an experimental model of panic attacks, with forebrain
structures such as the amygdala and hippocampus playing a critical
role in its organization (Carvalho et al., 2013, 2015, 2018;
Fanselow, 1994). It has been proposed that different mechanisms
are activated when aversive stimuli activate dPAG neurons; there
is a concomitant activation of the dPAG toward the outcome
defense reaction (freezing and escape responses), as well as the
limbic processing of the signal through ascending neural circuits
(post-stimulation freezing). The attenuation of the post-stimulation
freezing by 1 mg/kg IN-DA highlight the evidence that the brain
stem affects the processing of aversive information in rostral areas
of the neuroaxis (Carvalho et al., 2015, 2018) and that DA can
influence fear-related behavior processing through neuromodula-
tion of ventral midbrain structures already demonstrated to exert
control on dorsal midbrain neural activity (Almada and Coimbra,
2015; Almada et al., 2015, 2018). However, the likely broad distri-
bution of the DA due to route of administration would not limit its
action to dopaminergic receptors in the dPAG. The DA could also
act on the autoreceptors in the VTA and therefore reduce activity of
the mesolimbic pathway. It also could explain why only the low
dose of DA affected the post-stimulation freezing. Although D2
receptors are found both pre- and postsynaptically, it has been
reported that the presynaptic sites are between 6 and 10 times more
sensitive to apomorphine than the postsynaptic sites (Skirboll
et al., 1979). Thus, it can be inferred that a high dose of DA could
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affect postsynaptic receptors without affecting locomotor behav-
ior. The administration of D2 agonist (Quimpirole) into the VTA as
well as D2 antagonist (Sulpiride) into the dPAG concomitant to
IN-DA could confirm this hypothesis.

The present findings show that IN-DA reduced conditioned and
unconditioned fear responses without influencing exploratory
behavior. Unfortunately, we do not know exactly which areas of the
brain were activated by IN-DA in its action on these fear responses.
However, it can be inferred that the mechanism of IN-DA could be
similar to what has been proposed in the striatum where it acts on
the DA transporter, promoting enhanced DA availability (De Souza
Silva etal., 2016). Additional studies are required using specific D1
and D2 receptor agonists and antagonists in order to identify how
DA acts to produce the effects observed here. Psychostimulants
tend to have rewarding influences on behavior, and basal nuclei DA
reflects expectation of reward (prediction errors; Kalisch et al.,
2019; Schultz, 2010; Sutton and Barto, 1981). Possible rewarding
effects of IN-DA could account for it reducing responses to uncon-
ditioned and conditioned fear. However, IN-DA has not yet been
tested for reinforcing properties. In general, establishing the mecha-
nisms by which DA participates in the organization of fear-related
behavior can impact our understanding of anxiety, stress, pain, fear,
and panic states, and the beneficial effects of IN-DA may be thera-
peutically relevant for these disorders.
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