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Introducao

Dentre os disturbios emocionais conhecidos, a ansiedade vem afetando em diferentes
niveis, um grande nimero de individuos, fazendo da compreensdo deste fendmeno um dos
maiores desafios dos dias atuais. A ansiedade é um estado emocional que faz parte do
espectro normal das experiéncias humanas, sendo, em determinados niveis, propulsora do
desempenho. Toda tarefa possui um ponto 6timo de ansiedade para que ela possa ser
executada da melhor forma possivel. Todavia, niveis exageradamente elevados de ansiedade
prejudicam a execuc¢do da tarefa, caracterizando-se assim o seu aspecto patoldgico. A
ansiedade passa entdo a ser patoldgica, quando seus niveis estdo desproporcionais a situacdo
que a desencadeia, ou quando nao existe um objeto especifico ao qual se direcione. O Manual
Estatistico Diagndstico de Doencas Mentais, 0 DSM-1V [1] define os transtornos de ansiedade
de acordo com vdrios critérios diagndsticos, como por exemplo, preocupacdo excessiva,
recorrente, persistente irritabilidade, alta vigilancia cognitiva e uma grande dificuldade de
relaxar. Outros sintomas estdo relacionados a hiperfuncionalidade fisiolégica, como por
exemplo, dores musculares, diarréia cronica, dores de cabeca, taquicardia, palpitacdes e
disfungdes gastrointestinais [1].

De acordo com Gross e Hen [2], a ansiedade € uma complexa combinacao de diversas
emogdes, como medo, preocupagdo e apreensao. Como qualquer emogdo, a ansiedade pode
ser decomposta em trés componentes. O primeiro deles, que sem duvida € o principal, esta
relacionado com a atividade consciente dessa emog¢do. Este componente € de acesso exclusivo
a cada pessoa. Somos apenas capazes de inferir que outras pessoas também devem sentir
conscientemente essas emogoes.

Além da consciéncia, a emoc¢do apresenta também um aspecto comportamental e
fisiolégico. Estes dois aspectos sao publicos e por isso podem ser observados e quantificados.
O componente comportamental estd associado a posturas corporais e expressdes faciais. O
componente fisioldgico estd associado as reagdes controladas pelo sistema nervoso autdnomo,
mais especificamente a por¢do simpdtica. Dentre estas reacdes destacam-se os batimentos
cardiacos, alteracdo da respiragdo, sudorese [3].

A ansiedade, desta forma, produz um repertério de reacdes comportamentais e
fisioldgicas. Tais reacdes estdo ligadas a padrdes evolutivos de defesa, pois preparam os
organismos a lidarem com alguma ameaca em potencial. Deve-se notar a ansiedade como um
componente primordial de um sistema neuronal que se originou em mamiferos mais simples,
e se manteve ao longo da evolugdo das espécies. Tal sistema responsabiliza-se tanto pela
deteccdo de sinais representativos de perigo no meio ambiente, quanto pela ativacdo de
reacOes adequadas de defesa [4].

As reagdes de medo e ansiedade formam a primeira linha de defesa dos organismos,
protegendo-os de perigos que poriam em risco sua integridade e continuidade evolutiva [5].
De fato, ansiedade é benéfica ao organismo quando utilizada dentro de certo limite. Tal idéia
foi descrita no inicio do século passado pelos psicélogos americanos Robert M. Yerkes e John
D. Dodson. De acordo com este principio, existe um ponto 6timo de ansiedade necessario
para a melhor realiza¢do de uma determinada tarefa. Graficamente descrita, a relacdo entre o
desempenho de uma atividade e ansiedade adquire a forma de um “U” invertido, significando
que, até certo ponto o aumento da ansiedade tem a capacidade de aumentar e melhorar tal
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desempenho. Obviamente, um aumento acima de um nivel adequado para aquela tarefa
podera prejudicar sua execucao. Este ponto 6timo é chamado coeficiente de ativacgao.

Entretanto, disfungdes e o funcionamento anormal deste sistema motivacional de
defesa provocam os chamados transtornos de ansiedade generalizada (TAG), que martirizam
e angustiam a vida de milhdes de pessoas em todo o mundo [5]. Dados levantados pelos
institutos de satide mental mostram que pelo menos 20% da populacdo mundial apresentardo
pelo menos um episddio relacionado a transtornos de ansiedade durante a vida [4, 6, 7].

Embora os transtornos de ansiedade sejam reacdes tipicamente humanas, os modelos
animais de ansiedade t€m se tornado mecanismos extremamente Uteis na compreensdo dos
mecanismos patofisioldgicos destes transtornos [4]. Mais precisamente, a resposta de
congelamento associada aos estimulos contextuais apresenta um interessante isomorfismo
com o transtorno de ansiedade generalizada humano. A resposta de congelamento é uma
importante medida de medo condicionado. Small [8] observou que o congelamento é
caracteristicamente uma reacdo de medo do rato. Griffith [9] concluiu que os ratos exibem a
resposta de congelamento na presenga de um gato, ou entdo na presenga de estimulos que
indicam a existéncia deste animal, como o odor. Os estudos que utilizaram a resposta de
congelamento como sendo uma reacdo a um estimulo condicionado comecaram no final da
década de 70. Bouton e Bolles [10] demonstraram que no condicionamento aversivo, a
observacdo e quantificagdo do congelamento se mostraram mais eficazes como um
instrumento de medi¢cdo do medo. Isto ocorre pelo fato de que ratos que ndo receberam o
condicionamento aversivo nao demonstraram a resposta de congelamento, fornecendo assim
uma linha de base mais confidvel. Além disso, apés uma unica sessdo de pareamentos de
choque e contexto, o rato ja exibe a resposta de congelamento.

Condicionamentos mais intensos produzem um congelamento ainda mais robusto,
chegando a 100% do tempo de exposicao ao contexto [11]. Para os ratos a resposta de
congelamento é um comportamento defensivo altamente especifico. O movimento pode
facilitar sua identificagdo por um predador, funcionando como um estimulo para o ataque. A
resposta de congelamento ja foi observada até em situacdes nas quais havia opcao de escape.
Os ratos sdo animais altamente precavidos contra ataques de predadores e para sobreviver a
uma ameaga, eles utilizam um protocolo de fuga, que incluem um congelamento corporal
total, ficando apenas o movimento respiratério, visando ndo ser notado pelo predador, e uma
fuga desordenada quando o perigo € inescapavel [12].

Compostos farmacoldgicos ansioliticos, que diminuem a ansiedade em seres humanos,
mostraram-se extremamente eficazes em diminuir, ou mesmo abolir a resposta de
congelamento dos animais frente a um contexto aversivo. E interessante observar que a
dosagem utilizada nas duas situacdes encontrava-se na mesma faixa daquela utilizadas para
seres humanos [13].

A amigdala é um complexo de nicleos que se encontra no lobo temporal anterior de
seres humanos e de outros animais [14]. Um dos primeiros pesquisadores a observar e
classificar o hoje denominado “Complexo Amigdaléide” foi o fisiologista alemao Karl
Friedrich Burdach, em 1819. Cortes especiais do cérebro revelavam uma massa de matéria
cinzenta em forma de améndoa, localizada numa regido subcortical. Burdach denominou tal
massa de “Complexo Amigdalar” [15]. Apés a descoberta de Burdach desta massa de
neurdnios subcorticais passaram-se cerca de 50 anos de controvérsias sobre em qual parte do
cérebro tal complexo deveria estar localizado. Em 1867, outro fisiologista alemao, Theodor
Meynert, definiu que a amigdala deveria ser para fins de classificacao, definida como um lobo
ventral e temporal, sendo uma extensdo do “claustrum”. Segundo este fisiologista, o
“Claustrum” seria o limite mais inferior do cérebro [15].

Mas as controvérsias nao pararam por ai. Somente em 1923, por meio de J.B Johnston,
que foi introduzida a descricdo do complexo que é largamente usada até hoje. Ele comparou
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exaustivamente um grande nimero de animais vertebrados. Sua proposta € que a amigdala
fosse dividida em dois nucleos primitivos associados ao sistema olfatério (os nicleos central e
medial). Além disso, ele observou que existem outros dois nucleos filogeneticamente mais
novos, os nucleos lateral e basal [15]. Depois do inicio das primeiras observagdes do
complexo amigdaléide, que privilegiavam a localizagcdo anatomica e a filogenia desta
estrutura, as atencdes foram voltadas para a determinacdo das relagdes de “entradas” e
“saidas” dos diversos grupos neuronais da amigdala. Por causa disso os estudos privilegiaram
os tipos de neurotransmissores e receptores localizadas nestas vias de “entradas” e saidas”
[15]. Devido tais observacgdes, que sem divida foram muito mais precisas do que aquelas
feitas pelos primeiros pesquisadores, determinou-se que o complexo amigdaldide é uma
regido, basicamente, heterogénea [15]. Os estudos de David Amaral [14] sobre a amigdala de
primatas foram mais largamente adotados, sendo validados para o cérebro do rato por
Pitkanen e colaboradores, em 1997 [16]. Para fins de classificagdo a amigdala pode ser divida
em basicamente trés grandes dreas: o grupo basolateral, o grupo centro-medial, e o grupo
cortical [17]. O nicleo maior e mais bem diferenciado é o grupo basolateral. Ele é formado
pelos nucleos laterais, os nicleos da base, e os nucleos acessorios da base. Tal grupo possui
uma posicdo privilegiada no cérebro, recebendo informagdes do neocértex, tdlamo e
hipocampo. De fato, ¢ uma excelente posicdo para integracdo sensorial [18].

Ainda segundo Fanselow e Gale [18], outra parte de grande importancia € o nicleo
centro-medial. Ele € formado pelos nicleos central e medial. Este ndcleo possui importantes
conexdes com a chamada “stria terminalis”. As células desta regido sao idénticas as do nicleo
centro-medial, o que a denominou de “Amigdala Extendida”. O menor nicleo da amigdala é o
grupo cortical, e é também conhecida como a ‘“amigdala olfatéria”. Este nicleo recebe
informagdes diretas do bulbo olfatorio.

A principal via de entrada das informacdes sensoriais que chegam a amigdala € o seu
ndcleo lateral. E através deste niicleo que a amigdala recebe informacdes do mundo exterior.
E a estrutura do complexo amigdaldide que funciona como a via de saida das informacdes
codificadas na amigdala € justamente seu nucleo central [17, 18].

No interior da amigdala existem diversas outras estruturas que estdo entre o nucleo
lateral e o nucleo central. Tais estruturas, como por exemplo, o complexo basolateral,
codificam todas as informacdes de cardter emocional. Cada uma destas subdivisdes € capaz de
influenciar outras estruturas cerebrais associadas a emocao, como por exemplo, o hipocampo,
o cortex frontal e o hipotdlamo [14,17, 18, 19].

Estudos neuroquimicos da amigdala [20, 21] revelaram os neurotransmissores mais
encontrados nas suas diversas subdivisdes. Utilizando-se de imunohistoquimica para o
neurotransmissor inibitéorio GABA e para proteinas que convertem o glutamato em GABA (a
chamada GAD), observou-se a notdvel presenca de uma densa populacdo de neurdnios da
amigdala, que se estendem de forma ventral e ininterruptamente através do nucleo central e do
nicleo medial desta estrutura, que utilizam o neurotransmissor GABA. E interessante
observar que tais nicleos terminam no limite ventro-medial do hemisfério cerebral [15]

Em contraste as células do nucleo central e medial, robustamente GABAérgicas, em
outras partes da amigdala encontram-se dispersamente apenas alguns neurdnios
GABAérgicos, provavelmente envolvidos na formacdo de circuitos locais. Segundo
McDonald & Augustine [22] e Sun & Cassel [21] os neurOnios encontrados em outras
subdivisdes da amigdala sdo, provavelmente, glutamatérgicos (utilizam o neurotransmissor
excitatorio glutamato). Tais evidéncias sao fortes sugestdes de que uma parte da amigdala
(seus nucleos central e medial) € subcortical (estriatal), enquanto que suas outras partes sao
corticais.

Desta forma, evidéncias bastante consideraveis nos mostram que grande parte das
projecdes corticais (as chamadas células piramidais) da amigdala utiliza o glutamato como
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neurotransmissor, enquanto que as projecoes subcorticais usam o GABA. Segundo Swanson e
Petrovich [15], se isso for verdade, significa que as projecoes nao GABAérgicas da amigdala
ndo fazem parte do cortex. Entretanto, a caracteristica mais importante € mais marcante da
amigdala é, sem duvida, a sua capacidade de processar, codificar e controlar todas as
informacdes de cardter emocional que chegam ao cérebro. Tal estrutura possui grande
influéncia na circuitaria neural que envolve as respostas emocionais. Praticamente todo
estimulo sensorial recebe uma avaliacdo rdpida e precisa deste complexo. Ele possui varias
conexdes com diferentes partes do cérebro, adquirindo um alto poder de decisdo frente a
estimulos ameacadores, sobrepujando inclusive o cortex frontal [17, 18, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33]

Nos vertebrados complexos, entre 0s quais os seres humanos se incluem, a amigdala
desempenha um papel primordial no armazenamento e na forma¢do de memdrias associadas a
eventos emocionais. Este processo de consolidacio de memdria € denominado de
“Potenciacdo de Longo Prazo”, e provoca mudangas estruturais importantes nos neurdnios da
amigdala [34].

Sabe-se hoje que o condicionamento a estimulos discretos (e.g. luz ou som) ou
estimulos continuos (contextuais) depende da integridade do complexo amigdaléide. Tal
estrutura sub-cortical tem sido amplamente estudada, e seu papel na aquisicdo e expressao dos
comportamentos defensivos do rato ja foi demonstrado por diversos autores [11, 18, 24, 35,
36]. O envolvimento da amigdala na resposta de congelamento ao contexto previamente
associado ao choque foi primeiramente demonstrado por Blanchard & Blanchard [23]. Outros
estudos mostraram que a amigdala também possui uma participagdo crucial no
condicionamento pelo medo utilizando-se estimulos auditivos [37].

Com base em observacdes feitas apos a realizacdo da amigdalectomia bilateral em
macacos, Gaffan e Harrison [38] defenderam que a amigdala é especialmente importante na
mediacdo do controle do comportamento por reforcos condicionados. Estudos conduzidos em
humanos submetidos a ablacdo cirirgica da amigdala geralmente produzem informacdes
limitadas devido ao uso de amostras ndo controladas, mas tendem a mostrar atenuacdo da
agressao e incapacidade de responder a estimulos que normalmente provocariam medo [27].

O complexo basolateral da amigdala, particularmente o nucleo basal e lateral, é
responsavel pela eliciagdo da resposta de congelamento do animal [11]. De fato, Fanselow e
Gale [18] demonstraram que lesdes na regido frontotemporal da amigdala, que incluem seu
nucleo basal e lateral, causam uma diminuicdo significativa nas respostas de congelamento do
animal. Tais resultados também foram obtidos até mesmo um ano e meio apds a primeira
sessdo de treinos, a chamada fase de aquisicao.

Gale e colaboradores observaram, em 2004 [17], que o complexo basolateral da
amigdala estd intimamente envolvido no armazenamento das memdrias relacionadas ao medo
em ratos. Descobriu-se que memdrias de alto valor heddnico (prazer/desprazer) podem ser,
além de armazenadas, codificadas nesta mesma estrutura. Ratos lesionados bilateralmente na
amigdala basolateral demonstraram um sério déficit no reconhecimento de contextos com alto
valor emocional.

Kim e colaboradores [24] também demonstraram que lesdes extensivas na amigdala
em ratos provocaram uma atenuacao na resposta de congelamento dos animais. Além disso, a
aplicacdo de Lidocaina, Muscimol e Diazepam na amigdala também bloqueou a expressao da
resposta de congelamento [39, 40, 41].

Devemos ainda considerar que dentro de uma populagdo, certos individuos
demonstram ter maior propensdo a desenvolver transtornos de ansiedade. Neste caso, sdo
impactados mais fortemente pelos eventos ansiogénicos, e muitos estudos tem apontado para
a base genética destas predisposi¢odes [2, 7, 15, 19, 23, 45, 47]. Para reproduzirmos em
modelo animal esta base genética da ansiedade, realizamos a selecdo genética artificial de



Departamento de Psicologia

ratos através do paradigma do congelamento para estabelecer um grupo de ratos com uma
linha de base de ansiedade alta.

Objetivos

A proposta do presente estudo foi a de verificar a possibilidade de se estabelecer,
através de selecdo genética, duas linhagens de ratos com alta e baixa reatividade ao
condicionamento contextual aversivo. Uma vez detectados padrdes diferentes desta resposta
em geracdes de animais oriundos de pais previamente selecionados com base na resposta
condicionada de congelamento, decidiu-se também investigar a participacdo do complexo
amigdaldide no controle desta resposta.

Metodologia

Para realizarmos a selecao genética de ratos com alta e baixa taxa de congelamentos,
foram escolhidos ratos do tipo albinos da cepa Wistar para serem utilizados neste estudo. A
matriz inicial destes animais foi obtida de um criador local (Fundacdo Oswaldo Cruz) em
1995 e desde entdo vém sendo procriados no Biotério do Departamento de Psicologia da Puc-
Rio. Os animais foram mantidos em um ambiente com temperatura e luminosidade
controlada. A temperatura foi ajustada em torno de 22° C e as luzes ciclaram em um intervalo
de 12 horas iluminado por 12 horas de escuro.

Os animais foram mantidos em grupos de 6 a 8 em caixas de polietileno medindo
31x38cm. As caixas foram forradas com serragem de madeira para coletar as fezes e urina dos
animais. Os animais tiveram acesso ad libitum a 4agua e comida Treinos e testes
comportamentais ocorreram sempre durante o periodo iluminado do ciclo. Cinco dias antes do
inicio do experimento, todos 0s animais eram manuseados uma vez por dia por um periodo de
dois minutos. Todos os protocolos experimentais empregados nestes estudos estiveram em
conformidade com as Diretrizes Para o Emprego e o Cuidado de Animais de Laboratério
desenvolvidas pelo Instituto Americano de Saide (National Institutes of Health; publicacdo
numero 85-23, revisada em 1985).

O treino e teste de condicionamento contextual aversivo foram realizados em uma
caixa experimental quadrangular medindo 25 x 20 x 20 cm. Duas paredes laterais da caixa
eram de aluminio e as restantes de acrilico. O assoalho da caixa experimental era composto
por 15 barras de metal distando 1.5 cm entre si, permitindo a administracdo de choques
elétricos através de um gerador de choque com misturador de voltagem (AVS, SCR04 Sao
Paulo). Uma interface com oito canais (Insight, Ribeirdo Preto) acoplada a um micro
computador permitiu a apresentacdo deste estimulo aversivo. A caixa experimental era
sempre limpa imediatamente antes que o animal fosse colocado no seu interior com uma
solucdo de hidréxido de amonio (1%).

Este procedimento teve como objetivo eliminar possiveis influéncias que a urina e as
fezes deixadas na caixa por um animal pudessem influenciar o comportamento do animal
seguinte. A caixa experimental estava encerrada dentro de uma camara de isolamento acustico
feita de compensado de madeira e revestida por Eucatex acustico. Uma lampada vermelha de
25W instalada no teto da cAmara de isolamento acustico permitiu a observagao do animal por
meio de uma microcamera instalada no seu interior e conectada a uma placa de captura de
video instalada em uma sala adjacente. Um programa de leitura de imagens (Winfast)
permitiu a gravacdo eletronica das sessdes de testes experimentais. Uma ventoinha instalada
na camara de isolamento acustico permitiu a apresentacdo continua de um ruido branco de
78dB (escala A).

Com objetivo de se produzir uma linhagem de animais com alta taxa de congelamento
condicionado (CAC — Cariocas com Alto Congelamento) e outra linhagem com baixa taxa de
congelamento condicionado (CBC - Cariocas com baixo Congelamento), 120 ratos (60
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machos e 60 fémeas) constituiram a gerag¢do inicial (SO) para a producdo destas duas
linhagens.

Cada animal foi submetido a um procedimento de condicionamento contextual
aversivo. Neste procedimento, o animal era colocado no interior da caixa experimental por
oito minutos. Ao término deste periodo, trés choques de 1 mA com duracdo de um segundo
cada eram apresentados com um intervalo de 20 segundos entre choques. Apds a apresentacdo
do dltimo choque, o animal permanecia por mais dois minutos, terminando assim a sessao de
treino. Cerca de 24 horas apds, teve inicio a sessdo de teste. Nesta sessd@o, o animal era
recolocado na caixa experimental por oito minutos. Nenhum choque era apresentado e a
resposta de congelamento durante todo este periodo era registrada por meio de um
procedimento de amostragem de tempo. A cada dois segundos, um observador avaliava se o
animal apresentava uma postura de congelamento definido como a auséncia total de qualquer
movimento, exceto aqueles necessarios para a respiracdo. A concordancia entre observadores
com relacdo a registro desta resposta em nosso laboratério € de 0,98. Calcado na média da
resposta de congelamento durante a sessao de teste, selecionou-se 10 machos e 10 fémeas
com a maior taxa de congelamento para dar inicio a linhagem CAC assim como 10 machos e
10 fémeas com a menor taxa de congelamento para dar inicio a linhagem CBC. Tomou-se o
cuidado para evitar cruzamentos consangiiineos (cruzamento entre irmao — irma), evitando-se
assim a endogamia.

Das 10 familias CAC nasceram 76 animais (37 machos e 39 fémeas) enquanto que as
10 familias CBC deram origem a 71 animais (34 machos e 37 fémeas). Estes animais
constituiram a primeira geragdo de animais selecionados (S1). Entre 6 e 8 dias apds o
nascimento, cada filhote recebeu um corte em uma das orelhas com objetivo de designar a sua
linhagem (CAC — corte na orelha direita; CBC — corte na orelha esquerda). Um segundo
sistema de marcacdo, realizado através da ablacdo de um ou mais dedos das patas do animal
também foi realizado durante este periodo. Aos 21 dias de idade, os animais destas 20
familias foram separados por sexo, alojados em grupos de 6 a 8 animais. Os animais eram
sempre agrupados respeitando-se suas respectivas linhagens. Ao atingirem a idade de
aproximadamente trés meses, cada um destes animais foi submetido as sessdes de treino e
teste de condicionamento contextual aversivo. A média da resposta de congelamento durante
a sessao de teste foi utilizada novamente como critério para a selecdo de 10 novas familias
com as maiores taxas de congelamento e 10 novas familias com as menores taxas de
congelamento. Este mesmo procedimento foi utilizado para a produgcdo de duas novas
geracOes selecionadas de animais (S2 e S3). Esta geracdo obtida como resultado deste
procedimento comp0s a base de sujeitos para o experimento de investigacdo da participagdo
do complexo amigdal6ide no controle da resposta de congelamento.

Ao atingirem trés meses de idade, os sujeitos gerados através da nossa selecdo
genética (S4) foram divididos seguindo o critério de alta e baixa taxa de congelamento: 73
animais da linhagem CAC (46 machos e 27 fémeas) bem como 78 animais da linhagem CBC
(33 machos e 46 fémeas) foram submetidos ao procedimento de condicionamento contextual
aversivo. Neste procedimento, cada animal era colocado na caixa experimental e trés minutos
apos, trés choques elétricos de 1 mA com duracdo de 1 segundo cada foram apresentados com
um intervalo de 20 segundos entre eles. Um minuto apds o ultimo choque, o animal era
retirado da caixa experimental, retornando para sua caixa viveiro. Cerca de 24 horas apds, o
animal era recolocado na caixa experimental por quatro minutos sem que qualquer estimulo
fosse apresentado. A resposta de congelamento foi observada durante os quatro minutos da
sessdo de teste exatamente da forma descrita anteriormente.

Calcado na média desta resposta 24 machos e 24 fémeas com a maior taxa de
congelamento, bem como 24 machos e 24 fémeas com a menor taxa de congelamento, foram
acasalados entre si, evitando a formacao de pares consangiiineos. Vinte e quatro ratos machos
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e outras 24 fémeas livres do grupo controle foram também submetidos ao procedimento de
condicionamento contextual aversivo bem como ao processo de acasalamento. Os 72 pares de
animais permaneceram acasalando por uma semana. Ao final deste periodo, todos os ratos
machos (24 CAC, 24 CBC e 24 controle) foram reagrupados em novas caixas Viveiros,
permanecendo por outro periodo de trés semanas de ambientacdo. Apds este periodo, metades
dos animais das linhagens CAC e CBC bem como os do grupo controle foram submetidas a
uma cirurgia estereotdxica com objetivo de destruir o complexo amigdaldide bilateralmente.
A outra metade destes trés grupos de animais recebeu lesdes falsas.

Cerca de uma semana apds a cirurgia, todos os animais foram expostos a um novo
procedimento de condicionamento contextual aversivo. A resposta de congelamento foi
registrada durante os trés minutos inicias da sessdo de treino, que antecediam a apresentagcao
dos choques elétricos, bem como aos quatro minutos da sessdo de teste.

Para se perfazer as lesdes eletroliticas no complexo amigdaloide, os animais foram
anestesiados com Tribromoetanol (250mg/kg) e fixados no aparelho estereotixico (David
Kopf, Tujunga, CA). Cada animal foi lesionado através da inser¢do de um eletrodo,
implantado a 3 mm acima da amigdala, recebendo desta forma lesdes eletroliticas bilaterais.
Utilizando-se bregma como referéncia as coordenadas utilizadas foram: AP — 3.2mm, ML
4.2mm, DV 5.8mm. O angulo do braco estereotaxico foi de 90°. Utilizando-se um lesionador,
percorreu-se uma corrente de SmA, com duracdo de 20 segundos, para se perfazer as lesoes.
Os animais que receberam as lesdes falsas (sham) passaram pelos mesmos procedimentos,
com a excecao de que nenhuma corrente foi apresentada.

Ao final do experimento, todos os animais foram sacrificados através de uma dose
especifica de Hidrato de Cloral (1ml/100g). Os animais forma perfundidos cardiacamente
com salina e formol (4%) contendo potdssio de ferrocianeto (1%). Os cérebros foram
extraidos e guardados numa solu¢do de formol (10%) com sacarose (20%), por pelo menos
uma semana. Apds este tempo, os cérebros foram seccionados através de um criostato,
formando-se fatias com espessura de 5S0um e a cada trés, uma fatia foi montada em laminas
preparadas para a coloracao cresil violeta. Desenhos da regido correspondente a 4rea cerebral
afetada pela lesdo forma feita com auxilio de um Atlas de cérebro de rato [42].

A fim de permitir a comparacdo da regido afetada pela lesdo e corrigir eventuais
encolhimentos causados pela preparacdo histoldgica, os cortes histolégicos foram montados
em laminas e sobrepostos em um micro-projetor sobre a estrutura correspondente do Atlas. A
magnificacdo foi ajustada até que a estrutura projetada e a encontrada no Atlas se igualem.
Desenhos da regidocorrespondente a drea cerebral afetada pela lesdo foram feitos na devida
escala. A extensdo da perda celular e cromatélise foram estimadas através da multiplicacdo
das divisdes do Atlas nos sentidos anterior-posterior, medial-lateral e ventraldorsal. Dados
obtidos com lesdes incorretas foram excluidos da andlise estatistica.
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Resultados

Dentre os 72 animais utilizados neste experimento (S4), 14 morreram ao longo do
experimento ou apresentaram lesdes fora da drea do complexo amigdaldide. A Tabela abaixo
apresenta a distribuicdo do nimero de animais em cada um dos seis grupos deste experimento.

Lesao CAC Controle CBC
Amigdala 9 7 7
Falsa 11 12 12

Distribui¢do do nimero de animais do sexo masculino entre os seis grupos formados através
da combinagdo das linhagens com alta (CAC), controle e baixa (CBC) taxa de congelamento e
o tipo de lesdo (lesdes no complexo amigdaldide ou falsas lesdes).

A figura abaixo apresenta a média da resposta de congelamento durante a sessdo de teste do
primeiro procedimento de condicionamento contextual aversivo entre os 144 animais que
compuseram a amostra inicial do estudo.
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Porcentagem média do tempo de congelamento dos animais selecionados para o experimento.

Uma analise de variancia (ANOVA) de duas vias (2 x 3) foi empregada para a analisar
os resultados. O primeiro fator, com dois niveis, estava relacionado com o sexo (machos e
fémeas). O segundo fator, com trés niveis, estava relacionado com o tipo de linhagem (CAC,
CBC e controle). Comparacdes par-apar foram realizadas através do teste f-student. A
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ANOVA revelou um efeito significativo para o sexo (F(1,144)=17,7; p<0,001) e para a
linhagem (F(2,144)=45,10; p<0,001). A interacdo entre estes dois fatores ndo foi significativa
(F(2,144)=0,53; p>0,58). Comparacdes par-a-par confirmam a impressao da Figura 5, com
machos apresentando uma quantidade maior de congelamento em relacdo as fémeas (todos os
p’s<0,05). Mais ainda, animais da linhagem CAC permaneceram na postura de congelamento
por um tempo maior em relac@o a linhagem CBC e controle, tanto entre machos quanto entre
fémeas (todos os p’s<0,001). Da mesma forma, animais da linhagem CBC permaneceram na
postura de congelamento por um tempo menor em relacdo a linhagem CAC e controle tanto
entre machos e fémeas (todos os p’s<0,001). Finalmente, animais controles (machos e
fémeas) apresentaram uma resposta de congelamento intermedidria em relagdo aos animais da
linhagem CAC e CBC (todos os p’s<0,001).

A figura abaixo apresenta a porcentagem média do tempo de congelamento durante o
periodo de treino entre os 58 animais que foram submetidos ao segundo procedimento de
condicionamento contextual aversivo apds terem recebido lesdes no complexo amigdaldide
ou lesdes falsas. A tabela previamente apresentada apresenta a distribuicdo do ndmero de
animais para cada um destes grupos.
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Representacao gréfica da porcentagem média do tempo de congelamento 3 minutos antes do
inicio da segunda série de choques.

Estes resultados foram analisados através de uma ANOVA de duas vias (2 x 3). O
primeiro fator, com dois niveis, estava relacionado com o tipo de lesdo (amigdala ou falsa
lesdao (sham)). O segundo fator, com trés niveis, estava relacionado com a linhagem do animal
(CAC, CBC e controle). Esta ANOVA indicou um efeito significativo em relacdo a lesao
(F(1,58)=42,4; p<0,001) e para a linhagem (F(2,58)=9,1; p<0,001). A interacdo entre estes
dois fatores também se mostrou significativa (F(2,58)=3,2; p<0,05). Compara¢des par-a-par
indicaram que todos os animais submetidos a lesdo da amigdala apresentaram uma redugdo
significativa da resposta de congelamento em relacdo as suas respectivas linhagens que
receberam lesdes falsas (todos os p’s <0,01). Nenhuma diferenca foi encontrada em relagdo a
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resposta de congelamento entre os animais com lesdes na amigdala da linhagem CBC e
controles (p>0,7). Ainda em relacdo a figura acima, as comparacOes par-a-par entre Os
animais que receberam lesdes falsas indicaram uma diferenca significativa entre as linhagens
CAC e CBC assim como entre a linhagem CAC e animais controles (todos os p“s<0,05).
Nenhuma diferenca foi encontrada entre os animais da linhagem CBC e animais controle
(p>0,3).

Uma andlise da reducdo da resposta de congelamento produzida pela lesdao do
complexo amigdaldide utilizando como referéncia as médias das respostas de congelamento
dos grupos “shams” indicou que lesdes no grupo CAC produziram uma reducio de 60,6% na
taxa de congelamento. Lesdes no grupo CBC produziram reducdes similares (63,0%).
Finalmente lesdes no grupo controle levaram a uma reducao de 87,7% na taxa da resposta de
congelamento. Na figura abaixo podemos observar a porcentagem média de tempo de
congelamento 24 horas apds o segundo procedimento de condicionamento contextual
aversivo. Uma ANOVA revelou um efeito significativo exclusivamente para a lesdo
(F(1,58)=6,68; p<0,05). Nenhum efeito em relagdo a linhagem (F(1,2,58)=0,1; p>0,9) ou a
interacdo entre estes dois fatores (F,2,58)=0,1;p>0,9) foi encontrado. Frente aos resultados da
ANOVA, a observacdo da figura revela que, de maneira independente de linhagem, animais
lesionados tiveram menor tempo de congelamento do que animais controle. Ja as diferencas
inter-linhagens observadas nos experimentos anteriores nao apareceram para estas medidas.

CAC Controle CBC

Cepa

Representagdo gréfica da porcentagem média de tempo de congelamento 24 horas ap6s a
segunda série de choques.
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A figura abaixo apresenta uma composi¢ao de desenhos histolégicos demonstrando
areas representativas das menores e maiores lesdes na amigdala. Andlises histolégicas das
lesdes eletroliticas bilaterais na amigdala indicaram que elas tenderam a ser simétricas, e
danificaram grande parte das por¢des basolateral, central e lateral desta estrutura.
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Composig¢ado das seccdes coronais, adaptadas do Atlas Paxinos e Watson (1986). Os nimeros
indicam a distancia em milimetros de bregma. As menores lesdes estdo indicadas em cinza e
as maiores em preto.
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Discussao

Os resultados do experimento que lesionou o complexo amigdaléide em ratos
geneticamente selecionados indicaram que a reexposicio de animais previamente
condicionados a uma nova sessdo de condicionamento contextual aversivo foi capaz de
aumentar drasticamente a resposta de congelamento observada na primeira sessdo de
condicionamento. De fato, esta segunda sessdo aboliu o efeito das linhagens CAC e CBC,
uma vez que todos os grupos, incluindo o grupo controle, apresentaram um acentuado
aumento na taxa da resposta de congelamento apds uma segunda série de choques aplicados
30 dias apds a primeira sessao.

Este desaparecimento do efeito da linhagem observado apds a segunda sessdo de
condicionamento pode estar associado ao efeito de “supercondicionamento” [18, 43]. Embora
ndo exista uma clara definicdo da quantidade de choques necessarios para produzir este efeito
[32], € possivel que trés novos choques presentes em nosso procedimento, sejam capazes de
produzir tal efeito. Gale e colaboradores [17], por exemplo, utilizaram o procedimento do
“supercondicionamento” em ratos que receberam lesdes neuroquimicas no complexo
basolateral da amigdala. Neste caso, 76 choques ndo sinalizados foram utilizados dias apds
uma sessao de condicionamento prévio. Observou-se que os animais lesionados submetidos a
esta série maior de choques tiveram um desempenho da resposta de congelamento similar
aqueles animais ndo lesionados que receberam o treinamento normal, com trés choques. E
interessante observar que a intensidade do choque utilizada foi a mesma da presente
dissertacdo, 1 mA. Fanselow e Gale [18] observaram o mesmo efeito do
supercondicionamento, apds uma série de 75 choques ndo sinalizados de 1 mA em ratos
lesionados na por¢ao frontotemporal da amigdala. Além de serem recolocados no contexto
onde receberam os choques elétricos, os animais também foram expostos a um contexto novo,
onde tiveram uma porcentagem muito baixa da resposta de congelamento. Experimentos que
utilizaram lesdes pré-treinamento também demonstraram o efeito do super-condicionamento.
Maren [44] observou que ratos que sofreram lesdes na por¢ao basolateral da amigdala antes
do condicionamento contextual aversivo tiveram um desempenho similar ao grupo controle
(que ndo recebeu as lesdes) quando a quantidade de choques foi de 75. Desta forma, uma
maior quantidade de choques preservou a capacidade dos animais lesionados de
demonstrarem a resposta de congelamento. Experimentos nos quais ocorre um aumento da
resposta de congelamento em animais com lesdes no complexo amigdaldide sugerem a
existéncia de uma hierarquia nos circuitos neurais do medo e da ansiedade. Ponnusamy e
colaboradores [43], por exemplo, sugerem que o complexo basolateral da amigdala seja a via
primdria deste circuito, sendo que em sua auséncia circuitos secundarios possam desempenhar
um papel compensatdrio no condicionamento aversivo.

Um efeito teto pode ser uma possibilidade alternativa para explicar a auséncia de
diferenca entre as linhagens CAC e CBC apds a segunda sessdo de choques. De fato, a
quantidade de congelamento observada nesta sessdo foi extremamente alta, atingindo
porcentagens proximas de 80% a 90%, uma vez que o tempo de observacdo foi de apenas
quatro minutos. Dessa forma, seria interessante ter um procedimento que envolvesse um
tempo maior de observagdo, ou entdo poderiam ter sido feitas outras sessdes de extincdo. Com
um tempo maior, talvez as linhagens se diferenciassem e chegassem ao padrio de
comportamento ja observado. Um fato interessante observado nos dois experimentos deste
trabalho foi a maior taxa de congelamento de machos em relagdo as fémeas tanto na linhagem
CAC como na CBC. Por esta razdo, ratos machos foram utilizados na segunda parte do
segundo experimento que investigou a participagdo do complexo amigdaléide sobre a resposta
de congelamento nestas duas linhagens. Segundo Steimer & Driscoll [45], a grande maioria
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dos estudos experimentais que envolvem ansiedade e estresse em roedores utilizam animais
machos.

Basicamente, esta preferéncia estd ligada aos efeitos negativos que variagdes
fisiolégicas e comportamentais que as fémeas apresentam devido ao ciclo reprodutivo. Tais
variagdes estdo ligadas a flutuagdes nos niveis dos hormonios estrogénio e progesterona.
Observa-se que fémeas, como por exemplo, ratas da linhagem “Roman High Avoidance”, sdao
mais ativas e menos ansiosas na fase do proestro (fase que antecede a fase fértil) em
comparacdo com fémeas desta mesma linhagem na fase diestro (ndo-fértil). Além disso,
hormonios ligados ao sexo também podem influenciar no desempenho cognitivo, associados a
aprendizagem [44].

As diferencas sexuais nos testes de ansiedade com roedores foram inicialmente
postuladas com base em observacdes no campo aberto. Neste modelo os ratos machos
mostram menor atividade locomotora e maiores taxas de defecacdo do que as fémeas. Tais
resultados sdo tradicionalmente interpretados como um indicativo de que os machos sdo mais
“ansiosos” e “medrosos” do que as fémeas. Entretanto um nimero alternativo de explicacdes
(como o metabolismo, por exemplo) pode influenciar nas diferencas encontradas nas taxas de
defecacdo e ambulacdo. Testes feitos com trés outros modelos animais de ansiedade
(interacdo social, o labirinto em cruz elevado e o teste de conflito de Vogel) também indicam
diferencas sexuais. No entanto, as diferencas variaram através dos testes, com as fémeas
demonstrando menos ansiedade no labirinto em cruz elevado, e sendo mais ansiosas no teste
de conflito de Vogel. Blanchard e colaboradores [46] forneceram evidéncias de que as fémeas
sd0 mais ansiosas do que os machos em situacdes de perigo potencial, como a presenca de um
gato ou somente o odor dele [47]. Finalmente, deve-se reconhecer que vérios aspectos
relacionados ao presente processo de selecdo genética, tais como a intensidade do choque
elétrico, ainda carecem de maior investigacdo. No presente trabalho, utilizou-se uma
intensidade de 1mA. E possivel que esta intensidade tenha sido excessiva, especialmente
porque foram empregados trés choques com intervalos de 20 segundos. Testagens com
diferentes intensidades seriam necessdrias para investigar essa questdao de forma sistemdtica e
verificar qual a intensidade ideal de choques para produzir uma dissocia¢do mais rapida da
resposta de congelamento.

Deve-se reconhecer também que existe a possibilidade de que a dissociacdo da
resposta de congelamento entre as linhagens CAC e CBC esteja relacionada ndo a processos
emocionais mais sim a fendmenos sensoriais associados ao processo dos choques elétricos. E
possivel que a linhagem CAC tenha desenvolvido uma maior sensibilidade dolorosa a
choques elétricos ao passo que a linhagem CBC uma menor sensibilidade a este estimulo
aversivo. Nesse sentido, seria interessante avaliar a reacao que estes animais exibem durante a
apresentacao de choques elétricos. Esta é uma tarefa complexa, uma vez que estas reacdes sao
de dificil quantificacdo e tem uma dura¢do muito rapida, uma vez que a duragdo do choque
elétrico € de apenas um segundo.

Uma avaliacdo indireta desta possivel critica relacionada a aspectos sensoriais entre as
linhagens CAC e CBC seria a de testar estas duas linhagens em outros modelos animais de
ansiedade. Nesse sentido, estudos ja estdo sendo feitos em nosso laboratdrio, utilizando-se o
labirinto em cruz elevado e o campo aberto com objetivo de verificar se as linhagens CAC e
CBC apresentam comportamentos diferenciados nestes dois modelos de ansiedade. Mais
ainda, estas mesmas linhagens deverdo também ser testadas em outros modelos ndo
relacionados com ansiedade, como por exemplo, o labirinto aquadtico de Morris. Se, de fato, as
linhagens CAC e CBC foram selecionadas exclusivamente com base em processos
emocionais, entdo se espera que ambas as linhagens apresentem desempenhos similares neste
modelo animal relacionado com memdria espacial.
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