UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA

DISSOCIAGAO FUNCIONAL DORSO-VENTRAL DO
HIPOCAMPO NA MEDIAGAO DO COMPORTAMENTO
DEFENSIVO DE RATOS REVELADA PELO BLOQUEIO DOS
RECEPTORES GLUTAMATERGICOS SUBTIPO NMDA.

Luciane Pereira Nascimento Hackl

Orientador: Prof. Dr. Antdnio de Padua Carobrez
Floriandpolis — SC
2007



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA

DISSOCIAGAO FUNCIONAL DORSO-VENTRAL DO
HIPOCAMPO NA MEDIAGAO DO COMPORTAMENTO
DEFENSIVO DE RATOS REVELADA PELO BLOQUEIO DOS
RECEPTORES GLUTAMATERGICOS SUBTIPO NMDA.

Luciane Pereira Nascimento Hackl

Tese apresentada ao Curso de
Po6s-Graduagao em Farmacologia
do Centro de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Santa
Catarina como requisito parcial a
obtencao do titulo de Doutor em
Farmacologia.

Orientador: Prof. Dr. Antdnio de Padua Carobrez
Floriandpolis — SC
2007

II



“Ndo basta ensinar ao homem uma especialidade
porque Se tornard assim uma mdquina
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& necessdrio que adquira um sentimento,
um senso pratico daquilo que é belo,

de que é moralmente correto”.
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RESUMO

Varios estudos tém indicado que o hipocampo (HPC) é uma regiédo
funcionalmente distinta ao longo de seu eixo dorso-ventral e desempenha um
papel importante em processos associados com emogdo e cognicao do
comportamento defensivo. O conhecimento das bases neurais envolvidas na
organizagédo das respostas de defesa tem sido decorrente principalmente de
estudos comportamentais que avaliam as reagdes emocionais de roedores
diante de estimulos aversivos, como a exposigcdo em ambientes com espacos
abertos, um choque elétrico nas patas ou na presenc¢a do odor de um predador.
A participagdo da neurotransmissao glutamatérgica na mediagdo do
comportamento defensivo tem sido alvo de muitos estudos e, dados
experimentais em roedores tém revelado que compostos que reduzem a
ativacdo glutamatérgica, seja através do bloqueio de seus receptores ou pela
reducdo de sua liberacdo nos terminais sinapticos, provocam um perfil de acéo
semelhante a ansioliticos em modelos animais de ansiedade. Com base nestes
aspectos, o objetivo do presente estudo foi investigar a participacédo dos
receptores NMDA distribuidos ao longo do eixo dorso-ventral do HPC na
mediacado de aspectos emocionais e cognitivos do comportamento defensivo
de ratos expostos ao teste e reteste do LCE, ao odor de gato e ao contexto, 24
h apds a exposigdo a este estimulo, e ao treino e teste da tarefa de esquiva
inibitéria do tipo descida da plataforma. Para este propdsito foi usado o
antagonista competitivo do receptor NMDA, APS5, administrado no HPC ventral
ou dorsal. Os resultados mostraram que a infusdo pré-teste de AP5 no HPC
ventral, mas nao no hipocampo dorsal, reduziu o comportamento defensivo em
ratos submetidos ao teste do LCE. Além disso, a infusao de APS pré-teste, pos-
teste ou pré-reteste no HPC ventral ou dorsal ndo afetou os processos de
aquisicao, consolidacao e evocagao da resposta de esquiva aos bragos abertos
de ratos submetidos ao LCE. No teste do odor de gato, os resultados
mostraram que a infusdo de AP5 no HPC ventral, antes da exposi¢cao ao
estimulo aversivo, reduziu o comportamento defensivo de ratos expostos ao
odor de gato, o que nao foi observado com a infusdo de AP5 no HPC dorsal,

nestas mesmas condicdes experimentais. Além disso, a infusdo de AP5 no
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HPC ventral ou dorsal, antes da sessao contexto, sem o odor de gato, ndo
afetou a expressédo do comportamento defensivo. No teste de esquiva inibitéria
do tipo descida da plataforma, os resultados mostraram que a infusdo pré e
pos-treino de AP5 no HPC dorsal, mas ndo no HPC ventral, prejudicou a
aquisicao e a consolidagdo da memoria no teste de esquiva inibitéria. Estes
resultados mostraram ainda que a infusdo de AP5 antes do teste no HPC
ventral ou dorsal ndo interferiu com a evocagao da memaria nesta tarefa. Além
disso, os resultados mostraram que infusdo pdés-treino de AP5 no HPC ventral,
interferiu com a consolidagdo da memoaria de esquiva inibitoria, quando os ratos
foram familiarizados previamente ao aparato do treino. Em conclusdo, os
resultados sugerem uma diferenciagcéo funcional ao longo do eixo dorso-ventral
do HPC, implicando a participagédo de receptores NMDA do HPC ventral, mas
nao do HPC dorsal, na mediacdo dos aspectos emocionais do comportamento

defensivo.
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ABSTRACT

Several studies have indicate that the hippocampus (HPC) is a region
functionally distinct along its dorsoventral axis and performa an important role in
processes associated with emotion and cognition of the defensive behavior.
The knowledge of the neural basis involved in the organization of defensive
responses has been revealed by behavioral studies that assess the emotional
reactions of rodents toward aversive stimulus, such as an exposition to
environments with open spaces, a footshock or towards cat odor. The
participation of glutamatergic neurotransmition in the mediation of defensive
behavior has been focused by many studies and, experimental data in rodents
has shown that compounds that reduce glutamatergic activation either by
blocking its receptors or by reducing its release from terminals elicit an
anxiolytic profile of action in models of anxiety. Based in these facts, the
purpose of the present study was to evaluate the role of NMDA receptors,
distributed along the dorsoventral axis of the HPC, in the mediation of emotional
and cognitive aspects of defensive behavior of rats exposed to the test and
retest of EPM, to the training and test of step-down one trial inhibitory
avoidance task (SDIA) and to the cat odor stimulus and its context, 24 h after
and without cat odor. For this purpose the competitive NMDA receptor
antagonist, AP5, administered in ventral or dorsal HPC was used. Results
showed that the pre-test infusion of AP5 into the ventral HPC, but not in the
dorsal HPC, reduced the defensive behavior, in rats submitted to the EPM.
Furthermore, the pre-test, post test or pre-retest infusion of AP5 into the ventral
or dorsal HPC, did not interfer with the processes of acquisition, consolidation
and retrieval of the avoidance response to the open arms, respectively, of rats
submitted to the test and retest in the EPM. Results showed that the pre or post
-training infusion of AP5 into the dorsal HPC, but not in the ventral HPC,
interfered with acquisition and consolidation of the memory in test of inhibitory
avoidance. These results also showed that pré-test infusion of AP5 into the
ventral or dorsal HPC did not interfer with the retrieval of the memory in this
task. Moreover, it was shown that the post-training infusion of AP5 into the

ventral HPC affected the consolidation of the memory of inhibitory avoidance
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when rats were previously familiarized to the training apparatus. In the cat odor
test results showed that the infusion of AP5 into the ventral HPC, but not dorsal
HPC, reduced the defensive behavior of rats exposed to this aversive stimulus,
that was not detected with the AP5 infusion in to the dorsal HPC, in the same
experimental conditions. Furthermore, the APS infusion into the ventral or dorsal
HPC, before of the context session without the cat odor, did not affect the
expression of defensive behavior. In conclusion, the results suggest a functional
differentiation along of the dorsoventral axis of the HPC, implicating the
participation of NMDA receptors of ventral HPC, but not of the dorsal HPC, in
the mediation of emotional aspects of the rat defensive behavior.

X1V



INTRODUGAO




1. INTRODUGAO

1.1 Comportamento Defensivo

A emocao pode ser definida como uma experiéncia subjetiva
acompanhada de manifestagdes comportamentais e fisioldgicas detectaveis e
de sensagdes agradaveis ou desagradaveis. A existéncia dessa expressao
exterior, mensuravel, da experiéncia emocional permite que ela possa ser
investigada pelos métodos experimentais (Lent, 2004).

No que diz respeito ao medo e a ansiedade e, de acordo com a
perspectiva evolutiva, tais emogdes apresentam claro valor adaptativo e tém
suas origens nas reagdes de defesa que os animais exibem em resposta a
situagdes de perigo e ameacga que podem comprometer a sua integridade fisica
ou sobrevivéncia (Graeff e Guimaraes, 2001). A diferenga entre esses dois
estados emocionais pode ser caracterizada em relagdo aos estimulos e/ou
situagdes que os desencadeiam, de forma que o medo surgiria diante de
situagdes claras e evidentes de ameaca e perigo, enquanto a ansiedade seria
desencadeada por situagdes onde o perigo € apenas potencial, vago e incerto
(Blanchard e Blanchard, 1990).

A ansiedade e o medo sao considerados estados emocionais essenciais
no repertério afetivo humano, tendo como funcido sinalizar e preparar o
organismo para situagdbes de ameaca ou perigo. Todavia, quando essas
emocdes comecam a perder sua funcdo adaptativa e suas manifestacoes

atingem intensidade e duragcdo desproporcionais ao evento desencadeante,



passam a ser consideradas patologias do sistema de defesa humano (Pratt,
1992).

As tentativas de se correlacionar o comportamento defensivo dos
animais em testes experimentais com os niveis de diferentes indicadores
fisiolégicos e comportamentais das reagbes de medo e ansiedade sao cada
vez mais frequentes (Graeff e Guimaraes, 2001). A utilizagdo de animais em
estudos pré-clinicos esta baseada na premissa que considera que as raizes da
ansiedade humana encontram analogia nas rea¢des de defesa que os animais
exibem frente a estimulos ou situagbes de perigo (Graeff, 1990). Assim,
admitindo-se o principio da continuidade filogenética e o isomorfismo existente
entre comportamento animal e humano, dentro de um contexto da teoria
evolutiva, fica mais evidente entender a importancia e a contribuicdo dos
modelos animais na compreensao da base neurobiolégica do medo e da
ansiedade, bem como na descoberta de novas abordagens terapéuticas

(Belzung e Griebel, 2001).

1.2 Modelos para estudo do comportamento defensivo

1.2.1 Labirinto em Cruz Elevado

Os modelos animais de ansiedade tém contribuido amplamente para o
estudo do comportamento defensivo e para a elucidacdo dos diferentes
sistemas de neurotransmissdo e das diferentes estruturas neurais envolvidas
na mediagao desse comportamento (Griebel, 1995; Teixeira e Carobrez, 1999;

Carobrez e Bertoglio, 2005). Parte deste conhecimento & baseada na



observacdo dos comportamentos exploratérios de roedores em ambientes
Novos e aversivos, caracterizados por um balango entre a busca da novidade e
o comportamento de esquiva (para revisdo ver Rodgers, 1997). Um modelo
amplamente utilizado para se avaliar medidas de comportamento defensivo € o
LCE (labirinto em cruz elevado). Este modelo é baseado no comportamento
exploratdrio espontaneo de roedores em um ambiente com dois niveis de maior
(bragos abertos) ou menor (bragos fechados) aversividade. Assim, as
propor¢des das atividades (freqiéncia de entradas e tempo) nos bragos
abertos do LCE s&o tidas como indices classicos de ansiedade (Handley e
Mithani, 1984; Pellow et al.,1985). Neste contexto, animais tratados com drogas
ansiogénicas diminuem significativamente a atividade exploratéria aos bragos
abertos, enquanto que os tratamentos com drogas ansioliticas provocam efeito
oposto (Pellow et al., 1985).

Apesar de nao representar a principal utilizagdo do LCE, o emprego da
sessdo teste/reteste do LCE tem sido importante para investigagao das bases
neurobioldgicas do aprendizado e da memodria emocional em roedores, uma
vez que é possivel de se avaliar a aquisicao, consolidagcdo e expressao da
resposta de esquiva na sessao reteste (para revisdo ver, Carobrez e Bertoglio,
2005). Neste sentido, dados da literatura mostram que a exposi¢céo de roedores
por 5 minutos no LCE promove o desenvolvimento de estratégias de esquiva,
que se tornam mais evidentes numa segunda exposigado, onde se observa uma
diminuicdo significativa da atividade exploratoria nos bragos abertos (Rodgers
et al., 1996; Holmes e Rodgers, 1998; Bertoglio e Carobrez, 2000). Além disso,
estudo do perfil comportamental minuto-a-minuto da primeira exposigao, indica

que a diminui¢do da atividade nos bragos abertos do LCE €& gradual e inicia em



torno do segundo minuto (Rodgers et al., 1996; Bertoglio e Carobrez, 2000). A
expressao do comportamento de esquiva que ocorre numa segunda exposi¢ao
ao LCE, mostra claramente uma preferéncia por areas menos aversivas, como
os bracos fechados do LCE e ressalta o envolvimento de mecanismos
relacionados com aprendizagem e memoria que ocorrem durante o

teste/reteste.

1.2.2 Odor de Gato

O comportamento defensivo de roedores expostos a predadores ou ao
odor deste predador tem sido proposto como modelo para analise e
compreensao das bases neurobiolégicas das emogdes como medo e
ansiedade. A relacao entre presa e predador existente entre roedores e seus
predadores, como o gato, provavelmente desenvolveu-se durante a evolugao
destas espécies e varias evidéncias tém ressaltado a importancia do odor de
predador, oriundo da urina, fezes, pele, pélo e glandulas anais, como fonte de
aversao e indutor de alteragdes comportamentais relacionadas a reacoes
defensivas (para revisdo ver Apfelbach et al., 2005). O modelo do odor de gato
foi proposto inicialmente por Blanchard e Blanchard (1989) e consistia de um
sistema de tocas, sendo posteriormente adaptado por Dielenberg e
colaboradores (1999) a uma caixa com dois ambientes separados.

Uma série de estudos utilizando coleiras (para revisao ver, Dielenberg e
McGregor, 2001) ou panos impregnados com o odor de gato (Zangrossi e File,
1992; Dielenberg e McGregor, 2001; Takahashi et al., 2005; Do Monte, 2006)

tem revelado a expressao de respostas defensivas de ratos frente a esse



estimulo aversivo. O estimulo do odor de gato representa uma ameaca
potencial (Blanchard e Blanchard, 1990; Pentkowski et al., 2006) pois provoca
comportamentos defensivos similares aos verificados quando o rato é exposto
diante de um gato (Blanchard et al., 1989; File et al., 1993; Dielenberg e
McGregor, 2001). Este estimulo tem a propriedade de causar redugdo na
atividade locomotora e aumento no comportamento de avaliacdo de risco,
tempo de congelamento e esquiva da fonte aversiva (Blanchard e Blanchard,
1989; Dielenberg e McGregor, 2001; Blanchard et al., 2005). A exposi¢céo de
ratos a uma coleira ou pano impregnado com odor de gato desencadeia
aumento no nivel de corticosterona circulante (File et al., 1993), promove
aumento no estado de ansiedade verificado no modelo do LCE por até sete
dias apés (Cohen et al.,, 2000) e aumenta a pressao arterial imediatamente
ap6s a exposicao de ratos ao odor de gato (Dielenberg et al., 2001a). Além
dessas alteragbes decorrentes da exposicao ao odor de gato, outros
comportamentos ndo defensivos como, consumo de agua e alimentos, bem
como a atividade exploratéria e sexual, estdo reduzidos por algum tempo
depois da exposicado a este estimulo aversivo (Blanchard e Blanchard, 1989a;
Dielenberg et al., 1999). Deve ser ressaltado ainda que, ratos re-expostos 24
horas apds, a0 mesmo aparato, porém com auséncia do odor de gato,
expressam aumento na resposta defensiva com sinais evidentes de medo
condicionado (Dielenberg et al., 1999; Blanchard et al., 2003a; Hubbard et al.,
2004; Staples et al., 2005; Do-Monte, 2006; Pentkowski et al., 2006; De-Souza,

2007).



1.2.3 Esquiva inibitéria do tipo descida da plataforma

A sobrevivéncia dos individuos de todas as espécies depende da
capacidade deles reagirem adequadamente as ameacgas. Freqlientemente esta
capacidade depende da predicdo de eventos aversivos e coordenacao de
reacoes defensivas em face de uma ameaca iminente. Animais aprendem a
antecipar o perigo por associar o estimulo ambiental com eventos aversivos.
Neste sentido, a memodria desempenha um papel relevante para a manutencao
da integridade fisica do individuo. A memdria corresponde ao processo pelo
qual experiéncias anteriores levam a alteragdes comportamentais. Assim, o
sistema nervoso em seu processo de interagdo com o ambiente reage nao
apenas a estimulos, mas também as contingéncias espaciais e temporais entre
os estimulos, e também destes com suas respostas num processo de
aprendizagem que leva a modificagdes no seu funcionamento.

Assim, dentre os modelos experimentais usados para se estudar
aprendizagem e memoria emocional, o teste da esquiva inibitéria do tipo
descida da plataforma tem sido muito usado na avaliagéo do efeito de drogas
na aquisicdo, consolidacido e evocagao do aprendizado e memoria aversiva, a
partir de manipulag¢des farmacoldgicas realizadas antes do treino, apos o treino
e antes do teste. Neste teste, a aprendizagem aversiva € adquirida
imediatamente apds o animal ser colocado e descer de uma plataforma para
uma grade eletrificada da caixa e, pareado com apenas um unico choque
elétrico emitido nas patas, sendo em seguida removido deste contexto. A
medida de retengcdo da memoria € avaliada 24 horas apds, através da re-

exposi¢cao do animal ao contexto do condicionamento, pela avaliagdo do tempo



de permanéncia do animal na plataforma (lzquierdo et al., 1992; Izquierdo e
Medina, 1997). Neste protocolo experimental, a sesséo treino requer que o
animal associe o contexto com o choque, onde esses dois componentes foram

apresentados durante uma unica sessao.

1.3 Substrato Neuroanatémico do Comportamento Defensivo

Ha varios indicios da existéncia de sistemas cerebrais responsaveis pelo
processamento de informagdes aversivas e organizagdo das respostas
comportamentais a situagcbes de perigo (Graeff, 1990; LeDoux, 2000). Assim,
baseado em um conjunto de evidéncias experimentais, Graeff (1981) propds a
existéncia de um sistema cerebral aversivo (SCA) envolvido com a expressao
de alteragbes comportamentais e neurovegetativas em resposta a estimulos
aversivos. Este sistema teria como substrato neural o hipotalamo medial, a
amigdala e a substancia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPd). Posteriormente,
foram propostas as participacdes do coliculo inferior e de camadas profundas
do coliculo superior neste sistema, que passou a ser identificado como sistema
encefalico aversivo (SEA; Brandao et al., 1999).

Em 1997, Canteras e colaboradores, baseados na técnica de
imunoreatividade para proteina Fos, propuseram a participacdo de sitios
especificos do hipotalamo medial, que incluem o nucleo hipotalamico anterior,
nucleo ventromedial, parte dorsomedial e nucleo pré-mamilar dorsal, na
integracédo das respostas de defesa de ratos expostos ao gato. Esse conjunto

de estruturas, relacionadas com a resposta defensiva incondicionada, foi



denominado de sistema defensivo do hipotalamo medial (SDHM; para reviséo
ver Canteras, 2002).

Além do SEA, Gray (1982) propds o envolvimento do sistema septo-
hipocampal (SSH) na mediagdo do comportamento defensivo como o principal
substrato neural do sistema de inibicdo comportamental (SIC). De acordo com
esta teoria, o SSH desempenharia a funcao de “conferidor’, por meio de
comparacgoes entre as informagdes recebidas do ambiente com as predi¢cdes
baseadas em memorias de experiéncias passadas. Havendo concordancia
com as predi¢cdes, o SSH manteria a fungao de conferidor e o comportamento
do animal ndo seria alterado. Em caso de ndo haver concordancia com as
predicdes, o SSH passaria a controlar a resposta do animal através do SIC.
Desta forma, o SIC promoveria a inibicdo de comportamentos ndo defensivos e
a manifestacdo de reagdes defensivas, juntamente com aumento do nivel de
vigilancia e de atencéao dirigido para a fonte de ameaga. De acordo com Gray
(1982), as drogas ansioliticas seriam capazes de diminuir a ansiedade por
prejudicarem a atividade do SIC. Em 2000, Gray e McNaughton, baseados em
novos conhecimentos que surgiram apos a publicagcdo da teoria em 1982,
reformularam alguns conceitos e integraram o construto do SIC com o do SEA
e ressaltaram que a fungao principal do SSH seria detectar os conflitos entre

tendéncias de aproximagao e afastamento da fonte de perigo.

1.4 Hipocampo e Comportamento defensivo

A formagdo hipocampal € uma estrutura cortical de aspecto alongado

que se estende do nucleo septal, rostrodorsalmente, para o incipiente lobo



temporal, caudoventralmente, e constituindo desta forma um longo eixo referido
como septo-temporal ou dorso-ventral. (Amaral e Witter, 1995). Esta estrutura é
formada por seis regides citoarquitetonicamente distintas: o giro denteado, o
hipocampo (HPC) propriamente dito, que € dividido em trés campos (CA1, CA2
e CA3), o cdrtex entorrinal, o subiculo, presubiculo e parasubiculo, que séo
algumas vezes agrupados como complexo subicular (Amaral e Witter, 1989).
Embora o papel da formagédo hipocampal na aprendizagem e memdria esteja
bem estabelecido nos mamiferos (O’Keefe and Nadel, 1978; Izquierdo et al.,
1992; Squire, 1992; Eichenbaum et al.,, 1994; Squire et al., 2004), mais
recentemente um grande numero de evidéncias vem se acumulando e
ressaltando o seu envolvimento em mecanismos associados com
comportamento defensivo, medo e ansiedade (Gray, 1982; Gray a
McNaughton, 2000; Bannerman et al., 2004). Segundo Gray e McNaughton
(1982; 2000), embora a influéncia do HPC sobre as reagdes de medo possa
ser uma consequéncia necessaria de suas operagcdées mnemaonicas, € também
possivel que esta estrutura controle medo e ansiedade independentemente da
aprendizagem. Corroborando esta hipétese, a literatura sugere que o HPC
possa ser funcionalmente diferenciado ao longo de seu eixo dorso-ventral
(Risold e Swanson, 1996; Moser e Moser, 1998; Bannerman et al., 2004) e,
particularmente, muitas evidéncias tém implicado a participacdo do HPC
ventral, mas ndo do HPC dorsal, na modulag¢ao das respostas defensivas a um
estimulo ameacgador incondicionado. Este conhecimento tem sido estabelecido,
de uma maneira geral, através de resultados obtidos com uso de técnicas de
lesdo em roedores submetidos a diferentes modelos de ansiedade, como o

LCE, o teste de interagdo social, o campo aberto, o labirinto em T-elevado, a
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caixa claro/escuro, o teste de hiponeofagia e o teste do odor de gato
(Bannerman et al., 2002; Kjelstrup et al., 2002; Bannerman et al., 2003;
McHugh et al., 2004; Trivedi e Coover, 2004; Pentkowski et al., 2006). Os
resultados obtidos nos estudos acima citados, mostraram reducdo nas
respostas similares a ansiedade, implicando o HPC ventral na mediagao do
comportamento defensivo incondicionado. Em concordancia com esses
achados, outros estudos revelaram que a infusdo do agonista do receptor
5HT1A ou do antagonista do receptor 5HT2C no HPC ventral de roedores
submetidos ao teste do LCE, provocou reducdo ou aumento do comportamento
defensivo, 0 mesmo n&o ocorrendo com a infusdo destes compostos no HPC
dorsal (Nunes-de-Souza et al., 2002; Alves et al., 2004). Uma redugédo do
comportamento defensivo também foi verificada com a infusdo de lidocaina no
HPC ventral, mas ndao no HPC dorsal, antes do teste, de ratos expostos ao
LCE (Bertoglio et al., 2006).

Estudos das conexdes neuroanatémicas do HPC ventral tém indicado
que esta estrutura esta estritamente interconectada com a amigdala,
especialmente com os nucleos basal e lateral desta estrutura (Petrovich et al.,
2001; Pitkanen et al., 2000; Swanson e Cowan, 1977). Além disso, conexdes
reciprocas com a amigdala e conexdes diretas com o hipotalamo originam-se
exclusivamente do HPC ventral (Petrovich et al.,, 2001). Outros dados
neuroanatdbmicos tém mostrado proje¢des do HPC ventral para o septo lateral
que aferenta o SDHM (Petrovich et al., 2001; Risold e Swanson, 1996). Assim,
evidéncias neuroanatdbmicas mostrando a integracdo do HPC ventral com

diversas estruturas neurais, ja estabelecidas na organizacdo da resposta de
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defesa, sugerem a participagao desta regido na mediagdo do comportamento
defensivo.
1.5 Participacao dos receptores NMDA na modulagao do comportamento
defensivo

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatério do sistema
nervoso central de mamiferos (Collingridge e Lester, 1989) e exerce suas
acdes em receptores especificos, classificados como ionotropicos, ligados a
um canal ibnico, e metabotrdpicos, ligados a proteina G (Hollmann e
Heinemann, 1994). Para os receptores ionotropicos sao propostos trés tipos
principais: o NMDA (N-metil-D-aspartato), o AMPA (acido a-amino-2-hidroxi-S-
metil-4-isoxazolepropionic) e o cainato, classificados de acordo com suas
propriedades de ligagcao a agonistas especificos (Leeson e lversen, 1994).

No cérebro, os receptores NMDA estdo amplamente distribuidos e séo
encontrados em niveis elevados na regido CA1 do HPC (Monaghan et al.,
1989). Além disso, tem sido relatada uma diferenciagdo neuroquimica quanto a
densidade e composicao das subunidades NR2A e NR2B do receptor NMDA
ao longo do eixo dorso-ventral do HPC, com um menor nivel do ligante [® HIMK-
801 e expressao de proteinas e RNAm para estas subunidades no HPC ventral
em relagdo ao HPC dorsal, o que pode estar vinculado as distintas funcdes
desempenhadas por esta estrutura (Pandis et al., 2006).

Os receptores NMDA tém sido alvo de muitos estudos, sendo envolvidos
principalmente em muitos processos funcionais tais como memoria,
aprendizado, desenvolvimento neuronal e plasticidade sinaptica (Morris e
Davis, 1984; Bliss e Collingridge, 1993; Lujan et al., 2005), excitotoxicidade

neuronal decorrente de isquemia e hipoglicemia (Whetsell, 1996), epilepsia e
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outras doengas neurodegenerativas (Meldrum, 1985), dependéncia e tolerancia
quimica (Rossetti e Carboni, 1995) e transtornos afetivos como depresséao e
ansiedade (para revisao ver, Carobrez, 2003; Bergink et al., 2004).

Estudos comportamentais em animais tém destacado o envolvimento da
transmissao glutamatérgica na mediacdo das reacbes defensivas. Neste
sentido, foi mostrado que microinjegcbes de glutamato na SCP evocam
respostas comportamentais e neurovegetativas caracteristicas da reacédo de
defesa e, estes efeitos podem ser bloqueados seletivamente por antagonistas
dos aminoacidos excitatorios (Carobrez, 1987; Graeff et al., 1988). Outros
estudos também revelaram um perfil ansiolitico de antagonistas de receptores
NMDA, injetados tanto por via sistémica (Cobert e Dunn, 1991; Kehne et al.,
1991; Bertoglio e Carobrez, 2003) quanto diretamente na SCP (Dunn et al.,
1989; Guimarées et al., 1991; Teixeira e Carobrez, 1999; Carobrez et al., 2001;
Molchanov e Guimaréaes, 2002) em diversos modelos animais de ansiedade.

A maior parte dos conhecimentos acerca da participagdo do HPC no
aprendizado, memoria e comportamento defensivo tém sido baseada
principalmente em resultados de estudos envolvendo diferentes técnicas de
lesdo, realizada somente no HPC dorsal ou abrangendo ambos o HPC dorsal e
ventral. Assim, muitas das funcdes atribuidas ao HPC sao decorrentes de
investigagcdées que n&o consideraram a possibilidade de uma distingdo funcional
relacionada ao seu eixo dorso-ventral. Neste sentido, mais recentemente, uma
série de estudos, envolvendo principalmente diferentes técnicas de lesao, tém
comecado a esclarecer e definir o papel do HPC ventral e dorsal em
mecanismos relacionados particularmente com o comportamento defensivo.

Entretanto, ainda ndo existem evidéncias na literatura considerando a
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participacdo dos receptores NMDA do HPC ventral e dorsal na mediagdo do
comportamento defensivo de ratos em resposta a diferentes estimulos
aversivos, que exigem a participagdo, em especial, de determinadas
modalidades sensoriais, como tato, visao e olfagéo para sua deteccgao.

Assim, tendo em vista as consideragdes mencionadas anteriormente,
que sugerem uma participagao funcional diferencial ao longo do eixo dorso-
ventral do HPC na mediacdo do comportamento defensivo e as evidéncias
implicando o envolvimento do glutamato na mediagdo das respostas
comportamentais de defesa através de sua acdao em receptores NMDA, o
presente estudo propds investigar as seguintes hipoteses:

1. Os receptores glutamatérgicos subtipo NMDA distribuidos ao longo do
eixo dorso-ventral do HPC estdo envolvidos na mediagcdo de aspectos
emocionais e cognitivos do comportamento defensivo.

2. Os receptores NMDA do HPC ventral e dorsal desempenham um papel
funcional distinto na mediagao de aspectos emocionais e cognitivos do

comportamento defensivo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Para testar as hipoteses propostas, o presente estudo definiu como
objetivo geral investigar o efeito da infusdo do antagonista do receptor NMDA
no HPC ventral e dorsal na mediagao dos aspectos emocionais e cognitivos do
comportamento defensivo de ratos expostos a diferentes estimulos aversivos.
Para efetivar o objetivo geral proposto, os seguintes objetivos especificos foram

delineados:

1. Avaliar a participagao dos receptores glutamatérgicos subtipo NMDA
do hipocampo ventral e dorsal sobre os aspectos emocionais e
cognitivos do comportamento defensivo de ratos submetidos ao teste
e reteste do LCE.

2. Avaliar a participacao dos receptores glutamatérgicos subtipo NMDA
do hipocampo ventral e dorsal sobre os aspectos emocionais e
cognitivos do comportamento defensivo de ratos expostos ao odor de
gato e ao contexto da exposi¢cado ao odor de gato.

3. Avaliar o envolvimento dos receptores glutamatérgicos subtipo
NMDA do hipocampo ventral e dorsal sobre a aquisicdo,
consolidagao e evocagao da memoria aversiva de ratos submetidos a

tarefa de esquiva inibitéria do tipo descida da plataforma .
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar albinos, com 3 meses de idade, com peso
entre 300 a 370 gramas, provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal de Santa Catarina. Antes e apds a cirurgia estereotaxica, os animais
foram alojados em caixas plasticas (50 x 30 x 15 cm) em grupos de 3 a 4
animais, mantidos no biotério do laboratério com ciclo de claro/escuro de 12/12
horas (periodo escuro iniciando as 19 horas), com temperatura mantida entre
22 a 24° C e livre acesso a agua e ragao para roedores. Os experimentos
foram realizados respeitando-se os principios éticos de experimentacdo animal,
postulados pelo COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal, 1991),
e foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA -

23080.006118/2004-36) da UFSC.

3.2 Cirurgia Estereotaxica

Para implantacdo bilateral das canulas-guia, os ratos foram
anestesiados, por via intraperitonial, com uma solug¢ao (1,5 ml/Kg) contendo
xilazina (10 mg/mi; Dopaser®, Laboratérios Calier Ltda, Brasil) e quetamina (58
mg/ml; Dopalen®, Sespo Ind. Com. Ltda, Brasil). Em seguida, os ratos foram
posicionados em um aparelho estereotaxico (Insight Ltda; Ribeirdo Preto, SP,

Brasil) e apds assepsia com alcool iodado, uma incisdo longitudinal foi
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realizada no escalpo para a exposi¢cao da calota craniana, onde foram fixados
préximo ao bregma dois parafusos de ago inoxidavel. Com auxilio de uma
broca de uso odontoldgico, a calota craniana foi perfurada para a introdugao de
duas canulas-guia, feitas a partir de um segmento de agulha hipodérmica (13
mm de comprimento e 0,7 mm de didmetro), que foram posicionadas 1 mm
acima do hipocampo dorsal ou 3 mm acima do hipocampo ventral conforme as

seguintes coordenadas do atlas estereotaxico para ratos (Paxinos & Watson,

1986):

1. HPC dorsal planos: anteroposterior = -3.6 mm; mediolateral = 2.8 mm,;
dorsoventral = 2.0 mm;

2. HPC ventral planos: anteroposterior = -5.0 mm; mediolateral = 5.0 mm;

dorsoventral = 5.0 mm.

Apoés implantagdo das canulas-guia, a superficie craniana foi recoberta
por uma camada de acrilico auto-polimerizante, formando uma estrutura sélida
que proporcionou estabilidade e fixagdo das canulas-guia. Além disso, foi
introduzido um fio de ago inoxidavel (n° 30) em cada uma das canulas
implantadas para se evitar eventuais obstru¢cdées. Posteriormente a cirurgia, os
ratos permaneceram por um periodo de sete dias em recuperacao até serem

submetidos aos testes comportamentais.

3.3 Droga e infusao intrahipocampal

A droga administrada em todos os protocolos experimentais foi APS [(£)-

acido-2-Amino-5-fosfanopentandico; RBI, USA], antagonista competitivo do

receptor NMDA, que foi dissolvido em salina em tampé&o fosfato (PBS; pH 7.4),
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cuja solugcado também serviu como controle. As doses de AP5 e o volume de
infusdo foram escolhidos com base em experimentos piloto e de estudos
anteriores (lzquierdo et al.,, 1992). Uma semana apds a cirurgia, os animais
receberam infusdes bilaterais simultédneas de PBS ou de APS5 nas doses de 6,0
e 24,0 nmol no HPC ventral ou dorsal. As infusdes foram efetuadas por meio
de agulhas injetoras (0,3 mm de didmetro) que excediam as medidas de
comprimento das canulas-guia em 1 mm para o HPC dorsal e 3 mm para o
HPC ventral. Previamente ao procedimento de infusao, os tubos de polietileno
(PE 10; Clay Adams, USA) e as microseringas Hamilton foram preenchidos
com agua destilada e, uma bolha, formada através da aspiragao de ar, ficou
entre agua destilada e a droga. Dessa forma, durante a infusdo, o movimento
da bolha que era visivel através do tubo de polietileno indicou o fluxo da droga
administrada. Para se executar a infusdo bilateral simultaneamente, foi utilizada
uma bomba de infusdo (0,5 ul/ 50s; Insight Ltda, Ribeirao Preto, SP, Brasil), na
qual estavam fixadas duas microseringas Hamilton de 5 pl, conectadas por
meio de tubos de polietileno as agulhas injetoras introduzidas nas canulas-guia.
Apods a infusdo, as agulhas injetoras permaneceram no local por mais um

minuto, para facilitar a difusao da solucgao.

3.4 Modelos experimentais

Todos os testes comportamentais foram realizados durante a fase diurna

do ciclo claro/escuro entre 09:00 e 12:00 horas. Ao término de cada sessao

experimental, o animal foi retirado e o aparelho foi limpo com uma solucéo de

etanol a 10%.
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3.4.1 Labirinto em cruz elevado

Equipamento constituido de madeira, em forma de cruz (Figura 1),
elevado 50 cm do chao, composto por dois bragos fechados por paredes (50 x
10 x 40 cm) e dois bragos abertos (50 x 10 cm), opostos entre si, sendo os
bracos abertos circundados por um anteparo de acrilico, com 1 cm de altura,
para evitar possiveis quedas dos animais. A area de jungcdo dos 4 bragos,
chamada de plataforma central mede 10 cm x 10 cm.

No teste LCE os ratos foram submetidos a duas sessdes experimentais,
identificadas como teste e reteste, com uma duracédo de 5 minutos cada e com
um intervalo entre elas de 24 horas, em um ambiente com intensidade
luminosa de 44 lux. O teste comportamental foi registrado por uma camera de
video acoplado a um gravador de DVD, instalado em uma sala adjacente.

As medidas comportamentais avaliadas no LCE foram:

- Frequéncia de entradas dos animais com as 4 patas nos bragos abertos e nos
bracos fechados do labirinto;

- Tempo de permanéncia dos animais com as 4 patas nos bragos abertos e nos
bracos fechados do labirinto;

Estas medidas tradicionais foram usadas para se calcular a
porcentagem do numero de entradas nos bragos abertos em relagdo ao
numero total de entradas nos quatro bragos (%EBA) e a porcentagem de
tempo nos bragos abertos (% TBA), durante os 5 minutos de exposi¢ao ao LCE.
- Avaliagdo de risco (AR), representado no LCE pela frequéncia de tentativas
de entradas aos bracos abertos, sendo consideradas tentativas o

comportamento de estiramento do corpo a partir dos bragos fechados ou da
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plataforma central, com a colocagdo da cabeca e pelo menos uma, duas ou
trés patas em um dos bragos abertos, com posterior retragcao a posigao original.
Este comportamento é realizado a partir dos bragos fechados ou da plataforma
central em direcao aos bragos abertos.

- Freqiéncia de entradas nos bragos fechados (EBF), medida que representa

atividade exploratéria geral.

Figura 1. Fotografia do aparato labirinto em cruz elevado

3.4.2 Odor de gato

O teste do odor de gato foi realizado em um aparato que consiste em
uma caixa retangular de acrilico preto (Figura 2), dividida em dois
compartimentos de tamanhos diferentes, um com teto (20 x 26 x 36 cm) e outro
sem teto (40 x 26 x 36 cm), interligados por uma parede com uma abertura
central (6 x 6 cm). Na parede oposta do compartimento com teto esta fixado um
pano, impregnado ou ndo com odor de gato. Os comportamentos dos ratos
foram registrados através de uma camera de video, posicionada diante da

parede frontal e de acrilico transparente da caixa, conectada a um gravador de

22



DVD instalado em uma sala adjacente. Os experimentos foram realizados em
uma sala com intensidade luminosa de 4 lux.

No teste do odor de gato, os animais foram expostos por trés dias
consecutivos, durante 10 minutos cada, a sessbes experimentais identificadas
por familiarizagao, condicionamento e contexto (descrigao ver item 3.5).

Os parametros comportamentais avaliados neste teste foram:

- Tempo de aproximacao: tempo em que o rato aproxima-se e/ou mantém
contato com o pano; este tempo é contado a partir de uma linha marcada no
piso da caixa, que esta distante 7 cm da parede onde esta fixado o pano e o

animal deve permanecer com duas ou mais patas dentro deste espaco

‘EA |

ot ol
- Tempo escondido: tempo em que o rato permanece no interior do

delimitado.

compartimento fechado.

J

- Tempo de avaliagao de risco: o comportamento de avaliacdo de risco esta

representado no modelo do odor de gato pela postura corporal chamada de
‘head-out”, que é a colocacdo da cabeca para fora da abertura do

compartimento fechado, com ou sem as patas dianteiras.
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- Numero de cruzamentos: numero de vezes que o rato aproxima-se do pano
somado ao numero de entradas no compartimento fechado;
- Numero de aproximagdes: numero de vezes que 0 animal aproxima-se do

pano.

Figura 2. Desenho representativo da caixa do odor de gato.

3.4.3 Esquiva inibitoria do tipo descida da plataforma

O teste da esquiva inibitéria foi realizado em uma caixa acrilica (30 x 20
x 20 cm; Figura 3), com uma plataforma (20 x 8 x 1,5 cm) situada no lado
direito da caixa e com um piso gradeado de ago inoxidavel conectado a um
sistema gerador de choques (Insight Ltda., Ribeirdo Preto, SP, Brasil), que
permitiu a emissao de choques elétricos com intensidade e tempo definidos em
0,5 mA em 2 s. Este teste compreendeu uma sesséo treino, na qual um choque
elétrico foi liberado imediatamente apds o rato descer espontaneamente da
plataforma para o piso, com as quatro patas, e ser retirado logo em seguida da

caixa. No dia seguinte foi realizada a sessao teste, com duragdo maxima de
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180 segundos, onde foi medido o tempo de permanéncia do animal sobre a
plataforma. Assim, as laténcias de descida da plataforma no treino e no teste,
serviu como indice de retencdo de memoéria e, foram registradas pelo
experimentador presente na sala do teste. As sessbes experimentais foram

realizadas em um ambiente com intensidade luminosa de 90 lux.

P

Figura 3. Fotografia da caixa de esquiva inibitéria do tipo descida da plataforma

3.5 Procedimentos e Protocolos Experimentais

3.5.1 Experimento 1. Efeito da infusao de AP5 no hipocampo ventral e
dorsal sobre o comportamento defensivo de ratos submetidos ao LCE.

Os ratos foram submetidos ao teste e reteste no LCE e diferentes grupos
experimentais receberam a infusdo de AP5 ou PBS no HPC ventral ou dorsal
conforme descrito abaixo (Figura 4):

Grupo 1: infusdo de AP5 ou PBS 10 minutos antes do teste;
Grupo 2: infusdo de AP5 ou PBS imediatamente apds o teste;

Grupo 3: infusdo de AP5 ou PBS 10 minutos antes do reteste.
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Teste Reteste

PBS

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Figura 4. Protocolo experimental do teste LCE.

Para execucao destes experimentos, os ratos foram retirados do biotério
do laboratério, levados para uma sala onde permaneceram por 1 hora e, apds
este tempo, um rato foi individualmente colocado em uma caixa e conduzido a
outra sala. Nesta sala, o rato permaneceu por aproximadamente 15 minutos e
foi tratado conforme protocolo mencionado acima. Posteriormente, o rato foi
transferido para sala de teste, sendo retirado da caixa e colocado na plataforma
central do LCE com a cabeca voltada para um dos bragos fechados e o seu

comportamento foi registrado durante 5 minutos.

3.5.2 Experimento 2. Efeito da infusao de AP5 no hipocampo ventral e

dorsal sobre o comportamento defensivo de ratos expostos ao estimulo

aversivo odor de gato.

Os ratos foram conduzidos do biotério até a sala de execucido dos

experimentos, conforme mencionado acima para o teste do LCE e foram

26



colocados no compartimento sem teto com a cabecga voltada para o pano. Este
pano, uma flanela enrolada, esteve presente em todas as sessdes. Os animais
foram expostos pela primeira vez ao aparato, sessao familiarizacdo, para
conhecimento das condigbes deste ambiente. No dia seguinte, sessao
condicionamento, os animais foram expostos novamente ao mesmo aparato,
porém o pano estava impregnado com o odor de gato. Este odor foi obtido
através da fricgdo do pano contra a pele, principalmente da regido lombar e
toracica, de um gato adulto macho, uma hora antes do experimento. Apos 24
horas, sessdo de contexto, os animais retornaram ao aparato, o pano
continuava presente, porém sem o odor de gato.

Os seguintes tratamentos com AP5 ou PBS foram realizados conforme
0s seguintes grupos experimentais (Figura 5):
Grupo 1: Infusdo de AP5 ou PBS 10 minutos antes do condicionamento ao
odor de gato;
Grupo 2: Infusdo de AP5 ou PBS 10 minutos antes do contexto do

condicionamento ao odor de gato.

Familiarizagao Condicionamento Contexto

PBS PBS

Grupo 1 Grupo 2

Figura 5. Protocolo experimental do teste odor de gato.
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3.5.3 Experimento 3.1. Efeito da infusao de AP5 no hipocampo ventral e
dorsal de ratos submetidos a tarefa de esquiva inibitéria do tipo descida

da plataforma.

Para avaliar a participacao dos receptores NMDA do HPC ventral e
dorsal na aquisicdo, consolidagdo e evocagao da memoria emocional os
seguintes grupos experimentais foram realizados (Figura 6):

Grupo 1: infusdao de AP5 ou PBS 10 minutos antes do treino;
Grupo 2: infusao de AP5 ou PBS imediatamente apds o treino;

Grupo 3: infusdao de AP5 ou PBS 10 minutos antes do teste.

Treino Teste
i i i i

" g

3 min
AP5 AP5 AP5
ou ou ou ou ou
PBS PBS PBS
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Figura 6. Protocolo experimental do teste de esquiva inibitéria do tipo descida

da plataforma.

Os procedimentos relacionados com a retirada dos animais do biotério
até o momento de infusdo, cujos tratamentos estdo citados acima, foram
idénticos aqueles efetuados para o LCE. O rato foi conduzido para a sala do

experimento e colocado sobre a plataforma do aparelho. A descida espontanea
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da plataforma, com as quatro patas no piso gradeado, foi seguida por um
choque elétrico (2s, 0,5 mA) e a retirada imediata do animal. Na sessao teste,
24 horas apés, a laténcia de descida da plataforma foi também registrada e

nenhum choque foi aplicado.

Experimento 3.2. Efeito da infusdao de AP5 no hipocampo ventral sobre
consolidagdao da memoéria emocional de ratos familiarizados com o

aparato da tarefa de esquiva inibitoéria.

Neste experimento (Figura 7), os animais foram colocados na plataforma
do aparelho e deixados para explora-lo totalmente durante 3 minutos, sem
liberacdo de choque elétrico nas patas. Apos 24 horas, os ratos foram expostos
ao treino e, apds a sua descida para a plataforma e liberagdo do choque
elétrico, foram conduzidos imediatamente para receber infusdo de AP5 ou
PBS. No dia seguinte, foram expostos novamente ao aparelho e as laténcias
de descida da plataforma foram registradas como medida de retencédo de

memoria.

Familiarizagao Treino Teste

AP5
ou

PB

Figura 7. Protocolo experimental do teste de esquiva inibitéria do tipo descida

da plataforma com familiarizagao.
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3.6 Perfusao e Histologia

Completados o0s procedimentos experimentais, os animais foram
devidamente anestesiados com uma soluc¢ao a 15% de hidrato de cloral (Vetec,
Brasil), administrado por via intraperitonial (2 ml/Kg). Em seguida, receberam
infusdo do corante azul de Evans (0,5%; Sigma, USA), conforme realizado para
infusdo de AP5 ou PBS no HPC ventral e dorsal. Apds, os animais foram
perfundidos, via intracardiaca, com salina (0,9%) seguida por uma solucéo de
formalina (10%). O encéfalo foi removido e pés-fixado na solucdo de formalina
por 24 horas, sendo transferido para uma solugdo de sacarose (30%) e
mantido sob refrigeracdo até sua secgdo. Os encéfalos foram cortados no
plano transverso em um criostato (CM150; Leica, Germany) em secg¢des de 60
pm de espessura e montados em laminas de vidro. Posteriormente, os cortes
foram imersos no corante Giemsa (Sigma-Aldrich), tratados com uma série de
alcoois em concentragdes crescentes, clareados em citrosolv e finalmente
cobertos com laminulas. Os cortes foram analisados para localizagao dos sitios
de infusdo através de um microscopio O6ptico (Nikon, Japan) e de um
microscopio estereoscopio (Metrimpex, Hungria). Os dados obtidos a partir de
animais com sitio de infusdo fora do HPC ventral ou dorsal foram excluidos da

analise estatistica.

3.7 Analise Estatistica

Os dados obtidos a partir dos trés modelos experimentais foram

inicialmente submetidos ao teste uni-variado de Bartlett, para avaliagcdo da
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homogeneidade das variancias. Os dados obtidos no LCE foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) de medidas repetidas de dois fatores
(teste/reteste x tratamento) seguidos entdo pelo teste post-hoc Newman-Keuls
e representados como média + erro padrao da média (E.P.M). Para analise
estatistica das laténcias de descida da plataforma na esquiva inibitéria, foi
considerado o valor obtido pela diferengca entre o tempo de laténcia nas
sessdes de treino e teste (A laténcia = laténcias teste — laténcias treino). Os
dados obtidos foram submetidos a ANOVA de um fator (tratamento), seguido
pelo teste post-hoc Newman-Keuls e representados como média * erro padrao
da média (E.P.M). As laténcias obtidas durante a sesséo de treino no teste da
esquiva inibitéria foram representadas pelo intervalo de confianga (95%) em
torno da média dos dados obtidos durante esta sessdo. Os dados obtidos na
sessdo de condicionamento e contexto do teste do odor de gato, foram
submetidos a ANOVA de um fator (tratamento), seguidos pelo teste post-hoc
Newman Keuls e representados como média + erro padrdo da média (E.P.M).
Os dados obtidos para cada um dos parametros comportamentais avaliados na
sessdo de familiarizagdo do teste do odor de gato foram representados pelo
intervalo de confianga (95%) em torno da média dos dados obtidos durante
esta sessdo. Em todos estes métodos estatisticos o nivel de significancia
adotado foi de p < 0,05. Toda analise estatistica foi executada pelo programa

Statistica® (Verséo 7.1; StatSoft®, Tulsa, OK, USA).
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RESULTADOS



4. RESULTADOS

4.1. Localizagao dos sitios de infusado

Os resultados obtidos nos testes comportamentais foram analisados
estatisticamente apoés visualizagdo dos cortes histoldgicos, que confirmaram os
locais de infusdes dos tratamentos. Esta analise histolégica mostrou que os
locais de infusao ficaram concentrados principalmente nas regides CA1, CA2 e

CA3 do HPC ventral ou dorsal (Figura 8 e 9).

A B

Figura 8. Fotomicrografias de cortes frontais do hipocampo ventral (A) e
dorsal (B), corado pela técnica de Nissl, ilustrando os sitios de infusdes
de APS5.
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Bregma -5.80 mm Bregma -4.16 mm
Figura 9. Desenhos esquematicos de cortes frontais do hipocampo ventral (A) e
dorsal (B) de ratos, ilustrando os locais de infusdo (e). Somente uma parte dos
locais de infusdo esta representada devido a sobreposicdo dos mesmos.
Desenhos modificados a partir do Atlas do cérebro de ratos de Paxinos e

Watson (1998).
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4.2. Experimento 1. Efeito da infusao de AP5 no hipocampo ventral e
dorsal sobre aspectos emocionais e cognitivos do comportamento

defensivo de ratos submetidos ao LCE.

Hipocampo ventral

Para avaliagao do efeito da infusdo de AP5 no HPC ventral, antes e
apos o teste e antes do reteste, um total de 103 ratos foram utilizados.

Os resultados obtidos com a infusdo de AP5 no HPC ventral, antes do
teste, estdo representados na Figura 10. A ANOVA dos resultados obtidos na
sessdo teste e reteste, indicaram um efeito significativo do fator tratamento
[%TBA: F(3,41) = 6,09; p<0,001; %EBA: F(3,41) = 8,89; p<0, 0001 e AR:
F(3,41) = 7,75; p<0,001] para as medidas comportamentais %TBA, %EBA e
AR , bem como do fator teste/reteste [%TBA: F(1,41) = 82,70; p<0,001; %EBA:
F(1,41) = 67,39; p<0,001; AR: F(1,41) = 4,68; p<0,001] e da interacdo entre
esses dois fatores [%TBA: F(3,41) = 6,55; p<0,001; %EBA: F(3,41) = 2,94;
p<0,01; AR: F(3,41) = 5,20; p<0,01]. O teste post-hoc revelou que a infusdo de
AP5 nas doses de 6 € 24 nmol antes do teste no LCE, provocou aumento na
%TBA, %EBA e reducdo do comportamento de AR durante esta sesséo,
quando comparado com o grupo controle. Estes efeitos ndo foram observados
com a infusdo de AP5 na dose de 3 nmol. Além disso, foi verificado que a
infusdo de AP5 nas doses de 6 e 24 nmol antes do teste, n&o interferiu com os
parametros comportamentais avaliados no reteste, quando comparado com o
controle. Embora tenha ocorrido redugdo do comportamento de AR durante a

sessdo teste dos grupos tratados com APS5, este efeito ndo alterou esta medida
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comportamental na sessao reteste. Com relagao a frequéncia de EBF, nenhum
efeito foi observado nos grupos tratados com AP5 quando comparado com o
controle, o que mostra que este tratamento nao interferiu com a atividade
locomotora dos animais em ambas as sessdes experimentais. Em resumo, a
infusdo de AP5 nas doses de 6 e 24 nmol no HPC ventral, antes do teste,
aumentou a %TBA e %EBA durante esta sessdo, sugerindo um efeito
ansiolitico. Além disso, embora esses resultados mostrem que a infusao de
AP5 tenha interferido com o aspecto emocional do comportamento defensivo
durante o teste, este tratamento ndo afetou a aquisicdo da resposta de esquiva,
exibida pelo animal durante o reteste.

Os resultados obtidos com a infusdo de APS5 no HPC ventral,
imediatamente apds o teste, estdo representados na Figura 11. A ANOVA dos
resultados obtidos nas sessodes teste e reteste ndo revelaram efeito significativo
do fator tratamento ou da interacao entre os fatores tratamento e teste/reteste
para as medidas comportamentais avaliadas. Entretanto, para o fator
teste/reteste a ANOVA revelou efeito significativo somente das medidas %TBA
[F(1,24) = 72,1; p<0,0001] e % EBA [F(1,24) = 50,4; p<0,0001]. A analise post
hoc revelou uma reducao na %TBA e %EBA no reteste em relagao ao teste em
todos os grupos tratados com AP5 e PBS. Este efeito, como mencionado
anteriormente, é decorrente da aquisicado da resposta de esquiva que ocorre
gradualmente durante o teste e se intensifica no reteste. Assim, estes
resultados sugerem que a infusdo de AP5 no HPC ventral, imediatamente apos
o teste, ndo interferiu com a consolidagdo da resposta de esquiva exibida pelos

animais durante o reteste.
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Figura 10. Efeito da infusdo pré-teste de AP5S (3, 6 e 24 nmol) no hipocampo
ventral sobre os parametros % de tempo (A) e % entradas (B) nos bragos
abertos, frequéncia do comportamento de avaliagdo de risco (C) e frequéncia
de entradas nos bragos fechados (D) de ratos submetidos por 5 minutos ao
LCE (n=10-15 por grupo). Os dados estao representados como média + E.P.M.
ANOVA seguida pelo teste Newman-Keuls * p< 0.05 quando comparado ao
grupo controle (PBS).
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Figura 11. Efeito da infusdo pos-teste de APS5 (6 e 24 nmol) no hipocampo
ventral sobre os parametros % de tempo (A) e % entradas (B) nos bragos
abertos, frequéncia do comportamento de avaliagdo de risco (C) e frequéncia
de entradas nos bragos fechados (D) de ratos submetidos por 5 minutos ao
LCE (n=10-15 por grupo). Os dados estao representados como média + E.P.M.
ANOVA seguida pelo teste Newman-Keuls.
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Os resultados obtidos com a infusdo de AP5 no HPC ventral, antes do
reteste, estdo representados na Figura 12. A ANOVA dos resultados obtidos
nas sessoes teste e reteste ndo revelaram efeito significativo sobre as medidas
comportamentais avaliadas para o fator tratamento ou para a interagéo entre o
fator tratamento e teste/reteste. Entretanto, para o fator teste/reteste a ANOVA
revelou efeito significativo somente para as medidas %TBA [F(1,28) = 22,3;
p<0,0001] e % EBA [F(1,28) = 14,6; p<0,001]. A analise post hoc revelou uma
reducao na %TBA e %EBA no reteste em relagcédo ao teste em todos os grupos
tratados com AP5 e PBS, conforme foi verificado também para os outros
grupos experimentais anteriormente mencionados. Assim, a infusdo de AP5 no
HPC ventral, antes do reteste, nao interferiu com a expressdo da resposta de

esquiva observada durante esta sessao.

Hipocampo Dorsal

Para avaliacao do efeito da infusdo de AP5 no HPC dorsal, antes e apos
o teste e antes do reteste, um total de 81 ratos foram utilizados.

Os resultados obtidos com a infusdo de AP5 no HPC dorsal, antes do
teste, estdo representados na Figura 13. A ANOVA dos resultados obtidos nas
sessdes teste e reteste ndo revelaram efeito significativo sobre as medidas
comportamentais avaliadas para o fator tratamento ou para a interagao entre o
fator tratamento e teste/reteste. Entretanto, a ANOVA indicou um efeito
significativo das medidas comportamentais %TBA, %EBA somente para o fator
teste/reteste [%TBA: F(1,26) = 16,8; p<0,0001; e %EBA: F(1,26) = 11,5;

p<0,005].
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Os resultados obtidos com a infusdo de APS no HPC dorsal,
imediatamente apds o teste, estdo representados na Figura 14. A ANOVA néo
detectou efeito significativo para os fatores tratamento e interagdo entre
tratamento e teste/reteste, mas revelou um efeito significante do fator
teste/reteste em relagdo as medidas %TBA [F(1,22) = 58,6; p<0,0001] e %EBA
[F(1,22) = 22,3; p<0,0001].

Os resultados obtidos com a infusdo de AP5 no HPC dorsal, antes do
reteste, estdo representados na Figura 15. A ANOVA também revelou um
efeito significativo somente do fator teste/reteste em relacdo as medidas %TBA
[F(1,24) = 54,6; p<0,0001] e %EBA [F(1,24) = 22,3; p<0,001].

A analise post hoc, efetuada para cada um desses diferentes momentos
de infusdo de APS5 no HPC dorsal, revelou uma reducao na %TBA e %EBA no
reteste em relagao ao teste em todos os grupos tratados com AP5 e PBS.
Estes resultados mostraram que a infusdo de AP5 no HPC dorsal, antes e apds
o teste e antes do reteste, ndo interferiu com a aquisicdo, consolidacido e
expressao, respectivamente, da resposta de esquiva observada durante a
sessao reteste, quando comparada com o controle.

Em resumo, o conjunto de resultados obtidos mostra que o bloqueio dos
receptores glutamatérgicos subtipo NMDA no HPC ventral, mas ndo no HPC
dorsal, provocou reducdo do comportamento defensivo em ratos submetidos ao
teste do LCE. Entretanto, o bloqueio dos receptores NMDA, realizado em
ambas as regides, ndo afetou os aspectos cognitivos do comportamento

defensivo.
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Figura 12. Efeito da infusdo pré-reteste de AP5 (6 € 24 nmol) no hipocampo
ventral sobre parametros % de tempo (A) e % entradas (B) nos bragos abertos,
frequéncia do comportamento de avaliacdo de risco (C) e frequéncia de
entradas nos bragos fechados (D) de ratos submetidos por 5 minutos ao LCE
(n=10-15 por grupo). Os dados estdo representados como média + E.P.M.
ANOVA seguida pelo teste Newman-Keuls.
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Figura 13. Efeito da infusdo pré-teste de APS (6 e 24 nmol) no hipocampo
dorsal sobre os pardmetros % de tempo (A) e % entradas (B) nos bracos
abertos, frequéncia do comportamento de avaliagdo de risco (C) e frequéncia
de entradas nos bragos fechados (D) de ratos submetidos por 5 minutos ao
LCE (n= 8-11 por grupo). Os dados estao representados como média + E.P.M.
ANOVA seguida pelo teste Newman-Keuls.
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Figura 14. Efeito da infusdo pos-teste de AP5 (6 e 24 nmol) no hipocampo
dorsal sobre parametros % de tempo (A) e % entradas (B) nos bragos abertos,
frequéncia do comportamento de avaliacdo de risco (C) e frequéncia de
entradas nos bragos fechados (D) de ratos submetidos por 5 minutos ao LCE
(n= 8-11 por grupo). Os dados estdo representados como média + E.P.M.
ANOVA seguida pelo teste Newman-Keuls.
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Figura 15. Efeito da infusdo pré-reteste de AP5 (6 € 24 nmol) no hipocampo
dorsal sobre parametros % de tempo (A) e % entradas (B) nos bragos abertos,
frequéncia do comportamento de avaliacdo de risco (C) e frequéncia de
entradas nos bragos fechados (D) de ratos submetidos por 5 minutos ao LCE
(n= 8-11 por grupo). Os dados estdo representados como média + E.P.M.
ANOVA seguida pelo teste Newman-Keuls.
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4.3. Experimento 2. Efeito da infusao de AP5 no hipocampo ventral e
dorsal sobre o comportamento defensivo de ratos expostos ao odor de

gato.

Hipocampo ventral

Para avaliacdo do efeito da infusdo de AP5 no HPC ventral, antes da
exposi¢cao ao odor de gato e ao contexto onde esse odor foi apresentado, um
total de 50 ratos foram utilizados.

As Figuras 16 e 17 representam o efeito da infusdo de AP5 (6 e 24 nmol)
no HPC ventral, antes da exposigdo ao odor de gato, sobre a resposta
defensiva de ratos submetidos a este teste. A ANOVA revelou um efeito
significativo do tratamento para os parametros % tempo de aproximagéo
[F(2,25) = 5,05; p<0,01], % tempo escondido [F(2,25) = 7,24; p<0,01],
comportamento de avaliagdo de risco [F(2,25) = 5,58; p<0,01], numero de
aproximagodes [F(2,25) = 9,48; p<0,0001] e cruzamentos [F(2,25) = 16,85;
p<0,0001] durante a sessédo de condicionamento ao odor de gato. A analise
post hoc revelou que a infusdo de AP5 (6 e 24 nmol) no HPC ventral, antes do
odor de gato, provocou aumento no tempo de aproximagao, no numero de
cruzamentos e de aproximagdes e reduziu o tempo escondido e o
comportamento de avaliagdo de risco em relagdo ao grupo controle (Figura 16
e 17).

A ANOVA efetuada com os resultados da sess&o contexto revelou efeito
significativo, dos grupos tratados anteriormente na sessdo de condicionamento,

para os parametros % tempo de aproximagao [F(2,25) = 9,64; p<0,0001], %
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tempo escondido [F(2,25) = 5,68; p<0,01], avaliagdo de risco [F(2,25) = 5,48;
p<0,01], numero de aproximagdes [F(2,25) = 5,38; p<0,0001] e cruzamentos
[F(2,25) = 3,87; p<0,05]. A analise post hoc revelou aumento no tempo de
aproximagao, no numero de cruzamentos e aproximacgdes e redugao no tempo
escondido e no comportamento de avaliagao de risco, dos grupos tratados com
AP5 (6 e 24 nmol) 24 horas antes, em relagdo ao grupo controle (Figura 16 e
17).

Desta forma, estes resultados mostram que a infusdo de AP5 no HPC
ventral, antes da exposicdo ao odor de gato, provocou redugdao do
comportamento defensivo e interferiu com a resposta defensiva condicionada,
verificada quando os ratos foram re-expostos ao contexto do condicionamento
ao odor de gato.

Além da avaliagao da participagao dos receptores NMDA do HPC ventral
na mediacao da resposta defensiva de ratos ao odor de gato os efeitos da
infusdo de AP5 antes do contexto sobre a expressdo da resposta defensiva
condicionada estado ilustrados nas Figuras 18 e 19. A ANOVA néo revelou
efeito significativo do tratamento para os parametros % tempo de aproximacéo,
% tempo escondido, comportamento de avaliagdo de risco, numero de
aproximagbes e cruzamentos de ratos re-expostos ao contexto do
condicionamento ao odor de gato. Assim, a infusdo de AP5 no HPC ventral,
antes do contexto, n&o interferiu com a expressdo da resposta defensiva dos

animais.
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Figura 16. Efeito da infusdo de AP5 (6 € 24 nmol) no hipocampo ventral antes
da exposicéo ao odor de gato sobre o tempo de aproximagéo, tempo escondido
e avaliagao de risco (head-out) de ratos expostos por 10 minutos ao teste do
odor de gato (n= 8-11 por grupo). A barra horizontal hachurada representa o
intervalo de confianga (95%) em torno da média dos dados obtidos durante a
sessao familiarizagdo. As barras verticais compreendem média £+ EPM dos
dados obtidos na sessdo condicionamento e contexto. ANOVA seguida pelo
teste Newman-Keuls * p <0.05 quando comparado ao grupo controle.
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Figura 17. Efeito da infusdo de AP5 (6 e 24 nmol) no hipocampo ventral antes
da exposigdo ao odor de gato sobre o numero de aproximacgdes e de
cruzamentos de ratos expostos por 10 minutos ao teste do odor de gato (n= 8-
11 por grupo) . A barra horizontal hachurada representa o intervalo de
confianga (95%) em torno da média dos dados obtidos durante a sesséo
familiarizagcdo. As barras verticais compreendem meédia + EPM dos dados
obtidos na sessdo condicionamento e contexto. ANOVA seguida pelo teste
Newman-Keuls * p <0.05 quando comparado ao grupo controle.
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Figura 18. Efeito da infusdo de APS5 (6 e 24 nmol) no hipocampo ventral, antes
da exposi¢cao ao contexto, sobre o tempo de aproximacao, tempo escondido e
avaliagao de risco (head-out) de ratos expostos por 10 minutos ao teste do
odor de gato (n= 7-8 por grupo) . A barra horizontal hachurada representa o
intervalo de confianga (95%) em torno da média dos dados obtidos durante a
sessao familiarizagdo. As barras verticais compreendem média £+ EPM dos
dados obtidos na sessao condicionamento e contexto. ANOVA seguida pelo
teste Newman-Keuls.
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Figura 19. Efeito da infusdo de APS (6 e 24 nmol) no hipocampo ventral, antes
da exposigcao ao contexto, sobre o numero de aproximacodes e de cruzamentos
de ratos expostos por 10 minutos ao teste do odor de gato (n= 7-8 por grupo).
A barra horizontal hachurada representa o intervalo de confianca (95%) em
torno da média dos dados obtidos durante a sessdo familiarizacdo. As barras
verticais compreendem média + EPM dos dados obtidos na sessao
condicionamento e contexto. ANOVA seguida pelo teste Newman-Keuls.



Hipocampo dorsal

Para avaliacdo do efeito da infusdao de AP5 no HPC dorsal, antes da
exposi¢cao ao odor de gato e ao contexto onde esse odor foi apresentado, um
total de 45 ratos foram utilizados.

As Figuras 20 e 21 representam o efeito da infusdo de APS (6 e 24 nmol)
no HPC dorsal, antes da exposicdo ao odor de gato, sobre a resposta
defensiva de ratos expostos a este teste. A ANOVA né&o revelou efeito
significativo do tratamento para os parametros % tempo de aproximacgao, %
tempo escondido, comportamento de avaliagdo de risco, numero de
aproximagdes e cruzamentos durante a sessao de condicionamento (Figuras
20 e 21). A infusdao de AP5 no HPC dorsal antes do odor de gato também né&o
interferiu com nenhum dos parametros comportamentais avaliados na sessao
contexto.

Nas Figuras 22 e 23 estao ilustrados os efeitos da infusdo de AP5 antes
do contexto, sobre a expressao da resposta defensiva condicionada. A ANOVA
nao revelou efeito significativo do tratamento para os parametros % tempo de
aproximacgao, % tempo escondido, comportamento de avaliagdo de risco,
numero de aproximagdes e cruzamentos de ratos re-expostos ao contexto do
condicionamento ao odor de gato. Assim, esses resultados mostram que a
infusdo de AP5 no HPC dorsal, antes da exposi¢do ao odor de gato ou ao
contexto do condicionamento, n&o interferiu com o comportamento defensivo.

Em resumo, os resultados obtidos no teste do odor de gato indicam que
o bloqueio dos receptores NMDA do HPC ventral, mas ndo do HPC dorsal,
provocou reducdo do comportamento defensivo de ratos expostos ao odor de

gato. No entanto, o bloqueio dos receptores NMDA em ambas as regides,
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antes da re-exposicdo ao contexto do condicionamento, ndo afetou a

expressao do comportamento defensivo.
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Figura 20. Efeito da infusdo de AP5 (6 e 24 nmol) no hipocampo dorsal antes
da exposigdo ao odor de gato sobre os parametros tempo de aproximacéo,
tempo escondido e avaliagdo de risco (head-out) de ratos expostos por 10
minutos ao teste do odor de gato (n= 7-8 por grupo) . A barra horizontal
hachurada representa o intervalo de confianca (95%) dos dados obtidos
durante a sessdo familiarizacdo. Os dados da sessdo condicionamento e
contexto estao representados como média + EPM. ANOVA seguida pelo teste
Newman-Keuls.
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Figura 21. Efeito da infusdo de AP5 (6 e 24 nmol) no hipocampo dorsal antes
da exposigao ao odor de gato sobre os parametros numero de aproximagodes e
de cruzamentos, de ratos expostos por 10 minutos ao teste odor de gato (n= 7-
8 por grupo). A barra horizontal hachurada representa o intervalo de confianga
95% dos dados obtidos durante a sessao familiarizagdo. Os dados da sesséo
condicionamento e contexto estdo representados como média + EPM. ANOVA
seguida pelo teste Newman-Keuls.
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Figura 22. Efeito da infusdo de AP5 (6 e 24 nmol) no hipocampo dorsal antes
da exposicdo ao contexto sobre os parametros tempo de aproximacao, tempo
escondido e avaliacéo de risco (head-out) de ratos expostos por 10 minutos ao
teste do odor de gato (n= 7-9 por grupo) . A barra horizontal hachurada
representa o intervalo de confianga (95%) dos dados obtidos durante a sessao
familiarizacdo. Os dados da sessao condicionamento e contexto estdo
representados como media + EPM. ANOVA seguida pelo teste Newman-Keuls.
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Figura 23. Efeito da infusdo de AP5 (6 e 24 nmol) no hipocampo dorsal antes
da exposicao ao contexto sobre os parametros numero de aproximacodes e de
cruzamentos de ratos expostos por 10 minutos ao teste odor de gato (n= 7-9
por grupo). A barra horizontal hachurada representa o intervalo de confianca
(95%) dos dados obtidos durante a sess&o familiarizagdo. Os dados da sessé&o
condicionamento e contexto estdo representados como média + EPM. ANOVA
seguida pelo teste Newman-Keuls.
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4.4. Experimento 3.1. Efeito da infusao de AP5 no hipocampo ventral e
dorsal sobre aprendizado e memodria de ratos submetidos a tarefa de

esquiva inibitéria do tipo descida da plataforma.

Hipocampo ventral

Para avaliagao do efeito da infusdo de AP5 no HPC ventral, antes e
apos o treino e antes do teste, na tarefa de esquiva inibitéria do tipo descida da
plataforma, um total de 91 ratos foram utilizados.

A Figura 24 representa o efeito da infusdo de AP5 (6 e 24 nmol) no HPC
ventral, antes do treino, apds o treino e antes do teste sobre aquisicdo,
consolidagao e evocacgao, respectivamente, da memoria aversiva da tarefa de
esquiva inibitéria. A ANOVA nao revelou efeito significante entre os animais
que receberam a infusdo de AP5 ou PBS, antes e apds o treino ou antes do
teste, na laténcia de descida da plataforma avaliada na sessdo teste. Em
resumo, estes resultados mostram que a infusdo de AP5 no HPC ventral nao
afetou a aquisicado, consolidagao e evocagao da memoria da tarefa de esquiva

inibitéria.

Hipocampo dorsal

Para avaliagao do efeito da infusdo de AP5 no HPC dorsal, antes e apos

o treino e antes do teste, na tarefa de esquiva inibitéria do tipo descida da

plataforma, um total de 84 ratos foram utilizados.
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A Figura 25 representa o efeito da infusdo de AP5 (6 € 24 nmol) no HPC
dorsal, antes do treino, apds o treino e antes do teste sobre a aquisigéo,
consolidagao e evocagao, respectivamente, da meméria aversiva da tarefa de
esquiva inibitoria. A ANOVA revelou efeito significativo entre os animais que
receberam a infusdo de AP5 ou PBS antes do treino, na laténcia de descida da
plataforma avaliada na sessdo teste. A analise post hoc revelou que a infuséo
de AP5 somente na dose de 24 nmol no HPC dorsal, antes do treino, provocou
uma redugdo da laténcia [F(2,24) = 22,37; p<0,00001] de descida da
plataforma durante a sessao teste quando comparada com o controle. Estes
resultados indicam que a infusdo de AP5 na dose de 24 nmol interferiu com a
aquisicao da memoria aversiva.

A ANOVA revelou efeito significativo entre os animais que receberam a
infusdo de AP5 ou PBS, apds o treino, na laténcia de descida da plataforma
avaliada na sessao teste. A analise post hoc revelou que a infusdao de AP5
somente na dose de 24 nmol no HPC dorsal, apds o treino, provocou uma
reducdo da laténcia [F(2,24) = 18,02; p<0,00001] de descida da plataforma
durante a sessao teste quando comparada com o controle. Estes resultados
indicam que a infusdo de AP5 na dose de 24 nmol interferiu com a
consolidagdo da memoria aversiva.

A ANOVA nao revelou efeito significativo entre os animais que
receberam a infusdo de AP5 ou PBS, antes do teste, na laténcia de descida da
plataforma avaliada na sessdo teste. Desta forma, os resultados obtidos
indicam que a infusdo de AP5 no HPC dorsal ndo afetou a evocagdo da

memoria aversiva.
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Figura 25. Efeito da infusdo de AP5 (6 € 24 nmol) no hipocampo dorsal, antes
do treino (painel superior), apos o treino (painel intermediario) e antes do teste
(painel inferior) de ratos expostos a tarefa de esquiva inibitéria (n= 8-11 por
grupo). A barra horizontal hachurada representa o intervalo de confianga (95%)
em torno da média dos dados obtidos durante a sessao de treino (laténcia). As
barras verticais compreendem média + EPM da diferenga do tempo de laténcia
de descida da plataforma entre o teste e o treino (A laténcia). ANOVA seguida
pelo teste Newman-Keuls * p < 0.05 quando comparado ao grupo controle.
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4.5. Experimento 3.2. Efeito da infusdo de AP5 no hipocampo ventral
sobre consolidagdao da memoaria de ratos familiarizados com o aparato da

tarefa de esquiva inibitéria do tipo descida da plataforma.

Para a avaliacdo do efeito da infusdao de AP5 no HPC ventral, apds o
treino, de ratos pré-expostos ao aparato da tarefa de esquiva inibitéria, um total
de 23 ratos foi utilizado. A Figura 26 representa o efeito da infusdo de AP5 (6 e
24 nmol) no HPC ventral nestas condigobes.

A ANOVA revelou efeito significativo entre os animais que receberam a
infusdo de AP5 ou PBS apds o treino, na laténcia de descida da plataforma
avaliada na sessdo teste, em ratos familiarizados com o aparato da tarefa
antes da sessao treino. A analise post hoc revelou que a infusdo de AP5
somente na dose de 24 nmol no HPC ventral, apds o treino, provocou uma
reducao da laténcia [F(2,20) = 8,29 ; p<0,01] de descida da plataforma durante
a sessao teste quando comparada com o controle. Estes resultados indicam
que a infusdo de AP5 no HPC ventral na dose de 24 nmol interferiu com a
consolidagdo da memoaria aversiva de ratos familiarizados com o aparato da
tarefa.

Em resumo, os resultados obtidos na tarefa de esquiva inibitéria do tipo
step down mostram que o bloqueio dos receptores glutamatérgicos subtipo
NMDA no HPC dorsal, mas ndo no HPC ventral, antes e apds o treino, afetou a
aquisicao e consolidacdo da memoria aversiva, respectivamente. Entretanto,
este bloqueio no HPC ventral ou dorsal, antes do teste, n&o interferiu com a

evocacao da memoria de esquiva inibitéria. Além disso, a infusdo de AP5 no
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HPC ventral, apds o treino, interferiu com a consolidacdo da memoria aversiva

de ratos familiarizados com o aparato da tarefa de esquiva inibitéria.
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Figura 26. Efeito da infusdo de AP5 (6 e 24 nmol) no hipocampo ventral, apés o
treino, sobre consolidagdo da memoaria de ratos familiarizados 24 horas antes
do treino com a tarefa de esquiva inibitéria (n= 7-8 por grupo). A barra
horizontal hachurada representa o intervalo de confianga (95%) em torno da
média dos dados obtidos durante a sessédo de treino (laténcia). As barras
verticais compreendem média £+ EPM da diferenga do tempo de laténcia de
descida da plataforma entre o teste e o treino (A laténcia). ANOVA seguida pelo
teste Newman-Keuls * p < 0.05 quando comparado ao grupo controle.
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5. DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo confirmaram a primeira
hipétese formulada evidenciando a participagao dos receptores glutamatérgicos
subtipo NMDA ao longo do eixo dorso-ventral do HPC na mediacdo de
aspectos emocionais e cognitivos do comportamento defensivo. Estes
resultados também sustentam a segunda hip6tese formulada, pois foi mostrado
que os receptores NMDA do HPC ventral e dorsal desempenham um papel
funcional distinto na mediagdo de aspectos emocionais e cognitivos do
comportamento defensivo.

Neste sentido, as evidéncias que sustentam estas hipdteses sao
decorrentes dos efeitos obtidos com a infusdo de AP5 no HPC ventral, cujo
resultado mostrou a participagao dos receptores NMDA desta regidao sobre os
aspectos emocionais, mas nao cognitivos, do comportamento defensivo de
ratos expostos ao LCE. Por outro lado, a infusdo de AP5 no HPC dorsal, néo
interferiu com estes aspectos, quando os ratos foram submetidos as mesmas
condicbes experimentais. Em concordancia com as hipoteses estdo as
evidéncias obtidas no teste do odor de gato, cuja infusdo de AP5 no HPC
ventral, antes da exposicdo a este estimulo, provocou reducdo da resposta
defensiva e prejudicou a aquisicdo do medo condicionado contextual. Por outro
lado, a infusdo de AP5 no HPC ventral, antes do contexto, 24 horas apds a
exposicado ao odor de gato, ndo interferiu com a expressao da resposta
defensiva exibida pelo rato. Além disso, infusdo de AP5 no HPC dorsal, antes
do odor de gato ou antes do contexto, n&o interferiu com o comportamento

defensivo. Também de acordo com as hipoteses propostas, estdo as
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evidéncias obtidas no teste da esquiva inibitéria, cuja infusdo de AP5 no HPC
dorsal, antes e apds o treino, prejudicou a aquisicdo e consolidacdo da
resposta de esquiva, porém nao interferiu com a expressado desta resposta
quando foi administrado antes do teste. Além disso, a infusdo de AP5 no HPC
ventral, antes e apos o treino e antes do teste, nao interferiu com a aquisicao,
consolidagdo e evocacdo da resposta de esquiva, mas interferiu com o
processo de consolidagao quando os ratos foram familiarizados previamente ao
treino.

Os resultados obtidos no LCE mostraram que o bloqueio dos receptores
NMDA do HPC ventral, apds a infusdo de AP5 nas doses de 6 € 24 nmol, antes
do teste, interferiu com os aspectos emocionais do comportamento defensivo.
Entretanto, a infusdo de APS no HPC ventral, antes do teste, imediatamente
apos o teste ou antes do reteste, ndo interferiu com a aquisicao, consolidacéo e
evocacgao, respectivamente, da resposta de esquiva exibida pelos ratos durante
o reteste. Quanto aos resultados obtidos com a infusdo de AP5 no HPC dorsal,
foi verificado que o bloqueio dos receptores NMDA nesta regido nao interferiu
com aspectos emocionais e cognitivos do comportamento defensivo. Desta
forma, estes resultados permitem identificar o hipocampo ventral como um
substrato neural envolvido com a resposta defensiva e estdo em acordo com os
resultados obtidos em estudos usando técnicas de lesdo e avaliados em
diferentes modelos de ansiedade (Bannerman et al., 2002; Kjelstrup et al.,
2002; Bannerman et al., 2003; Degroot e Treit, 2004; McHugh et al., 2004;
Trivedi e Coover, 2004; Petkowski et al., 2006) e com os resultados obtidos

com a infusdo de lidocaina ou do agonista do receptor SHT1A em roedores
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submetidos ao teste do LCE (Bertoglio et al, 2006; Nunes-de-Souza et al.,
2002).

Apesar de nao representar a principal utilizagao do LCE, alguns estudos
tém usado este aparato como modelo de aprendizagem e memoria, com base
na observacédo de que uma primeira exposicado ao aparato gera uma resposta
de esquiva aumentada aos bragos abertos do LCE (para revisao ver Carobrez
e Bertoglio, 2005). Assim, no presente estudo, o perfil comportamental exibido
pelos animais dos grupos controles do HPC ventral e dorsal na sessao reteste
estao de acordo com os relatos da literatura, que mostraram que a experiéncia
prévia no LCE promove uma redugado gradual da atividade exploratoria nos
bracos abertos, que se inicia durante o teste e se intensifica no reteste,
caracterizando a aquisi¢cao da resposta de esquiva aos bracos abertos do LCE
(Holmes e Rodgers, 1998; Bertoglio e Carobrez, 2000). Esta resposta de
esquiva, adotada pelo animal ao longo dos cinco minutos de exploragao no
teste e expressada mais intensamente na sessao reteste, ndo € acompanhada
por alteragdes no numero de entradas nos bracos fechados, que se mantém
constante nas duas sessdes e representa um indice da atividade locomotora
dos animais e uma evidéncia contra uma possivel habituagdo locomotora (Cruz
et al., 1994; Rodgers e Johnson, 1995).

Assim, embora no presente estudo tenha ficado evidente a participacao
dos receptores NMDA do HPC ventral na mediagdo do aspecto emocional do
comportamento defensivo, outros estudos envolvendo esta mesma tarefa tém
implicado a participagdo de outras estruturas neurais relacionadas com o
aspecto cognitivo da resposta defensiva. Assim, tem sido relatado que

experimentos usando inativagcdo reversivel, com lidocaina, da amigdala
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basolateral apés o teste (File et al., 1998) e da SCPd e do hipotadlamo
dorsomedial antes do reteste (File et al., 1999; Bertoglio et al., 2005)
restabelece o efeito ansiolitico de benzodiazepinicos administrados
sistemicamente, sugerindo assim o envolvimento da amigdala basolateral na
consolidagdo e da SCPd e hipotalamo dorsomedial na evocacado da resposta
defensiva. Por outro lado, a inativacdo com lidocaina do HPC dorsal, mas nao
do HPC ventral, antes do reteste, interferiu com a expressado da resposta de
esquiva no LCE (Bertoglio et al., 2006). Desta forma, embora os resultados do
presente estudo ndo tenham implicado a participacao dos receptores NMDA do
hipocampo dorsal na expressao da resposta de esquiva no reteste do LCE, nao
pode ser excluido o envolvimento do HPC dorsal nesse processo, uma vez que
a infusdo de lidocaina reduziu a resposta de esquiva (Bertoglio et al., 2006).
Neste sentido, € possivel que outro tipo de receptor glutamatérgico, sistema de
neurotransmissdo ou fibras de passagem possam mediar este efeito. Além
disso, estas evidéncias sugerem que diferentes estruturas neurais estejam
envolvidas com os aspectos emocionais e cognitivos do comportamento
defensivo de ratos submetidos ao teste e reteste do LCE.

Embora evidéncias tenham destacado o papel do hipocampo ventral e
da amigdala no comportamento defensivo relacionado com ansiedade e medo,
comparagdes entre os efeitos de manipulagdes farmacoldgicas realizadas
nestas duas estruturas tém revelado efeitos diferentes no teste do LCE. Assim,
tem sido proposto que a amigdala n&o é crucial para o desempenho do animal
durante este teste, visto que nenhum dos parametros tradicionais de ansiedade
foi alterado em consequéncia da infusdo pré-teste de compostos

benzodiazepinicos ou lesdes realizadas nesta estrutura (Treit e Rotzinger,
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1993; Gonzalez et al., 1996; McHugh et al., 2004). Por outro lado, a
participacdo da amigdala basolateral na tarefa do LCE foi verificada através da
inativacdo temporaria desta estrutura, imediatamente apdés o teste, que
interferiu com a consolidagao da resposta de esquiva nao exibida pelo animal
durante o reteste (File et al, 1998). Neste sentido, € possivel sugerir que o
efeito obtido com a infusdo de AP5 no HPC ventral sobre a resposta defensiva
de ratos expostos a sessao teste do LCE, ndo seja resultado da interferéncia
da amigdala sobre esta regiao.

O modelo do LCE baseia-se na premissa de que um ambiente novo
pode gerar tanto curiosidade quando medo, criando portanto, um tipico conflito
de aproximacgao e esquiva (Handley e Mithani, 1984; Pellow et al., 1985). Em
concordancia com os resultados obtidos no presente estudo, através do
modelo do LCE, estdo os pressupostos da teoria do SIC (Gray, 1982; Gray e
McNaughton, 2000). De acordo com esta teoria, o sistema septo-hipocampal
desempenha um papel importante na deteccdo e avaliacdo dos estimulos
sensoriais, conferindo a sua natureza e estabelecendo o grau de conflito
quando as informagdes sao concorrentes. A funcdo deste sistema consiste em
resolver eventuais conflitos gerados nessas condi¢gdes, o que requer uma
tomada de decisdo, dado seu valor adaptativo na relagdo do individuo com o
seu ambiente. Assim, o sistema septo-hipocampal detectaria os conflitos entre
tendéncias de aproximagao e afastamento da fonte de perigo e passaria a
controlar a resposta do animal por meio do SIC, acompanhado por aumento da
atencao e vigilancia, o que caracterizaria a ansiedade. De acordo com Gray
(1982), as drogas ansioliticas seriam capazes de diminuir a ansiedade por

prejudicarem a atividade do SIC. Desta forma, os resultados obtidos com a
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infusdo de AP5 no HPC ventral, que provocou reducdo dos parametros
tradicionais de ansiedade em ratos submetidos ao teste do LCE, estdo de
acordo com este pressuposto tedrico.

O sistema olfatério representa uma interface entre o ambiente e o
sistema nervoso central. Como resultado, o sistema olfatério de mamiferos
regula multiplas e integradas fungdes, tais como respostas emocionais, fungdes
reprodutivas e comportamentos sociais (Lledo et al., 2005). Em roedores estas
variedades de funcbes olfativas sao controladas por dois sistemas sensoriais
anatdmica e funcionalmente distintos: o sistema olfatério principal, que permite
a discriminacdo entre uma variedade de odores volateis, e o sistema olfatério
acessorio, associado principalmente com a detec¢cao de odores nao volateis,
responsaveis pela comunicagdao intra ou interespecifica dos animais e
denominados, respectivamente, de feroménios ou aloménios (Lledo, 2005). Os
odores sao detectados no epitélio olfatério principal da cavidade nasal onde
sinais sdo gerados nos neurdnios sensoriais olfatérios e transmitidos através
do bulbo olfatério principal para o cortex olfatério primario que inclui o nucleo
olfatério anterior, cértex piriforme, tubérculo olfatério, a regido lateral da
amigdala e o cortex entorrinal (Lledo et al., 2005). Além disso, a maioria dos
mamiferos tem um segundo 6rgédo sensorial olfatério chamado de vémeronasal
que apresenta uma forma tubular localizada no septo nasal e contém neurénios
sensoriais que mandam projecdes para o bulbo olfatorio acessoério a partir do
qual sinais sdo transmitidos para regides da amigdala e hipotalamo (para
revisdo ver Lledo et al., 2005). A partir destas consideragdes fica evidente a
importancia das conexdes neuroanatbmicas do cértex entorrinal, um

componente da formagao hipocampal que recebe proje¢cdes do bulbo olfatorio e
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mantém conexdes com o giro denteado do eixo dorso-ventral do hipocampo
(para revisao ver Insausti et al., 2002) e as conexdes reciprocas que o HPC
ventral mantém com a amigdala, uma estrutura que faz parte do sistema
olfatério e também participa da modulacdo do comportamento defensivo
(Petrovich et al., 2001).

A respeito dos resultados obtidos no modelo do odor de gato, foi
verificado que a infusdo de AP5 no HPC ventral, antes da exposi¢cao ao
estimulo aversivo, provocou uma reducdo da resposta defensiva. Além disso,
os animais tratados com APS5, antes da exposicdo ao odor de gato, nao
desenvolveram medo condicionado ao contexto no qual o estimulo aversivo
havia sido apresentado anteriormente. Entretanto, quando a infusdo de APS5 foi
realizada no HPC ventral, antes do contexto, 24 horas apds a exposi¢cao ao
odor de gato, esta ndo interferiu com a expressao da resposta defensiva. O
presente estudo também mostrou que a infusdo de AP5 no HPC dorsal, antes
da exposigao ao odor de gato ou antes da exposi¢ao ao contexto, nao interferiu
com resposta defensiva adotada pelo rato apds apresentagcdao do estimulo
aversivo. Em concordancia com estes achados estdo os resultados de
Pentkowski e colaboradores (2006), que representam a unica evidéncia
encontrada na literatura implicando a participagdo do HPC ventral, mas ndo do
HPC dorsal, na mediacao da resposta defensiva de ratos expostos ao odor de
gato. Assim, de acordo com este estudo, les&o prévia do HPC ventral, com
acido iboténico, provoca reducdo do comportamento defensivo de ratos
expostos ao odor de gato e ao contexto do condicionamento. Por outro lado,
nenhuma alteracdo do comportamento defensivo foi detectada nos animais

com lesdo no HPC dorsal quando expostos as mesmas condicoes
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experimentais. Além disso, segundo esses investigadores, a auséncia de efeito
nos animais com lesdo no HPC ventral e expostos na presenca do gato pode
indicar que outros sistemas neurais estejam implicados na mediagdo da
resposta defensiva relacionada com a presenca do predador, enquanto que o
HPC ventral modularia reacbes defensivas diante de estimulos potenciais,
como o odor de gato. Desta forma, foi sugerido que o HPC ventral modularia
comportamentos semelhantes a ansiedade e essa atribuicdo seria corroborada
por estudos que mostraram que lesdao no HPC ventral provoca reducido do
comportamento defensivo de ratos submetidos a diversos modelos de
ansiedade como o LCE, a caixa claro-escuro, o teste da interacdo social, o
campo aberto e o teste de hiponeofagia (Kjelstrup et al., 2002; Bannerman et
al., 2003; McHugh et al., 2004; Trivedi e Coover, 2004).

No presente estudo, foi verificado que os grupos tratados com AP5 no
HPC ventral, antes da exposi¢do ao odor de gato, apresentaram uma resposta
defensiva reduzida ao contexto do condicionamento. Este mesmo efeito foi
observado em animais que receberam midazolam por via sistémica (Dielenberg
et al., 1999; Do Monte, 2006), infusdo de atenolol no nucleo pré-mamilar dorsal
(Do-Monte, 2006), infusdo de AP5 na SCPdI rostral (De-Souza, 2007) e lesao
no HPC ventral (Pentkowski et al., 2006). A redugdo da resposta defensiva
condicionada tem sido atribuida a alguma interferéncia no processamento
cognitivo da situagdo aversiva, devido possivelmente as propriedades
ansioliticas da droga, o que poderia prejudicar a aquisicdo ou a interpretagao
do evento como sendo aversivo.

O presente estudo também mostrou que o bloqueio dos receptores

NMDA do HPC ventral e dorsal, antes dos animais serem expostos ao
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contexto, 24 horas apds o condicionamento ao odor de gato, ndo interferiu com
a expressao da resposta defensiva condicionada. Estes resultados confirmam
evidéncias prévias, que mostraram que ratos expostos ao odor de gato exibem
respostas defensivas ao contexto onde o estimulo foi apresentado
anteriormente (Blanchard et al., 1990; Dielenberg et al., 1999; Dielenberg e
McGregor, 2001; Hubbard et al., 2004; Blanchard et al., 2005; Staples et al.,
2005; Do- Monte, 2006; De-Souza, 2007).

Embora os resultados da sessdo contexto tenham mostrado que o
bloqueio dos receptores NMDA do hipocampo ventral e dorsal nao interferiu
com a expressao da resposta defensiva condicionada outras investigagdes
empregando o condicionamento Pavloviano classico e diferentes técnicas de
lesdbes tém destacado a participacdo do HPC ventral e dorsal no medo
condicionado contextual (Fanselow, 2000; Maren et al.,, 1997; Maren, 1998;
Matus-Amat et al., 2004; Rudy e Matus-Amat, 2005).

Com relacao aos experimentos realizados no teste de esquiva inibitéria,
os resultados mostraram que a infusdo de AP5, somente na dose de 24 nmol e
no HPC dorsal, antes ou apés o treino, provocou um prejuizo na aquisigao e na
consolidagao da resposta de esquiva. Por outro lado, a infusdo de AP5 no HPC
dorsal, antes do teste, ndo interferiu com a evocagao da resposta de esquiva.
Além disso, os resultados obtidos com a infusdo de AP5 no HPC ventral, antes
do treino, apds o treino e antes do teste, revelaram que o bloqueio dos
receptores NMDA desta regido nao interferem com a aquisigao, a consolidagao
e a evocacgao do comportamento de esquiva. Considerando os efeitos obtidos
com a infusdo de AP5 no HPC dorsal, foi verificado que estes resultados

reproduziram estudos prévios que tinham identificado a participacdo dos
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receptores NMDA desta regidao na aquisicdo e consolidagédo (Izquierdo et al.,
1992; 1997; Quevedo et al., 1997; Roesler et al., 1998; 2003; 2005) mas, néo
na expressao (Barros et al., 2000; Izquierdo et al., 2000), da memdria de ratos
submetidos a tarefa de esquiva inibitéria. Por outro lado, até o momento nao
existem evidéncias na literatura de estudos que tenham investigado a
participacdo do HPC ventral na mediagdo da memodria no teste de esquiva
inibitéria do tipo descida da plataforma.

O modelo de esquiva inibitéria € um teste classico de aprendizagem e
memoria cuja premissa esta baseada na associagado que o rato faz do contexto
com o choque imediato nas patas em apenas uma sessao de treino (Izquierdo
et al.,, 1992; Izquierdo e Medina, 1997). Todavia, tem sido mostrado que a
familiarizacdo ao aparato do treino, um dia antes da experiéncia com o
contexto e com o choque imediato, permite o rato aprender sobre o contexto,
independente da associagao deste com o choque (Fanselow, 1999; Rudy e
O’Reilly, 1999; Rudy et al., 2002; Malin e McGaugh, 2005). Consistente com
esta visdo, estudos empregando o modelo da esquiva inibitéria do tipo descida
da plataforma revelaram que a infusdo de AP5 no HPC dorsal, imediatamente
apos o treino, ndo afetou a formagao da memoria de esquiva inibitéria quando
os ratos foram familiarizados ao aparato anteriormente (Roesler et al., 1998;
2003; 2005). Além disso, foi mostrado que a infusdo de AP5 no HPC dorsal,
imediatamente apds a familiarizacdo e a sessdo de treino, prejudicou a
consolidagdo da memdria no teste de esquiva inibitoria. Assim, de acordo com
esses resultados, foi sugerido que os receptores NMDA do HPC dorsal
estariam envolvidos na formagado de uma representacdo contextual do aparato

para o teste da esquiva inibitoria.
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A partir destas evidéncias, propusemos entdo avaliar a participacdo dos
receptores NMDA do HPC ventral na consolidacdo da memaria para esquiva
inibitéria de ratos familiarizados ao aparato do treino. Os resultados obtidos
nestas condicoes revelaram que a infusdo de AP5 no HPC ventral,
imediatamente apds o treino, interferiu com o processo de consolidagao da
memoria para a tarefa de esquiva inibitéria. Estes resultados sdo consistentes
com estudos que tém sugerido que a pré-exposicdo ao aparato do
condicionamento, antes da experiéncia contexto-choque imediato, € capaz de
dissociar ambos os componentes aversivo e contextual que ocorrem durante
uma unica sessao de treino e permite identificar as estruturas neurais
envolvidas no processamento destes componentes (Maren et al., 1997; Rudy e
O’Reilly, 1999; Rudy et al., 2002; Malin e McGaugh, 2005; Roesler et al., 1998;
2003; 2005). Neste sentido, foi também mostrado que a infusdo de AP5 no
nucleo basolateral da amigdala afetou a consolidagdo da memaria de ratos
familiarizados ou ndo ao aparato, sugerindo que receptores do tipo NMDA
presentes nesta estrutura estejam também envolvidos no processamento do
componente emocional desta tarefa (Roesler et al., 2003). Assim, embora o
HPC ventral e a amigdala basolateral estejam envolvidos na consolidagdo do
componente aversivo da memoria do teste de esquiva inibitéria, € possivel
sugerir que o HPC ventral participe somente quando os componentes
contextual e aversivo estiverem dissociados, enquanto que o nucleo basolateral
da amigdala estaria envolvido independentemente desta dissociagao.

Como mencionado anteriormente, a infusdo de AP5 no HPC dorsal
interferiu com a formacéo da resposta de esquiva de ratos submetidos ao teste

de esquiva inibitéria, mas n&o interferiu com aquisicdo, consolidacdo e
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evocacao desta resposta quando os ratos foram testados no LCE. Estes
resultados permitem sugerir que a formagao e expressao da memoria aversiva
de ratos expostos ao modelo do LCE, possivelmente envolvem outro tipo de
receptor glutamatérgico ou outro sistema de neurotransmissdo, visto que a
infusdo de lidocaina no HPC dorsal, administrada antes dos ratos serem
submetidos ao reteste no LCE, interferiu com a evocagao da resposta de
esquiva (Bertoglio et al., 2006). Os resultados obtidos com o bloqueio dos
receptores NMDA do HPC dorsal nos dois modelos, podem também indicar
uma mediacdo funcional distinta desempenhada por estes receptores,
possivelmente relacionada ao tipo de estimulo aversivo empregado, choque
nas patas ou aversdo a espacos abertos, ou ainda a aspectos especificos
relacionados ao préprio modelo e protocolo experimental. Em concordancia
com os resultados obtidos no teste do LCE, estdo os efeitos verificados no
teste do odor de gato, onde foi visto que a infusdo de AP5 no HPC ventral e
dorsal, administrado antes do contexto, 24 horas apds a exposicdo ao odor de
gato, ndo interferiu com a resposta defensiva adotada pelo rato. Por outro lado,
foi também mostrado que a infusdo de AP5 antes dos ratos serem expostos ao
odor de gato, provocou redugao da resposta defensiva, verificada quando estes
animais foram re-expostos ao contexto do condicionamento. Este efeito sobre a
resposta defensiva condicionada pode sugerir que a droga ou o estado
emocional do rato tenha prejudicado a aquisicdo ou interpretagdo do evento
como aversivo e que ao ser exposto novamente ao mesmo contexto, porém
sem a fonte aversiva, o animal ndo necessitou expressar uma resposta

defensiva a esta nova situacao.
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Diante dos resultados obtidos com a infusdo de AP5 no HPC ventral,
onde foi mostrado que o bloqueio dos receptores NMDA afetou a resposta
defensiva de ratos submetidos ao LCE, ao odor de gato e a esquiva inibitéria
com familiarizagdo prévia, € possivel sugerir que esta regidao esteja envolvida
com a mediacdo dos aspectos emocionais do comportamento defensivo,
independente do tipo de estimulo aversivo empregado cuja deteccao pelo rato
envolveu a participagao de diferentes modalidades sensoriais. Varias teorias da
funcdo hipocampal consideraram esta estrutura como um todo, sem levar em
conta as diferentes fungées desempenhadas por este substrato neural ao longo
do seu eixo dorso-ventral em mecanismos associados com o comportamento
defensivo. Contudo, mais recentemente estdo se acumulando evidéncias que
permitem distinguir os papeis do hipocampo ventral e dorsal na mediagdo dos
aspectos emocionais e cognitivos do comportamento defensivo.

Em conclusdo, os resultados obtidos no presente estudo sugerem que
os receptores glutamatérgicos subtipo NMDA do HPC ventral, mas nao do HPC
dorsal, estdo envolvidos na mediacdo de aspectos emocionais do
comportamento defensivo de ratos submetidos ao teste do LCE, ao odor de
gato e a tarefa de esquiva inibitéria com familiarizagdo prévia ao aparato da
tarefa. Os resultados sugerem também que os receptores NMDA distribuidos
ao longo do eixo dorso-ventral do HPC n&o estdo envolvidos com a mediagao
dos aspectos cognitivos do comportamento defensivo de ratos submetidos ao
teste/reteste do LCE e ao contexto, onde odor de gato havia sido apresentado
anteriormente. Os resultados sugerem ainda a participagdo dos receptores
NMDA do HPC dorsal, mas ndo do HPC ventral, na mediacdo da memoaria no

teste de esquiva inibitoria do tipo step down. Assim, € possivel sugerir uma
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dissociagao funcional ao longo do eixo dorso-ventral do hipocampo, implicando
a participacdo de receptores NMDA do hipocampo ventral, mas ndo do

hipocampo dorsal, no processamento emocional do comportamento defensivo.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados do presente trabalho permitem destacar as seguintes evidéncias:

O bloqueio dos receptores NMDA do hipocampo ventral, mas ndo do
hipocampo dorsal, reduziu o comportamento defensivo em ratos
submetidos ao teste do LCE.

O bloqueio dos receptores NMDA do hipocampo ventral e dorsal nao
afetou os processos de aquisicado, consolidacdo e evocacao da resposta
de esquiva aos bracgos abertos de ratos submetidos ao teste e reteste do
LCE.

O bloqueio dos receptores NMDA do hipocampo ventral, mas ndo do
hipocampo dorsal, reduziu o comportamento defensivo de ratos
expostos ao odor de gato.

O bloqueio dos receptores NMDA do hipocampo ventral e dorsal nao
afetou a expressdo do medo condicionado ao contexto no qual os
animais foram previamente expostos ao odor de gato.

O bloqueio dos receptores NMDA do hipocampo dorsal, mas nao do
hipocampo ventral, prejudicou a aquisi¢ao e consolidacdo da memoria
no teste de esquiva inibitéria do tipo descida da plataforma. Este
bloqueio no HPC ventral e dorsal ndo afetou a evocagao desta meméoria.
O bloqueio dos receptores NMDA do hipocampo ventral afetou a
consolidagdo da memoria no teste de esquiva inibitéria em ratos

familiarizados previamente ao aparato do treino.
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8. APENDICE

Tabela 1. Efeito da infusdo pré-teste, pos-teste e pré-reteste de AP5 (6 e 24
nmol) no hipocampo ventral sobre os parametros % de tempo e % entradas
nos bracos abertos, frequéncia do comportamento de avaliacdo de risco e
frequéncia de entradas nos bracos fechados de ratos submetidos por 5 minutos
ao LCE (n= 10-15 por grupo). Os dados estdo representados como média +
E.P.M. ANOVA seguida pelo teste Newman-Keuls. * p< 0.05 quando
comparado ao grupo controle (PBS).

PBS AP5 6 nmol AP5 24 nmol
Teste Reteste Teste Reteste Teste Reteste

Infusao Pré- teste

345+7,2 16,6 4,5 61,1 £4,3* 32,8+5,0 66,0+2,7* 30,0£3,3

Entradas bragos abertos

20,7+4,8 7,3£25 42,0+£53* 148+4,8 50,4+4,5*% 132+24

Tempo bracos abertos

Avaliagdo de risco 73+£09 58+1.0 28+£0.7% 56%0.5 37+£0.7% 6.1£0.8

Entradas bragos fechados 7.2 +0.6 79+14 79+1.1 8708 6706 9.8+0.7

Infusdo Apoés-teste

30,0£4,9 11,0+4,1 33,042 12,0+£43 39,7+£3,8 18,7%£3,6

Entradas bragos abertos

150+£3,6 2,7+1,2 173+3,0 2,0£0,8 20,7+£3,1 3,6+0,7

Tempo bragos abertos

Avaliago de risco 41+09 3909 55+06 35+06 58*£05 53=x05

Entradas bragos fechados 8.4+09 6.1+1.0 12.0+x23 6708 78%x07 93+14

Infusao Pré-reteste

38,0+4,4 250+6,3 351+3,7 23,0+4,8 40,0+£3,4 272%45

Entradas bragos abertos

21,5+£5,0 10,0+3,7 158+3,6 68*+1,6 190%£2,6 7,7+1,6

Tempo bragos abertos

Avaliagdo de risco 5504 58x15 51+06 58%x05 47x06 50+09

Entradas bragos fechados 7.5+0.8 7.6x0.8 7.5%+0.3 83+£0.6 8.0%x0.8 6.60.6
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Tabela 2. Efeito da infusdo pré-teste, pos-teste e pré-reteste de AP5 (6 e
24 nmol) no hipocampo dorsal sobre os parametros % de tempo e %
entradas nos bragos abertos, frequéncia do comportamento de avaliacao
de risco e frequéncia de entradas nos bragcos fechados de ratos
submetidos por 5 minutos ao LCE (n= 8-11 por grupo). Os dados estéo
representados como média * E.P.M. ANOVA seguida pelo teste

Newman-Keuls.

PBS AP5 6 nmol AP5 24 nmol
Teste Reteste  Teste Reteste  Teste Reteste
Infusido Pré- teste
Entradas bragos abertos 42,157 13,753 356+83 17,7+£5,77 424+113 240%5,5
209+42 50+ 1,8 16,1£3,6 65+23 168+51 6,1%+1,9
Tempo bragos abertos
Avaliagdo de risco 62+17 42+07 46+13 52+09 6.2+10 6.0+1.0
Entradas bragos fechados 7.4 +1.1 54+10 87+35 83+10 45+09 7.8+0.9
Infusido Pés-teste
Entradas bragos abertos 32,6 £5,1 21,2+£5,1 284+1,6 204+24 352+3,1 23,0£44
18,038 40+1,0 11,5+0,7 47+13 150+24 54+12
Tempo bragos abertos
Avaliacio de risco 55+09 40+05 65+09 35+06 57+09 43+0.9
Entradas bragos fechados 8.6 +0.9 80+1.1 84+06 6.5+£0.7 9.0+1.3 7.8+0.9
Infusido Pré-reteste
Entradas bragos abertos 23,6£3,6 12,0£59 31,1£5,6 99+5,7 31,8+3,7 15,0£8,2
T 104+16 2,013 94+19 1,6£09 12314 3,5£2,0
empo bracos abertos
Avaliacio de risco 51+09 34+15 6.7+12 40+10 43+06 58+13
Entradas bragos fechados 6.8 +0.7 4.8+1.0 81+00 6.2+16 66+10 58+1.8
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Tabela 3. Efeito da infusdo de AP5 (6 e 24 nmol) no hipocampo ventral antes
da exposicéo ao odor de gato sobre o tempo de aproximagéo, tempo escondido
avaliacdo de risco, numero de aproximacdoes e de cruzamentos de ratos
expostos por 10 minutos ao teste do odor de gato. Os dados obtidos na sesséo
familiarizagao estao representados como intervalo de confianga (95%) em torno
da média dos dados obtidos durante esta sessédo. Os dados obtidos durante as
sessdes condicionamento ao odor de gato e contexto estdo representados

como média + EPM. ANOVA seguida pelo teste Newman-Keuls * p < 0.05
quando comparado ao grupo controle.
- CONDICIONAMENTO
FAMILIARIZACAO AO ODOR DE GATO CONTEXTO

PARAMETROS

COMPORTAMENTAIS TRATAMENTOS TRATAMENTOS
PBS AP56  AP524 | PBS AP56  AP524

Tempo escondido (%) 28,0 +38,5 734438 52,8+8,8% 42.4+6,8% | 72,446,1 43,2+7,7% 458+7,5%
Tempo aproximagio (%) -25,9+33,2 15242,8  30,8+5,5% 30,3+4,3% | 13,643,1 35,6+53% 24,6+2,0%
Avaliagao de risco (s) -37,5+61,3 18527 84,9+19%  953+21% | 188438  92,5+25%  57,7+16*
Ntmero aproximagdes -11,4+13,5 7,541.4  163+0,6% 15,1+12% | 7241,7  12,041,0% 15,5+2.4%
Numero de cruzamentos -20,2 +24,1 14,0+2,6 254+09* 250+2,1*% | 15,843,7 19,6£1,3 34,447, 7*

Tabela 4. Efeito da infusdo de AP5 (6 e 24 nmol) no hipocampo ventral antes
da exposi¢cao ao contexto sobre o tempo de aproximacdo, tempo escondido,
avaliagcdo de risco, numero de aproximacdoes e de cruzamentos de ratos
expostos por 10 minutos ao teste do odor de gato. Os dados obtidos na sesséo
familiarizagao estao representados como intervalo de confianga (95%) em torno
da média dos dados obtidos durante esta sessédo. Os dados obtidos durante as
sessdes condicionamento ao odor de gato e contexto estdo representados
como meédia + EPM. ANOVA seguida pelo teste Newman-Keuls.

. CONDICIONAMENTO
FAMILIARIZACAO A0 ODOR DE GATO CONTEXTO
PARAMETROS

COMPORTAMENTAIS TRATAMENTOS TRATAMENTOS

PBS AP56 AP524 | PBS AP56 AP524
Tempo escondido (%) -29.2 +41,0 60,745,5 72,4+6,1 642+6,0 | 74,044,1 722476 73,6446
Tempo aproximagio (%) 24,4 +31,9 163422 152432 17,1432 | 15,0£2,6 13.043,5 11,542.,6
Avaliagao de risco (s) -58,4 +90,3 132433 173430 130433 | 251435 263467 215421
Numero aproximagdes -9,48 +11,4 9,3+0,9 6,6+1,2 7,4+0,8 6,4+1,3 6,5t1,4 8,2+1,3
Numero de cruzamentos -17,0 +20,0 17,6514 13,5424 14,0415 | 11,6£2,1 12,542,6 14,0+1,9
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Tabela 5. Efeito da infusdo de AP5 (6 e 24 nmol) no hipocampo dorsal antes da
exposi¢cao ao odor de gato sobre o tempo de aproximagéo, tempo escondido
avaliacdo de risco, numero de aproximacdoes e de cruzamentos de ratos
expostos por 10 minutos ao teste do odor de gato. Os dados obtidos na sesséo
familiarizagao estao representados como intervalo de confianga (95%) em torno
da média dos dados obtidos durante esta sessédo. Os dados obtidos durante as
sessOes condicionamento ao odor de gato e contexto estdo representados
como média + EPM. ANOVA seguida pelo teste Newman-Keuls.

. CONDICIONAMENTO
FAMILIARIZACAO 'AO ODOR DE GATO CONTEXTO
PARAMETROS

COMPORTAMENTAIS TRATAMENTOS TRATAMENTOS

PBS AP56 AP524 PBS AP56 AP524
Tempo escondido (%) -30,0+40,0 69,6+4,0 62,151 624+64 | 70,4+4,6 64,1+9,7 63+73
Tempo aproximacao (%) -25,0+33,0 15,0£2,4 172440 17,0834 | 15,3£2,6 14,6+4,3 19,3£3 4
Avaliagao de risco (s) -48,0+86,0 201+37 161+31 128436 161+10,3  135£35 131431
Numero aproximagdes -11,8+14,6 8,2+1,0 8,9+1,7 10,1£1,9 | 9,0£1,0 9,0+£2,0 9,1+1,2
Numero de cruzamentos -20,0+25,0 16,6+2,1 16,7+34 18,0+27 | 18,0£2,0 16,7+3,3 17,019

Tabela 6. Efeito da infusdo de AP5 (6 e 24 nmol) no hipocampo dorsal antes da
exposicdo ao contexto sobre o tempo de aproximacgao, tempo escondido,
avaliagcdo de risco, numero de aproximacdes e de cruzamentos de ratos
expostos por 10 minutos ao teste do odor de gato. Os dados obtidos na sesséo
familiarizagao estao representados como intervalo de confianga (95%) em torno
da média dos dados obtidos durante esta sessido. Os dados obtidos durante as
sessdes condicionamento ao odor de gato e contexto estdo representados
como média + EPM. ANOVA seguida pelo teste Newman.

x CONDICIONAMENTO
FAMILIARIZACAO AO ODOR DE GATO CONTEXTO
PARAMETROS

COMPORTAMENTAIS TRATAMENTOS TRATAMENTOS

PBS AP56 AP524 PBS AP56 APS5 24
Tempo escondido (%) -29,0+42,0 68,4+7,6 70,8450 72,446,1 | 74,5451 76,9+50 66,1+8,8
Tempo aproximago (%) -26,0+35,0 14,9437 13,842,6 12,0£2,1 | 13,042,7 10,7424 13,042,6
Avaliagao de risco (s) -40,0+80,0 184439 183+34 211420 175435 179432 116,0+33
Numero aproximagdes -11,0+14,0 6,114  6,7£1,0 6,1+1,0 6,0+1,2 4,1+0,8 7,7+£1,6
Numero de cruzamentos -19,0+23,0 12,0£2,7 16,3£1,9 13,119 | 11,422 10,0£2,6 13,6+2,8
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Tabela 7. Efeito da infusdo de AP5 (6 e 24 nmol) no hipocampo ventral, antes do
treino, apds o treino e antes do teste, de ratos submetidos a tarefa de esquiva inibitéria
do tipo descida da plataforma. Os dados obtidos durante a sesséo de treino estao
representados como o intervalo de confianga (95%) em torno da média das laténcias
obtidas nesta sessdo. Os dados obtidos durante o teste estao representados como
média £+ EPM e compreendem a diferenga do tempo de laténcia de descida da
plataforma entre o teste e o treino (A laténcia). ANOVA seguida pelo teste Newman-
Keuls.

MEDIDA/ SESSAO | INFUSAO PRE-TREINO INFUSAO POS-TREINO INFUSAO PRE-TESTE

TRATAMENTOS
PBS AP5 6 AP5 24 | PBS AP5 6 AP5 24 | PBS AP5 6 AP5 24
Laténcia treino -8 +11 -10+13 9+14
A Laténcia Teste 84+20 88+£26 111£19 | 11313 11120 95+20 | 102+£23 98+20 92 +21

Tabela 8. Efeito da infusdo de AP5 (6 e 24 nmol) no hipocampo dorsal, antes do treino,
apos o treino e antes do teste, de ratos submetidos a tarefa de esquiva inibitéria do
tipo descida da plataforma. Os dados obtidos durante a sessao de treino estado
representados como o intervalo de confianga (95%) em torno da média das laténcias
obtidas nesta sessdo. Os dados obtidos durante o teste estdo representados como
média + EPM e compreendem a diferenga do tempo de laténcia de descida da
plataforma entre o teste e o treino (A laténcia). ANOVA seguida pelo teste Newman-
Keuls. * p< 0.05 quando comparado ao grupo controle (PBS)

MEDIDA/ SESSAO | INFUSAO PRE-TREINO INFUSAO POS-TREINO INFUSAO PRE-TESTE

TRATAMENTOS
PBS AP5 6 AP5 24 | PBS AP5 6 AP5 24 | PBS AP5 6 APS5 24
Laténcia treino -7+12 -7+9 -8+9
A Laténcia Teste 83+11 90+13 10+2* | 90+10 10412 19+11* | 86+11 100+10 94+11

Tabela 9. Efeito da infusdo de AP5 (6 e 24 nmol) no hipocampo ventral, apos o treino,
de ratos submetidos a tarefa de esquiva inibitéria do tipo descida da plataforma e
familiarizados ao aparato 24 horas antes do treino. Os dados obtidos durante a sessao
de treino estdo representados como o intervalo de confianga (95%) em torno da
média das laténcias obtidas nesta sessdo. Os dados obtidos durante o teste estdo
representados como média + EPM e compreendem a diferenga do tempo de laténcia
de descida da plataforma entre o teste e o treino (A laténcia). ANOVA seguida pelo
teste Newman-Keuls. * p< 0.05 quando comparado ao grupo controle (PBS).

MEDIDA/ SESSAO INFUSAO POS-TREINO
PBS AP5 6 AP5 24
Laténcia treino -10+14
A Laténcia Teste 109420  97+21  22+6,0%
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