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RESUMO

O estriado faz parte dos nucleos da base que é uma area do encéfalo
responsavel pela escolha de acdes adequadas frente a uma demanda
ambiental. Neste trabalho propés-se estudar o efeito de lesbes bilaterais de
uma regido do estriado conhecida ndcleo accumbensshell (NAc-sh) no
aprendizado, na expressao e na extincdo de respostas condicionadas de
esquiva e de medo. A avaliagcdo destes efeitos foi feita através de testes
comportamentais na esquiva de duas vias, onde o animal deveria associar um
estimulo condicionado (som) com um incondicionado (choque nas patas) a fim
de apresentar um comportamento adequado (fuga) frente a apresentacédo do
estimulo condicionado. Terminado o periodo de testes comportamentais, o0s
animais foram sacrificados e seus cérebros analisados. Apds as analises
histoldgicas da lesédo bilateral no NAc-sh, observou-se que o comportamento
de medo (freezing) apresentou-se durante um tempo significantemente menor
quando comparado com os ratos SHAM. Os ratos com lesdo nesta area
também apresentaram um retardo no aprendizado de esquiva. Por fim, nao
houve diferencas na locomog¢éo, no peso dos animais, na laténcia (tempo para
realizar a esquiva) nem no numero de falhas de fuga. Tais resultados levam a
concluir que esta area do estriado € importante para os processos de
aprendizagem e memorizacdo e possui uma menor influéncia em questbes

locomotoras.

Palavras-Chave: condicionamento classico,condicionamento instrumentasl,
nucleo accumbensshell, aprendizado



ABSTRACT

The striatum is a part of the basal ganglia that is a brain area responsible for
choice of adequate actions in an environmental demand. In this work it is
propose to study the effect of bilateral lesion of a striatum region known as
nucleus accumbens shell (NAc-sh) on learning, expression and extinction of
conditioned avoidance and fear responses. The evaluation of this effects was
made from behavior tests on two-ways avoidance task where the animal should
associate a conditioned stimulus (tone) with a unconditioned (footshock) in
order to present an adequate behavior (escape) when the presence of
conditioned stimulus. Once finished the behavior tests, they were sacrificed and
their brains analyzed. After the histological confirmation of the correct place of
lesions, was observed that fear behavior (freezing) was presented less time in
lesioned animal then in SHAM ones. The rats with lesion in this area also
present a delay on learning the task. Finally, there were not significant
differences in locomotion, in latency (time to respond) and in escape failure
number. This result help to conclude that this region of brain is important for
learning processes and memory but have less influence in locomotion

questions.

Key-words: classic conditioning, instrumental conditioning, nucleus accumbens

shell, learning
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1. INTRODUGCAO

Para que um individuo pertencente a uma espécie possa deixar
descendentes e garantir a perpetuacéao dela na natureza a evolucao selecionou
caracteristicas que auxiliam a administrar 0s numeros populacionais,
proporcionando a sobrevivéncia e preservacao dos individuos para reproducao.
Nesse contexto, conseguir prever uma situacado perigosa e escolher a melhor
estratégia para evita-laé essencial para que o espécime consiga realizar seu
papel ecoldgico. Os sistemas cerebrais responsaveis pelo reconhecimento do
perigo (sensorial), pela escolha da estratégia de protecédo (nucleos da base) e
pela acdo da decisdao (motor) estdo, portanto, envolvidos na sobrevivéncia de

uma espécie, um género, uma ordem e até de uma familia.

2. DESENVOLVIMENTO

2.1Memodéria e Aprendizado

A memdria é um recurso extremamente necessario para a sobrevivéncia
de qualquer espécie. Sem ela ndo ha o aprendizado e sem aprendizado ndo ha
evocacao de respostas adequadas em situagdes diversas cotidianas. E isso vai
além de nao lembrar uma data de aniversario: se ndo houvesse memaria, nao
seriamos capazes, por exemplo, de nos comunicarmos (afinal, a comunicacéao
s6 existe gracas a memorizacado de sons e simbolos - fala e escrita),quais sao
as situacées em que nossa vida estaria ameacada, 0 que devemos ou nao
devemos comer entre outras coisas importantes ndo s6 para a sobrevivéncia
do homem mais como de todos os animais (LENT, 2008). Em seu livro,
OLIVEIRA & AMARAL definem a memoéria como “a capacidade que tem a
mente de codificar, armazenar e evocar para 0 nivel de consciéncia,
informacgées oriundas de estimulos sensoriais e proprioceptivos”. Ja KANDEL
(2007), em seus textos, comenta que entre as varias definicbes que a memoria
pode receber, esta a que ela é “um processo pelo qual tudo aquilo que
aprendemos persiste ao longo do tempo”.

A memoria ndao declarativa (ou de procedimento) compreende o0s
diversos processos através dos quais um comportamento € fixadoe
armazenado apdés uma repeticio de exposicdo a uma situacdo, fato ou
informacao (OLIVEIRA &AMARAL,1997). Geralmente tal memorizagdo nao



evoca uma situacdo especifica. Ela é dividida em duas modalidades:
associativa e ndo associativa. A memoria ndo associativa € a que envolve uma
relacdo simples de estimulo-resposta (ex.: habito), enquanto a memdria
associativa diz respeito as situagdes nas quais um comportamento depende da
atuacdo de dois ou mais estimulos (ex.: condicionamento Pavloviano —
explicado adiante). A memodria declarativa € a recuperacdo consciente de
informacdes a partir de palavras ou sons através da associacdo com outras
funcdes cognitivas (KANDEL & SQUIRE, 2003).

No mesmo livro, OLIVEIRA & AMARAL definem o aprendizado como “a
modificacdo do pensamento através das experiéncias acumuladas na memoria
e, posteriormente, analisadas ao nivel de consciéncia”. Aprendizado e memdria
estdo, portanto, intimamente ligados. Entender os processos mneménicos é
compreender como aprendemos e como agimos diante de diversas situagoes.

2.2 Condicionamento Pavloviano

As respostas condicionadas de esquiva constituem um recurso precioso
com o qual os animais conseguemprever e evitar situacbées de risco
antecipando respostas de defesa tais como a fuga. Para tanto, o animal precisa
aprender a antecipar as situacdes deperigo através de estimulos ambientais
que sinalizam a sua iminéncia. Um fisiologista russo, Ivan Pavlov (1849-
1936), estudando sobre fisiologia gastrointestinal, fez uma das descobertas
mais importantes da atualidade, o reflexo condicionado. A importéncia de tal
experimento foi devido ao pioneirismo com relacdo aos estudos da
aprendizagem com uma abordagem realmente cientifica e objetiva. O
experimento consistia em parear estimulos para a emissao de uma resposta.
Quando um alimento era apresentado para os caes eles emitiam uma resposta
inata (incondicionada) de salivacdo. Posteriormente, junto com a apresentacao
do alimento era apresentado um som (estimulo neutro), ou seja, algo que nao
apresentava nenhuma resposta inata no animal. O pareamento do som com o
alimento (condicionamento) era repetido varias vezes. Depois desse
condicionamento, a simples apresentagdo do som fazia com que o0 céo
salivasse, tornando-o um estimulo condicionado.

O experimento de Pavlov deu origem ao termo condicionamento
Pavloviano, que também é conhecido como condicionamento classico. Ele
ocorre quando um estimulo neutro (p.ex.- som) é repetidamente pareado com



um estimulo incondicionado (p. ex.- alimento). O estimulo que antes era
neutropassa a sinalizar a iminéncia do US, possibilitando que o animal
antecipe a mesma resposta. Quando o estimulo funcionar como um aviso da
iminéncia do estimulo incondicionado, passara a ser chamado de estimulo
condicionado (SHULTZ, 2006; PAVLOV, 1927).
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Figura1: Experimentos de Pavlov com caes, associando um estimulo antes neutro
(som) com um estimulo inato (salivagao). Fonte:
http://www.cerebromente.org.br/n09/mente/paviov.htm

Reacobes defensivas frente a um estimulo que prediz uma consequéncia
aversiva sdao geradas no condicionamento paviloviano de medo. Em um
experimento tipico de condicionamento de medo para roedores, um CS,
geralmente umestimulo sonoro, é pareado com um US aversivo (choque nas
patas). Em geral, antes do pareamento, os roedores exibem uma resposta
defensiva a um som ténue. Apds o pareamento, a apresentacdodo tom faz
iniciar uma cascata de respostas incluindo o “freezing” (BLANCHARD &
BLANCHARD, 1969; FANSELOW & BOLLES, 1979), reacdes autonémicas (Le
DOUX et al., 1980), respostas neuroendocrinas (KORTE et al.,, 1992) e uma
potenciacao de reflexos somaticos, tais como o sobressalto (DAVIS, 1986) e o
piscar de olhos (WEISZ &McINERNEY, 1990).

O “freezing” é definido como imobilidade do corpo, exceto pela
respiracdo, € 0 movimento das vibricas. A mensuracao do “freezing” como um
indice de medo se tornou popular, especialmente nos estudos neurobiol6gicos
de medo e ansiedade (DOMJAN, 2010; DAVIS, 1992). Medo e ansiedade sé&o



fontes de desconforto para os seres humanos e, se severos, podem levar a
problemas psicolégicos e de comportamento (CUTHBERT et al., 2003). E de
consideravel interesse saber quais sdo as fontes do medo e da ansiedade, os
mecanismos neurais, e como podem ser atenuados com farmacos ou com

experimentos comportamentais.
2.3 Condicionamento Instrumental

Além do condicionamento classico,outro tipo de aprendizagem,
chamada de condicionamento instrumental ou operante, contribui para as
respostas condicionadas de esquiva. Com o objetivo de estudar a inteligéncia
animal, Thorndike (1911) fez um estudo com gatos famintos, onde estes eram
colocados dentro de caixas que possuiam diferentes mecanismos de abertura e
o alimento era colocado para fora da caixa. Os gatos, entao, deveriam emitir o
comportamento adequado para conseguir alcancar o objetivo de sair para
comer (p. ex.: puxar o anel para abrir a portinhola). O resultado mostrou que a
laténcia de escape dos gatos diminuia de acordo com o numero de treinos.
Entretanto, ele considerou que essa diminuicdo na laténcia era devido a um
pareamento de estimulo-resposta (descer o anel — abrir a portinhola) e ndo por
inteligéncia do animal.

Assim, ele formulou o que hoje conhecemos como lei do efeito: o que
esta lei postula é que se, na presenca de um estimulo, uma resposta é seguida
de um evento satisfatério a associagcdo entre o estimulo e a resposta é
fortalecida. Se, ao contrario, é seguida de um evento incomodo é enfraquecido.
E importante salientar que, de acordo com a lei do efeito, o que é aprendido é
uma associacdo entre a resposta e o estimulo apresentado no momento da
resposta. A consequéncia ndo faz parte da associacédo aprendida e s6 ajuda a
enfraquecer ou fortalecer a emissdao do comportamento (associacao)
(THORNDIKE, 1911).

No condicionamento Pavloviano, o0 sujeito aprende a antecipar a
chegada do estimulo incondicionado, mas nao pode fazer nada para evita-lo.
No condicionamento instrumental, o sujeito aprende a emitir um
comportamento capaz de evitar um evento aversivo (esquiva) ou causar a
liberagdo de um estimulo gratificante (THORNDIKE, 1911; BALLEINE et al.,
2009). Existeum numero bem maior de estudos de condicionamento
instrumental, onde sdo usados estimulos incondicionados (US) gratificantes do



que aqueles onde se empregam USs aversivos. Entreos USs gratificantes
mais comumente usados estdo pellets de alimentos palataveis (aqueles
gue contém maior conteudo de acucares e lipideos sdao os com maior
poder reforgador), liquidos doces e drogas de abuso. Nosmodelos animais
de condicionamento aversivo os USs mais comuns sdo choques nas
patas, um ruido alto e sopros de ar (CYBULSKA-KLOSOWICZ et al., 2009).

Sao apresentados pareamentos de som e choque para ratos, em um
experimento tipico de condicionamento instrumental de esquiva, enquanto eles
estdoposicionados de um lado de uma caixa de dois compartimentos. O
movimento do animal para o lado oposto da caixa faz com queo tom seja
cessado e previne a apresentacdo do choque. Essas respostas de esquiva
servem comouma medida dependente do aprendizado de medo e o0s
animais exibem respostas mais frequentemente e com laténcias menores a
medida que o treinamento progride (CAIN &LeDOUX, 2008).

Figura2: Experimentos de Thorndike com gatos em gaiolas com uma agao direcionada
a um objetivo (a esquerda) e a caixa de esquiva ativa de duas-vias (a direita)

2.4 Nucleos da base

Os nucleos da base sdo uma colegéao de nucleos sub-corticais que estao
funcionalmente ligados (ASHBY et al., 2010). Eles constituem um sistema de
selecado do comportamento adequado para as diversas demandas do ambiente,
incluindo aquelas que envolvem o medo (REDGRAVE et al., 2008; NICOLA et
al., 2007). S&o estruturas dos nucleos da base em roedores: o caudado-
putdmen (também chamado estriado dorsal), o nucleo accumbens e tubérculo



olfatério (chamados de estriado ventral), globo palido (externo e interno),
substancia negra (reticulada e compacta) e o nucleo subtalamico. Evidencias
apontam como sendo o estriado o responsavel pela resposta comportamental
frente a um estimulo ambiental (da CUNHA et al. 2009).As vias dopaminérgicas
modulam o processamento das informagdes vindas do cortex cerebral, sendo a
deplecdo (falta) no fornecimento de dopamina um fator limitante do
aprendizado. Os estudos do nosso grupo mostraram que ratos com uma lesao
parcial num dos nlcleos dopaminérgicos que projetam para o estriado
apresentaram déficits no aprendizado destas associacdes, tal como na tarefa
da esquiva ativa de duas vias (Da CUNHA et al. 2001, 2002) e na versao
Estimulo-Resposta do labirinto aquatico de Morris (MIYOSHI et al. 2002; Da
CUNHA et al. 2003, 2006, 2007).

2.5Nucleo Accumbens

Como parte do estriado, 0 nucleo accumbens (estriado ventral) tem
papel na modulagcdo de estimulos aversivos (Da Cunha et al, 2011) e
defensivos (FENDT et al, 2006) e € relacionado com algumas doencas
psicolégicas como ansiedade e depressdo (STURM et al, 2003). E importante
também em tarefas de motivacao e reforco, na cognicao, na atividade motora,
no comportamento sexual e stress (LEVITA et al, 2012). Sua organizacéao €
semelhante ao resto do estriado no que diz respeito as conexdes subcorticais e
aos neurotransmissores, mas as inervacdes provenientes do hipocampo, da
area tegmentar ventral, da substancia lenticular inominata e hipotadlamo lateral
o diferenciam do resto dessa regidao (ZAHM & BROG, 1992).

2.6 NucleoAccumbens Shell (NAcSh)

O ndcleo accumbens é anatomicamente dividido em duas partes
conhecidas como core e shell (NAcSh). Essa subdivisdo foi conferidaem 1921
por AriensKappers, mas s6 foi amplamente aplicada apdés comprovacdes por
estudos histologicos, imunohistoquimicos com acetilcolinestase (ZABORSZKY
et al, 1985) e outros peptideos (VOORN, ROEST & GROENEWEGER, 1987;
ZABORSZKY et al, 1985) e anatémicos, nos quais sdo perceptiveis diferencas

na estrutura dos neurdnios (MEREDITH et al, 1992), nas conexdes aferentes e



eferentes (CHIBA,USUDA & TANAKA, 1998) além da variacdo na quantidade
de neurotransmissores como acetilcolina ( GROENEWEGER, RELO & VONN,
2006; BOCKSTAELE & PICKEL, 2004) e dopamina (BARDO & HAMMER Jr.,
1991). A partir de entao, varios estudos mostram que lesbes nessas areas
geram resultados diferentes entre si (SESIA et al, 2008; CORBIT, MUIR &
BELLEINE, 2001; RELO, KAUFMANN & FELDON, 2002, BASSAREO &
CHIARA, 1999) uma vez que as condicdes fisiologicas sao diferenciadas.

A composicao e organizagao dos neurdnios no NAcSh difere do que é
encontrado no nucleo accumbens core (NAcCo). A arvore dendritica do NAcSh
€ mais esparsa e os neurbnios espinhosos com menos projecdes comparado
com o NAcCo (MEREDITH et al, 1992). Além disso, as membranas dos
neurdnios espinhosos de tamanho médio no NAcCo sao mais delgadas do que
as apresentadas no NAcSh. Essa caracteristica pode ser vista numa coloragao
de Nissl onde o NAcSh apresenta um padrdo em estrias semelhante as outras
areas do estriado, enquanto o NAcCo parece ter as células mais préximas
umas das outras resultando numa aparéncia mais uniforme (ZAHM & BROG,
1992; Ver Fig. 3). Outra forma de diferenciacao entre os dois compartimentos
diz respeito as vias aferentes e eferentes com outras areas do encéfalo.
Enquanto o NAcCo projeta-se majoritariamente com o palido ventral, o NAcSh
possui conexdes aferentes com estruturas como o hipotalamo lateral e a
substancia cinzenta periaquedutal cuja relacdo se da com os controles
limbicos. O NAcSh recebe inervacdes de AreaTegmentar Ventral (ATV) e esta
via € importante na modulagdo de agcbes motivacionais contribuindo para a
criacdo de associacdes aprendidas entre eventos motivacionais juntamente
com a percepcao ambiental (ROBBINS & EVERITT, 1996; Ver Figura 4).




Figura3: Diferenciagdo do NAcCo e NAcSh pela coloragédo de Nissl. Fonte: Atlas “The
Rat Brain — In stereotaxic coordinates (George Paxinos& Charles Watson)”. As setas apontam

as areas conhecidas como core e shell e mostram a diferenca de organizagao dos neurénios.
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paraventricularthalamicnucleus. Fonte: BASAR et al, 2010.

Muitos estudos apontam a relacdo do nucleusaccumbensshell com o
condicionamento pavloviano, mas n&o ha unanimidade. Alguns trabalhos
excluem esta relacdo ainda ndo bem estabelecida. O condicionamento

instrumental e o nucleusaccumbensshell ainda nao tiveram estudos publicados.

2.70Dbjetivos

Estudar o papel do NAc-sh na aprendizagem, expresséo e extincao de
respostas condicionadas de medo e respostas instrumentais de esquiva.

2.8 Materiais e Métodos

2.8.1 Animais

Foram utilizados 21 ratos Wistar machos, provenientes do biotério
central da Universidade Federal do Parana, pesando 230 g no inicio dos



experimentos. Os animais foram mantidos em sala com temperatura controlada
(22+£2°C), ciclo claro/escuro de 12: 12 horas (luzes acesas as 7:00 a. m.)e com
agua e comida “ad libitum”, 5 animais por caixa.Os procedimentos realizados
nesse trabalho foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagdo
animal da Universidade Federal do Parana sob o protocolo de nimero 660.

2.8.2 Cirurgia

Os animais foram anestesiados com uma solucdo de equitesin e
colocados no aparelho estereotaxico, onde os animais ficam presos pelos
canais auriculares, dentes incisivos e maxila proporcionando a firmeza
necessdaria para a realizacdo do processo cirargico. Fez-se um corte antero-
posterior com o auxilio de um bisturi até que o cranio fosse exposto. Entao,
dois orificios foram abertos com o auxilio de uma broca possibilitando a
introducédo da agulha contendo a toxina a ser administrada (duas infusées com
coordenadas diferentes em casa orificio — total de quatro infusbes). As
coordenadas para que o shell do nacleo accumbens fosse lesionado seguem
na tabela abaixo:

Orificio 1 QOrificio 2

Antero- Latero- Dorso- | Antero- Latero- Dorso-
Infuséo 1 posterior Lateral Medial | posterior | Lateral Medial

+0,17 +0,30 -0,94 +0,17 -0,30 -0,94

Antero- Latero- Dorso- | Antero- Latero- Dorso-
Infus&o 2 posterior Lateral Medial | posterior | Lateral Medial

+0,17 +0,30 -0,90 +0,17 -0,30 -0,90

Tabela 1: Coordenadas para cirurgia estereotaxica de lesdo nos ratos.

Esses valores foram obtidos através das coordenadas do Atlas Paxinos
(2005) para ratos e s&o utilizadas frente a uma inclinagdo de 142, necessaria
para evitar o contato da agulha com o ventriculo do cérebro que, se atingido,
pode influenciar o escoamento da solucdo no cérebro. Houve dois grupos de




estudo: os ratos do grupo SHAM (falso operado), que receberam uma solucao
de PBS 0,1 M pH = 7,3 que nao causou lesao e procurou ser 0 mais proximo o
possivel do liquido cefalorraquidiano. No outro grupo, o nucleoaccumbesshell
(NAcshell) foi lesionado com acidoiboténico.

2.8.3 Experimentos comportamentais na esquiva Ativa de duas vias

O aparelho de esquiva ativa de duas vias (Insight Instruments, Ribeirdo
Preto, SP) consiste em uma caixa de 23 X 50 X 23 cm com um painel frontal de
acrilico e piso formado por barras paralelas de aco de 5 mm de calibre e
afastadas 15 mm uma da outra. Esta caixa é dividida em dois compartimentos
de iguais tamanhos através de uma parede com uma porta que permanece
aberta durante os testes. O equipamento é programado para liberar
automaticamente choques nas patas e um estimulo sonoro (uma campainha) e
para contar os cruzamentos dos animais (para o outro compartimento) durante
a apresentagdo dos estimulos e nos intervalos entre eles. O equipamento
também registra automaticamente as laténcias de cruzamentos durante a
apresentacao dos estimulos. Todas as sessbes foram filmadas e o tempo de
congelamento foi avaliado por observacgéao.

Para avaliar a condicionamento Pavloviano, o0s animais foram
submetidos a uma sessao de treino (dia 1), uma sessdo de teste (dia 2) e 2
sessoOes de extincao (dia 3 e dia 4). Cada sessao iniciou-se ap6s 10 minutos de
habituacdo, seguidos de 10 pareamentos e um estimulo sonoro (EC: uma
campainha de duracdo de 11 s) com um choque nas patas inescapavel de
0,4mA (El: duracao de 1 s) iniciando 10 s apéds o inicio do EC. O tempo entre
cada pareamento variou de forma randdémica entre 30 s e 120 s.
(ALBRECHET-SOUZA, 2011). O condicionamento Pavloviano de medo foi
avaliado pela duracao da resposta incondicionada de congelamento (tempo de
imobilidade, exceto pelos movimentos de respiracdo e vibricas) durante cada

Sessao.

A etapa de condicionamento instrumental iniciou-se3 dias apds o fim da
etapa anterior e durou 3 dias com 2 sessdes de 40 pareamentos cada. O
procedimento apresentou as seguintes diferencas do anterior: (i) o tempo de
habituacdo foi de 5 min; (i) em cada sessdo foram apresentados 40
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pareamentos de estimulos sonoros (EC: uma campainha de duracdo maxima
de 20 s) e choque nas patas de 0,4 mA (El: duracdo maxima de 10 s) iniciando
10 s apds o inicio do EC. (iii) o animal pode interromper o EC ou o El pela
resposta instrumental de cruzar para o outro compartimento da caixa de
esquiva. O numero de vezes em que o animal cruzou durante a apresentacao
do EC foi contado como numero de esquivas; o numero de cruzamentos
durante o El foi contado como numero de fugas; contou-se também o ndmero
de falhas em responder aos dois El (i.e. quando o animal n&o responder ao El
e ao EC com um cruzamento). As laténcias de resposta aos El e EC e o
namero de cruzamentos durante o intervalo inter-treino também foram
computados. As respostas de esquivas foram consideradas como estando sob
o controle da associacdo A-C na primeira sessdao de condicionamento
instrumental e sob o controle da associacao E-R (habito) na ultima sessao.

A extingdo do condicionamento instrumental foi estudada nos dois dias
seguintes em 2 sessd6es com o mesmo protocolo das anteriores, exceto que a
condicionada resposta de cruzamento nao mais resultou na esquiva do choque,
ou seja, os choques foram previsiveis, mas inescapaveis. A extincao foi
avaliada pela reducédo no numero de respostas condicionadas. (DOMBROWSKI
et. al., 2012).

2.8.4 Atividade Locomotora

Foi avaliada atividade locomotora durante os 10 minutos de habituagcao a
esquiva ativa de duas vias (antes da sessdao de treinamento do
Condicionamento Pavloviano). O numero de transi¢cdes entre os 6 retangulos
de 12,5 x 10 cm imaginariamente divididos no chdo da caixa foram
contabilizados durante 10 minutos.Também foi avaliado o numero de
cruzamentos inter-provas (ITC — do inglés inter-trial crossings) durante as 6
sessOes de treinamento na esquiva ativa de duas vias. O ITC é o numero de
cruzamentos que os animais fazem durante os intervalos entre os pareamentos
de som e choque na caixa de esquiva ativa de duas vias. O ITC foi registrado

automaticamente pelo programa de esquiva.

2.8.5 Histologia

11



O controle da lesao foi realizado pela analise de cortes da regido do
estriado, corados com coloragdo de Nissl (Tionina, Sigma, EUA) e por
imunohistoquimica para NeUN. O primeiro método cora neurdnios e glia e 0
segundo revela exclusivamente neurénios. Apés o ultimo dia de experimento,
os animais foram anestesiados com tiopental e sofreram perfusédo
transcardiaca com solugdo salina a 0,9% e paraformaldeido 4%. Os animais
foram decaptados, seus cérebros removidos do cranio e armazenados em uma
solugdo de paraformaldeido 4% por 4 dias com 1 troca didria. Em seguida
foramtranferidos para uma solucao de paraformaldeido 4% e sacarose 30%,
por mais 3 dias com uma troca diaria. Nessa etapa os cérebros deveriam estar
mais densos que a solugao, indo para o fundo do frasco. Os cérebros sofreram
microtomia com fatias de 40 um em criostato (Leica, Alemanha). Coletou-se um

corte e armazenados outros trés.

Os cortes preservados foram posteriormente montados em laminas

previamente gelatinizadas (solucao de gelatina tipo A a 0,5%, Sigma).

Para a coloragdao de Nissl, uma vez montado os cortes nas laminas,
esperou-se 24 horas para secagem e depois permaneceu “overnight” em alcool
70%. Em seguida, as laminas passaram por uma bateria de alcool etilico com
concentracdes crescentes (alcool 95% (lI) — 3 min, alcool 95% (ll) — 3 min,
alcool 100% (l) — 3 min, alcool 100% (ll) — 3 min), xilol (I) — 3 min e depois no
Xilol () por 30 minutos. Em seguida foram mergulhados nas solu¢des no
sentido inverso, por 2 min em cada passo. Apés o alcool 95% (), passou entao
pelo: alcool 70% - 2 min, alcool 50% - 2 min, agua destilada — 2 min. Apds esse
processo, as laminas foram mergulhadas por aproximadamente 15 segundos
em solucao de coloracao com a seguinte composigéo: tionina 0,25%. Esse
tempo de incubacéao variou, dependendo da temperatura ambiente. Logo apéds
as laminas passaram por outra bateria de solucées de agua e alcool, sendo
que os tempos por essa bateria podiam ser variaveis de acordo com a
intensidade da impregnacao do corante. Esta bateria consistiu de: agua
destilada (l), agua destilada (ll), alcool 50% - 2 min, alcool 70% - 2 min, alcool
95% - 2 min, alcool 95% mais acido acético 1%, alcool 95% (para retirar o
excesso de acido acético), alcool 100% (I) — 1 min, alcool 100% (ll) — 1 min,
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Xilol (I) — 2 min, Xilol (II) — 30 a 60 min. Por dltimo, as laminas foram recobertas

com laminulas, utilizando o enterlan.

Para a imunohistoquimicaNeuN, apds obter os cortes, lavou-se em PBS
0.1M 3 vezes por 3 minutos cada lavagem. Incubou-se de 30 a 60 minutos em
solucéo bloqueadora (20% de albumina de soro de cabra, 0.1% de triton, 79%
de PBS). Lavou-se as laminas em PBS uma vez por 3 minutos. Colocou-as em
anticorpo NeuN e permaceceu “overnight”. Lavou-se em PBS por 5 vezes, 3
minutos cada lavagem. Colocou-se em Biotina IgG por uma hora e meia.
Lavou-se em PBS por 5 vezes, 3 minutos cada lavagem. Colocou-se em
solugédo ABC por uma hora. Lavou-se em PBS 5 vezes por 3 minutos. Colocou-
se em DAB de 2 a 20 minutos. Lavou-se em PBS 5 vezes, 3 minutos cada
lavagem. Montou-se as laminas, colocou-se em xilol por 3 minutos e cobriu-se

com laminula.

Apbs observacao em microscopio Optico, obtivemos um n=4 para o grupo
lesado no nucleo accumbensshell (lesdo bilateral com localizagdo aprovada) e
um n=7 para o grupo sham (sem qualquer traco de lesdo). Os outros 10
animais tiveram lesdo unilateral ou fora da regido de interesse e foram

descartados do estudo.

2.8.5 Anadlise Estatistica

Os dados do NAC-sh foram analisados por ANOVA de uma ou duas vias
com medidas repetidas (lesdo como fator independente e sessdo como fator
repetido), seguido de teste post hoc de Newman-Keuls. Diferenca foram
consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05.

3. RESULTADOS

3.1 Avaliagdes poOs-cirurgicas: saude e parametros motores dos animais

Nao houve diferenca estatisticamente significativa na perda de peso
entre os ratos NAc-sh lesionados e sham durante os 21 dias apés a cirurgia. A
ANOVA de duas vias mostrou que ndo ha diferenca significativa entre o grupo
[F1,99 = 0,00; p = 0,97], diferenga significativa entre as sessées [F(3 27 = 300,38;

p < 0,001], e no significativa na interagéo grupo x sessdo [F27 = 0,63, p =
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0,59] (figura 5). Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre o
grupo com lesdo no NAc-sh e grupo sham na atividade locomotora durante a
habituacdo a caixa de esquiva [F9 = 1,47; p = 0,25, ANOVA de uma via],
(figura 6B).Em adigéo, ndo houve diferengas estatisticamente significativas no
namero de ITC durante as sessdes de esquiva ativa de duas vias: ANOVA de
duas vias mostrou que n&o houve diferenca significativa no grupo [F,9) = 0,03;
p = 0,86], sesséo [Fi545 = 1,06; p = 0,39] e interagdo grupo x sessao [Fs .45 =
1,46; p = 0,22] (figura 6A). Portanto, os déficits de aprendizado e memoria
observados nos ratos lesionados parecem nao ser devido a problemas de

saude ou prejuizo motor.
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Figura 5 - Efeito da lesdo do NAc-sh no peso corporal de ratos.
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Figura 6—Efeito da lesdo do NAc-sh de ratos na locomogdo na habituagdo a caixa de
esquiva(A) e na locomogéo do cruzamento inter-provas (B).

3.2Resposta incondicionada ao choque
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A resposta incondicionada ao choque foi avaliada pela primeira laténcia
para escapar para o lado oposto (seguro) da caixa de esquiva. A ANOVA de
uma-via ndo mostrou diferenga estatisticamente significativa entre os grupos

[Fi,9 = 1,92; p = 0,19], conforme mostrado na figura 7.
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Figura 7 - Efeito da lesdo do NAc-shna laténcia de fuga do primeiro choque no

treinamento da tarefa de esquiva ativa de duas vias.

3.3Respostas condicionadas de medo

Como mostrado na figura 8, na primeira sessao de teste os ratos com
lesdo no NAc-sh apresentaram uma reducdo no tempo de congelamento
(“freezing”) comparados ao grupo sham. A ANOVA de duas vias mostrou
diferenga significativa entre os grupos [F,9 = 12,21; p < 0,01 — post-hoc de
Newman Keuls p < 0,05]; entre as sessoes [F,1g =23,92,; p < 0,001]; mas néao
significativa na intera¢do grupo x sessao [F,18 = 1,15; p = 0,33].
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300+ * CTest 3
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2004
150+
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50+
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Freezing (s)

Figura 8 —Efeito da lesdo do NAc-sh de ratos no condicionamentoPavloviano de medo

ao som.
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3.4 Respostas instrumentais de esquiva ao tom

As lesdes no NAC-sh prejudicaram o aprendizado da tarefa de esquiva
de duas vias. Como mostrado na figura 9, o nivel maximo de aprendizado dos
ratos com lesdo no NAc-sh sado inferiores aos ratos sham. Os animais com
lesdo no NAc-sh tém as médias de escores inferiores ao grupo sham nas duas
primeiras sessdes de treinamento, demonstrando um prejuizo na aquisicao
dessa tarefa. A ANOVA de duas-viasndo mostra diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos [F(19 = 4,11; p = 0,07]; significativa entre as
sessoes [Fi545 = 14,18; p < 0,001; post-hoc de Newman Keuls: < 0,05]; e ndo
significativa na intera¢do grupo x sessao [Fs 45 = 0,84; p = 0,52].

O NAc-sh parece nao ser importante para a retengao e/ou expressao da
memoria de respostas condicionadas de esquiva, ratos com lesbes nessa
regido ndo demonstraram diferenca em relacdo ao grupo sham sob extincao
[ANOVA de duas vias: grupo [F(9 = 0,06; p = 0,80 — post-hoc de Newman
Keuls p > 0,80], conforme obsevamos na figura 9.
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Figura9—Efeito da lesdo do NAc-sh de ratos sob treinamento da esquiva ativa de duas vias (A)
e sob extingdo da tarefa (B).
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Tabela 1: Resumo dos principais efeitos da lesdao do NAc-sh de ratos.

CM (testel) CM(teste 2) 2-WAA (treinamento) 2-WAA (extingdo)

NAc-sh * - * —

CM, Condicionamento de medo; 2-WAA, esquiva ativa de duas-vias; NAc-sh, nucleusaccumbensshell,

diminui; - sem efeito.

4. DISCUSSAO

Os principais resultados do trabalho estdo resumidos na tabela 1. Eles
sugerem que: (i) o NAc-sh tem um papelno aprendizado do componente
Pavloviano das respostas condicionadas de esquiva; (ii) o NAc-sh participa do
aprendizado do componente instrumental; (iii) o NAc-sh parece nao participar
no processo de extincdo de ambas as tarefas.

A conclusdo mais provavel € que oNAc-sh participa nocomponente
Pavloviano das respostas condicionadas de esquiva. Os dados do presente
estudo sugerem que esse papel ndo previne a extingdo, desde que o0s escores
do “freezing’desses ratos ndo foram afetadas na segunda e terceiras sessdes
sob extincdo. Quantoao NAc-sh participar das respostas condicionadas de
esquiva estad provavelmente relacionada a aquisicdo ou consolidacao da
memdéria do componente Pavloviano.

Os mesmos resultados obtidos nesse estudoforam observados em ratos
com lesdo do NAc-cono trabalho submetido a revista Learning andMemory de
Wendler e colaboradores (2013) onde foi utilizado o mesmo protocolo
experimental. A lesdo do NAc-co de ratos também demonstrou uma redug¢éao no
tempo de “freezing” do primeiro dia de teste do condicionamento Pavloviano de
medo, uma redugdo no numero de esquivas nas duas primeiras sessdes de
treinamento da tarefa de esquiva ativa de duas-vias e ndo tendo nenhuma

diferenca sob extingdo de nenhuma das duas tarefas.
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Um estudo realizado em humanos demonstrou um envolvimento do NAc
no condicionamento de medo, onde foi observado um aumento do sinal BOLD
nessa regiao durante uma sessao de teste (Klucken et al. 2012). Outro estudo
com ratos demonstrou um aumento na liberagcdo de dopamina no NAc quando
estes foram submetidos a uma tarefa de condicionamento de medo(Young,
2004; Martinez et al. 2008).

Outros dados de um grupo de pesquisa mostraram que quando
realizadas  infusbes de  carbacolintra-nicleoaccumbens  observa-se
umprejuizona aquisicdo, bem como na expressdao do medo condicionado,
independentemente da modalidade do estimulo medo provocando ou da
medida especifica do medo condicionado (SCHWIENBACHERet al, 2006).

Quanto ao fato das lesbes do NAc-sh prejudicarem as respostas
instrumentais de esquiva pode nao significar necessariamente que o NAc-sh é
necessario para o aprendizado per se.Concebivelmente, os ratos podem nao
responder simplesmente porque eles podem nao prever a eminéncia do

choque nas patas (ex.porque o NAc-sh afetou o componente Pavloviano).

5. CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que o NAc-sh é importante para o
condicionamento Pavloviano de medo e seu impacto sobre a aquisicdo e

manutencao de respostas instrumentais de esquiva.
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