Plano de Atividades Bolsista PD (Tematico 11/00041-3)

Mediagdo por mecanismos dopaminérgicos da imobilidade defensiva induzida

por estimulacgéo do coliculo inferior

Resumo

A estimulacdo elétrica ou quimicamente de diversas areas do chamado sistema
encefdlico aversivo (SEA) provoca uma série de reacdes comportamentais e fisioldgicas de
natureza defensiva, como alerta, congelamento e respostas de fuga associadas a
comportamentos de avaliacdo de risco, e alteracdes hormonais e autonémicas. Uma
resposta que vem sendo bastante investigada nesse contexto é o chamado congelamento
pds-estimulacdo de estruturas do teto mesencefdlico, como a substancia periaquedutal
dorsal (SCPd) e os aspectos ventrais do nucleo central do coliculo inferior (CIC). Esta
resposta corresponde ao periodo que se segue a um perigo imediato intenso ou um
ataque de panico. Como sabemos que estimulos neutros associados a estimulacdo da
SCPd ou do CIC adquirem propriedades aversivas é possivel que esta resposta seja
indicativa de medo condicionado contextual associado ao estado aversivo gerado pela
estimulacdo do teto mesencefalico de forma que tem sido considerado como um modelo
de disturbio de panico. O substrato neural do congelamento pés- estimulagdo do coliculo
inferior pode estar subjacente ao estado aversivo gerado ainda no nivel do processamento
da informacado aversiva. Neste projeto vamos investigar uma provavel mediacao
dopaminérgica dessa resposta defensiva. Trés evidéncias obtidas nesse laboratdrio recen
temente Justificam essa abordagem: i) a catalepsia que se obtém por bloqueio de
receptores dopaminérgicos (DA) no estriado dorsal se assemelha bastante a imobilidade
pos estimulagdo elétrica ou quimica (com injecdes locais de NMDA) do CIC (Cardoso et al.
1994), ii) o CIC contém concentracdes aprecidveis de DA de forma que este
neurotransmissor pode mediar certas respostas defensivas nesta estrutura mesencefalica,
como a esquiva ativa (Troncoso et al. 2003), iii) a injecdo sistémica de haloperidol inibe a

imobilidade pds-estimulacdo quimica com NMDA do CIC.



Neste projeto vamos estudar os mecanismos subjacentes a imobilidade pds-
estimulacao do CIC na perspectiva de entender o filtro sensorimotor para as informacdes
aversivas que ascendem neste nivel mesencefalico para estruturas superiores. Isto sera
feito através da andlise dos efeitos de manipulagdes do sistema DA no CIC sobre as
respostas defensivas induzidas por sua estimulacao elétrica ou quimica com NMDA, os
seus correlatos eletrofisioldgicos (potenciais evocados auditivos), neurogquimicos
associados no estriado dorsal (microdidlise) e o recrutamento de estruturas envolvidas
com o filtro sensorial (“sensorimotor gating”) das respostas defensivas (marcacao Fos).
Serd feita uma analise comparativa entre os resultados obtidos com as abordagens
comportamentais, farmacoldgica, eletrofisioldgica e neuroquimica também aplicadas a

catalepsia tradicionalmente obtida com injec¢des sistémicas de haloperidol.

Fundamentacéo

A estimulacdo elétrica da substancia cinzenta periaqueductal (SCPd) e das porcdes
ventrais do nucleo central do coliculo inferior (CIC) de roedores com intensidades
crescentes de corrente causa alerta, congelamento e fuga (Brandao et al., 1988, 1993,
1999, 2001, 2005). Apds o término da estimulagdo elétrica dessas estruturas o animal
entra em um estado de imobilidade intensa (Vianna et al., 2001). Acredita-se que as
reacGes defensivas associadas a estimulagdo dessas estruturas possam ser representativas
nos animais dos ataques de panico em humanos enquanto que a imobilidade pds-
estimulacdo elétrica de estruturas do teto mesencefdlico esteja associada aos disturbios
do panico (Brandao et al. 2008). Estas predicdes resultam do fato de que os ataques de
panico sdo incontrolados e sem regulacdo de mecanismos inibitérios supratectais
enguanto que o disturbio do panico cursa com contextualizacdo do meio, processamento
cognitivo e, em razao disso, conta com a desregulacdo de mecanismos supratectais de
controle (Vianna et al. 2001, Brandao et al. 2008). De fato, as reacdes defensivas
associadas a estimulacdo da SCPd n3o estdo sob controle de estruturas prosencefilicas
como a amigdala uma vez que a lesdo eletrolitica ou inativacdo dessa estrutura com

injecOes locais de muscimol ndo alteram os substratos neurais responsaveis pela



expressao (output) dessas respostas no teto mesencefalico (Maisonnette et al. 1996, Ruiz-
Martinez et al. 2006). Por outro lado, essas manipula¢des da amigdala reduzem
significativamente a imobilidade pds-estimula¢do da SCPd (Ruiz-Martinez et al. 2005,
2006). Portanto, ha dois conjuntos de respostas com significados bioldgicos distintos neste
contexto: 1) alerta, congelamento e fuga associado com ataques de panico sem regulacao
pela amigdala e 2) imobilidade pds-estimulacao associada com disturbios de panico e sob
controle da amigdala. Enquanto que, de maneira geral, possamos nos referir a essas
respostas como sendo geradas e elaboradas no teto mesencefalico ha uma clara
prevaléncia da SCPd sobre o CIC nos estudos publicados sobre este tépico na literatura.
Sem duvida, enquanto que o nosso conhecimento sobre a mediacdo quimica da reacdo de
defesa organizada na SCPd ja esteja bem avancada com a identificacdo de mecanismos
mediados por aminodacidos excitatérios, gabaérgicos, serotoninérgicos, opidides e
neurocininérgicos muito pouco se sabe sobre os mecanismos neuroquimicos subjacentes
a reacdo de defesa integrada no CIC (Cardoso et al., 1994, Brandao et al., 1999, 2005,
Moreira et al., 2003). De especial importancia para esse tema sabe-se que é a porcdo
ventral do Cl que possui os chamados substratos neurais do medo que por sua vez esta
anatomo-funcionalmente associada a porc¢do ventral da SCP (Maisonnette et al., 1996). A
porcdo dorsal do CIC ndo faz parte do sistema encefdlico de aversdo e esta anatomo-
funcionalmente conectado a estruturas que subservem as chamadas crises audiogénicas
(Ferreira-Netto et al., 2006).

A mediacdo dopaminérgica constitui-se uma das diferencas mais marcantes entre a
mediacdo quimica da reacdo de defesa na SCPd e no CIC. De fato, a estimulacdo elétrica
do CIC no limiar de fuga — mas ndo da SCPd - promovia uma significativa liberacdo de
dopamina no cortex pré-frontal (Cuadra et al. 2001). A amigdala basolateral intermedeia
esse efeito na medida que sua inativagdo com injecdes locais de muscimol nessa estrutura
reduz consistentemente essa liberagao. Estas conexdes funcionais entre o cortex pré-
frontal, amigdala, nucleos da base e areas mesencefdlicas encontram sustenta¢do em
evidéncias que mostram que estes circuitos neurais podem ser recrutados durante

estados emocionais (Macedo et al., 2006). Neste contexto, é sabido que eventos



sensoriais e comportamento motor interagem fortemente em situa¢cdes com conotagao
afetiva aversiva em pacientes parkinsonianos (Matsui et al. 2006, Baker et al. 2007,
Willems et al. 2007, Arias e Cudeiro 2008). O fato de o Cl possuir concentracdes
apreciaveis de dopamina (Troncoso et al., 2003) e manter importantes conexdes com a
substancia negra pars reticulata (Olazabal e Moore, 1989, Yasui et al., 1991, Nobre et al.,
2004) traz uma conotacao adicional para investigacdo do papel dessas estruturas no
funcionamento do “sensorimotor gating”. Como estas conexdes nigrocoliculares sdo
GABAérgicas faz sentido que elas sejam regulatdrias da atividade colicular que processa as
informacGes aversivas que ascendem para o talamo (Coimbra e Branddo, 1993). Enquanto
gue a participacao do coliculo superior no controle da postura e do movimento esteja
bem estabelecida (vias teto-espinhais) embora existam varias evidéncias da participacado
do CIC nos chamados circuitos neurais que organizam a resposta de sobressalto (Koch
1999, Reimer et al., 2008) as evidéncias de um papel do Cl no controle motor ainda sao
esparsas (Casaday e Covey 1996).

Se admitirmos que o Cl além de ser uma estacdo importante de informacgées
auditivas normais também possui a funcdo de integrar a informacdo sensorial de natureza
aversiva com a resposta motora entdo poderiamos considerar hipotetitcamente que o CIC
poderia servir como um filtro sensoriomotor mesencefalico (“mesencephalic sensorimotor
gating”), que seria uma espécie de contrapartida da funcdo estriatal fundamentalmente
associada a funcdo motora. Através de mecanismos neuroquimicos similares os sistemas
nigroestriatais e nigrocoliculares regulariam os movimentos e a comporta sensorimotora,
respectivamente. Do lado do controle motor temos as conhecidas vias nigroestriatais
dopaminérgicas que sob acdo de drogas antagonistas de receptores D2 como o
haloperidol produzem catalepsia (Hornkiewicz 1973, Sanberg 1980, Ossokawa et al. 1990).
Do lado do controle sensorimotor no CIC, drogas que reduzem a transmissao DA também
inibem o processamento da informacgao de natureza aversiva com a conseqtiiente
diminuicdo das respostas defensivas (Troncoso et al. 2003). De fato, a injecdo de
apomorfina aumenta a emissao de respostas de esquiva de ratos submetidos a um

procedimento de esquiva ativa que utiliza como estimulo incondicionado a estimulagao



elétrica do Cl, indicando um incremento da aversao, enquanto que a clorpromazina inibe
essas respostas (Troncoso et al., 2003). A redugdo da transmissdo DA no CIC como a
promovida pela injecao local de NMDA também favorece a imobilidade defensiva
enquanto que os antagonistas de receptores NMDA - AP7 - reduzem esta resposta
(Cardoso et al. 1994). Embora que somente evidéncias indiretas da modulacao
dopaminérgica da comporta sensorimotora, a sua regulacao por mecanismos GABAérgicos
estd bem demonstrada por um estudo realizado recentemente neste laboratdrio de
Neuropsicofarmacologia (Nobre et al., 2010). Dois tipos de evidéncias obtidas nesse
trabalho foram marcantes. Primeiro, observou-se que a magnitude dos potenciais
evocados auditivos (PEA) captados por eletrodos implantados no CIC era
significativamente maior em ratos selecionados previamente no labirinto em cruz elevado
por apresentar ansiedade traco que nos animais com reatividade aversiva normal aos
bracos abertos desse teste. Segundo que o agonista de receptores GABA reduziu
enquanto que os antagonistas GABAérgicos, como a semicarbazida e a bicuculina,
aumentaram a magnitude dos PEA. Portanto, um filtro sensorimotor regulado por GABA
regula a atividade dos substratos neurais da aversdo neste nivel mesencefalico.

Além da necessidade de investigar outros neuromediadores deste processo
algumas indagacdes estdo associadas a esse projeto. Por exemplo, em que medida a
reducdo da imobilidade por antagonistas NMDA ou o seu incremento por NMDA tém a ver
com a catalepsia induzida por injecdo sistémica de haloperidol. A resposta a este
guestionamento comecou a ser dada em trabalho publicado recentemente no qual foi
observado que as injecdes de NMDA e de seus antagonistas — AP7 e MK-801- diretamente
no Cl incrementou ou atenuou — respectivamente - a catalepsia induzida por injecoes
sistémicas de haloperidol (Melo et al. 2010). Se os mecanismos mediados por aminoacidos
excitatdrios exercem papel oposto daqueles mediados por mecanismos dopaminérgicos —
a exemplo do que ocorre na via cortex frontal-nucleus acumbens - esta ainda em aberto
(Fuster, 1989). De qualquer forma, esses dados obtidos por Melo et al. (2010) ndo so
implicam o Cl na integragcao sensoriomotora no mesencéfalo como apontam para a

influéncia do Cl sobre a modula¢do da fungdo motora em estruturas prosencefalicas. Em



suporte a esta Ultima possibilidade estdo as evidéncias neuroanatomicas de conexdes
reciprocas entre o globo palido caudal e o Cl (Morizumi e Hattori 1991, Shammah-Lagnado

et al. 1996).

Objetivos

Com esse projeto visamos avangar o conhecimento atual sobre as bases
neurobioldgicas do medo e da ansiedade. Para tanto, utilizaremos uma abordagem
comportamental, farmacoldgica, neuroquimica e imunoistoquimica para avaliar em que
medida a neurotransmissdo dopaminérgica no CIC esta envolvida na atividade do
chamado filtro sensorimotor que regula a passagem de informacgdes sensoriais de
natureza aversiva nessa regido mesencefdlica. Na primeira fase do projeto avaliaremos a
extensdo do envolvimento de mecanismos dopaminérgicos no processamento dessas
informacGes aversivas no CIC. Serdo analisados os efeitos de drogas agonistas e antagonistas
dopaminérgicos sobre as respostas comportamentais defensivas geradas por estimulagdo elétrica
ou quimica do CIC e sobre os potenciais evocados auditivos registrados diretamente dessa
estrutura durante o congelamento pds- estimulacdo quimica com NMDA do CIC. Na segunda
fase, avaliaremos por intermédio da distribuicdo da proteina Fos quais estruturas do SNC
recrutadas pela imobilidade defensiva pds-estimulagdo elétrica ou quimica com inje¢des
locais de NMDA nos aspectos ventrais do CIC. Em uma terceira etapa, a abordagem
neuroquimica avaliara as alteragdes na neurotransmissao dopaminérgica nas areas de
interesse (marcadas com Fos) através do uso da técnica de microdidlise. Finalmente,
analisaremos em que medida drogas agonistas e antagonistas dopaminérgicas injetadas
diretamente nas estruturas prosencefalicas marcadas por Fos afetam a imobilidade

defensiva gerada por estimula¢do do CIC.

Metodologia

Animais e cirurgia

Serdo utilizados ratos Wistar machos, com peso médio de 270 gramas,

provenientes do biotério central da Universidade de S3o Paulo, campus de Ribeirdo Preto.
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Apbs 48 horas de adaptacao ao biotério setorial os animais serdo submetidos a cirurgia
estereotdxica para implante de um eletrodo (para estimulagdo ou registro de potenciais
evocados auditivos) ou uma canula-guia para injecdo local de drogas ou para passagem de
uma sonda de microdidlise direcionada as estruturas de interesse (coliculo inferior ou
estriado dorsal) segundo coordenadas do atlas de Paxinos e Watson (2007). Os animais
serdo agrupados (cinco animais por caixa) em gaiolas de polipropileno (30 x 32 x 18 cm),
forradas com maravalha, tendo livre acesso a dgua e alimento. Os animais serdao mantidos
em um biotério setorial com temperatura controlada de 23 °C £ 1 °C e um programa de
iluminacdo artificial com ciclo claro-escuro 12 h x 12 h, com inicio do periodo claro as
7h00. Todos os experimentos serdo realizados durante a fase clara do ciclo. Os animais
serdo transportados individualmente até as salas experimentais em caixas de
polipropileno forradas com maravalha, medindo 28 x 17 x 13 cm. Esta descricdo se aplica

para todas as abordagens deste projeto tematico.

Drogas

O envolvimento de mecanismos dopaminérgicos nas respostas defensivas
estudadas nesse projeto sera investigado por pré-tratamento com agonistas (apomorfina,
SKF 38393 e quimpirole) e antagonistas dopaminérgicos (SCH 23390, sulpirida,
haloperidol) aplicados diretamente no coliculo inferior ou no estriado dorsal. Quanto aos
mecanismos mediados por AAE serdo utilizados o agonista de aminoacidos excitatdrios N-metil-D-
aspartato (NMDA - Sigma, USA, 0,1 pg/ul), o antagonista ndo competitivo de receptores NMDA
[(+)-5-methyl-10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d] cyclohepten-5,10-imine maleate)] (MK-801 — Tocris,
Brasil, 10 ug/ul), e o acido-2-amino-7-fosfonoheptandico (AP-7, Research Biochemicals,

EUA) - antagonista seletivo para receptores NMDA (2,0 nmol/0,2 pl).
Microinjecoes

Durante o procedimento de microinjecao de drogas, os animais permanecerao
livres em uma caixa de polipropileno forrada com maravalha, medindo 28 x 17 x 13 cm.
Uma agulha dental 1 mm maior do que a canula-guia serd utilizada. A agulha estara

conectada a um tubo de polietileno (PE-10; Becton-Dickinson, NJ, EUA) e a uma seringa

Hamilton graduada de 10 pL. As drogas serdo injetadas no BLA em um volume constante
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de 0,2 uL, durante um periodo de 1 min de microinje¢ao, com o auxilio de uma bomba de
infusdo (Harvard Apparatus, MA, EUA). O deslocamento de uma bolha de ar no interior do
tubo de polietileno sera utilizado para monitorar a microinjecao. Apds o término da
infusdo, a agulha serd mantida por mais 1 min para evitar refluxo da droga pela canula-
guia.

Testes comportamentais

Os animais serdo colocados em uma arena circular (50 x 60 cm) e conectados
através de um cabo de estimulagdo a um estimulador de onda senoidal (Del Vechio,
Ribeirdo Preto, Brasil) ligado a um osciloscdpio para monitoragdo da corrente aplicada. Os
estimulos serdo aplicados em intensidades crescentes, a passos de 5 pA por 15 s, até que
ocorram as reacées de alerta, congelamento e fuga. Os limiares de cada uma dessa
respostas serdo registrados bem como tempo do congelamento pds-estimulacdo definido
como interrupcao completa dos movimentos exceto os necessdarios para a respiracao. O
tempo de congelamento pds-estimulacdo também serd registrado por 30 min apds a
injecdo intra—CIC de NMDA, como previamente relatado (Cardoso et al., 1994). Os
comportamentos emitidos pelos animais serdo registrados por uma camera de video
posicionada em frente a arena.

As vocalizacdes ultrassoénicas (VUSs) na faixa de 20 a 24 KHz serdo também
avaliadas nesse periodo. As VUSs sdo respostas defensivas comumente encontradas em
ratos em condi¢cGes consideradas ameacadoras (Bassi et al. 2007). Os animais serdo
colocados em uma caixa experimental (30 x 20 x 20 cm) feitas de barra de aco inoxidavel,
espacadas por 12 mm. Esta caixa ficara situada no interior de uma cdmara maior,
acolchoada, isolada acusticamente e ventilada constantemente (60x40 x 45 cm). Uma
lampada vermelha (6 W) situada no teto fornecerd a iluminacgdo necessdria no interior da
caixa. Os equipamentos utilizados para registro e andlise das vocalizacGes ultrassonicas
consistem de um microfone especial para este tipo de freqiiéncia (Emkay FG-3629; Avisoft
Bioacoustics, Berlim, Alemanha), O microfone é conectado através de um dispositivo de
audio (Avisoft UltraSoundGate116 USB a um computador onde os dados acusticos sdo

exibidos em tempo real por software (Avisoft Recorder (version 2.7; Avisoft Bioacoustics)



e registrados numa frequiéncia de amostragem de 214.285 Hz em formato de 16 bits. As
sessdes consistirdo em colocar os animais individualmente na caixa experimental por 15
minutos e registrar os comportamentos e emissdes de vocaliza¢gdes nas freqliéncias
emitidas em trés blocos de 5 minutos. O nimero e a dura¢do em segundos das
vocalizacdes ultrassdnicas serdo serao transferidos para um processador (SASLab Pro,
versdo 4.38; Avisoft Bioacoustics, Berlim, Alemanha) fornecido pelo fabricante do
aparelho (Avisoft, Alemanha). O registro de todo o espectro de freqliéncias de VUS de
cada animal é armazenado no hardisk e depois transferidos para planilhas do Excel para
posterior andlise das varidveis de interesse.

Para fins de andlise comparativa, os registros de VUS também serdo realizados em
animais tornados catalépticos apds tratamento com haloperidol (2 mg/kg, IP). Para
verificacdo da catalepsia os ratos sdo posicionados cuidadosamente com suas patas
dianteiras em uma barra horizontal de madeira situada a 8 cm do assoalho da caixa
experimental. A medida da catalepsia é dada pelo registro do tempo que ambas as patas
permanecem sobre a barra (Morelli e Dichiara 1985). A sessdo experimental consistird de
trés medidas de catalepsia, separadas por um intervalo de 10 min.

Neuroquimica

Ha um consenso sobre a importancia de pesquisas que procuram determinar em
gue extensdo os sistemas de neurotransmissdo mediados pelos neuropeptideos, bem
como pela dopamina, participam do processamento de informacgdes associadas a
estimulos estressantes. Assim, o objetivo do presente estudo é examinar o conteldo
extracelular de substancia P e de dopamina nas seguintes areas do SEA: nucleos central e
basolateral da amigdala, SCPd, no hipotalamo medial, bem como no cortex frontal medial
e no coliculo inferior. O conteudo extracelular sera coletado utilizando a técnica de
microdialise durante as respostas incondicionadas de medo por estimulagao do CIC. A
analise das fragdes coletadas serd realizada por meio das técnicas de radioimunoensaio
(RIA para SP) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE para dopamina).

Animais serdo anestesiados com tribromoethanol (250 mg/kg, i.p.) e colocados em

um estereotaxico para implanta¢do de canulas-guia dirigidas para as estruturas do SEA de



interesse. Sete dias depois as sondas de microdiélise (CMA/12, CMA/Microdialysis AB,
Stockholm, Sweden) serdo inseridas bilateralmente nas estruturas do SEA através das
canulas-guia. Numa cuba de microdialise, serdo coletados trés dialisados basais para cada
estrutura encefdlica investigada e, apds esse periodo, os animas serao transferidos e
expostos a cada um dos procedimentos de medo condicionado (contextual, medo
condicionado a luz e ao som usados como estimulos condicionados) e incondicionado
(altura, espacos abertos, novidade e isolamento) usados rotineiramente nesse laboratério.
A seguir, os animais retornarao para a cuba de microdialise e serdo coletadas outras dez
amostras de dialisados. As concentracdes de dopamina e seu metabdlito o acido 3,4 di-
hidroxifenilacético (DOPAC) nas fracOes coletadas serdo analisadas por CLAE acoplado a
um detector eletroquimico. Esta técnica é realizada rotineiramente nesse laboratério
(Macedo et al., 2005a,b, 2007). O sistema CLAE consiste de um detector eletroquimico
(BAS, West Lafayette, IN, USA) com um eletrodo de carbono de vidro e uma bomba (PM-
92e, BAS, West Lafayette, IN, USA). O potencial sera estabelecido em 650 mV (comparado
com um eletrodo Ag-AgCl de referéncia). A fase mével consistird de 50 mM NaH2PO0O4, 0.1
mM Na2-EDTA, 0.5 mM n-octyl sodium sulfate, and 15% metanol (pH ajustado a 5.5)
filtrada e bombeada no sistema através de um fluxo de 80 pL/min. O volume de injecdo
serd de 20 pL. Sera utilizada uma coluna de fase-reversa ODS, C-18, 3 um, Unilet 100 x 10

mm (BAS, West Lafayette, IN, USA).

Deteccdo da Proteina Fos

Para cada regido, serdo coletados trés cortes histolégicos coronais, seriados, com
espessura de 40 um. Um corte sera coletado em PBS 0,1M, para o ensaio de
imunoistoquimica; o segundo corte serd colocado em laminas e corados com Nissl — util
para localizagdo e compara¢ao neuroanatémica —; o terceiro corte servira como backup
(Borelli et al., 2005). Os cortes serdo tratados com perdxido de hidrogénio (H202 1% em
PBS 0,1M) seguido de quatro lavagens com PBS 0,1M (5 minutos cada). Posteriormente,
os cortes serdo incubados overnight com anticorpo primario policlonal anti-fos, produzido
em coelho (Santa Cruz, USA, SC-52), na concentrac¢do de 1:2000 em PBS+ (PBS 0,1M
acrescido de soro albumina bovina, 1 mg/mL e do detergente triton X-100, 2 pL/mL)
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seguido de trés lavagens e incubadas com o anticorpo secundario (anticorpo policlonal
anticoelho biotinilado, Kit ABC Elite, Vectastain), na concentragdo 1:400 em PBS+, durante
1 hora. O tecido sera novamente lavado por trés vezes e incubado por 1 hora com o
complexo de peroxidase avidina-biotina (reagentes A e B; Kit ABC Elite, Vectastain) em
PBS 0,1M, na concentracdo de 1:250 cada, para formagdo dos complexos entre a avidina e
a peroxidase-biotinilada; lavados em PBS 0,1M por trés vezes e finalmente sera revelada a
reacdo tetracloreto de 3,3’-di-amino-benzidina (DAB, Sigma) acrescido de perdxido de

hidrogénio 0,02% em PBS 0,1M.

Potenciais evocados auditivos (PEA)

Para o registro eletrofisiolégico sera utilizada uma gaiola de contencdo de acrilico
(25 x 12 x 9 cm) com piso composto de barras de acgo inoxidavel, localizados dentro de
uma gaiola de Faraday (60 x 40 x 45 cm) que oferece um ruido constante de 50 dB. A
iluminacdo sera fornecida por uma lampada vermelha de 15 W localizada no topo da
gaiola. Os animais serdo conectados ao amplificador através de um cabo bipolar cujas
terminacgdes estardo ligadas ao eletrodo no animal e a um swivel localizado no topo da
gaiola de Faraday. Outro cabo similar conectara o swivel ao amplificador bioldgico. Os
animais serdo habituados a caixa experimental por 15 minutos, antes do inicio dos
experimentos. Os estimulos sonoros (100 cliques, 110 dB, pulso de onda quadrada, 300
Hz, 10 ms de duracdo, freqliéncia de apresentacdo de 1 Hz) serdo apresentados através de
dois tweeters (12 €2, 200 W, LeSon, Brazil), montados isoladamente, 5 cm acima do piso,
nas laterais da caixa de isolamento acustico e 15 cm distantes da caixa de teste. Os PEA
serdo registrados e analisados por um programa de aquisicdo de sinais bioldgicos
(Bionspector, Lynx, Brasil), que também controlara a apresentacdo e seqiiéncia dos
estimulos sonoros.

Os grupos serao divididos de forma aleatéria de acordo com a droga em estudo
(haloperidol, apomorfina, SCH 23390, quimpirole). Quinze minutos apds a injecdo de
NMDA um agonista ou antagonista de receptores dopaminérgicos serd administrado
localmente no Cl. A sessdo de linha de base consistira da apresenta¢do de um conjunto de
100 cliques. A sessdo teste se inicia 10 min apds a injecdo intra-IC de NMDA. Essa sessao
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consistira da apresentacdo de trés conjuntos de 100 cliques a intervalos de 10 min. Para
cada grupo (salina ou droga em estudo) os PEA serdo apresentados como resultado da
promediacdo na sessdo de linha de base e nos tempos de 10, 20 e 30 min da sessao teste.
A resposta de congelamento pds-estimulacdo com NMDA serd medida durante todo o
periodo da sessao.

Para fins de andlise comparativa, os registros de PEA também serdo realizados em

animais tornados catalépticos apds tratamento com haloperidol (2 mg/kg, IP).

Andlise dos Dados

Todos os resultados obtidos neste estudo serdo apresentados como médias + EPM.
Os limiares de congelamento e fuga, tempo de imobilidade pds-estimulagao obtidos nos estudos
comportamentais assim como ao numero de células Fos-imunorreativas e concentragdes
extracelulares de DA e seu metabdlito DOPAC no estudo neuroquimico serdo analisados pela
analise de variancia (ANOVA). Os dados de VUSs e PEA serdo submetidos a uma ANOVA de duas
vias com os tratamentos sendo um dos fatores e as medidas repetidas nas diversas freqiiéncias
registradas (18, 20, 22, 24 e 26 kHz no experimento VUS) e periodos de registro (linha de base, 10,
20, 30 min apds as injecbes intra-IC no experimento PEA). Quando estas analises produzirem
resultados significativos elas serdo seguidas pelo teste post hoc de Tukey. Um valor de p < 0,05

sera considerado significativo.

Histologia

O protocolo da histologia dos estudos comportamentais segue a rotina
convencional do laboratério. A histologia do estudo imunoistoquimico seguird protocolo
descrito na secdo especifica. No estudo neuroquimico, apds todas as amostras terem sido
coletadas, os animais serdo sacrificados com uretana a 25% (5 ml/ kg, i.p.) e perfundidos
intracardiacamente com solugdo salina (0,9%) seguida de formalina (10%). Em seguida, o
cérebro sera retirado e estocado em solugdo de formalina (10%). Apds um prazo minimo
de 3 dias, os cérebros serdo fatiados em micrétomo de congelamento nas areas
correspondentes ao nucleo basolateral da amigdala ou ao nucleo accumbens parte shell
ou a parte core. Os cortes serao corados em cresil-violeta e analisados quanto a

localizacdo das sondas de dialise com o auxilio de microscépio éptico. A localiza¢do das

12



sondas de microdidlise sera determinada por comparag¢ao com as pranchas e diagramas

do Atlas de Paxinos e Watson (2005).
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