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RESUMO

Evidéncias sugerem que a dopamina (DA) seja um dos neuromoduladores mais ativos em
mecanismos subjacentes a estados de medo e ansiedade. Mais especificamente, durante a
exposicdo a estimulos condicionados aversivos ocorre aumento na liberacdo de DA da
area tegmental ventral (ATV) para estruturas como complexo basolateral da amigdala
(BLA) e nacleo accumbens. Ainda, resultados apontam para um maior envolvimento dos
receptores de DA do tipo D2 na expressdo do medo condicionado, uma vez que tanto a
administracdo do agonista D2, quimpirole, quanto do antagonista D, sulpirida, causam
significativa reducdo do congelamento condicionado, com ac¢ao das drogas em receptores
na ATV e BLA, respectivamente. Assim, 0 objetivo geral deste estudo € ampliar a
avaliacdo dos efeitos do bloqueio dos receptores D2 em ratos na expressao e extingdo do
medo condicionado. Desejamos reproduzir os achados anteriores em relacdo aos efeitos
da sulpirida na diminuicéo da expressdo do medo condicionado, testar a hipotese de que
0 haloperidol — antagonista D> muito utilizado em contexto clinico para controlar
sintomas da fase aguda da esquizofrenia — apresentaria efeitos similares aos da sulpirida,
e ampliar a caracterizacdo do envolvimento da DA no medo condicionado avaliando o
efeito dessas duas drogas sobre processos de extingdo. Para tanto, foram utilizados 146
ratos Wistar machos, pesando em torno de 300 g. Os animais foram treinados ao contexto
ou a luz (estimulo condicionado) utilizando choques nas patas como estimulo aversivo
incondicionado. Apods 24 h, os ratos receberam administracdo intraperitoneal de droga
(sulpirida ou haloperidol) ou veiculo e foram expostos ao contexto ou a luz para avaliagdo
da resposta de congelamento (teste). Apos mais 24 h, os mesmos animais foram
submetidos a um reteste, para avaliagdo da retencdo da extingdo. Para controle de
possiveis efeitos motores adversos, foram realizados os testes de catalepsia e do campo
aberto. Conforme esperado, a sulpirida diminuiu o congelamento no teste tanto para o
medo condicionado ao contexto quanto a luz. Nao foram observados prejuizos motores
nos testes de catalepsia ou do campo aberto com a administracdo de sulpirida. A
administracdo de haloperidol ndo causou efeitos significativos na expresséo ou extingédo
do medo condicionado ao contexto ou a luz, apesar de uma clara tendéncia de diminuicéo
do congelamento no teste ser observada. Por outro lado, de maneira geral, o haloperidol
induziu catalepsia e prejudicou a atividade motora no campo aberto. Portanto,
reproduzimos os achados anteriores para a sulpirida na diminui¢do do congelamento no
teste de medo condicionado. Além disso, mostramos efeitos similares para o haloperidol
no teste (ainda que n&o estatisticamente significativos), reforcando a ideia do
envolvimento de receptores D2 na expressdo do medo condicionado.

Palavras-chave: Dopamina, Receptor D2, Condicionamento Aversivo, Extin¢do do
medo condicionado e Congelamento.
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ABSTRACT

Evidence suggests that dopamine (DA) is one of the most active neuromodulators in
mechanisms underlying states of fear and anxiety. More specifically, during the exposure
to aversive conditioned stimuli, there is an increase in the release of DA from the ventral
tegmental area (VTA) to structures such as the basolateral amygdala complex (BLA) and
nucleus accumbens. Furthermore, results point to a greater involvement of the D2-type
DA receptors in conditioned fear expression, since both the administration of the D2
agonist, quinpirole, and the D2 antagonist, sulpiride, cause a significant reduction of
conditioned freezing with the action of the drugs in VTA and BLA receptors, respectively.
Thus, the general objective of this study is to broaden the evaluation of the effects of D2
receptor blockade in rats on the expression and extinction of conditioned fear. We aim to
replicate the previous findings regarding the effects of sulpiride on decreasing the
expression of conditioned fear, to test the hypothesis that haloperidol - a D2 antagonist
widely used in clinical settings to control symptoms of the acute phase of schizophrenia
- would present similar effects to sulpiride, and to extend the characterization of the
involvement of DA in conditioned fear by evaluating the effects of these two drugs on
extinction processes. For this, 146 male Wistar rats weighing approximately 300 g were
used. The animals were trained to the context or to the light (conditioned stimulus) using
footshocks as an unconditioned aversive stimulus. After 24 hours, the rats received
intraperitoneal administration of drug (sulpiride or haloperidol) or vehicle and they were
exposed to the context or the light for evaluation of the freezing response (test). After
another 24 hours, the same animals were submitted to a retest, to evaluate the retention
of extinction. For control of possible adverse motor effects, catalepsy and open field tests
were performed. As expected, sulpiride decreased the freezing response in the test for
both context and light conditioned fear. No motor impairment was observed in the
catalepsy or open field tests with sulpiride administration. The administration of
haloperidol did not cause significant effects on the expression or extinction of the context
or light conditioned fear, although a clear tendency to decrease the freezing in the test
was observed. On the other hand, in general, haloperidol induced catalepsy and impaired
motor activity in the open field. Therefore, we reproduce the previous findings for
sulpiride in decreasing freezing in the conditioned fear test. In addition, we have shown
similar effects for haloperidol in the test (although not statistically significant),
reinforcing the idea of D2 receptor involvement in conditioned fear expression.

Keywords: Dopamine, D2 receptor, Conditioned fear, Fear extinction and Freezing.
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1. INTRODUCAO

Os transtornos de ansiedade sdo considerados hoje como o0s transtornos mentais
mais comuns e que provocam grande demanda nos servicos de saude, por iSso mesmo,
nota-se a importancia de estudar essa teméatica com grande rigor. O numero total estimado
de pessoas que vivem com transtornos de ansiedade no mundo é de 264 milhGes
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). Este dado mostra um aumento de 14,9
% no numero de afetados, de 2005 até 2015, colocando os transtornos de ansiedade em
6° lugar dentre os principais contribuintes da deficiéncia global (GLOBAL BURDEN OF
DISEASE, 2015; WHO, 2017). No Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos
Mentais — Quinta Edicdo (DSM-V), sdo denominados de transtornos de ansiedade todos
aqueles que compartilnam caracteristicas de medo/ansiedade excessivas e perturbacoes
comportamentais relacionadas (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014).
De acordo com o DSM-V, os transtornos de ansiedade podem ser classificados em:
transtorno de ansiedade generalizada, transtorno de panico/agorafobia, fobia especifica,
fobia social, mutismo, transtorno de ansiedade de separacdo (APA, 2014).

Os transtornos de ansiedade se diferenciam do medo ou da ansiedade adaptativos
por serem excessivos em intensidade ou persistirem além de periodos apropriados (APA,
2014). De forma geral, a ansiedade pode ser conceituada como uma resposta normal e
adaptativa, que adverte o individuo sobre ameacas de dano corporal, dor, impoténcia,
possivel punicdo ou frustracdo de necessidades sociais ou corporais (SADOCK et al.,
2017). A diferenca entre 0 medo e a ansiedade é que o primeiro € a resposta emocional
frente a ameaca iminente real, enquanto a segunda € a antecipacdo da ameaca futura, com
alto grau de incerteza e conflito (SYLVERS et al., 2011). Medo e ansiedade sdo emocdes
gue, mesmo com toda a sua complexidade, podem ter determinados aspectos
objetivamente estudados em laboratério a partir da analise de respostas defensivas
exibidas por animais expostos a diversas situacfes aversivas (DAVIS, 1992). Tais
pesquisas cientificas em diversas espécies animais tém permitido um melhor
entendimento das raizes biol6gicas dos transtornos associados ao medo e a ansiedade em
humanos (DAVIS, 1992).

Os estimulos aversivos presentes em situacdes estressantes podem ser
classificados em dois grupos: os condicionados e os incondicionados. Os estimulos

aversivos incondicionados, como estimulos nociceptivos ou exposicdo ao predador,
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evocam respostas defensivas do tipo fuga/luta ou congelamento incondicionado,
independentemente de processos de aprendizagem (BRANDAO et al., 2005; BRANDAO
et al., 2015). Ja os estimulos aversivos condicionados sdo aqueles que eram estimulos
neutros, mas que, a partir de um processo de condicionamento aversivo, passam a eliciar
respostas defensivas que antes eram eliciadas por estimulos aversivos incondicionados
(SKINNER, 2003; BRANDAO et al., 2015). Entdo, no laboratorio, é possivel tornar
estimulos neutros (por exemplo, uma luz ou um determinado contexto), quando
emparelhados com estimulos incondicionados aversivos (por exemplo, choques nas
patas), em estimulos aversivos condicionados (BOLLES & COLLIER, 1976).

Ja as respostas defensivas podem ser caracterizadas como ativas ou passivas, por
exemplo. As respostas ativas sao geralmente adaptativas quando o estressor é percebido
como escapavel e de possivel remocédo dele no ambiente, por exemplo comportamentos
de lutar ou de fugir da situacao de perigo (BANDLER et al., 2000; LLOYD & DAYAN,
2016). Ja as respostas passivas, como a imobilidade e a quiescéncia, podem ser mais
adaptativas diante do estresse inescapavel, promovendo a conservacdo de recursos a
longo prazo (BANDLER et al., 2000; LLOYD & DAYAN, 2016). O comportamento de
congelamento (freezing), que consiste em uma "imobilidade atenta™, pode ser interpretado
como um estado de alto envolvimento "interno” na monitoracdo de ameacas e, portanto,
enquadrado como resposta defensiva ativa (LLOYD & DAYAN, 2016). Em termos
evolutivos, essa resposta foi selecionada provavelmente por ser uma reacdo de defesa
eficiente, uma vez que predadores tém dificuldade em detectar uma presa imdével, e o
movimento representa um estimulo que desencadearia uma resposta de ataque pelo
predador (FANSELOW & LESTER, 1988; CRUZ & LANDEIRA-FERNANDEZ,
2012). Esse comportamento, em laboratério, é a principal resposta observada quando os
ratos sdo expostos a pistas associadas a choques nas patas e € um indice de medo muito
utilizado (FANSELOW, 1991; MAREN & HOLT, 2000; DE OLIVEIRA et al., 2006),
sendo geralmente definido como uma postura de abaixamento do corpo do animal em
direcdo ao chdo e cessacdo de todos os movimentos observaveis, exceto aqueles
relacionados a respiracdo (BINDRA & ANCHEL, 1963; BOLLES & RILEY, 1973;
CRUZ & LANDEIRA-FERNANDEZ, 2012).

A aprendizagem obtida a partir do condicionamento aversivo requer circuitos
neurais que incluem amigdala, hipocampo, ndcleo accumbens, cértex frontal, entre outras
estruturas (DE OLIVEIRA et al., 2014; SADOCK et al., 2017). Estudos demonstram que
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a funcdo da amigdala pode estar vinculada a associacdo do afeto negativo com novos
estimulos (SADOCK et al., 2017); o hipocampo, estaria relacionado com a representacao
de contexto (MARTINEZ et al., 2008; DE SOUZA CAETANO et al., 2013; SADOCK
etal., 2017); e, o cortex frontal teria um papel fundamental durante o processo de extingéo
(SADOCK et al., 2017) e, mais especificamente o cortex pré-frontal medial, na avaliacao
de se o estimulo aversivo € controlavel ou ndo (BOLLES & FANSELOW, 1980; LLOYD
& DAYAN, 2016). Lesdes na amigdala reduzem ou blogueiam o medo condicionado a
estimulos unimodais, como uma luz ou um som, e ao contexto, enquanto alguns processos
no hipocampo, incluindo a plasticidade sinaptica, estdo envolvidos no medo condicionado
ao contexto, mas ndo a luz ou ao som (BLANCHARD & BLANCHARD, 1972;
HITCHCOCK & DAVIS, 1987; KIM & FANSELOW, 1992; PHILLIPS & LEDOUX,
1992; DE SOUZA CAETANO etal., 2013). Ja 0 ncleo accumbens fornece uma interface
entre os estimulos com valor emocional e as areas motoras, além de ter também
participacdo fundamental na expressio do medo condicionado (JACKSON &
MOGHADDAM, 2001; MARTINEZ et al., 2008).

Vérios neurotransmissores tém sido tradicionalmente implicados nos circuitos
neurais do medo e da ansiedade, tais como a noradrenalina, a serotonina, 0 GABA e 0
glutamato (GRAEFF & BRANDAO, 1999). Mais recentemente, diversas evidéncias tém
apontado para a dopamina como sendo um dos neuromoduladores mais ativos em
mecanismos subjacentes aos estados de medo e ansiedade (DE OLIVEIRA et al., 2011;
DE OLIVEIRA et al.,, 2014 e DE OLIVEIRA et al., 2017). Ou seja, mecanismos
dopaminérgicos tém sido associados a producdo e elaboracdo do estresse agudo e crénico
(FEENSTRA et al., 1995; FINLAY et al., 1995); bem como, na sua interagdo com
diferentes aspectos da memaoria emocional, na formacao, evocacao e expressdo da mesma
(PEZZE & FELDON, 2004). A compreenséo do papel da dopamina no condicionamento
apetitivo respondente e instrumental progrediu dramaticamente nas Gltimas décadas
(DATLA et al., 2001; BURGDORF & PANKSEPP, 2006; FRANK & CLAUS, 2006;
SCHULTZ, 2015). Em contraste, apesar da participacdo de mecanismos dopaminérgicos
no condicionamento aversivo ser atualmente bem aceita, menos consenso existe sobre a
natureza exata de tal participagdo (LLOYD & DAYAN, 2016).

A éarea tegmental ventral (ATV) € uma estrutura encefalica heterogénea,
importante fonte de dopamina, onde varios sub-circuitos estdo envolvidos em diferentes

funcbes e podem ser individualmente afetados nos distdrbios neuropsiquiatricos
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(BRANDAO & COIMBRA, 2018). A ATV recebe uma rica variedade de influéncias de
multiplas fontes ascendentes e descendentes, mas ainda ndo estd claro como a ATV
interage com os circuitos do medo e da ansiedade (BRANDAO & COIMBRA, 2018). Os
neurdnios dopaminérgicos da ATV projetam-se ascendentemente para o prosencéfalo
limbico e ao cortex orbitofrontal, formando as vias mesolimbica e mesocortical,
respectivamente (GRAEFF & GUIMARAES, 2012; BRANDAO & COIMBRA, 2018).
Pesquisas demonstram que durante a exposi¢do a estimulos condicionados aversivos
ocorrem alteracBes na neurotransmissao dopaminérgica, em que ha um aumento na
liberacdo de dopamina da ATV para estruturas pertencentes ao sistema mesolimbico
como o complexo basolateral da amigdala e o nucleo accumbens (MARTINEZ et al.,
2008; DE OLIVEIRA et al., 2011). Outros estudos também mostram que a via
mesolimbica é particularmente sensivel aos estimulos ambientais e tem sido associada a
respostas exageradas a situacdes de medo (DEUTCH et al., 1985; GUARRACI et al.,
1999). Além do mais, a ativacdo da via mesolimbica dopaminérgica € importante na
selecdo de quais comportamentos devem ser codificados na memaria para fazer parte do
repertorio comportamental do individuo (BRANDAO & COIMBRA, 2018).

Mais da metade das catecolaminas do sistema nervoso central é dopaminérgica
(BRANDAO & COIMBRA, 2018). A sintese da dopamina inicia-se com a captacio ativa
de L-tirosina que, pela agdo da enzima tirosina hidroxilase, € transformada em L-Dopa e,
posteriormente, pela acdo da L-Dopa descarboxilase, em dopamina (GRAEFF &
GUIMARAES, 2012). A dopamina é armazenada em vesiculas no interior da célula e,
com a chegada do potencial de acdo, é liberada por processo de exocitose (GRAEFF &
GUIMARAES, 2012). Com isso, a dopamina pode atuar nos receptores dopaminérgicos,
que sdo proteinas transmembrana pertencentes a familia de receptores metabotropicos
acoplados & proteina G (GRAEFF & GUIMARAES, 2012; BRANDAO & COIMBRA,
2018). Existem cinco diferentes receptores dopaminérgicos, que estdo agrupados em duas
familias com base em seus efeitos opostos em certas cascatas de sinalizagéo intracelular:
D1 (D1 e D5) e D2 (D2, D3 e D4). Os receptores da familia D1 sdo excitatorios,
favorecendo a despolarizagdo neuronal, e os receptores da familia D2 séo inibitérios,
causando hiperpolarizagio (MONSMA et al.,, 1990; CALLIER et al., 2003).
Aproximadamente 60% dos neurbnios da ATV sdo dopaminérgicos, e a densidade do
receptor D1 é de moderada a baixa nessa estrutura (BRANDAO & COIMBRA, 2018).
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Em comparacdo, os receptores D2 sdo altamente expressos na ATV (ZARRINDAST &
KHAKPALI, 2015; BRANDAO & COIMBRA, 2018).

Estudos demonstram um maior envolvimento dos receptores da familia D2 na
expressdao do medo condicionado em ratos (DE OLIVEIRA et al., 2006, 2009, 2011,
2017; DE SOUZA CAETANO et al., 2013). Nesses estudos, observou-se que tanto a
administracao sistémica do agonista D2, quimpirole, quanto do antagonista D2, sulpirida,
causaram uma significativa reducdo da expressdao da resposta de congelamento
condicionado. Posteriormente, demostrou-se que a a¢do das drogas se deu em receptores
dopaminérgicos em diferentes areas encefalicas: ATV no caso da quimpirole e amigdala
basolateral no caso da sulpirida (DE SOUZA CAETANO et al., 2013; DE OLIVEIRA et
al., 2017). Com isso, nota-se que ao administrar antagonistas e agonistas dopaminérgicos,
tais como sulpirida e quimpirole, em estudos realizados em laboratorio por meio do
condicionamento aversivo, foram identificadas as particularidades sobre os receptores
dopaminérgicos da familia D2 encontrados, sobretudo, na via mesolimbica
(SCHOEMAKER et al., 1997).

Um outro importante antagonista D2, utilizado em contexto clinico e hospitalar, é
o haloperidol (EL-KHAYAT & BALWIN, 1998; PARK et al., 2018). Ele é um
antipsicético do grupo das butirofenonas, indicado principalmente para controlar a
agitacdo e agressividade apresentadas durante a fase aguda da esquizofrenia
(MACHADO et al., 2009). O haloperidol € amplamente utilizado em decorréncia da sua
eficacia, baixo custo e grande disponibilidade no sistema publico de saude. No entanto,
um aspecto negativo presente no uso do haloperidol sdo os efeitos colaterais
extrapiramidais que podem surgir dependendo da dose utilizada — tais como o estado de
acinesia e a rigidez dos movimentos, muito semelhantes aos sintomas observados na
doenca de Parkinson (DE RYCK et al., 1980; LORENC-KOCI et al., 1996). Os efeitos
extrapiramidais estdo associados a alta afinidade existente entre o haloperidol e os
receptores D2 da via nigroestriatal (SCHOEMAKER et al., 1997). A via nigroestriatal
origina-se no mesencéfalo, a partir da substancia negra, e projeta-se as zonas motoras dos
nucleos da base, principalmente, ao ndcleo estriado, cujo sistema é considerado como o
maior trato dopaminérgico do encéfalo (STANDAERT & GALANTER, 2008).

Tem sido relatado que com o uso do haloperidol em doses que ndo induzem
comprometimentos motores em ratos, ocorre reducdo de comportamentos de esquiva
condicionada (BALDESSARINI & TARAZI, 1996). Outro estudo mostrou que a
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administracdo sistémica de haloperidol reduziu as vocalizagdes ultrassdnicas emitidas
durante a sesséo de teste em um paradigma de condicionamento contextual aversivo
(COLOMBO et al., 2013). Por outro lado, em outros estudos, demonstrou-se que o
haloperidol bloqueou a extingdo apos injecdo sistémica ou administracdo local no nucleo
accumbens (HOLTZMAN-ASSIF & LAURENT, 2010; YAN-WEI SHI et al., 2017).
Assim, apesar de anunciado desde 0s pioneiros experimentos com esquiva
condicionada, o envolvimento da neurotransmissdo dopaminérgica no medo/ansiedade
continua a ser alvo de interesse e estudo até os dias de hoje (MILLER et al., 1957;
POSLUNS, 1962; BRANDAO & COIMBRA, 2018; BARROCA et al., 2019). De
maneira geral, a dopamina parece mediar o medo condicionado através de sua acdo em
receptores D2 na via mesolimbica e modular o medo incondicionado atuando em
estruturas mais caudais do encéfalo, como os coliculos inferiores (DE OLIVEIRA et al.,
2014; BRANDAO et al., 2015). No presente estudo, buscamos contribuir para essa
tematica, ampliando a avaliacdo do papel dos receptores D2 na expressao e extin¢ao do
medo condicionado ao contexto e a luz em ratos. Esperamos reproduzir os achados
anteriores em relacdo aos efeitos da sulpirida na diminuicdo da expressdo do medo
condicionado a luz e ao contexto; testar a hipotese de que o haloperidol apresentaria
efeitos similares aos da sulpirida; verificar se doses especificas de sulpirida e haloperidol
sdo capazes de diminuir a expressdo do medo condicionado sem alterar a atividade
motora; e ampliar a caracterizacao do envolvimento da neurotransmissdo dopaminérgica
no medo condicionado avaliando os efeitos dessas duas drogas sobre o processo de

exting&o.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste estudo é ampliar a avaliagcdo do envolvimento de receptores
dopaminérgicos do tipo D2 no medo condicionado. Os objetivos especificos sdo:
e Examinar os efeitos do bloqueio dos receptores D2 sobre a expressao e
extin¢do do medo condicionado ao contexto e a luz em ratos;
e Avaliar os efeitos da administracdo sistémica pré-teste dos antagonistas
D2 sulpirida e haloperidol sobre a resposta de congelamento
condicionado;
e Avaliar eventuais alteragfes no desempenho motor dos animais causadas

pelas drogas por meio dos testes de catalepsia e do campo aberto.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Sujeitos

Foram utilizados 146 ratos Wistar machos, provenientes do biotério central da
Universidade Federal de S&o Carlos, pesando em torno de 300 g. Os animais foram
agrupados (quatro animais por caixa) em gaiolas de polipropileno (24 x 39 x 30,5 cm),
forradas com maravalha, com acesso livre a alimento e a 4gua. Eles ficaram alojados no
biotério setorial do Laboratoério de Psicologia da Aprendizagem e mantidos sob um ciclo
de 12 h de luz e de 12 h de escurid&o, sendo as luzes acesas a partir das 07h00. Todos os
experimentos aconteceram durante a fase clara do ciclo. Os animais foram transportados
individualmente até as salas experimentais em caixas de polipropileno forradas com
maravalha, medindo 12 x 30,5 x 19,5 cm. Cada grupo experimental teve 12 sujeitos, com
a excecdo do grupo que recebeu sulpirida 20 mg/kg no experimento de medo
condicionado a luz, que teve 14 sujeitos. Os procedimentos foram submetidos e
aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal
de Séo Carlos (protocolo 9143060617 — Anexo A) e seguem as recomendacdes do

Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

3.2. Drogas

As drogas utilizadas foram os antagonistas dopaminérgicos de receptores do tipo
D2 sulpirida e haloperidol. A sulpirida (Tocris Bioscience, Bristol, UK) foi dissolvida em
solugdo salina fisioldgica (0,9 %) contendo 2 % de Tween 80, de maneira a se obter as
seguintes concentracdes: 20 e 40 mg/ml. O haloperidol (Tocris Bioscience, Bristol, UK)
foi dissolvido em solucéo fisioldgica contendo 2 % de Tween 80, de maneira a obter as
seguintes concentragdes: 0,10 e 0,25 mg/ml. Foram utilizadas injecGes sistémicas
administradas intraperitonealmente 15 min antes do inicio dos experimentos, em um
volume constante de 1 ml/kg. Os grupos controles receberam volume equivalente de
salina fisiologica contendo 2 % de Tween 80 (veiculo). As doses e 0s tempos de espera
foram selecionados com base em estudos anteriores (COLOMBO et al., 2013; DE
SOUZA CAETANO et al., 2013).
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3.3. Equipamentos e Procedimentos

3.3.1. Experimento 1: Medo condicionado ao contexto

O protocolo experimental para 0 medo condicionado ao contexto foi baseado nos
experimentos de De Souza Caetano e colaboradores (2013) e Zapparoli (2017).

Treino: A caixa do experimento possui 26 x 20 x 20 cm. A parede do fundo, as
duas paredes laterais e o teto desta caixa sdo de metal de cor branca, e sua porta, de vidro
transparente. O assoalho da caixa é constituido por 13 barras de metal de 5 mm de
diametro, distando 1,5 cm entre si (Fig.1). Esse equipamento esteve dentro de uma caixa
de atenuacdo sonora feita de aluminio (66 x 43 x 45 cm), evitando dessa maneira a
interferéncia de estimulos ambientais durante a execuc¢do dos procedimentos. Para tanto,
foi necesséario que o exaustor da caixa de atenuacgdo ficasse ligado durante toda a sessao
de treino. Choques elétricos, de intensidade de 0,6 mA e duracdo de 1 s, foram
administrados por meio de um gerador de choques. O proprio ambiente da caixa serviu
como estimulo condicionado (CS). Na sesséo de treino, os animais foram colocados na
caixa e passaram por 5 min de habituacdo. Nesta etapa, entre 2 min e 4 min, foram
analisadas as respostas de congelamento dos ratos. Depois destes 5 min, os animais foram
submetidos a 10 choques nas patas, com duracdo de 1 s cada, aplicados pela
experimentadora. Os choques foram aplicados em intervalos varidveis médios de 60 s,
sendo o intervalo minimo de 30 s e 0 méaximo de 90 s. Apds a Ultima apresentacdo do
choque, durante os préximos 2 min, o tempo gasto na resposta de congelamento pelos
ratos foi analisado. A duracdo de cada sessdo de treino foi de aproximadamente 16 min.

Teste/Reteste: Vinte e quatro e quarenta e oito horas depois do condicionamento
aversivo foram realizadas as sessdes de teste e reteste, sem a apresentacao de choques, na
mesma caixa onde aconteceu a sesséo de treino (Fig.1). A medida utilizada para avaliar
0 medo condicionado foi o tempo que os ratos gastaram na resposta de congelamento
durante as sessOes de teste e reteste. Nas sessOes de teste e reteste, os animais foram
expostos ao contexto aversivo por 10 min. O congelamento condicionado foi
operacionalmente definido como auséncia total de movimentos do animal, exceto aqueles
relacionados a respiracdo, com retracdo das orelhas, exoftalmia e arqueamento do dorso,

em um periodo minimo de 6 s por episodio.
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Figura 1. Fotografia da caixa experimental utilizada para o procedimento de condicionamento aversivo

ao contexto nas fases de treino, teste e reteste, para todos os grupos. Fonte: Zapparoli (2017).

3.3.2. Experimento 2: Medo condicionado & luz

O protocolo experimental para 0 medo condicionado a luz foi baseado naquele
descrito por De Oliveira e colaboradores (2013) e Zapparoli (2017).

Treino: Durante a fase de treino do procedimento de condicionamento aversivo a
luz, foi utilizada a mesma caixa descrita para o treino ao contexto (Fig.1). Esta caixa
estava dentro de uma camara de atenuacdo acustica, que tinha o seu exaustor ligado
durante a sessdo de treino. Choques elétricos, de intensidade de 0,6 mA e duracédo de 1 s,
foram administrados por meio de um gerador de choques. O estimulo condicionado
utilizado foi uma luz branca, proveniente de uma lampada de 6 W, que estava localizada
no alto de uma das paredes laterais da caixa experimental. Na sessdo de treino, 0s animais
foram colocados na caixa e passaram por 5 min de habituacdo. Apo6s isso, passaram pela
fase de treino, com duracdo de 15 min, em que cada animal recebeu 8 apresentagdes de
luz e choques nas patas. Cada apresentagéo de luz durou 20 s e o choque foi aplicado no
ultimo segundo de cada apresentacdo do CS. O intervalo entre as apresentacfes de luz
variou entre 60 e 120 s, com intervalo médio de 90 s. As respostas de congelamento
eliciadas na primeira e na ultima apresentacao de luz foram analisadas. O tempo de cada
sessdo de condicionamento foi de aproximadamente 20 min.

Teste/Reteste: Vinte e quatro e quarenta e oito horas depois do condicionamento
aversivo a luz, foram realizadas as sessdes de teste e reteste com apresentagéo da luz-CS,
mas sem a apresentacdo de choques, em caixa distinta daquela na qual aconteceu a sesséo
de treino. A caixa para o teste possuia 26 x 25 x 20 cm, com o fundo e as laterais de metal
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cinza, a porta e o teto de acrilico transparente e o assoalho constituido por 18 barras de
metal com 3 mm de diametro, distando 1 cm entre si (Fig.2). Esta caixa possuia uma
lampada acoplada no lado externo do teto de acrilico, que foi utilizada durante o teste e 0
reteste. Ela também se encontrou em uma camara de atenuacdo acustica, semelhante
aquela descrita para o treino, mas durante o teste o exaustor da caixa de atenuacgéo acustica
ndo foi ligado. A medida de comportamento que foi utilizada para avaliar o medo
condicionado foi 0 tempo que os ratos gastaram na resposta de congelamento durante as
sessOes de teste e reteste. O congelamento condicionado foi operacionalmente definido
como auséncia total de movimentos do animal, exceto aqueles relacionados a respiracéo,
com retracdo das orelhas, exoftalmia e arqueamento do dorso, em um periodo minimo de
6 s por episddio. Nas sessdes teste e reteste, com duracdo de 15 min, os animais foram
expostos a 8 apresentacdes de luz (20 s cada). O intervalo entre as apresentacdes de luz

variou randomicamente entre 60 e 120 s, com intervalo médio de 90 s.

Figura 2. Fotografia da caixa experimental utilizada para o procedimento de medo condicionado
a luz, nas fases de teste e reteste, para todos os grupos. Fonte: Zapparoli (2017)

3.3.3. Experimento 3: Controle dos efeitos motores

Teste de catalepsia: O protocolo experimental para o teste de catalepsia foi
baseado naquele descrito por Colombo e colaboradores (2013). Nesse teste, é utilizada
uma caixa de 41 x 33 x 17 cm, na qual encontra-se uma barra de acrilico horizontal,
posicionada a 8 cm acima do chdo da caixa, com 30 cm de comprimento e 1 cm de
diametro (Fig.3 - esquerda). As patas dianteiras do animal eram posicionadas

cuidadosamente sobre essa barra, enquanto as patas traseiras permaneceram ao chdo. A
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laténcia para descer da barra horizontal foi medida 15 e 45 min apds a administracéo da
droga. Essa laténcia foi registrada quatro vezes seguidas para cada periodo de avaliacao.
Caso o animal ficasse por menos de 30 s, deveria ser recolocado imediatamente para um
novo teste e o dado utilizado foi a maior laténcia observada nas quatro tentativas. Se, em
qualquer tentativa, o animal saisse da barra depois de 30 s, este valor deveria ser usado e
néo deveriam ser realizados mais testes.

Teste do campo aberto: O protocolo experimental para o teste do campo aberto
foi baseado naquele descrito por De Oliveira e colaboradores (2006). Para o teste de
campo aberto, foi utilizada uma arena constituida por um involucro de acrilico
transparente circular (60 cm de diametro e 50 cm de altura), com o solo dividido em 12
secdes (Fig.3 - direita). Os comportamentos emitidos pelos animais foram registrados
por uma camera de video posicionada acima da arena. Cada animal foi colocado na arena
para um periodo de 15 min de exploracéo livre. As seguintes respostas comportamentais
foram registradas: numero total de cruzamentos (nimero de se¢des de chdo percorrido),
nimero de cruzamentos no centro (nimero de secBes de chdo do centro da arena
percorrido), tempo de permanéncia no centro, nimero de levantamentos (em pé com as
patas dianteiras levantadas no meio da arena ou contra as paredes), tempo das respostas
de autolimpeza (limpeza da cabeca e/ou do corpo com as patas dianteiras por mais de 10
s) e imobilidade (auséncia de movimentos do corpo).

Figura 3. Fotografias dos instrumentos que compdem, respectivamente, o teste de catalepsia a
esquerda e o teste do campo aberto a direita.
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3.4. Delineamento Experimental

Apols a chegada dos ratos do biotério central da UFSCar ao laboratorio, eles
passaram por pelo menos cinco dias de adaptacdo ao novo ambiente. O Experimento 1
investigou os efeitos da sulpirida (Experimento 1A) e do haloperidol (Experimento 1B)
sobre 0 medo condicionado ao contexto e o Experimento 2 os efeitos da sulpirida
(Experimento 2A) e do haloperidol (Experimento 2B) sobre o medo condicionado a luz.
No Experimento 3, avaliamos os potenciais efeitos motores da sulpirida (Experimento

3A) e do haloperidol (Experimento 3B) com os testes de catalepsia e do campo aberto.

Experimento 1A (Fig.4): Apds adaptacdo ao biotério setorial, 0s ratos passaram
pela fase de treino do condicionamento aversivo ao contexto, em que houve a
apresentacdo dos choques nas patas (US). Ap6s 24 h, houve administracdo de sulpirida
ou veiculo e, em seguida, os ratos foram submetidos ao teste para avaliagdo da expressao
do medo condicionado ao contexto, por meio da quantificacdo da resposta de
congelamento. Apds mais 24 h, os ratos passaram por um reteste, para avaliacdo da
retencdo da extingdo, mais uma vez por meio da quantificacio da resposta de

congelamento.

Sulpirida 20 mg/kg (n=12)
Sulpirida 40 mg/kg (n=12)
Veiculo (n=12)

|

I 5 dias I 24 horas I 15 min I 24 horas I
I Fase de adaptacéo I I I I -
Treino do Medo Teste Reteste
Condicionado ao Contexto \ )
—10 choques — Y

10 min de exposi¢do ao
contexto aversivo

Figura 4. Delineamento do experimento 1A.

Experimento 1B (Fig.5): Aconteceram 0S mesmos passos descritos para 0
Experimento 1A, com a diferenca da droga utilizada ser o haloperidol.
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Haloperidol 0,1 mg/kg (n=12)
Haloperidol 0,25 mg/kg (n=12)
Veiculo (n=12)

|

I 5 dias I 24 horas I 15 min I 24 horas I R
I Fase de adaptacéo I I I I "
Treino do Medo Teste Reteste
Condicionado ao Contexto \ }
— 8 choques — Y

8 min de exposicdo ao
contexto aversivo

Figura 5. Delineamento do experimento 1B.

Experimento 2A (Fig.6): Apos adaptacdo ao biotério setorial, os ratos passaram
pela fase de treino do condicionamento aversivo a luz, em que houve a apresentacdo de
luz (CS) e dos choques nas patas (US). Apos 24 h, houve administracdo de sulpirida ou
veiculo e, em seguida, os ratos foram submetidos ao teste para avaliacdo da expressdo do
medo condicionado a luz, por meio da quantificacdo da resposta de congelamento. Apds
mais 24 h, os ratos passaram por um reteste, para avaliacdo da retencdo da extingdo, mais

uma vez por meio da quantificacdo da resposta de congelamento.

Sulpirida 20 mg/kg (n=14)
Sulpirida 40 mg/kg (n=12)
Veiculo (n=12)

|

I 5 dias I 24 horas I 15 min I 24 horas I
I Fase de adaptacéo I I I I g
Treino do Medo Teste Reteste
Condicionado a Luz \ )
-8 luz+choques — (
8 luz

Figura 6. Delineamento do experimento 2A.

Experimento 2B (Fig.7): Aconteceram 0S mesmos passos descritos para 0
Experimento 2A, com a diferenca da droga utilizada ser o haloperidol.
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Haloperidol 0,1 mg/kg (n=12)
Haloperidol 0,25 mg/kg (n=12)
Veiculo (n=12)

}

I 5 dias I 24 horas I 15 min I 24 horas I
I Fase de adaptacéo I I I I g
. T TeTste R!teste
Treino do Medo \ )
Condicionado a Luz Y

— 8 luz+choques —

Figura 7. Delineamento do experimento 2B.

Experimento 3A (Fig.8): Dois dias ap0s exposicdo ao reteste de medo
condicionado ao contexto, 0s mesmos ratos receberam administracdo de veiculo ou
sulpirida e, apds 15 e 45 min, passaram pelo teste de catalepsia. Entre os dois testes de
catalepsia, 0s animais passaram pelo teste de campo aberto com duragao de 15 min.

Sulpirida 20 mg/kg (n=12)
Sulpirida 40 mg/kg (n=12)
Veiculo (n=12)

A 4

I 48 horas 15 min I 15 min
XX ]

A T A

\ 4

Campo
Aberto
Teste de (15 min) Teste de
Catalepsia Catalepsia

Figura 8. Delineamento do experimento 3A.

Experimento 3B (Fig.9): Aconteceram 0S mesmos passos descritos para 0
Experimento 3A, com a diferenca da droga utilizada ser o haloperidol.
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Haloperidol 0,1 mg/kg (n=12)
Haloperidol 0,25 mg/kg (n=12)
Veiculo (n=12)

4
I 48 horas 15 min |15 min
L XX ] »
A T A
Campo
Aberto
Teste de (15 min) Teste de
Catalepsia Catalepsia

Figura 9. Delineamento do experimento 3B.

3.5. Analise de Dados

Os dados sdo apresentados como média + EPM. Para analise dos dados de
congelamento no teste e reteste (expressao e extingdo), para os diferentes experimentos,
foram utilizadas analises de variancia (ANOVAS) de duas vias com medidas repetidas,
com um fator para fase do procedimento (teste x reste) e outro para tratamentos (Controle
x Sul 20 x Sul 40 ou Controle x Halo 0,10 x Halo 0,25). Para anélise dos dados de
retencdo da extin¢do (% congelamento exibido durante a porcéo final da sesséo treino -
% congelamento exibido durante a sessdo de reteste), para os diferentes experimentos,
foram utilizadas ANOVAs de uma via para tratamentos (Controle x Sul 20 x Sul 40 ou
Controle x Halo 0,10 x Halo 0,25). Para analise dos dados de congelamento ao longo dos
blocos, para os diferentes experimentos, foram utilizadas ANOVAs de duas vias com
medidas repetidas, com um fator para fase do procedimento (blocos) e outro para
tratamentos (Controle x Sul 20 x Sul 40 ou Controle x Halo 0,10 x Halo 0,25). Para
analise dos dados de catalepsia, para os diferentes experimentos, foram utilizadas
ANOVA:s de duas vias com medidas repetidas, com um fator para fase do procedimento
(15 min x 45 min) e outro para tratamentos (Controle x Sul 20 x Sul 40 ou Controlex
Controle 0,10 x Halo 0,25). Para analise dos dados do campo aberto, para os diferentes
experimentos, foram utilizadas ANOVAs de uma via para tratamentos (Controle x Sul 20
x Sul 40 ou Controle x Halo 0,10 x Halo 0,25). Apos essas analises, no caso de
significancia estatistica, foi utilizado o teste post-hoc de Newman-Keuls. Um valor de p

inferior a 0,05 foi considerado significativo.
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4. RESULTADOS

4.1. Experimento 1: Medo condicionado ao contexto

4.1.1. Experimento 1A: Efeitos da sulpirida

A Figura 10 apresenta os efeitos da administracdo de sulpirida sobre a expressdo
e extingdo da resposta de congelamento no protocolo de condicionamento aversivo ao
contexto. Na Figura 10A podem ser observadas as porcentagens médias de congelamento,
em relacdo ao tempo total das sessbes, dos grupos tratados com veiculo (Controle) ou
sulpirida nas doses de 20 (Sul 20) ou 40 mg/kg (Sul 40) e submetidos ao Teste e Reteste,
realizados 24 e 48 h apds a sessao Treino. A porcentagem de congelamento dos animais
nestas sessdes foi submetida a ANOVA de duas vias com medidas repetidas que revelou
efeito significativo para o fator tratamento (Controle x Sul 20 x Sul 40; F233=3,73; p <
0,05) e interacdo significativa entre os fatores (tratamento x sessdo; F»,71 = 8,07; p < 0,05),
mas nédo para o fator sessdo (Teste x Reteste; F171 = 0,82; p > 0,05). O teste post hoc de
Newman-Keuls indicou menor congelamento dos grupos Sul 20 e Sul 40 em relacéo ao
grupo Controle no Teste (p < 0,05). Nao houve diferenca significativa entre 0s grupos no
Reteste (p > 0,05). A analise apontou ainda diminuicdo significativa do congelamento do
grupo Controle no Reteste em relacdo ao Teste (p < 0,05) e aumento significativo do
congelamento do grupo Sul 20 no Reteste em relagédo ao Teste (p < 0,05).

Na Figura 10B podem ser observados os indices de retencdo da extin¢do dos
grupos tratados com veiculo (Controle) ou sulpirida nas doses de 20 (Sul 20) ou 40 mg/kg
(Sul 40). A ANOVA de uma via ndo revelou efeito significativo para os tratamentos
(Controle x Sul 20 x Sul 40; F233 = 0,51; p > 0,05). Na figura 10C, estéo representadas
as porcentagens médias de congelamento por grupo em relagdo a blocos de 2 min durante
o inicio e final da sessdo Treino, durante o Teste e 0 Reteste. Para o Treino, a ANOVA
de duas vias com medidas repetidas revelou efeito significativo para o fator bloco (Inicio
x Final; F171 = 134,31; p < 0,05), mas ndo para tratamento (Controle x Sul 20 x Sul 40;
F2.33=0,46; p > 0,05) ou interacdo entre os fatores (tratamento x bloco; F2 71 = 0,58; p >
0,05). O teste post hoc de Newman-Keuls indicou aumento do congelamento ao final do
treino em relagdo ao congelamento observado antes da apresentacdo dos choques (p <

0,05). Para o0 Teste, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou efeito
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significativo para os fatores tratamento (Controle x Sul 20 x Sul 40; F2,132 = 10,22; p <
0,05) e bloco (B1 x B2 x B3x B4 x B5; F4179 = 3,12; p < 0,05), mas ndo para interagio
entre os fatores (tratamento x bloco; Fs,179 = 1,13; p > 0,05). O teste post hoc de Newman-
Keuls indicou diminuicdo do congelamento dos grupos Sul 20 e Sul 40 em relacdo ao
grupo Controle (p < 0,05). Para o Reteste, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas
revelou efeito significativo para o fator bloco (B1 x B2 x B3x B4 x B5; F4179 = 5,91; p
< 0,05), mas ndo para tratamento (Controle x Sul 20 x Sul 40; F2,132 = 2,29; p > 0,05) ou
interacdo entre os fatores (tratamento x bloco; Fg179 = 1,41; p > 0,05). O teste post hoc
de Newman-Keuls indicou diferenca do congelamento dos blocos 1, 4 e 5 em relacéo aos

blocos 2 e 3 (p < 0,05), mas independente do tratamento utilizado.
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Figura 10. Efeitos da administrag&o de sulpirida sobre a expressdo e extin¢do da resposta de congelamento
no protocolo de condicionamento aversivo ao contexto. A) Porcentagem média de congelamento, em
relacdo ao tempo total da sessdo, de animais tratados com sulpirida nas doses 20 e 40 mg/kg ou veiculo
(Controle) e submetidos ao Teste e ao Reteste no protocolo de condicionamento aversivo ao contexto. B)
FEI - indice de retencfo da extingdo do medo condicionado dos mesmos ratos (% congelamento exibido
durante a porgdo final da sessdo treino - % congelamento exibido durante a sessdo de reteste). C)
Porcentagem média de congelamento, em relacéo aos dois minutos de duracdo de cada um dos blocos de
cada sesséo do protocolo de medo condicionado ao contexto, dos mesmos animais. * p < 0,05: diferente do
grupo Controle na mesma sesséo; # p < 0,05: diferente do respectivo grupo na sessdo Teste. + p < 0,05:
diferente do inicio do treino. Média £+ EPM. ANOVA seguida pelo teste de Newman Keuls. n = 12 por
grupo.
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4.1.2. Experimento 1B: Efeitos do haloperidol

A Figura 11 apresenta os efeitos da administracdo de haloperidol sobre a
expressdo e extincdo da resposta de congelamento no protocolo de condicionamento
aversivo ao contexto. Na Figura 11A, podem ser observadas as porcentagens médias de
congelamento, em relacdo ao tempo total das sessdes, dos grupos tratados com veiculo
(Controle) ou haloperidol nas doses de 0,1 (Halo 0,1) ou 0,25 mg/kg (Halo 0,25) e
submetidos ao Teste e Reteste, realizados 24 e 48 h ap0s a sessdo Treino. A porcentagem
de congelamento dos animais nestas sessdes foi submetida @a ANOVA de duas vias com
medidas repetidas que revelou efeito significativo para a interacdo entre os fatores
(tratamento x sessdo; F2,71 = 4,99; p < 0,05), mas ndo para o fator tratamento (Controle x
Halo 0,1 x Halo 0,25; F233=0,11; p > 0,05) ou para o fator sesséo (Teste x Reteste; F1,71
=1,12; p > 0,05). O teste post hoc de Newman-Keuls ndo indicou diferenca estatistica do
congelamento dos grupos Halo 0,1 e Halo 0,25 em relacéo ao grupo Controle no Teste (p
> 0,05) ou Reteste (p > 0,05). Mas a analise apontou diminuicdo significativa do
congelamento do grupo Controle no Reteste em relacdo ao Teste (p < 0,05). Nao houve
diferenca significativa do congelamento dos grupos Halo 0,1 e Halo 0,25 no Reteste em
relacdo ao Teste (p > 0,05).

Na Figura 11B podem ser observados os indices de retencdo da extincdo dos
grupos tratados com veiculo (Controle) ou haloperidol nas doses de 0,1 (Halo 0,1) ou 0,25
mg/kg (Halo 0,25). A ANOVA de uma via ndo revelou efeito significativo para os
tratamentos (Controle x Halo 0,1 x Halo 0,25; F233=10,29; p > 0,05). Na figura 11C, estdo
representadas as porcentagens médias de congelamento por grupo em relacdo a blocos de
2 minutos durante o inicio e final da sesséo Treino, durante o Teste e 0 Reteste. Para 0
Treino, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou efeito significativo para
o fator bloco (Inicio x Final; F171 = 159,74; p < 0,05), mas ndo para tratamento (Controle
x Halo 0,1 x Halo 0,25; F233=0,19; p > 0,05) ou interag&o entre os fatores (tratamento x
bloco; F271 = 0,03; p > 0,05). O teste post hoc de Newman-Keuls indicou aumento do
congelamento ao final do treino em relacdo ao congelamento observado antes da
apresentacdo dos choques (p < 0,05). Para o Teste, a ANOVA de duas vias com medidas
repetidas revelou efeito significativo para o fator bloco (B1 x B2 x B3x B4 x B5; Fa,179
= 3,55; p < 0,05) e interacdo significativa entre os fatores (tratamento x bloco; Fg 179 =

2,57; p < 0,05), mas nenhum efeito para tratamento (Controle x Halo 0,1 x Halo 0,25;
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F2132 = 2,04; p > 0,05). O teste post hoc de Newman-Keuls indicou diminui¢do do
congelamento do grupo Halo 0,25 em relagéo ao grupo Controle apenas no bloco 2 (p <
0,05). O teste de Newman-Keuls aponto ainda diferenca significativa entre o bloco 2 e os
blocos 1 e 5 para o grupo Controle, e entre o bloco 1 e os demais blocos para 0 grupo
Halo 0,25 (p < 0,05). Para o Reteste, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas
revelou efeito significativo para o fator bloco (B1 x B2 x B3x B4 x B5; F4179 = 6,28; p
< 0,05), mas nédo para tratamento (Controle x Halo 0,1 x Halo 0,25; F2132 = 1,45; p >
0,05) ou interacdo entre os fatores (tratamento x bloco; Fs 179 = 1,15; p > 0,05). O teste
post hoc de Newman-Keuls indicou diferenca do congelamento entre o bloco 2 e os

demais blocos (p < 0,05), mas independente do tratamento utilizado.

33



e}
o
)

mControle = Halo 0,1 mHalo 0,25 o 807
g
S 60 - X 60 -
=] 3
= o
£ 40 - S 40 1 [
< 5]
3 g
c
520 - - I # 8 20 -
B = : :
2
£
0 - 0 -
TESTE RETESTE Controle  Halo0,1 Halo 0,25
C.
100 - Controle Halo 0,1 —6—Halo 0,25
L]
L
__ 80 1 '
S + '
~ (]
o 4 1]
g 60 @ !
IS L [
«© 1]
o 40 - '
(=]
g L]
1 ]
© 20 - .
1]
"
0l & '
Inicio Final 1
TREINO TESTE RETESTE

Figura 11. Efeitos da administracdo de haloperidol sobre a expressdo e extincdo da resposta de
congelamento no protocolo de condicionamento aversivo ao contexto. A) Porcentagem média de
congelamento, em relagdo ao tempo total da sessdo, de animais tratados com haloperidol nas doses 0,1 e
0,25 mg/kg ou veiculo (Controle) e submetidos ao Teste e Reteste no protocolo de condicionamento
aversivo ao contexto. B) FEI - indice de retencéo da extingio do medo condicionado dos mesmos ratos
(% congelamento exibido durante a porcdo final da sessdo treino - % congelamento exibido durante a
sessdo de reteste). C) Porcentagem média de congelamento, em relagdo aos dois minutos de duragéo de
cada um dos blocos de cada sessdo do protocolo de medo condicionado ao contexto, dos mesmos
animais. # p < 0,05: diferente do respectivo grupo na sessdo Teste. + p < 0,05: diferente do inicio do
treino; * p < 0,05: diferente do grupo Controle no mesmo bloco. Média + EPM. ANOVA seguida pelo
teste de Newman Keuls. n = 12 por grupo.
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4.2. Experimento 2: Medo condicionado a luz

4.2.1. Experimento 2A: Efeitos da sulpirida

A Figura 12 apresenta os efeitos da administracdo de sulpirida sobre a expresséo
e extingdo da resposta de congelamento no protocolo de condicionamento aversivo a luz.
Na figura 12A, podem ser observadas as porcentagens médias de congelamento, em
relagdo ao tempo total de apresentacgéo de luz durante as sessdes, dos grupos tratados com
veiculo (Controle) ou sulpirida nas doses de 20 (Sul 20) ou 40 mg/kg (Sul 40) e
submetidos ao Teste e Reteste, realizados 24 e 48 h ap0s a sesséo Treino. A porcentagem
de congelamento dos animais nestas sessdes foi submetida a ANOVA de duas vias com
medidas repetidas que revelou efeito significativo para o fator tratamento (Controle x Sul
20 x Sul 40; F235=7,89; p < 0,05), para o fator sessdo (Teste x Reteste; F175 = 22,73; p
< 0,05), e interacdo significativa entre os fatores (tratamento x sessdo; F275 = 5,11; p <
0,05). O teste post hoc de Newman-Keuls indicou menor congelamento dos grupos Sul
20 e Sul 40 em relacdo ao grupo Controle no Teste (p < 0,05). No Reteste, ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos (p > 0,05). O teste de Newman-Keuls apontou ainda
diminuicdo significativa do congelamento do grupo Controle no Reteste em relagéo ao
Teste (p < 0,05).

Na Figura 12B podem ser observados os indices de retencdo da extincdo dos
grupos tratados com veiculo (Controle) ou sulpirida nas doses de 20 (Sul 20) ou 40 mg/kg
(Sul 40). A ANOVA de uma via ndo revelou efeito significativo para os tratamentos
(Controle x Sul 20 x Sul 40; F235 = 0,87; p > 0,05). Na figura 12C, estdo representadas
as porcentagens meédias de congelamento por grupo em relacéo a blocos de 20 segundos,
referentes ao tempo de cada apresentacdo de luz, durante o inicio e final do Treino, o
Teste e 0 Reteste. Para o Treino, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou
efeito significativo para o fator bloco (12 Luz x 82 Luz; F1,75 = 72,02; p < 0,05), mas ndo
para tratamento (Controle x Sul 20 x Sul 40; F2,35= 0,67; p > 0,05) ou interacdo entre 0s
fatores (tratamento x bloco; F2,75 = 1,28; p > 0,05). O teste post hoc de Newman-Keuls
indicou aumento do congelamento ao final do treino em relagdo ao congelamento
observado antes do pareamento da luz com choques (p < 0,05). Para o Teste, a ANOVA
de duas vias com medidas repetidas revelou efeito significativo para os fatores tratamento
(Controle x Sul 20 x Sul 40; F2245 = 10,16; p < 0,05) e bloco (L1 x L2 x L3 x L4 x L5 x
L6 x L7 x L8; F7,303 =8,02; p <0,05), mas ndo para interacdo entre os fatores (tratamento
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x bloco; Fia303 = 0,70; p > 0,05). O teste post hoc de Newman-Keuls indicou diminuigéo
do congelamento do grupo Sul 20 em relagdo ao grupo Controle (p < 0,05) e diferenga do
congelamento dos blocos L2, L3 e L4 em relagdo aos demais blocos (p < 0,05), mas
independente do tratamento utilizado. Para o Reteste, a ANOVA de duas vias com
medidas repetidas revelou efeito significativo para os fatores bloco (L1 x L2 x L3 x L4
x L5 x L6 x L7 x L8; Fr,303 = 2,39; p < 0,05) e tratamento (Controle x Sul 20 x Sul 40;
F2.245 = 3,29; p < 0,05), e interacdo entre os fatores (tratamento x bloco; Fi4303 = 2,14; p
< 0,05). O teste post hoc de Newman-Keuls indicou diminuicdo significativa do
congelamento dos grupos Sul 20 e Sul 40 em relagdo ao grupo Controle na primeira
apresentacdo de luz do reteste (p < 0,05) e do grupo sul 20 em relagdo ao grupo Controle
na segunda apresentacédo de luz (p < 0,05). O teste apontou ainda diferenca significativa
para o grupo Controle entre os blocos L1 e L2 e os blocos L5-L8 (p < 0,05).
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Figura 12. Efeitos da administragao de sulpirida sobre a expressao e extingéo da resposta de congelamento
no protocolo de condicionamento aversivo a luz. A) Porcentagem média de congelamento, em relagdo ao
tempo total de apresentacdo de luz durante a sessdo, de animais tratados com sulpirida nas doses 20 e 40
mg/kg ou veiculo (Controle) e submetidos ao Teste e ao Reteste no protocolo de condicionamento aversivo
a luz. B) FEI - indice de retencdo da extingio do medo condicionado nos mesmos ratos (% congelamento
exibido durante a porcéo final da sessdo treino - % congelamento exibido durante a sesséo de reteste). C)
Porcentagem média de congelamento, em relagéo aos 20 segundos de cada apresentacéo do estimulo luz
nas fases de treino, teste e reteste. * p < 0,05: diferente do grupo Controle na mesma sesséo; # p < 0,05:
diferente do respectivo grupo na sessdo Teste; + p < 0,05: diferente do inicio do treino (18 Luz). Média +

EPM. ANOVA seguida pelo teste de Newman Keuls. n sui20 = 14; N suia0 = 12; N controle = 12.
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4.2.2. Experimento 2B: Efeitos do haloperidol

A Figura 13 apresenta os efeitos da administracdo de haloperidol sobre a
expressdo e extincdo da resposta de congelamento no protocolo de condicionamento
aversivo a luz. Na figura 13A, podem ser observadas as porcentagens médias de
congelamento, em relacdo ao tempo total de apresentacdo de luz durante as sessdes, dos
grupos tratados com veiculo (Controle) ou haloperidol nas doses de 0,1 (Halo 0,1) ou 0,25
mg/kg (Halo 0,25) e submetidos ao Teste e Reteste, realizados 24 e 48 h apds a sessao
Treino. A porcentagem de congelamento dos animais nestas sessfes foi submetida a
ANOVA de duas vias com medidas repetidas que revelou efeito significativo para o fator
sessdo (Teste x Reteste; F1,71 = 9,20; p < 0,05), mas ndo para o fator tratamento (Controle
x Halo 0,1 x Halo 0,25; F233 = 2,28; p > 0,05) ou para interacdo entre os fatores
(tratamento x sessdo; F271 = 1,25; p > 0,05). O teste post hoc de Newman-Keuls apontou
diminuicdo significativa do congelamento no Reteste em relacdo ao Teste (p < 0,05).

Na Figura 13B podem ser observados os indices de retencdo da extincdo dos
grupos tratados com veiculo (Controle) ou haloperidol nas doses de 0,1 (Halo 0,1) ou 0,25
mg/kg (Halo 0,25). A ANOVA de uma via ndo revelou efeito significativo para os
tratamentos (Controle x Halo 0,1 x Halo 0,25; F233=10,78; p > 0,05). Na figura 13C, estdo
representadas as porcentagens médias de congelamento por grupo em relacdo a blocos de
20 segundos, correspondentes a cada apresentacdo de luz, durante o inicio e final do
Treino, o Teste e 0 Reteste. Para 0 Treino, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas
revelou efeito significativo para o fator bloco (12 Luz x 82 Luz; F171 = 70,38; p < 0,05)
e para tratamento (Controle x Halo 0,1 x Halo 0,25; F233 = 4,43; p < 0,05), mas nédo
interacdo significativa entre os fatores (tratamento x bloco; F271 = 1,37; p > 0,05). O teste
post hoc de Newman-Keuls indicou aumento do congelamento ao final do treino em
relagdo ao congelamento observado antes do pareamento da luz com choques (p < 0,05).
Para o Teste, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou efeito significativo
para o fator bloco (L1 x L2 x L3 x L4 x L5 x L6 x L7 x L8; F7287 =5,78; p < 0,05), mas
ndo para tratamento (Controle x Halo 0,1 x Halo 0,25; F2.231 = 2,14; p > 0,05) ou para
interacéo entre os fatores (tratamento x bloco; Fia267 = 1,48; p > 0,05). O teste post hoc
de Newman-Keuls indicou diferenca do congelamento ao longo dos blocos (p < 0,05),
mas independente do tratamento utilizado. Para o Reteste, a ANOVA de duas vias com

medidas repetidas revelou efeito significativo para o fator bloco (L1 x L2 x L3 x L4 x
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L5 x L6 x L7 x L8; Fr7 = 2,52; p < 0,05) e para interacdo entre os fatores (tratamento
x bloco; Fia287 = 2,63; p < 0,05), mas ndo para tratamento (Controle x Halo 0,1 x Halo
0,25; Fo231 = 1,71; p > 0,05). O teste post hoc de Newman-Keuls indicou aumento
significativo do congelamento do grupo Halo 0,1 em relagdo ao grupo Controle nas duas
primeiras apresentacdes de luz do reteste e diminuicdo do grupo Halo 0,25 em relacao ao

grupo Controle na terceira apresentacdo de luz (p < 0,05).
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Figura 13. Efeitos da administracdo de haloperidol sobre a expressdo e extingdo da resposta de
congelamento no protocolo de condicionamento aversivo a luz. A) Porcentagem média de congelamento,
em relacdo ao tempo total de apresentacdo de luz durante a sessdo, de animais tratados com haloperidol nas
doses 0,1 e 0,25 mg/kg ou veiculo (Controle) e submetidos ao Teste e Reteste no protocolo de
condicionamento aversivo a luz. B) FEI - indice de retencéo da extin¢io do medo condicionado nos mesmos
ratos (% congelamento exibido durante a porcdo final da sesséo treino - % congelamento exibido durante
a sessdo de reteste). C) Porcentagem média de congelamento, em relacdo aos 20 segundos de cada
apresentacdo do estimulo luz nas fases de treino, teste e reteste. # p < 0,05: diferente da sessdo Teste; + p <
0,05: diferente do inicio do treino (18 Luz); * p < 0,05: diferente do grupo Controle no mesmo bloco. Média
+ EPM. ANOVA seguida pelo teste de Newman Keuls. n = 12 por grupo.
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4.3. Experimento 3: Controle dos efeitos motores

4.3.1. Experimento 3A: Efeitos da sulpirida

A Figura 14 apresenta os efeitos da administragdo de sulpirida sobre a laténcia
para descer da barra no teste de Catalepsia. Nela, estdo contidas as médias do tempo, em
segundos, dos grupos tratados com veiculo (Controle) ou sulpirida nas doses de 20 (Sul
20) ou 40 mg/kg (Sul 40) e submetidos ao teste 15 e 45 min apo6s a administracdo das
drogas. As médias da laténcia para descer da barra dos animais nestas sessdes foram
submetidas a ANOVA de duas vias com medidas repetidas que ndo revelou efeito
significativo para os fatores tratamento (Controle x Sul 20 x Sul 40; F2,33=0,36; p > 0,05)
ou tempo (15 x 45 min; F171 = 2,83; p > 0,05). Também n&do houve interacdo significativa

entre os fatores (tratamento x tempo; F271 = 0,81; p > 0,05).
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Figura 14. Média da laténcia para descida da barra no teste de catalepsia de animais tratados com sulpirida
nas doses 20 e 40 mg/kg ou veiculo (Controle), 15 e 45 min apés a administracdo das drogas. Média +

EPM. ANOVA de duas vias com medidas repetidas. n = 12 por grupo.

A Figura 15 apresenta os efeitos motores da administracdo de sulpirida sobre os
cruzamentos, os levantamentos e a imobilidade no teste de Campo Aberto. Na Figura
15A, podem ser observadas as médias do nUmero de cruzamentos totais, na arena, dos
grupos tratados com veiculo (Controle) ou sulpirida nas doses de 20 (Sul 20) ou 40 mg/kg
(Sul 40) e que foram submetidos ao teste do campo aberto, realizado entre o primeiro e 0

segundo periodos do teste de catalepsia, com 15 minutos de dura¢do. A ANOVA de uma
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via ndo revelou efeito significativo para os tratamentos (Controle x Sul 20 x Sul 40; F233
= 0,62; p > 0,05). Na Figura 15B, sdo apresentadas as médias do numero de
levantamentos na arena dos mesmos grupos. A ANOVA de uma via ndo indicou efeito
significativo para os tratamentos (Controle x Sul 20 x Sul 40; F233=1,77; p > 0,05). Na
Figura 15C, sdo apresentadas as médias de tempo, em segundos, de imobilidade, na arena,
dos mesmos grupos. A ANOVA de uma via também ndo apontou diferenca estatistica
para os tratamentos (Controle x Sul 20 x Sul 40; F2,33=1,13; p > 0,05).
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Figura 15. Média do total de cruzamentos (A) e levantamentos (B), e tempo de imobilidade (C)
apresentados por animais tratados com sulpirida nas doses 20 e 40 mg/kg ou veiculo (Controle) e
submetidos ao Teste do Campo Aberto. Média £ EPM. ANOVA de uma via. n = 12 por grupo.

A Figura 16 apresenta os efeitos da administracdo de sulpirida sobre o medo
incondicionado avaliado no teste do campo aberto (exploracdo do centro do aparato) e
sobre a resposta de autolimpeza. Na Figura 16A, podem ser observadas as médias de
cruzamentos no centro dos grupos tratados com veiculo (Controle) ou sulpirida nas doses
de 20 (Sul 20) ou 40 mg/kg (Sul 40) e submetidos ao teste campo aberto. A ANOVA de
uma via ndo revelou efeito significativo para os tratamentos (Controle x Sul 20 x Sul 40;
F233=2,93; p > 0,05). Na Figura 16B, a média do tempo, em segundos, de permanéncia
no centro da arena foi submetida 8 ANOVA de uma via que também n&o indicou efeito
significativo para os tratamentos (Controle x Sul 20 x Sul 40; F233=1,80; p > 0,05). J4,

na Figura 16C, estdo demonstradas as médias do tempo, em segundos, de autolimpeza,
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na arena, dos mesmos grupos. A ANOVA indicou diferenca estatistica para tratamentos
(Controle x Sul 20 x Sul 40; F233 = 3,69; p < 0,05). No entanto, o teste post hoc de
Newman-Keuls, ndo apontou diferenca significativa entre os grupos (p > 0,05).
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Figura 16. Média de cruzamentos no centro (A) e do tempo de permanéncia no centro (B) de animais
tratados com sulpirida nas doses 20 e 40 mg/kg ou veiculo (Controle) e submetidos ao Teste do Campo
Aberto. C) Média do tempo de autolimpeza dos mesmos animais. Média + EPM. ANOVA de uma via.

n =12 por grupo.

4.3.2. Experimento 3B: Efeitos do haloperidol

A Figura 17 apresenta os efeitos da administracdo de haloperidol sobre a laténcia
para descer da barra no teste de Catalepsia. Estdo apresentadas nesta figura as médias do
tempo, em segundos, dos grupos tratados com veiculo (Controle) ou haloperidol nas doses
de 0,1 (Halo 0,1) ou 0,25 mg/kg (Halo 0,25) e submetidos ao teste 15 e 45 min apos a
administracdo das drogas. As médias da laténcia para descer da barra nestas sessdes foram
submetidas a ANOVA de duas vias com medidas repetidas que revelou efeito
significativo para o fator tratamento (Controle x Halo 0,1 x Halo 0,25; F233=3,61; p <
0,05), mas ndo para o fator tempo (15 x 45min; F171 = 1,07; p > 0,05) ou interagéo
significativa entre os fatores (tratamento x tempo; F2,71 = 0,14; p > 0,05). O teste post hoc
de Newman-Keuls apontou aumento significativo na laténcia para descida da barra, do

grupo Halo 0,25 em relagéo ao grupo Controle e ao grupo Halo 0,1 (p < 0,05).
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Figura 17. Média da laténcia para descida da barra no teste de catalepsia dos animais tratados com
haloperidol nas doses 0,1 e 0,25 mg/kg ou veiculo (Controle), 15 e 45 min ap6s a administracdo das drogas.
* p < 0,05: diferenca entre os grupos Halo 0,25 e Controle; # p < 0,05: diferenga entre os grupos Halo 0,25
e Halo 0,1. Média £ EPM. ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida pelo teste de Newman

Keuls. n =12 por grupo.

A Figura 18 apresenta os efeitos motores da administracdo de haloperidol sobre
0S cruzamentos, o0s levantamentos e a imobilidade no teste Campo Aberto. Na Figura
18A, podem ser avaliadas as médias do nimero de cruzamentos totais, na arena, dos
grupos tratados com veiculo (Controle) ou haloperidol nas doses de 0,1 (Halo 0,1) ou 0,25
mg/kg (Halo 0,25) e que foram submetidos ao teste do campo aberto, realizado entre o
primeiro e 0 segundo periodos do teste de catalepsia. A ANOVA de uma via revelou
efeito significativo para os tratamentos (Controle x Halo 0,1 x Halo 0,25; F2,33=30,91; p
< 0,05). O teste post hoc de Newman-Keuls indicou diminuicdo significativa dos
cruzamentos totais dos grupos Halo 0,1 e Halo 0,25 em relagdo ao grupo Controle (p <
0,05) e diminuicdo também significativa de Halo 0,25 em relacdo ao Halo 0,1 (p < 0,05).
Na Figura 18B, podem ser observadas as médias do nimero de levantamentos na arena
dos mesmos grupos. A ANOVA de uma via também mostrou efeito significativo para os
tratamentos (Controle x Halo 0,1 x Halo 0,25; F233 = 14,18; p < 0,05). O teste post hoc
de Newman-Keuls sinalizou diminuicdo significativa dos levantamentos do grupo Halo
0,25 em relacdo aos grupos Controle e Halo 0,1 (p < 0,05). Na Figura 18C, podem ser
analisadas as médias do tempo, em segundos, de imobilidade dos ratos, na arena, dos

mesmos grupos. A ANOVA de uma via mais uma vez revelou efeito significativo para
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os tratamentos (Controle x Halo 0,1 x Halo 0,25; F2,33= 64,99; p < 0,05). O teste post hoc
de Newman-Keuls indicou aumento significativo da imobilidade do grupo Halo 0,25 em

relacdo aos grupos Controle e Halo 0,1 (p < 0,05).
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Figura 18. Média do total de cruzamentos (A), levantamentos (B) e tempo de imobilidade (C)
apresentados por animais tratados com haloperidol nas doses 0,1 e 0,25 mg/kg ou veiculo (Controle) e
submetidos ao Teste do Campo Aberto. * p < 0,05: diferenca em relacdo ao grupo Controle; # p < 0,05:
diferenca em relacdo ao grupo Halo 0,1. Média £+ EPM. ANOVA de uma via seguida por Newman-

Keuls. n =12 por grupo.

A Figura 19 apresenta os efeitos da administracdo de haloperidol sobre 0 medo
incondicionado avaliado no teste do campo aberto (exploracdo do centro do aparato) e
sobre a resposta de autolimpeza. Na Figura 19A, podem ser observadas as médias de
cruzamentos no centro dos grupos tratados com veiculo (Controle) ou haloperidol nas
doses de 0,1 (Halo 0,1) ou 0,25 mg/kg (Halo 0,25) e submetidos ao Teste do Campo
Aberto. A ANOVA de uma via mostrou efeito significativo dos tratamentos (Controle x
Halo 0,1x Halo 0,25; F2,33=15,04; p < 0,05). O teste post hoc de Newman-Keuls revelou
diminuicdo significativa dos cruzamentos no centro dos grupos Halo 0,1 e Halo 0,25 em
relacdo ao grupo Controle (p < 0,05) e diminui¢do também significativa do Halo 0,25 em
relacdo ao Halo 0,1 (p < 0,05). Na figura 19B, a média do tempo, em segundos, de
permanéncia no centro da arena foi submetida a ANOVA de uma via que ndo mostrou
efeito significativo para os tratamentos (Controle x Halo 0,1 x Halo 0,25; F233=10,37; p
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> 0,05). J& na Figura 19C, podem ser verificadas as médias do tempo, em segundos, de
autolimpeza, na arena, dos mesmos grupos. A ANOVA evidenciou efeito significativo
dos tratamentos (Controle x Halo 0,1 x Halo 0,25; F233 = 10,29; p < 0,05). O teste post
hoc de Newman-Keuls indicou diminuicéo significativa da autolimpeza dos grupos Halo
0,1 e Halo 0,25 em relacdo ao grupo Controle (p < 0,05) e diminuigdo também

significativa do Halo 0,25 em relacdo a Halo 0,1 (p < 0,05).
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Figura 19. Média de cruzamento no centro (A) e do tempo de permanéncia no centro (B) de animais
tratados com haloperidol nas doses 0,1 e 0,25 mg/kg ou veiculo (Controle) e submetidos ao Teste do
Campo Aberto. C) Média do tempo de autolimpeza dos mesmos animais. * p < 0,05: diferenca em
relacdo ao grupo Controle; # p < 0,05: diferenga em rela¢do ao grupo Halo 0,1. Média + EPM. ANOVA
de uma via seguida por Newman-Keuls. n = 12 por grupo.

46



5. DISCUSSAO

A capacidade de reconhecer e reagir apropriadamente a estimulos de valéncia
negativa e critica para a sobrevivéncia e para a saide mental, podendo encontrar-se
disfuncional em psicopatologias como os transtornos de ansiedade e o transtorno
obsessivo-compulsivo. Nesse sentido, o presente estudo teve por objetivo ampliar a
avaliacdo dos efeitos do bloqueio dos receptores dopaminérgicos D2 em ratos na
expressdo e extingdo do medo condicionado ao contexto e a luz. Examinamos os efeitos
dos antagonistas D2 sulpirida e haloperidol, em diferentes doses. Reproduzimos o0s
achados anteriores para a sulpirida em relacdo a diminuicdo da expressdo da reposta de
congelamento condicionado ao contexto e a luz (DE OLIVEIRA et al., 2013; DE SOUZA
CAETANO et al.,, 2013). Efeitos similares para o haloperidol também foram
demonstrados, ainda que estes ndo tenham se apresentado de forma estatisticamente
significativa. Os efeitos da sulpirida sobre a resposta de congelamento ndo parecem estar
relacionados a agdo inespecifica da droga sobre a motricidade, uma vez que a mesma nao
afetou o desempenho dos animais nos testes de catalepsia ou do campo aberto. Por outro
lado, o principal efeito observado para o haloperidol foi o prejuizo motor, com inducéo
de catalepsia e diminui¢do da atividade dos animais no campo aberto, principalmente para
a maior dose utilizada. Além disso, em relacdo aos efeitos dos antagonistas D2 sobre a
retencdo da extingdo do medo condicionado, mostramos que sulpirida e haloperidol, nas
duas doses e nos dois protocolos experimentais utilizados, ndo mostraram efeitos
significativos. De maneira geral, o presente estudo reforca a ideia de um importante
envolvimento de receptores D2 na expressdo do medo condicionado.

Com intuito de garantir que os protocolos de medo condicionado foram utilizados
adequadamente no presente estudo, além das analises gerais, realizamos também uma
analise temporal de cada uma das etapas dos experimentos — de dois em dois minutos
para 0 medo condicionado ao contexto e para cada apresentacéo de luz (20 s) no caso do
medo condicionado a luz. Na fase de treino, para todos os experimentos envolvendo medo
condicionado, observa-se um aumento consideravel da porcentagem de respostas de
congelamento dos ratos ao se comparar o inicio e o final da sessdo. Isto indica que
realmente os estimulos inicialmente neutros (contexto e luz) foram emparelhados com o
estimulo incondicionado (choque) e se tornaram estimulos aversivos condicionados. Na

fase inicial do teste, os grupos controle (que receberam apenas veiculo) de todos os
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experimentos apresentaram resposta de congelamento maior do que aquela apresentada
no inicio do treino, fornecendo mais uma evidéncia da ocorréncia de aprendizagem
durante o treino e, ainda, de que houve consolida¢do da memoria da relacdo CS-US. Além
disso, os resultados encontrados para os grupos controle ao longo do teste mostram uma
tendéncia de diminui¢do do congelamento, indicando aprendizagem de extingéo, ou seja,
de que o CS ndo mais é associado a apresentacdo do US na fase final do experimento. Ja
os resultados do reteste permitem concluir que nosso protocolo garantiu também a
retencdo da extingdo, uma vez que os animais dos grupos controle apresentam
congelamento nessa etapa semelhante aquele apresentado no final do teste. Dessa forma,
demonstramos que os protocolos utilizados sdo validos para o estudo da expressdo e
extingdo do medo condicionado ao contexto e a luz (BOLLES & COLLIER, 1976; DE
OLIVEIRA et al., 2006; DE SOUZA CAETANO et al., 2013; REIMER et al., 2018).

Embora os sistemas dopaminérgicos sejam mais comumente associados aos
efeitos reforcadores de diversos estimulos (BECKSTEAD et al., 1979; VOLKOW et al.,
2002; IKEMOTO & WISE, 2004; XAVIER et al., 2005; BEYELER et al., 2016),
numerosos estudos também tém demonstrado que esses mesmos sistemas parecem estar
relacionados a estados de medo/ansiedade (COCO et al., 1992; NADER & LEDOUX,
1999; PEZZE & FELDON, 2004; FADOK et al., 2009; ZWEIFEL et al., 2011). Os
resultados aqui relatados fornecem mais uma evidéncia de que a neurotransmissao
dopaminérgica esta envolvida na expressdo do medo condicionado utilizando o contexto
ou uma luz como estimulos condicionados e chogues nas patas com estimulos
incondicionados aversivos. Além do mais, esses mesmos resultados também indicam que
0s receptores D2 desempenham um importante papel na expresséo do medo
condicionado, o que esta de acordo com estudos anteriores (DE OLIVEIRA et al., 2006,
2009, 2011; DE SOUZA CAETANO et al., 2013).

As doses de sulpirida aqui utilizadas foram selecionadas com base em estudos
anteriores (DE OLIVEIRA et al., 2006, 2013; DE SOUZA CAETANO et al., 2013).
Doses maiores de sulpirida ndo foram utilizadas, uma vez que elevadas doses podem
afetar a atividade motora e causar comportamentos estereotipados (KURASHIMA et al,
1995; STUCHLIK et al., 2007; COLOMBO et al. 2013). Ao utilizar doses de 10, 20 e 40
mg/kg de sulpirida, em um experimento que aborda a expressédo do medo condicionado
ao contexto (DE SOUZA CAETANO et al., 2013), a Unica dose que diminuiu

significativamente a resposta de congelamento foi a de 40 mg/kg. No experimento do
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medo condicionado ao contexto, deste estudo, as duas doses utilizadas de sulpirida — 20
e 40 mg/kg — geraram efeito significativo na diminuicdo da expressdo do congelamento
condicionado no teste. Este resultado esta condizente com o modo de a¢do bimodal da
sulpirida nos neurénios localizados na via mesolimbica. A sulpirida pode atuar
seletivamente nos receptores D2 pos-sinapticos localizados na amigdala e ndcleo
accumbens, por exemplo, bloqueando e diminuindo a acdo dopaminérgica nos neurénios
(DE OLIVEIRA et al., 2011; DE SOUZA CAETANO et al., 2013; PIRI et al., 2013);
bem como, nos autoreceptores pré-sindpticos da area tegmental ventral, cujo bloqueio
diminui o controle sobre a liberacdo de dopamina, aumentando consequentemente a
concentracdo desse neurotransmissor na fenda sinaptica (DE OLIVEIRA et al., 2011; DE
SOUZA CAETANO et al., 2013; PIRI et al., 2013). No presente estudo, as duas doses de
sulpirida utilizadas diminuiram a resposta de congelamento, sugerindo um efeito sobre
receptores D2 po6s-sinapticos da amigdala basolateral, uma vez que a administracdo local
da sulpirida nesta regido também € capaz de diminuir a expressdo do medo condicionado
(DE SOUZA CAETANO et al., 2013).

JA em um estudo realizado, a respeito do medo condicionado a luz, foi
demonstrado que as doses de 20 e 40 mg/kg de sulpirida ndo foram capazes de diminuir
significativamente a expressdao do congelamento condicionado, mas diminuiram a
expressdo do medo condicionado avaliado por meio da resposta de sobressalto (DE
OLIVEIRA et al., 2006). Ja em outro estudo, no qual o congelamento foi avaliado
independentemente de qualquer outra resposta defensiva, a dose de sulpirida de 40 mg/kg
levou a uma reducgdo significativa no tempo de respostas de congelamento (DE
OLIVEIRA et al., 2013). No experimento do condicionamento do medo & luz realizado
no presente estudo, houve uma reducdo significativa para ambas as doses utilizadas, tendo
a menor dose de sulpirida causado, entretanto, uma diminuicdo mais pronunciada do
congelamento. Mais uma vez o0s resultados apontam para uma agdo da sulpirida em
receptores D2 pos-sinapticos, provavelmente da amigdala basolateral (DE OLIVEIRA et
al., 2011).

Com isso, observa-se que tanto os dados do condicionamento aversivo ao contexto
quanto a luz, com administracdo de sulpirida, sugerem, de maneira geral, a participagéo
fundamental da neurotransmissdo dopaminérgica na expressdo do medo condicionado,
mesmo que os resultados obtidos, em funcéo das doses, neste estudo, divirjam um pouco

nas comparagdes dos resultados de outros estudos e entre 0s proprios experimentos
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(contexto e luz). Essas divergéncias podem ser justificadas pelo uso de manipulacGes
farmacoldgicas e de paradigmas distintos, entre os estudos; e na utilizacdo de estimulos
condicionados aversivos diferentes, nos experimentos deste estudo. De fato, utilizar, nos
experimentos, estimulos condicionados aversivos diferentes é favorecer para que ocorra
um efeito também diferencial nas varias regides do encéfalo (ALBRECHET-SOUZA et
al., 2011; DE SOUZA CAETANO et al.,, 2013). Ou seja, apesar de tanto 0 medo
condicionado ao contexto quanto a luz requererem a participacdo da neurotransmisséo
dopaminérgica na amigdala (DE OLIVEIRA et al., 2011; DE SOUZA CAETANO et al.,
2013), o medo condicionado ao contexto estd mais relacionado possivelmente a um
modelo de ansiedade que exige regibes especificas do encéfalo para produzir os sintomas
caracteristicos de tal emocéo, como o hipocampo, por exemplo (ALBRECHET-SOUZA
et al., 2011). O medo condicionado a luz estd mais associado ao modelo de medo com
envolvimento da amigdala, apenas (ALBRECHET-SOUZA et al., 2011). Entéo, tais
experimentos podem proporcionar um melhor entendimento das raizes bioldgicas dos
transtornos psiquiatricos associados ao medo e a ansiedade (DAVIS, 1992).

No presente estudo, também avaliamos aspectos relacionados a extingdo do medo
condicionado ao contexto e a luz. Pudemos observar diminuicao significativa da resposta
de congelamento dos grupos Controle ao longo das fases de teste e reteste. A atividade
dopaminérgica também parece desempenhar um papel importante na extingdo
(PONNUSAMY et al., 2005; HOLTZMAN-ASSIF & LAURENT, 2010; ABRAHAM et
al., 2014; YAN-WEI SHI et al., 2017), uma vez que ja foi demostrada a diminuicao das
respostas dos neurdnios dopaminérgicos do mesencéfalo com a apresentacdo repetida de
estimulos condicionados aversivos (RESCORLA, 2001; ABRAHAM et al., 2014).

Em um estudo anterior, foi utilizada sulpirida sistémica para verificar o papel dos
receptores D2 na extincdo do medo condicionado ao som (PONNUSAMY et al., 2005).
Tais autores utilizaram as mesmas doses de sulpirida, mas em camundongos, em vez de
ratos. Os resultados encontrados indicam que a sulpirida facilitou a extincdo
condicionada. No presente estudo, no que se refere ao grupo experimental sulpirida, é
possivel observar a diminuicdo do congelamento ao longo da sesséo teste, 0 que poderia
indicar diminuigéo da expressdo ou aumento da extingdo do medo. Acreditamos tratar-se
de diminuicdo da expressdo, pois tal redugdo do congelamento se da desde o inicio do
teste e ndo se mantem durante o reteste. Sobre esses dois estudos, observa-se que 0s

estimulos condicionados sdo diferentes e, além do mais, as espécies de roedores também
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sdo diferentes, 0 que pode acarretar consequentemente resultados também distintos. Em
outro estudo, em que foi administrada a racloprida (que possui maior especificidade e é
mais potente em antagonizar os receptores D2) na area infralimbica, foi demonstrado que
0 bloqueio do receptor dopaminérgico D2 dificultou a consolidacéo da extin¢cdo do medo
(MUELLER et al., 2010). J&4, em um experimento mais recente, a infusdo de quimpirole
e sulpirida facilitou a extingdo do medo contextual e prejudicou a extingdo do medo
condicionado ao som, respectivamente (YAN-WEI SHI et al., 2017). No experimento da
sulpirida, em que fora empregado o medo condicionado a luz poderia, portanto, ser
esperado prejuizo significativo da extingdo do medo condicionado de tal forma como fora
encontrado nos artigos anteriores, por utilizarem estimulos condicionados unimodais
(som e luz). De fato, houve uma variagdo ndo significativa da média do tempo das
respostas de congelamento, na fase reteste, para a menor dose de sulpirida, o que poderia
indicar um possivel facilitacdo, em vez de prejuizo, na extin¢cdo do medo condicionado a
luz. Entretanto, quando analisada com mais profundidade a questdo da extin¢do do medo
condicionado através do calculo do indice de retencéo da extin¢do (REIMER et al., 2018),
os resultados para as doses de sulpirida nos dois protocolos ndo apontam para diferenca
estatistica com seus respectivos controles. De maneira geral, a auséncia de efeito na
retencdo da extincdo do medo condicionado ao contexto e a luz, com a administracdo de
sulpirida intraperitoneal no presente trabalho, ndo parece estar em desencontro com 0s
achados dos artigos anteriores, mas indica que mais estudos se fazem necessarios.

A respeito das doses de haloperidol utilizadas nos experimentos do medo
condicionado, elas foram baseadas em um experimento em que foram avaliadas as
emissOes de vocalizagOes ultrassonicas, em ratos, com a administracéo intraperitoneal de
haloperidol nas doses de 0,5 e 1,0 mg/kg, em véarios tempos de espera para o efeito da
droga (15, 30, 45 e 60 min) (COLOMBO et al., 2013). A dose que induziu menor
catalepsia nesse experimento foi a de 0,5 mg/kg, quando eram esperados apenas 15
minutos para submeter os animais aos testes comportamentais. Levando em consideracao
esse experimento e, a fim de adequar as doses de haloperidol na tentativa de néo
comprometer a atividade motora dos ratos no presente estudo, foram propostas e aqui
administradas intraperitonealmente as doses de haloperidol de 0,1 e 0,25 mg/kg, com
tempo de espera tambeém de 15 minutos, nos dois experimentos realizados.

Os resultados do medo condicionado ao contexto e a luz mostraram uma tendéncia

em diminuir a expressdao do medo condicionado pelo haloperidol, mas de forma néo
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significativa. Além disso, observamos comprometimento motor, mesmo diminuindo as
doses de haloperidol. Em um artigo, no qual utilizou-se o paradigma de sobressalto
potencializado a luz e administrou-se intraperitonealmente haloperidol em 3 doses
diferentes (0,065, 0,125 e 0,25 mg/kg), observa-se, em comparagdo ao grupo controle,
diminuicdo direta da amplitude média do sobressalto ao aumentar a dose do farmaco
(HIJZEN et al, 1995). Neste mesmo artigo, ndo foram relatados testes controles
necessarios para averiguar os efeitos motores extrapiramidais das doses de haloperidol,
como fora feito neste estudo, o que pode gerar davidas com relacdo a esses dados
encontrados, principalmente para a maior dose de haloperidol administrada (HIJZEN et
al, 1995).

Nossos resultados referentes ao haloperidol mostraram que, de forma parecida
com os dados da sulpirida, ha realmente uma tendéncia em diminuir a expressdo do medo
condicionado, mas o comprometimento motor foi bastante significativo, mesmo
diminuindo as doses. O modo de acdo do haloperidol se da geralmente pelo bloqueio de
receptores D2 pos-sinapticos, onde o haloperidol bloqueia a ligacdo da dopamina,
impedindo assim a transmissdo dopaminérgica (MARGONATO et. al.,, 2004,
STANDAERT & GALANTER, 2008). O bloqueio dos receptores D2 nas terminacdes da
via mesolimbica pode ter sido responsavel pela tendéncia de diminuicdo da expressdo do
medo condicionado ao contexto e a luz observada em nosso estudo. Entretanto, os efeitos
motores extrapiramidais do haloperidol parecem ter sido 0s mais proeminentes,
justificando-se provavelmente pela alta afinidade existente entre esse farmaco e o0s
receptores D2 da via nigroestriatal.

Em um estudo utilizando a amisulprida, um neuroléptico atipico, com grande
semelhanca a sulpirida, mostrou-se uma caracteristica importante dessa droga que é a
seletividade limbica, isto é, uma seletividade maior para as projec@es limbicas do que
para as projecOes estriatais (SCHOEMAKER et al., 1997). J4, o haloperidol,
diferentemente, apresenta efeitos mais pronunciados nos receptores de dopamina nos
tecidos das regides do estriado (SCHOEMAKER et al., 1997). Portanto, tais
especificidades de afinidade podem justificar porque a sulpirida teve um efeito mais
significativo na expressao do medo condicionado e o porqué do haloperidol ter tido mais
efeitos nas fungbes motoras, de maneira geral ao longo dos nossos experimentos.

No que se refere a extingdo, um estudo mostrou que, ao administrar haloperidol

sistemicamente nas doses de 0,05, 0,1 e 1 mg/kg, utilizando-se condicionamento aversivo
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ao som, prejudicou-se a extingdo do medo condicionado principalmente com as maiores
doses (HOLTZMAN-ASSIF & LAURENT, 2010). No experimento, utilizando o medo
condicionado ao contexto, realizado no presente trabalho, ao utilizar haloperidol
sistémico nas doses de 0,1 e 0,25 mg/kg, ndo foram encontrados resultados significativos
que mostrassem que o haloperidol prejudicasse, como no artigo anterior (HOLTZMAN-
ASSIF & LAURENT, 2010), a extin¢gdo do medo condicionado. Entretanto, um pequeno
aumento, ndo estatisticamente significativo, pode ser observado para o congelamento do
grupo haloperidol 0,25 mg/kg no reteste, mas foi demonstrado nos testes controles que
tal dose parece comprometer as atividades motoras dos ratos.

No experimento associado ao condicionamento do medo a luz, observa-se que a
caracteristica do estimulo condicionado é unimodal (luz), tal como no estudo relatado
anteriormente (som) (HOLTZMAN-ASSIF & LAURENT, 2010). Este dado contribui
com a hipdtese feita em outros estudos, relacionando os estimulos condicionados
unimodais (modelos de medo) com a regido do hipocampo ventral, entre outras
(BLANCHARD & BLANCHARD, 1972; ALBRECHET-SOUZA et al., 2011; DE
SOUZA CAETANO et al., 2013). Com isso, comparando o resultado encontrado no
experimento do condicionamento aversivo a luz, deste estudo, com o estudo relacionado
ao som (HOLTZMAN-ASSIF & LAURENT, 2010), observa-se que houve um pequeno
aumento do congelamento na menor dose de haloperidol, ndo estatisticamente
significativo, mas que pode ser justificado, parecido com os estudos com estimulo
condicionado, som, em que houve uma tendéncia em prejudicar a extincdo do medo. Da
mesma maneira como foram feitas as andlises da retencdo da extincdo do medo
condicionado para as doses de sulpirida nos dois protocolos por meio do indice de
retencdo da extingdo, tal estratégia também foi aplicada nos experimentos em que foram
administradas as doses de haloperidol para melhor investigar os efeitos do haloperidol
sobre a extingdo. No medo condicionado ao contexto e a luz, os resultados nédo indicaram
qualquer prejuizo na retencdo da extin¢do do medo condicionado em nosso estudo.

Evidéncias extensas indicam que a extingdo da memdria do medo condicionado
requer plasticidade tanto no cortex pré-frontal medial quanto na amigdala basolateral
(FALLS etal., 1992; QUIRK et al., 2000; AKIRAV & MAROUN, 2007). Outra pesquisa
mostrou que o nucleo accumbens pode estar envolvido na codificacdo dos mecanismos
de erro que regulam a aprendizagem inibitoria na extincdo do medo condicionado
(HOLTZMAN-ASSIF & LAURENT, 2010). Outro artigo indicou, ainda, que a
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inativacdo do hipocampo ventral prejudica a expressdo e a extingdo do medo
condicionado ao som (SIERRA-MERCADO et al., 2011). Em um estudo mais recente
mostrou-se que a ativacdo farmacoldgica dos receptores D1 localizados no estriado
dorsal, durante a extingdo do medo, ndo impactou a aquisicdo ou a memdria do medo,
mas bloqueou a recuperacdo do medo em um novo contexto (BOUCHET et al, 2018).
Assim, a partir desses dados, também se faz necessaria uma investigacdo mais
aprofundada da participacéo da neurotransmissdo dopaminérgica por meio de receptores
D2 nessas regides, no que se refere a extingdo do medo condicionado ao contexto e a luz,
uma vez que a maior parte dos achados utilizaram o estimulo condicionado som.

Apesar do envolvimento de mecanismos dopaminérgicos no medo condicionado
ser relativamente bem estabelecido, o papel da dopamina no medo incondicionado é
menos explorado. Nesse sentido, alguns estudos sugerem um efeito pré-aversivo de
antagonistas D2 na expressdo do medo incondicionado (REIS et al.,, 2004; DE
OLIVEIRA et al., 2014; BRANDAO et al., 2015). O teste do campo aberto aqui utilizado
ndo é s6 importante na demonstracdo da diminui¢do ou aumento das atividades motoras
em roedores (como discutido anteriormente), mas também pode sinalizar se uma
determinada droga (ou outro tipo de manipulacdo) tem efeito pro-aversivo ou
antiaversivo, em um protocolo de medo incondicionado (PRUT & BELZUNG, 2003). O
aumento do nimero de cruzamentos na parte central ou do tempo de permanéncia nessa
mesma parte da arena, sem modificacdo do nimero de cruzamentos totais e/ou da
exploracdo vertical (levantamentos), pode ser interpretado como efeito antiaversivo,
enquanto o contrario pode sinalizar aumento de ansiedade (PRUT & BELZUNG, 2003).
No caso da sulpirida, apesar de pequena diminui¢do na exploracdo do centro, nenhuma
dose teve efeito significativo nessas variaveis analisadas durante o teste do campo aberto.
Ja, com as duas doses de haloperidol utilizadas, apesar da diminuicdo significativa do
namero de cruzamentos no centro, houve também diminuicdo da exploragdo da arena
como um todo. Entdo, mais provavel do que um efeito do tipo pro-aversivo do
haloperidol, observamos o efeito motor desse farmaco no teste do campo aberto.

Em suma, o presente estudo mostrou que ao bloquear o0s receptores
dopaminérgicos da familia D2, por meio da sulpirida (e em menor escala por meio do
haloperidol), temos efeitos na expressdo do medo condicionado. Além do mais, com
relacdo ao emprego de estimulos condicionados aversivos distintos nos procedimentos,

foi possivel verificar que, apesar de variagdes sutis nos resultados encontrados, os efeitos
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dos farmacos sdo semelhantes independente do estimulo condicionado utilizado. De
acordo com os resultados, o antagonista dopaminérgico sulpirida teve um efeito
significativo no bloqueio da expressdo do medo condicionado ao contexto e a luz. Neste
estudo, a menor dose da sulpirida (20 mg/kg) foi a que apresentou efeito mais
pronunciado. Ja, a atuacdo do antagonista dopaminérgico haloperidol apresentou um
efeito menos significativo em comparacdo a sulpirida, provavelmente por conta da sua
maior afinidade pelos receptores dopaminérgicos localizados na via nigroestriatal, o que
¢ corroborado pela diminuicéo significativa da atividade motora dos ratos nos testes de
catalepsia e campo aberto. Mesmo assim, nota-se que a atuacdo do haloperidol também
foi maior na expresséo do medo, quando o estimulo condicionado aversivo se tratava do
contexto. Pelo fato da administracéo dos farmacos ter sido sistémica, esses resultados dao
indicios importantes de que ha necessidade de estudos mais aprofundados sobre o
envolvimento da neurotransmissdo dopaminérgica em areas encefalicas relacionadas a
expressao e extingdo do medo condicionado e o papel dos receptores D2 nessas estruturas.
Dessa maneira, poderao ser feitas conclusdes mais assertivas a respeito do envolvimento
de mecanismos dopaminérgicos nesses processos e como estimulos ambientais, de
natureza aversiva e excessiva, poderiam afetar a transmissdo dopaminérgica de forma a
favorecer o desencadeamento de comportamentos defensivos associados aos Transtornos
de Ansiedade.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo atingiu seu objetivo de ampliar o conhecimento acerca dos
efeitos do bloqueio dos receptores dopaminérgicos D2 em ratos na expressao e extingdo
do medo condicionado ao contexto e a luz. De fato, a administracéo intraperitoneal de
sulpirida favoreceu a diminuigdo da expressao do medo condicionado. Efeitos similares
para o0 haloperidol também foram demonstrados, ainda que estes ndo tenham sido
apresentados de forma estatisticamente significativa. Os efeitos observados durante o
teste parecem realmente estar relacionados a diminuicdo da expressdo do medo
condicionado, e ndo sobre a facilitacdo da extincdo, uma vez que nenhum efeito
significativo foi observado em relacdo a retencdo da extingdo. Além do mais, os efeitos
da sulpirida sobre a resposta de congelamento ndo parecem estar relacionados a acédo
inespecifica da droga sobre a motricidade nos ratos, uma vez que ndo houve alteracdo dos
comportamentos motores avaliados com os testes de catalepsia e do campo aberto. A
administracdo de haloperidol causou prejuizo motor, com inducdo de catalepsia e
diminuicdo da atividade dos animais no campo aberto. Entdo, a partir desses dados,
sugere-se que:

e Mecanismos dopaminérgicos mediados por D2 estéo prioritariamente envolvidos
na expressdo e ndo na extin¢do do medo condicionado;

e Maior acdo da sulpirida sobre a via dopaminérgica mesolimbica, enquanto o
haloperidol parece atuar preferencialmente sobre a via dopaminérgica
nigroestriatal.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Efeitos da sulpirida e do haloperidol na expressdo e extingdo do medo condicionado & luz e
ao contexto em ratos.”, protocolada sob o CEUA n® 9143060617, so0b a responsabilidade de Amanda Ribeiro de Oliveira
equipe; Vivian Maria de Vita - que envolve a producdo, manutencio efou utilizacio de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de
& de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Macional de
Controle da Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comisso de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
de Sho Caros (CEUA/UFSCAR) na reunido de 11/09/2017.

We certify that the proposal "Sulpiride and Haloperidol effects on the expression. and extinction of conditioned fear to light and
context in rats.”, utilizing 144 Heterogenics rats (144 males), protocol number CEUA 9143060617, under the responsibility of
Amanda Ribeiro de Oliveira and team; Vivian Maria de Vita - which involves the production, maintenance andfor use of animals
belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purpeses or teaching - is
in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National
Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal
University of S0 Carlos ({CEUAJUFSCAR) in the meeting of 08/11/2017.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 09/2017 a 02/2019 Area: Psicologia
Origem: Biotério Central da UFSCar

Espécie:  Ratos heterogénicos cexo:  Machos iade: &0 a 90 dias N: 144
Linhagerm: Wistar Peso: 250 a 30049

Resumo: Evidéncias sugerem que a dopamina (DA) seja um dos neuromoduladores mais ativos em mecanismos subjacentes a
estados de medo e ansiedade. Mais especificamente, durante a exposico a estimulos condicionades aversives ocorre aumento na
liberacio de DA da drea tegmental ventral (ATV) para estruturas como complexo basolateral da amigdala (BLA) e ndcleo
accumbens. Ainda, resultados apontam para um maior envolviments dos receptores de DA do tipe D? na expressio do medo
condicionado, uma vez que tanto a administracdo do agonista D?, quimpirole, quanto do antagonista D?, sulpirida, causam
significativa reduclo do congelamento condicionado, com aco das drogas em receptores na ATV e BLA, respectivamente. Assim, o
objetivo geral deste estudo é ampliar a avaliacho dos efeitos do blogueio dos receptores D2 em ratos na expressao e extinclo do
medo condicionado. Desejamos reproduzir os achados anteriores em relacdo aos efeitos da sulpirida na diminuicho da expressio
do medo condicionado, testar a hipdtese de que o haloperidol [ antagonista D2 muito utilizado em contexto clinico para controlar
sintomas da fase aguda da esquizofrenia [ apresentaria efeitos similares aos da sulpirida, e ampliar a caracterizacdo do
envolvimento da DA no medo condicionade avaliando o efeito dessas duas drogas sobre processos de extingdo. Para tanto, serio
utilizados 120 rates Wistar machos, pesando em torno de 250 g. O estudo serd desenvolvide em duas fases, na primeira
investigaremos os efeitos da sulpirida (20 e 40 mg/kg - Experimento 1A) e do haloperidal (0,1 e 0,25 mg/kg - Experimenta 18) na
expressio e extinglo do medo condicionado ao contexto; na segunda fase avaliaremos os efeitos da sulpirida (20 e 40 mg'kg -
Experimento 2A) e do haloperidol (0,1 e 0,25 ma/kg - Experimento 2B) na expressio e extingdo do medo condicionado & luz. Em
todos o5 casos, o5 ratos passardo pelo condicionamento aversivo ao contexto ou & luz e, apds vinte e guatro horas, haverd a
administracdo de droga ou salina e os ratos serdo submetidos & sessio teste para avaliacho da resposta de congelamento. Apds
mais vinte & quatro horas, o5 animais serao submetidos a um reteste, para avaliacho do processo de extingdo. Apds dois dias, para
controle dos possiveis efeitos motores adversos das manipulagbes farmacoligicas, 05 mesmos ratos receberdo nova administragio
de droega ou salina e passardo pelos testes de catalepsia e do campo aberto.

Local do experimento: Laboratdrio de Psicobogia da Aprendizagem

Sho Caros, 12 de setembro de 2017
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