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RESUMO

Diversas evidéncias indicam que a dopamina € um dos neuromoduladores mais ativos em
mecanismos subjacentes aos estados de medo/ansiedade. Dependendo da condi¢do ameacgadora
(condicionada ou incondicionada), o blogqueio dos receptores dopaminérgicos do tipo D2 pode
reduzir ou aumentar a aversdo da situacdo, sugerindo um papel dual para a dopamina nos
estados aversivos. O objetivo do presente estudo é avaliar os efeitos do bloqueio dos receptores
dopaminérgicos do tipo D2 do coliculo inferior (IC) e da amigdala basolateral (BLA) na
expressdo do medo incondicionado e condicionado em ratos machos e fémeas. Para isso, 0
estudo foi realizado em duas etapas. Inicialmente, realizamos uma revisdo sistematica da
literatura, a fim de identificar publicacGes que investigaram o papel dos receptores D2 no medo
condicionado e incondicionado, explorando as caracteristicas metodoldgicas e principais
achados desses estudos. Na segunda etapa, realizamos um estudo experimental para avaliacao
dos efeitos da administracdo de sulpirida (antagonista D2) no IC (experimento 1) ou na BLA
(experimento 2) em ratos Wistar machos e fémeas submetidos aos testes do labirinto em cruz
elevado (LCE) e medo condicionado ao contexto. Os resultados da revisdo sistematica indicam
que a administragao sistémica de farmacos do tipo D2 tem um impacto notavel tanto no medo
inato como no medo aprendido. Em geral, os antagonistas tendem a aumentar o medo
incondicionado, enquanto os agonistas o diminuem. Além disso, tanto os agonistas como 0s
antagonistas reduzem o medo condicionado. Estes efeitos sdo atribuidos ao envolvimento de
circuitos neurais distintos nestes estados de medo. Com relagdo aos resultados experimentais,
no experimento 1, mostramos que injecdes intra-1C de sulpirida diminuem as entradas e o tempo
de permanéncia nos bracos abertos do LCE, assim como a exploracdo das extremidades dos
bracos abertos, mas apenas nas fémeas em metaestro/diestro. No medo condicionado, a
sulpirida diminuiu o tempo de congelamento no teste e reteste em machos, fémeas
proestro/estro e fémeas metaestro/diestro. Ou seja, a injecdo intra-1C de sulpirida apresentou
efeito pré-aversivo no medo incondicionado dependente do sexo e do ciclo estral e efeito
antiaversivo generalizado no medo condicionado. No experimento 2, mostramos que as
injecOes intra-BLA de sulpirida diminuiram o tempo de permanéncia nos bracos abertos do
LCE apenas em machos, e diminuiram o mergulho de cabeca e o levantamento em machos e
fémeas em proestro/estro. No medo condicionado, a sulpirida diminuiu o tempo de
congelamento no teste e reteste em machos, fémeas proestro/estro e fémeas metaestro/diestro.
Ou seja, a injecdo intra-BLA de sulpirida também apresentou efeito pro-aversivo no medo
incondicionado dependente do sexo e do ciclo estral e efeito antiaversivo generalizado no medo
condicionado. Em conjunto, os achados reforcam o papel dual da dopamina em estados
aversivos, com receptores tipo D2 modulando o medo incondicionado e mediando a expressao
do medo condicionado, e ampliam a literatura ao demonstrar a relevancia da dopamina no IC e
na BLA em ambos os casos. Além disso, o estudo evidencia diferencas sexuais e dependentes
do ciclo estral, indicando que hormonios gonadais femininos modulam a influéncia
dopaminérgica sobre 0 medo incondicionado, ressaltando a importancia da inclusdo de fémeas
e o carater pioneiro da investigacao.

Palavras-chave: Dopamina; Coliculo inferior; Amigdala basolateral; Medo; Ansiedade;
Condicionamento aversivo contextual; Labirinto em cruz elevado; Diferenca sexual.
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ABSTRACT

Substantial evidence indicates that dopamine is one of the most active neuromodulators
underlying fear/anxiety states. Depending on the threatening condition (conditioned or
unconditioned), blockade of D2-like dopaminergic receptors may reduce or increase
aversiveness, suggesting a dual role for dopamine in aversive states. The present study aimed
to evaluate the effects of D2-like dopaminergic receptors blockage in the inferior colliculus (IC)
and basolateral amygdala (BLA) on the expression of unconditioned and conditioned fear in
male and female rats. The study was conducted in two stages. First, a systematic literature
review was performed to identify publications investigating the role of D2-like receptors in
conditioned and unconditioned fear, examining methodological characteristics and main
findings. In the second stage, an experimental study assessed the effects of sulpiride (a D2-like
antagonist) administration into the 1C (Experiment 1) or BLA (Experiment 2) in male and
female Wistar rats subjected to the elevated plus maze (EPM) and contextual fear conditioning
tests. The systematic review indicated that systemic administration of D2-like drugs has a
notable impact on both innate and learned fear. In general, antagonists tend to increase
unconditioned fear, whereas agonists reduce it; moreover, both agonists and antagonists
decrease conditioned fear. These effects are attributed to the involvement of distinct neural
circuits in these fear states. Regarding the experimental findings, Experiment 1 showed that
intra-1C injections of sulpiride decreased open-arms entries and time spent in the open arms of
the EPM, as well as exploration of open-arm extremities, but only in females in
metestrus/diestrus. In conditioned fear, sulpiride reduced freezing time in the test and retest in
males, proestrus/estrus females, and metestrus/diestrus females. Thus, intra-IC sulpiride
produced a sex- and estrous cycle-dependent pro-aversive effect on unconditioned fear and a
generalized anti-aversive effect on conditioned fear. In Experiment 2, intra-BLA sulpiride
decreased time spent in the open arms of the EPM only in males and reduced head-dipping and
rearing in males and proestrus/estrus females. In conditioned fear, sulpiride reduced freezing
time in the test and retest in males, proestrus/estrus females, and metestrus/diestrus females.
Thus, intra-BLA sulpiride also produced a sex- and estrous cycle-dependent pro-aversive effect
on unconditioned fear and a generalized anti-aversive effect on conditioned fear. Taken
together, the findings reinforce the dual role of dopamine in aversive states, with D2-like
receptors modulating unconditioned fear and mediating the expression of conditioned fear, and
extend the literature by demonstrating the relevance of dopaminergic signaling in the 1C and
BLA in both cases. Moreover, the study reveals sex- and estrous cycle-dependent differences,
indicating that female gonadal hormones modulate dopaminergic influences on unconditioned
fear, highlighting the importance of including females and the pioneering nature of this
investigation.

Keywords: Dopamine; Inferior colliculus; Basolateral amygdala; Fear; Anxiety; Contextual
aversive conditioning; Elevated plus maze; Sex differences.
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1. INTRODUCAO
1.1 O medo e seus conceitos

O medo e a ansiedade constituem respostas emocionais fundamentais do repertorio
defensivo, atuando como mecanismos adaptativos de alerta do organismo diante de situagdes
que representem ameaca real ou potencial a sobrevivéncia (DARWIN, 1872). Desta forma,
essas emocgOes podem ser caracterizadas por um conjunto de alteracBes autonémicas,
neuroendocrinas e comportamentais que ocorrem diante de estimulos ameacadores no
ambiente (FENDT & FANSELOW, 1999; MCNAUGHTON & CORR, 2004). As definicoes
de medo e ansiedade apresentam sobreposi¢cGes, mas também diferencas importantes
(LEDOUX, 2012; BRANDAO, 2019). A principal teoria de distincio entre esses estados
emocionais considera a relacdo entre distancia temporal e espacial da ameaca e a intensidade
do estimulo. Assim, o medo emerge diante de um perigo real, imediato e proximo, como a
presenca de um predador, enquanto a ansiedade corresponde a uma resposta frente a uma
ameaca potencial. Nesse caso, 0 perigo ndo estd visivel, mas ha sinais que indicam risco,
caracterizando um estado emocional antecipatorio em relacdo a uma ameaca futura no
ambiente (BLANCHARD & BLANCHARD, 1988; BLANCHARD, 2017).

No entanto, quando o medo e a ansiedade apresentam intensidade desproporcional,
duracdo cronica e/ou carater irreversivel, podem se tornar patolégicos (MILLAN, 2003;
DELGADO et al., 2006; GROSS & CANTERAS, 2012). De acordo com o0 DSM-5, recebem
a denominacdo de transtornos de ansiedade aqueles quadros que compartilhnam caracteristicas
de medo e ansiedade excessivos, acompanhados por perturbacdes comportamentais
associadas. Nessa categoria incluem-se o transtorno de ansiedade generalizada, transtorno de
panico, agorafobia, fobia especifica, fobia social, mutismo seletivo, transtorno de ansiedade
de separacdo, entre outros (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014). Embora os

termos medo e ansiedade sejam tradicionalmente utilizados para descrever emog¢des humanas,
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é possivel estabelecer paralelos com outras espécies animais. 1sso se deve ao fato de que as
respostas defensivas frente a situacdes aversivas apresentam semelhancas entre diferentes
espécies (DARWIN, 1872). Nesse sentido, o estudo do medo e da ansiedade em laboratério
pode ser realizado por meio da analise das respostas defensivas exibidas por animais quando
expostos a diferentes contextos aversivos (DAVIS, 1992).

De forma geral, os estados aversivos podem ser agrupados em dois conjuntos
principais. O primeiro refere-se ao que ficou conhecido como “medo inato ou
incondicionado”, desencadeado por estimulos aversivos proximais que ndo dependem de
aprendizagem, evocando respostas defensivas instintivas, como por exemplo, quando um
animal é exposto ao seu predador natural (BRANDAO et al., 2005; GROSS & CANTERAS,
2012; BRANDAO et al., 2015). O segundo conjunto corresponde ao denominado “medo
aprendido ou condicionado”, que surge quando um estimulo previamente neutro, por meio de
um processo de aprendizagem associativa, passa a desencadear respostas defensivas antes
eliciadas apenas por estimulos aversivos incondicionados (SKINNER, 2003; BRANDAO et
al., 2015).

O medo incondicionado emerge da integracdo entre circuitos do sistema limbico e
estruturas do sistema encefalico de aversdo (EAS). Esses circuitos sdo responsaveis por detectar
estimulos ameacadores e desencadear comportamentos de fuga, imobilidade ou evitacéo,
garantindo a sobrevivéncia do organismo (LEDOUX, 2012; TOVOTE et al., 2015; BRANDAO
& COIMBRA, 2019). O medo incondicionado é funcionalmente resultado da atividade de
estruturas mesencefalicas e diencefalicas que compdem o EAS, como a substancia cinzenta
periaquedutal dorsal, o coliculo superior, o coliculo inferior (IC) e o hipotdlamo medial
(BRANDAO et al., 2001; BAAS et al., 2006; LEDOUX, 2012). A estimulagio dessas areas
provoca comportamentos de fuga e aversdo (SCHMITT et al., 1986). Com relacdo ao medo

condicionado, a participacdo do sistema limbico, especialmente da amigdala, € amplamente
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reconhecida. A amigdala é responsavel por receber e avaliar sinais de perigo, determinando o
grau de ameaca e organizando as respostas de defesa correspondentes (LEDOUX et al., 1988;
LEDOUX, 2000).

O estudo das respostas defensivas incondicionadas em roedores tem sido
tradicionalmente realizado por meio da exposi¢do dos animais a situagdes ameacadoras. Entre
os modelos mais utilizados encontra-se o Labirinto em Cruz Elevado (LCE), desenvolvido a
partir dos experimentos de Montgomery (1955), que investigava os efeitos do conflito entre a
tendéncia exploratéria e a aversdo de ambientes novos. Posteriormente, Handley e Mithani
(1984) adaptaram esse modelo para o formato de labirinto atualmente empregado, o qual foi
validado comportamental, fisioldgica e farmacologicamente para ratos (PELLOW et al., 1985)
e para camundongos (LISTER, 1990). O LCE consiste em uma plataforma elevada do solo,
composta por dois bracos abertos e dois bragos fechados dispostos ortogonalmente e
conectados por uma area central. O teste baseia-se na aversdo incondicionada dos roedores a
espacos abertos (TREIT et al., 1993), o que gera um conflito tipico de “aproximagao-
evitacao”, dado que os animais possuem, simultaneamente, a tendéncia a explorar ambientes
novos e a evitacdo de areas abertas e potencialmente perigosas (MONTGOMERY, 1955;
SALUM etal., 2003; MCNAUGHT & CORR, 2004).

Os parametros mais utilizados para analise no LCE sdo a frequéncia de entradas e o
tempo de permanéncia nos bracos abertos e fechados. Essas medidas espaco-temporais de
exploracdo dos bracos abertos (% de entradas e tempo nos bracos abertos) sdo usadas para
avaliar o comportamento defensivo. Assim, a preferéncia pelos bracos abertos ou fechados
constitui um indice confiavel do estado emocional: quanto maior a ansiedade, menor a
porcentagem de entradas e o tempo de permanéncia nos bracos abertos (HANDLEY &
MITHANI, 1984; PELLOW & FILE, 1986). Ja a atividade exploratéria mais geral pode ser

avaliada pelo nimero de entradas nos bragos fechados e numero de levantamentos (CRUZ et
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al., 1994; RODGERS & JOHNSON, 1995; CAROBREZ & BERTOGLIO, 2005).

O estudo das respostas defensivas condicionadas em roedores tem origem nos
trabalhos de Pavlov (1927), que, ao investigar o condicionamento classico em cées, descreveu
o chamado “reflexo de defesa condicionado”. Posteriormente, Watson e Rayner (1920), no
experimento do “Pequeno Albert”, demonstraram que emoc¢des como o medo também
poderiam ser condicionadas em seres humanos, ampliando as bases para o estudo das respostas
defensivas.

Em roedores, sdo utilizados protocolos experimentais nos quais um estimulo
inicialmente neutro (NS; do inglés — neutral stimulus), como um tom, uma luz, um odor ou
mesmo o contexto, é pareado a apresentacdo de um estimulo incondicionado aversivo (US; do
inglés — unconditioned stimulus), como choques nas patas. Apos o pareamento, o NS passa a
eliciar respostas defensivas e torna-se um estimulo condicionado (CS; do inglés — conditioned
stimulus). Esse processo caracteriza a fase de aquisicdo, na qual ocorre a formacgdo da
associacdo entre 0 CS e 0 US. Em seguida, na fase de expressdo, observa-se que o CS,
apresentado sozinho, é capaz de evocar respostas defensivas condicionadas. Por fim, na fase
de extincdo, o CS é repetidamente apresentado sem a presenca do US, produzindo uma
reducdo gradual da resposta defensiva (BOUTON, 1993; FENDT & FANSELOW, 1999;
PEZZE & FELDON, 2004; QUIRK, 2002).

O medo condicionado contextual é considerado polimodal, pois envolve multiplos
estimulos sensoriais que, integrados, permitem que o ambiente se torne preditor da ameaga.
Nesse processo, contextos inicialmente neutros passam a evocar respostas defensivas apds sua
associacdo prévia com estimulos aversivos. Esse modelo apresenta alta validade e
confiabilidade para o estudo dos mecanismos biologicos e comportamentais relacionados ao
transtorno de ansiedade generalizada (DIAS et al., 2014; ANDREATTA et al., 2015;

HUCKLEBERRY et al., 2016). Por outro lado, o condicionamento a estimulos discretos ¢

15



considerado unimodal, envolvendo um unico estimulo sensorial, como um tom ou uma luz,
sendo frequentemente empregado em modelos experimentais para estudo de aspectos
associados a fobia especifica (BRANDAO, 1991; GARCIA, 2017).

Entre as diferentes respostas defensivas observadas em protocolos de condicionamento
aversivo, o comportamento de congelamento é a medida mais utilizada em estudos com
roedores (VIANNA et al., 2001; DE OLIVEIRA et al., 2006; DE SOUZA CAETANO et al.,
2013; REIMER et al., 2018; DE VITA et al., 2021; ALVES et al., 2022). Trata-se de uma
resposta de defesa com alto valor adaptativo, definida pela auséncia de movimentos corporais,
exceto 0s respiratorios, acompanhada por altera¢cGes como arqueamento do dorso, piloeregao
e retracdo das orelhas (BOLLES & COLLIER, 1976; FENDT & FANSELOW, 1999;

BRANDAO et al., 2008).

1.2 Mecanismos dopaminérgicos no medo incondicionado e condicionado

A dopamina & um neurotransmissor e neuromodulador pertencente a familia das
catecolaminas. Sua sintese tem origem no aminoacido tirosina, que é convertido em L-dopa
pela enzima tirosina-hidroxilase, e posteriormente em dopamina por acdo de uma
descarboxilase especifica (FAHN, 2008; KANDEL et al., 2014). Os receptores de dopamina
sdo metabotrdpicos, acoplados a proteina G, e constituem uma familia heterogénea que pode
ser subdividida em dois grandes grupos: receptores do tipo D1 (D1-like), dentre os quais
encontram-se os receptores D1 e D5, que geralmente estimulam a adenilato ciclase e aumentam
0s niveis de AMP ciclico; e receptores do tipo D2 (D2-like), dentre 0s quais encontram-se 0s
receptores D2, D3 e D4, que em geral inibem a adenilato ciclase e modulam canais de célcio e
potassio, produzindo efeitos inibitorios sobre a excitabilidade neuronal (BEAULIEU &
GAINETDINOV, 2011).

Existem quatro principais vias dopaminérgicas no sistema nervoso central de mamiferos
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(Fig. 1). A via nigroestriatal tem origem na substancia negra pars compacta e projeta-se para o
estriado (caudado e putamen); sua funcdo é no controle dos movimentos voluntarios e na
aprendizagem motora. A via mesolimbica tem origem na area tegmental ventral (VTA) e
projeta-se para estruturas limbicas, como nucleo accumbens, amigdala e hipocampo; sua funcéo
estd associada a emocdo, motivacdo, recompensa, reforco de comportamentos e ao
desenvolvimento de dependéncia de drogas. A via mesocortical também tem origem na VTA,
mas suas projecdes alcancam principalmente o cortex pré-frontal; essa via esta envolvida no
controle das funcdes executivas, atencdo, memoria de trabalho e regulacdo emocional. A via
tuberoinfundibular conecta neur6nios dopaminérgicos do hipotdlamo (nlcleo arqueado) a
hipofise anterior; sua principal funcdo é regular a secrecdo endocrina, especialmente a inibicédo
da liberacdo de prolactina pelas celulas lactotroficas (ALBANESE & MINCIACCHI, 1983;

TARAZI, 2001; RICE et al., 2011).
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Figura 1. Vias dopaminérgicas. HYP = Hipotalamo; SN = Substancia negra; VTA = Area Tegmental Ventral.
Adaptado de DiCarlo e Wallace, 2022. Criado com BioRender.com.

Diversas linhas de evidéncia apontam a dopamina como um dos neurotransmissores
mais atuantes nos mecanismos subjacentes aos estados de medo e ansiedade (MILLAN, 2003;

REIS et al., 2004, PEZZE & FELDON, 2004; DE OLIVEIRA et al., 2006, 2009, 2011, 2013,
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2014, 2017; CARVALHO et al., 2019). Evidéncias mostraram que a administracdo sistémica
de antagonistas dopaminérgicos do tipo D2 apresentam efeitos prd-aversivos em ratos machos
(REIS etal., 2004; MUTHURAJU et al., 2014), indicando que a dopamina pode atuar de forma
inibitoria sobre respostas defensivas ndo aprendidas. De fato, antagonistas D2 como a sulpirida,
quando administrados no teto mesencefalico, intensificam comportamentos de fuga e reagdes
defensivas eliciadas por estimulos sonoros ou elétricos, sugerindo uma acdo antiaversiva
dopaminérgica nessa regido (REIS et al., 2004; DE OLIVEIRA et al., 2014; MUTHURAJU et
al., 2014).

Dentre as estruturas do teto mesencefalico, o coliculo inferior (IC) é um importante
centro de retransmissdo das informagdes auditivas ascendentes e uma estrutura central no
controle de comportamentos defensivos incondicionados (BRANDAO et al., 1988; 1993; 1994;
2003; SILVEIRA et al.,, 1993). Estrutura primaria do tronco encefélico, o IC integra
informacBes auditivas e sensoriais relacionadas a estimulos aversivos e é ativado durante
exposi¢des a sons intensos ou a estimulagao elétrica, desencadeando respostas defensivas como
fuga e imobilidade, além de um perfil comportamental defensivo caracterizado por aumento da
imobilidade e reducdo de comportamentos exploratérios no labirinto em cruz elevado
(SCHMITT et al., 1986; BRANDAO et al., 1994; DE ARAUJO et al., 1999; PANDOSSIO et
al., 2000).

Do ponto de vista neuroquimico, o IC apresenta populagdes neuronais excitatorias,
predominantemente glutamatérgicas, e inibitorias, majoritariamente GABAGérgicas, cujas
projecdes se dirigem principalmente ao tdlamo e ao coliculo superior; recebe aferéncias do
tronco encefalico (MELLOTT etal., 2014; BEEBE et al., 2016; CHEN et al., 2018), bem como
projecdes descendentes do cortex e contribui¢cbes do talamo auditivo e de estruturas do
prosencéfalo, incluindo os ndcleos da base, o hipotalamo e a amigdala (L1U et al., 2024), o que

reforca seu papel integrativo no processamento sensorial e emocional. Evidéncias indicam a
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presenca de dopamina no IC. Estudos imuno-histoquimicas demonstraram que neurdnios e
fibras nessa estrutura sdo imunorreativos a tirosina hidroxilase, sem a expressao de marcadores
de noradrenalina ou adrenalina, sugerindo um fenétipo predominantemente dopaminérgico
(SATAKE etal., 2012; GITTELMAN etal., 2013; DE OLIVEIRA etal., 2014; MUTHURAJU
etal., 2014; FYK-KOLODZIEJ] etal., 2015; NEVUE et al., 2016; BATTON et al., 2018; HOYT
et al., 2019; HARRIS et al., 2021). Nesse cenario, estudos tém demonstrado uma maior
densidade e participacdo de receptores dopaminérgicos do tipo D2 no IC, reforcando a
relevancia funcional dessa neurotransmissdo nessa estrutura (WAMSLEY et al., 1989; HURD
etal., 2001; HOYT et al., 2019). Estudos apontam uma maior participacéo de receptores D2 no
IC na modulacdo do processamento aversivo em roedores (SATAKE et al., 2012; DE
OLIVEIRA et al., 2014; MUTHURAJU et al., 2014; HOYT et al., 2019). Evidéncias sugerem
que essa neurotransmissdo dopaminérgica pode se originar no nucleo subparafascicular do
talamo, que envia projecdes dopaminérgicas para o IC (NEVUE et al., 2016; BATTON et al.,
2018). Estudos utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia confirmaram a presenca de
dopamina nas projecdes direcionadas ao IC (CRANSAC etal., 1996; TONG et al., 2005). Alem
disso, experimentos com tracadores retrégrados identificaram neurbnios imunorreativos a
tirosina hidroxilase no nucleo do lemnisco lateral, localizado no tronco encefalico, indicando
que essa regido constitui uma das principais fontes de projeces dopaminérgicas para o IC
(TONG et al., 2005; HARRIS et al., 2021).

A administracdo local de antagonistas dopaminergicos, especialmente do tipo D2,
aumenta as respostas aversivas inatas, sugerindo que a dopamina exerce um efeito modulador
e antiaversivo sobre essas respostas (DE OLIVEIRA et al., 2014; MUTHURAJU et al., 2014).
Por outro lado, investiga¢des envolvendo paradigmas de medo condicionado ndo identificaram
efeitos significativos de antagonistas dopaminérgicos do tipo D2 no IC (DE OLIVEIRA et al.,

2014; MUTHURAJU et al., 2014). No entanto, sdo escassas as investigacbes sobre o
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envolvimento da neurotransmissdo dopaminérgica no IC no medo condicionado,
particularmente no medo condicionado ao contexto, indicando que esse campo permanece
pouco explorado e ainda carece de elucidacéo experimental.

Com relagdo ao medo condicionado, o principal foco de interesse recai sobre a amigdala
basolateral (BLA), composta pelos nlcleos lateral, basal e basal acessério, que atua como um
centro integrador fundamental ao receber informacdes sensoriais de diferentes modalidades e
associar estimulos inicialmente neutros a eventos aversivos, processo essencial para o
aprendizado e a expressdao do medo condicionado (DAVIS, 1992; FENDT & FANSELOW,
1999; LEDOUX, 2000; MAREN & QUIRK, 2004; PHELPS & LEDOUX, 2005). Embora a
via dopaminérgica mesolimbica seja classicamente associada aos efeitos reforcadores de
estimulos, evidéncias indicam que as projecfes dopaminérgicas oriundas da VTA para a BLA
também sdo necessarias para a identificagdo e o processamento de estimulos aversivos
(LEDOUX, 2000). Estudos demonstraram que a dopamina € liberada na BLA por neurdnios da
VTA durante a expressao do medo condicionado (DE OLIVEIRA et al., 2011; 2017), e que a
reducdo da atividade dopaminérgica nessa regiao, por meio de injecdes intra-BLA de sulpirida,
um antagonista dopaminérgico do tipo D2, diminui significativamente a expressdo das
respostas condicionadas de medo em ratos machos, indicando a participacdo direta desses
receptores na mediagao de respostas associativas de defesa (DE OLIVEIRA et al., 2009; 2011,
2017; DE SOUZA CAETANO et al., 2013). Ja os estudos que administraram antagonistas
dopaminérgicos intra-amigdala relataram efeitos antiaversivos ou auséncia de efeitos
significativos em testes de medo incondicionado como o labirinto em cruz elevado
(ZARRINDAST etal., 2011; BANANEJ et al., 2012; PAVLOVA et al., 2016).

Dessa forma, tanto a BLA quanto o IC se configuram como nucleos-chave para
compreender 0s mecanismos dopaminérgicos na mediacdo do medo condicionado e

incondicionado. Enquanto a BLA participa da codificacdo e expressdo de respostas aprendidas,
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o IC representa um ponto de convergéncia sensorio-motor envolvido na regulacdo do medo
inato. A interacdo entre essas estruturas, modulada por vias dopaminérgicas distintas, sustenta
a ideia de um papel dual da dopamina na elaboragdo das respostas de defesa, contribuindo para
a diferenciacdo funcional entre os circuitos do medo condicionado e incondicionado. No
presente estudo, com o objetivo de blogquear os receptores do tipo D2 no IC e na BLA, usamos
a sulpirida, um antagonista dopaminérgico seletivo para receptores do tipo D2, que age tanto
nos receptores D2, quanto em D3 e D4, exercendo a¢do preferencialmente em neurdnios pos-

sindpticos (CALEY & WEBER, 1995).

1.3 Diferencas sexuais no medo/ansiedade

Os transtornos de ansiedade apresentam prevaléncia significativamente maior em
mulheres do que em homens (BROMET et al., 2011; WITTCHEN et al., 2011; BOLEA-
ALAMANAC et al.,, 2018; FARHANE-MEDINA et al., 2022). Essa diferenca tem sido
atribuida a uma interacdo complexa entre fatores bioldgicos e psicossociais. Além disso, 0s
distirbios de ansiedade frequentemente se manifestam com maior intensidade e comorbidade
em mulheres, enquanto nos homens se associam mais a transtornos externalizantes, como abuso
de substancias (FARHANE-MEDINA et al., 2022).

O desenvolvimento do transtorno de ansiedade na mulher pode ter influéncia da
variacdo ciclica dos horménios gonadais, particularmente da progesterona e do estrégeno.
Como esses hormonios sdo neuroativos e passam facilmente através da barreira
hematoencefdlica, o0 ambiente neuroquimico do encéfalo feminino pode mudar
substancialmente de um momento para outro. Portanto, a fase do ciclo hormonal pode
influenciar diretamente a reatividade emocional e a expressdo de comportamentos ansiosos
(CARVALHO etal., 2021; PESTANA & GRAHAM, 2024).

Cabe ressaltar que a maior parte dos estudos pre-clinicos ainda é conduzida apenas com
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machos, o que evidencia uma escassez de pesquisas com fémeas nessa area (LEBRON-MILAD
& MILAD, 2012; SHANSKY, 2015; RICCARDI et al., 2024). Tal limitacdo é particularmente
relevante quando se considera o contexto humano, em que a prevaléncia dos transtornos de
ansiedade é maior nas mulheres. Assim, a auséncia de dados experimentais com fémeas
dificulta a compreensdo das bases bioldgicas das diferencas observadas entre 0s sexos.

O ciclo estral em roedores, correspondente ao ciclo menstrual humano, € dividido em
quatro fases: proestro, estro, metaestro e diestro. No proestro ocorre o desenvolvimento
folicular e ha o pico de estrogénio e progesterona; durante o estro, a fémea esta sexualmente
receptiva e 0s niveis hormonais permanecem baixos e estaveis; 0 metaestro e o diestro
caracterizam-se pela atividade do corpo lUteo e por concentragdes mais baixas de hormonios,
com um novo aumento de progesterona no inicio do diestro (BUTCHER et al.,, 1974;
SPORNITZ et al., 1999; LOVICK, 2014; LOVICK & ZANGROSSI, 2021). Essas flutuac6es
hormonais alteram o ambiente neuroquimico encefalico e, consequentemente, podem
influenciar o desempenho em testes de medo e ansiedade (CARVALHO et al., 2021;
PESTANA & GRAHAM, 2024).

Estudos comparativos demonstram diferencas sexuais no comportamento defensivo
associado ao medo condicionado e incondicionado. No medo condicionado contextual, fémeas
tenderam a apresentar maior generalizacdo do medo em comparacdo aos machos (KEISER et
al., 2017), enquanto, no medo condicionado auditivo, fémeas em fases do ciclo estral
caracterizadas por altos niveis de estradiol exibiram extin¢do mais lenta e pior recordacgdo da
extincdo (PERRY etal., 2020), reforcando o potencial papel modulador dos horménios sexuais
sobre a aprendizagem e a expressdo do medo condicionado. Em contraste, alguns estudos
voltados ao medo incondicionado indicaram que fémeas apresentam menos comportamentos
ansiosos e maior atividade locomotora do que machos (SCHOLL et al., 2019; KNIGHT et al.,

2021), sugerindo que as diferencas sexuais variam de acordo com o tipo de ameaga € 0
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paradigma comportamental empregado.

A literatura evidencia que o estrogénio exerce importante modulacdo sobre o sistema
dopaminérgico, influenciando a liberacao, recaptacado e disponibilidade sinaptica da dopamina,
bem como a expressdo dos receptores D2, por mecanismos frequentemente mediados pelo
receptor de estrogénio B (BECKER, 2005; YOEST et al., 2018). Em modelos animais, as taxas
de disparo de neurbnios dopaminérgicos da VTA variam conforme o ciclo estral (ZHANG et
al., 2008), e concentragdes elevadas de estradiol potencializam as respostas dopaminérgicas a
estimulos recompensadores, intensificando a atividade da via mesolimbica, principalmente em
resposta a drogas de abuso (BECKER et al., 2012; WIERS etal., 2016; CALIPARI et al., 2017;
KOKANE & PEROTTI, 2020; BENDIS et al., 2024). Evidéncias indicam que a progesterona
influencia regides como a amigdala e o estriado, estando associada a ativagdo do complexo
amigdala-hipocampo durante a antecipagdo de recompensa na fase lutea do ciclo menstrual,
enguanto o estradiol predomina na fase folicular (DREHER et al., 2007). Em modelos animais,
baixas concentracGes de progesterona aumentam a vulnerabilidade a autoadministracdo de
cocaina, ao passo que sua administracdo reduz o consumo da droga; adicionalmente, o estradiol
apresentou correlacdo negativa com o consumo auto administrado, reforcando a interacdo
dindmica entre esses hormoénios na modulacdo do sistema de recompensa dopaminérgico
(HARP et al., 2020).

Em oposic¢do a essa regulacdo hormonal fisioldgica, a sulpirida, ao bloquear receptores
D2, pode elevar significativamente os niveis de prolactina, suprimindo o horménio liberador de
gonadotrofina e reduzindo os niveis de hormonio foliculo-estimulante e horménio luteinizante,
0 que culmina em diminuicao de estradiol e progesterona, disfuncdes reprodutivas, galactorreia
e reducéo da fertilidade (HANNIGAN et al., 1997; MOSTAFAPOUR et al., 2014).

Considerando as variacGes da neurotransmissdo dopaminérgica ao longo do ciclo estral,

estudos demonstraram que a administracdo sistémica de sulpirida reduz a resposta de
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congelamento no medo condicionado contextual em fémeas nas fases de proestro/estro
(ALVES et al., 2022), de maneira semelhante ao observado em machos (DE SOUZA
CAETANO et al., 2013; DE VITA et al., 2021, enquanto fémeas em metaestro/diestro nao
apresentam alteracdes significativas (ALVES et al., 2022). Em complemento, a administracdo
intranasal de dopamina facilita a extingdo do medo por meio da ativacdo de receptores D2,
efeito que é blogueado pelo pré-tratamento com sulpirida sistémica, reforcando o papel
funcional desses receptores na modulagdo da extincdo (DE ALMEIDA SILVA etal., 2022).

Apesar dessas evidéncias, resultados sobre o impacto do sexo e do ciclo estral no medo
condicionado permanecem heterogéneos, uma vez que alguns estudos ndo identificaram
diferencas significativas entre machos e fémeas ou entre fases do ciclo na aquisicdo ou
expressdo do medo condicionado ao contexto (COSSIO et al., 2016; CARVALHO et al., 2021;
ALVES et al., 2022), enquanto outros destacam a influéncia dos horménios ovarianos nos
processos de aprendizado e extingdo do medo, tanto em humanos quanto em roedores (BLAIR
et al., 2022). Nesse contexto, os efeitos diferenciais da sulpirida no congelamento em fémeas
apontam para hipotese de que a dopamina, mais do que os hormonios reprodutivos
isoladamente, exerce papel central e dependente do estado hormonal na modulacdo da
expressdo do medo condicionado (ALVES et al., 2022).

Tendo em vista a hipétese de envolvimento diferencial da neurotransmissdo
dopaminérgica no medo incondicionado e no medo condicionado, buscamos ampliar a
caracterizacdo da participacdo do IC e da BLA e analisar uma possivel diferenca de efeito das
manipulacdes sobre respostas defensivas de medo incondicionado e condicionado em machos
e fémeas. De forma geral, esperamos que o bloqueio dos receptores dopaminérgicos D2 no IC
aumente as respostas defensivas incondicionadas e na BLA diminua a resposta de medo

condicionado.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste estudo é avaliar o envolvimento dos receptores dopaminérgicos

do tipo D2 do IC e da BLA na expressdao do medo incondicionado e condicionado em ratos

machos e fémeas, ampliando a caracterizacdo do envolvimento da neurotransmissao

dopaminérgica nessas estruturas no medo/ansiedade. Para isso, o trabalho é divido em duas

etapas, na primeira etapa foi realizada uma revisdo sistematica da literatura, e na segunda

etapa foi realizado estudo experimental.

2.1 Objetivos especificos:

ETAPA 1 — Revisdo Sistematica: Identificar publicaces que investigaram o papel
dos receptores do tipo D2 no medo condicionado e incondicionado em roedores,
explorando as caracteristicas metodologicas, principais achados desses estudos e

potenciais diferencas de resultados para machos e fémeas.

ETAPA 2 — Estudo Experimental:

I.  Avaliar os efeitos da sulpirida (antagonista de receptores tipo D2) no IC sobre
aexpressdo do medo incondicionado no teste do labirinto em cruz elevado em machos
e fémeas em diferentes fases do ciclo estral.

1. Avaliar os efeitos da sulpirida no IC no medo condicionado ao contexto em
machos e fémeas em diferentes fases do ciclo estral.

1. Avaliar os efeitos da sulpirida na BLA sobre a expressdo do medo
incondicionado no teste do labirinto em cruz elevado em machos e fémeas em
diferentes fases do ciclo estral.
IV.  Auvaliar os efeitos da sulpirida na BLA no medo condicionado ao contexto em

machos e fémeas em diferentes fases do ciclo estral.
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3. ETAPA1-REVISAO SISTEMATICA

Foi realizada revisao sistematica sobre o papel dos receptores dopaminérgicos do tipo
D2 na modulagdo do medo/ansiedade, considerando respostas condicionadas e incondicionadas
em roedores. O contetdo dessa revisdo foi redigido, submetido e aceito para publicacdo na

revista Progress in Neuropsychopharmacology & Biological Psychiatry em marco de 2024.

3.1 Métodos
3.1.1 Estratégia de busca

A revisao incluiu uma pesquisa em trés bases de dados: Web of Science, PubMed e
SCOPUS. Foram utilizadas palavras-chave especificas relacionadas com ansiedade ou medo,
dopamina e receptores do tipo D2. Foram utilizadas quatro combinag6es de pesquisa: pesquisa
#1: fear, dopamine, D2 receptor; pesquisa #2: fear, dopamine, D2-like receptor; pesquisa #3:
anxiety, dopamine, D2 receptor; pesquisa #4: anxiety, dopamine, D2-like receptor. A pesquisa
foi realizada de forma independente em marco de 2023 por dois revisores e foi limitada a
estudos publicados até 2022. O periodo de pesquisa comecou a partir da data mais antiga
disponivel nas bases de dados. A presente revisdo seguiu as diretrizes do PRISMA - Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (LIBERATI et al., 2009; MOHER
etal., 2009; MOHER et al., 2015) e utilizou o software Mendeley 1.19.8 (2008-2020 Mendeley
Ltd). O estudo teve foco em artigos publicados em revistas académicas, excluindo assim

teses/dissertacoes, resumos de conferéncias e capitulos de livros.

3.1.2 Processo de selecdo artigos e de extracdo dos dados
O processo de selegdo dos estudos envolveu uma abordagem em duas fases, inicialmente
baseada nos resumos e, posteriormente, na analise dos textos completos. Dois revisores

independentes conduziram este processo e, em caso de discordancia, um terceiro revisor foi
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consultado. Os critérios de inclusdo abrangeram artigos experimentais que examinaram
especificamente o papel dos receptores do tipo D2 de dopamina no medo condicionado e
incondicionado em roedores. Foram aplicados varios critérios de exclusdo, incluindo estudos
em lingua ndo inglesa; formatos ndo experimentais, tais como revisdes, comentarios e cartas ao
editor; estudos que ndo utilizaram ratos/camundongos como sujeitos; estudos nao
farmacoldgicos; estudos que ndo avaliaram o medo/ansiedade; auséncia de manipulacdo dos
receptores do tipo D2; ou auséncia de explora¢do do envolvimento dos receptores do tipo D2
no medo/ansiedade. S6 foram incluidos os estudos que descreviam os efeitos de tratamentos
com farmacos do tipo D2 em comparacdo com animais controle que receberam tratamento com
veiculo. Além disso, foram excluidos os estudos que envolviam algum tipo de tratamento
prévio, manipulacbes de estresse, lesdes cerebrais, modificacbes genéticas ou outras
intervengdes destinadas a alterar a resposta basal de medo/ansiedade.

Para cada artigo, foram extraidas as seguintes informacdes (autores, revista e ano de
publicacdo); objetivo do estudo; desenho do estudo (incluindo informacdo sobre a espécie e
linhagem dos sujeitos, 0 sexo, 0 peso e/ou a idade dos animais; intervengdes farmacoldgicas -
a via de administracdo do farmaco, as doses utilizadas e a frequéncia de administracédo, o tipo
de teste aplicado para avaliar o medo/ansiedade e uma descri¢do do teste); e os principais
resultados relacionados com o papel dos receptores do tipo D2 no medo incondicionado e

condicionado.

3.2 Resultados
3.2.1 Resultados gerais da busca

A pesquisa inicial identificou 2.763 artigos (Fig. 2). Ap6s a remocao de 1.441 duplicados,
restaram 1.322 artigos para analise dos resumos. Destes, 982 artigos foram excluidos apos a

revisdo dos resumos pelas seguintes razdes: 25 ndo estavam em inglés, 1 era um artigo retirado,
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12 estavam em outros formatos (incluindo 3 capitulos de livros, 2 patentes e 7 resumos de

conferéncias), 294 ndo eram experimentais (incluindo 286 revisdes, 1 comunicacédo preliminar,

3 cartas ao editor e 4 comentarios), 357 ndo tinham ratos e/ou camundongos como sujeitos, 177

ndo avaliavam o medo e/ou a ansiedade, 37 ndo avaliavam os receptores do tipo D2 e 79 nao

avaliavam o envolvimento dos receptores do tipo D2 no medo/ansiedade. Apds esta analise,

restaram 340 artigos para analise do texto completo. Destes, 175 artigos foram excluidos pelas

seguintes razdes: ndo experimentais (1 perspectiva), intervencdo ndo farmacoldgica (38), ndo

avaliaram o medo e/ou ansiedade (9), ndo avaliaram o papel dos receptores do tipo D2 (7) e ndo

avaliaram o envolvimento dos

Consequentemente, 165 artigos passaram a fase de extracdo de dados.

Identificar

Selecionar

Qualificar

Incluir

receptores do tipo D2 no medo/ansiedade (120).

Web of Science
(633)

Scopus
(1169)

PubMed
(961)

Artigos potencialmente relevantes

(2763)

Resumos selecionados
(1322)

Duplicatas removidas
(1441)

Texto completo avaliado
(340)

Resumos excluidos (982)

Nac em Inglés (25)
Artigo retirado (1)
Outro formato (12)
Nao experimental (294)
Né&o tem rato/camundongo (357)
Nao avalia medo/ansiedade (177)
Nao avalia receptor do tipo D2 (37)

Néo avalia receptor do tipo D2 no medo/ansiedade (79)

Base de dados final
(165)

Texto completo excluidos(175)

N&o experimental (1)
Intervencéo nao farmacolégica (38)
Nao avalia medo/ansiedade (9)
Néo avalia receptor do tipo D2 (7)

Nao avalia receptor do tipo D2 no medo/ansiedade (120)

Figura 2. Fluxograma da metodologia de pesquisa para 0 processo de revisao.

Os anos de publicacdo variaram entre 1989 e 2022 (Fig. 3). Observamos uma tendéncia

geral de aumento no nimero de publicagbes ao longo do tempo. De 1989 a 2008, a contagem

anual de publicacgdes foi, em média, de cerca de 3 a 4 artigos. A partir de 2010, registou-se um
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aumento das publicagdes, atingindo picos em 2013 (13 artigos), 2014 (10 artigos) e 2021 (9

artigos).
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Figura 3. Representacdo de publicacGes por ano.

3.2.2 Caracteristicas dos roedores

Dos 165 estudos incluidos nesta revisdo, a maioria utilizou ratos como sujeitos
experimentais (114 artigos, Apéndice A). Entre as linhagens de ratos, a Wistar foi a mais
utilizada (65 artigos), seguida da Sprague-Dawley (40 artigos). Nos estudos com camundongos
(53 artigos, Apéndice A), as linhagens mais utilizadas foram a C57BL/6 (15 artigos), seguida
da Swiss e da NMRI (7 artigos cada). Dois estudos envolveram a utilizacdo tanto de ratos
guanto de camundongos (ROGERS et al., 2000; MILLAN et al., 2004).

Dos 114 estudos realizados com ratos, a maioria utilizou animais com peso superior a
220 g (82 artigos), enguanto apenas 10 artigos utilizaram ratos com peso até 220 g.
Adicionalmente, 7 estudos utilizaram ratos com peso entre 200-300 g, e 3 estudos utilizaram

ratos com peso entre 150-280 g. A informacdo sobre o peso dos sujeitos experimentais nao
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estava disponivel em 12 estudos. Relativamente a idade dos ratos, 87 dos 114 estudos nédo
especificaram este parametro. Entre os que forneceram essa informacéo, 7 estudos utilizaram
ratos com idades entre 0 e 8 semanas, enquanto outros 7 utilizaram ratos com idades entre 8 e
24 semanas. Além disso, 12 estudos relataram que utilizaram ratos adultos sem especificar a
idade. Relativamente ao sexo, uma maioria substancial dos 106 estudos utilizou exclusivamente
ratos machos. Em contrapartida, apenas 3 estudos utilizaram tanto machos como fémeas, e 5
utilizaram exclusivamente fémeas. Entre os estudos que usaram fémeas, 2 usaram ratas
ovariectomizadas (RIGDON et al., 1996; FEDOTOVA, 2013), 2 examinaram ratas pos-parto
(YANG etal., 2015; NIE etal., 2018) e apenas um explorou a influéncia do ciclo estral (ALVES
et al., 2022). Os outros trés estudos ndo forneceram informacdes relativas a fase do ciclo estral
(GUARRACI et al., 2000; VORHEES et al., 2009; GHANBARI et al., 2018).

Entre os 53 artigos que envolveram camundongos, 23 utilizaram animais com peso até
30 g, 3 utilizaram camundongos com peso entre 28 e 35 g, enquanto 2 estudos utilizaram
animais com peso superior a 30 g. Em 25 estudos, ndo foi fornecida informacéao sobre o peso.
Relativamente a idade, 12 estudos utilizaram camundongos com idades entre 0 e 8 semanas,
enguanto 17 estudos utilizaram camundongos com idades entre 8 e 22 semanas. Dois estudos
envolveram camundongos que excederem esta faixa etaria. Além disso, 4 estudos referiram a
utilizagdo de adultos, enquanto 18 estudos ndao forneceram informacOes sobre a idade.
Relativamente ao sexo, os camundongos machos foram a escolha predominante na
investigagdo, com 50 estudos a utiliza-los exclusivamente. Dois estudos utilizaram fémeas
(PALOTAI et al., 2014b; MARTINS et al., 2022), embora ndo houvesse informagdes
disponiveis sobre a fase do ciclo estral. Um estudo ndo forneceu informagdes sobre o sexo dos

camundongos (DENG et al., 2015).
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3.2.3 Caracteristicas da administracao de farmacos

Em conjunto, os artigos incluidos relataram os efeitos de 43 farmacos diferentes do tipo
D2 (Apéndice B). A maioria dos artigos utilizou varios farmacos nos seus estudos.
Classificamos estes farmacos em agonistas e antagonistas do tipo D2. Na classe dos
antagonistas do tipo D2, foram encontrados os seguintes farmacos nos artigos: sulpirida (68
artigos), haloperidol (36), racloprida (19), L-745.870 (7), L-741.741 (5), U99194 (4),
eticloprida (3), remoxiprida (3), GR103691 (2), L-741.626 (2), nemonaprida (2), SB-277.011-
A (2), domperidona (1), DS121 (1), L-741.742 (1), mazapertina (1), mosapramina (1), pimozida
(1), ST 2223 (1), S33084 (1), tiaprida (1), tioridazina (1), U101958 (1), YQAL4 (1). Na classe
dos agonistas dos receptores do tipo D2, foram encontrados os seguintes farmacos nos artigos:
quimpirole (48 artigos), 7-OH-DPAT (5), PD-168.077 (4), BP 897 (3), pramipexol (3),
ropinerol (3), LY 171555 (2), PD-128.907 (2), quinelorano (2), RU 24926 (2), sumanirole (2),
talipexol (B-HT 920) (2), cabergolina (1), PPHT (1), preclamol (1), rotigotina (1), roxindol (1),
$32504 (1), S32601 (1), TNPA (1).

A via mais frequente (Apéndice B) para a administracao sistémica foi a intraperitoneal
(ip), aparecendo em 80 estudos; a segunda via mais comum foi a subcutanea (sc), aparecendo
em 23 artigos. Para administracdo local (72 artigos), foram encontradas as seguintes regides:
amigdala (21 artigos), cortex pré-frontal (14 artigos), nucleos da base (13 artigos), hipocampo
(11 artigos), area tegmental ventral (10 artigos), coliculo inferior, coliculo superior e area septal
(2 artigos cada), habénula lateral, nicleo leito da estria terminal, substancia cinzenta
periaquedutal dorsal e cortex piriforme (1 artigo cada). Diferentes frequéncias de administracao
foram observadas, predominantemente na forma aguda na maioria dos estudos (uma Unica
administracdo por animal), mas também em cenarios crénicos (administracdo diaria por periodo

de 5 dias a 10 semanas).
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O antagonista do receptor do tipo D2 mais utilizado foi a sulpirida, administrada por via
intraperitoneal. As doses de sulpirida variaram de 0,001 (BUENO et al., 1992) a 50 mg/kg
(NASEHI et al., 2010; EBADA et al., 2016), sendo 20 mg/kg (encontrado em 15 artigos) e 40
mg/kg (encontrado em 12 artigos) foram as doses mais prevalentes. Do mesmo modo, ao
examinar a quimpirole, agonista do receptor do tipo D2 mais frequentemente utilizado, notamos
a predominéncia da administracdao por via intraperitoneal, com as doses variando entre 0,0005
(BUENO et al., 1992) e 20 mg/kg (ZARRINDAST et al., 2021), sendo 0,25 e 1 mg/kg (cada

uma mencionada em 6 artigos) e 0,5 mg/kg (mencionada em 5 artigos) as doses mais comuns.

3.2.4 Testes comportamentais

Identificamos 20 testes distintos utilizados para avaliar predominantemente 0 medo
incondicionado, que ndo envolveriam uma aprendizagem aversiva prévia (Apéndice C). Alguns
testes foram utilizados por varios autores, e certos artigos utilizaram mais de um teste. Estes
testes incluiam o labirinto em cruz elevado (70 artigos), campo aberto (13), caixa claro-escuro
(10), interagdo social (8), vocalizagdes ultrassonicas (6), placa de buracos (4), enterrar esferas
(3), enterrar defensivo (3), desligar a luz (2), neofobia (2), potencial evocado auditivo (2),
labirinto em zero elevado (1), labirinto em X (1), estimulacao eléctrica da dPAG (1), paradigma
do odor de gato (1), transporte de alimento (1), paradigma da postura esticada (1),
comportamentos defensivos induzidos por aproximacdo iminente (1), evitacdo de area
iluminada (1) e sobressalto acustico (1).

Identificamos 10 tipos diferentes de testes que avaliam predominantemente o medo
condicionado (Apéndice C), que envolvem aprendizagem prévia, mais uma vez com alguns
testes utilizados por varios autores, e alguns artigos utilizando mais do que um teste. Estes testes
englobam o medo condicionado auditivo (33 artigos), medo condicionado contextual (15),

medo condicionado visual (9), esquiva passiva (8), medo condicionado olfatorio (6), esquiva
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ativa (6), teste de conflito de Vogel (3), averséo ao sabor (1), evitacdo de situacdo ameacadora

(1) e labirinto em cruz elevado modificado (1).

3.2.5 Principais efeitos dos farmacos do tipo D2 no medo incondicionado e condicionado

Os efeitos da administracdo sistémica de farmacos do tipo D2 nas respostas de medo
incondicionado e condicionado estdo resumidos na Tabela 1 e na Tabela 2, respectivamente.
Esses efeitos baseiam-se na significancia relatada nos respectivos artigos.

Para o medo incondicionado (Tabela 1), no labirinto em cruz elevado e no campo aberto,
0s testes mais frequentemente utilizados, a maioria dos estudos ndo mostrou efeitos
significativos para os antagonistas do tipo D2. No entanto, quando um efeito significativo
ocorreu, ele foi do tipo pré-aversivo. A administracdo sistémica de antagonistas do tipo D2
reduziu o tempo que 0Ss animais passaram em espagos abertos, tanto em ratos
(SIEMITKOWSKI et al., 2000; KARL etal., 2006; BRASZKO, 2009; YANG etal., 2015; NIE
etal., 2018) como em camundongos (COLE & RODGERS, 1994; ZARRINDAST et al., 2021).
Apenas dois estudos relataram um aumento da exploracdo de espacos abertos, ambos em
camundongos (RODGERS et al., 1994; EISSA et al., 2021). No teste da caixa claro-escuro, 0s
antagonistas mostraram efeitos pré-aversivos em que 0s animais passaram menos tempo no
compartimento claro (SIMON et al., 1992; SIMON et al., 1993; TIMOTHY et al., 1999;
SARKISOVA etal., 2008). Apenas um estudo com fémeas relatou aumento do tempo gasto no
compartimento claro (FEDOTOVA, 2013). Em relacdo a interagdo social, placa de buracos,
desligar a luz e potencial evocado auditivo, as Unicas diferencas significativas encontradas
apontaram que os antagonistas do tipo D2 tiveram efeitos pro-aversivos (GENDREAU et al.,
1997; REIS et al., 2004; NASEHI et al., 2010; MUTHURAJU et al., 2014). Para a neofobia e
a estimulacdo elétrica da dPAG, ndo foram observados efeitos significativos (BELZUNG &

BERTON, 1997; BELZUNG et al., 2001; DE FIGUEIREDO et al., 2022). Em relacdo as
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vocalizagOes ultrassonicas e ao teste de enterrar esferas, a maioria dos estudos com antagonistas
também ndo mostrou efeitos significativos. Quando ocorreu um efeito significativo, foi
observado um efeito antiaversivo, diminuindo as vocalizagdes ultrassonicas (MOLEWIJK et
al., 1995a; BOULAY et al., 2011) e o numero de esferas enterradas (EISSA et al., 2021). Nos
testes de evitacdo da area iluminada (TALALAENKO et al., 1994), de transporte de alimentos
(DRINGENBERG et al., 2000) e de paradigma da postura esticada (MOLEWIJK et al., 1995b),
foram observados efeitos antiaversivos para 0s antagonistas utilizados.

Quando foram utilizados farmacos com acdo agonista do tipo D2 nos testes do labirinto
em cruz elevado, de enterrar esferas, do labirinto em X e do sobressalto acustico, observou-se
um efeito antiaversivo. A administracdo sistémica de agonistas do tipo D2 aumentou a
exploracéo de espacos abertos (BELZUNG et al., 1991; FERRARI et al., 1992; RODGERS et
al., 1994; RODGERS et al., 1996; RODGERS et al, 2000; MILLAN et al., 2004; ROGOZ et
al., 2004; CHIBA et al., 2010; MAVRIKAKI et al., 2014; ZARRINDAST et al., 2021) e
diminuiu as esferas enterradas (MILLAN et al., 2004) e o reflexo de sobressalto (RADKE &
GEWIRTZ, 2012). Nos testes de campo aberto e caixa claro-escuro, bem como para
vocalizagdes ultrassonicas, a administracdo de agonistas mostrou um efeito antiaversivo, no
qual os animais passaram mais tempo na parte central/clara dos aparelhos (GAO & CUTLER,
1993; SIMON et al., 1994; ROGERS et al., 2000; SIEMITKOWSKI et al., 2000; FEDOTOVA,
2013) e emitiram menos vocalizac¢Oes ultrassonicas (BARTOSZYK, 1998; MILLAN et al.,
2004). No entanto, também foram observados alguns efeitos pré-aversivos (SIMON et al.,
1993; et al., SIEMITKOWSKI et al., 2000; MALIKOWSKA-RACIA etal., 2019). Efeitos pro-
aversivos também foram observados na interacdo social, com agonistas do tipo D2 diminuindo
0 comportamento social (GAO & CUTLER, 1993). Para neofobia e labirinto em zero elevado,
ndo foram observados efeitos significativos com agonistas (BELZUNG etal., 2001; VORHEES

etal., 2009).
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Tabela 1. Resumo das caracteristicas dos estudos explorando os efeitos da administracéo sistémica de drogas do tipo D2 no medo incondicionado.

Labirinto em cruz
elevado (Elevated
plus maze)

Barreto et al., 2018 I(\:/IZTEQSO”QOS C57BL/6) Domperidona | Antagonista | 1,7 mg/kg (ip) ns
Camundongos C57BL/6J . i Antiaversivo
Belzung et al., 1991 Machos LY 171555 Agonista 0,005-1; 5 mg/kg (sc) (1% EBA; 1TBA)
Braszko, 2006 Ratos Wistar Machos Remoxiprida | Antagonista | 5 umol/kg (ip) ns
Braszko, 2009 Ratos Wistar Machos L-745,870 Antagonista | 1 mg/kg (ip) Pré-aversivo ({ TBA)
iss- L-745,870 Antagonista | 0,02-1,5 mg/kg (i ns
Cao & Rodgers, 1097 Camundongos Swiss g ! 9 Q_(P)
Webster Machos L-741,742 Antagonista | 0,04-5 mg/kg (ip) ns
. Sumanirole Agonista 0,1-0,15 mg/kg (i ns
Camicella et al., 2014 Ratos Sprague-Dawley g ! o/kg (_p)
Machos PD-128,907 Agonista 0,1-0,15 mg/kg (ip) ns
: Ratos Wistar e Kyoto . . Antiaversivo
Chibaet al., 2010 Machos Cabergolina Agonista 0,25-4 pmol/kg (sc) (1% EBA; 1TBA)
Cole & Rodgers, 1994 '(\:Azrgﬁggongos DBA/2 Haloperidol Antagonista | 0,0125-0,1 mg/kg (ip) | Pré-aversivo ({ TBA)
Dalmagro et al., 2021 I(\:/IZTEQSO”QOS Swiss Pimozida Antagonista | 0,5 mg/kg (ip) ns
Garcia et al., 2005 Ratos Wistar Machos Sulpirida Antagonista | 10-40 mg/kg (ip) ns
Gendreau et al., 1997 Kﬂgﬁggongos C57BL/6) PNU 99194A | Antagonista | 5-20 mg/kg (sc) ns
Hirata et al., 2007 &2?230“903 dd Racloprida Antagonista | 15 ug/kg (ip) ns
Johnston & File, 1989 K{Aa;gsolglster—Hooded Quimpirole Agonista 0,5-1 mg/kg (sc) ns
Karl et al., 2006 K{/Ia;gﬁossprague—Dawley Haloperidol Antagonista | 0,4 mg/kg (sc) Pré-aversivo ({ TBA)
Khalifeh et al., 2021 Ratos Wistar Machos Sulpirida Antagonista 8&/5)05 ne/5 ul ns
. Camundongos C57BL/6 | PNU- . .
Leggio et al., 2011 Machos 99,194(A) Antagonista | 10 mg/kg (ip) ns
Lopachev et al., 2019 Camundongos C57BL/6 | Haloperidol Antagonista | 70 ug/kg (ip) ns
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Machos

Magdaleno-Madrigal et al.,

2019 Ratos Wistar Machos Sulpirida Antagonista | 20 mg/kg (ip) ns
Malikowska-Racia et al., Camundongos Swiss Pramipexol Agonista 1 mg/kg (sc) ns
2019 Machos Rotigotina Agonista 10 mg/kg (ip) ns
Martins et al., 2022 Egm:;sdongos Swiss Rotigotina Agonista 0,1-5 mg/kg (ip) ns
Mavrikaki et al., 2014 I'\?Aa;(?ﬁossprague—Dawley Ropinerol Agonista 0,1-10 mg/kg (ip) Antiaversivo (1TBA)
Haloperidol Antagonista | 0,16 mg/kg (sc) ns
Racloprida Antagonista | 0,16 mg/kg (sc) ns
Ratos Wistar e S33084 Antagonista | 0,63 mg/kg (sc) ns
Millan et al., 2004 Camundongos NMRI L-741,626 Antagonista | 2,5-10 mg/kg (sc) ns
Machos $32504 Agonista 0,0025-10 mg/kg (sc) | Antiaversivo (1% EBA)
Ropinerol Agonista 0,01-10 mg/kg (sc) ns
S$32601 Agonista 0,0025-5 mg/kg (sc) ns
Nakamura & Kurasawa, Camundongos ddY . . .
2001 Machos Haloperidol Antagonista | 0,03-0,1 mg/kg (ip) ns
Camundongos Albino . .
Navarro et al., 20032 OF.1 Machos L-741,741 Antagonista | 0,75-3 mg/kg (ip) ns
- Haloperidol Antagonista | 0,1-0,2 mg/kg (sc Pré6- ivo ({TBA
Nie et al.. 2018 Ratos Sprague-Dawley : p : 9 9/kg (sc) ré-aversivo ( )
Fémeas Quimpirole Agonista 0,1-0,5 mg/kg (sc) ns
Palotai et al., 2014b Egm:;sdongos CFLP Haloperidol Antagonista | 10 ug/kg (ip) ns
Palotai & Telegdy, 2016 ﬁlzrgﬁggongos CFLP Haloperidol Antagonista | 10 ug/kg (ip) ns
. Ratos SHR/NCrlAnra e Haloperidol Antagonista | 0,25-0,5 ma/kg (ip) ns
Pértile et al., 2017 . ] -
SLA16 Machos Quimpirole Agonista 1,5-3 mg/kg (ip) ns
Reichard et al., 2019 K{/Ia:(c:)ﬁoiprague—Dawley Haloperidol Antagonista | 0,1 mg/kg (ip) ns
Sulpirida Antagonista | 2,5-20 mg/kg (i Anti ivo (1% EBA
Rodgers et al., 1994 Camundongos DBA/2 -p _ g g/kg (ip) _ ?aVefS?VO (1% EBA)
Machos Quimpirole Agonista 0,0625-0,5 mg/kg (ip) | Antiaversivo (1% EBA)




Camundongos DBA/2

Rodgers et al., 1996 Machos 7-OH-DPAT | Agonista 0,01-10 mg/kg (ip) Antiaversivo (1% EBA)
Ratos Lister-Hooded e
Rogers et al., 2000 Camundongos Albino Ropinerol Agonista 0,01-10 mg/kg (ip) Antiaversivo (1TBA)
BKW Machos
Antiaversivo
7-OH-DPAT Agonista 0,05-0,1 mg/kg (sc
, Camundongos CFLP goni okg (59 | (19 EBA; 1TBA)
Rogoz etal., 2004 Machos Antiaversivo
BP 897 Agonista 0,25-0,5 mg/kg (ip) (1% EBA; 1TBA)
. Camundongos CFLP . . .
Telegdy & Adamik, 2013 Machos Haloperidol Antagonista | 10 ug/kg (ip) ns
Telegdy & Jaszberényi, Camundongos CFLP . . .
2014 Machos Haloperidol Antagonista | 10 ug/kg (ip) ns
Yang et al., 2015 Eg:ggaiprague-Dawley Haloperidol Antagonista | 0,1-0,2 mg/kg (sc) Pré-aversivo ({ TBA)
Zarrindast et al., 2013a Ratos Wistar Machos Sulpirida Antagonista | 0,125-0,5 mg/kg (ip) ns
Camundondos NMRI Sulpirida Antagonista | 5-20 mg/kg (ip) Pré-aversivo ({ TBA)
Zarrindast et al., 2021 Machos g irnirol Adoni 520 ma/ka (i Antiaversivo
Quimpirole gonista -20 mg/kg (ip) (1% EBA; 1TBA)
i - Racloprida Antagonista | 1 mg/kg (i ns
Zenko et al., 2011 Ratos Fisher e Sprague ; p. g o/kg (_D)
Dawley Machos Quimpirole Agonista 2 mg/kg (ip) ns
Zhang et al., 2019 K:/Izr(r:\rt:ggongos ICR Sulpirida Antagonista | 40 mg/kg (ip) ns
Campo aberto (Open Camundongos C57BL/6 . . .
field) Barreto et al., 2018 Machos Domperidona | Antagonista | 1,7 mg/kg (ip) ns
Chibaet al., 2010 I'\Q/Izggﬁo\gvmar e Kyoto Cabergolina Agonista 0,25-4 pmol/kg (sc) ns
de Santis et al., 2014 K{Aaggﬁoiprague—Dawley Haloperidol Antagonista | 0,1 mg/kg (po) ns
Ebada et al., 2016 Eﬂzrgﬁggongos C57BL/6 Sulpirida Antagonista | 25-50 mg/kg (ip) ns
Eissa et al., 2021 ecng“;';{dﬁjl‘foOSWBUG ST 2223 Antagonista | 2,5-10 mg/kg (ip) Antiaversivo (1TC)
Karl et al., 2006 K{Azaggﬁoiprague—Dawley Haloperidol Antagonista | 0,4 mg/kg (sc) Pré-aversivo ({TC)
Pértile et al., 2017 Haloperidol Antagonista | 0,25-0,5 mg/kg (ip) ns

37



Ratos SHR/NCrlAnra e

SLA16 Machos Quimpirole Agonista 1,5-3 mg/kg (ip) ns
Sarkisova et al., 2008 Eﬁgﬁ 0\2V|star ¢ WAG/RIj Racloprida Antagonista | 100 ug/kg (ip) ns
Sulpirida Antagonista | 3,3-25 mg/kg (ip) Pré-aversivo ({ TC)
L . . Haloperidol Antagonista | 0,05-0,2 mg/kg (ip) Pré-aversivo ({TC)
Siemitkowski et al., 2000 Ratos Wistar Machos — - -
Quimpirole Agonista 1-2 mg/kg (ip) Antiaversivo (1TC)
7-OH-DPAT | Agonista 0,025-0,1 mg/kg (ip) Pré-aversivo ({TC)
. Camundongos Swiss . Antiaversivo
Simon et al., 1994 Machos RU 24926 Agonista 125-1000 pg/kg (sc) ( lindice de tigmotaxia)
Caixa claro-escuro . . . Antiaversivo
(Light-dark box) . A Sulpirida Antagonista | 10 mg/kg (ip) (1TCB)
Fedotova, 2013 Ratos Wistar Fémeas - -
impirole Agonista 0,1 mg/kg (ip) Antiaversivo
Quimpiro , (TTCB)
Camundongos DBA/2 N . . Antiaversivo
Gao & Cutler, 1993 Machos Quimpirole Agonista 0,25-1 mg/kg (ip) (1TCB)
Karl et al., 2006 K{Azaggﬁoiprague—Dawley Haloperidol Antagonista | 0,4 mg/kg (sc) ns
Ratos Lister-Hooded e ; ;
Rogers et al., 2000 Camundongos Albino Ropinerol Agonista 0,01-10 mg/kg (ip) ,(A%rjltqlé\gswo
BKW Machos
: Ratos Wistar e WAG/RIj . . . Pré-aversivo
Sarkisova et al., 2008 Machos Racloprida Antagonista | 100 ug/kg (ip) (ITCB)
. Camundongos Swiss . . . Pré-aversivo
Simon et al., 1992 Machos Sulpirida Antagonista | 5-40 mg/kg (ip) (ITCB)
. . . Pro-aversivo
Haloperidol Antagonista | 25-50 ug/kg (i
: Camundongos Swiss P g 9/kg (ip) ({TCB)
Simon et al., 1993 Machos Pré-aversivo
RU 24926 Agonista 125-500 ug/kg (sc) (ITCB)
. Ratos Lister-Hooded . . . Pré-aversivo
Timothy et al., 1999 Machos Racloprida Antagonista | 0,05-0,10 mg/kg (ip) (ITCB)
Zhang et al., 2019 (I\Z/Izrgﬁggongos ICR Sulpirida Antagonista | 40 mg/kg (ip) ns
Interagdo social Camundongos C57BL/6 . i
(Social Interaction) Belzung et al., 1991 Machos LY 171555 Agonista 0,005-5 mg/kg (sc) ns
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Ratos Wistar e Sprague-

Boulay et al., 2011 Dawley Machos Haloperidol Antagonista | 0,1-0,3 mg/kg (ip) ns
Camundongos DBA/2 - . . Pro-aversivo
Gao & Cutler, 1993 Machos Quimpirole Agonista 0,25-1 mg/kg (ip) (1Social; TFuga)
. Pro6- ivo (1Esquiva;
Gendreau et al., 1997 Camundongos C57BL/6 PNU 99194A | Antagonista | 5-20 mg/kg (sc) ro-aversivo (TEsquiva
Machos 1Sobressalto)
Nakamura & Kurasawa, Camundongos ddY . . .
2001 Machos Haloperidol Antagonista | 0,03-0,1 mg/kg (ip) ns
Camundongos Albino . .
Navarro et al., 2003b OF.1 Machos L-741,741 Antagonista | 0,75-3 mg/kg (ip) ns
i - Racloprida Antagonista | 1 mg/kg (i ns
Zenko et al., 2011 Ratos Fisher e Sprague : P_ 9 g/kg (.p)
Dawley Machos Quimpirole Agonista 2 mg/kg (ip) ns
V|0C3|i23§595 Sulpirida Antagonista | 0,03-3 mg/kg (sc) ns
ultrassbnicas : ;
(Ultrasonic Haloperidol Antagonista | 0,03-1 mg/kg (sc) ns
vocalizations) Racloprida Antagonista | 0,03-1 mg/kg (sc) ns
Remoxiprida Antagonista | 0,03-3 mg/kg (sc) ns
Mazapertina Antagonista | 0,03-1 mg/kg (sc) ns
DS121 Antagonista | 0,03-3 mg/kg (sc) ns
U99194A Antagonista | 0,1-3 mg/kg (sc) ns
U101958 Antagonista | 0,1-3 mg/kg (sc) ns
- L745870 Antagonista | 0,1-3 mg/kg (sc ns
Bartoszyk, 1998 I,\?/Iator? Sprague-Dawley 81 9 g/kg (sc) —
achos Quimpirole Agonista 0,01-1 mg/kg (sc) Antiaversivo (LUSVs)
Talipexol Agonista 0,01-0.,1 mg/kg (sc) Antiaversivo (LUSVs)
TNPA Agonista 0,01-1 mg/kg (sc) Antiaversivo (LUSVs)
PPHT Agonista 0,01-0,1 mg/Kkg (sc) Antiaversivo (LUSVs)
7-OH-DPAT Agonista 0,03-0,1 mg/kg (sc) Antiaversivo (LUSVs)
Pramipexol Agonista 0,03-0,3 mg/kg (sc) Antiaversivo (LUSVs)
Quinelorano Agonista 0,003-0,1 mg/kg (sc) Antiaversivo (LUSVs)
Roxindol Agonista 0,01-1 mg/kg (sc) Antiaversivo (LUSVs)
PD128907 Agonista 0,1-1 mg/kg (sc) Antiaversivo (LUSVs)
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Ratos Wistar e Sprague-

Boulay et al., 2011 Dawley Machos Haloperidol Antagonista | 0,1-0,3 mg/kg (ip) Antiaversivo (LUSVs)
Colombo et al., 2013 Ratos Wistar Machos Haloperidol Antagonista | 0,5-1 mg/kg (ip) ns
Malikowska-Racia et al., Camundongos Swiss Pramipexol Agonista 1 mg/kg (sc) Pré-aversivo (1TUSVs)
2019 Machos Pramipexol Agonista 10 mg/kg (ip) Pré-aversivo (1USVs)
Haloperidol Antagonista | 0,16 mg/kg (sc) ns
Racloprida Antagonista | 0,16 mg/kg (sc) ns
Ratos Wistar e S33084 Antagonista | 0,63 mg/kg (sc) ns
Millan et al., 2004 Camundongos NMRI L-741,626 Antagonista | 2,5-10 mg/kg (sc) ns
Machos S32504 Agonista 0,0025-10 mg/kg (s¢) | Antiaversivo ({USVs)
Ropinerol Agonista 0,01-10 mg/kg (sc) Antiaversivo (LUSVs)
532601 Agonista 0,0025-5 mg/kg (sc) ns
Molewijk et al., 1995a Ratos Wistar Machos Haloperidol Antagonista | 0,3-3 mg/kg (ip) Antiaversivo (LUSVs)
Enterrar esferas ) Camundongos C57BL/6 . : Antiaversivo (| Esferas
(Marble-burying) Eissa et al., 2021 e BTBR Machos ST 2223 Antagonista | 2,5-10 mg/kg (ip) enterradas)
Haloperidol Antagonista | 0,16 mg/kg (sc) ns
Racloprida Antagonista | 0,16 mg/kg (sc) ns
S$33084 Antagonista | 0,63 mg/kg (sc) ns
Ratos Wistar e -
Millan et al., 2004 Camundongos NMRI L-741,626 Antagonista | 2,5-10 mg/kg (sc) ns : : -
Machos $32504 Agonista 0.0025-10 mgfkg (s¢) | AAntiaversivo ({Esferas
enterradas)
Ropinerol Agonista 0,01-10 mg/kg (sc) ns
S$32601 Agonista 0,0025-5 mg/kg (sc) ns
Ratos Sprague-Dawley - . i
Vorhees et al., 2009 Machos e Fémeas Quimpirole Agonista 1-4 mg/kg (sc) ns
Placa de buracos Ratos Sprague-Dawley . .
(Hole-board) Karl et al., 2006 Machos Haloperidol Antagonista | 0,4 mg/kg (sc) ns
: Camundongos NMRI . . . Pré-aversivo
Nasehi et al., 2010 Machos Sulpirida Antagonista | 12,5-50 mg/kg (ip) ( IMergulho)
Neofobia Camundongos BALB/c . . .
(Neophobia) Belzung & Berton, 1997 Machos Sulpirida Antagonista | 8-32 mg/kg (ip) ns
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Haloperidol Antagonista | 0,03-0,1 mg/kg (ip) ns
Belzung et al., 2001 '(\Zﬂzrgﬁggongos BALB/c Racloprida Antagonista | 0,03-0,1 mg/kg (ip) ns
Quinelorano Agonista 0,03-0,3 mg/kg (ip) ns
Antiaversivo
Evitag&o da area Sulpirida Antagonista | 15-20 mg/kg (ip) ("Tempo no setor
- - 1
|Ium|n_ada , Talalaenko et al., 1994 Ratos Mongrel Machos ¢ ar.o) -
(lMluminated area Antiaversivo
avoidance) Haloperidol Antagonista | 0,2-0,5 mg/kg (ip) (1Tempo no setor
claro)
i i . . - . . Pro- ivo (1Desli
De_s ligar a luz (Lignt Reis et al., 2004 Ratos Wistar Machos Sulpirida Antagonista | 20-40 mg/kg (ip) ro-aversivo (1Desligar
switch-off) a luz)
Potencial evocado
auditivo (Auditory- Muthuraju et al., 2014 Ratos Wistar Machos Haloperidol Antagonista | 0,1-1 mg/kg (ip) Pré-aversivo (TPEA)
evoked potentials)
Labirinto em zero Ratos Sprague-Dawle
elevado (Elevated Vorhees et al., 2009 pragt y Quimpirole Agonista 1-4 mg/kg (sc) ns
Machos e Fémeas
Zero maze)
rl;]zt;er)lnto em X (X- Ferrari et al., 1992 Ratos Wistar Machos Talipexol Agonista 1-2 mg/kg (ip) Antiaversivo (1% EBA)
Estimulagdo elétrica
da dPAG (dPAG de Figueiredo et al., 2022 Ratos Wistar Machos Sulpirida Antagonista | 40 mg/kg (ip) ns
electrical stimulation)
Transporte de i Anti o (1 .
alimento (Food- Dringenberg et al., 2000 m;gsolgong Evans Racloprida Antagonista | 0,005-0,2 mg/kg (ip) mlave;swo (1Comida
carrying test) carregada)
Paradigma da postura Antiaversivo
esticada (Stretched Molewijk et al., 1995b Ratos Wistar Machos Haloperidol Antagonista | 0,01-0,1 mg/kg (ip) .
(IPostura de esticar)
approach posture)
Sobressalto AcUstico . Ratos Sprague-Dawley N . i Antiaversivo
(Acoustic startle) Radke & Gewirtz, 2012 Machos Quimpirole Agonista 10-50 pg/kg (sc) (1Sobressalto)

Legenda: EBA = entradas nos bracos abertos; ICV = intracerebroventricular; ip = intraperitoneal; sc = subcutaneo; ns = ndo significativo; PEA = potencial evocado auditivo;
TC = tempo no centro; TBA = tempo nos bragos abertos; TCB = tempo no compartimento branco; USVs = vocalizacfes ultrassonicas.
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Em estudos de medo condicionado (Tabela 2), os antagonistas do tipo D2 em sua
maioria ndo apresentaram efeitos significativos. Por exemplo, no teste de conflito de Vogel e
no medo condicionado olfatério, ndo foram observados efeitos significativos
(SIEMITKOWSKI et al.,, 2000; MILLAN et al., 2004; LAVIOLETTE et al., 2005).
Predominantemente em estudos que envolveram o condicionamento aversivo com estimulo
explicito (auditivo e visual) e contextual, os antagonistas do tipo D2, quando influenciaram o
comportamento, demonstraram efeitos antiaversivos, reduzindo o congelamento. Apenas dois
artigos relataram aumento do congelamento com antagonistas do tipo D2 (MUELLER et al.,
2010; COLOMBO etal., 2013). Na esquiva ativa e na evitacdo de situacdo ameacadora, ou ndo
foi observado nenhum efeito (TALALAENKO etal., 1994; RIGDON et al., 1996; BRASZKO,
2006; ANTUNES et al., 2020) ou uma reducdo no comportamento de esquiva foi observada
(REIS etal., 2004; MEAD et al., 2008; CARVALHO et al., 2009). Por fim, na esquiva passiva,
dois estudos relataram efeitos significativos para os antagonistas do tipo D2: um apresentou um
efeito antiaversivo (DUBROVINA & ZINOV'EVA, 2010), enquanto o outro demonstrou um
efeito pré-aversivo (MEAD et al., 2008).

Poucos estudos empregaram agonistas do tipo D2 no medo condicionado, e o resultado
mais frequente observado foi a auséncia de efeitos significativos. Em estudos envolvendo
condicionamento de medo com estimulo explicito (auditivo e visual) e contextual, ao
influenciar o comportamento de congelamento, os agonistas exibiram efeitos antiaversivos
(PONNUSAMY et al., 2005; DE OLIVEIRA et al., 2006, 2013; DE SOUZA CAETANO et al.,
2013; MALIKOWSKA-RACIA et al., 2019). O mesmo pode ser visto no teste de conflito de
Vogel, com agonistas aumentando consistentemente as respostas punidas (SIEMITKOWSKI
et al., 2000; ROGOZ et al., 2003; MILLAN et al., 2004). Apenas um efeito pré-aversivo
significativo foi observado, um aumento da esquiva no teste de evitacdo passiva em ratos

(DUBROVINA & ZINOV'EVA, 2010).
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Tabela 2. Resumo das caracteristicas dos estudos explorando os efeitos da administracdo sistémica de drogas do tipo D2 no medo condicionado.

Medo condicionado
contextual
(Contextual fear
conditioning)

Antiaversivo (1

Al t al., 2022 Ratos Wistar Fé Sulpirid Ant ist 20-40 mg/kg (i
ves et a atos Wistar Fémeas ulpirida agonista mg/kg (ip) Congelamento)
Sulpirida Antagonista | 1-100 pg/kg (ip) ns
Sulpirida Antagonista | 0,1-10 pg/kg ICV) | ns
Bueno et al., 1992 Ratos Wistar Machos .p - g he g‘( )
Quimpirole Agonista 0,5-5 ng/kg (ip) ns
Quimpirole Agonista 0,5- 5 pg’kg (ICV) | ns
. . . . Pro- ivo (1
Colombo et al., 2013 Ratos Wistar Machos Haloperidol Antagonista | 0,5-1 mg/kg (ip) ro-aversivo (
Congelamento)
. . . i ivo ({
de s c | Sulpirida Antagonista | 10-40 mg/kg (ip) ézzaZT:;Zifo)
& Souza Caetano et al., Ratos Wistar Machos .g -
2013 Quimpirole Agonista 0,1-0,25 mg/kg (ip) Antiaversivo (!
P g e MGG Up Congelamento)
. . . Anti ivo ({
. . Sulpirida Antagonista | 40 mg/kg (ip) ntiaversivo (
de Vitaet al., 2021 Ratos Wistar Machos Congelamento)
Haloperidol Antagonista | 0,1-0,25 mg/kg (ip) | ns
. . Antiaversivo (1
Haloperidol Antagonista | 0,01-10 mg/kg (sc) Congelamento)
- ] _ : o (1
Inoue et al., 1996 Ratos Sprague-Dawley Racloprida Antagonista | 3-30 mg/kg (sc) Antiaversivo (

Machos

Congelamento)

Nemonaprida

Antagonista

0,1-2 mg/kg (sc)

Antiaversivo (1

Congelamento)
Inoue et al., 2005 I\R/Iaggﬁosgprague-Dawley Haloperidol Antagonista | 0,3-3 mg/kg (sc) ns
Haloperidol Antagonista | 0,1-3 mg/kg (po) ns
e Todastal, 986 | Dy s | 3109k 00 |1t
Tioridazina Antagonista | 3-100 mg/kg (po) ns
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Sulpirida Antagonista | 20 mg/kg (ip) ns
. Sulpirida Antagonista | 20 mg/kg (sc) ns
Kamei et al., 1995 Camundongos ddY Machos — - -
Quimpirole Agonista 0,25-2 mg/kg (ip) ns
Quimpirole Agonista 0,25-2 mg/kg (sc) ns
. o (1
Sulpirida Antagonista | 10 mg/kg (ip) énzavir::it( )
Kamei et al., 1996 Camundongos ddY Machos © ,ge 2 ,e o
Sulpirida Antagonista | 10 mg/kg (sc) Antiaversivo (1
P g gk Congelamento)
2N(?(l)<f mura & Kurasawa, Camundongos ddY Machos | Haloperidol Antagonista | 0,03-0,1 mg/kg (ip) | ns
. o (1
Silvaetal., 2022 Ratos Wistar Machos Sulpirida Antagonista | 40 ma/kg (ip) Antiaversivo (
Congelamento)
Tsuchiya et al., 1996 Ratos Wistar-King Machos Nemonaprida | Antagonista | 1 mg/kg (sc) ns
Wang et al., 2006 Camundongos ICR Machos | Sulpirida Antagonista | 12,5 mg/kg (sc) ns
Medo condicionado Camundongos C57BL/6J . . .
auditivo (Auditory- Bonasera et al., 2015 Machos Racloprida Antagonista | 1-3 mg/kg (ip) ns
cued fear i i i
feal Camundongos C57BL/6J Racloprida Antagonista | 0,3 mg/kg (ip) ns
conditionin de Bundel et al., 2016 — - -
itioning) eC57BL/6N Machos Quimpirole Agonista 1 mg/kg (ip) ns
Camundongos NR DAT+/- : . . Antiaversivo (1
Deng et al., 2015 knockdown Machos Haloperidol Antagonista | 0,002 mg/kg (ip) Congelamento)
. . Haloperidol Antagonista | 0,05-1 mg/kg (ip) ns
Holtzman-Assif et al., 2010 | Ratos Wistar Machos - -
Haloperidol Antagonista | 2 ug/2 pl (ICV) ns
. o (1
. . . Pramipexol Agonista 1 mg/kg (sc) Antiaversivo (
Malikowska-Racia et al., Camundongos Swiss Congelamento)
2019 Machos L . . Antiaversivo (1
Rotigot A t 1 k
otigotina gonista 0 mg/kg (ip) Cmgdmmmm)
- . . . Pro- ivo (1
Mueller et al., 2010 Ratos Sprague-Dawley Racloprida Antagonista | 0,1-0,3 mg/kg (ip) ro-aversivo (
Machos Congelamento)
Oshibuchi et al., 2009 Eﬁfggrsloiprague-DawIey Haloperidol Antagonista | 1 mg/kg (ip) ns
Nader & LeDoux, 1999a Ratos Sprague-Dawley Quimpirole Agonista 0,05-5 mg/kg (ip) ns

Machos
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Antiaversivo (1

Sulpirida Antagonista | 20 mg/kg (i
Camundongos C57BL/6J P J o/kg (p) Congelamento)
Ponnusamy et al., 2005 : ;
Machos Quimpirole Agonista 1 mg/kg (ip) Antiaversivo (1
P g g ip Congelamento)
. . Anti ivo ({
SB-277,011-A | Antagonista | 6 mg/kg (ip) ntiaversivo (
. Ratos Sprague-Dawley Congelamento)
Rice et al., 2018 . 5
Machos YQAL4 Antagonista | 6.25-25 mg/kg (ip) | naaversivo (
) ' Fgup Congelamento)
. . SB-277,011-A | Antagonista | 0,5-10 mg/kg (ip) ns
Swain et al., 2008 Ratos Wistar Machos - -
BP 897 Agonista 0,1-2 mg/kg (ip) ns
Wang et al., 2006 Camundongos ICR Machos | Sulpirida Antagonista | 12,5 mg/kg (sc) ns
Esqui\(a_passiva _ Braszko, 2006 Ratos Wistar Machos Remoxiprida | Antagonista | 5 umol/kg (ip) ns
(Conditioned passive - - ;
avoidance) Braszko, 2009 Ratos Wistar Machos L-745,870 Antagonista | 1 mg/kg (ip) ns
Dubrovina & Zinov'eva, Camundongos C57BL/6J Quimpirole Agonista 1 mg/kg (ip) Pré-aversivo (1 Esquiva)
2010 Machos Sulpirida Antagonista | 10 mg/kg (ip) Antiaversivo (! Esquiva)
Ghanbari et al., 2018 Eggsazvlstar Machos e Sulpirida Antagonista | 20 mg/kg (ip) ns
Mead et al., 2008 Eﬂzggﬁoiprague-DawIey Haloperidol Antagonista | 0,05 mg/kg (sc) Pré-aversivo (1 Esquiva)
Nasehi et al., 2010 '(\:Azrgﬁggongos NMRI Sulpirida Antagonista | 12,5-50 mg/kg (ip) | ns
Palotai et al., 2014a Ratos Wistar Machos Haloperidol Antagonista | 10 ug/kg (ip) ns
Telegdy et al., 2014 :\Z/Izngﬁggongos CFLP Haloperidol Antagonista | 10 ug/kg (ip) ns
Esqui\{a_ ativa _ Antunes et al., 2020 Ratos Wistar Machos Sulpirida Antagonista | 20-40 mg/kg (ip) ns
(Conditioned active - —_ - ;
avoidance) Braszko, 2006 Ratos Wistar Machos Remoxiprida Antagonista | 5 pmol/kg (ip) ns
Carvalho et al., 2009 Ratos Wistar Machos Sulpirida Antagonista | 10-20 mg/kg (ip) Antiaversivo (I Esquiva)
Mead et al., 2008 II\?Az;tgrs]OS;prague-DawIey Haloperidol Antagonista | 0,05 mg/kg (sc) Antiaversivo (I Esquiva)
Reis et al., 2004 Ratos Wistar Machos Sulpirida Antagonista | 20-40 mg/kg (ip) Antiaversivo (I Esquiva)
Rigdon et al., 1996 Ratos Wistar Machos e Haloperidol Antagonista | 0,1-0,4 mg/kg (po) | ns

Long-Evans Fémeas
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Medo condicionado

/ | Sulpirida Antagonista | 20-40 mg/kg (ip) ns
¥|sual (\él_s_ualfcued de Oliveira et al., 2006 Ratos Wistar Machos il Agoni 0.1-05 ma/ka (i Antiaversivo
ear conditioning) Quimpirole gonista ,1-0,5 mg/kg (ip) (1 Congelamento; | SPM)
: o (1
Sulpirida Antagonista | 40 mg/kg (ip) ézza‘s:;‘;t(@
de Oliweiraet al., 2013 Ratos Wistar Machos 'g -
Quimpirole Agonista 0.25 mg/kg (ip) Antiaversivo (1
P g 29 Mg ip Congelamento)
. . . Anti ivo ({
. . Sulpirida Antagonista | 40 mg/kg (ip) ntiaversivo (
de Vitaet al., 2021 Ratos Wistar Machos CongelamentO)
Haloperidol Antagonista | 0.1-0.25 mg/kg (ip) | ns
Muthuraju et al., 2014 Ratos Wistar Machos Haloperidol Antagonista | 0.1-1 mg/kg (ip) Antiaversivo (! SPM)
TestelconflithJ de Haloperidol Antagonista | 0.16 mg/kg (sc) ns
Vogel (Voge . -
con?‘licg[ tesgt) Racloprida Antagonista | 0.16 mg/kg (sc) ns
S33084 Antagonista | 0.63 mg/kg (sc) ns
| 200 gatos V(;/istar e L-741,626 Antagonista | 2.5-10 mg/kg (sc) ns
Millan et al., 4 amundongos NMRI - -
Machos S32504 Agonista 0.0025-10 mg/kg Ant%averswo (1 Respostas
(sc) punidas)
Ropinerol Agonista 0.01-10 mg/kg (sc) | ns
$32601 Agonista | 0-0025-5makg | o
(sc)
. Anti ivo (1
7-OH-DPAT | Agonista | 0.01-0.1 mg/kg (sc) l?:l;zz)rs“’o (1 Respostas
Rogoz et al., 2003 Ratos Wistar Machos i i vo (1 R .
BP 897 Agonista 0.1-05mg/kg (ip) | T AVEISIVO LT RESPOSEas
punidas)
Sulpirida Antagonista | 3.3-25 mg/kg (ip) ns
Haloperidol Antagonista | 0.05-0.2 mg/kg (ip) | ns
iemi i i I . . Anti ivo (1
Siemitkowski et al., 2000 Ratos Wistar Machos Quimpirole Agonista 1-2 mg/kg (ip) ntfaVefSIVO (1 Respostas
punidas)
7-OH-DPAT | Agonista 8‘3)25'0'1 mg/kg ns
Medo condicionado Laviolette et al., 2005 Ratos Sprague-Dawley L-741,741 Antagonista | 0.08-0.8 mg/kg (iv) | ns

olfatério

Machos
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(Olfactory-cued fear
conditioning)

Evitacdo da situacdo
ameacadora
(Threatening
situation avoidance)

Talalaenko et al., 1994

Ratos Mongrel Machos

Sulpirida

Antagonista

15-20 mg/kg (ip)

Antiaversivo (1 Tempo no

setor claro)

Haloperidol

Antagonista

0.2-0.5 mg/kg (ip)

ns

Legenda: ICV = intracerebroventricular; ip = intraperitoneal; iv = intravenoso; ns = ndo significativo; po = oral; sc = subcutaneo; SPM = sobressalto potencializado pelo medo.
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A Tabela 3 e a Tabela 4 fornecem uma visdo geral abrangente dos efeitos da
administracdo local dos farmacos do tipo D2 nas respostas de medo incondicionado e
condicionado, respetivamente. Tal como descrito anteriormente, a administracdo sistémica de
antagonistas do tipo D2 resultou consistentemente em efeitos pré-aversivos no medo
incondicionado, enquanto 0s agonistas do tipo D2 exibiram predominantemente efeitos
antiaversivos. Este padrdo persiste com a administracdo local em regides encefalicas caudais
(Tabela 3). Por exemplo, a administracdo de antagonistas do tipo D2 no coliculo inferior e
superior, bem como na substancia cinzenta periaquedutal dorsal, produziu efeitos pré-aversivos
no LCE (DE OLIVEIRA et al., 2014; MUTHURAJU et al., 2016). Notavelmente, a
administracdo intra-1C de um antagonista também aumentou os potenciais evocados auditivos
aversivos (DE OLIVEIRA et al., 2014; MUTHURAJU et al., 2014). No coliculo superior, 0s
antagonistas provocaram efeitos pré-aversivos no teste de desligar a luz (MUTHURAJU et al.,
2016), enquanto os agonistas desencadearam efeitos antiaversivos no comportamento defensivo
induzido por aproximacdo iminente (MONTARDY et al., 2022). A exploracdo da
administracdo de drogas do tipo D2 na area tegmental ventral ndo revelou efeitos significativos
para 0s antagonistas utilizados em dois estudos (ZARRINDAST et al., 2013b; PENG et al.,
2021).

Surgiram resultados mistos com a administracdo de drogas do tipo D2 em regides mais
rostrais (Tabela 3). Por exemplo, a administracdo no cortex pré-frontal produziu efeitos
antiaversivos para agonistas e antagonistas no LCE e outros testes de medo incondicionado
(WALL et al., 2003; SHAH et al., 2004; VERGARA et al., 2017). Na administragdo de
antagonistas do tipo D2 intra-amigdala, foi observada uma combinacéo de efeitos antiaversivos
(DIAZ et al., 2011; ZARRINDAST et al.,, 2011; BANANEJ et al., 2012) e pré-aversivos
(ZARRINDAST et al., 2010a; DE LA MORA et al., 2012), embora a maioria dos estudos ndo

tenha encontrado efeitos significativos. Os agonistas induziram consistentemente efeitos pro-
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aversivos nos dois estudos avaliados (BANANEJ et al., 2012; WU et al., 2022). A maioria dos
estudos ndo revelou efeitos significativos com a administracéo local de antagonistas nos nucleos
da base, embora tenham sido observados efeitos pro-aversivos (RAZAVI et al., 2014; AVILA
et al., 2020) e antiaversivos (EBRAHIMI-GHIRI et al., 2018) pontuais. Quanto aos agonistas,
houve efeitos antiaversivos (EBRAHIMI-GHIRI et al., 2018; AVILA et al., 2020) ou auséncia
de efeito (AVILA et al., 2020). Na administracdo intra-hipocampo, uma mistura de efeitos
antiaversivos (ZARRINDAST et al., 2010b; EBRAHIMI-GHIRI et al., 2018), pré-aversivos
(PIRI et al., 2013) e auséncia de efeitos (NASEHI et al., 2011; ZARRINDAST et al., 2012b;
NASEHI et al., 2013; PERTILE et al., 2017) foi observada para agonistas e antagonistas no

medo incondicionado.
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Tabela 3. Caracteristicas dos estudos que investigaram efeitos da administracao local de drogas do tipo D2 no medo incondicionado.

Labirinto em cruz
elevado (Elevated
plus maze)

Sulpirida Ant | Intra-NAc (uni) 0,06-0,18 pg/0,3 ul ns
Ahmadi et al., 2013 Ratos Wistar Machos . Ag .
Quimpirole o Intra-NAc (uni) 0,04-0,15 pg/0,3 pl ns
Haloperidol | Ant | Intra-GP (uni) 200 uM/0,5 ul Pré-aversivo (! TBA)
Avila et al., 2020 Ratos Wistar Machos Ag . ] ]
PD-168,077 | Intra-GP (uni) 200 uM/0,5 ul Antiaversivo (1 TBA)
Sulpirida Ant | Intra-BLA (bi) 0,05-0,25 ug/0,5 ul/site | Antiaversivo (T % EBA; T TBA)
Bananej et al., 2012 Ratos Wistar Machos -
) Quimpirole | A9 | intra-BLA (bi) | 2005-0.025 1g/0,5 Pro-aversivo (1 TBA)
0 ul/site
Ratos Sprague- Eticlopride Ant | Intra-LHb (bi) 1 ug/1 pl/site ns
Chan et al., 2017 L Ag . .
Dawley Machos Quimpirole | Intra-LHb (bi) 1 pg/1 ul/site ns
de laMoraetal., 2012 | Ratos Wistar Machos | Racloprida Ant | Intra-CeA (bi) 0,75-4 pg/0,25 pl/site ns
Sulpirida Ant | Intra-IC (bi) 1-4 pg/0,2 pl/site Pré-aversivo (I EBA; | TBA)
de Oliveiraetal., 2014 | Ratos Wistar Machos —
Quimpirole | Ago | Intra-IC (bi) 0,5-2 pg/0,2 pl/site ns
Diaz et al.. 2011 Ratos Sprague- U99194 Ant | Intra-BLA (bi) 1,5-5 pmol/0,5 pl/site | Antiaversivo (T % EBA; 1 TBA)
iaz etal.,
Dawley Machos GR103691 | Ant | Intra-BLA (bi) 0,5 pmol/0,5 ul/site ns
Sulpirida Ant | Intra-NAc (uni) 0,125-0,5 pg/0,3 ul Antiaversivo (T % EBA)
Sulpirida Ant | Intra-dHIPP (uni) | 0,25-1 ug/0,5 pl Antiaversivo (1 % EBA)
Ebrahimi-Ghiri et al., Ratos Wistar Mach Ag Intra-NAC core
2018 atos vvistar Machos | oyimpirole o (uni) 0,0625-0,25 ug/0,3 ul | Antiaversivo (1 % EBA)
Quimpirole ,:g Intra-dHIPP (uni) | 0,0625-0,25 ug/0,5 ul | Antiaversivo (T % EBA)
Laszlo et al., 2020 Ratos Wistar Machos | Sulpirida Ant | Intra-CeA (bi) 4 ug/0,4 ul/site ns
. Ratos Sprague- _— Ag i . .
Li et al., 2019 Dawley Machos Quimpirole o Intra-FrA (bi) 1 mM/0,2 pl/site ns
. . . Intra-dPAG (uni) | 0,125-0,5 pg/5 ul Pré-aversivo (I EBA; | TBA)
Muthuraju et al., 2016 | Ratos Wistar Machos | Sulpirida Ant

Intra-dISC (uni)

0,125-0,5 pg/5 ul

Pré-aversivo (I EBA; | TBA)
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Ratos Long-Evans

Nguyen et al., 2018 Machos Sulpirida Ant | Intra-NAc (bi) 2 ng/0,5 pl/site ns
Nguyen et al., 2019 IF\QAa:(c:)ﬁolgong—Evans Sulpirida Ant | Intra-DMS 2 ng/0,5 pl/site ns
Ollmann et al., 2022 Ratos Wistar Machos | Sulpirida Ant | Intra-VP (bi) 4 1g/0,4 ul/site ns
Pavlova et al., 2016 Ratos Wistar Machos | Racloprida Ant | Intra-BLA (bi) 1 ug/0,5 pl/site ns
Camundongos . . )
Peng et al., 2021 C57BL/6 Machos Sulpirida Ant | Intra-VTA (bi) 0,15 ng/0,2 pl/site ns
Ratos SHR/NCrlAnra | Haloperidol | Ant | Intra-vHIPP (bi) | 0,5-1 pug/0,5 pl/site ns
Pértile et al., 2017 (SHR) e SLA16 A
' (LEWIS+SHR) Quimpirole 9 | Intra-vHIPP (bi) | 1-2 pg/0,5 psite ns
Machos 0
— _ - - : - . 5 )
i et al. 2013 Camundongos NMRI Sulpirida ﬁnt Intra-CA1 (bi) 0,15-1,5 ng/0,5 pl/site | Pré-aversivo (I %EBA; | TBA)
! Machos Quimpirole | 9 | Intra-CA1 (bi) 0,25-2 pg/0,5 pl/site Pré-aversivo (I %EBA; | TBA)
Razavi et al., 2014 Ratos Wistar Machos | Sulpirida Ant EBE;a'NAC shell 31(/)51136505 ne/0.3 Pré-aversivo (I %EBA; | TBA)
Rezayof et al., 2009 Ratos Wistar Machos | Sulpirida Ant | Intra-CeA (bi) 3’19535'0’75 ng/0,5 ns
Shah et al. 2004 Ratos Sprague- Remoxiprida | Ant | Intra-mPFC (bi) 0,2-10 nmol/0,5 pl/site | ns
! Dawley Machos L-745,870 | Ant | Intra-mPFC (bi) | 0,2-10 nmol/0,5 ul/site | Antiaversivo (T % EBA; 1TBA)
Ratos Sprague- i ) . . . .
Vergara et al., 2017 Dawley Machos L-745,870 Ant | Intra-PL (bi) 5 nmol/0,5 pl/site Antiaversivo (T TBA)
Wall et al. 2003 Camundongos CD-1 Sulpirida 2nt Intra-1L (uni) 1-10 nmol/0,5 pl Antiaversivo (1 EBA; 1 TBA)
! Machos Quimpirole | 9 | Intra-IL (uni) 1-10 nmol/0,5 pl Antiaversivo (1 EBA; 1 TBA)
Camundongos Sulpirida Ant | Intra-BLA (bi) 1,2 ng/0,4 ul/site ns
Wu et al., 2022 - Ag : . .
C57BL/6 Machos Quimpirole | Intra-BLA (bi) 2 ng/0,8 ul/site Pré-aversivo (I TBA)
Sulpirida Ant | Intra-MSN 0,1-3 pug/l ul Antiaversivo (T TBA)
Zarrabian et al., 2021 Ratos Wistar Machos A
Quimpirole o 9 | Intra-MSN 0,01-0,3 pg/1 pl Pré-aversivo (I %EBA; | TBA)
Zarrindast et al., 2010a | Ratos Wistar Machos | Sulpirida Ant | Intra-AMY (bi) 0,5-1,5 pg/0,5 pl/site Pré-aversivo (I %EBA; | TBA)
Zarrindast et al., 2010b | Ratos Wistar Machos | Sulpirida Ant | Intra-vHiPP (bi) | 0,5-2,5 ng/0,5 ul/site Antiaversivo (T TBA)
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Zarrindast et al., 2011 | Ratos Wistar Machos | Sulpirida Ant | Intra-BLA (bi) 1,5-2,5 pg/0,5 pl/site Antiaversivo (1 EBA; 1 TBA)
Zarrindast et al., 2012a | Ratos Wistar Machos | Sulpirida Ant EE:?IZ‘S\C shell 0,25-0,75; 1 png/0,2 ul ns
Zarrindast et al., 2012b | Ratos Wistar Machos | Sulpirida Ant | Intra-CALl (bi) 3’&5&0375 ng/0,5 ns
Zarrindast et al., 2013b | Ratos Wistar Machos | Sulpirida Ant :Sg)él-VTA (uni- 0,2-1 ug/0,2 pl ns
GR103691 Ant | Intra-PirC (bi) 100 nmol/0,5 pl/site ns
Ratos Fisher e L-745,870 Ant | Intra-PirC (bi) 1 ug/0,5 pl/site ns
Zenko etal., 2011 fﬂp;(?ﬁgg‘[)aw'ey L-741,626 | Ant | Intra-PirC (bi) 5 ng/0.5 wlisite ns
— Ag i . 10 pg/0,5 pl/site; 20
Quimpirole o Intra-PirC (bi) ug/1 ulisite ns
Campo aberto Eticlopride | Ant | Intra-LHb (bi) 1 pg/1 pl/site ns
(Open field) Chan et al., 2017 Ratos Sprague- A
Dawley Machos Quimpirole | * 9 | Intra-LHb (bi) 1 ng/1 ulisite ns
Lietal., 2019 Ratos Sprague- Quimpirole Ag Intra-FrA (bi) 1 mM/0,2 pl/site ns
B Dawley Machos 0 ’
Ratos SHR/NCrlAnra | Haloperidol | Ant | Intra-vHIPP (bi) | 0,5-1 ug/0,5 pl/site ns
- (SHR) e SLA16
Pértile et al., 2017 - Ag .
(LEWIS+SHR) Quimpirole Intra-vHIPP (bi) | 1-2 pg/0,5 ul/site ns
Machos 0
Camundongos Sulpirida Ant | Intra-BLA (bi) 1,2 png/0,4 ul/site ns
Wu et al., 2022 o Ag .
C57BL/6 Machos Quimpirole | | Intra-BLA (bi) 2 ug/0,8 pl/site Pré-aversivo (I TC)
Enterrar Defensivo _ _ Pré-aversivo (1 Tempo de
(Shock-probe _ _ Haloperidol | Ant | Intra-GP (uni) 200 uM/0,5 pl enterra)
burying) Avilaetal., 2020 Ratos Wistar Machos A Anti vo (I Tempo d
. 1 IS1
PD-168,077 | 29 | Intra-GP (uni) 200 uM/0,5 pl aversivo Lt Lempo de
0 enterrar)
. . ) , Pré-aversivo (1 Tempo de
de laMoraetal., 2012 | Ratos Wistar Machos | Racloprida Ant | Intra-CeA (bi) 0,75-4 pg/0,25 pl/site enterrar)
Remoxiprida | Ant | Intra-mPFC (bi) 0,2-10 nmol/0,5 wl/site | ns
Shah et al., 2004 Ratos Sprague- Antiaversivo (} Tempo de
Dawley Machos L-745,870 Ant | Intra-mPFC (bi) | 0,2-10 nmol/0,5 pul/site P

enterrar)
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Deslizar a luz

Intra-dPAG (uni)

0,125-0,5 pg/5 ul

ns

(Light switch-off) Muthuraju et al., 2016 | Ratos Wistar Machos | Sulpirida Ant - - - :
Intra-dISC (uni) 0,125-0,5 pg/5 pl Pré-aversivo (1Desligar a luz)
Potencial evocado Sulpirida Ant | Intra-IC (bi) 1-4 ng/0,2 pl/site Pré-aversivo (1 AEP)
auditivo (Auditory- | de Oliveiraetal., 2014 | Ratos Wistar Machos o Ag ] _
evoked potentials) Quimpirole o Intra-I1C (bi) 0,5-2 nug/0,2 ul/site ns
Haloperidol | Ant | Intra-IC (uni) 0,1-1 pg/0,5 ul Pré-aversivo (T AEP)
Muthuraju et al., 2014 | Ratos Wistar Machos o Ag ]
Quimpirole o Intra-1C (uni) 0,1-2 ng/0,2 ul ns
Interacéo Social Haloperidol | Ant | Intra-GP (uni) 200 pM/0,5 pl ns
(Social Interaction) | Avila et al., 2020 Ratos Wistar Machos Ag _
PD-168,077 o Intra-GP (uni) 200 uM/0,5 ul ns
GR103691 Ant | Intra-PirC (bi) 100 nmol/0,5 pl/site ns
Ratos Fisher e L-745,870 Ant | Intra-PirC (bi) 1 ug/0,5 pl/site ns )
- . . Anti i T
Zenko etal., 2011 Sprague-Dawley L-741,626 | Ant | Intra-PirC (bi) | 5 ug/0,5 ulisite ntiaversivo (T Tempo de
Machos cheirar)
_— Ag i . 10 pg/0,5 pl/site; 20
Quimpirole o Intra-PirC (bi) ug/1 ulsite ns
Placa de buracos . i . 0,125-0,375 pg/0,5
(Hole-board) . Camundongos NMRI Sulpirida Ant | Intra-dHIPP (bi) ul/site ns
Nasehi et al., 2011 Machos A
Quimpirole o 9 | Intra-dHIPP (bi) 0,25 ng/0,5 pl/site ns
Nasehi et al., 2013 Camundongos NMRI Sulpirida Ant | Intra-CA3 (bi) 0’0625'0’25 ng/0,5 ns
Machos ul/site
Caixa claro-escuro i U99194 Ant | Intra-BLA (bi) 1,5-5 pmol/0,5 pl/site | Antiaversivo (1 TCB)
(Light-dark box) | Diazetal., 2011 Ratos Sprague : :
awley Machos GR103691 | Ant | Intra-BLA (bi) 0,5 pmol/0,5 pl/site ns
Paradigma do odor Ratos Sprague-
de gato (Cat odor Vergara et al., 2017 prag L-745,870 Ant | Intra-PL (bi) 5 nmol/0,5 pl/site Antiaversivo (I Congelamento)
. Dawley Machos
paradigma)
Comportamento
defensivo induzido . .
o x Camundongos N Ag i . . Antiaversivo (I Comportamento
por aproximacao Montardy et al., 2022 C57BL/6J Machos Quimpirole o Intra-SC (bi) 0,25 pg/0,2 pl/site defensivo)

iminente
(Looming-induced
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defensive
behaviors)

Ago = agonista; AMY = amigdala; Ant = antagonista; bi = bilateral; BLA = basolateral da amigdala; CALl = hipocampo regido CAl; CA3 = hipocampo regido CA3; CeA =
nlcleo central da amigdala; dHIPP = hipocampo dorsal; dISC = camada profunda do coliculo superior; DMS = estriado dorso medial; dPAG = substancia cinzenta periaquedutal
dorsal; EBA = entradas nos bracos abertos; FrA = cortex frontal de associacdo; GP = globo palido; IC = coliculo inferior; IL = cortex infralimbico; LHb = habénula lateral;
mPFC = cortex pré-frontal medial; MSN = nicleo septal medial; NAc = ndcleo accumbens; ns = ndo significativo; PEA = potencial evocado auditivo; PirC = cortex piriforme;

PL = cortex pré-limbico; SC = coliculo superior; TBA = tempo nos bracos abertos; TC = tempo no centro; TCB = tempo no compartimento branco; uni = unilateral; vHIPP =
hipocampo ventral; VP = palido ventral; VTA = area tegmental ventral.
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No medo condicionado, o efeito predominantemente antiaversivo descrito
anteriormente para a administracdo sistémica de agonistas e antagonistas do tipo D2 persiste
quando os agonistas sdo administrados localmente na VTA e o0s antagonistas na amigdala
(Tabela 4). Especificamente, a administracdo intra-VTA de agonistas do tipo D2 levou a uma
reducéo tanto no medo condicionado contextual (DE SOUZA CAETANO et al., 2013) quanto
no medo condicionado visual (DE OLIVEIRA et al., 2009; DE OLIVEIRA et al., 2011; DE
OLIVEIRA et al., 2017), mas nédo teve impacto no medo condicionado auditivo (BOROWSKI
& KOKKINIDIS, 1996; MUNRO & KOKKINIDIS, 1997; NADER & LEDOUX, 1999b;
GIFKINS et al., 2002). A administracdo de antagonistas do tipo D2 na amigdala induziu efeitos
antiaversivos no medo condicionado auditivo (GUARRACI et al., 2000; GREBA et al., 2001),
visual (DE OLIVEIRA et al., 2011, 2017), contextual (DE SOUZA CAETANO et al., 2013) e
evitacdo passiva (LALUMIERE etal., 2004). Notavelmente, alguns efeitos pro-aversivos foram
observados no medo condicionado auditivo (KWON et al., 2015; SHI et al., 2017). No cortex
pré-frontal, os efeitos pro-aversivos prevaleceram com agonistas no medo condicionado
olfatério (LAUZON et al., 2009, 2012, 2013) e antagonistas no medo condicionado auditivo
(PFEIFFER & FENDT, 2006; MUELLER et al., 2010). No hipocampo apenas um estudo com
antagonista e agonista demonstrou efeitos antiaversivos no medo condicionado auditivo (WEN
etal., 2015), e em outro foi observado um efeito pré-aversivo no LCE modificado (TAN et al.,
2021). Nos nucleos da base, os antagonistas exibiram efeitos antiaversivos (HOLTZMAN-
ASSIF et al., 2010), pré-aversivos (SAUL’SKAYA et al., 2010) ou nenhum efeito
(IORDANOVA et al., 2006; SAUL’SKAYA & SUDORGINA, 2015), enquanto os agonistas
ndo afetaram o condicionamento visual ou olfatério (WHITE & VIAUD, 1991). Finalmente,
ndo foram observados efeitos significativos com a administragéo local de drogas do tipo D2 no
coliculo inferior (DE OLIVEIRA et al., 2014; MUTHURAJU et al., 2014), area septal

(RADULOVIC et al., 2000) e habénula (CHAN et al., 2017).
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Tabela 4. Caracteristica dos estudos que investigaram os efeitos da administracéo local de drogas do tipo D2 no medo condicionado.

Medo
condicionado
auditivo
(Auditory-cued
fear
conditioning)

Ratos Sprague-Dawley

Anetal., 2013 Machos Eticloprida | Ant Intra-mPFC (bi) 0,5-1 pg/0,5 ul/site ns
Borowski & - —_— . ]
Kokkinidis, 1996 Ratos Wistar Machos Quimpirole | Ago Intra-VTA (bi) 1 pg/0,5 pl/site ns
Dadkhah et al., 2018 Ratos Wistar Machos Sulpirida Ant Intra-1IL (bi) 0,5 ng/0,3 ul/site ns
. . . - Anti ivo ({
Dadkhah et al., 2021 Ratos Wistar Machos Sulpirida Ant Intra-IL (bi) 15'1.25 500 ng/0,5 ntiaversivo (
ul/site Congelamento)
Camundongos C57BL/6J Intra-CeA (bi) 0,5 ng/0,5 ul/site ns
de Bundel et al., 2016 | e C57BL/6N Racloprida Ant
(Drd2:EGFP) Machos Intra-BNST (bi) | 0,5 ug/0,5 pl/site ns
Gifkins et al., 2002 Ratos Wistar Machos Quimpirole | Ago Intra-VTA (bi) 0,75-3 pg/0,5 ul/site ns
Greba et al., 2001 Ratos Wistar Machos Racloprida | Ant Intra-BLA (bi) 2-8 ug/0,5 ul/site Antiaversivo (! SPM)
. Ratos Long-Evans o i . . Antiaversivo (1
Guarraci et al., 2000 Fameas Eticloprida | Ant Intra-CeA (bi) 1 ng/0,5 pl/site Congelamento)
-Assi . . . Anti ivo ({
2H(())1Itozman Assifetal, Ratos Wistar Machos Haloperidol | Ant Intra-NAc (bi) 0,25 ng/0,25 pl/site sz;z::;it(o)
lordanova et al., 2006 Ratos Lister-Hooded e Sulpirida Ant Intra-NAc (uni) 2,5-7,5 ng/1 ul ns
N Wistar Machos 70 HEL R
Camundongos . .
Kwon et al., 2015 C57BL/6J, D4R-KOe | L745870 Ant | Intra-dITC (bi) | 500 nM/0,5 ul/site Igo a"frs“’o (1
DIx5/6-Cre Machos ongelamento)
Mueller et al., 2010 Ratos Sprague-Dawley Racloprida Ant Intra-1L (uni) 5 ug/0,5 ul/site Pré-aversivo (f
K Machos HEES 1 Congelamento)
li/gl)lsr;ro & Kokkinidis, Ratos Wistar Machos Quimpirole | Ago Intra-VTA (bi) 1 ug/0,5 pl/site ns
Nader & LeDoux, Ratos Sprague-Dawley I . .
1999b Machos Quimpirole | Ago Intra-VTA (bi) 0,1-1 pg/0,5 l/site ns
Nasehi et al., 2016 Sulpirida Ant Intra-BLA (bi) 0,005-0,5 ug/0,3 ul/site | ns
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Camundongos NMRI

0,0125-0,05 pg/0,3

Machos Quimpirole | Ago Intra-BLA (bi) ul/site ns
Pavlova et al., 2016 Ratos Wistar Machos Racloprida Ant Intra-BLA (bi) 1 ug/0,5 ul/site ns
Pfeiffer & Fendt, 2006 | A0S Sprague-Dawley 1) 741 741 | Ant | Intra-IL (bi) 5-10 ng/1 ul/site Pro-aversivo (1
Machos Congelamento)
Intra-HIPP (bi 7,5 ng/0,25 ul/site ns
Radulovic etal,, 2000 | Camundongos BALB/C | ¢\ iia | ant ) hg/0.23 plis
Machos Intra-ISA (bi) 7,5 ng/0,25 pl/site ns
, Ratos Sprague-Dawley : ] . Pré-aversivo (1
Saul’skaya et al., 2010 Machos Racloprida Ant Intra-NAc (uni) 10 uM Congelamento)
Saul’skaya & Ratos Sprague-Dawley . i
Sudorgina, 2015 Machos Racloprida Ant Intra-NAc 10 uM ns
Sulpirida | Ant | Intra-BLA (bi) | %2006 houl 03 Pro-aversivo (1
. Ratos Sprague-Dawley ulsite Congelamento)
Shi etal., 2017 Machos 0.075-0.3 ua/ul 0.3 Antiaversivo (1
Quimpirole | Ago | Intra-BLA (bi) 019°0,3 HGTHL D, VERHY
ul/site Congelamento)
Stevenson & Gratton, Ratos Long-Evans . . .
2004 Machos Racloprida Ant Intra-BLA (bi) 2,5-5 ug/0,5 ul/site ns
. Racloprida Ant Intra-vHIPP (bi 1,67 ng/2 ul/site ns
Tanetal, 2021 Ratos Sprague-Dawley : P_ ( _) pg/ b
Machos Quimpirole | Ago Intra-vHIPP (bi) 10 pg/2 pl/site ns
. . Anti ivo ({
Sulpirida | Ant | Intra-CA3 (bi) 2 ug/l wlisite ntiaversivo (
Ratos Sprague-Dawley Congelamento)
Wen et al., 2015 Machos Ant vo (1
. . . . ntiaversivo
Quimpirole | Ago Intra-CA3 (bi) 1,5 pug/1 pl/site Congelamento)
Medo o _ Sulpirida Ant | Intra-VTA (bi) 1 ng/0,2 pl/site ns
condicionado de Oliveira et al., 2009 | Ratos Wistar Machos — - - - -
visual (Visual- Quimpirole | Ago | Intra-VTA (bi) 1 ug/0,2 ul/site Antiaversivo (! SPM)
cued fear Sulpirida Ant Intra-BLA (bi) 1-2 ug/0.,2 ul/site Antiaversivo (! SPM)
conditioning) de Oliveiraet al., 2011 | Ratos Wistar Machos Antiaversivo (1
Quimpirole | Ago Intra-VTA (uni) 1 ug/0,2 pl Congelamento)
de Oliveiraetal., 2014 | Ratos Wistar Machos Sulpirida Ant Intra-1C (bi) 1-4 pg/0,2 pl/site ns
. . .. . Anti i l
de Oliveiraet al., 2017 | Ratos Wistar Machos Sulpirida Ant Intra-BLA (bi) 2 ng/0,2 pl/site ntiaversivo {

Congelamento)
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Antiaversivo (1

Quimpirole | Ago Intra-VTA (bi) 1 ug/0,2 pl/site Congelamento)
. . Haloperidol | Ant Intra-1C (uni) 0,1-1 pg/0,5 wl ns
Muthuraju et al., 2014 | Ratos Wistar Machos — -
Quimpirole | Ago Intra-1C (uni) 0,1-2 pg/0,2 ul ns
ister- Intra-PV (uni 1 ng/0,3 ul ns
White & Viaud, 1991 | Ratos Lister-Hooded LY171555 | Ago (uni hg/03 1
Machos Intra-VL (uni) 1 ng/0,3 pl ns
Medo . . Ratos Sprague-Dawley ) . i .
condicionado Jing Lietal., 2018 Machos PD168077 Ago Intra-PFC (bi) 5-50 ng/0,5 l/site ns
olfatorio L-741,741 | Ant | Intra-mPFC (bi) | 1000 ng/0,5 pl/site ns
(Olfactory-cued Ratos Sprague-Dawley I . Pré-aversivo (1
fear Lauzon et al., 2009 Mach Quimpirole | Ago Intra-mPFC (bi) 100-1000 ng/0,5 pl/site
conditioning) achos Congelamento)
PD168077 Ago Intra-mPFC (bi) 2,5-50 ng/0,5 pl/site ns
Ratos Sprague-Dawley i . . Pré-aversivo (1
Lauzon et al., 2012 Machos PD168077 Ago Intra-mPFC (bi) 50 ng/0,5 pl/site Congelamento)
Ratos Sprague-Dawley - ) . i . Pré-aversivo (1
Lauzon et al., 2013 Machos Quimpirole | Ago Intra-PL (bi) 100-1000 ng/0,5 ul/site Congelamento)
Laviolette et al., 2005 mgﬁossprag”e'[)aw'ey L-741,741 | Ant | Intra-mPFC (bi) | 5-50 ng/0,5 pl/site ns
ister- Intra-PV (uni 1 ng/0,3 ul ns
White & Viaud, 1991 | Ratos Lister-Hooded LY171555 | Ago (uni hg/03 1
Machos Intra-VL (uni) 1 ug/0,3 ul ns
Medo Sulpirida Ant | Intra-VTA (bi) 2 ng/0,2 ul/site ns
condicionado - . . Antiaversivo (1
contextual Quimpirole | Ago Intra-VTA (bi) 1 ng/0,2 pl/site
(Contextual fear | de Souza Caetano et . h Congelamento)
ditioning) al., 2013 Ratos Wistar Machos Antiaversivo (1
cona 9 Sulpirida Ant Intra-BLA (bi) 2 ug/0,2 pl/site Congelamento)
Quimpirole | Ago Intra-BLA (bi) 1 ng/0,2 pl/site ns
Liao et al., 2013 IF\Qﬂa;gsossprague-Dawley Sulpirida Ant Intra-CA1 (bi) 60 ng/0,5 pl/site ns
Eéqu:j\(a_ ativg Sulpirida Ant | Intra-BLA (bi) 0,2 ug/0,2 pl/site ns
onditione . A . .
gctive Antunes et al., 2020 Ratos Wistar Machos Quimpirole | Ago Intra-BLA (bi) 0,1 ng/0,1 ul/site ns
avoidance) Sulpirida Ant Intra-CeA (bi) 0,2 ng/0,2 ul/site ns
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Quimpirole | Ago Intra-CeA (bi) 0,1 ng/0,1 ul/site ns

Sulpirida Ant Intra-BMA (bi) 0,2 ng/0,2 ul/site ns

Quimpirole | Ago Intra-BMA (bi) 0,1 png/0,1 pl/site ns
Aversdo ao Eticloprida Ant Intra-LHb (bi) 1 pg/1 pl/site ns
sabor N Chan et al., 2017 Ratos Sprague-Dawley T . ‘
(Conditioned Machos Quimpirole | Ago | Intra-LHb (bi) 1 pg/1 pl/site ns
taste aversion)
Labirinto em Racloprida | Ant | Intra-vHIPP (bi) | 1,67 ug/2 ul/site Pré-aversivo (I TBA)
cruz elevado
modlf_lc_ado Tan et al., 2021 Ratos Sprague-Dawley o _ .
(Modified Machos Quimpirole | Ago | Intra-vHIPP (bi) | 10 pg/2 ul/site ns
Elevated Plus
Maze)
Esquiva passiva Antiaversivo (I Laténcia para
(Conditioned , Intra-BLA (bi 3-30 ng/0,2 ul/site entrada no compartimento de
passive LaLumiere et al., 2004 Ratos Sprague-Dawley Sulpirida Ant ®) go2p P

X Machos choque).
avoidance) -
Intra-CeA (bi) 3-30 ng/0,2 pl/site ns

Ago = agonista; Ant = antagonista; bi = bilateral; BLA = basolateral da amigdala; BMA = basomedial da amigdala; BNST = n(cleo da estria terminal; CAL = hipocampo regido
CAL; CA3 = hipocampo regido CA3; CeA = nlcleo central da amigdala; dITC = massa celular intercalada da amigdala; HIPP = hipocampo; IC = coliculo inferior; IL = cdrtex
infralimbico; ISA = 4rea septal; LHb = habénula lateral; mPFC = cdrtex pré-frontal medial; NAc = nlcleo accumbens; ns = ndo significativo; PFC = cortex pré-frontal PL =
cortex pré-limbico; PV = nucleo caudado pétero ventral ;SPM = sobressalto potencializado pelo medo; TBA = tempo nos bragos abertos; uni = unilateral; vHIPP = hipocampo
ventral; VL = ndcleo caudado ventrolateral; VTA = area tegmental ventral.
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3.3 Discussao

De forma geral, a revisdo da literatura indicou que a manipulacao sistémica utilizando
farmacos do tipo D2 influencia os comportamentos defensivos inatos e aprendidos. No que
diz respeito a0 medo incondicionado, o uso de antagonistas do tipo D2 aumentou 0s
comportamentos de ansiedade, enguanto os agonistas reduziram. Por exemplo, verificou-se
que os antagonistas do tipo D2, como sulpirida, haloperidol e racloprida, aumentaram o medo
incondicionado em varios testes, incluindo o LCE (COLE & RODGERS, 1994; KARL etal.,
2006; Nl etal., 2018; YANG et al, 2015; ZARRINDAST et al., 2021), campo aberto (KARL
et al., 2006; SIEMITKOWSKI et al., 2000) e caixa claro-escuro (SARKISOVA et al., 2008;
SIMON et al., 1992, 1993; TIMOTHY et al., 1999). Em contraste, agonistas do tipo D2,
incluindo quinpirole, 7-OH-DPAT e PD 168,077, demonstraram efeitos antiaversivos no LCE
(RODGERS et al., 1994, 1996; ROGOZ et al., 2004; ZARRINDAST et al., 2021), campo
aberto (SIEMITKOWSKI et al., 2000) e caixa claro-escuro (FEDOTOVA, 2013; GAO &
CUTLER, 1993).

Por outro lado, com relacdo ao medo condicionado, tanto 0s agonistas como
antagonistas do tipo D2 reduziram o medo. Varios estudos relataram reducdo do congelamento
condicionado apos a administracdo sistémica de antagonistas, incluindo sulpirida, haloperidol
e racloprida (DE OLIVEIRA et al., 2013; DE SOUZA CAETANO et al., 2013; DE VITA et
al., 2021; DENG et al, 2015; INOUE et al., 2005; KAMEI et al., 1996; PONNUSAMY et al.,
2005; SILVA et al., 2022), bem como agonistas, incluindo quinpirole, pramipexole e
rotigotina (PONNUSAMY et al., 2005; DE OLIVEIRA et al., 2006, 2013; DE SOUZA
CAETANO etal., 2013; MALIKOWSKA-RACIA et al., 2019).

Os efeitos da administracao sistémica de drogas do tipo D2 nao sdo, entretanto, sempre
uniformes, mesmo dentro das categorias de paradigmas de medo condicionado ou

incondicionado. Por exemplo, alguns estudos com LCE e campo aberto relataram efeitos
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antiaversivos com antagonistas do tipo D2 (EISSA et al., 2021; RODGERS et al., 1996),
enquanto a diminuicdo da acdo da dopamina aumenta o medo condicionado em determinados
estudos (MEAD etal., 2008; MUELLER et al., 2010). As razfes para esta variabilidade ainda
ndo foram totalmente compreendidas, mas podem resultar de diferencas na utilizacdo de
espécies de camundongos versus ratos, variacbes de linhagens, distincdes entre testes
comportamentais especificos e/ou efeitos complexos dependentes da dose. Isto ressalta a
importancia de avaliar a regulacdo do medo em diversos ensaios de medo incondicionado e
condicionado, utilizando diferentes doses de agonistas e antagonistas, para compreender de
forma abrangente as nuances do envolvimento dos receptores do tipo D2 no comportamento
defensivo. E importante salientar que, embora a administragio sistémica permita compreender
as contribuigdes globais dos receptores do tipo D2 no medo condicionado e incondicionado,
a manipulacéo local em regides encefalicas distintas oferece uma maior resolucéo ao nivel dos
circuitos. Desta forma, os efeitos contrastantes da manipulagao sistémica do tipo D2 no medo
condicionado e no medo incondicionado podem resultar, provavelmente, de diferengas nos
circuitos neurais recrutados durante estes estados.

Areas classicas de projecdes dopaminérgicas, incluindo a amigdala, o cortex pré-
frontal, os nucleos da base e o hipocampo, tém sido amplamente estudadas. Outras estruturas
receberam comparativamente menos atencdo. Em geral, a potencializacdo do medo
incondicionado induzida pelos antagonistas do tipo D2 esta de acordo com a hipétese de uma
supressao dopaminérgica das respostas mediadas no teto mesencefalico. Em contraste, a
consistente atenuacdo do medo condicionado por antagonistas provavelmente ocorre através
do bloqueio da atividade da dopamina na amigdala (BRANDAO et al., 2015; BRANDAO &
COIMBRA, 2019). De fato, antagonistas do tipo D2 administrados no coliculo inferior e
superior, bem como na substancia cinzenta periaquedutal dorsal, induziram efeitos pré-

aversivos em testes de medo incondicionado (DE OLIVEIRA et al., 2014; MUTHURAJU et
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al., 2014, 2016; MONTARDY et al., 2022). Em relacdo ao medo condicionado, tanto os
antagonistas do tipo D2 administrados na amigdala quanto os agonistas do tipo D2 na area
tegmental ventral induziram efeitos antiaversivos (GUARRACI et al., 2000; GREBA et al.,
2001; LALUMIERE et al., 2004; DE OLIVEIRA et al., 2009, 2011, 2017; HOLTZMAN-
ASSIF et al., 2010; SAUL’SKAYA et al., 2010; DE SOUZA CAETANO et al., 2013). Isto
pode elucidar a razdo pela qual tanto os agonistas como 0s antagonistas reduzem o medo
condicionado quando administrados sistemicamente, um fenémeno que pode parecer
inicialmente intrigante. Os antagonistas bloqueiam os receptores p6s-sindpticos do tipo D2,
enquanto 0s agonistas parecem atuar nos receptores pré-sinapticos do tipo D2, reduzindo 0s
niveis de dopamina nas areas de projecdo, ou seja, levando também a uma diminuicdo da
funcdo dopaminérgica (DE OLIVEIRA et al. 2011, 2017).

Destaca-se que a exploracédo das varias estruturas encefalicas no medo condicionado e
incondicionado ndo tem sido efetuada de forma uniforme. H4 uma notével escassez de
investigacOes de diferentes regides em um, outro, ou ambos os tipos de medo. Por exemplo,
apenas dois estudos examinaram os efeitos da administracdo de antagonistas na area tegmental
ventral no medo incondicionado (ZARRINDAST et al., 2013b; PENG et al., 2021), e nenhum
avaliou o impacto dos agonistas do tipo D2. Da mesma forma, apenas dois estudos
investigaram os efeitos das administraces no coliculo inferior no medo condicionado (DE
OLIVEIRA et al., 2014; MUTHURAJU et al., 2014).

Foram observadas outras tendéncias gerais na metodologia dos estudos. H& uma
dependéncia predominante de ratos machos adultos, especificamente da linhagem Wistar. Esta
preferéncia reflete provavelmente a sua disponibilidade generalizada, a praticidade das
avaliacBes comportamentais e a sua extensa caracterizacao na investigacdo farmacoldgica. No
entanto, a dependéncia excessiva de uma Unica espécie/linhagem limita a generalizacdo dos

resultados. Estudos em ratos e camundongos revelaram circuitos neurais distintos associados
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ao medo condicionado e incondicionado (CRYAN & HOLMES, 2005; GROSS &
CANTERAS, 2012; ELLENBROEK & YOUN, 2016). Além disso, em comparacdo com
ratos, camundongos oferecem vantagens como intervalos de reproducdo mais curtos e uma
gama mais vasta de ferramentas genéticas disponiveis.

Outro aspecto que merece destaque é que, apesar da maior prevaléncia de transtornos
de ansiedade nas mulheres (MCLEAN et al., 2011; BANDELOW & MICHAELIS, 2015;
CRASKE et al., 2017), fémeas raramente foram incorporadas nos estudos em roedores. A
neurobiologia subjacente a maior suscetibilidade feminina permanece mal compreendida, em
parte devido a falta de sujeitos do sexo feminino na investigacdo pré-clinica. Entre os dez
estudos incluidos na presente revisdo que utilizaram fémeas, dois utilizaram ratas
ovariectomizadas (RIGDON et al., 1996; FEDOTOVA, 2013), dois examinaram ratas pos-
parto (YANG et al., 2015; NIE et al.,, 2018) e apenas um estudo explorou potenciais
influéncias da fase do ciclo estral das ratas (ALVES et al., 2022). Os outros estudos que
utilizaram ratos e camundongos fémeas (GUARRACI et al., 2000; VORHEES et al., 2009;
PALOTAI et al., 2014b; GHANBARI et al., 2018; MARTINS et al., 2022) ndo forneceram
informac0es sobre o ciclo estral. Claramente, a incorporacdo de roedores fémeas na pesquisa
é imprescindivel para esclarecer o papel do sexo bioldgico na modulacdo dos impactos de
drogas do tipo D2 em comportamentos defensivos. Os estudos futuros também devem explorar
como o estagio do ciclo estral pode interagir com os efeitos farmacoldgicos.

Uma diversidade consideravel foi observada nos antagonistas e agonistas do tipo D2
utilizados nos estudos abrangidos pela presente revisdo. Este aspecto é de grande importancia,
uma vez que nem todos os farmacos utilizados apresentam a mesma seletividade para 0s
receptores do tipo D2 (SEEMAN & ULPIAN, 1988; SEEMAN & VAN TOL, 1994),
contribuindo potencialmente para resultados variaveis entre os estudos. Além disso, diversos

farmacos podem ter diferentes efeitos colaterais. Por exemplo, alguns farmacos do tipo D2
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administrados sistemicamente podem induzir efeitos motores em roedores (CREESE et al.,
1976; WADENBERG et al. 2001; WAKU et al., 2021), o que complica a interpretacdo dos
efeitos dos farmacos nas respostas de medo incondicionadas e condicionadas. As doses, as
vias de administracdo, a frequéncia e 0 momento da administragdo também apresentaram uma
variabilidade significativa nos estudos. A frequéncia e 0 momento em que um farmaco é
administrado sdo consideragdes criticas, apresentando desafios notaveis na comparacdo dos
estudos, particularmente em paradigmas de medo condicionado (por exemplo, antes/depois da
aprendizagem, expressdo comportamental, treino de extingdo).

Em resumo, a presente revisdo sistematica sintetizou evidéncias convincentes que
destacam os receptores do tipo D2 de dopamina como moduladores dos estados de medo
aprendido e inato (Fig. 4). Apesar de geralmente exibirem papéis opostos no medo
condicionado e incondicionado, 0s impactos desses receptores sdo intrinsecamente moldados
por circuitos neurais especificos envolvidos nas condi¢des dos testes. As principais questdes
ainda ndo resolvidas nesta area de estudo incluem a exploracdo das diferencas entre 0s sexos
e o delineamento meticuloso dos substratos e microcircuitos neurais especificos associados a

regulacdo das reacOes defensivas pelos receptores do tipo D2.
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Figura 4. Sintese dos resultados encontrados da Revisdo Sistematica. Criado com Biorender.com.
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4, ETAPA2-ESTUDO EXPERIMENTAL

No estudo experimental, foram conduzidos os experimentos para avaliar os efeitos da
administracdo de sulpirida no IC (Experimento 1) e na BLA (Experimento 2) em ratos machos
e em fémeas em proestro/estro e metaestro/diestro, no medo incondicionado utilizando o

labirinto em cruz elevado e no medo condicionado utilizando o protocolo de medo contextual.

4.1 Métodos
4.1.1 Animais

Foram utilizados 74 ratos Wistar machos e 148 fémeas, provenientes do biotério central
da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar), com 60-90 dias de idade e peso de 350-390
g (machos) e 240-270 g (fémeas). Os animais foram mantidos agrupados (4 animais por caixa)
em gaiolas de polipropileno (41 x 33 x 24 cm), forradas com maravalha, com acesso livre a
alimento e a 4gua. Os animais ficaram alojados no biotério setorial do Laboratorio de Psicologia
da Aprendizagem com temperatura controlada de 23+1°C, submetidos a um programa de
iluminacéo artificial com ciclo claro-escuro 12x12 h, com inicio do periodo claro as 7 horas.
Todos os experimentos foram realizados durante a fase clara do ciclo, no periodo da manha,
iniciando as 8h e finalizando as 12h. Os animais foram transportados individualmente até a sala
experimental em caixas de polipropileno, medindo 12 x 30,5 x 19,5 cm. Cada grupo
experimental contém entre 10-14 sujeitos. Os procedimentos foram avaliados e aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), protocolo N° 8014150921 (ANEXO A), e
seguiram as recomendag¢des do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal

(CONCEA).
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4.1.2 Determinacéo da Fase do Ciclo Estral

O protocolo para determinacdo das fases do ciclo estral foi baseado em Alves e
colaboradores (2022). Para tanto, diariamente foi realizado esfregaco vaginal nas fémeas,
aproximadamente as 8:00 horas da manh&, e o ciclo foi acompanhado por um periodo de
aproximadamente duas semanas antes dos experimentos. As amostras do tecido epitelial
vaginal foram obtidas com uma haste esterilizada e umedecida em solucdo fisiologica e, entéo,
dispostas em laminas de microscopia. Foi utilizado o corante do tipo Pandtico Rapido
(Laborclin Ltda., Brasil) e, ap6s a coloracdo e secagem, a lamina foi submetida a microscopia
dptica para avaliacdo celular. Cada fase do ciclo foi identificada com base na proporg¢do de
células epiteliais, células cornificadas e leucdcitos observados no esfregaco. O ciclo estral é
dividido em 4 fases (Fig. 5), sendo o proestro a fase identificada através da predominancia de
células epiteliais nucleadas, o estro identificado através da predominancia de células
cornificadas ndo nucleadas, o metaestro a fase identificada pela presenca de células epiteliais,
células cornificadas e leucdcitos, e o diestro uma fase com predominancia de leucocitos
(BECKER et al., 2005; CORA et al., 2015). Os experimentos foram realizados em ratas que
completaram pelo menos dois ciclos regulares. As ratas foram agrupadas nas fases folicular
(proestro/estro) ou lutea (metaestro/diestro), de acordo com a fase do ciclo que apresentaram
nos dias em que foram administradas as drogas (dia do teste de LCE e dia do teste do protocolo
de medo condicionado) (REIMER et al., 2018; ALVES et al., 2022). Neste mesmo periodo,
com relagdo aos ratos machos, foram manuseados de maneira semelhante as fémeas, ou seja,
0s machos foram retirados da caixa moradia, e colocamos em uma mesa, na qual houve o

levantamento da cauda por alguns segundos.
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Figura 5. Fotomicrografias da avaliagdo citologica caracteristica das fases do ciclo estral de ratas. Aumento de
40x. (A) Proestro, (B) Estro, (C) Metaestro e (D) Diestro. Setas vermelhas indicam células epiteliais nucleadas.
Setas laranjas indicam células cornificadas ndo nucleadas. Setas amarelas indicam leucécitos.

4.1.3 Cirurgia Estereotaxica

O protocolo para realizacdo das cirurgias e as coordenadas foram baseados em De
Oliveira e colaboradores (2011, 2014). Os animais primeiramente receberam atropina (Labovet,
SP, Brasil) por via intraperitoneal (i.p.) na dose de 0,05 mg/kg e, ap6s 20 minutos, foram
anestesiados, por via i.p.,, com cetamina (100 mg/kg) e xilazina (7,5 mg/kg)
(Dopalen/Anasedan, SP, Brasil). Antes de iniciar a cirurgia, cada animal recebeu, por via
intramuscular, 0,2 mL de Pentabidtico 1.200.000 Ul (Zoetis, SP, Brasil). Apds a tricotomia do
campo cirargico, foram levados a um aparelho estereotaxico (Insight Equipamentos, SP, Brasil)
onde tiveram o cranio fixado pelo rochedo temporal e incisivos superiores, sendo a barra dos
incisivos ajustada a 3,0 mm abaixo da linha interaural. Com o intuito de prevenir possiveis
infecges, por via subcutanea, os animais receberam 2,5 mg/kg do anti-inflamatorio Flunixina
(Uzinas Chimicas Brasileiras, SP, Brasil). Em seguida, foi realizada a limpeza do campo
cirargico com iodo a 1% e solucdo alcodlica 70% e uma injecdo subcutanea de 0,2 mL de
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lidocaina 2% (Hypofarma, MG, Brasil) foi aplicada na area de incisdo. Foi realizada uma
incisdo longitudinal e o tecido subcutaneo foi removido, assim como o peridsteo (por raspagem,
com o uso de pinca e algodao). J& com a superficie craniana exposta, foram feitos trés orificios
nos 0ssos parietais com a utilizacdo de uma broca elétrica, para fixagdo de parafusos de aco
inoxidavel que ancoraram a prétese ao cranio do animal. Logo ap6s, dois outros orificios foram
feitos para implante bilateral das cAnulas-guia construidas a partir de agulhas comerciais de aco
inoxidavel de 0,7 mm de didmetro externo e 12 mm de comprimento (IC) ou 16 mm de
comprimento (BLA). No IC, as canulas-guia foram direcionadas segundo as coordenadas do
Atlas de Paxinos e Watson (2007): antero-posterior = -0,9 mm do lambda, médio-lateral = £1,7
mm da sutura sagital, dorso-ventral = -3,9 mm da superficie craniana. Na BLA, as canulas-guia
foram direcionadas segundo as coordenadas do Atlas de Paxinos e Watson (2007): antero-
posterior = -2,5 mm do bregma, médio-lateral = £5,0 mm da sutura sagital, dorso-ventral = -
7,2 mm da superficie craniana. Em seguida, o cranio foi revestido com acrilico dental (Triunfo
Dent's, SP, Brasil) para fixacao das canulas-guia, que foram seladas com fios de aco inoxidavel
para protegé-las de obstrucdo. Os animais, apds serem retirados do estereotaxico, foram

alojados em suas gaiolas por um periodo de cinco dias de recuperacao pos-cirdrgica.

4.1.4 Drogas

A droga utilizada nos experimentos foi 0 antagonista dopaminérgico de receptores do
tipo D2, sulpirida (Sul; Tocris Bioscience, Bristol, Reino Unido). A droga e o tempo de espera
foram baseados em De Oliveira e colaboradores (2011, 2014). A sulpirida foi primeiramente
misturada a 2% de Tween 80 e, em seguida, dissolvida em salina fisiologica (0,9%) para obter
as seguintes concentracdes: 2 e 4 ug/0,2 pL. A droga foi administrada no volume de 0,2 pL por
sitio de microinjecdo, dez minutos antes do inicio das sessfes de teste. O grupo controle recebeu

0,2 UL de salina fisioldgica contendo 2% de Tween 80 (veiculo). A experimentadora estava
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cega em relacdo a condicdo de tratamento de cada animal. As drogas foram preparadas e
armazenadas em frascos codificados pela orientadora, que ndo participou dos experimentos
comportamentais ou da analise dos videos. Os animais foram separados de forma randomizada

para os diferentes grupos de tratamento.

4.1.5 Microinjecao de Drogas

No dia dos testes os ratos receberam administragao intra-IC ou intra-BLA de sulpirida
ou veiculo. O protocolo para a microinjecao foi baseado em De Oliveira e colaboradores (2014).
Durante o procedimento de microinjecdo, 0s animais permaneceram livres em uma caixa de
polipropileno, medindo 12 x 30,5 x 19,5 cm. Duas agulhas dentais 1 mm maior do que as
canulas-guia foram utilizadas. Cada agulha estava conectada a um tubo de polietileno (PE-10;
Becton-Dickinson, NJ, EUA) e a uma seringa Hamilton graduada de 10 pL. A droga foi
bilateralmente injetada no IC ou na BLA em um volume constante de 0,2 pL/sitio, durante um
periodo de 1 minuto de microinjecdo, com o auxilio de uma bomba de infusdo (Insight
Equipamentos, SP, Brasil). O deslocamento de uma bolha de ar no interior do tubo de
polietileno foi utilizado para monitorar a microinjecdo. Apés o término da infusdo, a agulha foi
mantida por mais 1 minuto para evitar refluxo da droga pela canula-guia. Apés 10 minutos da

administracdo, os animais foram submetidos ao teste.

4.1.6 Medo Incondicionado

Para avaliagdo do medo incondicionado, os animais foram submetidos ao teste de LCE,
baseado em De Oliveira e colaboradores (2014). O aparato é construido em madeira e consiste
em dois bracos abertos (10 x 50 cm) cruzados em angulo reto com dois bracos fechados de
mesmo tamanho (Fig. 6). Os dois bracos fechados s@o cercados por paredes de 50 cm de altura,

com excecdo da parte central do labirinto onde ocorre o cruzamento dos bracgos abertos e
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fechados. Os bracos abertos sdo cercados por uma borda de acrilico de 5 mm. Todo o aparelho
encontra-se elevado a 50 cm acima do ché@o. As sessdes experimentais foram gravadas por uma
camera de video com interface com um monitor e um gravador DVR em uma sala adjacente.
Os animais foram individualmente colocados na area central do labirinto com o focinho voltado
para um dos bracgos fechados. Os ratos exploraram livremente o labirinto por 5 minutos. Foram
avaliados os seguintes parametros:
e Porcentagem de tempo de permanéncia nos bracos abertos (tempo nos bragos abertos
em segundos + tempo total do teste em segundos [300] x 100);
e Porcentagem de numero de entradas nos bracgos abertos (n° de entradas nos bragos
abertos + n° total de entradas [abertos + fechados] x 100);
e Numero de entradas nos bragos fechados;
e Numero de exploracgdes da extremidade do braco aberto (quando o animal chegava até
a ponta final do brago aberto);
e Numero de mergulhos de cabeca (quando o animal colocava a cabeca para baixo do
assoalho em dire¢do ao chéo estando no brago aberto ou no cruzamento dos bragos);

e Tempo de imobilidade (quando o animal fica parado, sem se mover).

Figura 6. Fotografia do LCE.

4.1.7 Medo Condicionado
O protocolo experimental para o medo condicionado ao contexto foi baseado no
experimento de Alves e colaboradores (2022). As sessdes experimentais foram gravadas por
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cameras de video com interface com um monitor e um gravador DVR em uma sala adjacente.
Este protocolo € dividido em trés partes: treino, teste e reteste.

Treino: A caixa utilizada para o treino possui 26 x 20 x 20 cm (Fig. 7). As paredese o
teto sdo de metal de cor branca e a porta de vidro transparente. O assoalho da caixa é composto
por 13 barras de metal de 5 mm de didmetro com a distancia de uma para outra de 1,5 cm. Essa
caixa foi colocada dentro de uma caixa de atenuacgdo sonora feita de aluminio (66 x 43 x 45
cm), para evitar ruidos externos durante os procedimentos. O préprio ambiente da caixa serviu
como estimulo condicionado (CS). O animal foi colocado dentro da caixa e passou por 5
minutos de habituacdo. Apods esse tempo de habituacdo o animal foi exposto a 10 choques
elétricos nas patas de intensidade de 0,6 mA com duracdo de 1 s cada (US), os quais foram
aplicados em intervalos variaveis de 30 — 90 s. Apds os choques, 0 animal permaneceu por mais
2 minutos na caixa. O comportamento de congelamento foi analisado durante os dois minutos
antes do primeiro choque e nos dois minutos apés o ultimo choque. O congelamento é definido
como auséncia de movimentos (com exce¢do a comportamentos de respiracdo), associados a
retracdo das orelhas, exoftalmia e arqueamento do dorso, por um periodo minimo de 6 s. Cada

sessao de treino teve duracdo de aproximadamente 15 minutos.

Teste: A sessdo de teste foi realizada no segundo dia do protocolo de medo
condicionado, apds 24 horas do treino. Nessa sessdo nao houve apresentacdo de choques nas
pastas. Os animais passaram 10 minutos na mesma caixa na qual ocorreu o treino (Fig. 7). A
avaliacdo ocorreu pelo tempo da resposta de congelamento exibida durante os 10 minutos do

teste, tanto como tempo total quanto em blocos de 2 minutos.

Reteste: Ap0s 24 h do teste, no terceiro dia de protocolo, os animais foram colocados
novamente na caixa experimental (Fig. 7), sem apresentacdo de choques, e foi analisado o
comportamento de congelamento exibido durante os 10 minutos do reteste, avaliado como total

e em blocos de 2 minutos. O reteste foi utilizado para verificar a extin¢gdo do comportamento.
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Figura 7. Fotografia da caixa experimental para medo condicionado ao contexto.

4.1.8 Histologia

Ao final dos experimentos, os animais foram submetidos a eutandsia com sobredose
anestésica de cetamina 300 mg/kg e xilazina 30 mg/kg. Os encéfalos foram removidos das
caixas cranianas e mantidos em solucgéo de formaldeido 4% por aproximadamente 7 dias, sendo
posteriormente transferidos para uma solugéo de sacarose 30%, onde permaneceram por 48 h a
4 °C. A seguir, os encéfalos foram congelados em um criostato para realizacdo de cortes
histologicos em secgdes coronais de 60 pm. Os cortes foram colocados em laminas e analisados
em microscopia Optica para verificacdo dos sitios das microinje¢des, de acordo com o Atlas de

Paxinos e Watson (2007).

4.1.9 Analise de dados

Os dados sdo apresentados como média + EPM. Todas as andlises estatisticas foram
realizadas utilizando o software Jamovi (versdo 2.3.21). Para analise dos dados do LCE foram
utilizadas analises de variancia (ANOVAs) de uma via para o fator tratamento (Veiculo x Sul
2 x Sul 4). Para avaliar o tempo de congelamento dos animais durante o teste e o reteste no
medo condicionado ao contexto, foram utilizadas ANOVAs de duas vias com medidas repetidas

com fator sessdo (Teste x Reteste), fator tratamento (Veiculo x Sul 2 x Sul 4) e interacdo (sessao
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X tratamento). Para avaliar o congelamento durante o treino, foram utilizadas ANOVAs de duas
vias com medidas repetidas com fator bloco (Inicio x Final), fator tratamento (Veiculo x Sul 2
x Sul 4) e interacdo (bloco x tratamento), e para avaliar o congelamento no teste e reteste por
blocos de 2 min, foram utilizadas ANOVAs de duas vias com medidas repetidas com fator
bloco (B1 x B2 x B3 x B4 x B5), fator tratamento (Veiculo x Sul 2 x Sul 4) e intera¢do (bloco
X tratamento). No caso de significancia estatistica foi utilizado o post-hoc de Tukey. Um valor
de p inferior a 0,05 foi considerado significativo. Para avaliar o tamanho de efeito nas
ANOVAs, utilizamos o Eta Quadrado (n?) para ANOVA de uma via e 0 Eta Quadrado Parcial

(%) para ANOVA de duas vias com medidas repetidas.

4.1.10 Delineamento Experimental

Apos a aclimatacdo ao biotério setorial, 0s animais passaram pela cirurgia estereotaxica.
Apos 5 dias da cirurgia, os animais foram manipulados por no minimo uma semana (machos)
e no maximo duas semanas (fémeas — verificacdo do ciclo). No dia do teste de medo
incondicionado, os animais receberam injecao intra-IC no Experimento 1 ou intra-BLA no
Experimento 2, de veiculo ou sulpirida e, ap6és 10 minutos, foram colocados no LCE para
exploracgdo livre durante 5 minutos. No dia seguinte, o protocolo de medo condicionado ao
contexto foi iniciado com o treino, no qual houve a apresentacdo de choque nas patas e, apds
24 h, os animais receberam a administracdo intra-1C ou intra-BLA de sulpirida ou de veiculo e,
apos 10 minutos, os animais passaram pelo teste. No dia seguinte, os animais foram submetidos
a um reteste. Ao final do protocolo, os animais foram submetidos a eutanasia e posteriormente

foi realizada a histologia para verificacdo dos sitios da microinjecao (Fig. 8).
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Figura 8. Delineamento experimental. BLA = amigdala basolateral; IC = coliculo inferior; LCE = labirinto em
cruz elevado; M/D = metaestro/diestro; P/E = proestro/estro; Sul 2 = Sulpirida 2 pug/0,2 pL; Sul 4 = Sulpirida 4
pg/0,2 plL.

4.2 Resultados do Experimento 1
4.2.1 Histologia

Apenas animais em que o exame histoldgico indicou que as canulas-guias para
microinjecdo foram localizadas bilateralmente dentro do IC foram utilizados no presente
estudo. A Figura 9A apresenta a fotomicrografia representando a localizacdo dos sitios de
microinjecdo no 1C. Na mesma figura (Fig. 9B) encontra-se ilustrada a disposic¢éo desses sitios
no IC em diferentes sec¢Oes transversais do encéfalo de ratos segundo o atlas de Paxinos e

Watson (2007).
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Figura 9. Histologia. (A) Fotomicrografia representativa da localizagéo dos sitios de microinjecéo bilateral no
IC. (B) Representagdo da disposigdo dos sitios no IC nas diferentes seccdes transversais do encéfalo de ratos
segundo o Atlas de Paxinos e Watson (2007). O nimero de pontos gerais € menor do que o nimero de animais
utilizados devido a sobreposic¢des.

4.2.2 Medo Incondicionado

A Figura 10 apresenta os resultados da injecdo de sulpirida intra-IC no teste de LCE
para machos. Os comportamentos avaliados foram porcentagem de tempo de permanéncia nos
bracos abertos, porcentagem de entrada nos bracos abertos, nimero de entrada nos bragos
fechados, nimero de exploracOes das extremidades dos bracgos abertos, nimero de mergulhos
de cabeca e nimero de levantamentos. Todos os comportamentos foram avaliados durante 5
minutos de exploracdo livre para os grupos veiculo (n =12), Sul 2 ug/0,2 uL (n =12) e Sul 4
ug/0,2 uL (n=13). A ANOVA de uma via ndo revelou efeito significativo para os tratamentos
na porcentagem de tempo nos bragos abertos (F 234 = 0,91; p > 0,05), porcentagem de entrada
nos bracos abertos (F234 = 2,36; p > 0,05), entrada nos bracos fechados (F2,32 = 0,80; p > 0,05),
exploracdo das extremidades dos bragos abertos (F234 = 2,58; p > 0,05), mergulhos de cabega

(F234=10,79; p> 0,05) ou levantamentos (F2.32 = 0,49; p > 0,05).

75



MACHOS

A. . C.
100 100 - 20
80 80— 16—
oo A
oo
< 997 g 60- o " 124 o O AAA
@ o i w 9go oo i o0
w
X 40 =N EIPTE =) 8-
o) Eﬁ L
20 20 4
0~ 0~ 0~ -
Veiculo Sul2  Sul4 Veiculo Sul2  Sul4 Veiculo Sul2  Sul4
D E. F
20— 30— 30 =
- - 24
< 16 & 24
o0 @ °
o 2 o -
T 42 S 18 S 18
@ o 8 B £
- o o [ §
3 ° = 8 H
‘s 8- O = 12— © 12— ooo
g oo AA E S
= o AA = 9
)
153 ooo o
w4 s 6 6—
a - e
Veiculo Sul2  Sul4 Veiculo Sul2  Sul4 Veiculo Sul2  Sul4

Figura 10. Efeitos da microinjecéo bilateral intra-IC de veiculo ou sulpirida (Sul) nas doses de 2 ou 4 ug/0,2 uL
por sitio de microinjecdo no LCE em machos. (A) %TBA — porcentagem de tempo de permanéncia nos bragos
abertos; (B) %EBA — porcentagem de entradas nos bracos abertos; (C) EBF — nimero de entradas nos bracgos
fechados; (D) Numero de exploracdes das extremidades dos bragos abertos; (E) Mergulhos da cabeca; (F)
Levantamentos. Média + EPM. ANOVA de uma via. n = 12-13 por grupo.

A Figura 11 apresenta os resultados da injecdo de sulpirida intra-IC no teste de LCE
para fémeas em proestro/estro. Todos os comportamentos foram avaliados durante 5 minutos
de exploracao livre para os grupos veiculo (n = 13), Sul 2 ug/0,2 pL (n = 13) e Sul 4 pg/0,2
puL (n = 13). A ANOVA de uma via ndo revelou efeito significativo para os tratamentos na
porcentagem de tempo nos bracos abertos (F2.3s = 1,47; p > 0,05), porcentagem de entrada nos
bracos abertos (F2,36 = 0,70; p > 0,05), entradas nos bracos fechados (F23 = 0,31; p > 0,05),
exploracédo das extremidades dos bragos abertos (F23s = 0,84; p > 0,05), mergulhos de cabega

(F236=0,82; p > 0,05) ou levantamentos (F2 3 = 0,61; p > 0,05).
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Figura 11. Efeitos da microinjecdo bilateral intra-IC de veiculo ou sulpirida (Sul) nas doses de 2 ou 4 ug/0,2 uL
por sitio de microinjecdo no LCE em fémeas em proestro/estro. (A) %TBA — porcentagem de tempo de
permanéncia nos bracos abertos; (B) %EBA — porcentagem de entradas nos bragos abertos; (C) EBF — nimero de
entradas nos bracos fechados; (D) Exploragdo das extremidades dos bracos abertos; (E) Mergulhos da cabega; (F)
Levantamentos. Média + EPM. ANOVA de uma via. n = 13 por grupo.

A Figura 12 apresenta os resultados no teste de LCE para fémeas em metaestro/diestro.
Todos 0os comportamentos foram avaliados durante 5 min de exploracao livre para 0s grupos
veiculo (n = 10), Sul 2 ug/0,2 uL (n =12) e Sul 4 pg/0,2 pL (n =12). A ANOVA de uma via
revelou efeito significativo para os tratamentos na porcentagem de tempo nos bracos abertos
(F231=4,17; p=0,02; n? = 0,21), porcentagem de entrada nos bracos abertos (F231 = 4,11; p
=0,02; n*> = 0,21) e exploracéo das extremidades dos bragos abertos (F231 = 7,60; p = 0,002;
n? = 0,32). A analise post hoc de Tukey revelou menor porcentagem de tempo nos bragos
abertos (p = 0,01) e menor entradas nos bracos abertos para Sul4 comparado ao grupo veiculo
(p=0,02) e menor exploracdo das extremidades dos bracos abertos para Sul2 (p =0,03) e Sul4

(p = 0,002) comparados ao veiculo. A ANOVA de uma via ndo revelou efeito significativo
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para tratamentos nas entradas nos bragos fechados (F231 = 0,27; p > 0,05), mergulhos de

cabeca (F2;31 = 0,86; p > 0,05) ou levantamentos (F231 = 2,21; p > 0,05).
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Figura 12. Efeitos da microinje¢do bilateral intra-IC de veiculo ou sulpirida (Sul) nas doses de 2 ou 4 pg/0,2 uL
por sitio de microinjecdo no LCE em fémeas em metaestro/diestro. (A) % TBA — porcentagem de tempo nos bragos
abertos; (B) %EBA — porcentagem de entradas nos bracos abertos; (C) EBF — entradas nos bragos fechados; (D)
Numero de exploragdo das extremidades dos bragos abertos; (E) Mergulhos da cabeca; (F) Levantamentos. Média
+ EPM. ANOVA de uma via seguida por Tukey. n = 10-12 por grupo. * p < 0,05 comparado ao grupo veiculo.

4.2.3 Medo Condicionado

A Figura 13 apresenta os efeitos da administracdo de sulpirida intra-IC sobre a
expressdo e extingdo da resposta de congelamento no medo condicionado ao contexto em
machos. Na Figura 13A podemos observar a porcentagem do tempo de congelamento dos
animais durante o teste e o reteste, dos grupos veiculo (n = 12), Sul 2 ug/0,2 pL (n = 12) e Sul
4 pg/0,2 pL (n =

13). A ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou efeito

significativo para o fator sessdo (Teste x Reteste; F1.34= 34,29; p < 0,001; n%» = 0,50) e para
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o fator tratamento (Veiculo x Sul 2 x Sul 4; F234=19,10; p < 0,001; n*p = 0,53), mas ndo para
interacéo entre os fatores (tratamento x sessdo; Foz34 = 0,48; p > 0,05). O teste post hoc de
Tukey indicou menor congelamento dos grupos Sul 2 e Sul 4 em relacdo ao grupo veiculo (p
< 0,001). A andlise apontou ainda diminuicdo significativa do congelamento no Reteste em
relacdo ao Teste (p < 0,001). Na Figura 13B estdo representadas as porcentagens de tempo de
congelamento por blocos de 2 minutos durante o inicio e final da sessdo treino, e durante o
teste e o reteste. Para o treino, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou efeito
significativo para o fator bloco (Inicio x Final; F134=584,03; p < 0,001; n?p = 0,94), mas ndo
para tratamento (Veiculo x Sul 2 x Sul 4; F234 = 1,86; p > 0,05) ou para interagdo entre os
fatores (tratamento x bloco; F234= 1,48; p > 0,05). O teste post hoc de Tukey indicou um
aumento do congelamento ao final do treino em relacdo ao congelamento observado antes da
apresentacdo dos choques (p < 0,001). Para o teste, a ANOVA de duas vias com medidas
repetidas revelou efeito significativo para os fatores bloco (B1 x B2 x B3 x B4 x B5; F4,136 =
13,97; p < 0,001; n?p = 0,29) e tratamento (Veiculo x Sul 2 x Sul 4; F34= 22,10; p < 0,001;
n’p = 0,56), mas ndo para interacdo entre os fatores (tratamento x bloco; Fsi3s = 1,22; p >
0,05). O teste post hoc de Tukey indicou diminui¢do do congelamento dos grupos Sul 2 e Sul
4 em relacdo ao grupo veiculo (p < 0,001) e diferenca nos blocos 2, 3 e 4 em relacdo ao bloco
1, no bloco 5 em relacdo aos blocos 2, 3 e 4 (p < 0,05). Para o reteste a ANOVA de duas vias
com medidas repetidas revelou efeito significativo para os fatores bloco (B1 x B2 x B3 x B4
x B5; Fa136=9,63; p < 0,001; n%p = 0,22) e tratamento (Veiculo x Sul 2 x Sul 4; F234= 8,10;
p = 0,001; n°p = 0,32), mas ndo para interacdo entre os fatores (tratamento x bloco; Fg13s =
1,20; p > 0,05). O teste post hoc de Tukey indicou diminuicdo do congelamento dos grupos
Sul 2 (p = 0,003) e Sul 4 (p = 0,006) em relacdo ao grupo veiculo e diferenca no bloco 2 em

relacdo ao bloco 1, e no bloco 5 em relagéo ao bloco 2, 3 e 4 (p < 0,05).
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Figura 13. Efeitos da microinjecdo bilateral intra-1C de veiculo ou sulpirida (Sul) nas doses de 2 ou 4 ug/0,2 pL
por sitio de microinjecdo no medo condicionado ao contexto em machos. (A) Porcentagem do tempo de
congelamento no teste e no reteste. (B) Porcentagem do tempo de congelamento por bloco de 2 minutos no treino
(inicio e final), no teste (cinco blocos) e no reteste (cinco blocos). Média £+ EPM. ANOVA de duas vias com
medidas repetidas seguida por Tukey. n = 12-13 por grupo. * p < 0,05 comparado ao grupo veiculo. # p < 0,05
comparado ao teste. & p < 0,05 comparado ao inicio do treino.

A Figura 14 apresenta os efeitos da administragdo de sulpirida intra-IC sobre a
expressdo e extingdo da resposta de congelamento no medo condicionado ao contexto em
fémeas em proestro/estro. Na Figura 14A podemos observar a porcentagem do tempo de
congelamento dos animais durante o teste e o reteste, dos grupos veiculo (n = 14), Sul 2 ug/0,2
puL (n =11) e Sul 4 pg/0,2 pL (n = 12). A ANOVA de duas vias com medidas repetidas que
revelou efeito significativo para o fator sessdo (Teste x Reteste; F134=65,28; p < 0,001; n’p
=0,65) e para o fator tratamento (Veiculo x Sul 2 x Sul 4; F234=31,70; p< 0,001; n’» = 0,65),
mas ndo para interacdo entre os fatores (tratamento x sessdo; Fz34 = 1,26; p > 0,05). O teste
post hoc de Tukey indicou menor congelamento dos grupos Sul 2 e Sul 4 em relacdo ao grupo
veiculo (p < 0,001). A analise apontou ainda diminuicdo significativa do congelamento no
Reteste em relagdo ao Teste (p < 0,001). Na Figura 14B estdo representadas as porcentagens
de tempo de congelamento por blocos de 2 minutos durante o inicio e final da sesséo treino, e
durante o teste e o reteste. Para o treino, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou
efeito significativo para o fator bloco (Inicio x Final; F134=1158,98; p < 0,001; n?» = 0,97),
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mas ndo para tratamento (Veiculo x Sul 2 x Sul 4; F234=0,55; p > 0,05) ou interagdo entre 0s
fatores (tratamento x bloco; Fo34 = 1,32; p > 0,05). O teste post hoc de Tukey indicou um
aumento do congelamento ao final do treino em relacdo ao congelamento observado antes da
apresentacdo dos choques (p < 0,001). Para o teste, a ANOVA de duas vias com medidas
repetidas revelou efeito significativo para os fatores bloco (B1 x B2 x B3 x B4 x B5; Fa 136 =
28,73; p < 0,001; n%p = 0,45), tratamento (Veiculo x Sul 2 x Sul 4; F234=52,60; p < 0,001;
n%p = 0,75), e para interagdo entre os fatores (tratamento x bloco; Fs 136 = 3,29; p = 0,002; n’p
= 0,16). O teste post hoc de Tukey indicou diminui¢do do congelamento dos grupos Sul 2 e
Sul 4 em relagdo ao grupo veiculo (p < 0,001). Para os blocos houve diferencga no bloco 2, 3 e
4 em relagdo ao bloco 1; os blocos 4 e 5 em relagdo ao bloco 2 e 3, e no bloco 5 em relagéo ao
bloco 4 (p < 0,05). O bloco 1 do grupo Sul 2 apresentou menor congelamento comparado ao
mesmo bloco no grupo veiculo (p < 0,05). No bloco 2, o grupo Sul 2 e Sul 4 apresentaram
menor congelamento comparados ao grupo veiculo, 0 mesmo ocorreu para 0s com bloco 3 (p
<0,05). O bloco 4 e 5 no grupo Sul 4 apresentou menor congelamento comparados a0 mesmo
bloco no grupo veiculo (p < 0,05). Para o reteste a ANOVA de duas vias com medidas
repetidas revelou efeito significativo para os fatores bloco (B1 x B2 x B3 x B4 x B5; F4,136 =
12,53; p < 0,001; n?p = 0,26) e tratamento (Veiculo x Sul 2 x Sul 4; F234= 13,80; p < 0,001;
n’p = 0,44), mas ndo para interacdo entre os fatores (tratamento x bloco; Fgi36 = 1,68; p >
0,05). O teste post hoc de Tukey indicou diminuic¢do do congelamento dos grupos Sul 2 e Sul
4 em relagdo ao grupo veiculo (p < 0,001) e diferenca nos blocos 2 e 3 em relagéo ao bloco 1,

e no bloco 5 em relagédo aos blocos 2, 3 e 4 (p < 0,05).
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Figura 14. Efeitos da microinjecdo bilateral intra-1C de veiculo ou sulpirida (Sul) nas doses de 2 ou 4 ug/0,2 UL
por sitio de microinjecdo no medo condicionado ao contexto em fémeas em proestro/estro. (A) Porcentagem do
tempo de congelamento no teste e no reteste. (B) Porcentagem do tempo de congelamento por bloco de 2 minutos
no treino (inicio e final), no teste (cinco blocos) e no reteste (cinco blocos). Média + EPM. ANOVA de duas vias
com medidas repetidas seguida por Tukey. n = 11-14 por grupo. * p < 0,05 comparado ao grupo veiculo. # p <
0,05 comparado ao teste. & p < 0,05 comparado ao inicio do treino.

A Figura 15 apresenta os efeitos da administracdo de sulpirida intra-IC sobre a
expressdo e extingdo da resposta de congelamento no medo condicionado ao contexto em
fémeas em metaestro/diestro. Na Figura 15A podemos observar a porcentagem do tempo de
congelamento dos animais durante o teste e o reteste, dos grupos veiculo (n = 11), Sul 2 pg/0,2
pL (n=12) e Sul 4 pg/0,2 pL (n=14). A ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou
efeito significativo para o fator sessdo (Teste x Reteste; F1.34= 108,28; p < 0,001; n’p = 0,76)
e para o fator tratamento (Veiculo x Sul 2 x Sul 4; F234 = 23,50; p < 0,001; n’p = 0,58), mas
ndo para interagdo entre os fatores (tratamento x sessdo; F234 = 2,92; p > 0,05). O teste post
hoc de Tukey indicou menor congelamento dos grupos Sul 2 e Sul 4 em relacdo ao grupo
veiculo (p < 0,001). A analise apontou ainda diminuicdo significativa do congelamento no
Reteste em relagdo ao Teste (p < 0,001). Na Figura 15B estdo representadas as porcentagens
de tempo de congelamento por blocos de 2 minutos durante o inicio e final da sesséo treino, e
durante o teste e o reteste. Para o treino, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou

efeito significativo para o fator bloco (Inicio x Final; F134=961,18; p < 0,001; n?p = 0,96),
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mas ndo para tratamento (Veiculo x Sul 2 x Sul 4; F234=0,003; p > 0,05) ou interagdo entre
os fatores (tratamento x bloco; F234 = 0,39; p > 0,05). O teste post hoc de Tukey indicou um
aumento do congelamento ao final do treino em relacdo ao congelamento observado antes da
apresentacdo dos choques (p < 0,001). Para o teste, a ANOVA de duas vias com medidas
repetidas revelou efeito significativo para os fatores bloco (B1 x B2 x B3 x B4 x B5; Fa 136 =
41,54; p < 0,001; np = 0,55), tratamento (Veiculo x Sul 2 x Sul 4; F234=17,00; p < 0,001;
n%p = 0,50), e para interagdo entre os fatores (tratamento x bloco; Fs 135 = 5,96; p < 0,001; n?p
= 0,26). O teste post hoc de Tukey indicou diminuicdo do congelamento dos grupos Sul 2 e
Sul 4 em relagdo ao grupo veiculo (p < 0,001). Para os blocos houve diferenca nos blocos 2,
3 e 4 em relacdo ao bloco 1, no bloco 4 em relagdo ao bloco 3, e no bloco 5 em relagdo ao
bloco 2,3 e 4 (p<0,05). No bloco 2 o grupo Sul 4 apresentou menor congelamento em relagado
ao mesmo bloco grupo veiculo (p < 0,05). No bloco 3 os grupos Sul 2 e Sul 4 apresentaram
menor congelamento comparados ao mesmo bloco grupo veiculo, 0 mesmo ocorreu para 0S
com bloco 4,5 (p<0,05). Para o reteste a ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou
efeito significativo para os fatores bloco (B1 x B2 x B3 x B4 x B5; F4136=21,00; p <0,001;
n’p = 0,38), tratamento (Veiculo x Sul 2 x Sul 4; F234=22,10; p < 0,001; n?p = 0,56), e para
interacdo entre os fatores (tratamento x bloco; Fsi3s = 4,19; p < 0,001; n%p = 0,19). O teste
post hoc de Tukey indicou diminuigdo do congelamento dos grupos Sul 2 e Sul 4 em relacao
ao grupo veiculo (p < 0,001) e diferenca nos blocos 2 e 3 em relagdo ao bloco 1, no bloco 3
comparado ao bloco 4, e no bloco 5 em relagdo a todos os demais blocos (p < 0,05). No bloco
2 0 grupo Sul 2 e Sul 4 apresentou menor congelamento em relacdo ao mesmo bloco grupo

veiculo, 0 mesmo ocorreu para os blocos 3, 4 e 5 (p < 0,05).
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Figura 15. Efeitos da microinjecdo bilateral intra-1C de veiculo ou sulpirida (Sul) nas doses de 2 ou 4 ug/0,2 UL
por sitio de microinjecdo no medo condicionado ao contexto em fémeas em metaestro/diestro. (A) Porcentagem
de tempo de congelamento no teste e no reteste. (B) Porcentagem do tempo de congelamento por bloco de 2
minutos no treino (inicio e final), no teste (cinco blocos) e no reteste (cinco blocos). Média+ EPM. ANOVA de
duas vias com medidas repetidas seguida por Tukey. n =11-14 por grupo. * p < 0,05 comparado ao grupo veiculo.
# p < 0,05 comparado ao teste. & p > 0,05 comparado ao inicio do treino.

4.3 Resultados do Experimento 2
4.3.1 Histologia

Apenas animais em que o exame histologico indicou que as cénulas-guias para
microinjecdo foram localizadas bilateralmente dentro da BLA foram utilizados no presente
estudo. A Figura 16A apresenta a fotomicrografia representando a localizagdo dos sitios de
microinjecdo na BLA. Na mesma figura (Fig. 16B) encontra-se ilustrada a disposicao desses
sitios na BLA em diferentes sec¢des transversais do encéfalo de ratos segundo o atlas de

Paxinos e Watson (2007).
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Figura 16. Histologia. (A) Fotomicrografia representativa da localizacdo dos sitios de microinjegdo bilateral na
BLA. (B) Representac¢do da disposicdo dos sitios na BLA nas diferentes sec¢des transversais do encéfalo de ratos
segundo o Atlas de Paxinos e Watson (2007). O nimero de pontos gerais € menor do que 0 nimero de animais
utilizados devido a sobreposicoes.

4.3.2 Medo Incondicionado

A Figura 17 apresenta os resultados da injecao de sulpirida intra-BLA no teste de LCE
para machos. Os comportamentos avaliados foram porcentagem de tempo de permanéncia nos
bracos abertos, porcentagem de entrada nos bracos abertos, nimero de entrada nos bracos
fechados, nimero de exploracdes das extremidades dos bracos abertos, nimero de mergulhos
de cabeca e nimero de levantamentos. Todos os comportamentos foram avaliados durante 5
minutos de exploracgdo livre para os grupos veiculo (n = 12), Sul 2 ug/0,2 pL (n = 14) e Sul 4
ng/0,2 uL (n=11). A ANOVA de uma via revelou efeito significativo para os tratamentos na
porcentagem de tempo nos bracos abertos (F 2,34 = 5,96; p = 0,006; n? = 0,26), mergulhos de
cabeca (F 234=4,41; p = 0,02; n? = 0,20) e levantamentos (F 234 = 6,07; p = 0,006; n*> = 0,26).
A analise post hoc de Tukey revelou menor porcentagem de tempo nos bracos abertos para
Sul2 comparado ao grupo veiculo (p < 0,05), menor nimero de mergulhos para Sul2
comparado ao grupo veiculo (p < 0,05) e menor nimero de levantamentos para Sul2 e Sul4
comparados ao grupo veiculo (p < 0,05). A ANOVA de uma via ndo revelou efeito

significativo para os tratamentos na porcentagem de entrada nos bracos abertos (F 234 =1,73;
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p > 0,05), entrada nos bracos fechados (F 232 = 1,22; p > 0,05) e exploracéo das extremidades

dos bracos abertos (F 2,32 = 0,76; p > 0,05).
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Figura 17. Efeitos da microinjecdo bilateral intra-BLA de veiculo ou sulpirida (Sul) nas doses de 2 ou 4 pug/0,2 pL
por sitio de microinjecdo no LCE em machos. (A) %TBA — porcentagem de tempo de permanéncia nos bragos
abertos; (B) %EBA — porcentagem de entradas nos bracos abertos; (C) EBF — nimero de entradas nos bracos
fechados; (D) Exploracdo das extremidades dos bracos abertos; (E) Mergulhos da cabeca; (F) Levantamento.
Média + EPM. ANOVA de uma via. n = 11-14 por grupo. * p < 0,05 comparado ao grupo veiculo.

A Figura 18 apresenta os resultados da injecdo de sulpirida intra-BLA no teste de LCE
para fémeas em proestro/estro. Todos os comportamentos foram avaliados durante 5 minutos
de exploracao livre para os grupos veiculo (n = 12), Sul 2 pg/0,2 uL (n = 13) e Sul 4 pg/0,2
puL (n = 12). A ANOVA de uma via revelou efeito significativo para os tratamentos nos
mergulhos de cabeca (F 234 = 3,43; p = 0,04; n?> = 0,16) e levantamentos (F 234 = 4,99; p =
0,003; n?=0,29). A analise post hoc de Tukey revelou menor nimero de mergulhos de cabeca

para Sul2 comparados ao grupo veiculo (p < 0,05), e menor nimero de levantamentos para
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Sul2 e Sul4 comparados ao veiculo (p < 0,05). A ANOVA de uma via néo revelou efeito
significativo para os tratamentos na porcentagem de tempo nos bracos abertos (F 232 = 0,71;
p > 0,05), porcentagem de entrada nos bragos abertos (F 2,32 = 0,80; p > 0,05), entradas nos

bragos fechados (F 234 = 1,37; p > 0,05) e exploracdo das extremidades dos bracos abertos (F

234 =1,16; p > 0,05).
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Figura 18. Efeitos da microinjecdo bilateral intra-BLA de veiculo ou sulpirida (Sul) nas doses de 2 ou 4 ug/0,2 puL
por sitio de microinjecdo no LCE em fémeas em proestro/estro. (A) %TBA — porcentagem de tempo de
permanéncia nos bracos abertos; (B) %EBA — porcentagem de entradas nos bragos abertos; (C) EBF — nimero de
entradas nos bragos fechados; (D) Exploragdo das extremidades dos bragos abertos; (E) Mergulhos da cabeca; (F)
Levantamentos. Média £ EPM. ANOVA de uma via. n = 12-13 por grupo. * p < 0,05 comparados ao grupo
controle.

A Figura 19 apresenta os resultados da injecdo de sulpirida intra-BLA no teste de LCE
para fémeas em metaestro/diestro. Todos os comportamentos foram avaliados durante 5 min
de exploracao livre para os grupos veiculo (n = 12), Sul 2 pg/0,2 uL (n = 13) e Sul 4 pg/0,2

ML (n = 12). A ANOVA de uma via néo revelou efeito significativo para os tratamentos na
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porcentagem de tempo nos bragos abertos (F 234 = 0,49; p > 0,05), porcentagem de entrada
nos bragos abertos (F 234 = 0,77; p > 0,05), exploracdo das extremidades dos bracos abertos
(F 234 = 0,35; p > 0,05), entradas nos bragos fechados (F 234 = 0,99; p > 0,05), mergulhos de

cabeca (F 232 =1,93; p > 0,05) e levantamentos (F 234 = 0,75; p > 0,05).
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Figura 19. Efeitos da microinjecdo bilateral intra-BLA de veiculo ou sulpirida (Sul) nas doses de 2 ou 4 pg/0,2 uL
por sitio de microinjecdo no LCE em fémeas em metaestro/diestro. (A) % TBA — porcentagem de tempo nos bragos
abertos; (B) %EBA — porcentagem de entradas nos bracos abertos; (C) EBF — entradas nos bracos fechados; (D)
Exploracdo das extremidades dos bracos abertos; (E) Mergulhos da cabeca; (F) Levantamentos. Média £ EPM.
ANOVA de uma via seguida por Tukey. n = 12-13 por grupo.

4.3.3 Medo Condicionado

A Figura 20 apresenta os efeitos da administracdo de sulpirida intra-BLA sobre a
expressdo e extingdo da resposta de congelamento no medo condicionado ao contexto em
machos. Na Figura 20A podemos observar a porcentagem do tempo de congelamento dos
animais durante o teste e o reteste, dos grupos veiculo (n = 11), Sul 2 pg/0,2 pL (n = 12) e Sul
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4 ng/0,2 uL (n = 12). A ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou efeito
significativo para o fator sessdo (Teste x Reteste; F1,32=5014,29; p < 0,001; n*>» = 0,65) e para
o fator tratamento (Veiculo x Sul 2 x Sul 4; F23,=20,80; p < 0,001; n’p = 0,56), mas ndo para
interagdo entre os fatores (tratamento x sessdo; F.3» = 0,64; p > 0,05). O teste post hoc de
Tukey indicou menor congelamento dos grupos Sul 2 (p = 0,001) e Sul 4 em relacdo ao grupo
veiculo (p < 0,001). A analise apontou ainda diminuicdo significativa do congelamento no
Reteste em relacdo ao Teste (p < 0,05). Na Figura 20B estdo representadas as porcentagens de
tempo de congelamento por blocos de 2 minutos durante o inicio e final da sessdo treino, e
durante o teste e o reteste. Para o treino, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou
efeito significativo para o fator bloco (Inicio x Final; F13, = 679,08; p < 0,001; n?p = 0,95),
mas ndo para tratamento (Veiculo x Sul 2 x Sul 4; F232=2,44; p > 0,05) ou para interacao
entre os fatores (tratamento x bloco; F23, = 1,20; p > 0,05). O teste post hoc de Tukey indicou
um aumento do congelamento ao final do treino em relacdo ao congelamento observado antes
da apresentacdo dos choques (p < 0,001). Para o teste, a ANOVA de duas vias com medidas
repetidas revelou efeito significativo para os fatores bloco (B1 x B2 x B3 x B4 x B5; Fa 128 =
24,18; p < 0,001; n?p = 0,43) e tratamento (Veiculo x Sul 2 x Sul 4; F23,=19,00; p < 0,001;
n’p = 0,54), mas ndo para interacdo entre os fatores (tratamento x bloco; Fsi2s = 1,55; p >
0,05). O teste post hoc de Tukey indicou diminui¢do do congelamento dos grupos Sul 2 (p =
0,004) e Sul 4 em relacdo ao grupo veiculo (p < 0,001), e diferenca nos blocos 2, 3 € 4 em
relacdo ao bloco 1, no bloco 5 em relacdo aos blocos 2, 3 e 4 (p < 0,05). Para o reteste a
ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou efeito significativo para os fatores bloco
(B1 x B2 x B3 x B4 x B5; Fs128= 24,12; p < 0,001; n%p = 0,43) e tratamento (Veiculo x Sul
2 x Sul 4; F232 = 13,10; p < 0,001; n’p = 0,45), mas ndo para interacdo entre os fatores
(tratamento x bloco; Fg 128 = 1,34; p > 0,05). O teste post hoc de Tukey indicou diminuicéo do

congelamento dos grupos Sul 2 (p = 0,006) e Sul 4 em relagdo ao grupo veiculo (p < 0,001) e
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diferenca no bloco 2 e 5 em relagédo ao bloco 1, e no bloco 5 em relagédo ao bloco 2,3 e 4 (p <

0,05).
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Figura 20. Efeitos da microinjecdo bilateral intra-BLA de veiculo ou sulpirida (Sul) nas doses de 2 ou 4 pg/0,2 pL
por sitio de microinjecdo no medo condicionado ao contexto em machos. (A) Porcentagem do tempo de
congelamento no teste e no reteste. (B) Porcentagem do tempo de congelamento por bloco de 2 minutos no treino
(inicio e final), no teste (cinco blocos) e no reteste (cinco blocos). Média + EPM. ANOVA de duas vias com
medidas repetidas seguida por Tukey. n = 11-12 por grupo. * p < 0,05 comparado ao grupo veiculo. # p < 0,05
comparado ao teste. & p < 0,05 comparado ao inicio do treino.

A Figura 21 apresenta os efeitos da administracdo de sulpirida intra-BLA sobre a
expressdo e extingdo da resposta de congelamento no medo condicionado ao contexto em
fémeas em proestro/estro. Na Figura 21A podemos observar a porcentagem do tempo de
congelamento dos animais durante o teste e o reteste, dos grupos veiculo (n = 12), Sul 2 ug/0,2
pL (n =11) e Sul 4 pg/0,2 pL (n = 10). A ANOVA de duas vias com medidas repetidas que
revelou efeito significativo para o fator sessdo (Teste x Reteste; F130=112,52; p < 0,001; n’p
=0,79) e para o fator tratamento (Veiculo x Sul 2 x Sul 4; F230=78,20; p < 0,001; n’» = 0,83),
mas ndo para interagdo entre os fatores (tratamento x sessdo; F230 = 1,31; p > 0,05). O teste
post hoc de Tukey indicou menor congelamento dos grupos Sul 2 e Sul 4 em relagdo ao grupo
veiculo (p < 0,001). A analise apontou ainda diminuicdo significativa do congelamento no
Reteste em relagdo ao Teste (p < 0,001). Na Figura 21B estdo representadas as porcentagens

de tempo de congelamento por blocos de 2 minutos durante o inicio e final da sesséo treino, e
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durante o teste e o reteste. Para o treino, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou
efeito significativo para o fator bloco (Inicio x Final; F130 = 259,85; p < 0,001; n?p = 0,89),
mas ndo para tratamento (Veiculo x Sul 2 x Sul 4; F230=0,71; p > 0,05) ou interacdo entre 0s
fatores (tratamento x bloco; F230 = 0,20; p > 0,05). O teste post hoc de Tukey indicou um
aumento do congelamento ao final do treino em relagcdo ao congelamento observado antes da
apresentacdo dos choques (p < 0,001). Para o teste, a ANOVA de duas vias com medidas
repetidas revelou efeito significativo para os fatores bloco (B1 x B2 x B3 x B4 x B5; Fa120=
31,97; p < 0,001; n?p = 0,51), tratamento (Veiculo x Sul 2 x Sul 4; F230 = 65,90; p < 0,001;
n’p = 0,81), mas ndo para interacdo entre os fatores (tratamento x bloco; Fsi20 = 2,02; p >
0,05). O teste post hoc de Tukey indicou diminuicdo do congelamento dos grupos Sul 2 e Sul
4 em relacdo ao grupo veiculo (p < 0,001). Para os blocos houve diferenca no bloco 2 e 3 em
relagdo ao bloco 1; os blocos 4 e 5 em relacdo ao bloco 2 e 3, e no bloco 5 em relacéo ao bloco
4 (p < 0,05). Para o reteste a ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou efeito
significativo para os fatores bloco (B1 x B2 x B3 x B4 x B5; F4120=45,63; p < 0,001; n’p =
0,60), para tratamento (Veiculo x Sul 2 x Sul 4; F230=53,80; p < 0,001; n’p = 0,78), e para
interacdo entre os fatores (tratamento x bloco; Fs120 = 7,58; p < 0,001; n%p = 0,33). O teste
post hoc de Tukey indicou diminui¢do do congelamento dos grupos Sul 2 e Sul 4 em relacdo
ao grupo veiculo (p < 0,001). Para os blocos, indicou diferenca nos blocos 2, 3 e 4 em relacdo
ao bloco 1, no bloco 4 em relagdo ao bloco 2 e 3, e no bloco 5 em relacéo aos blocos 2, 3 e 4
(p < 0,05). Com relacdo a interacdo entre os fatores, indicou diferenca no bloco 1 no grupo
Sul 2 e Sul 4 comparados ao grupo veiculo no mesmo bloco, 0 mesmo ocorreu com todos 0s

blocos (p < 0,05).
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Figura 21. Efeitos da microinjecdo bilateral intra-BLA de veiculo ou sulpirida (Sul) nas doses de 2 ou 4 pg/0,2 uL
por sitio de microinjecdo no medo condicionado ao contexto em fémeas em proestro/estro. (A) Porcentagem do
tempo de congelamento no teste e no reteste. (B) Porcentagem do tempo de congelamento por bloco de 2 minutos
no treino (inicio e final), no teste (cinco blocos) e no reteste (cinco blocos). Média + EPM. ANOVA de duas vias
com medidas repetidas seguida por Tukey. n = 10-12 por grupo. * p < 0,05 comparado ao grupo veiculo. # p <
0,05 comparado ao teste. & p < 0,05 comparado ao inicio do treino.

A Figura 22 apresenta os efeitos da administracdo de sulpirida intra-BLA sobre a
expressdo e extingdo da resposta de congelamento no medo condicionado ao contexto em
fémeas em metaestro/diestro. Na Figura 22A podemos observar a porcentagem do tempo de
congelamento dos animais durante o teste e o reteste, dos grupos veiculo (n = 12), Sul 2 ug/0,2
pL (n=13) e Sul 4 pg/0,2 uL (n=12). A ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou
efeito significativo para o fator sessdo (Teste x Reteste; F134=133,16; p < 0,001; n’p=0,79)
e para o fator tratamento (Veiculo x Sul 2 x Sul 4; F, 34 = 40,80; p < 0,001; n’p = 0,70), mas
ndo para interacdo entre os fatores (tratamento x sessdo; F234 = 2,42; p > 0,05). O teste post
hoc de Tukey indicou menor congelamento dos grupos Sul 2 e Sul 4 em relacdo ao grupo
veiculo (p < 0,001). A analise apontou ainda diminuicdo significativa do congelamento no
Reteste em relacdo ao Teste (p < 0,001). Na Figura 22B estdo representadas as porcentagens
de tempo de congelamento por blocos de 2 minutos durante o inicio e final da sessao treino, e
durante o teste e o reteste. Para o treino, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou

efeito significativo para o fator bloco (Inicio x Final; F134 = 585,88; p < 0,001; n?p = 0,94),
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mas ndo para tratamento (Veiculo x Sul 2 x Sul 4; F234=0,13; p > 0,05) ou interagdo entre 0s
fatores (tratamento x bloco; F234 = 0,08; p > 0,05). O teste post hoc de Tukey indicou um
aumento do congelamento ao final do treino em relacdo ao congelamento observado antes da
apresentacdo dos choques (p < 0,001). Para o teste, a ANOVA de duas vias com medidas
repetidas revelou efeito significativo para os fatores bloco (B1 x B2 x B3 x B4 x B5; Fa 136 =
48,05; p < 0,001; np = 0,58), tratamento (Veiculo x Sul 2 x Sul 4; F234= 31,60; p < 0,001;
n%p = 0,65), e para interagdo entre os fatores (tratamento x bloco; Fs 135 = 2,70; p = 0,009; n?p
= 0,13). O teste post hoc de Tukey indicou diminuicdo do congelamento dos grupos Sul 2 e
Sul 4 em relagdo ao grupo veiculo (p < 0,001). Para os blocos houve diferenca nos blocos 2,
3 e 4 em relacdo ao bloco 1, no bloco 4 em relagdo ao bloco 3, e no bloco 5 em relagdo ao
bloco 2, 3e4 (p <0,05). No bloco 2 o grupo Sul4 apresentou menor congelamento em relacéo
ao mesmo bloco grupo veiculo (p < 0,05). No bloco 3 os grupos Sul2 e Sul4 apresentaram
menor congelamento comparados ao mesmo bloco grupo veiculo, 0 mesmo ocorreu para 0S
com bloco 4,5 (p<0,05). Para o reteste a ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou
efeito significativo para os fatores bloco (B1 x B2 x B3 x B4 x B5; F4136 = 41,36; p <0,001;
n’p = 0,55), tratamento (Veiculo x Sul 2 x Sul 4; F234=25,80; p < 0,001; n?p = 0,60), e para
interacdo entre os fatores (tratamento x bloco; Fs 136 = 5,50; p < 0,001; n’p = 0,24). O teste
post hoc de Tukey indicou diminuigdo do congelamento dos grupos Sul 2 e Sul 4 em relacao
ao grupo veiculo (p < 0,001) e diferenca nos blocos 2, 3 e 4 em relagdo ao bloco 1, no bloco 2
e 3 comparado ao bloco 4, e no bloco 5 emrelagdo a 2, 3 e 4 (p < 0,05). No bloco 2 o grupo
Sul 2 e Sul 4 apresentou menor congelamento em relacdo ao mesmo bloco grupo veiculo, o

mesmo ocorreu para os blocos 3,4 e 5 (p <0,05).
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Figura 22. Efeitos da microinjecdo bilateral intra-BLA de veiculo ou sulpirida (Sul) nas doses de 2 ou 4 pug/0,2
WL por sitio de microinjecdo no medo condicionado ao contexto em fémeas em metaestro/diestro. (A)
Porcentagem de tempo de congelamento no teste e no reteste. (B) Porcentagem do tempo de congelamento por
bloco de 2 minutos no treino (inicio e final), no teste (cinco blocos) e no reteste (cinco blocos). Média + EPM.
ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida por Tukey. n = 12-13 por grupo. * p < 0,05 comparado ao
grupo veiculo. # p < 0,05 comparado ao teste. & p > 0,05 comparado ao inicio do treino.

4.4. Discussao

Os dados descritos tiveram como objetivo ampliar a caracterizagdo do envolvimento
dopaminérgico no medo condicionado e incondicionado, avaliando os efeitos do bloqueio dos
receptores dopaminérgicos do tipo D2 no IC e na BLA em ratos machos e fémeas nos testes
de LCE e medo condicionado ao contexto. De forma geral, nossos resultados apontaram que
as injecdes intra-1C de sulpirida diminuiram a exploragdo dos bragos abertos do LCE apenas
em fémeas em metaestro/diestro, enquanto as inje¢des intra-BLA diminuiram a exploracdo
dos bragos abertos e os levantamentos em machos e fémeas em proestro/estro. No medo
condicionado, a administracdo de sulpirida intra-IC ou intra-BLA diminuiu o tempo de
congelamento no teste e no reteste em machos, fémeas em proestro/estro e fémeas em
metaestro/diestro. Assim, a injecéo intra-I1C e intra-BLA de sulpirida parece exercer um efeito
pré-aversivo no medo incondicionado, dependente do sexo e do ciclo estral, e um efeito
antiaversivo generalizado no medo condicionado. A seguir, 0s principais resultados seréo

discutidos para cada estrutura encefalica e teste comportamental.
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Os testes de medo incondicionado e condicionado mostraram-se eficazes nos
protocolos adotados. No LCE, o efeito de aversdo natural dos roedores ao aparato foi
demonstrado, uma vez que tanto os machos quanto as fémeas em diferentes fases do ciclo
estral exibiram uma preferéncia para exploracdo e permanéncia nos bracos fechados. Esses
achados sdo consistentes com estudos prévios que utilizaram o mesmo protocolo (DE
OLIVEIRA et al., 2014; REIMER et al., 2015; FABRIS et al., 2022). Em relacdo ao medo
condicionado ao contexto, no treino 0s animais apresentaram aumento do congelamento no
final da sessdo comparado com o inicio, sugerindo que o estimulo inicialmente neutro
(contexto) foi associado ao estimulo incondicionado (choque) e se tornou um estimulo
aversivo condicionado. Mais importante, machos e fémeas apresentaram evidéncias de
aprendizagem da relagdo CS-US, uma vez que o tempo de congelamento durante o teste e
reteste foi maior quando comparados ao inicio do treino. Ao final da sesséo do teste, observou-
se diminuicdo do congelamento em relagdo ao comeco da sessdo, indicando aprendizagem da
extincdo. No reteste, a diminuicdo do congelamento se mantém, indicando retencdo da
extin¢do. Esses resultados estdo de acordo com aqueles observados em outros estudos que
utilizaram este mesmo protocolo (DE SOUZA CAETANO et al.,, 2013; DE VITA, 2021,
ALVES et al., 2022).

A literatura descreve a presenga de dopamina no IC, e estudos indicam um papel
predominante dos receptores dopaminérgicos do tipo D2 nessa estrutura na modulacdo de
estados aversivas em roedores (SATAKE et al., 2012; DE OLIVEIRA et al., 2014;
MUTHURAJU et al., 2014; HOYT et al., 2019). Os achados do presente estudo alinham-se
parcialmente a literatura sobre o papel dos receptores dopaminérgicos D2 no IC e em outras
estruturas mesencefalicas no controle de respostas defensivas, uma vez que a administracéo
intra-1C de sulpirida produziu efeito pro-aversivo apenas em fémeas em metaestro/diestro. Na

revisdo sistematica realizada, verificou-se que, entre os estudos com administracdo sistémica
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de antagonistas D2, apenas 6 de 31 apresentaram efeitos pro-aversivos, enquanto a maioria
(25) ndo encontrou diferencas estatisticas relevantes em compara¢do aos grupos controle. Por
outro lado, estudos com microinjecdes locais no IC e no coliculo superior relataram efeitos
pro-aversivos consistentes (DE OLIVEIRA et al., 2014; MUTHURAJU et al., 2014, 2016).
De forma compativel, no presente estudo, a administracdo de sulpirida intra-1C em fémeas em
metaestro/diestro resultou na reducdo significativa do tempo de permanéncia, do nimero de
entradas e da exploracédo da extremidade dos bragos abertos, indicando um efeito pré-aversivo.
No entanto, ao se considerar os resultados em machos, observou-se uma divergéncia em
relacdo aos estudos anteriores. Tal diferenca pode estar associada a variacbes metodoldgicas,
como o intervalo entre a administracao da sulpirida e o inicio do teste, que foi de 15 minutos
em de Oliveira et al. (2014) e 10 minutos no presente estudo. Outra variacdo, potencialmente
importante, foi a localizacdo dos sitios de injecdo no IC. Nos estudos anteriores (DE
OLIVEIRA et al., 2014; MUTHURAJU et al., 2014), os registros histolégicos mostraram
concentracdes nas por¢des mais ventrais/centrais do I1C, enquanto, no presente trabalho, as
injecOes distribuiram-se ao longo de toda a extensdo dorso-ventral. Por isso, para verificar a
relevancia da localizacdo das injecdes no IC, realizamos analises estatisticas adicionais
separando o0s animais com microinjec6es concentradas no nucleo central do IC (ver Apéndice
D) ou em regides ventrais do IC (ver Apéndice E). Nos machos com injec¢des ventrais, a dose
menor de sulpirida (Sul 2) mostrou tendéncia a efeito pré-aversivo, diminuindo as entradas
nos bracos abertos (p = 0,05, teste post hoc de Tukey); ja nas fémeas em metaestro/diestro, o
efeito pro-aversivo observado na analise geral com todos os animais permaneceu e, nas fémeas
em proestro/estro, permaneceu a auséncia de qualquer efeito significativo. Para a analise
considerando apenas injecdes no nacleo central do IC, observamos a manutencdo do efeito
pré-aversivo em fémeas metaestro/diestro e auséncia de efeito em machos e fémeas em

proestro/estro. Esses dados sugerem que o local preciso da microinjecéo no IC ndo influenciou
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a expressdo comportamental dos efeitos dos antagonistas D2 de forma significativa no
presente estudo. Em conjunto, os achados indicam que a reducédo da atividade dopaminérgica
no IC pode aumentar o medo inato; contudo, ainda sdo escassos 0s estudos que exploram a
relacdo entre IC, dopamina e medo inato.

No medo condicionado, nossos resultados mostraram que a injecdo intra-1IC de
sulpirida reduziu o congelamento no teste e no reteste tanto em machos quanto em fémeas,
independentemente da fase do ciclo estral. Esse efeito foi mantido quando as andlises
consideraram apenas 0s animais com sitio de microinjecao localizado no nacleo central ou nos
aspectos ventrais do IC. O efeito antiaversivo observado sugere a participagdo funcional dos
receptores dopaminérgicos do tipo D2 do IC na expressdo e extingdo da memoria aversiva
contextual. Esses achados contrastam com estudos que ndo encontraram efeitos da sulpirida
intra-1C sobre 0 medo condicionado a luz-CS (DE OLIVEIRA et al., 2014; MUTHURAJU et
al., 2014), possivelmente em funcéo de diferencas metodoldgicas, como o uso de paradigmas
diferentes (por exemplo, sobressalto potencializado pelo medo com luz como CS, em vez do
condicionamento contextual) ou de outras drogas e doses (por exemplo, haloperidol). Nossos
achados reforcam o papel mediador da dopamina no IC sobre memarias aversivas contextuais
e indicam que essa via pode ser menos sensivel as variages sexuais e hormonais ciclicas,
diferentemente do observado com a administracdo sistémica, na qual apenas machos (DE
VITA etal., 2021) e fémeas em proestro/estro (ALVES et al., 2022) apresentaram diminuicao
do congelamento com sulpirida. Em conjunto, os dados sugerem que uma reducéo da atividade
dopaminérgica no IC diminui o medo condicionado contextual, mas nao afeta o medo
condicionado a luz-CS (DE VITA et al., 2021); entretanto, a relacdo entre dopamina, IC e
medo condicionado ainda é pouco explorada na literatura.

Na literatura, a relacdo entre a BLA e a dopamina é bem estabelecida, uma vez que

essa estrutura integra uma das principais vias dopaminérgicas, a mesolimbica, associada aos
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efeitos reforcadores de diversos estimulos (LEDOUX, 2000). No presente estudo, as
microinjecdes de sulpirida na BLA produziram efeito pré-aversivo nos machos e nas fémeas
em proestro/estro, evidenciado nos machos pela diminuicdo do tempo de exploracdo dos
bragos abertos e em ambos pela diminui¢do do nimero de mergulhos de cabeca. Além disso,
a sulpirida reduziu a exploragdo vertical tanto em machos quanto em fémeas na fase de
proestro/estro, diminuindo o nimero de levantamentos. Esse padrdo de resultados foi
inesperado, considerando que apenas trés estudos avaliaram a microinjecdo de sulpirida na
BLA em comportamentos defensivos no LCE: dois relatando efeitos antiaversivos, com
aumento do tempo e das entradas nos bracos abertos (ZARRINDAST et al., 2011; BANANEJ
et al., 2012), enquanto o terceiro ndo encontrou efeitos significativos (WU et al., 2022).
Ressalta-se que nenhum desses trabalhos incluiu fémeas, o que limita comparagfes diretas,
tampouco investigou 0os comportamentos especificos analisados neste estudo (mergulho de
cabeca e levantamento). Adicionalmente, trabalhos que utilizaram outros antagonistas
dopaminérgicos do tipo D2 na BLA também relataram efeitos antiaversivos ou auséncia de
efeitos no LCE (DIAZ et al., 2011; PAVLOVA et al., 2016), bem como em outros testes de
medo incondicionado (DIAZ et al., 2011; WU et al., 2022). A divergéncia entre os resultados
observados no presente estudo e aqueles descritos na literatura pode ser atribuida, em parte,
as diferencas nas doses do farmaco empregadas nos trabalhos anteriores. No estudo de Bananej
et al. (2012), os efeitos antiaversivos foram observados com doses de 0,3 ¢ 0,5 ng/0,5 pl/sitio,
enquanto Zarrindast et al. (2011) relataram efeito antiaversivo com a dose de 5 pug/0,5 ul/sitio.
Essas variacOes dificultam uma comparacédo direta com os achados do presente estudo, uma
vez que o efeito pro-aversivo foi observado com a dose de 2 pg/0,2 ul/sitio. Assim, além das
diferencas nas doses administradas — sendo uma inferior e outra superior a utilizada neste
trabalho —, os volumes de injecdo empregados em ambos 0s estudos prévios foram maiores

do que o adotado na presente investigacdo. Ademais, a localizacdo precisa das microinjegdes
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nesses estudos ndo estd claramente estabelecida, ndo sendo possivel determinar se o farmaco
foi administrado especificamente no nucleo basolateral da amigdala (BLA) ou no complexo
BLA como um todo, conforme realizado neste estudo, o que pode ter contribuido
adicionalmente para as discrepancias observadas entre os resultados. Nossos achados sugerem
que uma reducéo da atividade dopaminérgica na BLA pode aumentar 0 medo inato; porém, as
divergéncias entre os resultados indicam que o papel dessa via dopaminérgica no medo
incondicionado ainda precisa ser mais explorado.

O presente estudo também contribui para a literatura ao demostrar que injecdes de
sulpirida intra-BLA reduziram o congelamento no teste e no reteste do medo condicionado ao
contexto em machos e fémeas, independentemente da fase do ciclo estral. Esse efeito
antiaversivo sugere a participacdo funcional dos receptores dopaminérgicos do tipo D2 da
BLA na expressdo e na extingdo da memoria aversiva contextual. Esses achados estdo de
acordo com estudos anteriores que utilizaram antagonistas do tipo D2, incluindo a sulpirida, e
observaram efeitos antiaversivos em machos avaliados em paradigmas de medo condicionado
(GREBA et al., 2001; LALUMIERE et al., 2004; DE OLIVEIRA et al., 2011; DE SOUZA
CAETANO et al., 2013; DE OLIVEIRA et al., 2017). Assim, além de corroborar os achados
prévios em machos, o presente estudo amplia esses resultados ao demonstrar que o efeito
antiaversivo do bloqueio dopaminérgico D2 na BLA também se estende a fémeas, tanto em
proestro/estro quanto em metaestro/diestro. Em conjunto, os achados sugerem que a reducao
da atividade dopaminérgica na BLA atenua de forma consistente a expressdo do medo
condicionado.

Considerando que antagonistas dopaminergicos do tipo D2 podem produzir efeitos
motores em roedores (CREESE et al., 1976; WADENBERG et al. 2001; WAKU et al., 2021),
estudos prévios do nosso laboratério mostraram que a administracdo sistémica de sulpirida

ndo compromete a fungdo motora de machos e de fémeas em diferentes fases do ciclo estral
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(DE VITA et al., 2021, ALVES et al., 2022). No presente estudo, 0s animais que receberam
administracdo de sulpirida intra-IC apresentaram nimero de entradas nos bracos fechados e
nimero de levantamentos semelhantes aos do grupo controle, sugerindo auséncia de
comprometimento motor geral. Em contraste, os animais que receberam administracdo de
sulpirida intra-BLA apresentaram diminuicéo de levantamento comparados ao grupo controle,
0 que pode sugerir que o bloqueio D2 na BLA pode afetar especificamente a atividade motora
vertical. Por outro lado, a avaliacdo do comportamento de imobilidade no LCE fornece suporte
adicional para uma auséncia de efeitos motores globais, uma vez que esse comportamento foi
praticamente inexistente tanto apos inje¢des no IC quanto na BLA. Diante disso, optamos por
ndo apresentar estes dados.

Destaca-se como caracteristica relevante de nosso estudo a inclusdo de fémeas e
separacdo dos grupos com base nas fases do ciclo estral, proestro/estro e metaestro/diestro.
Esse agrupamento foi realizado pelo perfil hormonal semelhante das fases do ciclo, morfologia
semelhante (presenca ou auséncia de leucdcitos) e separacédo da fase folicular (proestro/estro)
e lutea (metaestro/diestro) do ciclo estral (PESTANA & GRAHAM, 2024). Alguns estudos
realizaram esse tipo de agrupamento anteriormente e obtiveram diferentes resultados de
acordo com a fase do ciclo, reforcando a adequacdo desse tipo de estratégia experimental
(REIMER et al., 2018; ALVES et al., 2022; ALMEIDA-SOUZA et al., 2025). Além disso,
estudar os efeitos do ciclo estral no comportamento de roedores pode ter implicacdes
importantes para o desenvolvimento e a dosagem de tratamentos farmacoldgicos, dado que
pode influenciar a responsividade a medicamentos ansioliticos (PESTANA & GRAHAM,
2024).

N&o foi possivel, entretanto, realizar comparagfes diretas com estudos anteriores
quanto aos efeitos pré-aversivos da administracdo intra-IC de sulpirida no LCE durante o

metaestro/diestro, ou quanto aos efeitos das injecdes intra-BLA no LCE nas fémeas em
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proestro/diestro, uma vez que este € o primeiro estudo a utilizar essa abordagem. Ainda assim,
a literatura aponta que o comportamento do tipo ansioso em fémeas pode variar ao longo do
ciclo estral, com menor ansiedade no proestro e maior no metaestro/diestro (FRYE etal., 2000;
MARCONDES et al., 2001; PESTANA & GRAHAM 2024). Estudos com antagonistas D2
administrados de forma sistémica também demonstraram efeitos pro-aversivos no LCE,
embora sem explorar as variagcOes entre as fases do ciclo (YANG etal., 2015; NIE et al., 2018).
Nesse contexto, nossos dados indicam efeitos pro-aversivos da sulpirida no IC na fase de
metaestro/diestro, corroborando a ideia de que a baixa concentragdo de estrégenos nesta fase
pode aumentar a vulnerabilidade a estimulos aversivos, reforgando a importancia de
considerar o ciclo estral na investigacdo farmacoldgica do comportamento emocional. Por
outro lado, os efeitos observados para a BLA em proestro/estro, caracterizados pela
diminuicdo de mergulho de cabeca e de levantamento, requerem, mas investigacoes, uma vez
que, além de a maioria dos estudos ndao considerar o fator ciclo estral, esses parametros
comportamentais sdo menos explorados na literatura. Ademais, evidéncias indicam diferencas
sexuais na modulacdo dopaminérgica, uma vez que a deplecdo de dopamina na amigdala
direita, particularmente direcionada a BLA, induz perfis comportamentais opostos no LCE em
ratos machos e fémeas, tanto na exposic¢do inicial quanto na reexposi¢cdo ao labirinto
(SULLIVAN etal., 2009).

No caso do medo condicionado, é importante considerar, adicionalmente, que
paradigmas que envolvem aprendizagem normalmente sdo conduzidos em varios dias e
envolvem duas ou mais sessdes. Isso significa que as fémeas podem ser condicionadas em
uma fase do ciclo estral, mas testadas em outra. Existe a possibilidade de que a fase do ciclo
durante o condicionamento (treino) possa impactar a capacidade de resposta durante a sessao
de teste (LOVICK & ZANGROSSI et al., 2021). Além da flutuacdo hormonal durante as fases

do ciclo poder alterar as respostas emocionais (LOVICK, 2014), os hormdnios gonadais sdo
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moduladores endogenos da transmissdo dopaminérgica, podendo agir melhorando ou
reduzindo a eficacia das drogas (BECKER, 1999; BECKER & HU, 2008; REY et al., 2014;
DIEKHOF & KATNAYAKE, 2016; BECKER et al., 2017).

Embora as injec¢des intra-IC e intra-BLA de sulpirida tenham produzido diversos
efeitos comportamentais, ainda ndo podemos afirmar com precisdo quais populacdes
neuronais estdo sendo diretamente moduladas — se neur6nios GABAGérgicos, glutamatérgicos
ou ambos. A literatura indica uma complexa dinamica neuroquimica nessas regides.
Evidéncias indicam que a atividade neuronal na amigdala varia ao longo do ciclo estral de
maneira dependente da sub-regido. Por exemplo, ao longo do ciclo estral de quatro dias, a
atividade na amigdala lateral aumenta no diestro, enquanto a BLA apresenta maior atividade
no proestro; porém, nenhuma alteragdo isolada nos sistemas glutamatergico e GABAérgico
foi suficiente para explicar esse padrdo (BLUME et al., 2017). Em contraste, em nosso estudo,
os efeitos das injecdes de sulpirida na BLA e no IC no medo condicionado ndo dependeram
do sexo ou da fase do ciclo estral, sugerindo que a modulagdo hormonal sobre a
neurotransmissdo dopaminérgicas pode estar mais relacionada ao medo incondicionado do
que ao condicionado. Além disso, evidéncias indicam que o congelamento contextual
condicionado pode ser reduzido por injegdes de muscimol, um agonista GABA-A, na BLA de
machos (MARTINEZ et al., 2006), o que levanta a possibilidade de que antagonistas D2
apresentem preferéncia funcional por circuitos GABAérgicos locais. Complementando esse
cenario, estimulos sonoros aversivos parecem recrutar vias glutamatérgicas provenientes do
IC que sinalizam para neurdnios GABAérgicos da VTA via nucleo cuneiforme, contribuindo
para a codificagdo de estados emocionais negativos em camundongos (ZHOU et al., 2025).
Dessa forma, investigacoes futuras devem examinar mais diretamente as interagdes dopamina-
GABA e dopamina-glutamato tanto no medo condicionado quanto no medo incondicionado,

em machos e fémeas ao longo das diferentes fases do ciclo estral.
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Evidéncias também apontam a existéncia de uma relacdo IC-BLA: estudos
demonstraram que a estimulacdo aversiva do IC modula de forma robusta sistemas
monoaminérgicos em regides corticais e limbicas, incluindo a BLA. A estimulacdo do IC
aumenta significativamente as concentracdes extracelulares de dopamina no cortex frontal e
também eleva serotonina (=<70%) e dopamina (=<60%) na BLA (MACEDO et al., 2005a;
MACEDO et al., 2005b). Além disso, a inativacdo da BLA intensifica a aversividade da
estimulacdo do IC e reduz 0 aumento de dopamina observado no cortex frontal, indicando que
a BLA atua como um filtro critico para a informacdo aversiva que ascende do IC para
estruturas superiores (MACEDO et al., 2005a). Esses achados reforcam o papel integrado
entre IC e BLA na modulacdo monoaminérgica envolvida na geracdo e regulacdo de estados

aversivos.

5. CONCLUSOES

A administragdo de sulpirida no IC diminuiu a exploragdo dos bracos abertos do LCE,
evidenciando um efeito pro-aversivo no medo incondicionado restrito as fémeas em
metaestro/diestro. No medo condicionado ao contexto, a sulpirida intra-IC reduziu o
congelamento em machos e em fémeas em proestro/estro e metaestro/diestro, caracterizando
um efeito antiaversivo independente do sexo e da fase do ciclo estral. A sulpirida intra-BLA
diminuiu a exploracdo dos bragos abertos do LCE em machos e o nimero de mergulhos de
cabeca em machos e em fémeas em proestro/estro, produzindo efeito pré-aversivo no medo
incondicionado, além de reduzir o numero de levantamentos em machos e fémeas em
proestro/estro. No medo condicionado, a sulpirida intra-BLA reduziu o congelamento em
machos, fémeas proestro/estro e metaestro/diestro, evidenciando efeito antiaversivo
independente do sexo e do ciclo. Em conjunto, os resultados indicam que a neurotransmissao

dopaminérgica mediada por receptores tipo D2 no IC e na BLA participa tanto do medo
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incondicionado quanto do medo condicionado, mas de forma distinta. Esses achados refor¢cam
a ideia de um papel dual da dopamina em estados aversivos, com 0s receptores tipo D2
modulando o medo incondicionado e mediando a expressdo do medo condicionado. Embora a
literatura sugira maior envolvimento dopaminérgico em regides mais caudais, como o teto
mesencefalico, no medo incondicionado, e de regides mais rostrais, como amigdala, no medo
condicionado, os resultados do presente estudo ampliam essa perspectiva ao demonstrar a
relevancia da dopamina no IC e na BLA em ambos os tipos de medo. Ademais, 0 estudo
evidencia diferencas sexuais e ciclo-dependentes, indicando que horménios gonodais femininos
modulam a influéncia dopaminérgica sobre o medo incondicionado. Esses dados ressaltam a
importancia da inclusdo de fémeas na pesquisa em neurociéncia e destacam o carater pioneiro
do presente trabalho ao investigar o papel da dopamina no IC e na BLA considerando sexo e

diferentes fases do ciclo estral.
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ANEXO A - Certificado da Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFSCar

Pro Reitoria  comissso de Etica no Uso de Animais
. Universidade Federal de Séc Carlos ﬂ
3 Pesquisa “"I'I-[':*I ar

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Envolvimento de receptores dopaminérgicos do tipo D2 do coliculo inferior e do complexo
basolateral da amigdala na expressdo do medo condicionado e incondicionado em ratos machos e fémeas. ", protocolada sob o
CEUA n? 8014150921 (i oo1584), sob a responsabilidade de Amanda Ribeiro de Oliveira e equipe; Camila de Oliveira Alves - que
envolve a produgdo, manutengao efou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem),
para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto
6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal
(CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sao Carlos (CEUA/UFSCAR) na
reunido de 27/09/2021.

We certify that the proposal "Involvement of D2-like dopaminergic receptors of the inferior colliculus and the basolateral amygdala
in the expression of conditioned and unconditioned fear in male and female rats”®, utilizing 540 Heterogenics rats (180 males and
360 females), protocol number CEUA 8014150921 o oo1584), under the responsibility of Amanda Ribeiro de Oliveira and team;
Camila de Oliveira Alves - which involves the production, maintenance andjor use of animals beloenging to the phylum Chordata,
subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes 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 Sao Carlos
(CEUA/UFSCAR) in the meeting of 09/27/2021.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 11/2021 a 10/2025 Area: Psicologia

Origem: Biotério Central da UFSCar

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 60 a 90 dias N: 180
Linhagem: Wistar Peso: 250a300¢g

Origem: Biotério Central da UFSCar

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Fémeas idade: 60 a 90 dias N: 360
Linhagem: Wistar Peso: 200a250¢g

Local do experimento: Laboratério de Psicologia da Aprendizagem (LPA) - DPsi

Sao Carlos, 28 de setembro de 2021

Qi Gl

Profa. Dra. Luciana Thie Seki Dias Profa. Dra. Cleoni dos Santos Carvalho
Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Séo Carlos Universidade Federal de Séo Carlos

Rodovia Washington Luis, Km 235, Bairro Monjolinho - CEP 13565-905 Sdo Carlos/SP - tel: 55 (16) 3351-8028
Hordrio de atendimento: 22 a 6* das Bh as 12h e das 14h as 16h : e-mail: ceva@ufscar.br
CEUA N 8014150921
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APENDICE A - Caracteristicas dos roedores.

Ahmadi et al., 2013 Rats Wistar Male NA 8 240-280
Alves et al., 2022 Rats Wistar Female P/E and M/D 8-12 220-310
Anetal., 2013 Rats Sprague-Dawley Male NA NR 280-390
Antunes et al., 2020 Rats Wistar Male NA NR 200-300
Avila et al., 2020 Rats Wistar Male NA NR 200-240
Bananej et al., 2012 Rats Wistar Male NA NR 250-280
Barreto et al., 2018 Mice C57BL/6 Male NA 8 20-30
Bartoszyk, 1998 Rats Sprague-Dawley Male NA NR 220-410
Belzung et al., 1991 Mice C57BL/6 Male NA NR 23-24
Belzung and Berton, 1997 Mice BALB/c Male NA 10 22-26
Belzung et al., 2001 Mice BALB/c Male NA 8 NR
Bonasera et al., 2015 Mice C57BL/6J Male NA 8-12 NR
Borowski and Kokkinidis, 1996 Rats Wistar Male NA NR NR
Boulay et al., 2011 Rats Wistar and Sprague-Dawley Male NA NR 175-220
Braszko, 2006 Rats Wistar Male NA 8 160-180
Braszko, 2009 Rats Wistar Male NA NR 180-200
Bueno et al., 1992 Rats Wistar Male NA NR 250-300
Cao and Rodgers, 1997 Mice Swiss-Webster Male NA 8-10 NR
Carnicellaetal., 2014 Rats Sprague-Dawley Male NA 6 200
Carvalho et al., 2009 Rats Wistar Male NA NR 230-260
Chanetal., 2017 Rats Sprague-Dawley Male NA Adult 250-350
Chibaetal., 2010 Rats Wistar and Wistar-Kyoto Male NA 7 NR
Cole and Rodgers, 1994 Mice DBA/2 Male NA 10-14 NR
Colombo et al., 2013 Rats Wistar Male NA NR 200-250
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Dadkhah et al., 2018 Rats Wistar Male NA NR 250-280
Dadkhah et al., 2021 Rats Wistar Male NA NR 250-300
Dalmagro et al., 2021 Mice Swiss Male NA 8-12 25-30
de Bundel et al., 2016 Mice C57BL/6J and C57BL/6N (Drd2::EGFP) Male NA 8-12 NR
de Figueiredo et al., 2022 Rats Wistar Male NA 10-12 NR
de la Moraet al., 2012 Rats Wistar Male NA NR 250-270
de Oliweira et al., 2006 Rats Wistar Male NA NR 220-280
de Oliwveira et al., 2009 Rats Wistar Male NA NR 250-270
de Oliveiraet al., 2011 Rats Wistar Male NA NR 260-280
de Oliveira et al., 2013 Rats Wistar Male NA NR 270-290
de Oliveira et al., 2014 Rats Wistar Male NA NR 250-300
de Oliveiraet al., 2017 Rats Wistar Male NA NR 270-290
de Santis et al., 2014 Rats Sprague-Dawley Male NA 8 NR
de Souza Caetano et al., 2013 Rats Wistar Male NA NR 260-300
de Vitaet al., 2021 Rats Wistar Male NA NR 260-320
Deng et al., 2015 Mice DAT+/— knockdown NR NA NR NR
Diazetal., 2011 Rats Sprague-Dawley Male NA NR NR
Dringenberg et al., 2000 Rats Long-Evans Male NA Adult 300-450
Dubrovina and Zinov'eva, 2010 Mice C57BL/6J Male NA 12-15 22-25
Ebada et al., 2016 Mice C57BL/6J Male NA 6-8 NR
Ebrahimi-Ghiri et al., 2018 Rats Wistar Male NA NR 250-300
Eissa et al., 2021 Mice C57BL/6J and BTBR Male NA 8-10 25-35
Fedotova, 2013 Rats Wistar Female OVvX Adult 180-200
Ferrari et al., 1992 Rats Wistar Male NA NR 250-280
Gao and Cutler, 1993 Mice DBA/2 Male NA Adult 31-34
Garcia et al., 2005 Rats Wistar Male NA NR 230-250
Gendreau et al., 1997 Mice C57BL/6J Male NA 8 NR
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Ghanbari et al.. 2018 Rats Wistar Male NA 60-70
Rats Wistar Female NR 60-70
Gifkins et al., 2002 Rats Wistar Male NA NR 500
Greba et al., 2001 Rats Wistar Male NA NR 350
Guarraci et al., 2000 Rats Long-Evans Female NR NR 200-250
Hirata et al., 2007 Mice ddy Male NA 4 NR
Holtzman-Assif et al., 2010 Rats Wistar Male NA NR NR
Inoue et al., 1996 Rats Sprague-Dawley Male NA NR 250-300
Inoue et al., 2005 Rats Sprague-Dawley Male NA NR 230-250
lordanova et ., 2006 Rats | ster-Hooded and Australian Albino Male NA NR 250-380
Ishida-Tokuda et al., 1996 Rats Sprague-Dawley Male NA NR 175-255
Jing Lietal., 2018 Rats Sprague-Dawley Male NA Adult 350-400
Johnston and File, 1989 Rats Lister-Hooded Male NA NR 250-350
Kamei et al., 1995 Mice ddy Male NA 7 NR
Kamei et al., 1996 Mice ddy Male NA 7-8 NR
Karl et al., 2006 Rats Sprague-Dawley Male NA 9-10 282-432
Khalifeh et al., 2021 Rats Wistar Male NA Adult NR
Kwon et al., 2015 Mice C57BL/6J, D4R-KO and DIx5/6-Cre Male NA 8-10 NR
LalLumiere et al., 2004 Rats Sprague-Dawley Male NA NR 300
LészI6 et al., 2020 Rats Wistar Male NA Adult 280-320
Lauzon et al., 2009 Rats Sprague-Dawley Male NA NR 300-350
Lauzon et al., 2012 Rats Sprague-Dawley Male NA NR 300-350
Lauzon et al., 2013 Rats Sprague-Dawley Male NA NR 300-350
Laviolette et al., 2005 Rats Sprague-Dawley Male NA NR 275-350
Leggio et al., 2011 Mice C57BL/6J Male NA 8-12 NR
Li et al., 2019 Mice Sprague-Dawley Male NA 13-21 NR
Liao et al., 2013 Rats Sprague-Dawley Male NA Young adult 250-300
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Lopachev et al., 2019 Mice C57BL/6 Male NA 17-26 NR
Magdaleno-Madrigal et al., 2019 Rats Wistar Male NA 12 NR
Malikowska-Racia et al., 2019 Mice Swiss Male NA Adult 18-22
Martins et al., 2022 Mice Swiss Female NR 6-17 30-50
Mavrikaki et al., 2014 Rats Sprague-Dawley Male NA NR 220-350
Mead et al., 2008 Rats Sprague-Dawley Male NA NR 250-325
Millan et al.. 2004 R.’?lts Wistar Male NA NR 180-250
Mice NMRI Male NA NR 22-25
Molewijk et al., 1995a Rats Wistar Male NA NR 180-280
Molewijk et al., 1995h Rats Wistar Male NA NR 180-220
Montardy et al., 2022 Mice C57BL/6J Male NA 6-8 NR
Mueller et al., 2010 Rats Sprague-Dawley Male NA NR 270-320
Munro and Kokkinidis, 1997 Rats Wistar Male NA NR 250-300
Muthuraju et al., 2014 Rats Wistar Male NA NR 250-300
Muthuraju et al., 2016 Rats Wistar Male NA NR 250-300
Nader and LeDoux, 1999a Rats Sprague-Dawley Male NA Adult 275-300
Nader and LeDoux, 1999b Rats Sprague-Dawley Male NA Adult 275-300
Nakamura and Kurasawa, 2001 Mice ddy Male NA 5-7 NR
Nasehi et al., 2010 Mice NMRI Male NA NR 25-30
Nasehi et al., 2011 Mice NMRI Male NA NR 25-30
Nasehi et al., 2013 Mice NMRI Male NA NR 25-30
Nasehi et al., 2016 Mice NMRI Male NA NR 28-32
Navarro et al., 2003a Mice Albino OF.1 Male NA Adult 25-30
Navarro et al., 2003b Mice Albino OF.1 Male NA NR 25-30
Nguyen et al., 2018 Rats Long-Evans Male NA NR 350
Nguyen et al., 2019 Rats Long-Evans Male NA NR 350-400
Nie et al., 2018 Rats Sprague-Dawley Female Postpartum Adult 220-260
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Ollmann et al., 2022 Rats Wistar Male NA NR 280-320
Oshibuchi et al., 2009 Rats Sprague-Dawley Male NA NR 180-190
Palotai et al., 2014a Rats Wistar Male NA NR 150-250
Palotai et al., 2014b Mice CFLP Female NR NR 25-28
Palotai and Telegdy, 2016 Mice CFLP Male NA NR 25-28
Pavlova et al., 2016 Rats Wistar Male NA NR 350-450
Peng et al., 2021 Mice C57BL/6 Male NA 4-5 NR
Pértile et al., 2017 Rats SHR/ Ncr('fg@fgfsﬂs;d SLALS Male NA 11-13 NR
Pfeiffer and Fendt, 2006 Rats Sprague-Dawley Male NA NR 245-445
Piri et al., 2013 Mice NMRI Male NA NR 25-30
Ponnusamy et al., 2005 Mice C57BL/6 Male NA 15-22 NR
Radke and Gewirtz, 2012 Rats Sprague-Dawley Male NA NR 225-400
Radulovic et al., 2000 Mice BALB/c Male NA 9 NR
Razavi et al., 2014 Rats Wistar Male NA NR 250-280
Reichard et al., 2019 Rats Sprague-Dawley Male NA NR 250-320
Reis et al., 2004 Rats Wistar Male NA NR 230-250
Rezayof et al., 2009 Rats Wistar Male NA NR 220-250
Rice et al., 2018 Rats Sprague-Dawley Male NA NR 200
Rigdon et al., 1996 Rats Wistar Male NA NR 200-300
Rats Long-Evans Female OVvX NR 200-300
Rodgers et al., 1994 Mice DBA/2 Male NA 12-15 NR
Rodgers et al., 1996 Mice DBA/2 Male NA 10-12 NR
Rogers et al., 2000 Rz-its Listet-r-Hooded Male NA NR 250-350
Mice Albino BKW Male NA NR 25-30
Rogoz et al., 2003 Rats Wistar Male NA NR 250-270
Rogdz et al., 2004 Rats Wistar Male NA NR 250-270
Sarkisova et al., 2008 Rats Wistar and WAG/RIj Male NA NR NR
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Saul’skaya et al., 2010 Rats Sprague-Dawley Male NA NR 270-350
Saul’skaya and Sudorgina, 2015 Rats Sprague-Dawley Male NA NR 270-350
Shah et al., 2004 Rats Sprague-Dawley Male NA NR 250-430
Shietal., 2017 Rats Sprague-Dawley Male NA NR 220-250
Siemitkowski et al., 2000 Rats Wistar Male NA NR 180-220
Silva et al., 2022 Rats Wistar Male NA NR 250-300
Simon et al., 1992 Mice Swiss Male NA NR 20-25
Simon et al., 1993 Mice Swiss Male NA NR 20-25
Simon et al., 1994 Mice Swiss Male NA NR 20-25
Stevenson and Gratton, 2004 Rats Long-Evans Male NA NR 300-350
Swain et al., 2008 Rats Wistar Male NA NR NR
Talalaenko et al., 1994 Rats Mongrel Male NA Adult 270-330
Tan et al., 2021 Rats Sprague-Dawley Male NA 7-8 NR
Telegdy et al., 2014 Mice CFLP Male NA NR 25-28
Telegdy and Adamik, 2013 Mice CFLP Male NA NR 25-28
Telegdy and Jaszberényi, 2014 Mice CFLP Male NA NR 25-28
Timothy et al., 1999 Rats Lister-Hooded Male NA NR 350-450
Tsuchiya et al., 1996 Rats Wistar-King Male NA NR 200-250
Vergara et al., 2017 Rats Sprague-Dawley Male NA Adult 250-300
Rats Sprague-Dawley CD, IGS Male NA 8 369-376
Vorhees et al., 2009
Rats Sprague-Dawley CD, IGS Female NR 8 239-251
Wall et al., 2003 Mice CD-1 Male NA 6-8 32-45
Wang et al., 2006 Mice ICR Male NA 5 NR
Wen et al., 2015 Rats Sprague-Dawley Male NA NR 220-250
White and Viaud, 1991 Rats Lister-Hooded Male NA NR 300-325
Wau et al., 2022 Mice C57BL/6 Male NA 8-10 NR
Yang et al., 2015 Rats Sprague-Dawley Female Postpartum 8-10 200-250
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Zarrabian et al., 2021 Rats Wistar Male NA NR 220-250
Zarrindast et al., 2010a Rats Wistar Male NA NR 250-280
Zarrindast et al., 2010b Rats Wistar Male NA NR 220-270

Zarrindast et al., 2011 Rats Wistar Male NA NR 250-280
Zarrindast et al., 2012a Rats Wistar Male NA NR 230-280
Zarrindast et al., 2012b Rats Wistar Male NA NR 220-270
Zarrindast et al., 2013a Rats Wistar Male NA NR 220-240
Zarrindast et al., 2013b Rats Wistar Male NA NR 220-250

Zarrindast et al., 2021 Mice NMRI Male NA Adult 25-30

Zenko et al., 2011 Rats Fisher and Sprague-Dawley Male NA Adult 225-250
Zhang et al., 2019 Mice ICR Male NA 5 NR

NA = not applicable; NR = not reported; P/E = proestrus/estrus; M/D = metestrus/diestrus; OVX = ovariectomized.
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APENDICE B - Caracteristicas das drogas do tipo D2.

Article Drug Class Route Dose Frequency
Anmadi et al.. 2013 Sulpiride Antagonist | Intra-NAc shell (unilateral - left) 0.06; 0.12; 0.18 pg/0.3 ul acute
N Quinpirole Agonist Intra-NAc shell (unilateral - left) 0.04; 0.07;0.15 pg/0.3 ul acute
Alves et al., 2022 Sulpiride Antagonist ip 20; 40 mg/kg acute
An et al., 2013 Eticlopride Antagonist Intra-mPFC (bilateral) 0.5; 1 pg/0.5 pl/site acute
Sulpiride Antagonist ip 20; 40 mg/kg acute
Antunes et al., 2020 Sulpiride Antagonist Intra-BL(Qi;::Q)or BMA 0.2 ug/0.2 ul/site acute
Quinpirole Agonist Intra-BL(Qi;::Q)or BMA 0.1 ug/0.1 ul/site acute
Avila et al. 2020 Haloperidol Antago_nist Intra-GP (un?lateral) 200 uM/0.5 pl acute
B PD-168,077 Agonist Intra-GP (unilateral) 200 uM/0.5 pl acute
Bananej et al., 2012 Su_lpiride Antago_nist Intra-BLA (b?lateral) 0.05; 0.15; 0.25 pg/0.5 pl/sit§ acute
Quinpirole Agonist Intra-BLA (bilateral) 0.005; 0.015; 0.025 ug/0.5 ul/site acute
Barreto et al., 2018 Domperidone | Antagonist ip 1.7 mg/kg 3 times per day, during 5 days
Sulpiride Antagonist sC 0.03 - 3 mg/kg acute
Haloperidol | Antagonist sC 0.03 - 1 mg/kg acute
Raclopride Antagonist sc 0.03 - 1 mg/kg acute
Remoxipride | Antagonist sC 0.03 - 3 mg/kg acute
Mazapertine | Antagonist sC 0.03 - 1 mg/kg acute
DS121 Antagonist sC 0.03 - 3 mg/kg acute
U99194A Antagonist sC 0.1 - 3 mg/kg acute
U101958 Antagonist sC 0.1 - 3 mg/kg acute
L745870 Antagonist sC 0.1 - 3 mg/kg acute
Bartoszyk, 1998 Quinpirole Agonist sC 0.01; 0.03; 0.1; 1 mg/kg acute
Talipexole Agonist sC 0.01; 0.03; 0.055; 0.074; 0.1 mg/kg acute
TNPA Agonist sC 0.01; 0.03; 0.074; 0.1; 1 mg/kg acute
PPHT Agonist sC 0.01; 0.017; 0.03; 0.1 mg/kg acute
7-OH-DPAT Agonist sC 0.03; 0.055; 0.074; 0.1 mg/kg acute
Pramipexole Agonist sC 0.03; 0.074; 0.1; 0.3 mg/kg acute
Quinelorane Agonist sC 0.003; 0.01; 0.03; 0.1 mg/kg acute
Roxindole Agonist sC 0.01; 0.03; 0.1; 0.3; 1 mg/kg acute
PD128907 Agonist sc 0.1;0.12; 0.14; 0.3; 1 mg/kg acute
Belzung et al., 1991 LY 171555 Agonist sC 0.005; 0.01; 0.05; 0.1; 0.5; 1; 5 mg/kg acute
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Belzung and Berton, 1997 Sulpiride Antagonist ip 8; 16; 32 mg/kg acute

Haloperidol | Antagonist ip 0.03; 0.1 mg/kg acute

Belzung et al., 2001 Raclopride Antagonist ip 0.03; 0.1 mg/kg acute

Quinelorane Agonist ip 0.03; 0.3 mg/kg acute

Bonasera et al., 2015 Raclopride Antagonist ip 1; 3 mg/kg acute

Borowski i%%GK okkinidis, Quinpirole Agonist Intra-VTA (bilateral) 1 ug/0.5 ul/site acute

Boulay et al., 2011 Haloperidol | Antagonist ip 0.1; 0.2; 0.3 mg/kg acute

Braszko, 2006 Remoxipride | Antagonist ip 5 umol/kg acute

Braszko, 2009 L-745,870 Antagonist ip 1 mg/kg acute

Sulpiride Antagonist ip 1; 10; 100 ug/kg acute

Sulpiride Antagonist ICV 0.1; 1; 10 ug/kg acute

Bueno etal., 1992 Quinpirole Agonist ip 0.5; 5 ng/kg acute

Quinpirole Agonist ICV 0.5; 5 ng/kg acute

L-745,870 Antagonist ip 0.02; 0.1; 0.5; 1.5 mg/kg acute

Cao and Rodgers, 1997 L-741,742 Antagonist ip 0.04; 0.2; 1, 5 mg/kg acute
. Sumanirole Agonist ip 0.1; 0.15 mg/kg once per day, during 2 weeks
Carnicella et al., 2014 PD-128,907 Agonist ip 0.1; 0.15 mg/kg once per day, during 2 weeks

Carvalho et al., 2009 Sulpiride Antagonist ip 10; 20 mg/kg acute

Eticlopride | Antagonist Intra-LHb (bilateral) 1 ug/1 pl/site acute

Chan etal., 2017 Quinpirole Agonist Intra-LHb (bilateral) 1 ug/1 pl/site acute

. Cabergoline Agonist sC 0.25; 1; 4 umol/kg acute
Chiba et al,, 2010 Cabergoline Agonist sc 0.5 umol/kg once per day, during 2 weeks

Cole and Rodgers, 1994 Haloperidol | Antagonist ip 0.0125; 0.025; 0.05; 0.1 mg/kg acute

Colombo et al., 2013 Haloperidol | Antagonist ip 0.5; 1 mg/kg acute

Dadkhah et al., 2018 Sulpiride Antagonist Intra-1L (bilateral) 0.5 pg/0.3 pl/site acute

Dadkhah et al., 2021 Sulpiride Antagonist Intra-IL (bilateral) 15.125; 31.25; 62.5; 1.25; 250; 500 acute

ng/0.5 ul/site

Dalmagro et al., 2021 Pimozide Antagonist ip 0.5 mg/kg acute

Raclopride Antagonist ip 0.3 mg/kg acute

de Bundel et al., 2016 Raclopride Antagonist Intra-CeA or BNST (bilateral) 0.5 ug/0.5 pl/site acute

Quinpirole Agonist ip 1 mg/kg acute

de Figueiredo et al., 2022 Sulpiride Antagonist ip 40 mg/kg acute

de la Mora et al., 2012 Raclopride Antagonist Intra-CeA (bilateral) 0.75; 2; 4 ng/0.25 pl/site acute

- Sulpiride Antagonist ip 20; 40 mg/kg acute

de Oliveira et al., 2006 Quinpirole Agonist ip 0.1; 0.25; 0.5 mg/kg acute
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- Sulpiride Antagonist Intra-VTA (bilateral) 1 ug/0.2 ul/site acute
de Oliveira et al., 2009 Quinpirole Agonist Intra-VTA (bilateral) 1 pg/0.2 pl/site acute
- Sulpiride Antagonist Intra-BLA (bilateral) 1; 2 pug/0.2 ul/site acute
de Oliveira et al., 2011 Quinpirole Agonist Intra-VTA (unilateral - right) 1 pg/0.2 pl acute
- Sulpiride Antagonist ip 40 mg/kg acute
de Oliveira et al., 2013 Quinpirole Agonist ip 0.25 mg/kg acute
- Sulpiride Antagonist Intra-IC (bilateral) 1;2; 3; 4 pg/0.2 pl/site acute
de Oliveira et al., 2014 Quinpirole Agonist Intra-IC (bilateral) 0.5; 1; 2 pug/0.2 ul/site acute
- Sulpiride Antagonist Intra-BLA (bilateral) 2 png/0.2 pl/site acute
de Oliveiraetal., 2017 Quinpirole Agonist Intra-VTA (bilateral) 1 ng/0.2 pl/site acute
de Santis et al., 2014 Haloperidol | Antagonist po 0.1 mg/kg 3 times pe\:vg:)k/,s during 10

Sulpiride Antagonist ip 10; 20; 40 mg/kg acute
de Souza Caetano et al., Sulpiride Antagonist Intra-VTA or BLA (bilateral) 2 ug/0.2 pl/site acute
2013 Quinpirole Agonist ip 0.1; 0.25 mg/kg acute
Quinpirole Agonist Intra-VTA or BLA (bilateral) 1 ng/0.2 pl/site acute
. Sulpiride Antagonist ip 40 mg/kg acute
de Vitaetal,, 2021 Haloperidol | Antagonist ip 0.1; 0.25 mg/kg acute
Deng et al., 2015 Haloperidol | Antagonist ip 0.002 mg/kg acute
Diaz et al.. 2011 U99194 Antagonist Intra-BLA (bilateral) 1.5; 5 pmol/0.5 pl/site acute
B GR103691 Antagonist Intra-BLA (bilateral) 0.5 pmol/0.5 pl/site acute
Dringenberg et al., 2000 Raclopride Antagonist ip 0.005; 0.01; 0.05; 0.1; 0.2 mg/kg acute
Dubrovina and Zinov'eva, Quinpirole Agonist ip 1 mg/kg acute
2010 Sulpiride Antagonist ip 10 mg/kg acute
Ebada et al., 2016 Sulpiride Antagonist ip 25; 50 mg/kg acute
Sulpiride Antagonist | Intra-NAc core (unilateral - left) 0.125; 0.25; 0.5 ng/0.3 pl acute
PR, Sulpiride Antagonist Intra-dHIPP (unilateral - left) 0.25; 0.5; 1 ug/0.5 pl acute
Ebrahimi-Ghiri et al., 2018 Quinpirole Agonist Intra-NAc core (unilateral - left) 0.0625; 0.125; 0.25 pg/0.3 pl acute
Quinpirole Agonist Intra-dHIPP (unilateral - left) 0.0625; 0.125; 0.25 pg/0.5 wl acute
Eissa et al., 2021 ST 2223 Antagonist ip 2.5; 5; 10 mg/kg acute

Sulpiride Antagonist ip 10 mg/kg once per day, during 2 weeks

Fedotova, 2013 Quinpirole Agonist ip 0.1 mg/kg once per day, during 2 weeks
Ferrari et al., 1992 Talipexole Agonist ip 1; 2 mg/kg acute

K (B-HT 920) '

Gao and Cutler, 1993 Quinpirole Agonist ip 0.25; 0.5; 1 mg/kg acute
Garcia et al., 2005 Sulpiride Antagonist ip 10; 20; 40 mg/kg acute
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PNU-

Gendreau et al., 1997 99.194A Antagonist sc 5; 10; 20; 30 mg/kg acute

Ghanbari et al., 2018 Sulpiride Antagonist ip 20 mg/kg acute

Gifkins et al., 2002 Quinpirole Agonist Intra-VTA (bilateral) 0.75; 1.50; 3 ug/0.5 ul/site acute

Greba et al., 2001 Raclopride Antagonist Intra-BLA (bilateral) 2; 4; 8 ug/0.5 ul/site acute

Guarraci et al., 2000 Eticlopride | Antagonist Intra-CeA (bilateral) 1 ng/0.5 pl/site acute

Hirata et al., 2007 Raclopride Antagonist ip 15 ug/kg acute

Haloperidol | Antagonist ip 0.05; 0.1; 1 mg/kg acute

Holtzman-Assif et al., 2010 Haloperidol | Antagonist ICV 2 ug/2 wl acute

Haloperidol | Antagonist Intra-NAc (bilateral) 0.25 ng/0.25 pl/site acute

Haloperidol | Antagonist sC 0.01; 0.1; 0.25; 1; 3; 10 mg/kg acute

Inoue et al., 1996 Raclopride Antagonist sC 3; 30 mg/kg acute

Nemonapride | Antagonist sC 0.1; 1; 2 mg/kg acute

Inoue et al., 2005 Haloperidol | Antagonist sC 0.3; 3 mg/kg acute

lordanova et al., 2006 Sulpiride Antagonist Intra-NAc (unilateral - right) 2.5;5;7.5ug/1 ul acute

Haloperidol | Antagonist po 0.1; 0.3; 1; 3 mg/kg acute

. Tiapride Antagonist po 30; 100; 300; 1000 mg/kg acute

Ishida-Tokuda et al., 1996 Mosapramine | Antagonist po 3; 10; 30; 100 mg/kg acute

Thioridazine | Antagonist po 3; 10; 30; 100 mg/kg acute

Jing Li et al., 2018 PD168077 Agonist Intra-PFC (bilateral) 5; 50 ng/0.5 ul/site acute

Johnston and File, 1989 Quinpirole Agonist sC 0.5; 1 mg/kg acute

Sulpiride Antagonist ip 20 mg/kg acute

. Sulpiride Antagonist sc 20 mg/kg acute

Kamei et al., 1995 Quinpirole Agonist ip 0.25; 0.5; 1; 2 mg/kg acute

Quinpirole Agonist sC 0.25; 0.5; 1; 2 mg/kg acute

. Sulpiride Antagonist ip 10 mg/kg acute

Kamei etal., 1996 Sulpiride Antagonist sC 10 mg/kg acute
Karl et al., 2006 Haloperidol | Antagonist sc 0.4 mg/kg conUnuousI;\/NréiLgay, during 4

Khalifeh et al., 2021 Sulpiride Antagonist ICV 0.125; 0.25; 0.5 pg/5 pl acute

Kwon et al., 2015 L745870 Antagonist Intra-1TC dorsal (bilateral) 500 nM/0.5 pl/site acute

LalLumiere et al., 2004 Sulpiride Antagonist Intra-BLA or CeA (bilateral) 3; 10; 30 ng/0.2 pl/site acute

Laszl6 et al., 2020 Sulpiride Antagonist Intra-CeA (bilateral) 4 ng/0.4 pl/site acute

L-741,741 Antagonist Intra-mPFC (bilateral) 1000 ng/0.5 pl/site acute

Lauzon et al., 2009 Quinpirole Agonist Intra-mPFC (bilateral) 100; 1000 ng/0.5 ul/site acute

PD168077 Agonist Intra-mPFC (bilateral) 2.5;25; 50 ng/0.5 pl/site acute
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Lauzon et al., 2012 PD168077 Agonist Intra-mPFC (bilateral) 50 ng/0.5 ul/site acute
Lauzon et al., 2013 Quinpirole Agonist Intra-PL (bilateral) 100; 1000 ng/0.5 ul/site acute
. L-741,741 Antagonist iv 0.08; 0.8 mg/kg acute
Laviolette et al., 2005 L-741,741 | Antagonist Intra-mPFC (bilateral) 5,50 ng/0.5 wl/site acute
. PNU- . .
Leggio et al., 2011 99.194A Antagonist ip 10 mg/kg acute
Lietal., 2019 Quinpirole Agonist Intra-FrA (bilateral) 1 mM/0.2 pl/site acute
Liao et al., 2013 Sulpiride Antagonist Intra-CAL1 (bilateral) 60 ng/0.5 pl/site acute
Lopachev et al., 2019 Haloperidol | Antagonist ip 70 ug/kg acute
Magdaleno%;gd rigal etal, Sulpiride Antagonist ip 20 mg/kg acute
Malikowska-Racia et al., Pramipexole Agonist sC 1 mg/kg once per day, during 2 weeks
2019 Rotigotine Agonist ip 10 mg/kg once per day, during 2 weeks
Martins et al., 2022 Pramipexole Agonist ip 0.1; 1; 5 mg/kg once per day, during 10 days
Mavrikaki et al., 2014 Ropinirole Agonist ip 0.1; 1; 10 mg/kg acute
Haloperidol | Antagonist sC 0.05 mg/kg acute
Mead et al., 2008 Haloperidol | Antagonist sC 0.05 mg/kg once per day, during 1 week
Haloperidol | Antagonist sC 0.16 mg/kg acute
Raclopride Antagonist sC 0.16 mg/kg acute
S33084 Antagonist sC 0.63 mg/kg acute
L-741,626 Antagonist sC 2.5; 10 mg/kg acute
Mill l., 2004 ) . . . . 5L E
illan et al., 200 532504 Agonist s 0.0025; 0.01; 0.04; 0.16; 0.63; 2.5; 5; acute
10 mg/kg
L . 0.01; 0.04; 0.16; 0.63; 2.5; 5; 10
Ropinirole Agonist sc acute
mg/kg
S32601 Agonist sC 0.0025; 0.01; 0.04; 0.16; 5 mg/kg acute
Molewijk et al., 1995a Haloperidol | Antagonist ip 0.3; 1; 3 mg/kg acute
Molewijk et al., 1995b Haloperidol | Antagonist ip 0.01; 0.03; 0.1 mg/kg acute
Montardy et al., 2022 Quinpirole Agonist Intra-SC (bilateral) 0.25 pg/0.2 pl/site acute
Raclopride Antagonist ip 0.1; 0.3 mg/kg acute
Mueller et al., 2010 Raclopride Antagonist Intra-IL (unilateral) 5 ug/0.5 pl/site acute
Munro anfg:;?o Kkinidis, Quinpirole Agonist Intra-VTA (bilateral) 1 ug/0.5 pl/site acute
Haloperidol | Antagonist ip 0.1; 0.5; 1 mg/kg acute
Muthuraju et al., 2014 Haloperidol | Antagonist Intra-1C (unilateral) 0.1; 0.5; 1 ug/0.5 ul acute
Quinpirole Agonist Intra-1C (unilateral) 0.1;1; 2 pg/0.2 ul acute
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Muthuraju et al., 2016 Sulpiride Antagonist | Intra-dPAG or dISC (unilateral) 0.125; 0.25; 0.5 pg/5 ul acute
Nader and LeDoux, 1999a Quinpirole Agonist ip 0.05; 0.5; 5 mg/kg acute
Nader and LeDoux, 1999b Quinpirole Agonist Intra-VTA (bilateral) 0.1; 1 pug/0.5 ul/site acute
Nakamura;gglKurasawa, Haloperidol | Antagonist ip 0.03; 0.1 mg/kg acute

Nasehi et al., 2010 Sulpiride Antagonist ip 12.5; 25; 50 mg/kg acute
Nasehi et al.. 2011 Sulpiride Antagonist Intra-dHIPP (bilateral) 0.125; 0.25; 0.375 pg/0.5 pl/site acute

’ Quinpirole Agonist Intra-dHIPP (bilateral) 0.25 ng/0.5 pl/site acute

Nasehi et al., 2013 Sulpiride Antagonist Intra-CA3 (bilateral) 0.0625; 0.125; 0.25 pg/0.5 pl/site acute
Nasehi et al. 2016 Sulpiride Antagonist Intra-BLA (bilateral) 0.005; 0.05; 0.5 pg/0.3 ul/site acute
B Quinpirole Agonist Intra-BLA (bilateral) 0.0125, 0.025, and 0.05 pg/0.3 pl/site acute

Navarro et al., 2003a L-741,741 Antagonist ip 0.75, 1.5 and 3 mg/kg acute
Navarro et al., 2003b L-741,741 Antagonist ip 0.75, 1.5 and 3 mg/kg acute
Nguyen et al., 2018 Sulpiride Antagonist Intra-NAc (bilateral) 2 ug/0.5 pl/site acute
Nguyen et al., 2019 Sulpiride Antagonist Intra-DMS 2 ug/0.5 pl/site acute

. Haloperidol | Antagonist sC 0.1; 0.2 mg/kg acute

Nie etal., 2018 Quinpirole | Agonist s 0.1, 0.25, 0.5 mgkg acute
Ollmann et al., 2022 Sulpiride Antagonist Intra-VP (bilateral) 4 ng/0.4 pl/site acute
Oshibuchi et al., 2009 Haloperidol | Antagonist ip 1 mg/kg acute
Palotai et al., 2014a Haloperidol | Antagonist ip 10 ug/kg acute
Palotai et al., 2014b Haloperidol | Antagonist ip 10 ug/kg acute
Palotai and Telegdy, 2016 Haloperidol | Antagonist ip 10 ug/kg acute
Pavlova et al., 2016 Raclopride Antagonist Intra-BLA (bilateral) 1 ng/0.5 pl/site acute
Peng et al., 2021 Sulpiride Antagonist Intra-VTA (bilateral) 0.15 ng/0.2 pl/site acute
Haloperidol | Antagonist ip 0.25; 0.5 mg/kg acute

Pértile et al., 2017 Halgpe.ridol Antagqnist Intra-vHIP.P (bilateral) 0.5; 1 pg/0.5 pl/site acute
Quinpirole Agonist ip 1.5; 3 mg/kg acute

Quinpirole Agonist Intra-vHIPP (bilateral) 1; 2 pug/0.5 pl/site acute

Pfeiffer and Fendt, 2006 L-741,741 Antagonist Intra-1L (bilateral) 5; 10 ng/1 pl/site acute
Piri et al.. 2013 Su_lpiride Antagqnist Intra-CAl (b?lateral) 0.15; 0.5; 1.5 pg/0.5 pl/site acute

B Quinpirole Agonist Intra-CA1 (bilateral) 0.25; 1; 2 pg/0.5 ul/site acute

Sulpiride Antagonist ip 20 mg/kg acute

Ponnusamy et al., 2005 Quinpirole Agonist ip 1 mg/kg acute
Radke and Gewirtz, 2012 Quinpirole Agonist sC 10; 50 ug/kg acute

Radulovic et al., 2000 Sulpiride Antagonist Intra-HIPP or ISA (bilateral) 7.5 ug/0.25 pl/site acute

Razavi et al., 2014 Sulpiride Antagonist Intra-NAc shell (bilateral) 0.0125; 0.125; 0.25; 0.5 pg/0.3 ul/site acute

133



Reichard et al., 2019 Haloperidol | Antagonist ip 0.1 mg/kg acute
Reis et al., 2004 Sulpiride Antagonist ip 20; 40 mg/kg acute
Rezayof et al., 2009 Sulpiride Antagonist Intra-CeA (bilateral) 0.0625; 0.125; ﬁisslté)s 0.75 ng/0.5 acute
. SB-277,011-A | Antagonist ip 6 mg/kg acute
Rice etal,, 2018 YQAL4 | Antagonist ip 6.25; 12.5; 25 mg/kg acute
Rigdon et al., 1996 Haloperidol | Antagonist po 0.1; 0.2; 0.4 mg/kg acute
Sulpiride Antagonist ip 2.5; 5; 10; 20 mg/kg acute

Rodgers etal., 1994 Quinpirole Agonist ip 0.0625; 0.13; 0.25; 0.5 mg/kg acute
Rodgers et al., 1996 7-OH-DPAT Agonist ip 0.01; 0.1; 1; 10 mg/kg acute
Rogers et al., 2000 Ropinirole Agonist ip 0.01; 0.1; 1; 10 mg/kg acute

. 7-OH-DPAT Agonist sC 0.01; 0.05; 0.1 mg/kg acute
Rogozetal., 2003 BP 897 Agonist ip 0.1; 0.25; 0.5 mg/kg acute

, 7-OH-DPAT Agonist sC 0.05; 0.1 mg/kg acute
Rogoz etal., 2004 BP 897 Agonist ip 0.25; 0.5 mg/kg acute
Sarkisova et al., 2008 Raclopride Antagonist ip 100 ug/kg acute
Saul’skaya et al., 2010 Raclopride Antagonist Intra-NAc (unilateral - right) 10 uM acute
Saul Skayazznlcé Sudorgina, Raclopride Antagonist Intra-NAc 10 uM acute
Shah et al.. 2004 Remoxipride | Antagonist Intra-mPFC (bilateral) 0.2; 1; 10 nmol/0.5 pl/site acute

B L-745,870 Antagonist Intra-mPFC (bilateral) 0.2; 1; 10 nmol/0.5 pl/site acute

Shi etal.. 2017 Sulpiride Antagonist Intra-BLA (bilateral) 0.15; 0.3; 0.6 pg/0.3 ul/site acute

B Quinpirole Agonist Intra-BLA (bilateral) 0.075; 0.15; 0.3 pg/0.3 pl/site acute

Sulpiride Antagonist ip 3.3; 10; 25 mg/kg acute

Siemitkowski et al., 2000 HaI(_)pe_rldoI Antago_nlst ip 0.05; 0.2 mg/kg acute
Quinpirole Agonist ip 1; 2 mg/kg acute

7-OH-DPAT Agonist ip 0.025; 0.01; 0.1 mg/kg acute

Silva et al., 2022 Sulpiride Antagonist ip 40 mg/kg acute
Simon et al., 1992 Sulpiride Antagonist ip 5; 10; 20; 40 mg/kg acute

. Haloperidol | Antagonist ip 25; 50 ug/kg acute
Simon et al., 1993 RU 24926 Agonist sC 125; 250; 500 ug/kg acute
Simon et al., 1994 RU 24926 Agonist sC 125; 250; 500; 1000/ug/kg acute
Stevensor;ggg Gratton, Raclopride Antagonist Intra-BLA (bilateral) 2.5; 5 ng/0.5 pl/site acute
. SB-277,011-A | Antagonist ip 0.5; 5; 10 mg/kg acute
Swain et al., 2008 BP 897 Agonist ip 0.1; 1; 2 mg/kg acute

134



Sulpiride Antagonist ip 15; 20 mg/kg acute

Talalaenko et al., 1994 Haloperidol | Antagonist ip 0.2; 0.5 mg/kg acute

Tan etal. 2021 Ra<_:|opride Antago_nist Intra-vHIPP (b?lateral) 1.67 pg/2 pl/site acute

B Quinpirole Agonist Intra-vHIPP (bilateral) 10 pg/2 pl/site acute

Telegdy and Adamik, 2013 Haloperidol | Antagonist ip 10 ug/kg acute

Telegdy ar;%iiszberenyl, Haloperidol | Antagonist ip 10 ug/kg acute

Telegdy et al., 2014 Haloperidol | Antagonist ip 10 ug/kg acute

Timothy et al., 1999 Raclopride Antagonist ip 0.05; 0.10 mg/kg acute
Tsuchiya et al., 1996 Nemonapride | Antagonist sC 1 mg/kg twice per dagé;n alternate 4

Vergara et al., 2017 L-745,870 Antagonist Intra-PL (bilateral) 5 nmol/0.5 pl/site acute
Vorhees et al., 2009 Quinpirole Agonist sC 1; 2; 4 mg/kg once per day, during 3 weeks

Wall et al. 2003 Sulpiride Antagonist Intra-1L (unilateral - right) 1;5; 10 nmol/0.5 pl acute

' Quinpirole Agonist Intra-IL (unilateral - right) 1; 5; 10 nmol/0.5 pl acute

Wang et al., 2006 Sulpiride Antagonist sC 12.5 mg/kg acute

Wen et al., 2015 SL{Ipiride Antago_nist Intra-CA3 (bilateral) 2 ug/l ul/sit'e acute

Quinpirole Agonist Intra-CA3 (bilateral) 1.5 pug/1 pl/site acute

White and Viaud, 1991 LY171555 Agonist Intra-PV or VL (unilateral) 1 ng/0.3 ul acute

Wu et al.. 2022 Su_lpiride Antagqnist Intra-BLA (bilateral) 1.2 pg/0.4 ul/site acute

B Quinpirole Agonist Intra-BLA (bilateral) 2 ug/0.8 pl/site acute

Yang et al., 2015 Haloperidol | Antagonist sC 0.1; 0.2 mg/kg acute

. Sulpiride Antagonist Intra-MSN 0.1;0.3; ;3 ng/l wl acute

Zarrabian et al., 2021 Quinpirole Agonist Intra-MSN 0.01; 0.03; 0.1; 0.3 ng/1 pl acute

Zarrindast et al., 2010a Sulpiride Antagonist Intra-AMY (bilateral) 0.5;0.75; 1; 1.5 pg/0.5 pl/site acute

Zarrindast et al., 2010b Sulpiride Antagonist Intra-vHIPP (bilateral) 0.5; 1.25; 2.5 pg/0.5 pl/site acute

Zarrindast et al., 2011 Sulpiride Antagonist Intra-BLA (bilateral) 1.5; 2.5 pg/0.5 pl/site acute

Zarrindast et al., 2012a Sulpiride Antagonist | Intra-NAc shell (unilateral - left) 0.25;0.5;0.75; 1 pg/0.2 wl acute

Zarrindast et al., 2012b Sulpiride Antagonist Intra-CA1 (bilateral) 0.125; 0.25; 0.375 ug/0.5 ul/site acute

Zarrindast et al., 2013a Sulpiride Antagonist ip 0.125; 0.25; 0.5 mg/kg acute

Zarrindast et al., 2013b Sulpiride Antagonist Intra-VTA (unilateral - left) 0.2;0.3;0.5;0.7; 1 pg/0.2 pl acute

. Sulpiride Antagonist ip 5; 10; 20 mg/kg acute

Zarrindast et al., 2021 Quinpirole Agonist ip 5; 10; 20 mg/kg acute

Raclopride Antagonist ip 1 mg/kg acute

Zenko et al., 2011 GR103691 Antagonist Intra-PirC (bilateral) 100 nmol/0.5 pl/site acute

L-745,870 Antagonist Intra-PirC (bilateral) 1 ug/0.5 ul/site acute
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L-741,626 Antagonist Intra-PirC (bilateral) 5 ug/0.5 ul/site acute
Quinpirole Agonist ip 2 mg/kg acute
Quinpirole Agonist Intra-PirC (bilateral) 10 pg/0.5 pl/site; 20 pg/1 pl/site acute
Zhang et al., 2019 Sulpiride Antagonist ip 40 mg/kg acute

AMY = amygdala; BLA = basolateral amygdala; BMA = basomedial amygdala; BNST = bed nucleus of the stria terminalis; CAl = hippocampal CA1l region; CA3 =
hippocampal CA3 region; CeA = central nucleus of the amygdala; dHIPP = dorsal hippocampus; dISC = deep layers of the superior colliculus; DMS = dorsomedial striatum;
dPAG = dorsal periaqueductal gray; FrA = frontal association cortex; GP = globus pallidus; HIPP = hippocampus; IC = inferior colliculus; ICV = intracerebroventricular; IL
= infralimbic cortex; ip = intraperitoneal; ISA = intermediate septal area; ITC = intercalated cell mass of the amygdala; iv = intravenous; LHb = lateral habenula; mPFC =
medial prefrontal cortex; MSN = medial septal nucleus; NAc = nucleus accumbens; PFC = prefrontal cortex; PirC = piriform cortex; PL = prelimbic cortex; po = orally; PV
= posteroventral area of the caudate nucleus; sc = subcutaneous; SC = superior colliculus; vHIPP = ventral hippocampus; VL = ventrolateral area of the caudate nucleus; VP

= ventral pallidum; VTA = ventral tegmental area.
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APENDICE C - Testes comportamentais.

Unconditioned
Fear

Elevated plus maze

The test exploits rodents' innate aversion to open
environments. The apparatus consists of a raised
plus-shaped maze with two open and two closed
arms. Animals are placed at the junction of the
arms, and their exploration of the open and closed
arms is recorded.

70

Ahmadi et al., 2013; Avila et al., 2020; Bananej et al., 2012; Barreto et al.,
2018; Belzung et al., 1991; Braszko, 2006; Braszko, 2009; Cao and
Rodgers, 1997; Carnicella et al., 2014; Chan et al., 2017; Chiba et al.,
2010; Cole and Rodgers, 1994; Dalmagro et al., 2021; de la Mora et al.,
2012; de Oliveira et al., 2014; Diaz et al., 2011; Ebrahimi-Ghiri et al.,
2018; Garcia et al., 2005; Gendreau et al., 1997; Hirata et al., 2007;
Johnston and File, 1989; Karl et al., 2006; Khalifeh et al., 2021; L&szl6 et
al., 2020; Leggio et al., 2011; Li et al., 2019; Lopachev et al., 2019;
Magdaleno-Madrigal et al., 2019; Malikowska-Racia et al., 2019; Martins
et al., 2022; Mavrikaki et al., 2014; Millan et al., 2004; Muthuraju et al.,
2016; Nakamura and Kurasawa, 2001; Navarro et al., 2003a; Nguyen et
al., 2018; Nguyen et al., 2019; Nie et al., 2018; Ollmann et al., 2022;
Palotai et al., 2014b; Palotai and Telegdy, 2016; Paviova et al., 2016; Peng
et al., 2021; Pértile et al., 2017; Piri et al., 2013; Razavi et al., 2014;
Reichard et al., 2019; Rezayof et al., 2009; Rodgers et al., 1994; Rodgers
et al., 1996; Rogers et al., 2000; Rogéz et al., 2004; Shah et al., 2004;
Telegdy and Adamik, 2013; Telegdy and Jaszberényi, 2014; Vergara et
al., 2017; Wall et al., 2003; Wu et al., 2022; Yang et al., 2015; Zarrabian
et al., 2021; Zarrindast et al., 2010a; Zarrindast et al., 2010b; Zarrindast et
al., 2011; Zarrindast et al., 2012a; Zarrindast et al., 2012b; Zarrindast et
al., 2013a; Zarrindast et al., 2013b; Zarrindast et al., 2021; Zenko et al.,
2011; Zhang et al., 2019.

Open field

The test exploits rodents' innate aversion to open

environments. The apparatus consists of an open

arena. The time an animal spends in the center of
the arena compared to the edges is observed.

13

Barreto et al., 2018; Chan et al., 2017; Chiba et al., 2010; de Santis et al.,
2014; Ebada et al., 2016; Eissa et al., 2021; Karl et al., 2006; Li et al.,
2019; Pértile et al., 2017; Sarkisova et al., 2008; Siemitkowski et al., 2000;
Simon et al., 1994; Wu et al., 2022.

Light-dark box

The test exploits rodents' innate aversion to bright
places. The apparatus consists of a box divided
into two chambers: one dark and one light. The

latency to exit the light compartment for the dark

one is measured.

10

Diaz et al., 2011; Fedotova, 2013; Gao and Cutler, 1993; Karl et al., 2006;
Rogers et al., 2000; Sarkisova et al., 2008; Simon et al., 1992; Simon et
al., 1993; Timothy et al., 1999; Zhang et al., 2019.
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Social interaction

The test assesses the social behavior of rodents. A
pair of rodents is placed in an arena, and the time
that they spend in active social interaction is
evaluated. Reduced social interaction can indicate
anxiety.

Avila et al., 2020; Belzung et al., 1991; Boulay et al., 2011; Gao and
Cutler, 1993; Gendreau et al., 1997; Nakamura and Kurasawa, 2001;
Navarro et al., 2003b; Zenko et al., 2011.

Ultrasonic
vocalizations

Ultrasonic vocalizations emitted by rodents are
frequently used as measures of animal emotional
states. The number and duration of 22 kHz
ultrasonic vocalizations are measured over time.

Bartoszyk, 1998; Boulay et al., 2011; Colombo et al., 2013; Malikowska-
Racia et al., 2019; Millan et al., 2004; Molewijk et al., 1995.

Hole-board

The test relies on the assumption that head-
dipping activity is inversely proportional to the
anxiety state. It consists of a raised platform with
the floor covered by regularly arranged holes. The
number of head dippings is measured over time.

Karl et al., 2006; Nasehi et al., 2010; Nasehi et al., 2011; Nasehi et al.,
2013.

Marble-burying

The test evaluates repetitive and anxiety-related

behaviors in rodents. It involves placing marbles

on top of bedding material in a cage. The number

of marbles that the animal buries over a specific
period is measured.

Eissa et al., 2021; Millan et al., 2004; Vorhees, et al., 2009.

Shock-probe burying

The test measures the natural behavior of
displacing bedding toward a noxious stimulus.
Animals are placed in a box with a probe that can
deliver electric shocks. The amount of time spent
burying the probe is used as an indicator of
anxiety.

Avila et al., 2020; de la Mora et al., 2012; Shah et al., 2004.

Light switch-off

The test is based on the innate motivation to cease
an aversive stimulus (bright light). The animal is
placed on a two-compartment box where it can
turn off a bright light stimulus by crossing from
one compartment to the other. The frequency and
latency of escape responses are measured over
time.

Reis et al., 2004; Muthuraju et al., 2016.

Neophobia

The test is based on the neophobic reactions
rodents exhibit when confronted with a novel
environment. The apparatus is subdivided into six
equal square exploratory units, interconnected by
small entrances. The time spent in a novel
compartment and novel unit entries are evaluated
over time.

Belzung and Berton, 1997; Belzung et al., 2001.
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Auditory-evoked
potentials

The test assesses electrical brain responses to
aversive auditory stimuli. Changes in responses
can reflect levels of anxiety. The amplitude of
auditory-evoked potentials is measured over
time.

de Oliveira et al., 2014; Muthuraju et al., 2014.

Elevated zero maze

The test exploits rodents' innate aversion to open
environments. The apparatus consists of a circular
platform with two enclosed and two open
sections. The number of zone crossings and time
spent in the open and closed sections are
measured over time.

Vorhees, et al., 2009.

X-maze

The test exploits rodents' aversion to open
environments. The apparatus is shaped like an X,
with four arms flanked with transparent plexiglass

walls (two covered and two open). Each arm
contains two food pellets of standard laboratory
chow. The number of open- and closed-arm
entries and the time spent in each arm are
recorded over time.

Ferrari et al., 1992.

dPAG electrical
stimulation

Stimulation of the dorsal periaqueductal gray can
induce defensive behavior in rodents. Brain
stimulation is given at pseudorandom intervals,
with the current intensity gradually increasing.
The thresholds for freezing and escape responses
and post-stimulation freezing response are
measured over time.

de Figueiredo et al., 2022.

Cat odor paradigm

The test investigates the defensive reaction of
rodents to the odor of a potential predator.
Typically, it involves exposing rodents to the
scent of a cat. The total time of freezing during
the test is measured over time.

Vergara et al., 2017.

Food-carrying test

The test exploits rodents' innate aversion to open
environments. Rodents are placed in a covered
home cage with access to an exposed hoarding
alley or beam that contains pieces of food. The
probability of the animal carrying food back to

the home cage is measured over time.

Dringenberg et al., 2000.

Stretched approach
posture paradigm

Stretched approach posture in rodents is elicited
after a mild startle reaction due to physical

Molewijk et al., 1995b.
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contact with an electrified prod at one end of a
straight runway. Stretched approach posture as
well as intention movements, prod contact,
crossings, rearing, grooming, and immobility are
evaluated.

Looming-induced
defensive behaviors

Instinctive defensive behaviors are elicited by
placing rodents in a box with a hiding nest and
presenting an overhead looming stimulation.
Latency to return to the nest, time spent in the
nest, and percentage of flight are obtained as
indices of looming-evoked defensive behavior:

Montardy et al., 2022.

Illuminated area
avoidance

The test exploits rodents' aversion to illuminated
areas. Rodents are placed in a special chamber
consisting of one light and one dark sector,
connected via a hole 6 cm above the floor.
Recorded parameters include the time spent in the
light sector, the number of crossed squares, and
the motivation to reach the dark sector.

Talalaenko et al., 1994.

Acoustic startle

The test explores the reflexive response to a
sudden auditory stimulus. It typically involves
exposing rodents to a loud, unexpected auditory
stimuli. Acoustic startle amplitudes are measured
over time.

Radke and Gewirtz, 2012.

Conditioned
Fear

Auditory-cued fear
conditioning

The test explores the establishment of fear-related
associations between a specific auditory cue and
an aversive stimulus. It typically involves pairing
a neutral tone with an electric footshock. Freezing
behavior and other behavioral/physiological
indicators are commonly assessed.

33

An et al., 2013; Bonasera et al., 2015; Borowski and Kokkinidis, 1996;
Dadkhah et al., 2018; Dadkhah et al., 2021; de Bundel et al., 2016; Deng
et al., 2015; Gifkins et al., 2002; Greba et al., 2001; Guarraci et al., 2000;

Holtzman-Assif et al., 2010; lordanova et al., 2006; Kwon et al., 2015;

Malikowska-Racia et al., 2019; Mueller et al., 2010; Munro and
Kokkinidis, 1997; Nader and LeDoux, 1999a; Nader and LeDoux, 1999b;

Nasehi et al., 2016; Oshibuchi et al., 2009; Pavlova et al., 2016; Pfeiffer

and Fendt, 2006; Ponnusamy, 2005; Radulovic et al., 2000; Rice et al.,
2018; Saul’skaya et al., 2010; Saul’skaya and Sudorgina, 2015; Shi et al.,
2017; Swain et al., 2008; Stevenson and Gratton, 2004; Tan et al., 2021;

Wang et al., 2006; Wen et al., 2015.

Contextual fear
conditioning

The test explores the establishment of fear-related

associations between a specific environment and

an aversive stimulus. It typically involves placing
rodents in a distinct context and pairing it with

15

Alves et al., 2022; Bueno et al., 1992; Colombo et al., 2013; de Souza
Caetano et al., 2013; de Vita et al., 2021; Inoue et al., 1996; Inoue et al.,
2005; Ishida-Tokuda et al., 1996; Kamei et al., 1995; Kamei et al., 1996;
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electric footshocks. Freezing behavior and other
behavioral/physiological indicators are commonly
assessed.

Liao et al., 2013; Nakamura and Kurasawa, 2001; Silva et al., 2022;
Tsuchiya et al., 1996; Wang et al., 2006.

Visual-cued fear
conditioning

The test explores the formation of fear-related
associations between a specific visual cue and an
aversive stimulus. It typically involves pairing a
neutral light with an electric footshock. Freezing

behavior and other behavioral/physiological
indicators are commonly assessed.

de Oliveira et al., 2006; de Oliveira et al., 2009; de Oliweira et al., 2011; de
Oliveira et al., 2013; de Oliveira et al., 2014; de Oliwveira et al., 2017; de
Vita et al., 2021; Muthuraju et al., 2014; White and Viaud, 1991.

Conditioned passive
avoidance

The test exploits the ability of rodents to avoid a
previously learned aversive stimulus. After
experiencing a mild footshock in one of
compartment, rodents associate specific
properties of that compartment with the aversive
stimulus. The evaluation primarily focuses on
measuring the latency to enter the aversive
compartment.

Braszko, 2006; Braszko, 2009; Dubrovina and Zinov'eva, 2010; Ghanbari
et al., 2018; LaLumiere et al., 2004; Mead et al., 2008; Nasehi et al., 2010;
Palotai et al., 2014a; Telegdy et al., 2014.

Olfactory-cued fear
conditioning

The test explores the formation of fear-related
associations between a specific olfactory cue and
an aversive stimulus. It typically involves pairing

a neutral scent with an electric footshock.
Freezing behavior and other
behavioral/physiological indicators are commonly
assessed.

Jing Li et al., 2018; Lauzon et al., 2009; Lauzon et al., 2012; Lauzon et al.,
2013; Laviolette et al., 2005; White and Viaud, 1991.

Conditioned active
avoidance

The test exploits the ability of rodents to actively
avoid a previously learned aversive stimulus,
often involving specific responses or actions to
prevent exposure to footshocks. Measurements
include the number of active avoidance
responses, escape ratio, and time spent freezing.

Antunes et al., 2020; Braszko, 2006; Carvalho et al., 2009; Mead et al.,
2008; Reis et al., 2004; Rigdon et al., 1996.

Vogel conflict test

The test assesses conflict behavior and the
balance between consummatory and defensive
behaviors in rodents. It employs a test chamber

with a spigot releasing water upon licking, which
can be programmed to punish drinking behavior
with electric shocks. The recorded data typically
consists of the number of licks during the session.

Millan et al., 2004; Rogo6z et al., 2003; Siemitkowski et al., 2000.
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Conditioned taste
aversion

The test exploits aversive learning related to a
specific taste. It typically exposes rodents to a
novel taste (e.g., flavored solution) followed by
an aversive stimulus (e.g., nausea-inducing drug).
Measurement primarily focuses on the
consumption of the solution associated with the
aversive stimulus.

Chan et al., 2017.

Modified Elevated
Plus Maze

This variation of the traditional elevated plus
maze incorporates aversive odors. It includes a
container with bobcat urine (aversive odor)
placed in one closed arm and a container with
rabbit urine (neutral odor) in the opposite closed
arm. Measurement entails assessing the time
spent in each arm (aversive vs. non-aversive) on
the following day, with no odors placed in the
two closed arms.

1 Tan et al., 2021.

Threatening situation
avoidance

The test exploits rodents' avoidance of
illuminated areas in conditions of pain stimulation
of a “victim” animal. Rodents are placed in a
special chamber consisting of one light and one
dark sector, connected via a hole 6 cm above the
floor. The dark sector was separated by a
transparent partition from a sector for “victim”
rats. Recorded parameters include the time spent
in the light sector, the number of crossed squares,
and the motivation to reach the dark sector.

Talalaenko et al., 1994.
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APENDICE D - Histologia e estatistica do grupo IC — Central

Realizamos anéalises estatisticas adicionais separando os animais com microinjecoes
concentradas no nucleo central do IC (Fig. 1). A Tabela 1 apresenta os resultados no teste de
LCE para machos, fémeas em proestro/estro e fémeas em metaestro/diestro. Todos 0s
comportamentos foram avaliados durante 5 min de exploracéo livre para os grupos veiculo, Sul
2 ug/0,2 pL e Sul 4 pg/0,2 L. A ANOVA de uma via mostrou um efeito significativo no
tratamento para fémeas em metaestro/diestro no nimero de exploracao da extremidade do bracgo
aberto. A analise post hoc de Tukey revelou diminuicéo da exploracdo na extremidade do braco
aberto para Sul 2 (p=0,03) e Sul 4 (p<0,001) comparados ao grupo veiculo. A Tabela 2
apresenta os resultados no teste de medo condicionado ao contexto para machos, fémeas em
proestro/estro e fémeas em metaestro/diestro. A porcentagem do comportamento de
congelamento foi avaliada na sesséo testes e reteste (total) para os grupos veiculo, Sul 2 pug/0,2
ML e Sul 4 pg/0,2 pL. A ANOVA de duas vias com medidas repetidas mostrou efeito
significativo nos fatores sessdo e tratamento para machos, fémeas em proestro/estro e fémeas
em metaestro/diestro. A andlise post hoc de Tukey revelou diminui¢do do congelamento para
Sul 2 e Sul 4 comparados ao grupo veiculo (p<0,05) e diminui¢do do congelamento no Reteste

comparados ao Teste (p<0,05), independente do tratamento, para todos 0s grupos de animais.
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Figura 1. Representacdo da disposi¢do dos sitios no IC nas diferentes secgdes transversais do encéfalo de ratos
segundo o Atlas de Paxinos e Watson (2007). O nimero de pontos gerais € menor do que o nimero de animais
utilizados devido a sobreposicdes.
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Tabela 1. Resultados estatisticos do labirinto em cruz elevado para animais com acertos no

nucleo central do IC.

ANOVA de uma via— LCE

Machos (n=5-7)

| PIE (n=7-8)

| M/D (n=5-11)

% Entrada nos bracos abertos

F215=3,03; p =0,08

Fzyzo :2,32; p:O,12

F2,23 =2,83; p=0,08

% Tempo nos bracos abertos

F2,15 :2,05; p :0,16

F2.20=0,60; p =0,55

F2,23 :2,27; p :0,12

Entrada nos bragos fechados

F2,15=1,96; p =0,17

Fzyzo :0,14; p :0,87

F2,23 :0,95; p :0,40

Extremidade nos bracos abertos

F2,15 :1,79; p 20,20

szzo :0,41; p :0,66

F223=8,97; p =0,001*

Levamento

F2,15 :1,81; p 20,19

F220=0,03; p =0,96

F2,23=3,35; p =0,053

Mergulho de cabeca

F2,15 20,92; p :0,41

Fz_zo :0,34; p :0,71

F223=0,38; p =0,68

ANOVA de uma via. * p < 0,05. P/E = proestro/estro; M/D = metaestro/diestro; LCE = labirinto em cruz

elevado.

Tabela 2. Resultados estatisticos do medo condicionado ao contexto para animais com acertos

no nucleo central do IC.

ANOVA de duas vias Sessao
Medo Condicionado

Tratamento

Interacéo

Machos (n=5-8) F115=9,53; p =0,008* F215=10,2; p =0,002* F215=0,57; p =0,57
P/E (n=8) F121=38,70; p<0,001* F221=19,7; p<0,001* F221=1,65; p=0,21
M/D (n:7-9) F1,22 :97,17; p<0,001* Fzyzz :41,2; p<0,001* szzz 20,81; P 20,45

ANOVA de duas vias com medidas repetidas. * p < 0,05. P/E = proestro/estro; M/D = metaestro/diestro.
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APENDICE E - Histologia e estatistica do grupo I1C — Ventral

Realizamos analises estatisticas adicionais separando 0s animais com microinjecdes
concentradas no nucleo ventral do IC (Fig. 1). A Tabela 1 apresenta os resultados no teste de
LCE para machos, fémeas em proestro/estro e fémeas em metaestro/diestro. Todos 0s
comportamentos foram avaliados durante 5 min de exploracéo livre para os grupos veiculo, Sul
2 ug/0,2 pL e Sul 4 pg/0,2 pL. A ANOVA de uma via mostrou um efeito significativo no
tratamento para machos e fémeas em metaestro/diestro na porcentagem de entrada dos bracos
abertos. E para as fémeas em metaestro/diestro no nimero de exploracdo da extremidade do
braco aberto. A anélise post hoc de Tukey revelou diminuigdo da porcentagem de entrada nos
bragcos abertos no grupo Sul 4 para fémeas em metaestro/diestro (p =0,03) e diminuicdo da
exploracéo na extremidade do bracgo aberto para Sul 2 (p=0,04) e Sul 4 (p=0,004) comparados
ao grupo veiculo. A Tabela 2 apresenta os resultados no teste de medo condicionado ao contexto
para machos, fémeas em proestro/estro e fémeas em metaestro/diestro. A porcentagem do
comportamento de congelamento foi avaliada na sessdo testes e reteste (total) para os grupos
veiculo, Sul 2 pg/0,2 pL e Sul 4 pg/0,2 pL. A ANOVA de duas vias com medidas repetidas
mostrou efeito significativo nos fatores sessdo e tratamento para machos, fémeas em
proestro/estro e fémeas em metaestro/diestro. A analise post hoc de Tukey revelou diminuicdo
do congelamento para Sul 2 e Sul 4 comparados ao grupo veiculo (p<0,05) e diminuicdo do
congelamento no Reteste comparados ao Teste (p<0,05), independente do tratamento, para

todos os grupos de animais.

145



2o
FAL
fAEy

>

Bregma -8.16 mm

Bregma -8.40 mm

Bregma -8.64 mm

.~ Bregma -8.88 mm

Bregma -9.12 mm

Figura 1. Representacdo da disposicdo dos sitios no IC nas diferentes seccfes transversais do encéfalo de ratos
segundo o Atlas de Paxinos e Watson (2007). O nimero de pontos gerais € menor do que o nimero de animais

utilizados devido a sobreposi¢des.

Tabela 1. Resultados estatisticos do labirinto em cruz elevado para animais com acertos nos

aspectos ventrais do IC.

ANOVA de uma via— LCE

Machos (n=7-9)

P/E (n=10-12) M/D (n=10-12)

% Entrada nos bracos abertos

F2,22 =3,56; p =0,046*

F2,29 =0,61; p=0,54 F2,29 =3,38; p=0,048*

% Tempo nos bragos abertos

F22,=1,63; p=0,21

F2,20=0,82 p =0,44 F2,20=3,18; p =0,056

Entrada nos bracos fechados

szzz :1,66; p 20,21

F2,29 :0,13; p :0,87 Fz,zg :0,27; p :0,75

Extremidade nos bracos abertos

F22,=3,16; p =0,06

F2.20=0,50; p =0,60 F2.20=6,54; p =0,004*

Levamento

szzz :0,04; p :0,95

F2.20=0,02; p =0,97 F220=1,04; p =0,36

Mergulho de cabeca

F.2,=2,83; p =0,08

F220=0,13; p =0,87 F220=1,25; p =0,30

ANOVA de uma via. *p < 0,05. P/E = proestro/estro; M/D = metaestro/diestro; LCE = labirinto em cruz

elevado.

Tabela 2. Resultados estatisticos do medo condicionado ao contexto para animais com acertos

nos aspectos ventrais do IC.

ANOVA de duas vias Sessao
Medo Condicionado

Tratamento Interacéo

Machos (n=5-9) F110=20,13; p<0,001*

F219=23,8; p<0,001* F219=0,17; p =0,84

P/E (n=10-14) F132=56,57; p<0,001*

F2,32 =28,60; p<0,001* Fa32 =1,28; p =0,29

M/D (n=8-13) F1,7=80,56; p<0,001*

F227=16,1; p<0,001* F227=1,55; p =0,23

*p < 0,05. P/E = proestro/estro; M/D = metaestro/diestro.
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