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RESUMO

O transtorno do estresse pos traumatico (TEPT) € uma doenga psiquiatrica
que desenvolve-se quando o individuo presencia uma situagao traumatica e reage
anormalmente ao trauma. Em modelo animal o TEPT pode ser estudado através de
modelos de condicionamento aversivo, pela apresentagdo de um estimulo
condicionado (neutro) e um estimulo incondicionado (valor biolégico relevante). Nessa
associacao, o animal tem uma resposta condicionada na presenca do estimulo neutro.
Um condicionamento observado nos pacientes € o condicionamento de segunda
ordem (segundo estimulo condicionado podera ser associado ao primeiro estimulo
condicionado neutro). Quando tal condicionamento ocorre, a resposta condicionada é
formada, mesmo se ndo foi associado com o estimulo incondicionado. Esse
condicionamento € importante, pois pistas que nao estavam associadas com o evento
traumatico poderao ser incorporadas a memoria traumatica, podendo “reativar’ a
experiéncia traumatica. O objetivo deste trabalho foi investigar a ocorréncia de
condicionamento de segunda ordem em ratos Wistar. O estimulo incondicionado foi o
choque nas patas dos animais e o estimulo condicionado foi o contexto do
condicionamento e o acetato de isoamila (liquido com odor de banana). A resposta
condicionada foi avaliada pelo tempo de congelamento no contexto do choque
(contexto A) ou no contexto neutro na presenga do odor (contexto C). O primeiro
experimento foi o de validagdo do condicionamento ao odor, onde os animais foram
condicionados ao contexto com o odor. No dia seguinte, os animais foram expostos
ao contexto C na presenca do odor. Foi observado um aumento no tempo de
congelamento nos animais condicionados ao odor em comparagdo com 0s animais
que nao receberam o odor. O segundo experimento teve como objetivo promover o
condicionamento de segunda ordem pelo pareamento da resposta de medo no
contexto A com o odor, sendo os animais posteriormente testados na presenca de
odor no contexto C. O tempo de congelamento no contexto C dos animais que
passaram pela seg¢ao de evocagao na presenga do odor n&o diferiu dos animais cuja
memoria foi evocada na auséncia do odor. Os experimentos seguintes tiveram como
objetivo fortalecer o pareamento do condicionamento com o odor, mas sem causar
generalizagdo da memoaria aversiva. Os animais receberam ioimbina (1 mg/kg, ip) ou
salina logo apés o condicionamento e/ou logo apds a segédo de evocagado. Em outro
experimento os animais receberam uma administracdo de 2 mg/kg ou 3 mg/kg de
ioimbina apds a evocagao. Em outro experimento, os animais passaram por duas
sessoes em dias consecutivos de pareamento entre contexto aversivo (contexto A) e
odor. Finalmente, no ultimo, o odor foi apresentado em um diferente contexto apds a
evocacao da memoaria. Nenhum destes protocolos induziram o condicionamento de
segunda ordem. Nesse estudo, verificou-se que a administracdo de ioimbina em
diferentes doses, administrada apds o condicionamento ao medo e/ou apds a
evocacao, a reexposicao ao odor e a apresentacdo de um novo estimulo durante a
janela de reconsolidagao nao foram suficientes para levar ao condicionamento de
segunda ordem, sugerindo que existem mecanismos distintos da reconsolidagéo para
a formacéao do condicionamento de segunda ordem.

Palavras chave: Transtorno do Estresse Podés Traumatico. Memoria aversiva.

Condicionamento ao medo. loimbina. Condicionamento de segunda ordem.



ABSTRACT

Post traumatic stress disorder (PTSD) is a psychiatry disorder that develops
when the individual experience a traumatic situation and reacts abnormally to the
trauma. In animal model, PTSD can be studied in aversive conditioning models, by the
presentation of a conditioned stimulus (neutral) and an unconditioned stimulus (high
biological value). In this association, the animal has a conditioned response in the
presence of the neutral stimulus. A form of conditioning observed in patients is the
second order conditioning (when a second conditioned stimulus is associated to the
first conditioned neutral stimulus). When this conditioning happens, the conditioned
response is formed, even when there is no association with the unconditioned stimulus.
This conditioning is important, because clues that were not associated with the trauma
has the power to “reactivate” the traumatic memory. The objective of this study was to
investigate the occurrence of second order conditioning in Wistar rats. The
unconditioned stimulus was the foot shock and the conditioned stimulus was the
context of the conditioning and the isoamyl acetate (liquid with a banana odour). The
conditioned response was evaluated by the time of freezing in the context of the shock
(context A) or in the neutral context in the presence of odour (context C). The first
experiment was the validation of odour conditioning, where the rats were conditioned
to the context with the odour. In the next day, rats were exposed to context C in the
presence of odour. The results showed increased freezing time in conditioned rats to
the odour in comparison to the rats that did not receive the odour. The second
experiment had the objective to promote the second order conditioning by the pairing
of the response to fear to the odour in context A, where the rats were posteriorly tested
with the odour in context C. The freezing time of the rats that went through retrieval in
the presence of the odour in context C did not differ from the rats whose memory were
retrieved in the absence of odour. The next experiments had as objective to strengthen
the association of conditioning and the odour, but without generate generalization of
the aversive memory. The rats received yohimbine (1 mg/kg, ip) or vehicle after the
conditioning and/or after the retrieval session. In other experiment the animals received
yohimbine (2 mg/kg or 3 mg/kg, ip) after retrieval. In another experiment, rats received
two pairings in consecutive days between the context A and odour. The last experiment
attempt to create the second order conditioning by the presentation of odour in a
different context after the retrieval of memory. None of the protocols induced second
order conditioning. Through this study we observed that the administration of
yohimbine in different doses, administrated after fear conditioning and/or retrieval, the
reexposure to the odour and the presentation of a new stimulus during memory
reconsolidation were not sufficient to create second order conditioning, which indicates
that there are distinct mechanisms between memory reconsolidation and the formation
of second order conditioning.

Key-words: Post traumatic stress disorder. Aversive memory. Fear conditioning.

Yohimbine. Second order conditioning.
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1 INTRODUGAO

1.1 MEMORIA

A memoria pode ser definida como um conjunto de informagdes que sao
adquiridas e armazenadas e relembradas durante a vida. A memoria € capaz de nos
definir como individuos, o que preferimos, as habilidades que possuimos, e estdo de
certa forma “enraizadas” nas memorias de longo prazo. A memoria é essencial para
a nossa sobrevivéncia (MCGAUGH, 2013).

As memorias ndo sao capazes de serem observadas diretamente, e essa
observagao ocorre através do comportamento humano e animal. Durante o processo
de aprendizagem, estruturas cerebrais relacionadas com o armazenamento de
memorias sdo modificadas, podendo durar por muito tempo (LALUMIERE,
MCGAUGH & MCINTYRE, 2017).

1.1.1 FASES DA MEMORIA

Para uma memoria ser relembrada, existe uma sequéncia de fases que séo
necessarias para que o aprendizado seja primariamente adquirido. A primeira fase é
a aquisicdo da memoria, seguida pela consolidagao da memaria. A proxima fase é a

evocacao da memoria.

1.1.1.1 AQUISICAO

A aquisicao da memoria se refere a uma experiéncia que € adquirida pelo
individuo, e tal experiéncia é capaz de produzir um aprendizado. As informacdes
primarias sado levadas para estruturas encefalicas importantes para a memoria,
através de 6rgaos sensoriais (SILVA, 2016), que envolvem o olfato, a viséo, o tato e
a audicao. Nesta fase, as informacdes sao obtidas e se forem relevantes para o
individuo, ou de grande valéncia emocional, sdo armazenadas e passam para a fase

de consolidacgao.
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1.1.1.2 CONSOLIDACAO

A consolidacao é a fase onde a memoria de curto prazo é convertida em uma
memoria persistente, a memoaria de longo prazo. Alguns autores também relacionam
a fase da consolidacao com a formacao de uma memoria, antes labil, agora estavel e
resiliente a transformacgdes (ALBERINI, 2008).

Para uma memodria ser consolidada € necessaria a sintese de varias proteinas,
sendo que nesse processo, varias estruturas cerebrais estdo interconectadas e
inumeros passos moleculares sdo necessarios para que ocorra 0 armazenamento
dessa memoria (IZQUIERDO et al, 2013).

Entre os processos moleculares necessarios para que uma memoria se
consolide, encontra-se a potenciacao de longo prazo (do termo em inglés LTP — long
term potentiation). A LTP foi descrita por Bliss e Lomo (1973), que descobriram que
periodos de estimulagdo de uma alta frequéncia levavam ao aumento do potencial
sinaptico na regido do giro denteado quando era estimulado o caminho perforante do
cortex entorrinal. Esse fendmeno levou a idéia de que a LTP estava envolvida com o
processo de consolidagao da meméria de longo prazo (VOLIANSKIS et al, 2015).

Hoje, sabe-se que a modificacdo de sinapses ocorre através da ativagao por
receptores do glutamato do tipo NMDA (N-metil-D-aspartato) e AMPA (a-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid). Apoés a ativagdo do receptor AMPA,
ocorre o influxo de Na* e K* que levam a despolarizacdao da membrana plasmatica. O
canal NMDA é bloqueado pelo Mg?*, e quando ocorre a despolarizagdo, o Mg?* é
liberado, permitindo o influxo de Na* e K* e a passagem de Ca?*. Apds a passagem
de Ca?*, ocorre a ativagdo da CaMKII (quinase |l dependente de calcio calmodulina)
que por sua vez leva ao aumento do espinho dendritico (NICOLL, 2017).

Nas ultimas décadas, tém se usado inibidores de sintese proteica para a
identificacado de vias intracelulares que estariam relacionadas com o armazenamento
e consolidacdo de memorias. Muitos fatores de transcricdo, receptores de
neurotransmissores e fatores de crescimento foram relacionados com o
armazenamento das memoarias, entre eles, respectivamente: CREB (do inglés - cAMP
response element binding), zif 268 (do inglés — Zinc finger protein 268), nur 77 (do
inglés - Nerve growth factor IB) receptores da acetilcolina a 7 e BDNF (do inglés —
Brain derived neurotrophic factor) (ALBERINI, 2008). Uma vez que ocorre a inibicao

de uma proteina especifica dentro de uma cascata intracelular, investiga-se o papel
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daquela proteina, ou fator de transcricdo sobre o processo de aprendizado daquele
animal.
Depois que a consolidagao é processada, a memoéria armazenada pode ser

posteriormente recuperada, ou evocada.

1.1.1.3 EVOCACAO

A fase da evocacdo consiste na recuperagcao da informacdo que foi
armazenada anteriormente. Nessa fase, a memdria pode ser capaz de desencadear
respostas comportamentais e fisioldgicas e podera ser reconsolidada (MOURA, 2016;
GONCZAROWSKA, 2016).

Nesse contexto de aprendizado, diferentes memdérias podem ser formadas,
como a memoria de trabalho, memaria espacial e também as memaorias emocionais,
onde estao classificadas as memorias aversivas.

A memoria aversiva € o termo utilizado que se refere a aquisicao,
armazenamento e evocagao de comportamentos que induzem ou aumentam o medo
(IZQUIERDO, FURINI & MYSKIW, 2016). Evidéncias ja mostraram que as memorias
emocionais sdo lembradas mais facilmente do que outros tipos de memodria
(MCGAUGH, 2013).

A formacdo de uma memoria aversiva pode levar ao desenvolvimento de
transtornos psiquiatricos relacionados a trauma e estressores, como o transtorno do

estresse pos traumatico.

1.2 TRANTORNO DO ESTRESSE POS TRAUMATICO (TEPT)

O TEPT é uma doenca psiquiatrica que por muito tempo foi negligenciada pela
populagdo medica. No contexto historico, a investigacdo de “neuroses traumaticas”,
como eram chamados os quadros de estresse apds um trauma, surgiu perto dos anos
1970 quando os psiquiatras comecaram a observar os veteranos que retornaram da
guerra do Vietna. A partir desse momento, surgiu a necessidade de introduzir um
diagnostico para tais individuos que apresentassem sintomas decorrentes de um
estresse intenso, onde foi inserido no DSM-III (Manual Diagndstico e Estatistico de
Desordens Mentais, 32 Edigdo - 1980), publicado pela APA (Associagéao Psiquiatrica

Americana), as caracteristicas especificas dos sintomas de estresse que eram
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manifestadas por esses individuos. Portanto, o diagnéstico do TEPT como uma
desordem psiquiatrica passou a ser feito apenas na década de 80 (SBARDELLOTO,
2011; VANELZAKKER et al, 2014).

Historicamente, um individuo que apresentasse tal transtorno passava por
uma situagdo de “vergonha social”’ relacionada a ocorréncia do evento traumatico
testemunhado, em especial a populagdao feminina que passasse por uma situagao
traumatica. De acordo com estudos epidemiolégicos, os dados mostram que existe
uma prevaléncia de 1.3 — 12.2% de tal desordem na populagdo em geral, porém,
esses numeros mudam de acordo com a populagao analisada. O TEPT é mais
prevalente em mulheres do que em homens, e geralmente esta associado a outras
doencas psiquiatricas, como a depressao e desordens de ansiedade. Em termos de
saude publica, a doenga tem alto custo, pois leva na maior parte dos casos a perda
da produtividade e o tratamento em si tem um custo elevado (PARSONS & RESSLER,
2013; LOPRESTO, SCHIPPER & HOMBERG, 2016; FENSTER et al, 2018).

O TEPT esta classificado nos transtornos relacionados a traumas e
estressores no DSM-V (Manual Diagnéstico e Estatistico de Desordens Mentais, 52
Edicao - 2013) e o diagndstico é feito segundo alguns critérios, como:

A. Exposicdo a um evento concreto ou ameaga de morte, lesdo grave ou
violéncia sexual. Nesse critério, o individuo pode ter vivenciado diretamente o trauma
ou testemunhado tal evento com outras pessoas;

B. Presenga de sintomas intrusivos relacionados com o trauma, como
lembrangas angustiantes, manifestacdo de medo intenso e presenca de reacdes
fisiolégicas marcadas a pistas internas que possuem semelhangas ao evento
traumatico que ocorreu;

C. Esquiva persistente dos estimulos associados com o trauma;

D. Alteragdes na cognicédo e humor;

E. Alteragcbes na reatividade associada ao evento traumatico, como
problemas relacionados ao sono, hipervigilancia e surtos de raiva.

Segundo o DSM-V, o TEPT ainda pode ser classificado como dissociativo,
com sintomas de despersonalizagcido ou desrealizagio.

O individuo que possui o TEPT, portanto, presencia uma situagao traumatica
que pode ser psicologica e/ou fisica e no desenvolvimento da doenga, ocorre uma
reacdo anormal ao trauma presenciado (ALBERINI, 2011). As caracteristicas

apresentadas pelos pacientes mostram que existe uma heterogeneidade de sintomas
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e consequentemente, a populagdo que possui tal desordem também possui
caracteristicas diferentes entre si.

1.2.1 GENERALIZAGCAO

Um aspecto importante apresentado pelos pacientes que possuem o TEPT, &
a generalizagdo. A generalizagao é definida como uma situagdo de medo que ocorre
durante uma condigdo segura, que se assemelhou com a experimentada durante o
evento traumatico. Um individuo que nao possui o transtorno € capaz de distinguir a
situacdo nova, que, por mais que seja semelhante a situacdo traumatica, nao é
exatamente a mesma situacdo. No entanto, os individuos que possuem o TEPT,
possuem uma reatividade elevada frente a essas situagdes aversivas. Esses
pacientes possuem uma sensibilidade aumentada a estimulos que n&do estavam
presentes durante o trauma inicial, e essa caracteristica prejudica a terapia de
exposicao nesses individuos. Estudos anteriores mostraram que esse déficit
apresentado pelos pacientes com o transtorno pode ser decorrente de um disturbio
apresentado pelo padrao de separacdo do hipocampo (LOPRESTO, SCHIPPER &
HOMBERG, 2016).

1.3 MODELO ANIMAL DE MEMORIA AVERSIVA

Embora existam outros modelos animais relacionados com o estudo de
memorias aversivas, o mais utilizado € o modelo de condicionamento ao medo. Tal
modelo foi desenvolvido a partir do condicionamento proposto por Ivan Pavlov em
1927 (PAVLOV, 1927), pioneiro do estudo do condicionamento de primeira ordem,
onde ocorre a associagdo de um estimulo condicionado com um estimulo
incondicionado, e é observada a resposta condicionada do animal.

Pavlov desenvolveu o condicionamento aversivo através da associagao de
um estimulo neutro, chamado de estimulo condicionado (CS — do inglés Conditioned
stimulus), com um estimulo que possui um valor biolégico relevante o estimulo
incondicionado (US — do inglés Unconditioned stimulus). Em seus experimentos
iniciais, ele utilizou os cdes como modelo animal, e associou um metrénomo (CS) com
um acido diluido com sabor azedo (US), colocando tal estimulo incondicionado na

lingua dos animais. A resposta apresentada pelo animal era de uma resposta
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condicionada (CR), por exemplo: se o CS era um alimento apetitoso (p6 de carne), a
resposta produzida pelo animal seria a salivacéo; se era apresentado um estimulo
aversivo (como o sabor azedo) o animal chacoalhava a cabega, fazia movimentos de
salivacado, e movia a lingua para expelir algo toxico (VAN ELZAKKER et al, 2014).

Quando o estimulo condicionado neutro, € emparelhado com o estimulo
incondicionado ocorre o desenvolvimento de uma resposta condicionada (CR) ao CS.
O condicionamento que ocorre por meio da associacao entre US — CS é chamado de
condicionamento de primeira ordem (GEWIRTZ & DAVIS, 2000).

Esse comportamento observado pelos animais ocorre quando um estimulo
condicionado como um som, uma luz, um odor ou um ambiente especifico € associado
com um estimulo incondicionado (alimento ou um choque) e entédo é formada uma CR
(como a esquiva) ao estimulo através da apresentagao do CS na auséncia do US.

A CR induz mudangas comportamentais como o congelamento e fisiolégicas
como, alteragdes na frequéncia cardiaca e respiratéria e ocorréncia de sobressaltos
(GIUSTINO & MAREN, 2015).

Apds o pareamento entre CS-US, o estimulo antes neutro (CS) é capaz de
evocar o comportamento de medo que ocorre na presenca do US, tornando-se um
estimulo condicionado. Esse condicionamento ja foi observado em diferentes filos
como em moscas, caracois, peixes, ratos, cdes, macacos e seres humanos.
(LEDOUX, 2000).

Através do condicionamento pavloviano, comecou a se estudar a
neurobiologia da memoéria, em particular, os mecanismos de aquisicdo, de
armazenamento (consolidacao) e representacao (evocagao) das memoarias aversivas,
de desordens de ansiedade como também de transtornos relacionados a traumas e

estressores, como o TEPT.

1.4 TEPT E CONDICIONAMENTO AO MEDO

Sabe-se que o0 organismo assimila que um determinado estimulo
condicionado prediz o estimulo incondicionado (PARSONS & RESSLER, 2013).
Dessa maneira, quando um estimulo condicionado é associado com um estimulo
biolégico importante, neste caso, o estimulo incondicionado, é formada uma resposta

condicionada.
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Nos individuos afetados pelo TEPT, ocorre uma experimentagao repetida dos
sintomas relacionados com o trauma inicial, e as respostas relacionadas ao medo séo
mantidas por muito tempo. Nos pacientes que sofreram um trauma, considera-se
como o estimulo incondicionado o estresse, ou seja, a situagado traumatica que foi
vivenciada pelo individuo, sendo que a expressdo do medo diante de pistas
associadas ao trauma, € considerada como a resposta condicionada. Nos pacientes
com TEPT esse tipo de condicionamento é muito claro, onde condigdes que estejam
relacionadas com o estresse inicial podem tornar-se um estimulo incondicionado, e
dessa forma, sdo capazes de alcancar as caracteristicas do evento traumatico inicial
(WESSA e FLOR, 2007).

Em relacdo ao modelo animal, a exposicdo de um animal a um estimulo
incondicionado leva a expressdao de uma resposta de medo, nesse caso O
comportamento de congelamento (do inglés — freezing) (PAMPLONA et al, 2006;
ABRARI et al, 2008). O comportamento de congelamento é evidenciado pela auséncia
de movimentos musculares, com a presenga apenas de movimentos respiratorios pelo
animal que apresenta o medo (IZQUIERDO et al, 2016).

1.4.1 CONDICIONAMENTO DE SEGUNDA ORDEM

Existe um segundo tipo de condicionamento, chamado de condicionamento
de segunda ordem ou condicionamento de ordem superior, que sugere-se estar
presente nos pacientes que apresentam o TEPT. Neste condicionamento ocorre a
evocacao ou expressao da memoria aversiva em condicbes nao diretamente
associadas ao trauma.

No condicionamento de segunda ordem (Figura 1), um segundo estimulo
condicionado (CS2 — odor, por exemplo) podera ser associado ao CS1 (primeiro
estimulo condicionado — contexto, por exemplo). O condicionamento de segunda
ordem acontecera quando o CS2 promover a mesma CR produzida pelo CS1, mesmo
que o CS2 nao tenha sido associado com o US (PASCHALL e DAVIS, 2002; PINENO
et al, 2007; STICHT et al, 2015). No aspecto clinico, o condicionamento de segunda
ordem é importante pois relaciona o reforgo efetivo do comportamento humano
utilizando os estimulos neutros, que ndo possuem um significado bioldgico natural
(PINENO et al, 2007).
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Teste da CR
Condicionamento .'O’. / ‘ )) ;O‘. ‘
de segunda ordem AT ,' = )
- -
\J
cs1 us cs2 cs1 cs2

FIGURA 1: CONDICIONAMENTO DE SEGUNDA ORDEM

A imagem acima mostra o condicionamento de segunda ordem, onde um primeiro estimulo
(CS1 - LUZ) é associado com o choque (US). Em um segundo momento, um segundo estimulo (CS2
— SOM) é associado com o CS1. Em seguida é realizado o teste para verificar a resposta frente ao
CS2, a fim de identificar a ocorréncia do condicionamento de segunda ordem.
FONTE: TODD et al, 2016 (ADAPTADA PELA AUTORA)

Os pacientes com TEPT aprendem que pistas podem ser associadas ao
trauma, mesmo n&o sendo pistas que estavam presentes durante o evento traumatico,
e dessa forma, o condicionamento de segunda ordem € um mecanismo pelo qual uma
experiéncia traumatica é gerada por meios de sinais neutros (PARKES e
WESTBROOK, 2011).

Um estudo realizado por Wessa & Flor (2007) utilizou como condicionamento
diferencial uma imagem especifica de um trauma como US e representacdes graficas
como CS em pacientes com TEPT, pacientes com trauma, mas sem TEPT e
individuos controle. Os resultados desse estudo mostraram que os pacientes com
TEPT e com trauma mas sem TEPT, adquiriram um condicionamento a pista
mostrada, indicando a ocorréncia de um condicionamento de segunda ordem. Os
individuos com TEPT adquiriram uma resposta aversiva quando um estimulo
condicionado neutro (CS2) foi associado com o0 (CS1), e quando foi testada a extingao
do medo nesses individuos, foi observado que a mesma estava prejudicada (PARKES
e WESTBROOK, 2011).

Os autores sugerem que esses achados indicam que o TEPT pode ser
mantido pelo condicionamento de segunda ordem quando pistas que tenham relagéo
com o trauma sirvam de CS. Quando tal condicionamento ocorre, sdo geradas
respostas emocionais para pistas que eram relativamente neutras, e esse mecanismo
podera impedir a extingdo da memaoria aversiva.

Alguns estudos realizados com o condicionamento de segunda ordem
utilizaram como CS o odor. Paschall e Davis em 2002 demonstraram que pistas

olfativas pareadas com o choque nas patas de ratos da linhagem Sprague Dawley sao
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efetivas para potencializar a resposta do sobressalto acustico. A resposta de
sobressalto consiste na apresentacéo repetida de um som intenso para os animais.
Foi evidenciado a ocorréncia do condicionamento de segunda ordem utilizando como
CS1 o acetato de amila (odor de banana 5%) e uma luz como CS2. Através desse
experimento os autores observaram uma potencializagdo da resposta do sobressalto
acustico quando foi feita a apresentacao da luz para os animais. Os autores também
testaram a luz como CS1 e como CS2 o odor de banana (5%). Foi demonstrado que
ocorreu o condicionamento de segunda ordem porém a resposta de sobressalto
acustico nao foi potencializada quando o odor foi apresentado para os animais. Tal
resultado indica que o odor de banana pode ser utilizado como estimulo condicionado

para a formacgéo do condicionamento de segunda ordem.

Ja Kroon e Carobrez em 2008 demonstraram o condicionamento de segunda
ordem pela associagao entre o odor de café e choque nas patas de ratos Wistar e
posterior associagdo com um contexto ndo pareado com o choque. Nesse estudo foi
utilizado como US um choque nas patas e como CS1 o odor de café (15 g). Para testar
a expressao do condicionamento ao odor, os autores utilizaram a caixa do odor e os
animais foram testados a partir da esquiva ao odor de café e ao odor neutro. Num
primeiro momento os animais passaram pelo teste CS1, para verificar o approach time
(tempo que os animais ficam proximos ao odor — distancia de 7cm), hide time (tempo
que o animal fica no compartimento escuro) e head-out (tempo em que o animal se
estende do compartimento fechado em diregdo ao compartimento aberto) para o odor
de café na caixa do odor. No dia seguinte, foi realizado o teste para o CS2, quando
um odor neutro foi colocado no compartimento claro e foi medido os parametros de
approach time, hide time e head out a fim de verificar a esquiva frente a um odor nao
pareado com o US. O resultado observado pelos autores foi a diminui¢ao do approach
time, aumento do hide time e aumento do head out quando os animais passaram pelo
teste CS2, indicando que o odor neutro ndo pareado com o US levou ao

condicionamento de segunda ordem pela esquiva dos animais na caixa do odor.

Tais estudos mostram a importancia do estudo do condicionamento de
segunda ordem utilizando como CS o odor, a fim de esclarecer como tal estimulo pode

elicitar respostas de medo.
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1.5 ABORDAGENS TERAPEUTICAS

As abordagens terapéuticas para os pacientes com TEPT envolvem a terapia
de exposicao, e buscam diminuir as respostas aversivas na presenca de estimulos
relacionados ao trauma original, onde duas terapias sao utilizadas na clinica: a terapia

da extingdo e o bloqueio da reconsolidacao.

1.5.1 EXTINCAO

A terapia de extingao envolve a apresentacao do CS por repetidas vezes na
auséncia do US (BOUTON et al, 2011; VANELZAKKER et al, 2014). A extin¢ao cria
uma nova memoria que de certa forma, existe simultaneamente com a memodria
original traumatica (PONNUSAMY et al, 2016). No caso de modelos animais, o
comportamento de congelamento reduz gradativamente conforme a apresentagao
repetida ao CS. Poderia-se imaginar que o processo de extingdo levaria a redugao do
tempo de congelamento por alterar a memoaria original. Porém, estudos sugerem que
a extincdo nao modifica a memoéria traumatica inicial, mas leva a uma nova
aprendizagem que inibe transitoriamente o0 medo, sendo que esse novo aprendizado

€ dependente de um contexto especifico (BOUTON et al, 2011).

Quando a memodria de medo é formada e é observada a resposta
condicionada do animal frente ao estimulo condicionado, pode ser realizada a
extincdo dessa resposta quando o CS é exposto ao animal por repetidas vezes.
Porém, a resposta condicionada “extinta” pode retornar ao animal, e esse fenébmeno
pode ocorrer via reinstalagao, renovagao ou recuperagao da memoria (GIUSTINO &
MAREN, 2015).

O fendmeno de reinstalacdo ocorre quando o animal é exposto novamente a
um US. A recuperagao espontanea da memdéria pode ocorrer apds a passagem do
tempo e a renovagao da memoaria podera ocorrer apos a apresentacado do CS fora do
contexto em que foi realizada a extingao (GIUSTINO & MAREN, 2015; WICKING et
al, 2016), mostrando que a extingao é dependente de um contexto especifico.

Os pacientes com TEPT passam pela psicoterapia, onde é feita a exposi¢ao
da memoaria traumatica. Se a memodria de medo for atualizada, a resposta de medo

podera ser alterada. A psicoterapia para o TEPT é conhecida como terapia focada ao



23

trauma, e existem terapias especificas como a exposi¢ao prolongada (EP), terapia de
processamento cognitivo (CPT) e a terapia cognitiva comportamental focada no
trauma (TF-CBT) (SMITH et al, 2017).

A EP é uma terapia recomendada pela Veterans Health Administration and
Department of Defense (VA/DoD) e pela APA, e busca a alteragdo de estruturas
relacionadas com o medo, onde é necessario que esta estrutura seja ativada para que
novas informacgdes sejam incorporadas. Geralmente sdo necessarias de 8-15 sessoes
para que o tratamento seja concluido. Os pacientes aprendem algumas reacodes
comuns a traumas, exercicios de respiragdo e uma exposi¢ao in vivo e imaginaria,
que caracteriza a terapia de exposicdo. Na exposicdo in vivo, os pacientes séo
auxiliados a abordarem situacoes, pessoas e lugares que eles evitam por causa do
trauma. Ja na exposi¢ao imaginaria, o paciente lembra de pensamentos e emogdes
que estdo envolvidos com o trauma. Apds a terapia, os pacientes narram e gravam o
evento traumatico para que em casa seja feita também a exposicdo imaginaria
(WATKINS et al, 2018).

A CPT também é recomendada pela APA e VA/DoD para os pacientes que
possuem o TEPT. Essa terapia € mais focada no trauma, e é baseada na teoria
cognitiva social, onde apdés um trauma, os pacientes buscam uma resposta para o
evento traumatico que ocorreu, e muitas vezes desenvolvem pensamentos distorcidos
sobre si, sobre outras pessoas, e sobre o mundo. Muitas vezes os pacientes
assimilam o evento (eu ndo me defendi o suficiente e entdo fui o culpado — por
exemplo, em um assalto), ou se acomodam apds um trauma (eu nao consegui me
prevenir frente ao assalto) ou ainda se acomodam em excesso (fui assaltado e entao
nao posso confiar em mais ninguém). O objetivo da CPT ¢ identificar os pensamentos
distorcidos dos pacientes e modificar a visdo do individuo em relagao a acomodacéao
(WATKINS et al, 2018).

Do mesmo modo a TP-CBT é recomendada pela APA e VA/DoD e esta
envolvida com técnicas relacionadas a exposigdo e técnicas cognitivas, como a
reestruturagcao cognitiva. A técnica de exposicdo envolve a exposi¢ao imaginaria, e
exposi¢cao aos estimulos relacionados ao trauma in vivo, como também a exposi¢cao
a “gatilhos emocionais” que lembrem o paciente do trauma sofrido. A técnica de
reestruturacdo cognitiva foca nos pensamentos disfuncionais dos pacientes
(WATKINS et al, 2018).
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A terapia de extingdo/exposicao é o padrao-ouro de tratamento de desordens
de ansiedade e para o TEPT, porém muitos pacientes tem uma extingdo prejudicada,
nao respondem a terapia, ou apds a terapia ocorre o retorno dos sintomas
relacionados ao trauma (MAHAN & RESSLER, 2012; KING et al, 2018). No presente,
tem se buscado o uso de farmacos que melhorem a extingdo. Lucas e equipe (2018)
mostraram que a prazosina, um antagonista a1, quando administrada localmente na
BLA (Complexo Basolateral da Amigadala) ou de forma sistémica, antes do
condicionamento ao medo, facilitou a extingdo do medo em camundongos C57BI/6N.
Quando a administracao foi feita antes da extingdo, n&o foi observado uma reducéao
do freezing dos animais.

Sendo a terapia de exposigao (como a extingdo da memoaria) o padrao ouro
de tratamento para o TEPT, é essencial o estudo dos mecanismos que envolvem a

aquisicao desse aprendizado.

1.5.2 BLOQUEIO DA RECONSOLIDAGCAO

O bloqueio da reconsolidacédo, € uma estratégia utilizada para enfraquecer
diretamente a memdria original em um nivel menos aversivo (HAUBRICH et al, 2015).
Quando o CS é apresentado novamente para um animal, apds o condicionamento, a
memoaria passa por um periodo de reativagdo, um estado labil, onde a mesma pode
ser reconsolidada, ou a reconsolidagao podera ser bloqueada com o uso de agentes
farmacolégicos, ou ainda podera ocorrer a extingdo dessa memoria apos a sua
reativacao (VAN ELZAKKER et al, 2014).

Um estudo mostrou que pacientes com TEPT (Wood et al, 2015) nao tiveram
0s seus sintomas reduzidos quando utilizaram D-cicloserina, um agonista parcial do
NMDA, ou Mifepristona, um antagonista glicocorticoide ou Propanolol, um bloqueador
beta adrenérgico. Tais farmacos foram administrados no momento da reativagao da
memoria traumatica. Os resultados observados mostram que o bloqueio da
reconsolidacao nao foi efetivo nos pacientes com TEPT. Tal estudo indica que os
mecanismos que envolvem o bloqueio da reconsolidagao ndo séo tdo simples quanto
na teoria, € que a modificacdo de uma memoaria traumatica € mais complexa do que

se imaginava.
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Ja na clinica, a reconsolidagcédo geralmente envolve a reativagcdo da memoria
traumatica e entdo essa memoaria € manipulada, geralmente com o uso de agentes
farmacolégicos. Em seguida os pacientes sao testados para se ocorreu a
reconsolidacdo da memoria (AGREN, 2014). E possivel realizar a reconsolidacéo
através da psicoterapia, onde ocorre a incorporagao de pistas imprevisiveis na
memodria traumatica, para que a amigdala seja ativada e para que se inicie 0 processo
de reconsolidagao. Estudos sugerem que deve-se ativar os estados afetivos, onde
emogdes positivas seriam necessarias para que a memoéria de medo seja

reconsolidada com informagdes seguras (SMITH et al, 2017).

E importante salientar que as psicoterapias utilizadas como a terapia de
exposicao e o uso de agentes farmacoldgicos para bloquear a reconsolidagdo nao
modificam a memoria original traumatica, e é fundamental a busca por novas
alternativas terapéuticas, tanto farmacos que melhorem a extingdo quanto farmacos
mais seletivos para bloquear a reconsolidacdo que atuem na memoaria traumatica e

que diminuam os sintomas apresentados pelos individuos com TEPT.

1.6 SISTEMA OLFATORIO

O olfato € um sistema sensorial de grande importancia em roedores, em
especial os camundongos e ratos. Os roedores utilizam esse sistema sensorial para
identificar seus predadores, localizar seu alimento, estabelecer hierarquia sociais,
entre outros comportamentos realizados por esses animais. O uso de odores para
identificacdo de comportamentos especificos servem para a construcdo de
paradigmas importantes para avaliar o desenvolvimento de doencas psiquiatricas e
de processos relacionados a memoria (HUCKINGS, LOGAN & SANCHEZ-
ANDRADE, 2013).

O sistema olfatério detecta e processa os estimulos olfatérios através dos
neurénios olfatérios, que transmitem essa informagao para o bulbo olfatério, e depois
para a amigdala, sem passar pelo talamo. A amigdala, por sua vez, conecta-se com
o hipocampo, que tem um papel fundamental nos processos que envolvem o
aprendizado e a memoéria (WIEMERS, SAUVAGE & WOLF, 2014).
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O odor é um estimulo que possui a capacidade de ativar o sistema
hipotalamico medial, envolvido em respostas relacionadas ao medo de forma
intrinseca (KROON e CARABEZ, 2008).

A conexao existente entre a amigdala e o sistema olfatério sugerem que um
determinado odor tem um acesso exclusivo para a amigdala, e para o
condicionamento ao medo, isso € de grande importancia, pois o uso do odor como
estimulo condicionado permite o melhor entendimento de como estas estruturas
cerebrais contribuem para os processos relacionados com a meméria (SEVELINGES,
2009).

Trabalhos anteriores com voluntarios, mostraram a importancia do sistema
olfatério para o reconhecimento de memoarias. Neste contexto, foi mostrado que: um
odor funciona como pista para a evocagao da memoaria; um odor pode aumentar a
memoria dependente do contexto quando comparadas a pistas visuais; as memorias
ativadas por odores sdo mais “antigas” e mais emocionais do que as memorias
ativadas por pistas verbais e as memdrias aversivas reativadas por odores sao mais
desagradaveis e detalhadas do que as ativadas por pistas verbais (WIEMERS,
SAUVAGE & WOLF, 2014).

Em vista disso, os odores servem como importantes pistas sensoriais para a
evocacao de memorias traumaticas, como aquelas formadas pelo condicionamento

ao medo.

1.6.1 SUBSISTEMAS OLFATORIOS

Os roedores possuem quatro subsistemas olfatérios: o epitélio olfatorio
principal (MOE), o 6rgdao vomeronasal (VNO), o 6rgao septal (SO) e o Ganglio de
Grueneberg (GG) (HUCKINGS, LOGAN & SANCHEZ-ANDRADE, 2013).

O MOE é o maior subsistema olfatério de roedores, e é responsavel pela
deteccao de odores neutros. Os neurdnios sensoriais olfatorios projetam seus axdnios
para o bulbo olfatério, e através de uma sinapse com neurénios de segunda ordem, a
informagao segue para outras regides corticais que estao envolvidas com a percepgao
e discriminagao olfatéria. O VNO detecta odores relacionados com o comportamento
inato, como os ferombnios e cairombnios, os quais passam pelo bulbo olfatério

acessorio, que projeta-se para o hipotalamo, através da amigdala. O SO possui
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neurénios mecanossensoriais e detectam os odores através do fluxo de ar. Ja o GG
tem um envolvimento com o comportamento inato. Um estudo em camundongos com
ablacado de neurbnios GG, mostrou auséncia de congelamento quando os animais
foram expostos a feromonios volateis (HUCKINGS, LOGAN & SANCHEZ-ANDRADE,
2013).

Tendo em vista a conexao entre essas regides — bulbo olfatério e amigdala -
entende-se que se faz necessario o entendimento dos processos relacionados com a

aquisicao da memoria aversiva tendo como o estimulo condicionado o odor.

1.7 FISIOPATOLOGIA DO TEPT

Estudos tém mostrado que o TEPT € uma desordem de circuito, onde varias
regides cerebrais possuem algum tipo de disfun¢do na sua atividade e conectividade.
Uma regido que esta envolvida com o transtorno € o sistema limbico, estrutura que &
essencial para o processamento emocional, tanto em humanos quanto nos animais,
que envolve a amigdala, hipocampo e cortex pré-frontal (MAHAN & RESSLER, 2012).
As demais areas envolvidas sao responsaveis pela deteccdo de ameacas e
processamento de recompensas (FENSTER et al, 2018), além de sistemas de

liberagdo de neurotransmissores, como o sistema noradrenérgico.

1.7.1 AMIGDALA

A amigdala atua no processamento de informagcbes emocionais e nos
processos de memoria (WIEMERS, SAUVAGE & WOLF, 2014) e é recrutada na
circuitaria neural necessaria para a aprendizagem ao medo. A amigdala possui varios
nucleos de neurdnios, como a BLA, que abrange os nucleos basal, basomedial e
lateral da amigdala; o Nucleo Central da Amigdala (CeA), dividido no nucleo lateral e
medial e células intercaladas (DUVARCI & PARE, 2014). A BLA esta envolvida com
a formagao de memorias emocionais de longo prazo (SARDARI et al, 2014) e com a
formacao e consolidacdo de memdrias de medo (DAVIES et al, 2004), como as

memorias aversivas (WU et al, 2012).
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Leidl e colaboradores (2018) mostraram que a BLA é uma regido critica para
a consolidacdo do condicionamento de primeira ordem, sendo necessaria a sintese

proteica nesta regido para o armazenamento da memaria do condicionamento.

Além do papel essencial que o complexo BLA exerce tanto na formacéao de
memorias quanto na consolidacao destas, a BLA também esta envolvida com o
sistema de neurotransmissdo noradrenérgico, pois recebe projecbes do centro de
neurénios responsaveis pela liberacdo de noradrenalina (NA) no SNC, o locus
coeruleus (LC) (HURLEMANN et al, 2010, NASEHI et al, 2016). A NA esta relacionada
com a aprendizagem e o medo (BUSH et al, 2010; DEBIEC, BUSH & LEDOUX, 2011),
e estudos desde o final da década de 70 tem vinculado a NA com o fortalecimento de
memorias (GOLD e VAN BUSKIRK, 1978; MCINTYRE, HATFIELD & MCGAUGH,
2002).

1.7.2 SISTEMA DE NEUROTRANSMISSAO NORADRENERGICO

A neurotransmissao noradrenérgica tém sido associada especificamente com
os paradigmas de esquiva inibitéria e condicionamento ao medo (WU et al, 2012), e
no sentido clinico, com a patologia da ansiedade e do medo (DEBIEC, BUSH &
LEDOUX, 2011).

Um fato ja conhecido é que a consolidagdo de memoarias € influenciada pela
liberacdo de horménios adrenérgicos periféricos em resposta a estressores pela
ativacao central de receptores adrenérgicos e, tais achados indicam que a liberagao
de NA de forma enddégena tem um papel importante sobre a consolidagdo de
memorias (MCINTYRE, HATFIELD & MCGAUGH, 2002).

Um dos receptores para NA, o receptor a2 adrenérgico, esta localizado na
membrana pré-sinaptica do neurdnio, € na sua ativacéo a liberagao de NA ¢ inibida
(SAVCHENKO & BOUGHTER JR, 2011; NASEHI et al, 2016). Davies e colaboradores
(2004) relataram que através da administragdo do agonista a2, dexmedetomidina,
ocorrem mudangas na memoria de medo. Foi observado pelos autores que nao
ocorreu a diminuicdo do tempo de congelamento de camundongos C57BL/6 quando
a droga foi administrada 30 minutos antes do treino no contexto do choque. Porém foi
observado que a administragdo da droga apds o treino diminuiu significativamente o
tempo de congelamento dos animais. Esses resultados contribuem para mostrar a

acgao evidente da noradrenalina sobre as memorias de medo.
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A ioimbina é um farmaco antagonista do receptor a2 adrenérgico (GAZARINI
et al, 2014), e portanto, estimula a liberacdo de NA. Ja foi mostrado que o uso de
ioimbina pode aumentar a memaria e o aprendizado (KAPLAN & MOORE, 2011), e
que a administracdo aguda de ioimbina levou a ativagao de regides relacionadas com
o medo (SAVCHENKO & BOUGHTER JR, 2011). Trabalhos anteriores também
evidenciaram que a estimulacéo de receptores adrenérgicos a2 diminuem a liberagcao
da noradrenalina na amigdala, e influenciam diretamente as memarias de medo.

Fendt e equipe (1994) mostraram o papel da ioimbina e do agonista a2 ST-91
sobre a resposta de sobressalto acustico em ratos Wistar. Foi evidenciado que,
através de microinjecdes de ioimbina na regido central da amigdala, foi aumentada a
magnitude para o sobressalto acustico. Em um experimento seguinte, foi utilizado o
choque nas patas para sensibilizar o sobressalto acustico. Foi mostrado que a
administracao de injegdes locais do ST-91 na amigdala central, diminuiram os efeitos
de sensibilidade dado pelo choque nas patas dos animais. Possivelmente ocorre o
aumento de noradrenalina pela ioimbina e diminuicdo da noradrenalina nesse local
através da agdo dessas drogas nos autorreceptores pré sinapticos da noradrenalina.

Existe um papel importante dos receptores adrenérgicos nos pacientes com
TEPT. Esses individuos podem apresentar uma interrup¢ao da agao inibitéria mediada
pelos receptores a2 adrenérgicos e um aumento da atividade noradrenérgica. Tal
caracteristica pode ocorrer apds o evento traumatico, onde ocorre a consolidagao da
memoria (GAZARINI et al, 2014).

Em 1993, Southwick e colaboradores investigaram os efeitos da ioimbina em
pacientes com TEPT. Nesses pacientes a ioimbina induziu o aumento de sintomas
relacionados com o TEPT, como pensamentos traumaticos intrusivos, tristeza e
entorpecimento emocional. Esse estudo mostrou que um estresse incontrolavel,
produzido pela droga, tem efeitos sobre a fungdo noradrenérgica, afetando
diretamente o bem estar e tendo efeitos sobre a memoaria traumatica do individuo.

Esses resultados mostram que existe um papel importante do receptor a2
sobre a liberacdo de noradrenalina e consequente acdo desta sobre as memorias de

medo.
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1.7.2.1 DESCRICAO DO SISTEMA NORADRENERGICO

O sistema de neurotransmissao noradrenérgico é responsavel por processos
de atencao e cogni¢ao e eventos relacionados a resposta ao estresse. Tal sistema é
regulado por um nucleo encefalico — locus coeruleus (LC) — que possui neurdnios que
produzem noradrenalina. Os neurdnios do LC realizam projegdes para varias regides
encefalicas, entre elas a amigdala. O LC é responsavel pela liberagao de NA, e possui
varios receptores adrenérgicos na sua estrutura, entre eles, o receptor a2 e a1
(SCHWARZ & LUO, 2015).

1.7.3 RECEPTORES ADRENERGICOS E BLA

A NA, apos ser liberada, se liga em trés tipos de receptores adrenérgicos: o
receptor a1, a2 e B (1-3). Estes receptores estdo envolvidos em diferentes vias de
sinalizagao. O receptor a, assim como o receptor 3, € pds-sinaptico, e a sua ativagao
ativa a fosfolipase C. (NASEHI et al, 2016).

O receptor a2, € um receptor pré-sinaptico e, quando estimulado, leva a
inibicdo da adenilato ciclase e ativacdo de canais de K+. Foi evidenciado que a
ativacdo do receptor a2 leva a inibicdo da atividade noradrenérgica e que a
administragdo aguda de ioimbina (antagonista a2) leva a ativagao de neurdnios em
areas relacionadas com o estresse e que s&o ativadas por drogas ansiogénicas, como
a cafeina (SAVCHENKO & BOUGHTER JR, 2011).

Evidéncias mostraram que a BLA possui receptores B adrenérgicos e a
adrenérgicos, € que a ativacdo destes receptores influencia na expressao do
comportamento de medo. Sabe-se que BLA ¢é abundante em receptores f
adrenérgicos (WU et al, 2012). Foi evidenciado por Bush e colaboradores em 2010,
que o bloqueio do receptor B adrenérgico, através do seu antagonista, o propranolol,
interrompe a aquisicdo, a memoria de curto e de longo prazo para o condicionamento
ao medo. Porém, infusdes realizadas apds o treinamento, ndo tiveram nenhum efeito
em tal memdéria. Ja um artigo publicado por Nasehi e associados em 2016 mostrou

que, o déficit do aprendizado mediado pela araquidonilciclopropilamida (ACPA), um
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agonista seletivo do receptor CB1 (Receptor canabindide 1), foi revertido pela
administragao de ioimbina diretamente na BLA.

Portanto, entende-se que o estudo do papel dos receptores adrenérgicos, em
especial o receptor a2, € necessario para a compreensdo do desenvolvimento e

consolidacdo de memorias aversivas.

1.7.4 O SISTEMA NORADRENERGICO E O SISTEMA OLFATORIO

A NA possui um papel na deteccdo, memorizagdo e aprendizagem do
estimulo olfatério. Estudos demonstraram uma relacdo da NA com a plasticidade
associada com a aprendizagem olfativa como a capacidade de discriminagdo de
odores. Tém sido sugerido que a detecgcao de odores também pode ser mediada pela
NA, através do aumento da excitabilidade das células principais (LINSTER &
ESCANILLA, 2018). Sendo assim, existe uma relacao entre a liberacao de NA com a
deteccdo de odores, e dada a conexdo entre LC — amigdala — cértex olfatorio,
entende-se que o estudo desse sistema sobre a consolidacdo do condicionamento de
segunda ordem torna-se necessario para o entendimento do desenvolvimento do
TEPT.

1.8 JUSTIFICATIVA

Tendo em vista o papel da NA sobre a consolidacdo de memérias de medo, em
especial o papel da ioimbina na liberagdo de NA, entende-se que € essencial a
compreensao e o conhecimento de como tais elementos podem fortalecer uma
determinada memodria, em especial, uma memoria aversiva. Ademais, busca-se o
entendimento de como esses mecanismos podem estar envolvidos com o
condicionamento de segunda ordem, de que forma poderiam auxiliar no aspecto
clinico, e posteriormente no entendimento dos mecanismos neurais relacionados com
a aquisigao, consolidacao e expressao do condicionamento de segunda ordem, que

esta intrinsicamente relacionado com a expressao de memorias aversivas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente trabalho foi investigar a ocorréncia do
condicionamento de segunda ordem em ratos machos da linhagem Wistar.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos foram:

a. Validar o condicionamento de primeira ordem ao odor de banana;

b. Avaliar o condicionamento de segunda ordem ao odor através da
exposi¢cao ao odor de banana durante a evocagao da memoria aversiva;

c. Verificar a ocorréncia da generalizagdo da memoria aversiva nos
animais através da administracao de ioimbina;

d. Determinar se a administragdo sistémica do farmaco ioimbina apds o
condicionamento aversivo e/ou apdés a sessao de evocagado promove O
condicionamento de segunda ordem;

e. Analisar se o aumento da atividade simpatica através da administragao
de ioimbina apdés o condicionamento de segunda ordem pode acarretar em maior
expressao da resposta condicionada de congelamento;

f. Investigar se a reexposicdo ao odor de banana na evocacgao
(pareamento contexto-odor) acarreta no condicionamento de segunda ordem;

g. Avaliar se o condicionamento de segunda ordem €& formado na
reconsolidagao da memdria através da apresentagcdo do odor apds a evocacgao da

memoria aversiva.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados 482 ratos machos Wistar, com idade aproximada de 60 a 90
dias, com peso de 230g - 450g. Os animais utilizados foram obtidos do Biotério do
Setor de Ciéncias Biolégicas da UFPR e ficaram alojados no biotério desse setor. Os
animais foram mantidos em caixas plasticas (60 X 25 X 25 cm) com cepilho e com
grade padrdo. Foram alojados 4-6 animais por caixa, com temperatura controlada
(22+3°C), em ciclo claro/escuro de 12:12 (luzes acesas as 7h e apagadas as 19h). Os
animais receberam agua e racao ad libitum. Os experimentos foram iniciados apos a

aprovacao do CEUA de numero 1115.

3.2 ESTIMULO INCONDICIONADO

Como estimulo incondicionado utilizou-se o choque nas patas dos animais. O

protocolo foi baseado no estudo de Kroon e Carobrez em 2008.

TABELA 1: PROTOCOLO DO CONDICIONAMENTO AO MEDO

Familiarizagao Condicionamento
Tempo total: 5 | Tempo total: 5 Protocolo:
minutos minutos

Numero de choques: 5

Duracdo do choque: 1
segundo

1 minuto 2 minutos
Intensidade do

choque: 0.5 mA

Intervalo entre
choques: 30 segundos

3.3 ESTIMULO CONDICIONADO

O estimulo condicionado utilizado foi o acetato de isoamila (C7H1402; P.M.

130,19), um liquido que possui um odor caracteristico de banana. Prud’Homme e
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associados em 2009, realizaram experimentos com o odor de banana, e
demonstraram que tal estimulo € neutro para ratos Wistar. Os autores avaliaram a
resposta comportamental (atividade locomotora e tempo de farejamento) apds a
exposicao de ratos Wistar para o acetato de isoamila puro vs odor de comida em ratos
em jejum (48h) e ratos saciados. A resposta comportamental mostrou um aumento na
exploragao espacial do ambiente quando foi apresentado o odor de banana e odor de
comida para ambos os grupos. Em relagdo ao tempo de farejamento, os animais em
jejum tiveram um comportamento semelhante aos animais que estavam saciados,
onde n&o foi observado um aumento no tempo de farejamento ao odor de banana.
Quando foi apresentado o odor de comida, os ratos em jejum passaram 50% do tempo
explorando a fonte de odor de comida, enquanto os ratos saciados néo exploraram a
fonte de odor.

Para este estudo, o acetato de isoamila foi diluido em uma concentracao de
5% e utilizado em um volume de 250 uL (CANTERAS, PAVESI & CAROBREZ, 2015).

O acetato de isoamila também foi utilizado em estudos anteriores para o
condicionamento olfativo de medo por Sevelinges et al (2004) e Prud’Homme et al
(2009).

3.4 DROGAS

Nesse estudo foi utilizada a droga loimbina durante os experimentos
comportamentais. A ioimbina foi utilizada nas doses de 1 mg/kg, 2 mg/kg e 3 mg/kg,
sendo diluida em salina. Foi utilizado como veiculo, o soro fisioldgico (cloreto de sédio

0,9 %). A administragao da droga e veiculo foi realizada pela via intraperitoneal (IP).

3.5 APARATOS COMPORTAMENTAIS

Para o protocolo de condicionamento ao medo foi utilizada a caixa de esquiva
passiva (SCIENLABOR, Brasil) (36,5cm x 29cm x 50cm). A caixa possui grades de
metal, no qual é conectado um gerador de choques (SCIENLABOR, Brasil). A parede
frontal da caixa € de acrilico transparente, e as demais paredes sdo de metal. Tal
contexto utilizado foi denominado de Contexto A (Figura 2).

O teste com o odor, assim como o teste da generalizagdo foram realizados

em uma caixa acrilica com paredes transparentes (34 cm x 26 cm x 33 cm), que foi
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denominada contexto C (FIGURA 3). Os aparatos comportamentais foram limpos com

alcool diluido a 10% apds a passagem dos animais por tais contextos.

FIGURA 2: APARATO COMPORTAMENTAL — CONTEXTO A

FIGURA 3: APARATO COMPORTAMENTAL — CONTEXTO C

3.6 EXPERIMENTOS

Os experimentos realizados ocorreram na fase clara, entre o periodo das
13:00 hs as 17:00 hs, em condi¢des de habituacéo, condicionamento e teste com o
odor. Durante a sessao de extingdo da memdria os experimentos aconteceram no
periodo das 10:00 hs as 19:00 hs. Tais condi¢des foram escolhidas a fim de minimizar
os efeitos sobre o ritmo circadiano dos animais. Trabalhos ja mostraram que o
condicionamento ao medo contextual parece ser mais efetivo nos animais noturnos,
como o rato, na sua fase inativa, a fase clara (ALBRECHT & STORK, 2017).

Antes do inicio de cada experimento, os animais foram colocados em uma
sala para ambientacdo por um periodo de 1 hora, para minimizar possiveis

estressores (movimentagdo das caixas, por exemplo) que poderiam influenciar no
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protocolo de experimentacdo. A luz das salas onde os experimentos foram realizados
foi controlada, com luminosidade entre 50-60 lux.

Apos o término dos experimentos comportamentais, os animais foram
eutanasiados por anestesia (quetamina, 120 mg/kg) seguida de deslocamento

cervical.

Experimento 1: Condicionamento aversivo ao odor de primeira ordem

O primeiro experimento realizado foi o de validacdo do condicionamento ao
odor (Figura 4) , onde os animais receberam um choque nas patas, no momento em
que era lhes apresentado o odor. No primeiro dia de teste, os animais passaram pelo
contexto A, onde foi realizada a familiarizagdo desses animais, a fim de que o novo
ambiente fosse processado. No 2° dia de teste os animais passaram pelo
condicionamento, onde foi administrado o choque nas patas e apresentado o odor de
forma simultédnea. O periodo de familiarizagdo e condicionamento dos animais durou
um tempo total de 5 minutos.

No dia apdés o condicionamento, os animais passaram por um contexto
diferente, o contexto C, onde foi apresentado o odor. O odor foi colocado em uma
gaze dobrada, em um tubo plastico de 50 mL com furos que foi colocado na parte
superior da caixa. O teste durou 5 minutos e foi contabilizado o tempo de
congelamento dos animais.

No 4° dia, os animais retornaram para o contexto A, onde foi realizada a
sessdo de extingdo, com um tempo total de 30 minutos. Durante o teste também foi
realizado o calculo do tempo de congelamento dos animais. Os animais que tiveram
um tempo de congelamento abaixo de 30% foram retirados da analise estatistica. Tal
critério foi utilizado a fim de confirmar a auséncia de aprendizagem do
condicionamento ao contexto nos animais. No dia seguinte, foi realizado um novo
teste com o odor, a fim de observar o comportamento dos animais frente ao odor,
apo6s a sessao de extincdo da memoria de medo.

Este experimento serviu como base para o condicionamento seguinte, como
forma de avaliar se os animais eram capazes de realizar a associagao entre choque

(US) e odor (CS) e apresentar o comportamento de medo.
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CONDICIONAMENTO DE PRIMEIRA ORDEM

1% dia: Familiarizagdo {5 minutos) 2% dia: Condicionamento (5 minutos)
1 A
s i
.{:?-f_i
aﬁ | S— ¢
P ] 1 -~ (! | wr i

3% dia: Teste com - 52 dia: Teste com
odor (S minutos) 42 dia: Sessdo de extingdo (30 minutos) odor (5 minutos)

FIGURA 4: DESENHO EXPERIMENTAL DO CONDICIONAMENTO DE PRIMEIRA ORDEM

A figura acima mostra o protocolo do condicionamento de primeira ordem, onde os animais
passam pela familiarizagédo, condicionamento ao medo, teste com odor, sessao de extingdo e por um

reteste com o odor de banana.

Experimento 2: Avaliagado do condicionamento de segunda ordem

O segundo experimento realizado contou com a apresentacédo do odor aos
animais, um dia apds o condicionamento com o choque nas patas (Figura 5).

No primeiro dia, os animais seguiram para o procedimento usual de
familiarizagao na caixa desconhecida, o contexto A. Um dia depois, os animais foram
condicionados apenas com o choque nas patas, no mesmo contexto. Ambos os testes
duraram 5 minutos.

No dia seguinte, foi realizada a evocagao, fase onde a memoéria de medo &
relembrada pelo animal. Nessa fase, os animais retornaram para o contexto A, e entao
foi apresentado o odor, por um periodo de 5 minutos. A evocagao dos animais no
contexto A ocorreu para que fosse realizado o condicionamento de segunda ordem.
No protocolo realizado, o primeiro estimulo condicionado (CS1) foi o contexto em que
0s animais receberam o choque, e o segundo estimulo condicionado (CS2) foi o odor.

O teste com o odor no contexto C ocorreu no dia seguinte, onde foi testado se

ocorreu o condicionamento de segunda ordem. No dia da evocagéao foi avaliado o
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congelamento dos animais, e os animais que tiveram um tempo de congelamento
abaixo de 30% do tempo total do teste, foram excluidos da analise estatistica. No teste
com o odor também avaliou-se o congelamento dos animais.

Apds uma semana, os animais foram testados novamente no contexto C com
o odor, para a avaliagdo da persisténcia dessa memoéria. O comportamento de

congelamento foi avaliado.

CONDICIONAMENTO DE SEGUNDA ORDEM
22 dia: Condicionamento (5 minutos)

£ f A

1¢ dia: Familiarizagdo (5 minutos)

42 dia: Teste com
odor (5 minutos)

FIGURA 5: DESENHO EXPERIMENTAL DO CONDICIONAMENTO DE SEGUNDA ORDEM

A figura acima mostra o protocolo do condicionamento de segunda ordem, onde os animais
passam pela familiarizagédo, condicionamento ao medo, evocagdo com odor de banana e teste com

odor para a verificagdo do condicionamento de segunda ordem.
Experimento 3a: Administragao da loimbina e verificagdo da generalizagéo

O experimento 32 (Figura 6) foi realizado com o intuito de verificar se a
ioimbina era capaz de promover o comportamento de generalizagao nos animais. O
comportamento de generalizagao € observado nos individuos que possuem o TEPT.

A ioimbina € um farmaco antagonista dos receptores a adrenérgicos, e seus
efeitos estao relacionados com o sistema simpatico do organismo. Entre esses efeitos
estdo a alteragcdo da presséao arterial, frequéncia cardiaca, temperatura corporal e
locomogéao dos animais (ZARETSKY et al, 2015). Como a ioimbina é antagonista do
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receptor a2 adrenérgico (GAZARINI et al, 2014), a administragdo desse farmaco
estimula a liberacao de NA.

Nesse experimento, os animais passaram pelo processo de familiarizacao, ao
primeiro dia, e condicionamento ao medo no segundo dia. Imediatamente apds o
condicionamento, foi administrado para os animais pela via IP as doses de 1 mg/kg,
2 mg/kg ou 3 mg/kg de ioimbina ou veiculo (salina). No dia seguinte, os animais foram
colocados no contexto C, para avaliagdo da generalizagdo através do tempo de
congelamento dos animais.

ADMINISTRACAO DE 1I0IMBINA E GENERALIZACAO

12 dia: Familiarizagdo (5 minutos) 2% dia: Condicionamento (5 minutos)

39 dia: Generali 5 minut
Administracsio IP de loimbina ia: Generalizagio (S minutos)

imediatamente apds o
condicionamento

FIGURA 6: DESENHO EXPERIMENTAL DA ADMINISTRACAO DE IOIMBINA E
GENERALIZACAO

A figura acima mostra o protocolo do experimento 32. Os animais passam pela familiarizagao,
condicionamento ao medo, onde foi feita a administragao IP de ioimbina. No 3° dia, foi realizado o

teste para verificar a generalizacdo da memaria de medo no contexto C.

Experimento 3b: Administragcao da loimbina apds o condicionamento ao medo e

apo6s a evocacao da memoria

O experimento 3b foi realizado para avaliar se os efeitos sistémicos gerados
pelo uso da ioimbina sdo capazes de facilitar a construcdo da memoéria de medo

através do condicionamento de segunda ordem (Figura 7). A droga foi administrada
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aos animais logo apo6s o condicionamento de primeira ordem e logo apds o
condicionamento de segunda ordem (evocagédo com o odor). Como nos experimentos
anteriores, 0os animais passaram pela familiarizacdo e condicionamento. Apds o
condicionamento dos animais, foi administrado a ioimbina 1mg/kg ou veiculo. Tal dose
foi escolhida pois nao levou a generalizacdo dos animais no experimento anterior. No
dia seguinte, os animais retornaram para o contexto A para a sessao de evocagao
com o odor, para a formagao do condicionamento de 22 ordem. Imediatamente apos
a sessdo de evocagdo, os animais receberam ioimbina 1 mg/kg ou salina. No dia
seguinte os animais retornaram para o contexto C para o teste com o odor, para
verificacdo da ocorréncia do condicionamento de segunda ordem pela analise do
congelamento. Uma semana depois do teste com o odor, foi realizado um novo teste

com o odor para investigar o tempo de duragdo do condicionamento de 22 ordem.

ADMINISTRACAD DE I0IMBINA APOS O
CONDICIONAMENTO E EVOCACAD DA MEMORIA

12 dia: Familiarizacio (5 minutos) 2¢ dia: Condicionamento (5 minutos) Administrago IP de Veiculo

ou loimbina imediatamente
apds o condicionamento

Administragdo IP de Veiculo 4¢ dia: Teste com odor (5 minutos)

ou loimbina imediatamente ™
apds a evocagdo \ ¢

FIGURA 7 : DESENHO EXPERIMENTAL DA ADMINISTRACAO DE IOIMBINA COMO
MODELO DE TEPT

A figura acima mostra o protocolo do experimento 3b. Os animais passaram pela familiarizagdo no 1°
dia e condicionamento ao medo no 2° dia, onde foi feita a administracao IP de ioimbina ou veiculo. No
3° dia, foi realizada a evocacgao, sendo administrado ioimbina ou veiculo IP. No ultimo dia foi feito o

teste com odor no contexto C.
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Experimento 3c: Administracdo de ioimbina apds a evocagdo da memaoria como

modelo de condicionamento de segunda ordem

O experimento 3c foi realizado com o intuito de promover o condicionamento
de segunda ordem nos animais, através de uma maior liberagcédo sistémica de NA
(Figura 8). O protocolo de condicionamento foi semelhante ao experimento 3b, com a
diferenca que a administracdo de ioimbina foi feita nas doses de 2 mg/kg e 3 mg/kg
apo6s a evocacao dos animais no contexto A. No primeiro dia os animais passaram
pela familiarizagdo no contexto A, e um dia depois, pelo condicionamento no mesmo
contexto. No 3° dia, os animais retornaram para tal contexto, e em um teste de 5
minutos, foi apresentado o odor de banana para os animais, para a ocorréncia do
condicionamento de segunda ordem. Na evocacgao, os animais foram distribuidos em
dois grupos: sem odor e com odor, para verificagdo da ocorréncia da generalizagao
no contexto C. Imediatamente apds o fim do teste, foi administrado para os animais,
veiculo ou loimbina 2 mg/kg ou loimbina 3 mg/kg. No dia seguinte, os animais foram
testados para a observagdo do comportamento de congelamento no contexto C, com
a presenca do odor. Apds 7 dias, os animais foram testados novamente no contexto
C.

ADMINISTRACAD DE I0IMBINA APOS A EVOCACAO DA

MEMORIA
12 dia; Familiariza¢do (5 minutos) 22 dia: Condicionamento (5 minutos) 3% dia: Evocacdo (5 minutos)
T 7] b / | r
i)
L. | L1 "ﬁ L " -
T PR | 1T |
Administragio IP de Veiculo 4¢ dia: Teste com odor (5 minutos)
ou loimbina imediatamente =
apds a evocagdo N, o
&
_ & ~
— -
e il - - T =N

FIGURA 8: DESENHO EXPERIMENTAL DA ADMINISTRACAO DE IOIMBINA APOS A
EVOCACAO DA MEMORIA
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A figura acima mostra o protocolo do experimento 3d. Os animais passaram pela familiarizagdo no 1°
dia e condicionamento ao medo no 2° dia. No 3° dia, foi realizada a evocagéo, sendo administrado

ioimbina ou veiculo IP. No ultimo dia foi feito o teste com odor no contexto C.

Experimento 3d: Investigagdo da reexposi¢cao ao odor na evocagao como modelo de

condicionamento de segunda ordem

O experimento 3d foi realizado com o objetivo de levar aos animais ao
condicionamento de segunda ordem através de uma segunda evocagao com o odor
(FIGURA 9). Os animais passaram pelo mesmo protocolo de condicionamento, onde
no 1° dia eles foram familiarizados no contexto A, seguido do condicionamento com o
choque nas patas no 2° dia. Os animais foram distribuidos em 2 grupos, os que
receberam ou n&o o odor na evocagao. No 3° dia, os animais passaram pela 1°
evocagao com ou sem o odor e no dia seguinte, os animais passaram pela 2°
evocagao novamente com ou sem o odor, para que uma nova exposicdo ao odor
levasse ao condicionamento de segunda ordem. Assim como nos experimentos
anteriores, os animais que tiveram um freezing abaixo de 30% foram retirados da
analise, tanto na 1° evocagdo como no segundo dia de evocagao. No ultimo dia, os

animais foram testados com o odor no contexto C.

REEXPOSICAD AD ODOR NA EVOCACAD COMO MODELD DE
CONDICIOMAMENTO DE SEGUNDA ORDEM E TEPT

1% dia: Familiarizagdo (5 minutos) 22 dia: Condicionamento (5 minutas) 3% dia: 17 Evocagdo (3 minutos)

42 dia: 22 Evocacio (3 minutos) 52 dia: Teste corn odor (5 minutos)

W R
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FIGURA 9: DESENHO EXPERIMENTAL DA REEXPOSICAO AO ODOR COMO MODELO
DO CONDICIONAMENTO DE SEGUNDA ORDEM E DO TEPT

A figura acima mostra o protocolo do experimento 3d. Os animais passaram pela familiarizagdo no 1°
dia e condicionamento ao medo no 2° dia. No 3° dia e no 4° dia, foi realizada a evocagéo com o odor

de banana. No ultimo dia foi feito o teste com odor no contexto C.

Experimento 3e: Apresentacdo do odor na reconsolidagdo da memodria como um

modelo de condicionamento de segunda ordem

O experimento 3e teve como objetivo levar ao condicionamento de segunda
ordem através da apresentacdo do odor em um diferente contexto apds a evocacéao
da memodria no contexto A (Figura 10). No 1° dia os animais passaram pela
familiarizagao, seguido do condicionamento no 2° dia. No 3° dia foi feita a evocagao
de 3 minutos no contexto A, seguido da apresentagdo do odor em um ambiente novo:
gaiola de 28x17x14 cm com cepilho limpo. Apdés a passagem dos animais na
evocacao, eles foram colocados sozinhos por 1 minuto no ambiente novo, e foi
apresentado o odor. Os animais que tiveram um tempo de congelamento abaixo de
30% durante a evocacao foram retirados da analise.

No 4° dia foi realizado o teste com o odor no contexto C e foi avaliado o

tempo de congelamento dos animais.

APRESENTACAD DO ODOR MNA JANELA DE RECONSOLIDACAO COMO MODELD DO
CONDICIONAMENTO DE SEGUNDA ORDEM

12 dia: Familiarizacdo (5 minutos) 22 dia: Condicionamento (5 minutos)
™, ™,
i L h b
) /./.- ;:_.- h’lf = —“I_i | / _,/ || I - |
3¢ dia: Evocagiio (3 minutos) n Apresentaciio do 42 dia: Teste com odor (5 minutos)
h‘ odor em um |
contexto diferente ; Y

(1 minuto) )
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FIGURA 10: DESENHO EXPERIMENTAL DO EXPERIMENTO 3E

A figura acima mostra o protocolo do experimento 3e. Os animais passaram pela familiarizagdo no 1°
dia e condicionamento ao medo no 2° dia. No 3° dia, foi realizada a evocagéo, e apresentagao do

odor em um contexto diferente por 1 minuto. No 4° dia foi feito o teste com odor no contexto C.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

O dado obtido dos experimentos comportamentais foi o tempo de
congelamento dos animais, obtido em segundos (s). Este dado foi transformado em
porcentagem de tempo [%= tempo de congelamento x 100/300 seg (5 minutos) ou
1800 seg (30 minutos)], e foi expresso nos graficos através de média + erro padréo
da média (EPM). Na andlise estatistica foram utilizados os testes: ANOVA — Andlise
de Variancia de uma via (one-way), ANOVA — Analise de Variancia de duas vias (two
way), ANOVA — Andlise de Varidncia de medidas repetidas e o teste t de Student
independente. Foi utilizado o teste post hoc (Newman-Keuls) para analises
posteriores, quando a ANOVA foi significativa. O nivel de significancia utilizado foi de
5%. A analise estatistica foi realizada com o auxilio do software Statistica 12. Os

graficos foram feitos com o software GraphPad Prism 7.00.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

EXPERIMENTO 1: VALIDACAO DO CONDICIONAMENTO AO ODOR

O experimento 1 foi realizado para a verificagdo do condicionamento entre o
choque (US) e odor (CS) nos animais. O resultado observado foi a associagao entre
o choque e odor, pelo teste do odor no contexto ndo pareado ao condicionamento
(Figura 12). A ANOVA de duas vias mostrou a auséncia de interacéo entre o fator
choque e odor [F(1,16) =3,6274, p=0,07497]. Porém o houve efeito significativo para
o fator choque [F(1,16) =11,849, p=0,00335] enquanto o fator odor n&o mostrou
diferenga significativa [F(1,16) =4,0788, p=0,06050]. A analise post hoc pelo teste
Newman-Keuls indicou que o grupo que recebeu o choque com o odor mostrou um
congelamento no contexto C maior do que o grupo que recebeu o choque sem o odor
(p=0,013671) sendo que o comportamento de medo foi maior também em
comparagao com 0s animais que nao receberam o choque, com a presenca do odor
e sem o odor (p= 0,00452 e p= 0,00690, respectivamente). Esse resultado mostra que
ocorreu o condicionamento dos animais que receberam o choque e o odor. A falta de
interacao entre os fatores indica uma tendéncia a generalizacdo nos animais expostos

ao choque sem odor, mas que néo foi estatisticamente significativa no post hoc.

12 dia 22 dia 32 dia 49 dia 52 dia
— * ® —0 —
Familiarizagdo  Condiciona Teste com Extingao Teste com
(A) (sem mento (A) odor (C) (A) (sem odor (C)
odor) (choque e odor)
odor)

FIGURA 11: DELINEAMENTO EXPERIMENTO DO EXPERIMENTO 1
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Condicionamento de primeira ordem (Contexto C)
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FIGURA 11: GRAFICO DO CONDICIONAMENTO DE PRIMEIRA ORDEM.
O gréfico mostra o tempo de congelamento dos animais que foram condicionados ao odor. O tempo de
congelamento foi obtido em segundos, mas expresso em porcentagem (%). O n de cada grupo foi,
respectivamente: grupo sem choque sem odor (5), grupo sem choque com odor (5), grupo com
choque sem odor (5) e grupo com choque com odor (5). * p<0,05 em comparac¢éo entre o grupo
com choque com odor e grupo com choque sem odor. # p<0,05 em comparacéo entre o grupo com

choque com odor com o grupo sem choque e sem odor.

Os resultados obtidos indicam que ocorreu o condicionamento ao odor nos
animais. Evidéncias ja mostraram que existem conexdes entre a amigdala e o cortex
olfatério (WIEMERS, SAUVAGE & WOLF, 2014). O resultado mostrado por esse
experimento indica que através dessa conexao, as informagdes sensoriais sao
processadas e o odor atua como uma pista para que seja expresso o comportamento
de medo (congelamento) pelos animais durante a exposicdo dos mesmos ao odor em
um contexto diferente daquele em que a memaria aversiva foi originada.

Apds o protocolo de condicionamento ao odor, os animais passaram pela
sessdo de extingcdo do medo condicionado. Nenhum animal foi retirado da analise
estatistica, pois ndo foi observado um congelamento abaixo de 30% durante o
primeira bloco (min 1-6) da extingéo.

Na sessao de extincdo, os animais foram expostos novamente ao contexto
A, porém nao lhes foi apresentado o CS (odor). Esse protocolo de extincdo sem a
apresentacao do CS teve como objetivo a verificar se a “extingéo seletiva” do contexto

poderia reduzir a resposta condicionada de medo ao odor para que no experimento
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seguinte fosse verificado se a extingdo do condicionamento de primeira ordem poderia
afetar a resposta condicionada do condicionamento de segunda ordem.

A ANOVA de medidas repetidas mostrou uma interagao entre o fator choque
e odor [F (1, 16)= 7,5641, p=0,01423] e efeito dos fatores choque e odor [F (1, 16)=
61,411, p=0,00000 e F (1, 16)= 6,9115, p=0,01823, respectivamente]. O tempo de
congelamento dos animais que passaram pelo choque sem odor diminuiu ao longo da
extincdo (Fig. 13), enquanto que o mesmo nao foi observado nos animais que
passaram pelo choque com o odor. Os animais que nao receberam o choque
apresentaram um tempo de congelamento menor, o que indica que o odor n&o se
mostrou capaz de induzir congelamento em animais naive.

A analise post hoc indicou que o grupo choque com odor teve uma extingao
prejudicada pela extingao seletiva apenas do contexto. Esse dado pdde ser visto pela
auséncia de diferengas entre o ultimo bloco de extingdo do medo (min 25-30) em
comparagao com o primeiro bloco de extingdo (min 1-6) (p>0,05).

A comparacao entre os blocos 1-5 da extingdo (min 1-6, 7-12, 13-18, 19-24,
25-30) entre os dois grupos condicionados mostrou diferengcas em alguns blocos da
extincdo. O min 1-6 e o0 min 7-12 nao mostraram diferengas significativas (p>0,05),
indicando que no inicio da sessao de extingcdo, ambos os grupos tem um tempo de
congelamento alto, e tem uma expressao do medo no contexto onde foi realizado o
condicionamento. Houve diferengas entre o min 13-18, 29-24 e 25-30 (p=0,01193,
p=0,00449 e p=0,03820), com menor tempo de congelamento no o grupo que recebeu
o choque sem o odor. Isso nao foi observado pelo grupo choque com odor, que teve

um tempo de congelamento alto ao final da extingao.

Extingao
~—~ 400 A
? =@ Choque com odor
@ - Choque sem odor
~ 300~ a
8 =+ Controle com odor
c
9 200 =¥ Controle sem odor
S
©
o - *
o 100 #ox # x g
c
o
(&)

o

Min 1-6 Min 7-12 Min 13-18 Min 19-24 Min 25-30

FIGURA 13: GRAFICO DA SESSAO DE EXTINGAO DA MEMORIA.



48

O grafico acima mostra o tempo de congelamento dos animais que passaram pela sesséo de extingéo
apos o condicionamento ao odor. O tempo de congelamento foi expresso em segundos. O n de cada
grupo foi, respectivamente: grupo sem choque sem odor (5), grupo sem choque com odor (5),
grupo com choque sem odor (5) e grupo com choque com odor (5). * p<0,05 representa a
diferenga no congelamento entre o grupo choque com odor e choque sem odor nos minutos 13-
18, 19-24 e 25-30. # p<0,05 mostra a diferenca observada pela comparag¢ao dos minutos 1-6 vs 13-18,

1-6 vs 19-24 e 1-6 vs 25-30 do grupo choque sem odor.

Percebe-se que a extingao seletiva nao foi suficiente para extinguir o contexto
da expressdao de memoéria de medo, ou seja, € necessario a presenga tanto do
contexto como de outros estimulos que estiveram presentes durante a aquisicdo da
memoaria de medo original, para que ocorra uma extingcdo bem sucedida.

A extingdo € caracterizada pela reducdo ou pela perda da resposta
condicionada através da apresentagédo do CS que foi pareado com o US (STORSVSE,
McNALLY & RICHARDSON, 2010; FENSTER et al, 2018). No entanto, a redug¢ao ou
perda da resposta condicionada, nem sempre ocorre de forma permanente, € os
fendmenos de renovacéao e reinstalacdo podem ocorrer com a memoéria de medo.
Alguns autores discutem sobre a possibilidade de que as apresentagbes do CS
poderiam levar a formacdo de uma associagdao CS-no US, que competiria com a
associacao entre US-CS (STORSVSE, McNALLY & RICHARDSON, 2010).

Rescorla em 1973 elaborou um procedimento denominado “Habituagdo ao
US”, onde a apresentacgéao repetida do US (som intenso de 105 dB) levou a diminuigao
da resposta ao CS durante o teste. Tal procedimento pode ser comparado ao que foi
realizado no presente estudo, onde a apresentacdo apenas do US (choque) foi
realizada nos animais. No trabalho de Storsvse, McNally & Richardson (2010), a
habituacao ao US levou a reducao do freezing ao CS tanto administrada antes do
condicionamento ao medo, quanto apds o condicionamento ao medo.

Porém neste estudo nao foi observado o procedimento da habituagdo ao US,
pois no dia do teste com o odor apds a extingado, os animais que receberam o choque
e 0 odor mantém um comportamento de freezing elevado em relagdo aos animais que
receberam apenas o choque.

Os resultados obtidos no dia de teste com o odor apds a extingao (Figura 14)
mostraram diferengcas entre os grupos amostrais através da ANOVA de duas vias
(interacdo choque e odor [F (1,16)= 5,4536, p=0,03288]; odor [F (1,16)= 8,1034,
p=0,01166]; choque [F (1,16) =3,4819, p=0,08048]. O post hoc indicou que 0 grupo
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choque com odor apresentou maior tempo de congelamento que o grupo choque sem
odor (p=0,01024) indicando que o condicionamento aversivo ao odor se manteve.
Esse resultado mostra que a extincdo seletiva do contexto ndao afetou a resposta
condicionada ao odor. De certa forma tal resultado pode estar relacionado com o
comportamento dos animais do grupo choque com odor durante a extingéo, pois esses
animais nao tiveram uma reducédo do tempo de congelamento, mostrando que a

sessao de extingcao seletiva do contexto nao influenciou no condicionamento ao odor.

Teste com odor (Contexto C)
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FIGURA 14: GRAFICO DO TESTE COM ODOR APOS A SESSAO DE EXTINGCAO.
O grafico acima mostra o tempo de congelamento dos animais apds a sesséo de extingdo. O tempo de
congelamento foi obtido em segundos e expresso em porcentagem (%). O n de cada grupo foi,
respectivamente: grupo sem choque sem odor (5), grupo sem choque com odor (5), grupo com
choque sem odor (5) e grupo com choque com odor (5). O simbolo ** indica a diferenca significativa
entre o grupo com choque com odor e grupo com choque sem odor. # p<0,05 indica a diferenga
significativa entre o grupo com choque com odor ¢ os outros grupos amostrais. ** p<0,01 na

comparagdo entre o grupo choque com odor e grupos sem choque com e sem odor.

EXPERIMENTO 2: AVALIACAO DO CONDICIONAMENTO DE SEGUNDA ORDEM
O experimento 2 foi realizado para verificar se os animais eram capazes de
aprender a associagao entre a resposta condicionada de medo (devido ao pareamento
entre choque (US) e contexto (CS1) com o odor (CS2). Assim, o0s animais
condicionados ao contexto tiveram a memdria aversiva evocada na presencga do odor
e posteriormente foram expostos ao odor em um novo contexto (Contexto C + odor),
a fim de validar o condicionamento de segunda ordem. O resultado observado foi a

inexisténcia do condicionamento de segunda ordem nos animais (Figura 16 B e C).
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O grafico 16-A mostra a evocagao dos animais no contexto A, no periodo que
foi apresentado o odor para os animais. Observa-se que 0s animais tiveram um
congelamento de cerca de 60-70% do tempo total na evocagao, o que indica que o
condicionamento ao contexto foi eficaz nos animais. Esse resultado exclui a
possibilidade de que o condicionamento de segunda ordem n&o ocorreu por uma
possivel falha no condicionamento ao medo. Nessa etapa foram retirados da analise
estatistica 10% dos animais que tiveram um congelamento abaixo de 30%.

O tempo de congelamento dos animais durante o teste com o odor no contexto
C esta indicado no grafico B. Utilizando o teste t de Student para a comparacéo entre
0 grupo que recebeu o odor no momento da evocagéo e 0 grupo que nao recebeu o
odor na evocagao, foi observado que o condicionamento de segunda ordem nao
ocorreu nos animais (t=-1,31294: p>0,05).

Os mesmos animais que foram testados com o odor, passaram por um teste
apos 7 dias, para verificar que o condicionamento de segunda ordem era capaz de
ser formado apos 7 dias do condicionamento. O resultado apontado no grafico C
mostrou que, apos o periodo de 7 dias do condicionamento, tal associacdo nao é
formada nos animais (Teste t de Student: t=0,62214: p>0,05).

O resultado deste experimento mostrou que o condicionamento de segunda
ordem nao ocorreu nos animais apos a associagao entre o choque e contexto, e

contexto e odor.

12 dia 22 dia 32 dia 42 dia 112 dia
—& ¢ ® ® |
Familiarizacdo Condiciona Evocacdo (A)  Teste com Teste com
(A) (sem odor) mento (A) (com odor) odor (C) odor (C)
(choque)

FIGURA 15: DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DO EXPERIMENTO 2
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FIGURA 16: GRAFICOS DO EXPERIMENTO 2.

Grafico A: Tempo de congelamento dos animais no dia da evocagao no contexto A, sem odor e com
odor. O tempo de congelamento foi obtido em segundos expresso em porcentagem (%). O n de cada
grupo foi, respectivamente: grupo com choque sem odor (9) grupo com choque com odor (10);
Grafico B: Tempo de congelamento dos animais no dia de teste com o odor, para a verificagdo do
condicionamento de segunda ordem. O tempo de congelamento foi expresso em porcentagem (%). O
n de cada grupo foi, respectivamente: grupo com choque sem odor (9) grupo com choque com
odor (10);
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Grafico C: Tempo de congelamento dos animais no teste com o odor apés 7 dias do condicionamento
de segunda ordem, para a avaliagdo da persisténcia do condicionamento de segunda ordem. O tempo
de congelamento foi expresso em porcentagem (%). O n de cada grupo foi, respectivamente: grupo

com choque sem odor (8) grupo com choque com odor (10).

O condicionamento de segunda ordem de fato é tido como mais fragil do que
o condicionamento de primeira ordem (GEWIRTZ & DAVIS, 2000). Além disso, o
condicionamento de segunda ordem parece ser transitorio, onde € observado um
declinio de aprendizagem apés alguns treinos realizados (GEWIRTZ & DAVIS, 2000).

Embora no presente estudo n&o foi possivel validar o condicionamento de
segunda ordem, outros autores (Kroon e Carobrez, 2008), foram capazes de mostrar
a ocorréncia do condicionamento de segunda ordem, com um protocolo de

condicionamentosemelhante ao que foi utilizado neste trabalho.

EXPERIMENTO 3% A ADMINISTRACAO DE IOIMBINA NA FASE DE
CONSOLIDACAO DA MEMORIA LEVA A GENERALIZACAO DA MEMORIA DE
MEDO

O experimento 32 foi realizado para verificar a dose de ioimbina que leva a
generalizagdo da memdria aversiva (expressao de congelamento no contexto C).

O primeiro resultado desse experimento é representado pelo grafico 18-A, no
qual esta indicado a % de congelamento dos animais no momento da evocagéo. O
resultado mostra que os animais tiveram um condicionamento bem sucedido, onde os
grupos amostrais — veiculo, ioimbina 1 mg/kg, ioimbina 2 mg/kg e ioimbina 3 mg/kg -
tiveram um congelamento de cerca de 70-80%, sem diferenca entre os grupos. Este
resultado indica que os animais foram condicionados ao contexto, pois os mesmos
tem um aumento na expressdo do comportamento de medo. Nessa fase 10% dos
animais foram retirados de cada grupo amostral, pois tiveram um tempo de
congelamento abaixo de 30% durante a evocacéo.

O grafico seguinte, mostrou a ocorréncia da generalizacdo nos animais
através da dose de 3 mg/kg. A ANOVA de uma via mostrou uma diferencga significativa
entre os grupos [F (3,42) =3,1836, p=0,03347] (grafico 18-B). Na analise post hoc foi
observada uma diferenga significativa entre o grupo ioimbina 3 mg/kg e o grupo
veiculo (p=0,02631). Esse resultado indica que a dose de 3 mg/kg levou a

generalizagao dos animais no contexto C. As doses de 2 mg/kg e 1 mg/kg nao foram
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estatisticamente diferentes do veiculo (p>0,05, respectivamente) e ndo levaram os

animais a generalizagdo no contexto C.

12 dia 22 dia 1 32 dia 42 dia 112 dia
i 8 2 & T
Familiarizagdo Condiciona Evocacdo (A)  Generalizacgo Re teste
(A) (sem odor) mento (A) (sem odor) (C) (sem odor) Generalizagéo
(sem odor) (C) (sem
odor)

FIGURA 17: DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DO EXPERIMENTO 32
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FIGURA 18: GRAFICOS DO EXPERIMENTO 32,
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Grafico A: Tempo de congelamento dos animais na evocagéo no contexto A um dia apds a injecao IP
de ioimbina imediatamente apds o condicionamento dos animais. O tempo de congelamento foi obtido
em segundos expresso em porcentagem (%). O n de cada grupo foi, respectivamente: veiculo (12),
ioimbina 1 mg/kg (12), ioimbina 2 mg/kg (11) e ioimbina 3 mg/kg (11);

Grafico B: Tempo de congelamento dos animais no teste para a generalizagdo no contexto C um dia
apos a injecao IP de ioimbina imediatamente apds o condicionamento de primeira ordem. O tempo de
congelamento foi expresso em porcentagem (%). O n de cada grupo foi, respectivamente: veiculo (12),
ioimbina 1 mg/kg (12), ioimbina 2 mg/kg (11) e ioimbina 3 mg/kg (11). * p<0,05 na comparacéo
entre o grupo ioimbina 3mg e o grupo veiculo;

Grafico C: Tempo de congelamento dos animais no contexto C apds 7 dias do teste no contexto C. O
tempo de congelamento foi expresso em porcentagem (%). O n de cada grupo foi, respectivamente:
veiculo (11), ioimbina 1 mg/kg (11), ioimbina 2 mg/kg (11) e ioimbina 3 mg (11).

Gazarini e colaboradores (2014) mostraram que a dose de ioimbina de 1
mg/kg, aplicada imediatamente apds o condicionamento dos animais, na fase da
consolidagdo da memodria, levou a generalizagdo dos animais em um contexto
diferente daquele em que os animais receberam o condicionamento.

No presente estudo nao foi observado a generalizagdo com a dose de 1
mg/kg. No trabalho de Gazarini e colaboradores em 2014 o protocolo de
condicionamento utilizado foi choque de 0,7 mA com duracéo de 3 seg, sendo que no
presente estudo, utilizou-se um choque de 0,5 mA com duragéo de 1 seg. Acredita-se
que em razao das diferencas entre os protocolos, onde um choque de menor
intensidade e de menor duragao foi administrado, foi necessario uma dose maior da
droga (3 mg/kg), e consequente, maior liberagao de NA, para que a memodria de medo
generalizado fosse formada. As diferencas observadas podem ter ocorrido por conta
das diferengas observadas em relagao a procedéncia dos animais utilizados, o peso
dos animais, entre outras caracteristicas.

A dose de 3 mg/kg levou a generalizagdo, comprovando que a ativagéo
adrenérgica pela ioimbina levou a formacao de uma memdria generalizada, ou seja,
existiu uma ativacdo de sintomas (medo) relacionado a memdéria original em um
ambiente diferente daquele em que o condicionamento ao medo ocorreu.

Sabe-se que o uso de ioimbina pode aumentar a memoria e o aprendizado
(KAPLAN & MOORE, 2011). Em estudos anteriores mostrou-se que a administracao
aguda de ioimbina também levou a ativagdo de regides relacionadas com o medo
(SAVCHENKO & BOUGHTER JR, 2011).
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Alguns efeitos fisiologicos sistémicos estéo relacionados com a administracéo
de ioimbina, principalmente com o sistema simpatico no organismo, como o aumento
da presséao arterial (PA). Em uma condigdo de vasoconstrigdo pelo aumento da PA,
0s animais poderiam ter um comportamento de congelamento em razdo da ativagao
de componentes simpaticos. No entanto foi demonstrado por Hubbard et al (1988),
que através do uso intravenoso de ioimbina em doses diferentes (0,3, 1 e 3 mg/kg)
em animais da linhagem Sprague dawley, ocorre uma rapida distribuicdo de ioimbina
no cérebro que dura até um periodo de 8 horas, € que a concentragao sérica dura até
cerca de 16 horas. Como os testes s&o realizados 24 h ap6s a aplicagdo de ioimbina
nos animais, acredita-se que os resultados observados ndo ocorreram em razao de
um possivel congelamento dos animais pelos efeitos sistémicos da droga per se, mas
pela ativagao central de receptores a adrenérgicos, consequentemente influenciando
na consolidacdo da memoria de medo, dado pelo condicionamento de primeira ordem
e formando a memdria de medo generalizada.

Os mesmos animais que passaram pela generalizagdo com ioimbina foram
testados no contexto C novamente apds 7 dias (Figura 18-C). Os resultados
encontrados mostraram que apds 7 dias, a generalizagdo observada pelos animais
que receberam a dose de 3 mg/kg de ioimbina ndo ocorreu, mostrando que a
generalizagao ocasionada pela dose de ioimbina 3 mg/kg tem uma duragéao curta. A
analise estatistica (ANOVA de uma via — fator tratamento), ndo mostrou um resultado
significativo [F (3,40) =1,0093, p>0,05]. Foi realizada também a ANOVA de medidas
repetidas, comparando o tempo de congelamento da generalizagdo com o reteste
[tratamento: F (6, 78)= 2,1083, p>0,05], indicando uma tendéncia a generalizagdo em
todos os grupos.

O resultado mostra que a generalizagdo demonstrada inicialmente pela dose
de 3 mg/kg no contexto C nao ocorreu nos animais apés o periodo de 7 dias. O grupo
que recebeu a dose de 3mg/kg nao demonstrou um aumento do comportamento de
congelamento no contexto C, como foi apresentado inicialmente na analise da
generalizagao apds a administragdo de ioimbina. Percebe-se que o grupo que recebeu
a dose de ioimbina de 1 mg/kg apresenta uma propensao ao aumento do
comportamento de congelamento, porém, o resultado nao é significativo. O grupo que
recebeu a dose de 2 mg/kg aparenta estar com uma diminuigdo do tempo de
congelamento em tal contexto, porém, tal diminuicao também néo foi significativa. Tais

resultados demonstram que o efeito produzido pela ioimbina é de curta duragcao, mas
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que a droga promove a generalizagao dos animais em um contexto ndo pareado com
o contexto em que ocorreu o condicionamento com o choque, mostrando que
possivelmente a ioimbina influenciou na consolidagdo da memoria, levando a
formacao de uma memdria generalizada.

Visto que a dose de 1 mg/kg néo leva a generalizacao, essa dose foi escolhida

para o experimento seguinte.

EXPERIMENTO 3B: A ADMINISTRACAO DE IOIMBINA APOS O
CONDICIONAMENTO E A EVOCACAO COM O ODOR NAO LEVA AO
CONDICIONAMENTO DE SEGUNDA ORDEM

O experimento 3b foi realizado com o intuito de verificar se a dose de ioimbina
1 mg/kg era capaz de fortalecer a formagcdo de uma memoria aversiva pelo
condicionamento com dois estimulos diferentes, o condicionamento de segunda
ordem.

O resultado obtido mostra que a ioimbina na dose de 1 mg/kg n&o foi capaz
de levar a formagao da memoria aversiva pelo condicionamento de segunda ordem.
O protocolo desse experimento teve como objetivo principal induzir uma liberagéo de
NA no momento da consolidagdo da memoria de medo, dada pela administragcéo de
ioimbina apdés o condicionamento com o choque e apds o condicionamento de
segunda ordem, pela administracdo de ioimbina apds a evocagao dos animais com o
odor de banana. Para isso, os animais foram distribuidos em quatro grupos amostrais:

veiculo-veiculo, veiculo-ioimbina, ioimbina-veiculo, ioimbina-ioimbina.

12 dia 22 dia 1 32 dia l 42 dia 112 dia
— ¢ ¢ —e —

Familiarizacdo Condiciona Evocagdo (A) Teste com  Re teste com
(A) (sem odor) mento (A) (sem odor) odor (C) odor (C)
(sem odor)

FIGURA 19: DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DO EXPERIMENTO 3B
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FIGURA 20: GRAFICOS DO EXPERIMENTO 3B.

Grafico A: Tempo de congelamento dos animais durante a evocagao, no contexto A apds a injegéo IP
de veiculo ou ioimbina. O tempo de congelamento foi obtigo em segundos e expresso em porcentagem
(%). O n de cada grupo foi, respectivamente: veilvei (8), veilio (9), io/vei (9) e iolio (9);

Grafico B: Tempo de congelamento dos animais durante o teste no contexto C apds a injegéo IP de
veiculo ou ioimbina. O tempo de congelamento foi expresso em porcentagem (%). O n de cada grupo
foi, respectivamente: veilvei (8), veilio (9), iolvei (9) e iolio (9);

Grafico C: Tempo de congelamento dos animais 7 dias apds o teste no contexto C. O tempo de
congelamento foi expresso em porcentagem (%). O n de cada grupo foi, respectivamente: veilvei (8),
veilio (9), iolvei (9) e iolio (9).
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O primeiro resultado obtido (Figura 20 - A) mostra que todos os grupos
amostrais, durante a evocagao com o odor por 5 minutos, tiveram um comportamento
de congelamento com uma duragao de cerca de 60-70% do tempo total do teste. Esse
resultado indica que o condicionamento foi bem sucedido, e que os animais tiveram
um condicionamento ao contexto, ou seja, no retorno ao contexto/ambiente em que a
memoaria traumatica foi originada, foi demonstrado um comportamento de medo pelos
animais. Nenhum animal foi retirado da analise estatistica durante a evocacgao por ndo
apresentar um congelamento abaixo de 30% do tempo do teste.

Esse resultado mostra que a auséncia de formagao da memdria aversiva pelo
condicionamento de segunda ordem nao ocorreu pela possivel falha no
condicionamento dos animais.

O segundo gréfico (Figura 20 — B) indica que no momento do teste com o
odor, ndo foi observada nenhuma diferenga significativa no comportamento de
congelamento entre os grupos que receberam veiculo ou ioimbina depois do
condicionamento ou da evocacao. Através desse resultado pode-se observar que com
a administracéo de ioimbina ndo levou ao aumento do congelamento e consequente
formagao do condicionamento de segunda ordem.

Esperava-se que o grupo que recebeu ioimbina apds o condicionamento e/ou
apos a evocagao, expressasse um comportamento de medo elevado em comparagao
aos outros grupos amostrais. Porém, todos os grupos apresentaram tempo de
congelamento semelhante entre si no contexto com o odor. A ANOVA de duas vias
nao foi significativa (interacao: [F (1, 31) =,46817, p>0,05]; tratamento apds o choque
[F(1,31) =,54822, p>0,05]; tratamento apds o odor [F (1, 31) =,02591, p>0,05] (Figura
20-B).

Ja o resultado do reteste (Figura 20 — C) mostra o nivel de congelamento dos
animais 7 dias apos o teste com o odor no contexto C que foram testados nesse
contexto novamente para verificar se apds 7 dias a memoria aversiva do
condicionamento de segunda ordem seria formada. O resultado encontrado foi que o
grupo que recebeu io-vei parece ter um aumento no comportamento de congelamento
em comparagao com o grupo vei-vei, vei-io e io-io, mas o resultado nao foi significativo
(Anova de duas vias: interacdo: [F (1, 31) =,70253, p>0,05]; tratamento apds o
choque: [F (1, 31) =,10100, p>0,05]; tratamento apds o odor: [F (1, 31) =,02591,
p>0,05].
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O experimento realizado mostrou que a dose de 1 mg/kg de ioimbina
administrada apds o condicionamento, apds a evocagdo ou em ambos os momentos

nao foi capaz de formar o condicionamento de segunda ordem nos animais.

EXPERIMENTO 3C: A ADMINISTRACAO DE IOIMBINA APOS A EVOCACAO NAO
INDUZ O CONDICIONAMENTO DE SEGUNDA ORDEM

O experimento 3c foi realizado com o intuito de administrar doses mais altas
de ioimbina a fim de faciltar a formacdo da memodria aversiva através do
condicionamento de segunda ordem. Nesse experimento foi administrado veiculo,
ioimbina na dose de 2 mg/kg ou 3 mg/kg apds a evocagdo com ou sem o odor de
banana.

O gréfico 22-A indica a % de congelamento durante a evocagao no contexto
A. A % de congelamento ficou entre 50-70%, e pbde se reconhecer a validade do
condicionamento ao medo. Nesta etapa foram retirados da analise estatistica os
animais que tiveram um tempo de congelamento abaixo de 30% durante o teste (grupo
sem odor: veiculo (10%), ioimbina 2 mg/kg (50%) e ioimbina 3 mg/kg (20%); grupo
com odor: veiculo (30%), ioimbina 2 mg/kg (30%) e ioimbina 3 mg/kg (30%)).

O grafico 22-B mostra a % de congelamento no teste com o odor no contexto
C, no dia seguinte apdés a administracéo de veiculo, ioimbina 2 mg/kg ou 3 mg/kg
depois da evocacgao.

A administracdo de doses mais altas de ioimbina ndo foi capaz de levar a
formacao do condicionamento de segunda ordem nos animais, como foi evidenciado
por esse experimento. De acordo com o grafico 22-B, percebe-se que o grupo que
recebeu o odor na evocagao nao condicionou ao odor no contexto C. Na relagéo entre
ps animais que receberam o veiculo com os animais que receberam ioimbina 2 mg/kg
ou 3 mg/kg, percebe-se que houve um pequeno aumento no tempo de congelamento,
mas tal aumento nao foi estatisticamente comprovado (ANOVA de duas vias:
interagao [F (2, 24)= 1,1250, p>0,05]; tratamento [F (2, 24)= 2,3780, p>0,05]; odor [F
(1, 30)= 0,41422, p>0,05]). Ja o grupo que recebeu ioimbina 2 mg/kg e que nao
recebeu o odor na evocagao, teve aparente aumento no tempo de congelamento
(congelamento em torno de 40%), mas nao foi estatisticamente significativo.

Esperava-se que o grupo que recebeu o odor na evocagao, e que recebeu as
doses mais altas de ioimbina tivesse um aumento consideravel do comportamento de

congelamento, em razdo das evidéncias que mostram que a liberacdo de NA



60

influencia no fortalecimento de memodrias aversivas. No entanto, o resultado

observado mostrou que n&o existe uma relagao da liberacéo sistémica de NA pelo uso

do farmaco ioimbina sobre a formag¢ao do condicionamento de segunda ordem.

12 dia
¢

1 42 dia
o

Familiarizagdo Condiciona
(A) (sem odor)

mento (A)
(sem odor)

Evocacao (A) Teste com
(com odor) odor (C)

FIGURA 21: DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DO EXPERIMENTO 3C
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FIGURA 22: GRAFICOS DO EXPERIMENTO 3C.

Grafico A: Tempo de congelamento dos animais durante a evocagao, no contexto A apds o

condicionamento dos animais. O tempo de congelamento foi obtido em segundos e expresso em

porcentagem (%). O n de cada grupo foi, respectivamente: sem odor: vei (6), ioimbina 2mg/kg (4), e
ioimbina 3 mg/kg (5); com odor: vei (5), ioimbina 2mg/kg (5), e ioimbina 3 mg/kg (5);

Grafico B: Tempo de congelamento dos animais durante o teste no contexto C apds a injegéo IP de

veiculo ou ioimbina e apresentacao ou ndo do odor durante a evocagéo. O tempo de congelamento foi

expresso em porcentagem (%). O n de cada grupo foi, respectivamente: sem odor: sem odor: vei (6),
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ioimbina 2mg/kg (4), e ioimbina 3 mg/kg (5); com odor: vei (5), ioimbina 2mg/kg (5), e ioimbina 3
mg/kg (5).

Os resultados desse experimento mostram que nao existe uma relagao na
formacao do condicionamento de segunda ordem pela liberagdo de NA sistémica e
acao consequente sobre a regido da BLA. Sabe-se que a NA possui uma influéncia
sobre a consolidacao e fortalecimento de memoarias de medo, contudo, a dose de 2

mg/kg e de 3 mg/kg nao foram capazes de facilitar a formacao de tal condicionamento.

EXPERIMENTO 3D: A REEXPOSICAO DO ODOR NA EVOCACAO NAO LEVA AO
CONDICIONAMENTO DE SEGUNDA ORDEM

O experimento 3d teve como objetivo a reexposicao ao odor na evocagao com
a finalidade de ocorréncia do condicionamento de segunda ordem nos animais.

Os graficos 24 A e B mostram o tempo de congelamento nas sessdes de
evocagcao dos animais. Pode-se perceber uma igualdade nos dois dias de
apresentacao do odor em relagao ao tempo de congelamento dos animais, mostrando
que nao ocorreram falhas no condicionamento. Foram retirados da analise estatistica
0s animais que tiveram um congelamento abaixo de 30% durante o teste (grupo com
odor (40%); grupo sem odor (10%)).

O grafico 24-C indica o tempo de congelamento dos animais no contexto C
com a presencga do odor. O teste t de Student (t= 1,21642: p>0,05) mostrou que o
grupo com odor nao foi diferente do grupo sem odor, demonstrando a inexisténcia do
condicionamento de segunda ordem.

O resultado observado mostra que a reexposicao ao odor durante a evocagao
nao leva ao condicionamento de segunda ordem. Esperava-se que a reexposi¢cao dos
animais ao odor facilitasse a formagao do condicionamento de segunda ordem.

Desta forma, o condicionamento de segunda ordem n&o é formado apds a
obtencdo de uma memoaria traumatica e reexposicdo ao contexto no qual a memoria
foi formada através da apresentacdo de um odor no momento em que o animal esta
expressando o congelamento. Portanto, ndo ocorre uma “atualizagdo” da memoria
traumatica com novas informagdes que levem ao condicionamento de segunda

ordem.
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(A) (sem mento (A) (com odor) (com odor) odor (C)
odor) (sem odor)

FIGURA 23: DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DO EXPERIMENTO 3D
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FIGURA 24: GRAFICOS DO EXPERIMENTO 3C.
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Grafico A: T tempo de congelamento dos animais durante a primeira evocagao, no contexto A apos o
condicionamento dos animais. O tempo de congelamento foi obtido em segundos e expresso em
porcentagem (%). O n e cada grupo foi, respectivamente: sem odor (12); com odor (11);

Grafico B: Tempo de congelamento dos animais durante a segunda evocagéo, no contexto A apés o
condicionamento dos animais. O tempo de congelamento foi expresso em porcentagem (%). O n de

cada grupo foi, respectivamente: sem odor (11); com odor (11);

Grafico C: Tempo de congelamento dos animais no teste com o odor no contexto C. O tempo de
congelamento foi expresso em porcentagem (%). O n de cada grupo foi, respectivamente: sem odor
(11); com odor (8).

Um aspecto importante que envolve o condicionamento ao medo é o contra
condicionamento. O contra condicionamento acontece quando um comportamento
que € indesejavel ou aversivo pode ser extinto quando € ensinado um comportamento
diferente para o animal. Desse modo, o novo comportamento ensinado para o animal
compete com a execugao do comportamento que esta relacionado a algo indesejavel,
negativo ou aversivo (POGGIAGLIOLMI, 2017). No contra condicionamento, o
estimulo que é aversivo € pareado com um estimulo condicionado positivo (NEWALL
et al, 2017).

O resultado observado no experimento 3d pode ter relagdo com o contra
condicionamento, pelo fato de no momento da evocagdo, quando o animal esta
expressando o congelamento esta sendo introduzida uma nova informagao (o odor) e
esta nova informacdo sendo neutra, poderia estar influenciando na execucédo do
comportamento de congelamento no dia seguinte (teste com o odor).

O contra condicionamento pode ser observado na clinica, e estudos ja
mostraram resultados positivos através desse protocolo. Raes e Readt (2012)
realizaram um estudo com voluntarios que receberam o condicionamento com uma
imagem de rosto humano com estimulo condicionado e um ruido branco desagradavel
como estimulo incondicionado. Tais voluntarios receberam o contra condicionamento
com um som neutro e com um som positivo (risada de bebé). Os resultados mostraram
que o contra condicionamento reduziu as respostas avaliativas dos voluntarios frente
a tarefa de priming afetivo.

Um estudo realizado por Newall et al em 2017 mostrou que o contra
condicionamento é mais efetivo do que a extingao para diminuir o medo em criancgas.
Nesse estudo as criangas foram expostas a figuras de dois animais, onde um deles

foi pareado com uma figura de um rosto humano assustador (CS+) e a outra imagem
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nao recebeu nenhum estimulo adicional (CS-). As criangas participaram do grupo do
contra condicionamento (animal + rosto feliz), extingdo (apenas o animal) ou controle
(nenhum procedimento para reduzir o medo). As criangas que passaram pelo
procedimento do contra condicionamento expressaram uma reducdo do medo frente
ao CS+ (teste pelo questionario FBQ — Fear Belief Questionaire).

Os resultados obtidos indicam que o contra cmondicionamento pode ter
ocorrido, embora o odor seja neutro, e portanto o comportamento de congelamento
dos animais no dia do teste com odor pode ter diminuido em razéo da reexposi¢cao do
odor no momento da evocagao.

Em razdo dos resultados desse experimento, foi realizado o experimento 3e,
administrando o odor na reconsolidacdo da memoria, a fim de evitar o contra

condicionamento.

EXPERIMENTO 3E: A EXPOSICAO DO ODOR NA RECONSOLIDACAO DA
MEMORIA NAO PROMOVE O CONDICIONAMENTO DE SEGUNDA ORDEM

O experimento 3e foi realizado para verificar se a exposicdo do odor
imediatamente apds a evocacgao (janela de reconsolidacdo), em um novo contexto,
era capaz de promover o condicionamento de segunda ordem nos animais.

O gréfico abaixo (Figura 26 — A) mostra o congelamento dos animais durante
a evocacao. Pode-se perceber que o congelamento do grupo que n&o recebeu o odor
na evocagao em comparagdo com O grupo que recebeu o odor encontra-se
semelhante, em torno de 60-70%. Dessa forma, acredita-se que o condicionamento
ao medo ocorreu nos animais. Foram retirados 10% dos animais do grupo com odor
da analise estatistica, pois tais animais demonstraram uma expressdo de
congelamento abaixo de 30% do tempo de teste.

O grafico 26-B mostra o tempo de congelamento dos animais apds a
evocacao e apresentacao do odor, no 4° dia de teste. O teste t de Student ndo indicou
a ocorréncia do condicionamento de segunda ordem, através da comparagao dos
grupos sem odor e com odor (t=1,25751; p>0,05).

Esperava-se que os animais do grupo com odor tivessem um aumento do
tempo de congelamento no teste com odor para que o condicionamento de segunda
ordem fosse formado, porém esse resultado nio foi observado. Além disso, pode ser
notado que o tempo de congelamento dos animais sem odor é alto, podendo ter

ocorrido generalizagao da resposta aversiva no grupo controle.
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O resultado indicou que o condicionamento de segunda ordem n&o é formado
durante a janela de reconsolidagdo da memoria.

Apresenta¢do do odor
em um contexto
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FIGURA 25: DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DO EXPERIMENTO 3E
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FIGURA 26: GRAFICOS DO EXPERIMENTO 3E.
Grafico A: Tempo de congelamento dos animais durante a evocagao, no contexto A apds o
condicionamento dos animais. O tempo de congelamento foi obtido em segundos e expresso em

porcentagem (%). O n de cada grupo foi, respectivamente: sem odor (10); com odor (9);

Grafico B: Tempo de congelamento dos animais durante o teste com o odor no contexto C. O tempo

de congelamento foi expresso em porcentagem (%). O n de cada grupo foi, respectivamente: sem odor
(10); com odor (9);
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Através desse trabalho foi possivel constatar a complexidade envolvida com
o desenvolvimento do modelo animal do condicionamento de segunda ordem,
utilizando com estimulo condicionado o odor de banana, e como estimulo
incondicionado o choque nas patas de ratos Wistar. O desenvolvimento desse modelo
deve incluir caracteristicas observadas na clinica, a fim de que as caracteristicas que
envolvem os pacientes com o TEPT sejam esclarecidas, a fim do entendimento de
como tal transtorno é mantido por um periodo de tempo t&o longo. E primordial que o
condicionamento de segunda ordem possa ser elucidado, pois existem varias
caracteristicas que ainda nao foram esclarecidas, como por exemplo, quais
neurotransmissores estdo envolvidos com o desenvolvimento/formagao do
condicionamento de segunda ordem. Através desse estudo, pode-se verificar que a
administragao sistémica de ioimbina e consequente agao da droga no sistema nervoso
central, ndo levou a formacdo do condicionamento de segunda ordem, quando
administrada apds o condicionamento ao medo e/ou apds a evocagao, em diferentes
doses. Apesar de ter ocorrido generalizacdo da memaoria aversiva no grupo controle
em alguns experimentos, os resultados encontrados no presente estudo indicam que
a reexposicdo do odor na evocagao da memoria e a apresentacdo de um novo
estimulo durante a janela de reconsolidagdo nao foram suficientes para levar a
formacao do condicionamento de segunda ordem, indicando possiveis mecanismos
distintos entre a reconsolidagdo e a consolidacdo do condicionamento de segunda

ordem.
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