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RESUMO

O modelo de memoria aversiva em ratos € utilizado para estudo de alguns
transtornos de ansiedade, como o Transtorno do Estresse PdOs-Traumatico
(TEPT). O TEPT é um transtorno psiquiatrico que atinge uma grande parcela
da populagéo e afeta a vida cotidiana de seus pacientes. Este trabalho tem
como objetivo avaliar a influéncia de diferentes estressores ndo associados,
relacionados ou da mesma natureza do contexto sobre uma memoria aversiva
extinta em ratos, procurando estabelecer uma forma de reducdo da memodria
aversiva em roedores com menor incidéncia de recuperacéo espontanea. Para
isso, ratos Wistar machos foram condicionados ao contexto: 0s animais
receberam cinco choques nas patas em uma caixa de condicionamento. No dia
seguinte passaram pela sessdo de extingdo, que € realizada pela reexposicao
do animal a uma sessdo de 30 minutos na caixa de condicionamento sem a
presenca de estimulo aversivo. Grupos independentes de animais foram
expostos ao estresse em diferentes momentos: uma hora ou dois dias apés a
extingcdo. Os resultados mostram que 0s estressores ndo associados ou
relacionados ao contexto nao tiveram influéncia sobre a resposta de medo dos
animais nos testes. O estresse da mesma nhatureza do condicionamento teve a
capacidade de reinstaurar a resposta de medo nos animais. Esses resultados,
ao comparados com a literatura, sugerem que a natureza e 0 momento em que
0 estressor é aplicado resultam em diferentes respostas do animal frente ao
contexto. Os resultados deste trabalho podem vir a influenciar a forma como é
realizada a terapia para pacientes que sofrem do Transtorno do Estresse Pos-
Traumatico.
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1. INTRODUCAO

1.1 TRANSTORNO DO ESTRESSE POS-TRAUMATICO

O Transtorno do Estresse Pds-Traumatico (TEPT) é um transtorno que
pode se desenvolver depois de um evento traumatico. Antes classificado como
um transtorno de ansiedade pelo DSM-IV (Manual Diagnéstico e Estatistico de
Transtornos Mentais da Associacao Psiquiatrica Americana) (APA, 2013), o
TEPT agora é classificado no grupo de Trauma e Transtornos Relacionados ao
Estresse, de acordo com o DSM-V. Seus principais sinais podem ser divididos
em trés grupos: a revivescéncia do evento traumatico através de memorias
intrusivas, flashbacks ou sonhos; esquiva de estimulos que lembram o trauma,;
entorpecimento emocional e hiperestimulacdo autondémica (hipervigilancia,
insénia, irritabilidade, sobressalto excessivo entre outros sinais). Estes
sintomas podem aparecer meses depois do evento traumatico e devem ser
severos o suficiente para interferir em importantes areas da vida do individuo,
COmMO em aspectos sociais e ocupacionais.

Como consequéncia do trauma, o paciente que sofre com TEPT tem
uma reacdo exacerbada a estressores brandos e pistas que o lembrem do
momento do trauma. O TEPT é um transtorno que afeta de 1,3 a 9% da
populacdo mundial (MASCI; RANGE, 2001), e geralmente é associado a outros
transtornos de ansiedade (GOISMAN et al., 1998). Este transtorno afeta
negativamente a vida de pessoas de todas as idades, porém, ainda nao possui
um tratamento especifico ou eficiente. A terapéutica do estresse pds-traumatico
inclui o tratamento de sinais e sintomas da desordem e de comorbidades. Nos
Estados Unidos, os Unicos tratamentos farmacologicos aprovados para o TEPT
atualmente incluem apenas a Paroxetina e Setralina, ambos antidepressivos
com acao de inibicdo da receptacéo de serotonina (Wynn, 2015).

Modelos animais sdo ferramentas Uteis para estudar os mecanismos
moleculares e a patofisiologia de transtornos psiquiatricas, além de auxiliar no
desenvolvimento de novos tratamentos farmacoldgicos e nao-farmacologicos,
abrangendo, assim, 0s casos de pacientes nao-responsivos ao tratamento
oferecido atualmente. No caso do TEPT, existem alguns modelos animais que

ja foram propostos, sendo que o condicionamento de medo Pavloviano fornece



um dos melhores modelos em roedores de desordens de ansiedade, incluindo
o TEPT (CAI et al.,, 2006). A maioria dos estudos sobre TEPT que foram
realizados até o momento focam em modular a resposta de medo instalada no
momento do condicionamento, porém, na clinica, isso seria inviavel. Para isso,
sd0 necessarios estudos que procurem métodos de diminuir a resposta de

medo frente a uma memoria aversiva apés a consolidagao desta memoria.

1.2 CONDICIONAMENTO AVERSIVO E TEPT

Em 1927, lvan Pavlov mostrou a existéncia do condicionamento classico
por meio da resposta de salivacdo dos cdes em frente a comida (PAVLOV,
1927). O condicionamento classico, ou pavloviano consiste em parear um
estimulo incondicionado, que causa uma resposta fisiolégica incondicionada
(e.g.: salivacdo em frente a comida) a um estimulo incondicionado (que nao
causa uma resposta fisioloégica). O exemplo classico do condicionamento
pavioviano é o pareamento do alimento ao som de um sino. Ao apresentar
alimento a um animal, a sua resposta fisiologica incondicionada € a salivacéo.
Quando, ao mesmo tempo, o alimento é apresentado juntamente a um som
(que, sozinho, ndo causa resposta de salivacdo), o animal associa os dois
estimulos e o estimulo neutro passa a ser condicionado. Assim, o animal
comeca a apresentar uma resposta fisiolégica condicionada ao estimulo
condicionado: no exemplo, o animal passa a salivar ao escutar o som que foi
pareado ao alimento.

Para instalar o medo condicionado, o procedimento é similar. Um
estimulo condicionado, por exemplo, um contexto ou odor, é pareado com um
estimulo incondicionado, um choque, por exemplo. Com isso, 0 animal passa a
associar o estimulo condicionado com o estimulo aversivo e apresenta
resposta de medo frente a ele.

Quando o animal é novamente exposto ao estimulo condicionado,
exibe respostas de medo condicionado, como o congelamento (PAMPLONA et
al., 2006), comportamento que consiste em uma postura com auséncia total de
movimentos aparentes, exceto aqueles responsaveis pela respiracao
(LANDEIRA-FERNANDEZ; CRUZ; BRANDAO, 2006). Ha estudos que indicam



que a memoéria de medo contextual formada em ratos durante um choque de
alta intensidade pode ser qualitativamente e quantitativamente semelhante a
memoria traumatica em TEPT (ABRARI et al., 2008).

Outro modelo de estudo de TEPT consiste em expor repetidamente o
animal a lembretes situacionais do evento traumatico, neste caso um choque
nas patas (PYNOOS et al., 1996). Estes lembretes situacionais visavam
replicar a situacdo que ocorre em humanos, na qual o paciente é
frequentemente confrontado com lembrancas do trauma, mas ndo ao evento
traumatico. O modelo mais extremo j& proposto consiste em consiste em expor
o animal a um estresse prolongado Unico. Este estresse consiste de duas
horas de imobilizacdo, seguido por 20 minutos de natacdo e anestesia por éter
como descrito (LIBERZON; KRSTOV; YOUNG, 1997), embora seja pouco

utilizado devido a questdes éticas.

1.3 EXTINCAO DA MEMORIA, RECUPERACAO ESPONTANEA,
REINSTALACAO E RENOVACAO

A reexposicao ao contexto por periodos prolongados sem a presenca
do estimulo incondicionado (e.g., choque) leva a extingdo da memoria aversiva.
O processo de extincdo da memoria ndo leva ao enfraquecimento da memaria
aversiva, mas sim um novo aprendizado, associando o contexto com a
auséncia do estimulo aversivo, diminuindo a resposta de medo ao contexto.
Este novo aprendizado é lento e suscetivel a perturbacdes (GOODE; MAREN,
2014). Visto que a memoaria original permanece inalterada, ha trés fenbmenos
gue a memoéria pode sofrer, que sdo chamados de recuperacdo espontanea,
reinstalacéo e renovacao. O termo renovagdo da memoria extinta consiste no
retorno da resposta condicionada extinta ap6s o estimulo condicionado ser
reapresentado fora do contexto da extincdo. A reinstalacdo da memoria extinta
acontece quando ha o retorno da resposta condicionada extinta quando apenas
o estimulo incondicionado é reapresentado (FURINI; MYSKIW; ISQUIERDO,
2014; BOUTON, 2014). A recuperacdo espontanea da memdria consiste no
retorno do comportamento de medo apds sua extingdo, sem um novo

condicionamento, apenas pela passagem do tempo.



Alguns estudos mostram que alguns fatores podem facilitar a
recuperacdo espontanea da memoria aversiva ao estimulo condicionado, como
a reexposicdo ao estimulo incondicionado (RESCORLA; HETH, 1975), a
exposicdo do animal a um estresse antes da consolidacdo da memoria de
medo (FARRELL et al., 2010) e o aumento tempo entre a extingdo e o teste
(MEYERS et al., 2006). Ha algumas estratégias para prevenir a recuperacao
espontadnea da memdria aversiva. Entre elas estdo o numero e duracdo da
reexposicdo do animal ao contexto sem o estimulo aversivo, apenas pela
passagem do tempo (RESCORLA, 2004), extincdo do estimulo condicionado
em diversos ambientes (CHELONIS et al., 1999), entre outros (BOSCHEN;
NEUMANN; WATERS, 2009). Novas maneiras de prevenir a recuperacao
espontanea da memoria aversiva, otimizando, assim, o tratamento dos
pacientes que sofrem com TEPT ainda precisam ser estudadas.

Mais recentemente tem sido proposto o fenbmeno de bloqueio da
reconsolidacdo da memadria para alterar uma memaria existente. Quando uma
memoaria é reativada pela breve reexposicao do animal ao contexto, a memoria
entra em uma nova fase de consolidacédo, voltando a ser labil por um periodo
de tempo. Neste periodo de labilidade, a memodria pode ser modulada pelo
tratamento farmacolégico (BUSTOS; MALDONADO; MOLINA, 2006; STERN et
al., 2012). Intervencbes farmacoldgicas nestes momentos logo apds a
reconsolidacdo podem alterar a memaria original, levando ao seu apagamento.

Essa intervencédo pode ser utilizada no tratamento do TEPT.

1.4 MEMORIA AVERSIVA E ESTRESSE

Diversos estudos mostram que o0 estresse pode interagir com a
aquisicdo da memoaria condicionada ao medo (FARRELL et al., 2010; RAIO;
PHELPS, 2015). Por exemplo, a exposicdo a um estresse de imobilizacao logo
ap6s a sessdo de condicionamento levou a reducdo do tempo de
congelamento no dia seguinte (UWAYA et al.,, 2016). Em outro estudo foi
mostrado que o estresse de manipulacdo dos animais ap0s o condicionamento
facilitou o condicionamento aversivo a um estimulo auditivo neutro (HUI et al.,

2006). O estresse também pode facilitar a aquisicdo da memoria de medo
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guando € aplicado antes da consolidacdo da memdria aversiva (RAU;
FANSELOW, 2009). A exposicdo ao estresse antes da consolidacdo da
memoria de medo foi sugerida como um modelo de TEPT em animais — 0
estresse sensibiliza os animais e 0s torna mais suscetiveis a adquirir o
condicionamento aversivo (RAU; DECOLA; FANSELOW, 2005).

O estresse prejudica também a extincdo da memoria (AKIRAV;
MAROUN, 2007) e facilita a recuperacdo espontanea da memoria extinta
(MIRACLE et al.,, 2006; WILBER et al., 2011). A exposicdo a um estresse
prolongado ap0s a consolidacdo de uma memoria aversiva prejudica a
aprendizagem de sua extingdo (KNOX et al., 2012). Na maioria dos estudos
feitos nesta area, o estresse é aplicado antes ou logo apds o condicionamento
dos animais, o que dificulta a aplicacao na clinica.

Em 2013, Deschaux e colaboradores realizaram um estudo para
verificar o efeito de um estressor ndo associado ao contexto a resposta de
medo extinta (DESCHAUX et al., 2013). O grupo concluiu que houve aumento
do tempo de congelamento nos os animais que passaram pelo estresse da
plataforma elevada logo antes do teste em comparagdo com o grupo controle.

Neste trabalho, procuramos estudar o efeito de diferentes estressores
(associados, nao associados ou relacionados ao contexto) na memodria
aversiva extinta. O estresse foi aplicado em diferentes momentos do protocolo,
a fim de entender em qual parte da formacdo da memoria o estresse pode
interferir. Os animais foram estressados 1 hora apds a extingdo, 0 que pode
interferir com a consolidacédo da extin¢do, ou 48 horas ap0s a extin¢cao, periodo
em que a consolidacdo da extincdo ja foi completada. Em seguida foi avaliado
se 0 estressor teve efeito de induzir a recuperacdo da memdria extinta ou
diminuir ainda mais o tempo de congelamento dos animais. Com excecao de
um experimento, o estressor nao foi aplicado no mesmo dia dos testes para
avaliar o comportamento de congelamento, a fim de verificar se o efeito do
estressor na memaria é persistente. Este trabalho teve como objetivo testar a
hipétese que um estressor ndo associado ao trauma tem o potencial de
recuperar a memoria aversiva extinta. O entendimento dos mecanismos
envolvidos pode auxiliar a compreender os fatores associados com a incidéncia

de recaida em pacientes com Transtorno do Estresse Pds-Traumatico.



2.

OBJETIVOS

Avaliar o efeito de diferentes estressores na memoéria aversiva

extinta, aplicados apds 1 ou 48 horas apds a extingdo da memoria.

3.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito do estresse de choque de baixa intensidade na
memoria aversiva extinta, aplicado apés 1 ou 48 horas apls a
extingdo da memoria;

- Avaliar o efeito do estresse de contencdo leve na memaria aversiva
extinta, aplicado apos 1 ou 48 horas apoés a extingdo da memoria;

- Avaliar o efeito do estresse de contencéo leve combinado e um odor
condicionado aversivamente na memoria aversiva extinta, aplicado
apos 1 ou 48 horas apoés a extingdo da memoria;

- Avaliar o efeito do estresse de plataforma elevada na memdria
aversiva extinta, aplicado apds 1 ou 48 horas apos a extincdo da
memoria;

- Avaliar o efeito do estresse de imobilizacdo aguda na memdria
aversiva extinta, aplicado apés 1 ou 48 horas ap0s a extincdo da
memoria;

- Avaliar o efeito do estresse de imobilizacdo aguda aplicado na
memdaria aversiva extinta momentos antes do teste de tempo de

congelamento

MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados foram ratos Wistar machos com 90 dias de idade,

provenientes do biotério do setor de Ciéncias Biolégicas da UFPR, mantidos

em caixas plasticas (60 x 25 x 25cm), grade padrao, até 5 animais por caixa,

sob temperatura controlada (22+3°C), ciclo claro/escuro de 12:12 (luzes acesas
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as 7h e apagadas as 19h) e agua e racao ad libitum. Os experimentos foram
realizados apos aprovacgdo do protocolo experimental pelo Comité de Etica de
Uso de Animais do Setor de Ciéncias Bioldgicas, sob CEUA numero 1028.

3.2 APARATO

A sessao de condicionamento de medo contextual foi realizada em
uma caixa (365 x 290 x 500mm) confeccionada em chapa de ac¢o, sendo as
paredes laterais opacas com pintura epéxi, porta superior e frontal em acrilico
cristal, diviséria interna para a area de escape e bandeja coletora de dejetos. O
piso € constituido em barras de aco inoxidavel com espacamento de 10 mm,

ligado a um gerador de choque.

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL

Os animais passaram pelas sessdes de condicionamento, extin¢ao, e
depois foram divididos em 3 grupos: 0s animais controle, que ndo passam pelo
estressor; 0os animais que sao colocados no estressor 1 hora apds a sessao de
extingdo; os animais que séo colocados no estressor 48 horas ap0s a sessao
de extincdo. Sao realizados testes para avaliagdo do tempo de congelamento
dos animais no dia apdés a sessao de extingdo e no quinto dia de protocolo,

como ilustrado na imagem abaixo.
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Dia 1 l Dia 2 | Dia 3 | Diad4 | Dia 5
| 1 1 1
Teste Teste
m| 2h N 2h 26h [N
L Sem AR ~, Sem = A
estresse estresse
3 min 3 min
Condicionamento Extingdo Teste Teste
. = T 2 . &\ o 1 ':,:.‘
I <z 4 stressor 4 ) |
\ ;ﬁ’ 5 { s . o o8 AT *» sem * .
f | s v ) L
{ (i \34 { - = ‘H"‘\’-‘ = = = estresse
. 3 min 3 min
3 min familiarizagao 30 mi
3 choques 0.7 mApor3s min Teste Teste
30 s de intervalo entre choques T
1 min na caixa [ 2 1 Estressor [ 2
24h 2 7\ 24h A
h 24h e \ <[ 2
Sem = ,Q‘,’l T - \) — “}; |

estresse

3 min 3 min

Figura 1. Desenho experimental. No primeiro dia do protocolo, os animais sédo
condicionados aversivamente ao contexto. No dia seguinte, passam pela
extingdo e um dos grupos é estressado 1h apds o protocolo de extingdo. Todos
0s animais séo testados quanto ao tempo de congelamento no terceiro dia de
experimento. No quarto dia, um dos grupos passa pelo estressor. No ultimo dia
do protocolo, os animais séao retestados quanto ao tempo de congelamento.

Para o condicionamento ao contexto, os animais foram colocados na
caixa de condicionamento durante 3 minutos antes de receberem trés choques
nas patas de intensidade de 0,7 mA com duracdo de 3 segundos, com um
intervalo de 30 segundos entre cada um dos choques. Sendo assim, 0s
estimulos foram aplicados nos tempos de 3 minutos, 3 minutos e 30 segundos
e 4 minutos. Os animais foram mantidos na caixa por mais 1 minuto,

totalizando uma permanéncia de 5 minutos na caixa.

A extincdo foi realizada em uma Unica sessdo de 30 minutos de

reexposicdo ao contexto condicionamento) sem choque

(PAMPLONA; BITENCOURT; TAKAHASHI, 2008),

congelamento analisado em blocos de 3 minutos. ApoOs extincdo, espera-se

(caixa de

sendo o tempo de

gue 0s animais apresentem pouco comportamento de congelamento quando
reexpostos ao contexto. Para confirmar, os animais sdo testados no dia
seguinte durante 3 minutos, no qual o tempo total de congelamento sera

avaliado.
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Condicionamento Extingdo
| 3 choques 0,7 mA | 30 min | Teste | Estresse | Teste |
' biar | Da2 | Dia3 Diad |  Dia5 |

Figura 2. Linha do tempo do grupo experimental em que o estressor € aplicado
48h apds a sessao de extingao.

Extingao 30 min

Condicionamento din
| 3 choques 0,7 mA | Estresse | Teste | | Teste |
| bar | pia2 | pa3 | piasa | Dias |

Figura 3. Linha do tempo do grupo experimental em que o estressor é aplicado
1h apds a sessao de extingéao.

3.4 AVALIACAO DO TEMPO DE CONGELAMENTO

Para avaliar o comportamento de congelamento, que caracteriza a
resposta de medo, é avaliado o tempo em que o0 animal permanece com

auséncia de movimentos, exceto aqueles relacionados a respiracao.

3.5 ESTRESSOR: CHOQUE DE BAIXA INTENSIDADE

Foi aplicado um unico choque de 0.2mA durante 3 segundos como
estressor da mesma natureza, aplicado no mesmo contexto, para verificar se a
similaridade da natureza do estressor é um fator importante para a modulacao
da memodria aversiva instalada e ja extinta. N: Controle = 6; Estresse dia 2 = 7;

Estresse dia4 =7.

3.6 ESTRESSOR SEM CONDICIONAMENTO

Foi realizado um experimento em que nenhum animal foi condicionado

ao contexto por meio de choque nas patas, mas foram familiarizados a caixa de
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condicionamento por 5 minutos e no dia seguinte passaram por uma
reexposicao ao contexto durante 30 minutos — o que mimetiza uma extingao de
memoria aversiva. Depois, os animais foram divididos em trés grupos em
relacdo a exposicdo ao estressor leve (item 2.7): animais que nao foram
estressados, animais que foram estressados 1 hora apds a reexposi¢cdo ao
contexto durante 30 minutos e animais que foram estressados um dia apos o
primeiro teste, no dia 4 de experimento. Este experimento foi realizado com o
fim de avaliar se apenas a exposicdo ao estressor poderia influenciar na
resposta de medo em um contexto neutro, comportamento que é chamado de
generalizacdo. Os animais foram testados duas vezes, de acordo com a linha
do tempo do experimento. Este experimento tem o objetivo avaliar se apenas
um estressor agudo é suficiente para induzir resposta de congelamento,
independente do condicionamento, o0 que invalidaria os resultados deste

trabalho. N: Controle = 6; Estresse dia 2 = 5; Estresse dia 4 = 5.

3.7 ESTRESSOR: CONTENCAO LEVE

Os grupos que sao submetidos ao estressor de contencéo leve (ndo
associado ao contexto) sdo confinados em um constritor durante 15 minutos.
Os animais sédo colocados em um tubo cilindrico de policloreto de polivinila
(PVC) com 8cm de diametro, sendo que o comprimento pode ser ajustado de
acordo com o comprimento do animal restrito. Apds 15 minutos no constritor, o
animal é retornado a sua gaiola.

No experimento, todos os animais foram condicionados ao contexto e
posteriormente divididos em trés grupos, animais que nao foram estressados,
animais que foram estressados 1 hora apds extincdo (durante a janela de
consolidacdo da nova memaria proveniente da extincdo) e animais que foram
estressados um dia apds o primeiro teste, pos-janela de consolidacdo da
extincdo. Este experimento foi realizado com o fim de avaliar se o estressor é
capaz de influenciar a resposta de medo em um contexto ndo associado a ele.
O grupo exposto ao estressor durante a janela de consolidacdo pode ter uma

influéncia maior do estressor, uma vez que a memdaria aversiva contextualizada
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esta labil neste momento. Os animais foram testados duas vezes. N: Controle =
13:; Estresse dia 2 = 14; Estresse dia 4 = 13.

3.8 CONDICIONAMENTO AO ODOR

A fim de aumentar a associagdo do ambiente aversivo do choque com
0 estressor, testamos um condicionamento multiplo que envolve a
apresentacdo de um odor no momento do condicionamento do animal. O odor
escolhido foi o de banana (acetato de isoamila). Para isso, os animais foram
condicionados ao contexto contendo uma gaze com 250uL de acetato de
isoamila (a 5%, diluido em propanoglicol). Para testar a aversdo do animal ao
odor condicionado, a gaze contendo o mesmo odor foi colocada no
compartimento escuro de uma caixa contendo um compartimento claro (4 lux) e
um escuro (0 lux). Os animais foram avaliados quanto a aproximag¢ao ao odor
no quarto dia do protocolo mostrado na figura 4. N: Condicionados = 10; N&o

condicionados = 9.

Ambientagdo caixa  Condicionamento
de condicionamento 5 chogues 0.5 mA
(5 min) + odor

Ambientagdo caixa Teste
de teste (10 min) | |

| Dia 1 | Dia 2 | Dia 3 | Dia 4 |

Figura 4. Experimento para verificar a eficacia do condicionamento ao odor.

3.9 ESTRESSOR ASSOCIADO AO ODOR

Os animais foram expostos ao odor durante o condicionamento. No dia
seguinte, passaram por uma extincdo seletiva, sem a reexposi¢cao longa ao
odor: a memoria extinta deve ser a do contexto espacial, mas néo a olfatéria.
No dia seguinte, avaliamos a resposta de congelamento do animal na caixa de
condicionamento. No dia quarto dia de experimento, 0s animais passam pelo
estresse de contensao na presenca do odor condicionado ou sem a presenca

do odor. Depois de 24h, eles foram retestados para avaliar se 0 estresse
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combinado com o odor condicionado teve influéncia na resposta de medo do
animal ao contexto em relacdo aos animais estressados sem o odor. N:

Estresse sem aroma = 10; Estresse com aroma = 10.

Dia 1 | Dia 2 | Dia 3 | Diad4 | Dia 5
1 1 1 1
Teste Teste
&3 1 >
Lo ;
24h e 24h 24h [
Gs]  Sem = { B »  sem [ <M
estresse ; _— i estresse §
3 min 3 min
Condicionamento Extingdo Teste Teste
T - 25 2l
ﬁ'; - ! Estressor 4 T 4 13
= 24h { Llsngs | [r] | N2 { ,,:'«:Mi . Sem X [ <
=% B e ﬁ—*s‘ SIS, Y o —— estresse o ——
T — P = -
il S g = 3 min 3 min
3 min famil £ i
3 r::gq':r:; Ig.’;zran:ﬁ\a:cr 3s 30 min Teste Teste
30 s de intervalo entre choques T
1 min na caixa { 4.;:\ Estressor [ 4.;\
2ah &) T 24h ;\‘ c"‘ 24h “ T
] sem X | - ) = |l
estresse [ { =
= |
3 min 3 min

Figura 5. Desenho experimental com aroma de banana.

3.10 ESTRESSOR: IMOBILIZACAO AGUDA

O estresse de imobilizacdo aguda consiste em manter os animais em
constritores de plastico ajustaveis ao diametro do animal durante 1h. Neste
modelo, os animais ndo tem a possibilidade de movimentacdo. Neste estressor,
as extremidades sdo abertas para que as vias aéreas e cauda do animal
estejam livres (GAMEIRO et al., 2006). N: Controle = 20; Estresse dia 2 = 10;
Estresse dia 4 = 10.

3.11 ESTRESSOR: PLATAFORMA ELEVADA

A plataforma elevada consiste em base de 1.5m de altura e plataforma
de 20x20cm. As medidas foram baseadas no estudo de Deschaux, que avaliou

o efeito deste estressor em uma memoaria aversiva extinta (DESCHAUX et al.,
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2013). Os animais permaneceram na plataforma elevada durante 30 minutos.
N: Controle = 6; Estresse dia 2 = 7; Estresse dia4 = 7.

3.12 ESTRESSOR: IMOBILIZACAO AGUDA APLICADA ANTES DO
TESTE

Seguindo o protocolo aplicado no experimento de Deschaux e
colaboradores, de 2013 (DESCHAUX et al., 2013), um estressor ndo associado
ao contexto foi aplicado logo antes do animal ser testado no contexto. Para
controle do nosso experimento, os animais foram expostos ao estresse de
imobilizacdo aguda, seguindo a linha do tempo abaixo. N: Sem estresse = 10;

Com estresse = 10.

Imobilizagao aguda

Condicionamento J
| 3 choques 0,7 mA | Extingdo30min | | | Teste |
' biax | pbia2 | Da3 | biasa | Dpias |

Figura 6. Experimento para verificar o efeito do estresse de imobilizacdo aguda
aplicada logo antes do teste

3.13 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados por ANOVA de medidas repetidas ou teste-
T de Student, de acordo com a quantidade de variaveis avaliadas. Valores de
p<0,05 sao considerados estatisticamente significativos. Os dados foram

representados como média £ EPM (erro padrdo da média).

4. RESULTADOS

4.1 EFEITO DO CHOQUE DE BAIXA INTENSIDADE APOS
CONDICIONAMENTO E EXTINCAO
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O choque de leve intensidade levou a uma diferenca significativa no
tempo de congelamento entre os grupos (F(2, 17)=10,793, p=,00094), porém,
nao houve diferenca entre o tempo de congelamento entre os testes 1 e teste 2
(F(1, 17)=,59727, p=,45024). Na interag&o entre grupo e teste, houve diferenca
significativa (F(2, 17)=3,6015, p=,04965). O choque, tanto 1h apds a sesséo de
extingdo, como apos a consolidacdo da extingdo, foi capaz de reinstalar a

memoria aversiva (p<0,05).

200 - .
- Estresse dia 2
-&- Controle

150 - -k~ Estresse dia 4

100 -

50 -

Congelamento (s)

O I 1 I I I I I I L] ]
0-3 3-6 6-9 9-12 12-15 15-18 18-21 21-24 24-27 27-30
Tempo (min)

Figura 7. Decaimento do tempo de congelamento durante a extincdo. Média +
EPM.
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Extincdo 30 min

Condicionamento +1h
3 choques 0.7mA . Choque 0.2 mA . Teste . Choque 0.2 mA . Teste I
| ] | T ] |
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
200+
Il controle
" * * * Estresse
o 1507 T T * dia 2
s T 1 Estresse
€ 1004 dia 4
s
)
o T
oy
o 50 -
(@]
0 T T
Teste 1 Teste 2

Dia do teste

Figura 8. Grafico do experimento que analisa o efeito do choque de baixa
intensidade apos o animal ter sido condicionado ao contexto e ter passado pela
extingcdo desta memoria. * p<0,05 em relacdo ao controle no mesmo teste. #
p<0,05 em relacéo ao teste 1 do mesmo grupo. ANOVA, média + EPM.

4.2 ESTRESSOR SEM CONDICIONAMENTO

O tempo de congelamento foi sempre proximo de zero, exceto para um
animal, o que indica que nao ha influéncia apenas do estressor sobre a

resposta de medo em um contexto neutro.
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Caixa de Extingdo 30 min
condicionamento d1h
| 5 min sem choque | Contengio leve I Teste | Contengao leve | Teste
' bia1 | pia2 | Dia3 |  Dbiasa |  Dpias
100 -
0 Controle
w 801 o O Estresse Dia 2
o ;
§ 601 o A Estresse Dia 4
E 40 -
(<)
g’ 20 - A
S o Wb e b
O o o
'20 T 1]
Teste 1 Teste 2

Figura 9. Gréafico que analisa o efeito do estressor em animais que nao
passaram pelo condicionamento (choque nas patas). Valores individuais e
média + EPM.

4.3 EFEITO DO CONTENSOR APOS CONDICIONAMENTO E
EXTINCAO

O estresse aplicado 1h apos a sesséo de extincdo ndo afetou o tempo
de congelamento no teste 1 (teste t, t=1,14, p=0,28). Similarmente, 0 estresse
aplicado 2 dias apO0s a sessdo de extincdo ndo levou a reinstalacdo da
memoaria aversiva no teste 2 (teste t, t=-0,32, p=0,75).
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Extingdo 30 min

Condicionamento +1h
3 choques 0.7mA Contencgéo leve Teste Contencéao leve Teste
1 1 1 1 |
| | | T 1
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
2001
Bl controle
" Estresse
~ 1504 .
° dia 2
[
° Estresse
€ 100+ dia 4
=
o
o
c
o 50- — T L T
O
0 T T
Teste 1 Teste 2

Dia do teste

Figura 10. Grafico do experimento que analisa o efeito do estresse sobre a
consolidacéo do processo de extingdo. O estresse foi realizado 1h ou 48h apos
a sessao de extingado. Teste t, média + EPM.

4.4 CONDICIONAMENTO AO ODOR

Os animais expostos ao odor durante o condicionamento (choque)
evitaram o compartimento escuro da caixa, no qual a gaze contendo o odor

estava localizada (teste t, t=2,568, p=0,02).
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600 - _— B N:io condicionados
[ condicionados

Tempo (s)
D
o
o
[

N

o

o
1

JMl | M

Compartimento Comportamento Aproximacéao
escuro de risco ao odor

Comportamento

Figura 11. Grafico do experimento que analisa a eficacia do condicionamento
ao odor. Teste t, média + EPM.

45 EFEITO DO ESTRESSOR COMBINADO AO AROMA
CONDICIONADO

O estresse de contencéo leve associado ao aroma condicionado nao
levou a uma diferenca significativa no tempo de congelamento entre 0os grupos
(F(1, 36)=,02666, p=,8712) e no tempo de congelamento entre os testes 1 e
teste 2 (F(1, 36)=1,261, p=,2689). Na interacdo entre grupo e teste, também
nao houve diferenca significativa (F(1, 36)=,1092, p=,7430). O estresse de
imobilizacdo aguda, tanto 1h apos a sessdo de extingdo, como apds a

consolidacéo da extingdo, nao foi capaz de reinstalar a memaria aversiva.
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200 1
- Com aroma
-~ Sem aroma
L 1504
S
c
(]
€ 1004
s
(]
(@]
c
(@] -
O 50
0 L] T T T L] L L L 1 T

0-3 3-6 6-9 9-12 12-15 15-18 18-21 21-24 24-27 27-30
Tempo (min)

Figura 12. Decaimento do tempo de congelamento durante a extingdo. Média +
EPM.

Extingdo 30 min

Condicionamento +1h

5 choques 0.5mA .Contengéo leve + odor. Teste lContengéo leve + odorI Teste I
. ' . ' . b . ' ) 1
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
200 T
Estresse
’J)‘ sem aroma
5 150 A Estresse
c com aroma
(]
€ 1004
S
()
(@]
c
o 504 T
) i
0 T T

Teste 1 Teste 2

Dia do teste

Figura 13. Grafico do experimento que analisa o efeito do estressor combinado
com o aroma comparado e ndo combinado com o aroma apds o animal ter sido
condicionado ao contexto e ter passado pela extingdo desta memoria. ANOVA,
média + EPM.
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4.6 EFEITO DA IMOBILIZACAO AGUDA APOS
CONDICIONAMENTO E EXTINCAO

O estresse de imobilizacdo aguda n&o levou a uma diferenca
significativa no tempo de congelamento entre os grupos (F(2, 74)=1,437,
p=,2441), e no tempo de congelamento entre os testes 1 e teste 2 (F(1,
74)=,5087, p=,478). Na interacdo entre grupo e teste, também ndo houve
diferenga significativa (F(2, 74)=,0733, p=,9294). O estresse de imobilizacao
aguda, tanto 1h apds a sessdo de extingdo, como apds a consolidacdo da

extingcao, ndo foi capaz de reinstalar a memoria aversiva.

Extingdo 30 min

Condicionamento +1h
3 choques 0.7mA Imobilizagdo aguda Teste Imobilizagdo aguda Teste
: : : : :
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
200 -
Il controle
i Estresse
~ 150 4 .
° dia 2
c
P Estresse
€ 100 dia 4
=
[
(@]
c
o 50
AN T Ml
Teste 1 Teste 2

Dia do teste

Figura 14. Grafico do experimento que analisa o efeito do estressor de
imobilizacdo aguda apdés o animal ter sido condicionado ao contexto e ter
passado pela extincdo desta memaoria. ANOVA, média + EPM.
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4.7 EFEITO DA PLATAFORMA ELEVADA APOS
CONDICIONAMENTO E EXTINCAO

O estresse de plataforma elevada ndo levou a uma diferenca
significativa no tempo de congelamento entre os grupos (F(2, 17)=,8109,
p=,4609), e no tempo de congelamento entre os testes 1 e teste 2 (F(1,
17)=,0114, p=,9163). Na interacdo entre grupo e teste, também ndo houve
diferenca significativa (F(2, 17)=1,5935, p= 0,2321). O estresse da plataforma
elevada, tanto 1h ap6s a sessdo de extingdo, como apds a consolidacao da

extingcao, ndo foi capaz de reinstalar a memoria aversiva.

Estresse

dia 4
200 1

Estresse

dia 2
150 -&—- Controle
100 1

Congelamento (s)
(6]

o

L

0 T T T T T T T T T T

0-3 3-6 6-9 9-12 12-15 15-18 18-21 21-24 24-27 27-30

Tempo (min)

Figura 15. Decaimento do tempo de congelamento durante a extingcdo. Média +
EPM.
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Extingdo 30 min

Condicionamento +1h
3 choques 0.7mA Plataforma elevada Teste . Plataforma elevada . Teste I
L L
| | | T 1
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
200 1
Hl controle
" Estresse
~ 150 4 .
° dia 2
c
P Estresse
€ 100+ dia 4
o
[
2 T
c
o 501 T T T
@)
: , B
Teste 1 Teste 2

Dia do teste

Figura 16. Grafico do experimento que analisa o efeito do estressor da
plataforma elevada apds o animal ter sido condicionado ao contexto e ter
passado pela extincdo desta memaoria. ANOVA, média + EPM.

4.8 EFEITO DA IMOBILIZACAO AGUDA APLICADA ANTES DO
TESTE

O grupo que foi exposto ao estresse de imobilizacdo aguda logo antes
do teste ndo apresentou diferenca estatistica no tempo de congelamento no
contexto quando comparado com 0 grupo nao exposto ao estressor (teste t,
t=1,17, p=0,25).
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200 - - Com estresse
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L 1504
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€ 1004
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Figura 17. Decaimento do tempo de congelamento durante a extingcdo. Média +
EPM.

Imobilizagcdo aguda
Condicionamento +

3 choques 0.7mA Extingdo 30 min
" Teste |

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5

200 1

Bl scm estresse
» [J com estresse
~ 150
S
c
(]
€ 100+
o
(O]
(@]
C *
o 50
) i
0- T

Teste 1

Dia do teste

Figura 18. Grafico do experimento que analisa o efeito da imobilizacdo aguda
aplicada logo antes do teste ap6s o animal ter sido condicionado ao contexto e
ter passado pela extingdo desta memoria. Teste t, média + EPM.
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4, DISCUSSAO

Os resultados deste estudo sugerem que estressores nao associados ao
contexto aplicados 1 hora ou 48 horas apo0s a extingdo da memoria aversiva,
nao sao capazes de modular o comportamento de medo em frente ao contexto.
Indica-se também que estressores da mesma natureza do estimulo
incondicionado possuem a capacidade de reinstalar resposta de medo do
animal ao contexto. Além disso, o estresse de contencdo leve nao foi capaz de
gerar generalizagao da resposta de medo.

Neste estudo, o estressor ndo associado ao contexto aplicado logo antes
do teste ndo causou aumento no tempo de congelamento do animal, diferente
do que foi demonstrado por Deschaux em seu experimento (DESCHAUX et al.,
2013). Porém, o estressor utilizado neste experimento foi o de imobilizacéo
aguda, e 0s animais apresentavam elevado comportamento de grooming
(limpeza) apés sairem deste estressor, o que pode ter levado a diminuigédo do
tempo de congelamento por este fator. Comparando com os resultados deste
experimento, parece que 0 momento em que o estressor é aplicado influencia
na memoria de medo ou no comportamento de medo do animal no contexto,
visto que o estressor pode ter uma influéncia passageira.

O estressor da mesma hatureza foi capaz de reinstalar uma memaria
aversiva extinta. Esse fenémeno ja é bem descrito. Por exemplo, uma memoria
auditiva condicionada aversivamente foi reinstaurada depois de um novo
subcondicionamento com intensidade de 0.1mA (DESCHAUX et al., 2011).

Os hormbnios relacionados ao estresse parecem estar envolvidos nos
processos de memoria. Em condicionamentos em que o estimulo aversivo é
mais forte, ha maior liberacdo de epinefrina periférica quando comparado a um
condicionamento mais brando, e a consolidacdo também € facilitada
(MCCARTY; GOLD, 1981). Ha evidéncias de que o processo de extincao
alterado pela liberacéo periférica de epinefrina é dose-dependente e também
depende do momento em que é aplicada. (FURINI; MYSKIW; ISQUIERDO,
2014; ROSA et al., 2013). Outros horménios também parecem estar envolvidos
neste processo: quando héa liberacdo de glicocorticoides, o processo de

extingdo parece ser facilitado (CAl et al., 2006), enquanto o bloqueio da
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atividade dos glicocorticoides prejudica a consolidacdo da extincdo (YANG et
al., 2006).

O estresse tem a capacidade de reinstalar um comportamento reforcado
por drogas de abuso apoOs extincdo deste condicionamento, mesmo apoés
longos periodos (SHALEV et al., 2002). A exposi¢cdo aguda a choques nas
patas (SHAHAM; STEWART, 1995) e privacdo de comida por 1 dia (SHALEV
et al., 2000) sdo capazes de reinstalar o comportamento de busca por heroina.
O estresse de choque nas patas também é capaz de reinstalar o
comportamento de busca por cocaina (KUPFERSCHMIDT; BROWN; ERB,
2011). Esses estudos mostram que o estresse tem a capacidade de reinstalar
um comportamento extinto.

Os efeitos do estresse na memoria de medo séao diversos, podendo
atuar como facilitadores ou inibidores (BARATTA et al., 2007; KIM; DIAMOND,
2002). O tipo de estressor aplicado possui influéncia na resposta causada por
ele sob a memdria de medo — o estresse cronico variavel levou a facilitacao do
condicionamento de medo ao contexto, 0 que nao aconteceu com o protocolo
de estresse cronico de contencdo (SANDERS; STEVENS; BOEH, 2010). Em
outro trabalho, realizado com humanos, foi mostrado que um estressor
inescapavel fez com que a extingdo da memoria fosse menos eficaz, enquanto
um estressor escapavel preveniu a recuperacdo espontanea da memodria
(HARTLEY et al., 2014). Com base nesses estudos, € visto que a influéncia de
um estressor na memoéria de medo varia em diversos aspectos — o efeito em
cada situacao pode ser diferenciado pela natureza do estressor, sexo, espécie,
tempo de aplicacdo do estresse, entre outros fatores.

Sendo a extincdo uma das abordagens clinicas comuns do tratamento
de transtornos como o TEPT, e a extingdo sendo um processo fragil, com a
possibilidade de reemergéncia da meméria que pode ser influenciada por
diversos fatores, estudos em animais para a busca de novos tratamentos ou a
busca por uma extincdo da memdria com menor indice de recuperacao
espontanea se torna necessario, com diferentes estressores, de diferentes
naturezas e intensidades, aplicados em diferentes momentos da consolidacao
da memdria de extingdo. Como conclusdo, o presente estudo sugere que
estressores agudos nao apresentam o potencial de induzir recuperacéo de

memoaria previamente extinta.
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