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BLANCO, Marilia Bazan (2015). Avaliagdo dos efeitos do enriquecimento ambiental no
comportamento de camundongos expostos a um modelo de Transtorno de Estresse Pos-

traumatico. Tese de doutorado. Programa de Po6s Graduagdo em Psicologia. Universidade
Federal de Sao Carlos- 112pp.

Resumo

O Transtorno de Estresse Pos-Traumatico (TEPT) pode aparecer apos a vivéncia de uma
situagdo estressora e se caracteriza por evitacdo de situagdes que lembrem o trauma e
hiperexcitagdo persistente, podendo vir associado a ansiedade excessiva e dificuldades
cognitivas. Embora seu tratamento seja geralmente farmacologico, intervengdes nao-
farmacoldgicas tém-se mostrado eficazes. Enquanto estratégia ndo farmacologica, o
enriquecimento ambiental resulta em diminui¢do da ansiedade e melhoria da memoria em
diversos experimentos com animais. Dessa forma, este estudo avaliou os efeitos do
enriquecimento ambiental nos comportamentos relacionados a ansiedade ¢ memoria de
camundongos submetidos a um modelo de TEPT, com diferentes reexposi¢des a situagao de
lembranca (1 ou 10 minutos). Para tanto, camundongos machos, suico-albinos, expostos ou
ndo ao enriquecimento ambiental foram submetidos ao modelo de TEPT, realizado na caixa
claro-escuro (CCE). Apods o procedimento aversivo (choque scrambled de 0,5 mA, por 10
segundos, seguido por reexposigdes a situacdo de lembranga), os animais foram testados na
CCE e numa Caixa Claro-Escuro Modificada (CCEm), no labirinto em cruz elevado (LCE) e
no teste de reconhecimento de objetos (RO). Os resultados demonstraram que nos animais
ndo enriquecidos, a estimulagdo aversiva aumentou os parametros relacionados a ansiedade e
memoria traumatica na CCE, mas nao na CCEm; a estimulagdo aversiva com situacao de
lembranga de um minuto aumentou esses parametros na CCE e na CCEm e no LCE, enquanto
a estimulacao aversiva com situacao de lembranga de 10 minutos diminuiu os parametros de
ansiedade e memoria trauméatica na CCE, CCEm e LCE. O enriquecimento ambiental atenuou
os efeitos do choque nos animais ndo submetidos a situa¢do de lembranga, ndo alterou os
comportamentos relacionados a ansiedade e memoria nos animais com situacdo de lembranca
de um minuto na CCE e CCEm mas reverteu a sensibilizacdo comportamental no LCE,
enquanto produziu aumento dos parametros de ansiedade e memoria na CCE e CCEm nos
animais com situagdo de lembranga de 10 minutos. Esses resultados sugerem que a
reexposicao a situacdo de lembranga por um minuto aumenta os comportamentos relacionados
a ansiedade e induz sensibilizacdo comportamental, favorecendo a reconsolidacao da memoria
traumatica, enquanto reexposi¢des a situagdo de lembranca por 10 minutos resultam em
redug¢do dos comportamentos relacionados a ansiedade e extingdo da memoria traumatica.
Além disso, o enriquecimento ambiental ndo foi capaz de amenizar os efeitos induzidos pela
reexposi¢ao a situacdo de lembranca por um minuto na memdoria traumatica e favoreceu a sua
manutencdo quando os animais foram reexpostos a situacdo de lembranga por 10 minutos,
mas reverteu os efeitos desse procedimento na sensibilizagdo comportamental. Assim, o0s
efeitos do enriquecimento ambiental no modelo de TEPT proposto sdo complexos, e
dependem da duracao das situacdes de lembranga e dos comportamentos avaliados.

Palavras-chave: TEPT. Memoria traumatica. Ansiedade. Situa¢do de Ilembranca.
Enriquecimento ambiental.



BLANCO, Marilia Bazan (2015). Evaluation of the effects of environmental enrichment on
the mice behavior exposed to a Post-Traumatic Stress Disorder model. PhD thesis. Graduate
Program in Psychology. Federal University of Sao Carlos - 112pp.

Abstract

A Post Traumatic Stress Disorder (PTSD) may appear after experiencing a stressful situation
and is characterized by avoidance of situations that remind the trauma and persistent
hyperarousal, and may come associated with anxiety and cognitive disabilities. Although their
treatment is usually pharmacological, non-pharmacological interventions has been shown to
be effective. While nonpharmacologic strategy, an environmental enrichment (EE) results in
decreased anxiety and improving memory in several animal experiments. Thus, this study
aimed to evaluate the effects of environmental enrichment on anxiety like behavior and
memory in mice submitted to a model of PTSD, with different re-exposure to the situational
reminders (1 or 10 minutes). For this, male Swiss mice, exposed or not to environmental
enrichment, were submitted to a model of PTSD, in a dark-light box (DL-box). After this
aversive procedure (scrambled shock of a 0.5mA and re-exposure to situational reminders),
the animals were tested in a DL-box and a modified DL-box (mDL-box), in an elevated plus
maze (EPM) and to a new object recognition test. The results demonstrated that, in non-
enrichment animals, aversive stimulation without situational reminders increased anxiety like
behaviors and traumatic memory in DL-box, but not in the mDL-box. Aversive stimulation
with situational reminder of one minute increased anxiety like behaviors and traumatic
memory in DL-box, in mDL-box and in EPM, while the aversive stimulation with 10 minutes
situational reminders reduced anxiety like behaviors and traumatic memory. Environmental
enrichment attenuated the effects of the shock. On groups with situational reminders of one
minute, environmental enrichment did not change anxiety like behaviors and memory but
reverted the sensitization in the EPM, and on groups with one-minute situational reminders,
resulted in increased anxiety like behaviors and traumatic memory in DL-box, as well as
decrease in total entries in the dark side of mDL-box. These results suggest that re-exposure
to situational reminders of one-minute increases anxiety like behaviors and induces behavioral
sensitization, furthering reconsolidation of traumatic memory, while reexposure to 10 minutes
situational reminders results in reduced anxiety like behaviors and extinction of traumatic
memory. Further, environmental enrichment has not been able to mitigate the effects induced
by re-exposure to one-minute situational reminders on traumatic memory, and favored the
maintenance of traumatic memory, even when animals are re-exposed to situational reminders
for 10 minutes, damaged their extinction, but reversed the effects of this procedure in
behavioral sensitization. Thus, the effects of the environmental enrichment on the proposed
model of PTSD are complex, and depend on the length of the situational reminders and the
behaviors that are evaluated.

Key-words: PTSD. Traumatic memory. Situational reminders. Environmental enrichment.
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1. INTRODUCAO

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado que o numero de individuos que sofrem de
algum transtorno mental vem aumentando progressivamente nos ultimos anos (Maragno,
Goldbaum, Gianimi, Novaes & Cesar, 2006). De acordo com estudo realizado por
Demyttenaere et al. (2004), a prevaléncia de transtornos mentais no mundo varia bastante,
atingindo 4,3% da populacao em cidades da China e chegando a 26,4% nos Estados Unidos,
sendo que os transtornos de ansiedade foram considerados os mais frequentes na populagao
de praticamente todos os paises avaliados, com prevaléncia de 2,4% a 18,2%.

Em 1997, um estudo realizado em trés capitais brasileiras (Brasilia, Sio Paulo e Porto
Alegre) mostrou que a porcentagem de pessoas que apresentaram algum transtorno
psiquiatrico durante a vida foi de 30% em Sao Paulo, 43% em Brasilia e 51% em Porto
Alegre, e assim como demonstrado em outros paises, os transtornos de ansiedade foram os
mais frequentes (11-18%) (Almeida-Filho et al., 1997).

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saiude os prejuizos causados pelos
transtornos mentais sdo superiores aos das doencas cardiovasculares, resultando em
sofrimento e incapacidade do individuo, perda de produtividade, além de gastos com recursos
médicos (WHO, 2002 apud Ventura, 2010).

Diversas areas como a Psiquiatria, a Psicologia, a Farmacologia e a Neurociéncia tém
se dedicado ao estudo desses transtornos, resultando num aumento da produgdo tanto de
pesquisas basicas, quanto de aplicagdo clinica (Ventura, 2010), e das atualmente
denominadas pesquisas translacionais, que buscam levar os achados da pesquisa bésica de
laboratorio para ambientes aplicados (Guimaraes, 2013).

O uso de modelos animais para o estudo dos transtornos mentais tem sido
fundamental para a compreensdo ndo s6 da neurobiologia desses transtornos, mas também
para o entendimento da influéncia dos fatores ambientais e para o desenvolvimento de
terapias mais eficazes (Valvassori, Arent & Quevedo, 2011). Considerando a semelhanga de
alguns sistemas neurais entre as espécies de mamiferos, por exemplo, estudos com modelos
animais podem auxiliar no entendimento de transtornos comportamentais em humanos,
dentre eles, o Transtorno de Estresse Poés-Traumatico (TEPT), objeto de estudo desta
pesquisa.

Segundo Kessler ef al. (1995), a exposi¢do a um trauma severo, como um desastre

natural ou violéncia sexual, resulta em respostas de estresse ¢ ansiedade na maioria das
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pessoas, sendo que tais respostas tendem a diminuir ao longo de um més apds o trauma. No
entanto, cerca de 10 a 20% dessas vitimas permanecem com os sintomas, desenvolvendo o
TEPT, que se caracteriza por memdrias intrusivas e angustiantes do evento traumatico, e
evitacdo persistente de situacdes que lembrem o trauma.

O tratamento do TEPT ¢ geralmente farmacologico, principalmente com drogas
inibidoras seletivas da recaptacdo de serotonina (ISRS), agonistas benzodiazepinicos
(Baldwin, Anderson & Nutt, 2005; Stein, Ipser & Seedat, 2006) e antiadrenérgicas (Vaiva et
al, 2003; Berger et al., 2007) sendo que grande parte dos estudos desenvolvidos na érea
avaliam a eficdcia dessas intervengdes farmacologicas, e poucos estudos investigam
alternativas ndo-farmacologicas.

A Terapia Cognitivo-Comportamental (TCC), com técnicas embasadas no
procedimento de extingdo, como a Dessensibilizagdo Sistematica, ou no treinamento de
habilidades de manejo e enfrentamento das situacdes de medo, como no Treinamento de
Inoculagdo do Estresse, tem-se mostrado eficaz em alguns casos (Knapp & Caminha, 2003;
Monfils, Cowansage, Klann, & Ledoux, 2009; Orsini & Maren, 2012), sendo que muitas
vezes sao utilizadas combinagdes de terapia farmacoldgica e TCC (Hetrick, Purcell, Garner &
Parslowet, 2010). A terapia EMDR (Dessensibilizacdo e Reprocessamento Através dos
Movimentos Oculares, do inglés Eye Movement Desensitization and Reprocessing), que se
utiliza dos movimentos sacadicos dos olhos e procedimentos de outras terapias como a TCC,
orientada pelo modelo de processamento de informagdo, também tem apresentado resultados
promissores no tratamento do TEPT (Shapiro, 1989; Bergmann, 2014, Hendriksen, Olivier &
Oosting, 2014).

Ja Zschucke, Gaudlitz e Strohle (2013) afirmam que exercicios fisicos voluntarios
podem prevenir o desenvolvimento ou amenizar os sintomas de diferentes transtornos
mentais, inclusive no TEPT, apresentando beneficios terapéuticos quando utilizados como
tratamento unico ou combinado.

De acordo com Hutchinson et al. (2012), a exposicao a uma combinacao de diversas
oportunidades de aprendizagem, redes sociais e exercicios fisicos parece ser essencial na
promocdo e manutengdo da integridade cerebral em animais e humanos, e o enriquecimento
ambiental, que consiste na exposicdo de sujeitos a ambientes ricos em estimulacdo fisica,
sensorial e social, apresentou efeito terapéutico em diversos modelos animais de
psicopatologia (Pang & Hannan, 2013) inclusive num modelo animal de TEPT, e acredita-se

que a exposicdo a ambientes enriquecidos possa tornar os animais mais resilientes as
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consequéncias da exposicao a situagdes aversivas (Hendriksen, Prins, Olivier & Oosting,
2010; Hutchinson et al., 2012). Além disso, Segundo Hendriksen, Olivier e Oosting (2014), o
enriquecimento ambiental pode ser relacionado, embora com ressalvas, a diferentes terapias
em humanos, como grupos terapéuticos ou de apoio, exercicios fisicos e ao treinamento de
inoculagdo do estresse. Dessa forma, o presente estudo buscou avaliar os possiveis efeitos do
enriquecimento ambiental no comportamento de camundongos expostos a um modelo animal

de TEPT.
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2. ANSIEDADE E O TRANSTORNO DE ESTRESSE POS-TRAUMATICO

De acordo com Tabach (2011), os transtornos de ansiedade acometem
aproximadamente 750 milhdes de pessoas, estando dentre os transtornos mentais mais
estudados. Para Brunoni (2008), o sintoma comum de todos os transtornos ansiosos ¢ a
experimentacdo de ansiedade, que pode ser do tipo cognitiva (antecipacdo negativa de
eventos) ou fisica (respostas autondmicas, como taquicardia, sudorese, entre outras).

Embora o termo ansiedade traga uma conotagdo negativa, de carater patologico e
relacionada a transtornos, ela ¢ uma resposta habitual dos individuos ao seu meio, sendo
necessaria ¢ ndo patologica, pois adverte sobre a possibilidade de danos fisicos, punigdo,
separacdo ou ameagas a sua integridade, estimulando o organismo a tomar medidas
necessarias para impedir tais ameagas ou reduzir suas consequéncias (Brandao, 2004; Corr,
2011; Robinson, Charney, Overstreet, Vytal, & Grillon, 2012). Dessa forma, a ansiedade tem

um importante valor adaptativo, assim como o medo. Para Brandao (2004)

[...] a ansiedade pode ser definida como um estado subjetivo de apreensdo ou
tensdo, difuso ou vago, frequentemente acompanhado por uma ou mais sensagdes
fisicas- por exemplo, aumento da pressdo arterial, da frequéncia cardiaca, da
respiragdo, urgéncia de micg¢do ou defecagdo- induzido pela expectativa de perigo,
dor ou necessidade de um esforgo especial [...] O medo difere da ansiedade na
medida em que é uma resposta a uma ameaga conhecida, externa, definida (p. 141).

Deste modo, a ansiedade seria uma resposta apresentada em situagdes de perigo
incerto ou ameaca potencial, quando existe um conflito entre a necessidade de aproximacao e
de evitagdo, induzindo o organismo a realizar avaliagdo de potenciais riscos. J& o medo
ocorre em situagdes de perigo real, frente a qual o animal foge (caso uma rota de fuga seja
possivel), exibe intenso congelamento ou luta (Blanchard & Blanchard, 1988; McNaughton
& Corr, 2004).

Brandao (2004) apresenta uma figura na qual sdo demonstradas as respostas exibidas
em relacdo a distancia do estimulo aversivo, assim como as areas encefalicas envolvidas

nessas respostas.
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Figura 1 - Respostas emocionais em fun¢do da distdncia do estimulo ameacador e
estruturas envolvidas na organizacdo de cada resposta emocional. Fonte: Brandao (2004,
p-135)

De acordo com a Figura 1 acima, observa-se que estimulos mais distantes ou a
ameaga potencial ativam estruturas como a amidala, hipotalamo, hipocampo e cortex pré-
frontal, resultando em respostas de medo e ansiedade. Ja estimulos aversivos muito
proximos, que colocam em risco a vida do individuo, ativam estruturas mais caudais
mesencefalicas, como a substancia cinzenta periaquedutal (PAG), resultando em respostas de
panico e ataque.

Assim, medo e ansiedade sdo respostas apresentadas em situagdes de ameaca a
integridade fisica do sujeito, relacionadas as reacdes de defesa', e nos transtornos de
ansiedade, essas respostas sdo exacerbadas ou ocorrem em situacdes nas quais elas ndo
deveriam ser apresentadas (Rosen & Schulkin, 1998; Belzung & Griebel, 2001; Valvassori et
al.,2011).

! Para o presente trabalho, utilizou-se a terminologia “respostas de medo e ansiedade”, embora existam na
literatura discuss6es sobre a separacdo dessas duas respostas. De acordo com Steimer (2002), alguns et6logos
ndo distinguem medo e ansiedade em animais, incluindo as respostas de aproximacéo e evitacdo nos chamados
comportamentos defensivos, que sdo desencadeados pelo medo. Assim, esta definicdo de medo incluiria os
aspectos da ansiedade. Além disso, Ledoux (2013; 2014) alerta que o termo medo deve ser avaliado com
cautela, uma vez que pode referir-se ao sentimento consciente de medo, presente nos humanos e de dificil
avaliacdo nos animais, e as respostas de defesa eliciadas por uma ameaca, presentes em todas as espécies.
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Segundo a quarta edi¢do do Manual Diagnostico e Estatistico dos Transtornos
Mentais (DSM-1V) (American Psychiatric Association, 1994), fazem parte dos Transtornos
de Ansiedade as Fobias, o Transtorno do Panico, Transtorno Obsessivo-Compulsivo,
Transtorno de Estresse Pos-Traumatico, Transtorno de Ansiedade Generalizada e outros
transtornos relacionados a ansiedade. A partir da quinta edigdo do DSM (DSM-V), langado
em 2013, o Transtorno de Estresse Pés-Traumatico passou a formar uma categoria separada,
a de Transtornos Relacionados a Traumas e Estresse, embora do ponto de vista
sintomatoldgico e terapéutico continue mantendo estreita relacdo com os Transtornos de
Ansiedade (American Psychiatric Association, 2013).

Segundo Kaplan, Sadock e Grebb (1997), o TEPT pode aparecer apos a vivéncia de
uma situagdo estressora, como por exemplo, uma catastrofe natural, violéncia fisica ou
acidente, e se caracteriza por: revivéncia do trauma por meio de pensamentos, evitacdo de
situagdes que lembrem o trauma e hiperexcitacdo persistente. Pode estar associado também
ao desenvolvimento de depressdo, ansiedade excessiva e dificuldades cognitivas (Bremner et
al., 1993).

Estudos mostram que o transtorno acomete de 1 a 3% da populacdo, embora formas
subclinicas possam ser identificadas em 5 a 15% dos individuos (Kaplan, Sadock & Grebb,
1997). Bernik, Laranjeiras e Corregiari (2003) apresentam uma prevaléncia de TEPT na
populagdo civil urbana de 10% para homens e 18% em mulheres, chegando a alcangar indices
de 60 a 80% em populagdes submetidas a traumas constantes, como por exemplo, terremotos
(Kapczinski & Margis, 2003).

O quadro a seguir apresenta, de forma resumida, os critérios para o diagnostico do

TEPT, segundo DSM-V:
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Quadro 1 — Critérios para o diagnostico do TEPT, segundo o DSM-V:

A - Exposic¢ao real ou a ameagas de morte, danos severos ou violéncia sexual, seja por
experiéncia direta do evento traumatico, testemunhando o evento ocorrido com outra
pessoa, ter conhecimento de trauma sofrido por parente ou amigo préximo, ou passar
por experiéncias repetidas ou exposi¢ao extrema a situagdes traumaticas.

B - Presenca de um ou mais sintomas como: memorias intrusivas recorrentes,
involuntdrias e angustiantes do evento traumatico; sonhos aflitivos e recorrentes
relacionados ao trauma; reacdes dissociativas, nas quais o individuo sente ou age como
se o evento traumatico estivesse ocorrendo novamente; sofrimento intenso e
prolongado na presenca de pistas que lembram o trauma e reagdes psicoldgicas intensas
na presenga de pistas que lembram o trauma.

C - Evitagao persistente de estimulos associados ao trauma, com evitacado ou esfor¢o
para evitar memorias, pensamentos € sentimentos relacionados ao trauma, e também
lembretes externos, como pessoas, lugares e situagdes.

D - Alteragdes negativas na cogni¢do e humor, evidenciados por inabilidade em se
lembrar de aspectos importantes do trauma, crengas negativas sobre si mesma e em
relacdo aos outros, cogni¢cdo distorcida sobre a causa e consequéncias do evento
traumdtico, estado emocional negativo, interesses ou participacdo restrita em
atividades, sentimento de distanciamento dos outros e inabilidade persistente em
experienciar emogoes positivas.

E - Alteragdes marcantes na excitagdo ou reatividade associada com o trauma, como
irritagdo e agressividade, comportamentos imprudentes e autolesivos, hipervigilancia,
resposta exagerada de sobressalto, problemas de concentracao e disturbios do sono.

Os sintomas descritos devem ter duragao de mais de um més, causar sofrimento ou
prejuizo no funcionamento social e ocupacional e ndo serem decorrentes do uso de

substancias.
Fonte: Adaptado de APA, 2013, p. 271-272.

O TEPT também estd caracterizado, com sintomatologia semelhante, na décima
edicdo da Classificagdo Internacional de Doencas (CID-10) da Organizagdo Mundial de
Saude, pertencendo ao grupo dos Transtornos Neuroticos, Relacionados ao Estresse e
Somatoformes, juntamente com os Transtornos de Ansiedade e Transtornos Fobico-ansiosos
(OMS, 1993).

De acordo com o modelo cognitivo-comportamental, o desenvolvimento do TEPT se
da por meio do condicionamento classico Pavloviano, no qual o trauma ¢ considerado o
estimulo incondicionado (EI) capaz de evocar respostas incondicionadas (RI) de medo.
Estimulos neutros (EN) presentes na situagdo, como, por exemplo, estimulos contextuais,
tornam-se capazes de eliciar respostas de ansiedade, passando entdo a serem denominados de
estimulos condicionados (EC), capazes de evocar respostas condicionadas de ansiedade (RC).

A manutencdo do transtorno se dd por meio do condicionamento operante

Skinneriano, visto que a ansiedade intensa faz com que ocorra a evitagdo de situagdes que
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lembrem o trauma (EC), o que geraria um alivio momentaneo. Assim, a evitagao dos ECs
passa a ser reforgada negativamente, impedindo a extingdo da associacdo entre o El e EC, que
normalmente ocorreria quando o EC ¢ apresentado sem o EI (Knapp & Caminha, 2003;
Brewin & Holmes, 2003; Sbardelloto, Schaefer, Lobo, Caminha & Kristensen, 2012). Além
disso, inumeros estimulos presentes na situacdo podem adquirir a capacidade de evocar
respostas de ansiedade por meio de processos de generalizacdo e condicionamentos de ordem
superior (Brewin & Holmes, 2003). De acordo com Hendriksen, Olivier e Oosting (2014), a
etiologia e sintomatologia do TEPT sugerem o envolvimento de diversos sistemas
comportamentais, como um condicionamento aversivo exagerado, dificuldade na extin¢do da
memoria traumatica e sensibilizagdo comportamental, que se caracteriza por um responder
intenso frente a estimulos estressores moderados, nao relacionados ao trauma.

Em relagdo a neurobiologia do transtorno, sugere-se uma reducdo do volume do
hipocampo, uma responsividade exagerada da amidala, com deficiéncia da sua modulag¢do
pelo cortex pré-frontal ventro-medial e hipocampo (Rauch, Shin & Phelps, 2006, Hendriksen,
Olivier & Ossting, 2014)), hiperfuncdo do eixo simpato-adrenal e hipofun¢do do eixo
hipotdlamo-pituitaria-adrenal (eixo HPA), com consequente diminui¢do dos niveis de
corticosteroides circulantes (Graeff, 2003; Lucassen ef al., 2014). Logo, o TEPT relaciona-se
a uma alteracdo no funcionamento do eixo HPA e das respostas autondmicas frente ao

estresse.

2.1. O EIXO HIPOTALAMO-PITUITARIA-ADRENAL (HPA) COMO MEDIADOR
DA RESPOSTA DE ESTRESSE

As respostas neuroenddcrinas apresentadas em situacdes de perigo relacionam-se com
a estimulag@o do sistema nervoso simpatico, que prepara o organismo para fuga ou luta. Essa
estimulacdo resulta em aumento da pressdo arterial e frequéncia cardiaca, redistribuicdo do
suprimento sanguineo da pele e visceras para os musculos e cérebro, dilatagdo dos bronquios
e da pupila, estimulacdo do sistema linfatico e liberagdo de adrenalina (Brandao, 2004;
Guilliams & Edwrads, 2010).

No entanto, uma das respostas mais caracteristicas ao estresse ¢ a liberagdo do
hormoénio adrenocorticotrofico (ACTH) e corticosteroides na corrente sanguinea
(corticosterona em roedores e cortisol em humanos), como resultado da ativacdo do eixo

hipotalamo-pituitaria-adrenal (eixo HPA) (Graeff, 2007, Guilliams & Edwrads, 2010). De
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forma simplificada, frente a situagdes estressoras, ocorre a ativacao de estruturas corticais €
limbicas responsaveis pela detec¢do de ameagas, como por exemplo, o cortex pré-frontal e o
nucleo basolateral da amidala, que enviam proje¢des a um grupo de neurdénios do hipotalamo,
o nucleo paraventricular. A estimulagdo desta regido resulta na liberagdo do hormdnio
liberador de corticotrofina (CRH) na circulagdo portal, estimulando a glandula pituitaria. Na
pituitaria anterior, o CRH estimula a secrecdo de ACTH, que ¢ conduzido pela corrente
sanguinea e atinge o cortex da glandula adrenal, promovendo a liberacdo de corticosteroides
na corrente sanguinea (De Kloet, Vreugdenhil, Oitzl, & Joéls, 1998; Juruena, Cleare, &
Pariante, 2004; Graeff, 2007). O estresse ativa ainda o sistema nervoso autonomo simpatico,
resultando na liberagdo de adrenalina e noradrenalina na corrente sanguinea pela medula
adrenal (Graeff, 2007; Guilliams & Edwards, 2010). Desta forma, os hormonios do estresse
atuam de forma coordenada, controlando a¢des rapidas via sistema nervoso simpatico, €

lentas, via eixo HPA.

/. Medula (adrenalina)
Cortex (glicocorticoides)

f///')\“B

Figura 2 - Resposta do eixo HPA em situagdo de estresse. Fonte:
https://corticoides.wordpress.com/2012/06/

Além de atuarem em diversos 6rgdos, os corticosteroides atuam também no proprio
eixo HPA, sendo responsaveis pela retroalimentacdo negativa da secre¢ao de CRH pelo

hipotalamo e ACTH pela pituitaria. Anormalidades na fun¢do do eixo HPA té€m sido descritas
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em pessoas com transtornos mentais, sendo que estas parecem estar relacionadas com a
capacidade dos receptores corticosteroides exercerem seu papel nas al¢as de retroalimentagao
(De Kloet, Oitzl, & Joéls, 1999; Juruena, Cleare, & Pariante, 2004). Depressdao melancolica,
transtorno obsessivo-compulsivo e transtorno de panico relacionam-se a uma ativagao
aumentada do eixo HPA, enquanto no transtorno de estresse pds-traumatico parece existir
uma hipoativacao desse eixo (Juruena, Cleare, & Pariante, 2004).

Nesta linha, estudos apontam que a neurobiologia do TEPT envolveria uma falha do
organismo em retornar aos niveis normais de hormoénios do estresse apds um evento
altamente estressante, com hipoativagdo do eixo HPA, altos indices de CRH e niveis baixos
de cortisol, provavelmente relacionados a um aumento do feedback negativo do cortisol e da
sensibilidade dos receptores corticosteroides, além de niveis aumentados de catecolaminas.
Uma vez que essas alteragdes podem ocasionar a consolidacdo exacerbada da memoria
traumatica (Yehuda, 2002; 2006; Lucassen et al., 2014), o TEPT, além de configurar-se como
um transtorno relacionado a ansiedade, envolve também os mecanismos de memoria

(Izquierdo, 2002; Rauch et al, 2006; Siegmund & Wotjak, 2006).
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3. MEMORIA

De modo geral, memoria pode ser definida como a capacidade de armazenamento de
todas as informagdes adquiridas pelo individuo em suas relagdes com o meio. Seria a
capacidade de aprender coisas novas e relaciona-las com outras informagdes ja armazenadas,
permitindo a construgdo de novas ideias. E devido a tal fungdo cerebral que o ser humano é
capaz de dar sentido aos eventos (Alvarez, Taub, Carvalho & Yassuda, 2005).

Para Izquierdo (2011a), o termo “memoria” significa a capacidade geral de aquisicao,
formacao, conservagao e evocagdo de informacodes, sendo que a aquisi¢cao pode também ser
chamada de aprendizagem, enquanto a evocagao refere-se a recordagao ou lembranca.

Considerando os diversos critérios para a classificagdo das memorias, estas podem ser
classificadas quanto ao tipo de informacdo ou conteudo armazenado (declarativas e de
procedimento) e quanto ao tempo de manuten¢ao da informacao (sensorial, imediata ou de
curta duragdo, longa duracao e remota) (Izquierdo, 1989; Squire, 1992; Xavier, 1993; Kandel,
2009a; Kandel, 2009b; Izquierdo, 2011a; Izquierdo 2011b; Baddeley, Anderson & Eysenck,
2011).

Em relacdo ao seu contetido, as memorias podem ser declarativas ou ndo declarativas
(Squire & Zola-Morgan, 1991; Squire, 1992). As memorias declarativas sdo assim
denominadas pela possibilidade de serem declaradas ou relatadas. Essas memorias podem ser
subdividas em episddicas, autobiograficas e semanticas. Memorias episodicas relacionam-se
a fatos e eventos; a autobiografica, com as experiéncias pessoais € as semanticas, a materiais
linguisticos e conhecimentos gerais sobre o mundo. J& as de procedimento sdo memorias
relacionadas a habilidades motoras, que sao comumente chamadas de habitos (Izquierdo,
2011a; Baddeley, Anderson & Eysenck, 2011).

Quanto ao tempo de manuten¢do da informacgdo, as memorias sdo classificadas de
acordo com a sua duracdo. A memodria sensorial ¢ definida por Carneiro (2008) como
registros sensoriais durante segundos apds o desaparecimento do estimulo. A memoria de
curto prazo, como o proprio nome diz, tem curta duracao, de alguns segundos ou minutos, €
embora seja limitada em sua capacidade (em torno de sete a nove itens), ela ¢ essencial para o
sentido de continuidade na interagdo do organismo com o meio (Oliveira, 2007). Embora
apresente um rapido esquecimento, a informagdo pode ser mantida por mais tempo na

memoria de curto prazo por meio da reverberacao (Oliveira & Bueno, 1993). Segundo
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Oliveira e Bueno (1993), a no¢ao de memoria de curto prazo tem sido estendida, dando lugar
a denominada memoria operacional ou de trabalho.

Para Izquierdo (2011a; 2011b), a memoria de trabalho ¢ um tipo diferente de memoria
de curto prazo, por ndo deixar tragos ou produzir arquivos e exercer um papel gerenciador.
Segundo ele, ¢ a memoria de trabalho que avalia se a informacgao € nova e de relevancia para
o organismo, devendo entdo ser armazenada na memoria propriamente dita (Izquierdo,
2011a). Assim, a memoria de curto-prazo ndo seria apenas uma instancia de armazenamento
temporario da informagdo, mas exerceria também o papel de processar as informagdes
provenientes do ambiente e da propria memoria do individuo durante a execucdo de tarefas
cognitivas, e por isto passou a ser denominada de memoria de trabalho (Oliveira, 2007).

As memorias de longo prazo sdo armazenas por um tempo mais prolongado, sendo
passiveis de evocagdo por tempo indeterminado; as memorias de longo prazo com duragdo de
meses ou anos sdo denominadas memorias remotas (McGaugh, 2000).

As memorias diferem-se também quanto as areas envolvidas em seu armazenamento.
De forma bastante simplificada, a memoria de trabalho relaciona-se ao cortex pré-frontal,
(Xavier, 1993; Izquierdo, 2011a), as memorias declarativas envolvem o lobo temporal medial
e o diencéfalo, enquanto as memorias implicitas, o estriado, néocortex, amidala, cerebelo e
vias reflexas (Squire & Zola, 1996). O armazenamento das memorias de curta duragdo
recentes envolvem o hipocampo, e as de longa duragdo, varias areas do cortex cerebral,
dependendo do tipo de informagdo armazenada (Thompson, 1986; Purves ef al., 2005). As
memorias adquiridas pelo uso predominante de um sistema sensorial serdo armazenadas no
cortex secunddrio dessa via sensorial (Izquierdo, 2011b).

Corréa (2008) traz um esquema de classificacdo das memorias de longo prazo, além

das principais areas envolvidas com essas memorias:
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‘ Eventos ‘

Condicionamento
classico

Lobo temporal
medial diencéfalo

Habilidades Pré-ativacéo Resposta Respostas Aprendizagem
e habitos (priming) emocional esqueléticas nao-associativa
‘ Estriado ‘ ‘ Neocortex ‘ ‘ Amidala ‘ ‘ Cerebelo ‘ ‘ Vias reflexas ‘

Figura 3 - Classificagdo da memoria de longo prazo, elaborada a partir da classificacdo original de Squire e
Zola-Morgan (1991), e as principais areas envolvidas com seu armazenamento. Fonte: Adaptada de Corréa
(2008)

A memoria emocional ¢ definida como a memoria relacionada a eventos ou
experiéncias com carga emocional (Akgun, Keskin & Byrne, 2012), sendo mais vivida e
acurada do que as memorias relacionadas a eventos neutros (Talmi, 2013). Neste contexto, a
amidala, o hipocampo e o cortex pré-frontal sdo estruturas importantes, relacionadas as
memorias emocionais aversivas (Phillips & Ledoux, 1992; Milad & Quirk, 2002).

Os processos de aprendizagem e memoria podem ser divididos em fases: aquisicao,
consolidagdo ou armazenamento ¢ evocagdao da informagdo, além da reconsolidagdo ¢ da
extin¢do (Izquierdo, 2011a; Soares, Galvao, Moreira & Ferreira, 2011).

A aquisicao, também denominada de aprendizagem, ¢ a fase inicial do processo de
memoria, quando as informagdes sdo recebidas pelas vias sensoriais (Izquierdo, 1989).
Entende-se por consolidagdo o processo pelo qual novas memorias sdo armazenadas apos a
aprendizagem (Tronson & Taylor, 2007). Essa terminologia foi introduzida por Georg Elias
Muller e Alfons Pilzecker, em 1900, que propuseram que as memorias permanentes nao se
fixam imediatamente apo6s a aprendizagem, permanecendo ainda vulneraveis por um
determinado periodo (Lechner, Squire & Byrne, 1999).

Assim, quando uma nova informacdo ¢ adquirida, sua manutencdo na memoria ¢é

bastante vulneravel, passivel de ser alterada ou perdida, ou entdo, de tornar-se mais
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fortalecida com o passar do tempo (Izquierdo, 2011b). Embora fortalecidas, isso ndo significa
se tornem fixas e ndo possam ser mais alteradas (Cammarota, Bevilaqua, Medina &
Izquierdo, 2004).

De acordo com Tronson e Taylor (2007), a recuperacdo ou evocagdo consiste num
retorno a consciéncia de memorias ja estabilizadas, durante a reexposi¢ao do sujeito ao
ambiente original de aprendizagem ou estimulos relacionados, podendo resultar em sua
labilidade. Uma vez que essas memorias se tornam novamente labeis, elas seriam passiveis
de modificagdo, podendo entdo ser reconsolidadas (Nader, Schafe & Le Doux, 2000; Nader,
2003) ou extintas (Cammarota et al., 2005), e ainda, estudos indicam que a duragdo do
episodio de reexposi¢do, a semelhancga entre o contexto original e a situagdo de lembranga, o
tempo e forca da memoria influenciam nesse resultado (Suzuki et al., 2004, Besnard,
Caboche & Laroche, 2012). Sessdes curtas de reexposicao a situagdo de lembranga do
trauma, com breve apresentacdo do estimulo condicionado, na auséncia do estimulo
incondicionado, resultam em reconsolidagdo, enquanto exposi¢des mais prolongadas e
repetidas ao estimulo condicionado resultam principalmente em extingdo (Pedreira &
Maldonado, 2003; Lee, Milton & Everitt, 2006; Eisenhardt & Menzel, 2006; Besnard et al,
2012). Segundo Hendiksen, Olivier e Oosting (2014), reconsolidacdo e extingdo podem
ocorrer numa mesma sessao de reexposi¢do, sendo que a reconsolidagdo se da primeiramente,
enquanto a extingao ocorre posteriormente.

Entende-se por reconsolidacdo o processo pelo qual as memorias previamente
consolidadas s3o novamente estabilizadas apos a recuperagdo (Tronson & Taylor, 2007), com
atualiza¢do ou integragdo de novas informacdes (Nader, 2003).

A extingdo ¢ um processo diferente do esquecimento, sendo que no segundo hd um
enfraquecimento da resposta pela passagem do tempo (Orsini & Maren, 2012), enquanto a
extingdo ¢ um processo ativo, no qual se observa uma diminui¢do da resposta
comportamental, quando o estimulo condicionado ¢ reapresentado na auséncia do estimulo
incondicionado (Bouton, 1993). A diminui¢do da taxa de resposta nao se deve ao
enfraquecimento da memoria antiga, mas sim a uma nova associacdo que se sobrepde a
associa¢do inicial (Suzuki et al., 2004; Cammarota et al., 2005; Besnard et al., 2012). Entao,
do mesmo modo que a consolidagdo, a extingdo também exige sintese de proteinas (Nader et
al., 2000).

Uma vez que o processo de extingdo nao apaga as memorias, mas forma uma nova,

que suprime a inicial, essas memorias suprimidas podem reemergir quando o estimulo
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condicionado ¢ apresentado em outro contexto que nao o de extingdo, quando o estimulo
incondicionado ¢ apresentado inesperadamente ou ap6s longo tempo, ou mesmo a partir de
um processo de recuperacdo espontinea (Bouton, 2004; Monfils, Cowansage, Klann &
LeDoux, 2009). Além disso, a extingao parece ser mais eficaz quando realizada na chamada
“janela de reconsolidagdo” (periodo no qual as memorias estariam labeis), enquanto o oposto
¢ observado quando ele acontece imediatamente ap6s o aprendizado inicial, ou seja, ela ndo ¢
retida (Orsini & Maren, 2012).

De acordo com Van Praag (2004), o TEPT apresenta um estado cognitivo bastante
caracteristico: parte da memoria traumatica torna-se hiperconsolidada, enquanto outras partes
sdo um tanto obscuras, ¢ o individuo apresenta ainda uma dificuldade para armazenar e
recuperar novas informagdes. Além da hiperconsolida¢do da memoria traumatica, o TEPT
ainda se caracteriza por dificuldades na extingdo dessa memoria, e generalizacdo das
respostas de evitagdo para situacdes ndo relacionadas ao trauma (Brewin & Holmes, 2003;

Hendriksen, Olivier & Oosting, 2014)

3.1. MECANISMOS NEURAIS DA MEMORIA

Fisiologicamente as memorias sdo causadas por variacdes da sensibilidade da
transmissao sinaptica entre neuroénios, como consequéncia da atividade neural prévia, levando
ao desenvolvimento de vias facilitadas ou de novas vias de transmissao (Thompson, 1986;
Guyton & Hall, 2002). Para Kandel (2009a; 2009b), a memoria ¢ resultado de mudangas
sinapticas num circuito neural, sendo que na memoria de curto prazo ocorrem mudangas
funcionais, enquanto na memoria de longo prazo, estas sdo estruturais.

A memoria de curto prazo ¢ regulada pelo hipocampo e pelo cortex entorrinal, por
meio de processos moleculares reversiveis. A atividade neural ¢ iniciada por eventos
ambientais, ¢ mantida por certo tempo em func¢do da acdo reverberativa em uma alca
neuronal (Thompson, 1986; Brandao, 2004, Fransén, 2005)

Em termos neuroquimicos, a atividade neural inicia-se por estimulos ambientais
percebidos pelo organismo, e em decorréncia dessa estimulagdo, ocorre despolarizagdo dos
terminais pré-sinapticos seguida de influxo de Ca**, promovendo uma liberacio sustentada de
neurotransmissores, por um tempo determinado. Assim, a liberacdo de neurotransmissores
apés o término do estimulo seria o correlato fisiolégico da memoria de curto prazo

(Thompson, 1986; Bliss & Collingridge, 1993; Brandao, 2004; Izquierdo, 2011b).
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O fenomeno da LTP (do inglés, Long-Term Potentiation) ou potenciagao de longa
duragdo ¢ considerado o substrato neuroquimico da memoria de longo prazo (Izquierdo et al.,
2008; Clarke, Cammarota, Gruart, Izquierdo & Delgado-Garcia 2010). Inicia-se com a
liberacdao de glutamato pelos terminais pré-sinapticos e ativacao de receptores pos-sinapticos
glutamatérgicos do tipo alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropidico (AMPA) e cainato,
e posteriormente, de receptores M-metil-D-aspartato (NMDA) e receptores metabotrdpicos
de glutamato (mGluR). Essa ativacdo resulta na entrada Ca?" na célula e liberacdo das
reservas intracelulares deste mesmo ion, induzindo diferentes cascatas de eventos
intracelulares, como a ativagdo de proteinas cinases que participam de processos de
fosforilagdo e promovem aumento da capacidade de ligacdo de receptores a seus
neurotransmissores, bem como induzem eventos transcricionais que resultardo em
modifica¢des estruturais e funcionais nos neuronios envolvidos (Bliss & Collingridge, 1993;
Abel & Lattal, 2001; Brandao, 2004; Rang, Dale, Ritter & Moore, 2004). A memoria de
longo prazo depende da reestruturagdo fisica das proprias sinapses, sendo estas o aumento do
niamero de sitios de liberacdo de vesiculas para a secrecdo de transmissores, aumento do

nimero das vesiculas, do numero de terminacdes pré-sinapticas e alteracdes das estruturas

das espinhas dendriticas (Thompson, 1986; Guyton & Hall, 2002).
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Figura 4 - Mecanismos subjacentes a LTP. Na imagem da esquerda, o glutamato liberado pelo
neurdnio pré-sinéptico se liga aos receptores do tipo AMPA, permitindo a entrada de Na+. A direita, o
influxo de Na+, resultante de uma estimulagdo continua desses receptores, despolariza a célula pds-
sinaptica, resultando em saida dos ions Mg2+ dos receptores do tipo NMDA e seu consequente
desbloqueio. A estimulagdo entdo, tanto dos receptores AMPA quanto dos receptores NMDA
aumentam a concentracdo de Ca2+ intracelular, disparando a LTP. Fonte: Purves et al., 2005, p.546.
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Figura 5 - Alteragdes pds-sinapticas na LTP. A liga¢do do glutamato
aos receptores AMPA ¢ NMDA resulta em aumento de Nat+ e Ca2+
intracelular, com ativagdo de proteinas cinases que participam de
processos de fosforilagdo intracelular, resultando em alteragdes no
neurénio pos-sindptico, como aumento do botdo sindptico e do
nimero de receptores AMPA; além disso, ocorre sinalizagdo
retrograda, levando a uma maior liberag@o de glutamato pelo neurdnio
pré-sinaptico. Fonte: modificado de Ruggiero et al., 2011.

Uma propriedade importante da LTP ¢é o “synaptic tagging” (etiquetamento sinaptico)
de outros dendritos préximos aquele que sofreu um processo de LTP, desenvolvendo uma
alteracdo molecular semelhante (Izquierdo, 2011b; Redondo & Morris, 2011; Viola,
Ballarini, Martinez & Moncada, 2014). Desta forma, outras sinapses proximas, além daquela
que foi estimulada, sdo também potenciadas. O “tagging” seria a base dos processos
associativos de memoria.

Funcionalmente, estudos sugerem que o TEPT ¢ caracterizado por alteragdes no
processamento da memoria, resultantes de uma consolidagdo excessiva da memoria
traumatica e generaliza¢do para outras situagdes, além de deficiéncia no processo de extin¢ao

da memoria (Siegmund & Wotjak, 2006; Rauch et al., 2006; De Quervain, Aerni, Schelling,
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& Roozendaal, 2009). Estudos com neuroimagem em pacientes com TEPT demonstraram um
aumento da atividade das estruturas relacionadas com a formagdo e expressdo do medo
condicionado, como a amidala e cingulado posterior, ¢ uma atividade diminuida de areas
relacionadas a extingdo, como o cortex pré-frontal, tanto durante o condicionamento quanto
em respostas aos estimulos condicionados (Bremner, 2002, Siegmund & Wotjak, 2006;
Hughes & Shin, 2011). Possiveis explicacdes para esse fendmeno seriam uma alteragdo nos
niveis de catecolaminas ¢ corticosteroides durante o trauma, além de reducao da inibigdo de
estruturas limbicas pelo cortex pré-frontal e uma responsividade exagerada da amidala
(Willians et al., 2006; Stevens et al., 2013). Além disso, como os individuos evitam as
situacdes que lembram o trauma, ¢ quando as exposi¢des a essas situacdes ocorrem, elas sdo
muito breves, as memorias traumaticas podem ser reforcadas por reconsolida¢do, € nao

extintas (Eisenhardt & Menzel, 2006; De Quervain ef al., 2009; Alves et al., 2009).
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4. MODELOS ANIMAIS PARA O ESTUDO DO TEPT

A compreensdo do comportamento humano depende, em grande parte, do estudo do
comportamento dos outros animais. Segundo Darwin (1872/2009), o homem, assim como 0s
outros animais, expressa suas emocoes por meio de alteragdes comportamentais semelhantes,
sugerindo o compartilhamento de alguns sistemas neurais entre as espécies. Deste modo,
estudos com modelos animais podem auxiliar no entendimento de transtornos mentais em
humanos, tanto em seus aspectos neurobiologicos quanto no desenvolvimento de estratégias
terapéuticas mais eficazes (Fries & Magalhaes, 2010; Izquierdo, 2011a; Valvassori ef al.,
2011).

Existem diferentes critérios para a validagdo de modelos animais para os transtornos
psiquiatricos. Entende-se por validade aparente (ou de representacdo) a capacidade do
modelo de reproduzir os comportamentos ou sintomas relacionados a doenca. Ja a validade
de construto avalia se 0 modelo reproduz os mecanismos neurobiologicos da doenga, e a
validade preditiva, se os mecanismos avaliados sdo modificados por substancias utilizadas no
tratamento clinico do transtorno estudado. Desta forma, diferentes modelos apresentam
diferentes graus de validacdo (Yehuda & Antelman, 1993; Fries & Magalhdes, 2010,
Gottschalk, Sarnyai, Guest, Harris & Bahn, 2012).

A exposicdo a um evento aversivo resulta em alteragdes persistentes em diversos
modelos animais, como a evitacdo de situagdes que se relacionam com o trauma e
apresentacdo de respostas comportamentais e fisiologicas excessivas em diversas situagdes
ndo relacionadas ao trauma, um fendmeno chamado sensibilizagdo. Dentre esses modelos,
destacam-se os que fazem uso de breves sessdes de choque, confronto com predador ou a
estimulos ligados a ele, agressao coespecifica e derrota social ou ainda, os que fazem uso da
combinagdo de diversos estressores em uma Unica sessdo (Liberzon, Khan & Young, 2005;
Stam, 2007; Hendriksen, Olivier & Ossting, 2014), sendo que, além de avaliar as respostas
dos animais no paradigma de condicionamento, deve-se também avaliar as respostas em
outras situagdes nao relacionadas ao trauma. Sendo assim, um modelo animal de TEPT deve
fazer uso de uma combinagdo de diferentes paradigmas comportamentais (Siegmund &
Wotjak, 2006).

Em um modelo de TEPT em roedores, proposto inicialmente por Pynnos, Ritzmann,
Steinberg, Goenjian e Prisecaru (1996), um estimulo aversivo (choque nas patas), seguido por

reexposicdes a situagdo de lembranca aumentou os indices de ansiedade em um ambiente
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aversivo, no reflexo de sobressalto e na agressividade em camundongos. Os efeitos desse
modelo foram também demonstrados em ratos fémeas por Louvart, Maccari, Ducroq,
Thomas e Darnaudery (2005), sendo que um estimulo aversivo, seguido de reexposi¢des a
situacdo de lembranga, aumentou as respostas de ansiedade no labirinto em cruz elevado
(LCE), promoveu generalizagdo da memoria traumadtica para um ambiente semelhante ao
ambiente traumatico e diminuiu os pardmetros de interacdo social. Além disto, também foi
observada uma hipoativagdo do eixo HPA, com atenuag¢do dos niveis circulantes de
corticosterona nos animais apds as reexposicoes as situagdes de lembranca (Louvart et al.,
2005). Zhang et al. (2015) utilizaram-se desse mesmo modelo em camundongos, e seus
resultados indicaram que choque inescapavel nas patas, seguido de trés situacdes de
lembranga, aumentou as respostas de congelamento e ansiedade, com diminuicdo da
porcentagem de entradas e de tempo nos bragos abertos do LCE, assim como a evitacdo de
ambientes semelhantes ao ambiente traumatico inicial. Neste estudo ainda, a cetamina, um
antagonista de receptores NMDA, apresentou efeitos terapéuticos, revertendo os
comportamentos induzidos pelo modelo de TEPT citado.

Costa (2008) avaliou os efeitos comportamentais do modelo de TEPT proposto por
Pynoos et al. (1996) em camundongos machos, utilizando a Caixa Claro-Escuro (CCE).
Neste procedimento, os animais foram expostos a um evento aversivo (choque nas patas) no
primeiro dia de teste, quando entraram no lado escuro (LE) da CCE. No sétimo, décimo
quarto e vigésimo primeiro dia apos o condicionamento, os animais foram reexpostos ao LE
(ambiente onde o choque foi apresentado) ou lado claro (LC) da caixa (ambiente anterior a
apresentacdo do evento aversivo). No vigésimo nono dia, os animais foram testados no LCE e
no trigésimo quarto dia foram expostos novamente a CCE. Os resultados obtidos mostraram
que um breve e unico choque nas patas, seguido de situacdes de lembranga, induz alteragdes
comportamentais por mais de um més apos o evento aversivo, € a reexposi¢ao as situagdes de
lembranga no LC da CCE aumentos os parametros convencionais de ansiedade avaliados no
LCE e no teste na CCE, sugerindo uma sensibilizagdo comportamental induzida pelo modelo
(Costa, 2008). Por outro lado, a exposicao ao local onde o choque foi apresentado (LE) nao
resulta em aumento das respostas emocionais de defesa, sugerindo a ocorréncia de extingao.
Ainda, a sensibilizacdo das respostas emocionais induzidas pela exposicdo as situagdes de
lembranga ¢ reduzida pela administracdo sistémica de midazolam (agonista GABA-

benzodiazepinico) ou de sertralina (inibidor seletivo de receptagao de serotonina).
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Assim, o modelo de TEPT com choque inescapavel nas patas mostrou-se capaz de
reproduzir as alteragdes comportamentais e fisioldgicas do transtorno, e de responder ao uso
de medicamentos utilizados no tratamento clinico, sugerindo que o modelo de TEPT para
camundongos pode ser uma ferramenta util no entendimento dos mecanismos subjacentes a
este transtorno (Louvart et al., 2005; Stam, 2007; Costa, 2008; Hendriksen, Olivier &
Oosting, 2014).
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5. ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL

A influéncia do enriquecimento ambiental (EA) tem sido estudada em diversas
espécies, como peixes (Roberts, Taylor & Leaniz, 2012), porcos (Douglas, Bateson, Walsha,
Bedué, & Edwards, 2012), ursos (Anderson, Arun & Jensen, 2010), ratos (Simpson & Kelly,
2011), camundongos (Gross, Richter, Engel & Wiirbel, 2012) entre outras, e tem apresentado
efeitos benéficos em diversos modelos animais de doengas do sistema nervoso ¢
psicopatologias, como doenga de Alzheimer, Parkinson, sindrome do X fragil, sindrome de
Down e esquizofrenia (Nithianantharajah & Hannan, 2006; Pang & Hannan, 2013). A
estimulagdo ambiental também tem sido estudada em humanos, para tratamento de pessoas
com lesdes cerebrais graves, tendo como resultado a regressdo completa ou quase completa
do quadro patoldgico (Izquierdo, 2011a).

O enriquecimento ambiental consiste na exposi¢cdo de animais jovens ou adultos, por
semanas ou meses, a ambientes ricos em estimulacdo sensorial, os quais proporcionam a
apresentacdo de padrio comportamental variado, levando a efeitos comportamentais e
neurobioldgicos duradouros (Rosenzweig. Bennett & Diamond, 1972; Fernandez-Teruel et
al., 2002). Um ambiente enriquecido pode ser considerado como uma combinagdo de
aumento de relagdes sociais, de exercicios fisicos e interagdes com estimulos ndo-sociais que
geram modificagdes comportamentais e neuronais (Leggio et al., 2005). Segundo Harris,
D’Eath e Healy (2009), o enriquecimento ambiental permite o contato dos animais com
novos objetos e situacdes desafiadoras sem consequéncias aversivas, o que 0s permite
lidarem melhor com a novidade.

De forma resumida, Hirase e Shinohara (2014) destacam trés consideragdes sobre o
enriquecimento ambiental: 1) sdo ambientes amplos, e possuem diferentes objetos, tais como
brinquedos, tuneis e rodas de exercicio, que promovem experiéncia motora e sensorial; 2) os
objetos sdo trocados semanalmente, mantendo a curiosidade e alta exploracdo; e 3), os
animais sao alojados em grupo, promovendo a interacao social.

Segundo Simpson e Kelly (2011), os procedimentos de enriquecimento ambiental
apresentam variacdes quanto a duracdo, tamanho das caixas, objetos e idade no inicio do
procedimento, dificultando a comparag@o dos resultados obtidos. Além disso, muitos estudos
comparam os efeitos do enriquecimento ambiental com os do isolamento social, o que
prejudica a identificacdo de seus reais efeitos, ja que o proprio isolamento social resulta em

alteragdes comportamentais.



40

De modo geral, diversos estudos indicam que animais expostos ao enriquecimento
ambiental apresentam desempenho melhor em muitas tarefas, se comparados a animais
criados em ambientes pobres em estimulagdo (para uma revisdo, ver, Simpson & Kelly,
2011). Os resultados da exposi¢ao de animais a ambientes enriquecidos tém mostrado uma
melhora na aprendizagem, principalmente espacial (Fernandez-Teruel et al., 2002; Arnaiz et
al., 2004; Arnaiz et al., 2006), na memoria de curto prazo (Soffié, Hahn, Terdo & Eclancher,
1999; Fernandez-Teruel ef al., 2002; Bruel-Jungerman, Laroche & Rampon, 2005), memoria
emocional (Woodcock & Richardson, 2000), resolucdo de problemas (Diamond, 2001;
Fernandez-Teruel et al, 2002) e prevencdo do declinio cognitivo relacionado ao
envelhecimento (Harati et al., 2009; Blanco, Gon & Estanislau, 2012), apresentando ainda
efeito antidepressivo (Brenes, Rodriguez & Fornaguera, 2008; Brenes, Padilla & Fornaguera,
2009) e ansiolitico (Benaroya-Milshtein ef al., 2004; Duman, Schlesinger, Russell & Duman,
2008).

Além disso, de acordo com Mitra e Sapolsky (2012), o enriquecimento ambiental
favorece o aumento de comportamentos protetivos que sdo importantes para a sobrevivéncia
da espécie, como evitagdo ao predador e avaliacdo de risco no teste de aversao ao odor do
predador, resultando numa menor exposi¢do desses animais ao perigo iminente, aumentando
assim suas chances de sobrevivéncia.

Em relagdo as alteragdes neurobioldgicas, o enriquecimento ambiental resulta em
aumento da espessura do cortex cerebral e do tamanho dos neurdnios (Rosenzweig et al.,
1972), favorece a neurogénese hipocampal, ramificacdo dendritica e formagdo sinaptica,
reforco do potencial de longa duracdo e aumento da atividade central monoaminérgica e
colinérgica (Van Praag, Kempermann & Gage, 2000; Hughes & Collins, 2010, Hirase &
Shinohara, 2014). Andin, Hallbeck, Mohammed & Marcusson (2007) relataram também o
aumento dos receptores de glutamato do tipo AMPA e NMDA no hipocampo, além de
reducdo dos transportadores de glutamato, e Zhu et al. (2006) e Ickes ef al. (2000), relataram
que animais enriquecidos apresentam aumento no indice de BDNF (Brain Derived
Neurotrophic Factor) no cerebelo, hipocampo dorsal (relacionado a memoria espacial) e
ventral (comportamento emocional) e em areas corticais.

E ainda, de acordo com Sampedro-Piquero, Begega & Arias (2014), o EA resulta em
aumento nos receptores de glicocorticoides no hipocampo, o que se relacionaria com uma

melhor adaptacao frente a estressores e estratégias mais ativas em situagdes ansiogénicas.
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Benaroya-Milshtein, Hollander, Apter & Kukulansky (2004) avaliaram os efeitos do
enriquecimento ambiental no comportamento e niveis de corticosterona em camundongos
expostos ao modelo de TEPT proposto por Pynoos et al. (1996), e sugerem que os animais
enriquecidos sdo menos afetados pelo estresse. Larsson et al. (2002) e Hendriksen et al.
(2010) também demonstraram que animais enriquecidos sdo mais resilientes a estressores
fortes e se recuperam mais rapidamente dos efeitos do condicionamento aversivo e ainda,
Hutchinson et al. (2012) afirmaram que o enriquecimento ambiental antes, durante ou apos o
procedimento de estresse cronico foi capaz de atenuar os déficits de aprendizagem espacial
induzidos por este. Considerando as informagdes apresentadas, o presente trabalho levanta a
hipotese de que o enriquecimento ambiental possa amenizar os efeitos do estresse induzido

nos camundongos pelo modelo de TEPT.
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6. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do enriquecimento ambiental nos comportamentos relacionados a

ansiedade e memoria em camundongos submetidos a um modelo de TEPT.

6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar a influéncia da estimula¢do aversiva nos comportamentos relacionados a
ansiedade e memoria em camundongos, por meio dos testes CCE, LCE e RO.

Verificar a influéncia de diferentes reexposi¢des a situagdo de lembranca do evento
traumatico nos comportamentos relacionados a ansiedade ¢ memoria em camundongos.

Avaliar a influéncia do enriquecimento ambiental nos comportamentos relacionados a
ansiedade e memoria em camundongos, por meio dos testes CCE, LCE e RO.

Investigar os efeitos do enriquecimento ambiental no modelo de TEPT, com

reexposigdes a situacao de lembranca de diferentes duracdes.
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7. MATERIAL E METODO

7.1. SUJEITOS

Foram utilizados 161 camundongos machos, da linhagem suigo-albino, com 21 dias
de idade no inicio do experimento (imediatamente apds o desmame), provenientes do biotério
central da Universidade Federal de Sao Carlos-UFSCar, pesando entre 45-50 gramas no dia
da estimulagdo aversiva. Os animais foram agrupados em caixas coletivas convencionais (41
x 34 x 16 cm) ou em caixas de ambiente enriquecido, 8-10 animais por caixa, mantidos em
condi¢des controladas de temperatura (24 + 1 °C), umidade (55 + 5%), luz (ciclo claro/escuro
de 12/12 horas, luzes acessas as 7:00 horas) e livre acesso ao alimento e agua, exceto durante
as sessoes de teste.

A idade dos animais para inicio do experimento foi selecionada com base em estudos
que demonstram que as experiéncias no primeiro més de vida contribuem significativamente
para o desenvolvimento posterior, por este ser um periodo bastante sensivel (Simpson &

Kelly, 2011).

7.2. EQUIPAMENTOS

7.2.1. Enriquecimento ambiental

A caixa de enriquecimento ambiental (Figura 6) consistiu em uma caixa de metal,
com medidas de 38 x 42,5 x 26 cm, e trés andares interligados por escadas (importada por
American Pets, Brasil). Internamente a caixa possuia tubos coloridos que davam acesso a
diferentes partes da caixa, uma roda de exercicios, uma casa colorida, um bebedouro, 2
reservatorios para comida que eram colocados em diferentes locais da caixa. Semanalmente,
dois diferentes objetos foram colocados no interior da caixa, sendo estes: bolas coloridas de
diferentes tamanhos, pecas de jogo de encaixe (tipo Lego®), animais de plastico, sinos, tubo,
bola com pontas e escova com cerdas macias (modificado de Sztainberg & Chen, 2010;

Simpson & Kelly, 2011).
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A

Figura 6 - Caixa de Enriquecimento Ambiental. Fonte: O autor.

7.2.2. Caixa Claro-Escuro (CCE)

A CCE foi feita de acrilico escuro, medindo 60 x 47 x 29 cm (Insight®, Brasil),
formada por um compartimento claro (28 x 47 x 29 cm) e um compartimento escuro (20 x 47
X 29 cm), interligados por uma porta do tipo guilhotina (7 x 7 cm). O assoalho dos
compartimentos era formado por 35 barras de metal, estando as barras do compartimento
escuro ligadas a um emissor de choque (Insight®, Brasil). No teto do lado claro encontrava-

se uma lampada de LED de 275 lux, que podia ser acesa manualmente (Figura 7).



Figura 7 - Caixa Claro-Escuro. Fonte: O
autor.

Figura 8 - Caixa Claro-Escuro
Modificada. Fonte: O autor.

7.2.3. Caixa Claro-Escuro modificada (CCEm)
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A CCEm (Figura 8) consistiu em uma caixa de madeira de 50 x 40 x 60 cm, formada

por um compartimento claro (50 x 40 x 30 cm) e um escuro (50 x 40 x 30 cm), interligados

por uma porta guilhotina (10 x 10cm). O compartimento claro possuia paredes com listras

pretas verticais, sendo iluminado por uma lampada de aproximadamente 300 lux (adaptado

de Bourin & Hascoet, 2003).

7.2.4. Labirinto em cruz elevado (LCE)

O LCE (Figura 9) consistiu em um labirinto de madeira em forma de cruz, com bragos

de 30 cm de comprimento por 5 cm de largura, unidos por uma plataforma central de 5 x 5

cm e paredes dos bragos fechados com 15 cm de altura, permanecendo a 38,5 cm do solo

(adaptado de Lister, 1987).
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Figura 9 - Labirinto em cruz elevado. Fonte: O autor.

7.2.5. Teste de memoria de reconhecimento de objetos (RO)

Para o desenvolvimento do teste de reconhecimento de objetos, foi utilizado uma
arena redonda de acrilico transparente (Insight®, Brasil), com 28 cm de didmetro e 30 cm de
altura (Figura 10). Os objetos consistiram de duas pegas idénticas de metal, medindo 4 cm de
altura e 3 cm de diametro (objetos A e B), e uma garrafa de vidro fumé, com 8,5 cm de altura
e 3,5 cm de diametro (objeto C), apresentados na Figura 11 (adaptado de Akkerman et al.,
2012).

Figura 10 - Arena. Fonte: O autor. Figura 11 - Objetos C, A e B,
respectivamente, utilizados no teste RO.
Fonte: O autor.
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8. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental foi dividido em procedimento de enriquecimento
ambiental, procedimento aversivo, com uma sessdo de condicionamento aversivo e trés
sessOes de reexposicao a situacao de lembranca (SL), Experimento 1, com testes de retengao
e generalizacdo da memoria aversiva (CCE e CCEm) e Experimento 2, com testes de
ansiedade (LCE) e de memoria de reconhecimento (RO).

A Figura 12 abaixo apresenta um esquema geral do delineamento experimental.

Experimento 1

CCE CCEm
INiCIO DO
ENRIQUECIMENTO . ¢
AMBIENTAL
PROCEDIMENTO AVERSIVO Dia 60 Dia 62
8 . . . T
Dia 1 Dia 32 Dia 39 Dia 46 Dia 53
L ] [ ] L]

Dias0 Dia62 Diaé&3

CONDICIONAMENTO g1 SL2 sL3 LCE TREINO TESTE
AVERSIVO RO RO

Experimento 2

Figura 12 - Esquema geral do delineamento experimental. Fonte: O autor.

Ao final de cada sessdo, os animais foram devolvidos para as respectivas caixas de
alojamento, enriquecimento ambiental ou convencional, conforme estabelecido previamente.
Em todos os testes, ap0s a retirada de cada animal, o aparato foi limpo com solucao de alcool
20%. Os objetos utilizados no teste RO foram limpos com solugdo de alcool 70%. Os testes
foram conduzidos durante a fase clara do ciclo de luz (08h30 - 17h00), e todas as exposigdes
foram filmadas para posterior andlise, com o auxilio do software para registro

comportamental X-PLO-RAT V.1.1.0, 2005 (Garcia, Cardenas & Morato, 2011).
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8.1. ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL (EA)

Para o procedimento de enriquecimento ambiental, os animais foram divididos em
dois grupos: animais ndo enriquecidos (NE) e animais enriquecidos (EA).

Os animais nao enriquecidos (NE) foram alojados em caixas padrao (8-10 animais por
caixa) e os animais com enriquecimento ambiental (EA) permaneceram alojados em caixas
enriquecidas (8-10 animais por caixa) com tubos coloridos, roda de exercicios e casa
colorida, mantidos constantes durante o experimento. Os outros objetos, tais como, bolas
coloridas de diferentes tamanhos, pecas de jogo de encaixe (tipo Lego®), animais de plastico,
sinos, tubo, bola com pontas e escova com cerdas macias, foram trocados semanalmente
(adaptado de Sztainberg & Chen, 2010; Simpson & Kelly, 2011, Blanco et al. 2012). Nos
dois tipos de alojamento, NE e EA, os equipamentos foram limpos e a maravalha trocada trés
vezes por semana.

Antes do inicio do procedimento aversivo, os animais dos grupos NE e EA
permaneceram por 32 dias alojados em suas respectivas caixas, conforme descrito acima, e as
mesmas condig¢des de alojamento foram mantidas durante a realizacdo de todo o protocolo

experimental, aproximadamente oito semanas.

8.2. PROCEDIMENTO AVERSIVO

Para a realizacdo do procedimento aversivo, os animais foram divididos em: grupos
que ndo receberam estimulacdo aversiva (sem choque- NESCH e EASCH) e grupos que
receberam estimulacdo aversiva (com choque- NESSL, NEIMIN e NEIOMIN e EASSL,
EAIMIN e EA10MIN). O procedimento aversivo foi realizado na CCE, adaptado de Costa
(2008)>.

2 No procedimento de Costa (2008), o condicionamento aversivo foi realizado com a apresentacdo de 10
choques de 0,3mA, ao longo de 10 segundos, com 0s animais pesando entre 28-33 gramas. As reexposicles a
SL tiveram duracdo de 2 minutos. Em fungdo de estudos prévios realizados em nosso laboratério (dados nao
mostrados), no presente estudo utilizou-se um choque scrambled continuo de 0,5 mA por 10 segundos, visto que
0s animais pesavam entre 45-50 gramas no dia do procedimento aversivo, e reexposi¢des a SL por 1 ou 10
minutos, uma vez que com reexposices de 2 minutos ocorreu uma variabilidade comportamental bastante alta,
e alguns animais ja apresentaram possivel extingdo dos comportamentos.
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8.2.1. Condicionamento aversivo — 32° dia

No dia do condicionamento, os animais foram colocados individualmente no centro
do compartimento escuro (LE) da CCE, onde permaneceram por 2 minutos. Apos este
periodo, a porta guilhotina foi aberta, permitindo que o animal explorasse o compartimento
claro (LC) da caixa. A luminaria do LC foi mantida apagada até a entrada do animal nesse
compartimento. Quando o animal retornou ao compartimento escuro, a passagem foi
novamente fechada, e entdo realizada a estimulagdo elétrica nas patas (choque scrambled
continuo de 0,5 mA por 10 segundos). Em seguida, o animal foi retirado do aparato e
devolvido para a caixa de enriquecimento ambiental ou caixa convencional para agrupamento
em coldonia, de acordo com o grupo. Os animais do grupo SCH permaneceram por 10

segundos no LE da CCE, mas ndo receberam estimulagao aversiva.

8.2.2. Procedimento de reexposi¢cio a Situacdo de Lembranca (SL) —39°, 46° e
53° dias

Nos dias 39, 46 e 53, os animais foram expostos ao LC do aparato por um (grupos
NEIMIN e EAIMIN) ou dez minutos (NE10MIN e EA10MIN) com a passagem fechada e a
luminaria acesa. Passado esse tempo, o animal foi retirado do aparato. Os animais dos grupos
NESCH, EASCH, NESSL ¢ EASSL nao passaram por reexposi¢do a situacdo de lembranga.

A Tabela 1 a seguir apresenta uma sintese dos grupos formados durante todo o

procedimento.



Tabela 1

Grupos experimentais formados durante o procedimento:
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Grupos Enriquecimento Choque Situac¢do de Numero de Numero de Numero

ambiental lembranca sujeitos sujeitos total de

(EA) (SL) Experimento  Experimento  sujeitos
NESCH Nao Nao Nao ; 21 1 20
EASCH Sim Nao Nao 11 11 22
NESSL Nao Sim Nao 9 11 20
EASSL Sim Sim Nao 9 11 20
NEIMIN Nao Sim 1 minuto 10 9 19
EAIMIN Sim Sim 1 minuto 10 11 21
NE10MIN Nao Sim 10 minutos 10 11 21
EA10MIN Sim Sim 10 minutos 8 10 18

Fonte: O autor.

Sete dias apds a ultima reexposi¢do a SL, os animais foram submetidos a apenas uma
das sequencias de experimentos: Experimento 1: teste de memoria aversiva na CCE e de
generalizagdo da memoria aversiva na CCEm, ou Experimento 2: teste de sensibilizagdo

comportamental no LCE e de memoéria de reconhecimento de objetos (RO).

8.3. EXPERIMENTO 1:

8.3.1. Experimento 1A- Teste de memoria aversiva na CCE - 60° dia

Sete dias apos a ultima SL, os animais do Experimento 1 foram individualmente

colocados no centro do compartimento claro da caixa (com a luz acesa e passagem entre

3 Os experimentos foram divididos em duas sequencias, pois segundo Ribeiro, Ferreira, Costa e Costa (2010),
Ribeiro (2010) e estudos prévios realizados em nosso laboratério (dados ndo mostrados), a pré exposicdo ao
LCE resultou em alteracbes nos comportamentos avaliados no CCE, assim como a exposi¢do prévia a CCE
também resultou em alteracéo das respostas apresentadas no LCE.
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compartimentos aberta) com a cabecga voltada para a abertura de passagem, permitindo a
exploracdo do ambiente por 5 minutos no aparato. As medidas comportamentais avaliadas
foram laténcia: de entrada no LE (tempo que o animal levou do momento em que foi
colocado no compartimento claro até a primeira passagem com as quatro patas para o lado
escuro), tempo de permanéncia no LE (tempo total que o animal permaneceu com as 4 patas
no lado escuro) e total de entradas no LE (niimero total de vezes que o animal entrou com as
4 patas no ambiente escuro), assim como outros comportamentos como autolimpeza (limpar
qualquer superficie corporal com a lingua, dentes ou patas dianteiras), imobilidade (auséncia
de movimentos corporais, com exce¢ao de movimentos respiratorios), total de levantamentos
(elevagao do corpo sobre as patas traseiras) e de esticar (stretch attend posture, movimentos
de esticar o corpo e retornar a posic¢ao inicial) no lado claro do aparato (Cruz, Frei & Graeff,
1994; Rodgers & Johnson, 1995; Bourin & Hascoet, 2003). De acordo com Bourin e Hascoet
(2003) o aumento da entrada no lado claro da CCE, assim como aumento da atividade nesse

compartimento relaciona-se a um efeito ansiolitico.

8.3.2. Experimento 1B- Teste de generalizacio da memoria aversiva na CCEm —

62° dia

No 62° dia, quarenta e oito horas ap6s o teste na CCE, os animais do Experimento 1
foram individualmente colocados no centro do LC da CCEm (com a luz acesa e passagem
entre compartimentos aberta) com a cabega voltada para a abertura de passagem, tendo seus
comportamentos registrados por cinco minutos. Em seguida os animais foram retirados do
aparato.

Durantes o teste, foram observadas a laténcia de entrada no LE, o tempo de

permanéncia e total de entradas no LE.
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8.4. EXPERIMENTO 2

8.4.1. Experimento 2A- Avaliacio da ansiedade no LCE- 60° dia

Sete dias apds a ultima reexposicdo a SL, os animais do Experimento 2 foram
colocados individualmente no centro do LCE, com a cabega voltada para um dos bragos
abertos, tendo seus comportamentos registrados por 5 minutos.

Os parametros avaliados incluiram as seguintes medidas comportamentais: total de
entradas nos bracos fechados (EBF, quando o animal entrou com as 4 paras em um dos
bragos fechados), porcentagem de entrada nos bracos abertos (%EBA, calculada pelo total de
EBA/total de entradas em todos os bragos*100), porcentagem de tempo gasto nos bragos
abertos (%TBA, calculada pelo TBA/dividida por 300*100), frequéncia total de
levantamentos (elevagdo do corpo sobre as patas traseiras), esticar (stretch attend posture-
SAP, quando o animal estica o corpo e retorna a posicao inicial, sem locomog¢ao), frequéncia
total de mergulhos (head dipping, movimentos exploratérios com a cabeca em dire¢do ao
solo) e de mergulhos desprotegidos (realizados nos bragos abertos do labirinto) e tempo total
em imobilidade (auséncia de movimentos do corpo, com exce¢do de movimentos
respiratorios) (Lister, 1990; Cruz, Frei & Graeff, 1994; Rodgers & Johnson, 1995; Carobrez
& Bertoglio, 2005; Tabach, 2011). De acordo com Rodgers, Cao, Dalvi € Holmes (1997), a
% de EBA e %TBA correspondem a medidas de ansiedade no LCE, o esticar (SAP) a
avaliacdo de risco, enquanto os indices de EBF e mergulhos avaliam atividade locomotora e

exploratdria, respectivamente.

8.4.2. Experimento 2B- Teste de memoria de reconhecimento de objetos- 62° dia

Vinte e quatro horas ap6s o LCE, os animais do Experimento 2 foram submetidos ao
teste de memoria de reconhecimento de objetos, um teste de memoria nao aversiva, que se
baseia na tendéncia do animal a explorar mais o objeto novo do que o familiar, que foi
composto por uma sessdo de habituacdo ao aparato, uma sessdo de reino e uma sessdao de
teste.

Na sessao de habituagdo, os animais foram colocados individualmente no centro da
arena, sem nenhum objeto, onde permaneceram por 10 minutos explorando livremente o

ambiente. Vinte e quatro horas apos a sessdo de habituagdo, na sessdo de treino, os animais
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foram colocados individualmente na arena, com o focinho voltado para a parte posterior da
arena, com os objetos A e B dispostos paralelamente, onde permaneceram por 10 minutos. A
sessdo de teste foi realizada vinte e quatro horas apos a sessdo de treino, sendo o animal
colocado na parte posterior da arena, com os objetos A e C dispostos paralelamente para
exploracao por 10 minutos (Braida et al., 2013; Kazlauckas et al., 2011).

Para a analise do teste, utilizou-se como medidas a porcentagem de tempo em contato
com os objetos A (%TA) e B (%TB) no dia do treino, a porcentagem de tempo em contato
com o objeto A (%TA) e C (%TC) no dia do teste e o indice de discriminagdo d1
(d1=TC/TA+TC) (Akkerman et al., 2012).



54

9. ETICA

Os experimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Sao Carlos- UFSCar (CEUA-UFSCar), protocolo CEUA n°
010/2012 e estao de acordo com as recomendacdes do Conselho Nacional de Controle de

Experimentacdo Animal (CONCEA).
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10. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos na CCE no dia do condicionamento aversivo e a porcentagem
de tempo no teste de RO foram submetidos ao teste ¢ de Student para amostras independentes.

Os resultados da porcentagem de tempo em imobilidade durante as reexposicoes a SL
foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) para medidas repetidas.

Os resultados dos testes da CCE, CCEm, LCE e o indice de discriminagdo do teste
RO foram submetidos a anélise de varidncia (ANOVA) de dois fatores (fatorl: alojamento x
fator 2: procedimento aversivo).

Os valores de p menores ou iguais a 0,05 foram considerados significativos. Quando
os valores de p foram significativos, foi realizado o teste de comparagdes multiplas de

Duncan.
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11. RESULTADOS

Os resultados sdo apresentados da seguinte forma: inicialmente apresentam-se os
resultados de laténcia de entrada e permanéncia no LC da CCE no 32° dia do procedimento
(condicionamento aversivo, anterior ao choque) e a porcentagem de tempo em imobilidade
durante as reexposicdes a situacdo de lembranga (39°, 46° e 53° dias). Apos, sdo descritos os
resultados do Experimento 1: teste de retengdo da memoria aversiva na CCE [60° dia] e de
generalizagdo da memoria aversiva na CCEm [62° dia]) e do Experimento 2: teste de

ansiedade no LCE [60°dia] e de memdria de reconhecimento de objetos [62°dia]).

11.1. AVALIACAO DOS EFEITOS DO ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL NA
LATENCIA DE ENTRADA E PERMANENCIA NO LC DA CCE NO 32° DIA DO
PROCEDIMENTO

As Figuras 13 e 14 apresentam os comportamentos avaliados na CCE, no 32° dia do
procedimento (condicionamento aversivo), durante o periodo anterior a apresentacdo do

choque.
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Figura 13 - Efeitos do enriquecimento ambiental na laténcia de entrada no LC da
CCE. As barras indicam a média e o erro padrdo da média (M+EPM) da laténcia de
entrada no LC da CCE (n=80-81). * p < 0,05 comparado ao seu respectivo controle
NE (ndo enriquecido). Teste ¢ de Student. Fonte: O autor.
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Figura 14 - Efeitos do enriquecimento ambiental no tempo de permanéncia no LC
da CCE. As barras indicam a média e o erro padrio da média (ME+PM) da
permanéncia no LC da CCE (n=80-81). * p < 0,05 comparado ao seu respectivo
controle NE (ndo enriquecido). Teste ¢ de Student. Fonte: O autor.

A Figura 13 apresenta o efeito do enriquecimento ambiental sobre a laténcia de
entrada no LC da CCE. O teste ¢t de Student mostrou que os animais enriquecidos
apresentaram redugdo na laténcia de entrada no LC quando comparados aos animais nao
enriquecidos [7 (159) = 3,18, p<0,05].

A Figura 14 apresenta o efeito do enriquecimento ambiental sobre o tempo de
permanéncia no LC da CCE. O teste ¢ de Student mostrou que os animais enriquecidos

permaneceram menos tempo no LC que os animais nao enriquecidos [#159)= 4,64, p<0,05].

11.2. AVALIACAO DOS EFEITOS DA ESTIMULACAO AVERSIVA E DO
ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL NA IMOBILIDADE DURANTE AS
REEXPOSICOES A SL

As Figuras 15 e 16 apresentam a porcentagem de tempo em imobilidade durante as
reexposi¢des a SL de 1 e 10 minutos.

A Figura 15 apresenta a porcentagem de tempo em imobilidade dos grupos NEIMIN
e EAIMIN durante as sessdes de reexposi¢do a SL de 1 minuto. A ANOVA para medidas
repetidas mostrou efeito do alojamento [F(1,38) =4,23, p<0,05], indicando que os animais

EAIMIN apresentam maior tempo em imobilidade do que os animais NEIMIN. Em relagdo
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as reexposicoes, nao houve alteracdo do tempo em imobilidade ao longo das sessdes [F(2,76)

=1,17, p> 0,05]

ONE B EA

w L wul
o o o
1 1 )
*
*

Mo
o
[
—

%Tempo em imobilidade (%)
'_\
o

SL1 SL2 SL3

Figura 15 - Efeitos do enriquecimento ambiental na % de tempo em imobilidade nas
reexposicdes a SL de 1 minuto. As barras indicam a média e o erro padrio da média
(M+EPM) da % de tempo em imobilidade nas sessdes de reexposi¢cdo a SL de 1 minuto
(n=19-21). ANOVA para medidas repetidas. Fonte: O autor.
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Figura 16 - Efeitos do enriquecimento ambiental na % de tempo em imobilidade nas
reexposi¢des a SL de 10 minutos. As barras indicam a média e o erro padrdo da média
(M+EPM) da % de tempo em imobilidade nas sessdes de reexposi¢do a SL de 10 minutos
(n=18-21). * p < 0,05 comparado ao grupo NEMINI10 na mesma sessdo. # p < 0,05
comparado a sua respectiva SL1. ANOVA para medidas repetidas. Fonte: O autor.
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A Figura 16 apresenta a porcentagem de tempo em imobilidade dos grupos NE10MIN
¢ EA10MIN durante as sessdes de reexposi¢do a SL de 10 minutos. A ANOVA para medidas
repetidas mostrou efeito do alojamento [F(137) =15,06, p<0,05] na porcentagem de tempo em
imobilidade nas sessdes de reexposi¢do a SL de 10 minutos. De acordo com o teste de
Duncan, o grupo EA1OMIN apresenta maior tempo em imobilidade na SL1, SL2 e SL3, ¢
ainda, o grupo EAIOMIN apresentou reducdo no tempo total de imobilidade nas SL2 e SL3
em comparagdo a SL1 [F(2,74)=5,74, p<0,05]

Assim, os animais EA10MIN apresentam maior tempo de imobilidade do que o grupo
NE10OMIN, em todas as sessoes de reexposicdo. E ainda, nos animais EA, houve redug¢ao no

tempo total de imobilidade ao longo das reexposicdes.

11.3. EXPERIMENTO1: AVALIACAO DOS EFEITOS DO PROCEDIMENTO
AVERSIVO E DO ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL NA MEMORIA
TRAUMATICA EM CAMUNGONGOS

11.3.1. Experimento 1A- Teste de memoria na caixa claro/escuro (CCE)

As Figuras 17, 18 e 19 apresentam os efeitos do procedimento aversivo e

enriquecimento ambiental nos comportamentos avaliados no teste de memoria na CCE.

A Figura 17 apresenta o efeito procedimento aversivo e do enriquecimento ambiental
sobre a laténcia de entrada no LE da CCE em camundongos. A ANOVA de dois fatores
(alojamento e procedimento aversivo) mostrou efeito do procedimento aversivo [F(3,68)
=66,54, p<0,05] e da interagdo entre alojamento x procedimento aversivo [F(3,68) = 27,28,
p<0,05], sem demonstrar efeito do alojamento [F(1,68) =0,03, p>0,05], na laténcia de entrada
no LE da CCE.

De acordo com o teste de comparagdes multiplas de Duncan, o grupo NESSL e
NEIMIN apresentaram aumento da laténcia de entrada no LE quando comparados ao grupo
NESCH mostrando o efeito do choque e da reexposi¢cdo a SL por um minuto nesse parametro
comportamental.

O grupo NEIOMIN apresentou redugdo da laténcia de entrada no LE quando
comparado aos grupos NESSL e NEIMIN, demonstrando que a reexposicao a SL por 10

minutos reduziu este parametro comportamental.
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Os grupos EASSL, EAIMIN e EA10MIN apresentaram aumento na laténcia de
entrada no LE quando comparados ao grupo EASCH, mostrando o efeito do choque e das
reexposicdes a SL por um e 10 minutos. Além disso, a estimulagdo ambiental promoveu
aumento na laténcia de entrada no LE nos grupos EAIMIN e EA10MIN quando comparados
ao grupo EASSL.

O grupo EASSL apresentou reducdo na laténcia de entrada no LE quando comparado
ao grupo NESSL, e ainda, o grupo EAIOMIN apresentou aumento da laténcia de entrada no

LE quando comparado ao grupo NE1OMIN.
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Figura 17 - Efeitos do procedimento aversivo e do enriquecimento ambiental na laténcia de
entrada no LE da CCE. As barras indicam a média e o erro padrdo da média (M+EPM) da
laténcia de entrada no LE da CCE (n=8-11). * p < 0,05 comparado ao seu respectivo
controle SCH (sem choque). # p < 0,05 comparado ao grupo NE (ndo enriquecido). & p <
0,05 comparado ao grupo SSL (sem situa¢do de lembranga). $ p <0,05 comparado ao grupo
IMIN (com situagdo de lembranga de um minuto). ANOVA de dois fatores seguida pelo
teste de comparagdes multiplas de Duncan. Fonte: O autor.
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Figura 18 - Efeito do procedimento aversivo e do enriquecimento ambiental na
permanéncia no LE da CCE. As barras indicam a média e o erro padrio da média
(M+EPM) do tempo de permanéncia no LE da CCE (n=8-11). * p < 0,05 comparado ao seu
respectivo controle SCH (sem choque). # p < 0,05 comparado ao grupo NE (ndo
enriquecido). & p < 0,005 comparado ao grupo SSL (sem situacdo de lembranga). $ p <
0,05 comparado ao grupo 1MIN (situagdo de lembranga de um minuto). ANOVA de dois
fatores seguida pelo teste de comparagdes miltiplas de Duncan. Fonte: O autor.

A Figura 18 exibe o efeito do enriquecimento ambiental e do procedimento aversivo
no tempo total de permanéncia no LE da CCE. A ANOVA de dois fatores (alojamento e
procedimento aversivo) mostrou efeito do alojamento [Faes =4,96, p<0,05], do
procedimento aversivo [Faes)y =42,10, p<0,05] e da interacdo entre alojamento x
procedimento aversivo [F,68) =19,89, p<0,05] na laténcia de entrada no LE da CCE.

De acordo com o teste de comparagdes multiplas de Duncan, os grupos NESSL,
NEIMIN e NE10MIN apresentaram reducao no tempo de permanéncia no LE, demonstrando
o efeito do choque e das reexposicdes a SL por um ou 10 minutos neste parametro
comportamental. O grupo NE1OMIN apresentou aumento na permanéncia no LE quando
comparado aos grupos NESSL e NE1IMIN.

Nos grupos enriquecidos, os grupos EAIMIN e EAIOMIN apresentaram diminui¢ao
do tempo total de permanéncia quando comparados ao grupo EASCH, demonstrando o efeito
do choque com reexposi¢des a SL por um ou 10 minutos nesse parametro comportamental. O

grupo EASSL nao apresentou diferenga na permanéncia no LE quando comparado ao grupo
EASCH.
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O grupo EASCH apresentou menor permanéncia no LE do que o grupo NESCH,
sugerindo que, na auséncia do choque, o enriquecimento ambiental reduziu a ansiedade dos
animais. O grupo EASSL apresentou aumento na permanéncia no LE quando comparado ao
grupo NESSL, sugerindo que o enriquecimento ambiental ameniza o efeito do choque nesse
parametro comportamental. O grupo EATIOMIN apresentou reducao na permanéncia no LE
quando comparado ao grupo NE10MIN.

O grupo EASSL apresentou aumento do total de entradas quando comparado ao grupo
NESSL, e o grupo EA1IOMIN apresentou reducdo do total de entradas no LE quando
comparado ao grupo NE1OMIN.
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Figura 19 - Efeito do procedimento aversivo e do enriquecimento ambiental no total de
entradas no LE da CCE. As barras indicam a média e o erro padrdo da média (M+EPM) do
total de entradas no LE da CCE (n=8-11). * p < 0,05 comparado ao seu respectivo controle
SCH (sem choque). # p < 0,05 comparado ao grupo NE (ndo enriquecido). & p < 0,005
comparado ao grupo SSL (sem situagdo de lembranga). $ p < 0,05 comparado ao grupo
IMIN (situacao de lembranca de um minuto). ANOVA de dois fatores seguida pelo teste de
comparagdes multiplas de Duncan. Fonte: O autor.

A Figura 19 mostra o efeito do enriquecimento ambiental e do procedimento aversivo
no total de entradas do LE da CCE. A ANOVA de dois fatores (alojamento e procedimento
aversivo) mostrou efeito do procedimento aversivo [Fies) =45,11, p<0,05] e da intera¢do
entre alojamento x procedimento aversivo [Faesy =16,06, p<0,05], sem mostrar efeito
significativo do alojamento [F(1,68) =0,01, p>0,05] no total de entradas no LE da CCE.

De acordo com o teste de comparagdes multiplas de Duncan, os grupos NESSL e

NEIMIN apresentaram redu¢do do total de entradas no LE quando comparados ao grupo
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NESCH, indicando o efeito do choque e das reexposicoes a SL por um minuto neste
pardmetro comportamental. O grupo NEIOMIN apresentou aumento no total de entradas
quando comparado aos grupos NESSL e NEIMIN, indicando que a reexposi¢ao a SL por 10
minutos reverteu os efeitos do choque e da reexposi¢ao a SL por 1 minuto.

Nos grupos enriquecidos, os grupos EASSL, EAIMIN e EA10MIN apresentaram
reducdo no total de entradas no LE quando comparados ao grupo EASCH, indicando o efeito
do choque e das reexposi¢des a SL por um ou 10 minutos. Os grupos EATIMIN e EA1IOMIN
apresentaram reduc¢do no total de entradas quando comparados ao grupo EASSL.

A Tabela 2 apresenta outras medidas comportamentais exibidas pelos animais no LC

da CCE no dia do teste:
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Tabela 2

Efeitos do procedimento aversivo e do enriquecimento ambiental em outras medidas comportamentais apresentadas no LC da CCE

NE EA
Comportamentos SCH SSL 1IMIN 10MIN SCH SSL 1MIN 10MIN
Esticar 5,3£0,6  1,8+0,5 3,5+0,9 5,6£2.4 2,9+0,4  3,5+0,7 6,3£1,8 8,4+1,9*&
Levantar 11,6£1,5  3,6+1,3* 1,7+0,7* 7,8+1,4 21£2,2#  21+£3,6# 10,8+3,1#*&  10,7£2,6*&
Imobilidade 0+0 105,1+18,8* 70,2+14,2* 2,5+0,9&$ 0,9+0,4 14, +58%# 64,3+18,6%*& 49,6+1,4#*&
Autolimpeza 2,2+0,8 2,2+1,0 1,6£0,5  8,6+1,4*&S$ 3,4+0,8 2,0£1,7 3,0£1,0 16,9+4,7#* &S

Tabela 2. Os valores representam a média e erro padrdo da média (M£EPM) das outras medidas comportamentais apresentadas no LC da CCE no dia do teste (n=8-11). * p <
0,05 comparado ao seu respectivo controle SCH (sem choque). # p < 0,05 comparado ao grupo NE (ndo enriquecido). & p < 0,05 comparado ao grupo SSL (sem situacdo de

lembranga). $ p < 0,05 comparado ao grupo 1MIN (situagdo de lembranga de um minuto). ANOVA de dois fatores seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Duncan.
Fonte: O autor.
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Conforme apresentado na Tabela 2, para a frequéncia total de esticar, a ANOVA de
dois fatores (alojamento e procedimento aversivo) mostrou efeito do procedimento aversivo
[Fi.68) =3,30, p<0,05], sem mostrar efeito significativo do alojamento [F(1,68) = 1,53, p>0,05]
nem da interacdo entre alojamento x procedimento aversivo [F3es) = 1,67, p>0,05]. Segundo
o teste de comparagdes multiplas de Duncan, o grupo EAMIN10 apresentou aumento no total
de esticar quando comparado ao grupo EASCH ¢ EASSL.

Para a frequéncia total de levantamentos, a ANOVA de dois fatores (alojamento e
procedimento aversivo) mostrou efeito do alojamento [Faes)y =33,12, p<0,05], do
procedimento aversivo [Feg) =6,85, p<0,05] e da interag@o entre alojamento x procedimento
aversivo [F368) = 2,96, p<0,05].

Segundo o post hoc de Duncan, os grupos NESSL ¢ NEMIN1 apresentaram redugdo
no total de levantamentos quando comparados ao grupo NESCH, indicando o efeito do
choque e das reexposi¢cdes a SL por um minuto no comportamento exploratorio. Os grupos
EAIMIN e EAIOMIN apresentaram redugdo do total de levantamentos quando comparados
aos grupos EASCH e EASSL, indicando o efeito do choque com reexposi¢des a SL por um
ou 10 minutos nesse parametro comportamental. Os grupos EASCH, EASSL ¢ EAIMIN
apresentaram aumento no total de levantamentos quando comparados aos respectivos grupos
NESCH, NESSL e NEIMIN.

Quanto a imobilidade, a ANOVA de dois fatores (alojamento e procedimento
aversivo) mostrou efeito do procedimento aversivo [F3es) =12,65, p<0,05] e da interagao
entre alojamento x procedimento aversivo [Fiesy = 10,05, p<0,05], sem mostrar efeito
significativo do alojamento [F1,68) = 1,88, p>0,05].

Segundo o post hoc, os grupos NESSL e NEIMIN apresentaram aumento no tempo
total de imobilidade quando comparados ao grupo NESCH, demonstrando o efeito do choque
e das reexposicdes a SL por um minuto nesse parametro comportamental. Os grupos
EAIMIN e EA10MIN apresentaram aumento na imobilidade quando comparados ao grupo
EASCH e EASSL, demonstrando o efeito do choque com SL de um ou 10 minutos nesse
parametro.

O grupo EASSL apresentou redu¢do no tempo total de imobilidade quando
comparado ao grupo NESSL, sugerindo que o enriquecimento ambiental, na auséncia de SL,
diminuiu esse parametro comportamental. O grupo EA10MIN apresentou aumento no tempo

total de imobilidade quando comparado ao grupo NE10MIN.
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Em relacao a autolimpeza, a ANOVA de dois fatores (alojamento e procedimento
aversivo) mostrou efeito do alojamento [F (1,63) = 3,92, p=0,05], do procedimento aversivo [F
3.68) = 14,12, p<0,05] mas ndo da interagdo entre alojamento x procedimento aversivo [F3es)
=1,87, p>0,05] no tempo total de autolimpeza. De acordo com o teste de Duncan, o grupo
NE1OMIN apresentou aumente o no tempo total de autolimpeza quando comparado aos
grupos NESCH, NESSL e NEIMIN. O grupo EA10MIN apresentou aumento no tempo total
de autolimpeza quando comparado aos grupos EASCH, EASSL e EAIMIN. Quando
comparados entre si, 0 grupo EA1OMIN apresentou maior tempo de autolimpeza do que o

grupo NE10OMIN.

11.3.2. Experimento 1B- Teste de generalizacdo da memoria aversiva na caixa

claro/escuro modificada (CCEm)

As Figuras 20, 21 e 22 apresentam os efeitos do procedimento aversivo e do
enriquecimento ambiental ¢ do procedimento aversivo nos comportamentos avaliados no

teste de generalizagdo da memoria na CCEm.
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Figura 20 - Efeitos do procedimento aversivo e do enriquecimento ambiental na laténcia de
entrada no LE da CCEm. As barras indicam a média e o erro padrdo da média (M+EPM) da
laténcia de entrada no LE da CCEm (n=8-11). * p < 0,05 comparado ao seu respectivo
controle SCH (sem choque). & p < 0,005 comparado ao grupo SSL (sem situagcdo de
lembranga). $ p < 0,05 comparado ao grupo 1MIN (situagdo de lembranga de um minuto).
ANOVA de dois fatores seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Duncan. Fonte: O
autor.
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Figura 21 - Efeito do procedimento aversivo e do enriquecimento ambiental na
permanéncia no LE da CCEm. As barras indicam a média e o erro padrio da média
(M+EPM) do tempo de permanéncia no LE da CCEm (n=8-11). * p < 0,05 comparado ao
seu respectivo controle SCH (sem choque). # p < 0,05 comparado ao grupo NE (ndo
enriquecido). & p < 0,005 comparado ao grupo SSL (sem situacdo de lembranga). $ p <
0,05 comparado ao grupo 1MIN (situagdo de lembranga de um minuto). ANOVA de dois
fatores seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Duncan. Fonte: O Autor.

A Figura 20 mostra o efeito do procedimento aversivo e do enriquecimento ambiental
na laténcia de entrada no LE da CCEm. A ANOVA de dois fatores (alojamento e
procedimento aversivo) mostrou efeito do procedimento aversivo [Fies) =10,25, p<0,05],
sem mostrar efeito significativo do alojamento [F(16s) =0,00, p>0,05] e da interagdo entre
alojamento x procedimento aversivo [F3e8) = 2,09, p>0,05], na laténcia de entrada no LE da
CCEm

De acordo com o teste de comparagdo multiplas de Duncan, os grupos NEMINI1 e
EAMINI1 apresentaram aumento da laténcia de entrada no LE quando comparados aos
respectivos grupos NESCH e NESSL, EASCH e EASSL, sugerindo que os animais com
reexposicdo a SL por um minuto evitaram a entrada no LE da CCEm, generalizando esse
comportamento para um ambiente com caracteristicas semelhantes ao ambiente aversivo. O
grupo NE1OMIN apresentou redugdo na laténcia de entrada quando comparado ao grupo
NEIMIN.

A Figura 21 exibe o efeito do procedimento aversivo e do enriquecimento ambiental
na permanéncia no LE da CCE Modificada. A ANOVA de dois fatores (alojamento e

procedimento aversivo) mostrou efeito do alojamento [Faes =6,05, p<0,05], do
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procedimento aversivo [Fgesy =12,24, p<0,05] e da interagdo entre alojamento x
procedimento aversivo [F,8) = 6,26, p<0,05] na laténcia de entrada no LE da CCEm.

Segundo o post hoc, o grupo NEIMIN apresentou redugdo na permanéncia no LE
quando comparado ao grupo NESCH, demonstrando o efeito do choque com SL de um
minuto. O grupo NE1OMIN apresentou aumento na permanéncia no LE da CCEm quando
comparado aos grupos NESCH, NESSL e NEIMIN, demonstrando o efeito das reexposicdes
a SL por 10 minutos.

Os grupos EAMIN1 e EASSL apresentaram reducdo na permanéncia no LE da CCEm
quando comparado ao grupo EASCH, demonstrando o efeito do choque e das reexposicdes a
SL por um minuto neste parametro. O grupo EA1OMIN apresentou redu¢do na permanéncia

no LE quando comparado ao grupo NE10MIN.
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Figura 22 - Efeito do procedimento aversivo e do enriquecimento ambiental no total de
entradas no LE da CCEm. As barras indicam a média e o erro padrao da média (M+EPM)
do total de entradas no LE da CCEm (n=8-11). * p < 0,05 comparado ao seu respectivo
controle SCH (sem choque). # p < 0,05 comparado ao grupo NE (ndo enriquecido). & p <
0,05 comparado ao grupo SSL (sem situacdo de lembranca). ANOVA de dois fatores
seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Duncan. Fonte: O autor.

A Figura 22 expoe o efeito do procedimento aversivo e do enriquecimento ambiental
no total de entradas do LE da CCEm. A ANOVA de dois fatores (alojamento e procedimento
aversivo) mostrou efeito do alojamento [F(i6s) =25,78, p<0,05], do procedimento aversivo
[Faes) =12,06, p<0,05] e da interacdo entre alojamento x procedimento aversivo [F(3eg)

=3,70, p<0,05] no total de entradas no LE da CCEm.



69

De acordo com o teste de comparagcdes multiplas de Duncan, o grupo NEIMIN
apresentou redu¢do no total de entradas no LE quando comparado aos grupos NESCH,
NESSL e NE10MIN, indicando o efeito do choque com reexposi¢do a SL por um minuto.

Os grupos EASSL, EAIMIN e EA10MIN apresentaram redugao no total de entradas
quando comparados ao grupo EASCH, sugerindo o efeito do choque e das reexposigdes a SL
por um ou 10 minutos neste pardmetro. Os grupos EAIMIN ¢ EA10MIN apresentaram
reducdo do total de entradas quando comparado ao grupo EASSL, sugerindo o efeito das
reexposi¢des a SL, por um ou 10 minutos, neste pardmetro.

Os grupos EASCH e EASSL apresentaram aumento no total de entradas no LE
quando comparados aos respectivos grupos NESCH e NESSL (Figura 22), sugerindo que o
enriquecimento ambiental, na auséncia do choque ou das reexposigdes a SL, aumentou a

atividade exploratoria e amenizou os efeitos do choque neste parametro.

11.4. EXPERIMENTO 2- AVALIACAO DOS EFEITOS DO PROCEDIMENTO
AVERSIVO E DO ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL NA ANSIEDADE E
MEMORIA EM CAMUNDONGOS

11.4.1. Experimento 2A- Avaliacdo da ansiedade no labirinto em cruz elevado

(LCE)

As Figuras 23, 24, 25 e 26 apresentam os efeitos do procedimento aversivo e do
enriquecimento ambiental nos comportamentos avaliados no Teste de sensibilizagdo

comportamental no LCE.
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Figura 23 - Efeitos do procedimento aversivo e do enriquecimento ambiental na %TBA no
LCE. As barras indicam a média e o erro padrdo da média (M+EPM) da %TBA no LCE
(n=9-11). * p < 0,05 comparado ao seu respectivo controle SCH (sem choque). # p < 0,05
comparado ao grupo NE (ndo enriquecido). ANOVA de dois fatores seguida pelo teste de
comparagdes multiplas de Duncan. Fonte: O autor.

A Figura 23 mostra o efeito do procedimento aversivo e do enriquecimento
ambiental sobre a porcentagem de tempo gasto nos bracgos abertos (%TBA) no LCE. A
ANOVA de dois fatores (alojamento e procedimento aversivo) mostrou efeito do
alojamento [F(,77) =7,20, p<0,05] e da interagdo entre alojamento x procedimento
aversivo [F 3,77)=3,06, p<0,05], sem demonstrar efeito do procedimento aversivo [F, 77)
=0,91, p>0,05] na %TBA no LCE. De acordo com o teste de compara¢des multiplas de
Duncan, nos animais NE, o procedimento aversivo sem situacdo de lembranga (NESSL) e
com SL de 1 minuto (NE1IMIN) produziu diminuicdo da %TBA quando comparados ao
grupo NESCH. Os animais enriquecidos EASSL e EAIMIN apresentaram aumento na
%TBA quando comparados aos respectivos grupos NESSL e NEIMIN.
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Figura 24 - Efeitos do procedimento aversivo e do enriquecimento ambiental na %EBA do
LCE. As barras indicam a média e o erro padrdo da média (M+EPM) da %EBA do LCE
(n=9-11). * p < 0,05 comparado ao seu respectivo controle SCH (sem choque). # p < 0,05
comparado ao grupo NE (ndo enriquecido). ANOVA de dois fatores seguida pelo teste de
comparagdes multiplas de Duncan. Fonte: O autor.
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Figura 25 - Efeitos do procedimento aversivo e do enriquecimento ambiental na frequéncia
total de esticar do LCE. As barras indicam a média e o erro padrao da média (M+EPM) da
frequéncia total de esticar no LCE (n=12-13). # p < 0,05 comparado ao grupo NE (ndo
enriquecido). ANOVA de dois fatores seguida pelo teste de comparacdes multiplas de
Duncan. Fonte: O autor.

A Figura 24 apresenta os efeitos do procedimento aversivo e do enriquecimento
ambiental na porcentagem de entrada nos bragos abertos (%EBA) do LCE. A ANOVA de

dois fatores (alojamento e procedimento aversivo) mostrou efeito alojamento [F(i,77)
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=18,33, p<0,05] e da interagdo entre alojamento x procedimento aversivo [F@377) =3,43,
p>0,05], sem demonstrar efeito do procedimento aversivo [F3,77)=1,66, p>0,05] na %EBA
do LCE. O post hoc mostrou que o grupo NEIMIN apresentou redu¢do na %EBA quando
comparado aos grupos NESCH e NESSL, e o grupo EAIMIN apresentou aumento na
%EBA quando comparados ao respectivo grupo NE1IMIN.

A Figura 25 expde os efeitos do procedimento aversivo e do enriquecimento
ambiental na frequéncia total de esticar (SAP) do LCE. A ANOVA de dois fatores
(alojamento e procedimento aversivo) mostrou efeito alojamento [F1,77) =21,79, p<0,05],
sem demonstrar efeito do procedimento aversivo [F3,77) =0,35, p>0,05] ¢ da interagao
entre alojamento x procedimento aversivo [F377) =0,72, p>0,05] na frequéncia total de
esticar no LCE. O post hoc mostrou que os grupos EASCH, EASSL ¢ EAIMIN
apresentaram reducdo na frequéncia total de esticar quando comparados aos seus

respectivos grupos NESCH, NESSL e NEIMIN.
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Figura 26 - Efeitos do procedimento aversivo e do enriquecimento no total de EBF do LCE.
As barras indicam a média e o erro padrdo da média (M+EPM) do total de EBF do LCE
(n=12-13). # p < 0,05 comparado ao grupo NE (ndo enriquecido). ANOVA de dois fatores
seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Duncan. Fonte: O autor.

A Figura 26 demonstra os efeitos do procedimento aversivo e do enriquecimento
ambiental no total de entradas nos bragos fechados (EBF) do LCE. A ANOVA de dois
fatores (alojamento e procedimento aversivo) mostrou efeito alojamento [F(,77) =69,731,
p<0,05], sem demonstrar efeito do procedimento aversivo [F77)=1,05, p>0,05] nem da

interagdo entre alojamento x procedimento aversivo [F77) =1,49, p>0,05] no total de EBF
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do LCE. O teste de comparacdes multiplas de Duncan mostrou que os grupos de animais
enriquecidos (EASCH, EASSL, EAIMIN e EA10MIN) apresentaram aumento no total de
EBF quando comparados aos seus respectivos grupos NE (NESCH, NESSL, NEIMIN e
NE10MIN).

A Tabela 3 mostra os efeitos do procedimento aversivo e do enriquecimento

ambiental sobre os outros comportamentos avaliados no LCE.
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Tabela 3

Efeitos do procedimento aversivo e do enriquecimento ambiental em outras medidas comportamentais apresentadas no LCE.

NE EA
Comportamentos SCH SSL IMIN 10MIN SCH SSL IMIN 10MIN
Levantar 83+1,4 56+l 4 8,342,3 98+1,3  10,2+1,2  6,9+1,2 6,4+1,9 6,8+1,2
Imobilidade 3,743,3  7,242,6 2,5+1,3 2,6£2,5 00 1,0£0,74  0,2+0,2 0,120,1
Mergulhar 272+1,6 22,8422 223427 33,4+6,6&S$ 26,7+1,8 27,5+3,0 42,0+3,0%#&  33,6+3,7$
Mergulhar Desprotegido  13+1,6  58+1,1  3,6x1,3* 94426  88+1,6 10,5428  13,9+3,0# 11,742,7

Tabela 3. Os valores representam a média e erro padrdo da média (M+EPM) dos outros indices comportamentais apresentados no LCE (n=12-13). * p < 0,05 comparado ao
seu respectivo controle SCH (sem choque). # p < 0,05 comparado ao grupo NE (ndo enriquecido). & p < 0,05 comparado ao grupo SSL (sem situagdo de lembranga). $ p <

0,05 comparado ao grupo 1MIN (situagdo de lembranga de um minuto). ANOVA de dois fatores seguida pelo teste de compara¢des multiplas de Duncan. Fonte: O autor.
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De acordo com a Tabela 3, para a frequéncia total de levantamentos, a ANOVA
de dois fatores (alojamento e procedimento aversivo) nao mostrou efeito do alojamento
[Fa,77) =0,15, p>0,05], do procedimento aversivo [F3,77) =1,45, p>0,05] nem da interacao
entre alojamento x procedimento aversivo [F3,77) = 1,20, p>0,05].

Quanto a imobilidade, a ANOVA de dois fatores (alojamento e procedimento
aversivo) mostrou efeito do alojamento [F (, 777 =7,40, p<0,05] mas ndo para o
procedimento aversivo [F3,77) = 0,94, p>0,05] e interagdo entre alojamento x procedimento
aversivo [Fz77) = 0,41, p>0,05]. De acordo com o post hoc, os animais EASSL
apresentaram redugdo do tempo total de imobilidade quando comparados aos animais do
grupo NESSL.

Para a frequéncia total de mergulhos, a ANOVA de dois fatores (alojamento e
procedimento aversivo) mostrou efeito do alojamento [Fq 77 =10,17, p<0,05], do
procedimento aversivo [Fg77 =4,56, p<0,05] e da interagdo entre alojamento x
procedimento aversivo [F@377) = 6,01, p<0,05]. Segundo o teste de comparacGes multiplas
de Duncan, o grupo NE1OMIN apresentou aumento no total de mergulhos quando
comparado aos grupos NESSL e NELMIN. O grupo EA1IMIN apresentou aumento no total
de mergulhos quando comparado aos grupos EASCH, EASSL, EA1O0MIN e NE1MIN.

Em rela¢do a frequéncia de mergulhos desprotegidos (apresentados nos bragos
abertos do LCE), a ANOVA de dois fatores (alojamento e procedimento aversivo)
mostrou efeito do alojamento [F(1,77) =4,07, p<0,05] e da interacdo entre alojamento x
procedimento aversivo [F377) = 3,39, p<0,05], mas ndo mostrou efeito do procedimento
aversivo [F377) =0,69, p>0,05]. Segundo o teste de comparagdes multiplas de Duncan, o
grupo NEIMIN apresentou reducao na frequéncia de mergulhos desprotegidos no LCE
quando comparado aos grupos NESCH enquanto o grupo EAIMIN apresentou aumento

na frequéncia de mergulhos desprotegidos quando comparado aos grupos NEMINI.

11.4.2. Experimento 2B- teste de memoria de reconhecimento de objetos (RO)

As Figuras 27, 28 e 29 apresentam os efeitos do procedimento aversivo e do

enriquecimento ambiental no teste de Reconhecimento de Objetos.
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Figura 27 - Efeitos do procedimento aversivo e do enriquecimento ambiental na porcentagem de tempo em
contato com os objetos A e B no dia do treino. As barras indicam a média e o erro padrdo da média (M+EPM)
da porcentagem de tempo em contato com os objetos A e B (n=9-11). * p < 0,05 em relag@o a porcentagem de
tempo em contato com o objeto A no mesmo grupo (teste ¢ de Student). Fonte: O autor.
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Figura 28 - Efeitos do procedimento aversivo e do enriquecimento ambiental na porcentagem de tempo em
contato com os objetos A e C no dia do teste RO. As barras indicam a média e o erro padrdo da média
(M+EPM) da porcentagem de tempo em contato com os objetos A e C (n=9-11). * p < 0,05 em relagdo a
porcentagem de tempo em contato com o objeto A no mesmo grupo (teste ¢ de Student). Fonte: O autor.

A Figura 27 mostra o efeito do procedimento aversivo e do enriquecimento ambiental
na porcentagem de tempo em contato com os objetos A e B no dia do treino. O teste ¢ de
Student mostrou que os grupos NESCH [t (o) = -0,65, p>0,05], NESSL [t (9) = -0,91, p>0,05],
NEIMIN [t (7 = -0,12, p>0,05], EASCH [t (9) = -1,22, p>0,05], EASSL [t (9) = 1,28, p>0,05],
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EAIMIN [t () =-1,63, p>0,05] e EA1IOMIN [t () = -1,20, p>0,05] ndo apresentaram diferenca
na porcentagem de tempo em contato com o objeto A e B. O grupo NEIOMIN apresentou
aumento na porcentagem de tempo em contato com o objeto B quando comparado ao objeto
A [t 9)=-2,09, p<0,05].

A Figura 28 mostra o efeito do procedimento aversivo e do enriquecimento ambiental
na porcentagem de tempo em contato com os objetos A e C no dia do teste RO. O teste ¢ de
Student mostrou que todos os grupos NESCH [t (o) = -4,89, p<0,05], NESSL [t (9) = -8,69,
p<0,05], NEIMIN [t (7) = -10,61, p<0,05], NEIOMIN [t 9y = -11,99, p<0,05], EASCH [t (o) =
-11,99, p<0,05], EASSL [t (o) = -9,52, p<0,05], EAIMIN [t (9) = -8,33, p<0,05] ¢ EA10MIN [t
®) = -8,86, p<0,05] apresentaram maior porcentagem de tempo em contato com o objeto C

em comparagao ao tempo em contato com o objeto A.
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Figura 29 - Efeitos do procedimento aversivo e do enriquecimento ambiental no indice de
discriminacdo dI no teste RO. As barras indicam a média e o erro padrio da média
(M+EPM) do d1 no teste RO (n=9-11). ANOVA de dois fatores seguida pelo teste de
comparagdes multiplas de Duncan. Fonte: O autor.

A Figura 29 apresenta os efeitos do procedimento aversivo e do enriquecimento
ambiental no indice de discrimina¢do (d1) no dia do teste RO. A ANOVA de dois fatores
(alojamento e procedimento aversivo) ndo mostrou efeito do alojamento [F(177) =3,30,
p>0,05], do procedimento aversivo [F3.77) =1,49, p>0,05] nem da interagdo entre o
alojamento x procedimento aversivo [F377) =0,49, p>0,05] no indice de discriminagao

(d1) no dia do teste RO.
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12. DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram o efeito do procedimento
aversivo, com ou sem situacdo de lembranca (SL), no comportamento dos camundongos,
assim como a influéncia do enriquecimento ambiental nesse procedimento. De forma
resumida, os dados do Experimento 1 sugerem que a reexposi¢do a SL por um minuto
potencializou o efeito da estimulagdo aversiva, e favoreceu sua generalizagdo. No entanto, as
reexposicdes 2 SL por 10 minutos, resultaram numa possivel extingdo da memoria
traumatica. Neste procedimento, o enriquecimento ambiental pareceu reverter os efeitos da
estimulagdo aversiva. No entanto, com as reexposi¢des a SL, por um ou 10 minutos, resultou
em intensificagdo da memoria traumatica.

De acordo com os resultados do Experimento 2, o procedimento aversivo com
situagdo de lembrangca de 1 minuto potencializou a estimulacdo aversiva e resultou em
diminui¢do da %TBA e %EBA no LCE, sugerindo sensibilizagio comportamental, ¢ o
enriquecimento ambiental reverteu esse efeito, além de aumentar a atividade exploratoria e
reduzir a avaliacdo de risco. J&4 em relacdo ao teste de reconhecimento de objetos (RO), nem o
procedimento aversivo nem o enriquecimento ambiental alteraram a memoria visual de
reconhecimento. A discussdo dos resultados segue descrita abaixo e apresenta,
primeiramente, os efeitos do enriquecimento ambiental na laténcia de entrada e permanéncia
no LC do CCE no 32° dia do procedimento e os efeitos da estimulagdo aversiva e do
enriquecimento ambiental na imobilidade durante as reexposi¢des a situagdo de lembranga;
posteriormente, apresenta-se entdo, a discussdo dos efeitos do procedimento aversivo e do
enriquecimento ambiental na memoria aversiva (Experimento 1) e nos parametros de

ansiedade no LCE e de memoria ndo emocional (Experimento 2).

12.1. EFEITOS DO ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL NA LATENCIA DE
ENTRADA E PERMANENCIA NO LC DA CCE NO 32° DIA DO
PROCEDIMENTO

De acordo com os resultados apresentados, a exposi¢do ao enriquecimento ambiental
reduziu a laténcia de entrada e a permanéncia no LC da CCE no dia do condicionamento
aversivo (anterior ao choque), sugerindo que os animais enriquecidos apresentam melhora da

atividade exploratdria e da habituagdo a novidade (Figuras13 e 14).
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Resultados semelhantes aos obtidos neste estudo ja foram anteriormente descritos na
literatura, em outros procedimentos. Logo, foi demonstrado que roedores expostos ao
enriquecimento ambiental apresentaram maior exploragao e aumento da atividade no labirinto
em cruz elevado e no teste de campo aberto (Roy, Belzung, Delarue & Chapillon, 2001;
Larsson et al., 2002; Hoffmann, Schutte, Koch & Schwabe, 2009; Lima et al., 2014) assim
como aumento da exploracao no teste da tdbua perfurada (Pefia, Prunell, Rotllant, Armario &
Escorihuela, 2009), indicando aumento da atividade exploratoria.

Segundo Sampedro-Piquero, Begega & Arias (2014), ratos enriquecidos por 69 dias
apresentaram aumento da atividade locomotora, aumento no tempo nas areas abertas e
aumento no total de mergulhos nas areas fechadas do labirinto em zero elevado, relacionado a
aumento na atividade exploratoria e diminui¢do da ansiedade.

Segundo Costall ef al. (1989) e Bourin e Hascoet (2003), a permanéncia no lado claro
(LC) da caixa claro-escuro (CCE) ¢ considerada um indice de ansiedade, sendo que drogas
ansioliticas aumentam a permanéncia neste compartimento. No presente estudo, no 32° do
procedimento, antes do condicionamento aversivo, os animais enriquecidos, apesar de
entrarem mais rapido no lado claro, permaneceram menos tempo nesse ambiente, o que
poderia, entdo, indicar efeito ansiogénico induzido pelo enriquecimento ambiental.

Uma possivel explicagdo para essa reducao no tempo de permanéncia no lado claro
seria a de que, no procedimento utilizado, os animais foram colocados no lado escuro da
caixa, ¢ apos dois minutos foi permitida a explora¢do do lado claro, tendo a laténcia de
entrada e a permanéncia no LC avaliadas somente na primeira entrada do animal nesse
compartimento. Nesse caso, entrar no LC e permanecer nesse compartimento envolve
explorar um novo ambiente, ainda desconhecido e potencialmente aversivo. Assim, sugere-se
que a permanéncia no LC durante a primeira entrada nesse compartimento esteja mais
relacionada com atividade exploratéria e habituacdo a um novo ambiente, do que com
aumento de ansiedade.

Neste sentido, ja foi demonstrado que ratos enriquecidos apresentaram reducao da
laténcia de entrada no LC da CCE, e os autores sugeriram que este efeito tenha sido
decorrente de melhora na atividade exploratéria (Schrijver, Bahr, Weiss & Wurbel, 2002).
Além disso, como sugerido por Larsson ef al. (2002), uma vez que o ambiente enriquecido
permite o contato dos animais com diversos objetos e situacdes novas, sem a apresentagao de
consequéncias aversivas, este pode resultar em uma melhor preparacdo para explorar

ambientes novos.
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12.2. EFEITOS DA ESTIMULACAO AVERSIVA E DO ENRIQUECIMENTO
AMBIENTAL NA IMOBILIDADE AVALIADA DURANTE AS REEXPOSICOES
A SL DE 1 OU 10 MINUTOS

No presente estudo, a avaliacdo da imobilidade durante as reexposigdes a SL sugere
que os animais EA apresentam maior imobilidade do que os animais NE, respondendo de
forma mais intensa ao contexto com lembretes do trauma. Este resultado vai ao encontro dos
apresentados por Woodcock e Richardson (2000), que descreveram que ratos Sprague-
Dawley, criados em ambientes enriquecidos, apresentam maior imobilidade quando
reexpostos ao ambiente onde receberam estimulagdo aversiva, sugerindo que esse aumento na
imobilidade relaciona-se a um melhor processamento de pistas contextuais. Em seu estudo, os
animais enriquecidos e ndo enriquecidos permaneceram em uma caixa de condicionamento
por quatro, 16 ou 120 segundos antes de receberem o choque de 0,5mA, e foram avaliados 24
horas depois neste mesmo ambiente. Animais NE e EA que permaneceram por apenas quatro
segundos na caixa apresentaram indices baixos de imobilidade, enquanto os animais que
permaneceram por 120 segundos apresentaram altos indices.

Em relacdo aos animais que permaneceram por 16 segundos na caixa de
condicionamento anteriormente ao choque, os animais enriquecidos apresentaram maior
imobilidade que os animais controle. Entdo, animais enriquecidos conseguiriam elaborar uma
representacdo mais acurada do contexto na memoria, mesmo permanecendo por pouco tempo
no ambiente. Segundo os autores, esse aumento na velocidade do processamento de
informagdes pelo enriquecimento ambiental estaria relacionado a um aumento da eficacia de
processamento em areas como hipocampo, coértex visual e bulbo olfatério, devido a uma
melhora da atividade neural, com aumento da bainha de mielina e diametro dos axonios
desses neurdnios (Woodcock & Richardson, 2000). Convém mencionar que, no presente
estudo, os animais permaneceram no LC da CCE por, em média, 15-30 segundos antes do
procedimento aversivo, sendo este tempo suficiente para que os animais enriquecidos
processassem de forma eficiente as pistas contextuais.

Vivinetto, Suédrez e Rivarola (2013) também demonstraram aumento da memoria
emocional em ratos como resultado do enriquecimento ambiental, indicado pelo aumento na
laténcia de descida da plataforma e aumento da imobilidade na esquiva inibitéria do tipo step-

down, assim como os resultados obtidos no presente estudo.



81

Mitra e Sapolsky (2012) relataram diminui¢do da exploracdo da area com odor de
gato e aumento da avaliacdo de risco no teste de aversdo ao odor do predador, sugerindo que
o EA intensifica comportamentos protetivos caracteristicos da espécie, importantes para a sua
sobrevivéncia.

Ademais, 0 grupo EAMIN10 apresentou reducdo do tempo total de imobilidade nas
SL2 e SL3 quando comparados a SL1 (Figura 16), sugerindo que os animais enriquecidos
foram capazes de evocar a memoria aversiva durante a primeira exposi¢do, mas também, que
0 enriquecimento ambiental facilitou a habituacdo ao longo das reexposicdes as SL. De
acordo com Hendiksen, Olivier e Oosting (2014), reconsolidacdo e extingdo podem ocorrer
numa mesma sessdo de reexposicdo, sendo que inicialmente ocorre a reconsolidacdo, e
depois, a extingdo. Deste modo, sugere-se que nos animais enriquecidos, as reexposices a
SL por 10 minutos resultaram em reducdo dos comportamentos relacionados a ansiedade e

possivel extincdo da memdria traumatica, 0 que ndo ocorreu nos animais ndo enriquecidos.

12.3. EFEITOS DO PROCEDIMENTO AVERSIVO E DO ENRIQUECIMENTO
AMBIENTAL NA MEMORIA TRAUMATICA EM CAMUNGONGOS

De acordo com os resultados apresentados no Experimento 1, a estimulacdo aversiva
aumentou a laténcia de entrada e reduziu a permanéncia e total de entradas no LE da CCE
(Figuras 17, 18 e 19), indicando que 28 dias apds o choque, os animais exibem a memoria
aversiva e evitam o ambiente aversivo. Resultados semelhantes foram apresentados pelos
animais com reexposicdo a SL de um minuto. Em relagdo as outras medidas
comportamentais, a estimulagdo aversiva (NESSL), assim como o procedimento aversivo
com SL de um minuto (NEIMIN) aumentou o tempo total de imobilidade e reduziu o total de
levantamentos na CCE (Tabela 2).

No teste de generalizagdo da memoria aversiva na CCEm, a estimulacdo aversiva por
si s6 (NESSL) ndo alterou os parametros avaliados, mas o procedimento aversivo com SL de
um minuto (NE1IMIN) aumentou a laténcia de entrada no LE e reduziu a permanéncia e o
total de entradas no LE (Figuras 20, 21 e 22), sugerindo que as reexposi¢des a SL por um
minuto favorecem a generalizacdo da memoria traumdtica a contextos que lembram o
ambiente aversivo inicial.

Segundo Stam (2007), animais submetidos ao choque apresentam aumento nas

respostas de medo condicionado quando expostos ao ambiente onde receberam essa
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estimulagdo aversiva ou a ambientes relacionados, além de respostas emocionais exacerbadas
em ambientes novos ou a eventos estressores, como por exemplo, aumento da laténcia de
entrada no ambiente condicionado da CCE ou elevados indices de imobilidade.

Siegmund e Wotjak (2007) demonstraram que choques inescapaveis em camundongos
resultam em aumento de imobilidade em reexposi¢ao ao contexto aversivo, diminui¢dao da
interagdo social e neofobia, afirmando ainda que a intensidade das respostas relaciona-se com
a intensidade da estimulagdo aversiva. E ainda, Khoda et al. (2007) também demonstraram os
efeitos de um modelo de TEPT com estresse Unico prolongado em ratos, e seus resultados
sugerem que o modelo foi capaz de induzir aumento da memoria contextual de medo.

De acordo com Pynoos et al. (1996), Louvart et al. (2005), Costa (2008) e Zhang et
al. (2015), breves reexposi¢des a SL do evento traumdtico potencializam os efeitos da
estimulacdo aversiva, e favorecem a generalizacdo das respostas a outros contextos. Tais
reexposi¢des também podem tornar essas memorias novamente labeis, durante a
reconsolidagdo (Nader, 2003; Lee et al., 2006), e consequentemente, aumentar as respostas
relacionadas a ansiedade e evitagdo do ambiente aversivo, como evidenciado nos resultados
do presente estudo.

Em contrapartida, enquanto o procedimento aversivo com SL de 1 minuto resultou em
aumento das respostas emocionais, reexposi¢oes a SL por 10 minutos (NE1OMIN)
diminuiram essas respostas tanto na CCE quanto na CCEm, sugerindo extincdo da memoria
traumatica e reducao dos parametros de ansiedade (Figuras 17, 18, 19, 20, 21 e 22).

A reexposi¢do dos animais a SL por 10 minutos consiste em uma exposi¢ao
prolongada as pistas contextuais do ambiente aversivo (estimulos condicionados) sem a
apresentacdo do estimulo aversivo (estimulo incondicionado), permitindo uma nova
associacdo e a formacao de uma nova memoria, que se sobrepde a memoria aversiva inicial.
Este processo de extin¢ao resultou numa diminuig@o das respostas relacionadas a ansiedade e
de evitagdo do ambiente aversivo, como ja apresentado por Cammarota et al. (2005) e
Besnard et al. (2012). Ainda, segundo Hendiksen, Olivier e Oosting (2014), reconsolidacdo e
extingdo podem ocorrer numa mesma sessao de reexposi¢ao, sendo que a reconsolidacao se
da primeiramente, enquanto a extingdo ocorre posteriormente. Dessa forma, as reexposicdes
mais prolongadas induziriam inicialmente a reconsolidagdo, mas posteriormente a extingao
da memoria traumatica, com consequente reducdo dos comportamentos relacionados a

ansiedade, como os apresentados no presente estudo.
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A analise dos resultados da CCE indica que, mesmo na auséncia das situagdes de
lembranga (NESSL), a estimulagdo aversiva por si s6 foi capaz de aumentar a laténcia de
entrada no LE e de reduzir o total de entradas e a permanéncia nesse copartimento. De acordo
com Stam (2007), embora em alguns modelos os animais sejam reexpostos a situagdes de
lembranca do trauma, isso ndo ¢ estritamente necessario para a indugdo dessas respostas.
Nesse mesmo sentido, Blanco e Canto-de-Souza (resultados em preparagdo, Apéndice A)
utilizaram-se do procedimento aversivo na CCE num experimento em longo prazo, testando
os efeitos do estimulo aversivo (choque scrambled de 0,5mA nas patas, durante 10 segundos)
e de reexposicdes mensais a SL por 1 minuto no comportamento de camundongos machos na
CCE, 6 e 12 meses ap0s a apresentacdo desse estimulo aversivo.

Nesse estudo, os camundongos que receberam o estimulo aversivo ¢ foram ou nao
reexpostos a SL por 1 minuto mensalmente apresentaram aumento da laténcia de entrada no
LE da CCE, assim como redu¢do da permanéncia e do total de entradas no LE, seis meses
apos a apresentacdo do estimulo aversivo. Quando testados 12 meses apds a apresentacao
desse estimulo, apenas os animais que ndo foram reexpostos a SL apresentaram aumento da
laténcia de entrada e reducdo da permanéncia e do total de entradas no LE, sendo que os
animais com reexposicdo mensal a SL apresentaram apenas reducdo no tempo de
permanéncia no LE. A estimulagdo aversiva resultou em alteragdo no comportamento dos
camundongos mesmo 12 meses apOs sua apresentagdo. Em relagdo as reexposicoes a SL,
estas ndo potencializaram o efeito da estimulagdo aversiva no teste na CCE (ambiente
aversivo original), quando este foi realizado seis meses apds a sua apresentagdo, e ainda,
resultou em reducdo desses comportamentos no teste apos 12 meses. De acordo com esse
estudo, ndo sé a duragdo, mas também a frequéncia das reexposi¢des a SL podem interferir
em seu efeito, favorecendo a extingdo da memoria traumatica com consequente reducao dos
comportamentos relacionados a ansiedade.

Por conseguinte, os resultados apresentados sugerem que a estimulagdo aversiva por si
s0, na auséncia de situagdes de lembranga, ¢ capaz de induzir alteragdes comportamentais em
longo prazo quando os animais sdo testados no ambiente aversivo inicial, sendo que as SL
por 1 minuto favoreceram a generalizagdo dessas respostas para ambientes semelhantes
(Figuras 20, 21 e 22), além de sensibilizacdo comportamental, que serd discutida
posteriormente (Figura 24 e Tabela 3). Uma vez que a generalizagdo das respostas de
ansiedade a situagdes semelhantes a traumatica inicial, assim como aumento de ansiedade em

situacdes ndo relacionadas ao trauma, a sensibilizagdo comportamental, caracterizam-se
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como sintomas do TEPT (Kaplan, Sadock & Grebb, 1997; Siegmund & Wotjak, 2006,
American Psychiatric Association, 2013), o procedimento aversivo com situagdes de
lembranga de 1 minuto mostrou-se como um modelo potencialmente valido (validade
aparente ou de representagdo) para o estudo do transtorno (Stam, 2007; Zhang et al., 2015).

No que se refere aos efeitos do enriquecimento ambiental, na auséncia do
procedimento aversivo (EASCH), este diminuiu o tempo de permanéncia no LE da CCE
(Figura 18), sugerindo efeito ansiolitico. Em relagdo as outras medidas comportamentais, o
enriquecimento ambiental aumentou o total de levantamentos, sugerindo aumento da
atividade exploratéria (Tabela 2). Na CCEm, os animais enriquecidos (EASCH)
apresentaram aumento no total de entradas no LE (Figura 22), o que também estaria
relacionado ao aumento da atividade exploratoria.

Quando submetidos ao procedimento aversivo sem situa¢cdo de lembranca (EASSL),
os animais enriquecidos evitaram o LE tanto da CCE quanto da CCEm (Figuras 17, 19, 21 e
22), apresentando o mesmo padrdo de resposta frente a um ambiente bastante semelhante ao
ambiente aversivo inicial. Em comparacdo aos animais nao enriquecidos (NESSL), o grupo
EASSL apresentou reducao dos comportamentos relacionados a ansiedade e aumento no total
de levantamentos, sugerindo que o EA amenizou os efeitos do choque nestes parametros. Na
CCEm, os animais enriquecidos (EASSL) apresentaram aumento no total de entradas no LE
quando comparado ao grupo NESSL (Figura 22), sugerindo que o enriquecimento ambiental
atenuou os efeitos do choque nesse parametro e aumentou a atividade exploratoria.

Esses resultados corroboram os resultados encontrados por Larsson et al. (2002),
demonstrando que, embora o comportamento de animais enriquecidos seja alterado por um
estressor forte, esses efeitos sdo atenuados quando comparados aos dos animais nao
enriquecidos. O contato com um numero maior de objetos e situagdes, assim como a variacao
na estimula¢do sensorial semanalmente, proporciona um nivel moderado de estresse nos
animais em enriquecimento ambiental; no entanto, a exploracdo desses novos objetos e
situagdes nao resulta em nenhuma consequéncia aversiva. Logo, o refor¢amento dessas
respostas exploratorias favoreceria o seu melhor desempenho frente a situacdes estressoras
futuras (Larsson et al., 2002).

Sabe-se que o eixo HPA ¢ facilmente ativado em resposta a estressores, € sua
atividade pode ser mensurada pelas concentracdes de corticosteroides e ACTH (Simpson &
Kelly, 2011). Em ratos e camundongos, os efeitos do enriquecimento ambiental nas respostas

comportamentais frente a situagdes de estresse sdo relacionados a um aumento dos niveis
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basais de corticosterona (Moncek, Duncko, Johansson & Jezova, 2004) e de ACTH (Bakos,
Hlavacova & Rajman, 2009), quando comparados aos animais criados em ambientes padrao.
No entanto, ap6s situagdes estressoras, os animais criados em ambientes enriquecidos
apresentam indices mais baixos de corticosterona ¢ ACTH do que animais controle (Roy et
al., 2001, Moncek et al., 2004). Hutchinson ef al. (2012) também demonstraram que ratos
enriquecidos ndo apresentam alteracdes nos niveis de corticosterona frente ao estresse
cronico. Assim, sugere-se que o enriquecimento resultaria em menor reatividade do eixo
HPA a situagdes estressoras (Simpson & Kelly, 2011), com consequente diminui¢do das
respostas defeensivas frente ao estresse, o que explicaria os resultados encontrados pelos
autores. Todavia, analises neuroquimicas ndo foram realizadas no presente estudo, sendo
necessdria a realizacdo de estudos posteriores para avaliar esta hipotese.

Embora, na auséncia das situa¢des de lembrancga, o enriquecimento tenha atenuado os
efeitos do choque, este ndo foi capaz de reverter os efeitos das reexposi¢cdes a SL por 1
minuto (EA1IMIN), sugerindo que mesmo com o enriquecimento ambiental, as reexposicdes
a SL por um minuto aumentaram os parametros de ansiedade e o fortalecimento da memoria
traumatica (Figuras 17, 18 e 19). Ademais, com as reexposi¢des a SL por 10 minutos, o
enriquecimento ambiental resultou em fortalecimento da memdria aversiva, com aumento dos
comportamentos relacionados a ansiedade, tanto na CCE quanto na CCEm. Juntos, esses
resultados sugerem que, na presenca de reexposicdes a situacdo de lembranca, o
enriquecimento ambiental resultou em fortalecimento da memdria aversiva.

Intimeros estudos apresentam os efeitos facilitatorios do enriquecimento ambiental
nos processos de aprendizagem e memoria (Leggio ef al., 2005; Larsson et al., 2002; Bruel-
Jungerman, Laroche & Rampon, 2005). Por outro lado, a memdria emocional também ¢
potencializada pelo enriquecimento ambiental, como sugerido por Woodcock e Richardson
(2000) e Vivinetto et al. (2013), no modelo de condicionamento contextual de medo e
esquiva inibitoria.

A melhora na aprendizagem e memoria pelo enriquecimento € relacionada a uma
melhor discriminacdo e velocidade de processamento de pistas contextuais, assim como
alteracdes estruturais e bioquimicas no sistema nervoso, como aumento da neurogénese
hipocampal, ramificagdo dendritica, formagdo sindptica e refor¢o do potencial de longa
duracdo, além de aumento dos niveis de serotonina e noradrenalina no hipocampo e cortex

pré-frontal (Brenes et al., 2008), aumento dos receptores de glutamato do tipo AMPA e
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NMDA no hipocampo, redugdo dos transportadores de glutamato (Andin et al, 2007) e
aumento dos indices de BDNF no hipocampo e cortex cerebral (Ickes et al., 2000).

Além disso, Mitra e Sapolsky (2012) discutem a relagdo do enriquecimento com
comportamentos que sao importantes para a sobrevivéncia da espécie. De acordo com esses
autores, animais enriquecidos apresentam aumento da evitacao ao predador e de avaliagdo de
risco no teste de aversdo ao odor de gato, e redugdo da permanéncia nos bragos abertos do
LCE. Esses resultados sugerem que os animais enriquecidos se expdem menos ao perigo
iminente, € com isso, aumentam suas chances de sobrevivéncia. Neste mesmo sentido, a
manutengcdo da memoria traumatica poderia reduzir os riscos de reexposi¢do a situagdes
perigosas.

Hendriksen et al. (2010) avaliaram o potencial terapéutico e protetivo do
enriquecimento ambiental em ratos machos Sprague Dawley, submetidos a um modelo de
TEPT com choque inescapavel nas patas. Trés semanas apos a apresentacao do choque, os
animais controle, que passaram pela estimulagdo aversiva, apresentam redu¢do na atividade
locomotora quando comparados ao grupo sem choque, enquanto os animais enriquecidos
(que passaram pelo enriquecimento ambiental 3 vezes por semana, a partir de uma semana
apos o choque) ndo apresentam alteracdo na atividade locomotora quando comparados ao
grupo sem choque. No teste de estresse induzido por siléncio repentino (do inglés stress of
sudden silence), os animais nao enriquecidos que receberam choque apresentaram aumento
da imobilidade quando comparados aos animais sem choque, e esse aumento nao foi
observado nos animais enriquecidos. Quando avaliados na CCE, os animais enriquecidos que
receberam choque apresentaram maior laténcia e diminui¢cdo no niimero de entradas no lado
escuro quando comparados com os animais ndo enriquecidos, sendo que ambos 0s grupos
permaneceram menos tempo no LE da CCE. Segundo os autores, os animais enriquecidos se
recuperam mais rapidamente dos efeitos do choque do que animais nao enriquecidos, embora
a memoria traumatica avaliada na CCE ndo seja prejudicada pelo enriquecimento, assim
como demonstrado no presente estudo.

Conforme descrito entdo, nos animais ndo enriquecidos, a situacdo de lembranga de
um minuto potencializou os efeitos da estimulagdo aversiva e favoreceu sua generalizagao
para ambiente semelhante ao traumatico inicial, enquanto as SL por 10 minutos diminuiram
as respostas emocionais; nos animais enriquecidos nao expostos as situa¢des de lembranca, o

enriquecimento amenizou os efeitos da estimulacdo aversiva, mas na presenca das SL, por 1
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ou 10 minutos, ele resultou em aumento dos comportamentos relacionados a ansiedade e

prejudicou a extingdo da memoria traumatica.

12.4. EEFITOS DO PROCEDIMENTO AVERSIVO E DO ENRIQUECIMENTO
AMBIENTAL NA ANSIEDADE E MEMORIA DE RECONHECIMENTO EM
CAMUNDONGOS

No LCE, o procedimento aversivo sem situa¢do de lembranga (NESSL) resultou em
diminui¢do da %TBA (Figura 23), enquanto o com SL de 1 minuto (NEIMIN) reduziu tanto
a %TBA quanto a de %EBA (Figuras 23 e 24), assim como os mergulhos desprotegidos
(Tabela 3), sugerindo que as reexposi¢des a SL por 1 minuto aumentaram os parametros de
ansiedade e induziram sensibilizacdo comportamental. Nos animais EA10MIN, observou-se
aumento do total de mergulhos quando comparado aos grupos SSL e SLIMIN, sugerindo que
as reexposi¢oes a SL por 10 minutos amenizaram os efeitos do choque e das SL por 1 minuto.

Os resultados encontrados vao ao encontro aos apresentados por Pynoos et al. (1996),
Louvart et al. (2005), Costa (2008) e Zhang et al. (2015), que sugerem que breves
reexposicdes & SL do evento traumatico potencializam os efeitos da estimulagdo aversiva, e
favorecem a generalizagdo das respostas a outros contextos, ndo relacionados ao trauma. E
ainda, de acordo com Hendriksen et al. (2010), choque inescapavel nas patas de ratos
resultam em redugdo da atividade no teste de campo aberto, mesmo 10 semanas apos o
procedimento aversivo. Geerse, van Gurp, Wiegant e Stam (2006) também demonstraram que
choques inescapdveis resultam em alteracdes comportamentais, como aumento da
imobilidade frente a um ruido e aumento da resposta cardiovascular, indicando alteragao das
respostas emocionais em situagdes nao relacionadas ao trauma.

Em relacdo aos efeitos do enriquecimento ambiental, na auséncia do procedimento
aversivo, este resultou em reducdo da frequéncia total de esticar e aumentou o total de
entradas nos bragos fechados (EBF) (Figuras 25 e 26). De modo geral, o enriquecimento
ambiental apresenta efeito ansiolitico no LCE (Simpson & Kelly, 2011); no entanto, alguns
estudos apresentam resultados conflitantes. De acordo com Benaroya-Milshtein et al. (2004),
camundongos machos expostos ao enriquecimento ambiental por 6 semanas apresentaram
aumento na porcentagem de tempo e de entradas nos bragos abertos do LCE, assim como
aumento no total de entrados nos bracos fechados e Duman, Schlesinger, Russell ¢ Duman

(2008) demonstraram aumento da porcentagem do numero de entradas e do tempo nos bragos
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abertos do LCE, sugerindo efeito ansiolitico. J& Pefa ef al. (2009) demonstraram que ratos
Sprague-Dawley, que permaneceram 12 semanas em ambiente enriquecido apresentaram
aumento no total de entradas nos bragos abertos do LCE, sem alteracdo no tempo gastos
nesses bracos e nem no total de entradas nos bragos fechados. Hoffmann, Schiitte, Koch ¢
Schwabe (2009) demonstraram que ratos Wistar submetidos ao procedimento de
enriquecimento ambiental ndo apresentaram aumento no total de entradas nem no tempo
gasto nos bracos abertos do LCE, e ainda, Mitra e Saposlky (2012) descreveram redugdo no
tempo de permanéncia nos bracos abertos deste mesmo aparato ¢ McQuaid, Audet, Jacobson-
Pick e Anisman (2013) relatam diminui¢do da porcentagem de entrada e de tempo nos bragos
abertos, uma vez que a disputa pelos diferentes objetos do ambiente enriquecido resulta em
aumento de comportamentos territorialistas, uma hierarquia social menos estavel e aumento
da agressividade.

Além disso, aumento da atividade exploratéria também foi descrita como decorrente
do enriquecimento ambiental em diversos modelos (Roy et al., 2001; Hoffmann, Schutte,
Koch & Schwabe, 2009; Pena et al., 2009; Lima et al., 2014; Sampedro-Piquero, Begega &
Arias, 2014).

Avaliando os efeitos do enriquecimento ambiental no procedimento aversivo, pode-se
identificar que ele reverteu a reducao na %TBA, %EBA (Figuras 23 e 24) e de mergulhos
desprotegidos (Tabela 3), reduziu a avaliagdo de risco e aumentou a atividade exploratoria.
Esses resultados corroboram os de Hendriksen et al. (2010), que demonstraram que animais
enriquecidos se recuperam mais rapidamente dos efeitos do condicionamento aversivo, € 0s
de Hutchinson et al. (2012) que afirmaram que o enriquecimento ambiental foi capaz de
atenuar os déficits de aprendizagem espacial induzidos por estresse cronico.

A reducdo dos comportamentos relacionados a ansiedade e melhora da atividade
exploratdria decorrentes do enriquecimento ambiental, demonstradas pelos resultados obtidos
tanto na CCE quanto no LCE, sugerem que este se relaciona a uma resposta emocional mais
adequada frente a diversas situagdes. Embora esta analise ndo tenha sido realizada no
presente estudo, outros autores ja demonstraram alteracdes neurobioldgicas, relacionadas a
emocionalidade, resultantes da exposicdo ao ambiente enriquecido. Brenes ef al. (2008) e
Brenes et al. (2009) demonstraram que a exposi¢do ao enriquecimento ambiental apresenta
efeitos do tipo antidepressivo no teste de nado forgado e reduz o tempo de habituagao no teste
do campo aberto. Tais resultados estariam relacionados a um aumento das concentragdes de

serotonina e noradrenalina no hipocampo e cortex pré-frontal. E ainda, Sampedro-Piquero,
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Begega e Arias (2014) afirmam que o enriquecimento ambiental promove aumento de
receptores de glicocorticoides no hipocampo, o que se relacionaria a apresentagdo de
estratégias mais ativas frente a situagdes novas. De acordo com Wei et al. (2004), esse
aumento de glicocorticoides induziria um aumento na expressao de outros genes relacionados
a emocionalidade, como a serotonina, noradrenalina e dopamina.

No que concerne a avaliagdo da memoria de reconhecimento, que envolve tanto a
identificacdo do estimulo assim como o julgamento quanto a sua ocorréncia anterior (Fahy,
Riches & Brown, 1993), nem o procedimento aversivo nem o enriquecimento ambiental
induziram alteragdes neste tipo de memoria visual (Figuras 27, 28 e 29). De acordo com
Bremner et al. (1993) Luine (2002) e Bowman, Beck e Luine (2003), o estresse resulta em
alteragcdes de memoria. Bowman, Beck e Luine (2003) descreveram que ratos machos
submetidos a estresse de contengao por 6 horas didrias, durante 21 dias, apresentaram
prejuizo na memoria visual de reconhecimento, avaliada pelo teste de reconhecimento de
objetos, ¢ da memoria espacial, pela tarefa de localizacdo de objetos, e ainda Khoda et al.
(2007) avaliaram os efeitos de um modelo de TEPT com estresse Unico prolongado em ratos,
sugerindo que o modelo foi capaz de induzir piora na memoria espacial, avaliada no
Labirinto aquatico de Morris. No entanto, os resultados do presente estudo indicaram que o
procedimento aversivo ndo resultou em alteracdo da memoria de reconhecimento no teste de
reconhecimento de objetos, sugerindo que este nao foi capaz de produzir prejuizos nesse tipo
de memoria visual ndo-declarativa.

Alguns estudos indicam que a intensidade das alteragdes comportamentais, resultantes
de procedimentos aversivos, relaciona-se a intensidade do estimulo apresentado, sendo que
estimulos mais intensos resultam em alteracdes mais intensas e duradouras (Anderson et
al.,1976; Geerse et al., 2006; Stam, 2007; Hendiksen et al., 2010). Siegmund ¢ Wotjak
(2007) demonstraram os efeitos de choques com diferentes intensidades no comportamento
de camundongos, e relataram que choques de 0,7mA resultam em menor sensibilizagdo
comportamental do que choques de 1,5mA, e Hendiksen et al. (2010) e Geerse et al. (2006),
afirmaram que, embora choques de 0,5mA e 1,0mA (10 choques de 6 segundos, durante 15
minutos) resultem em alteracdes comportamentais, apenas o choque mais intenso resultou em
aumento da atividade locomotora no teste de campo aberto. E ainda, Zhang et al. (2015)
obtiveram aumento das respostas de ansiedade e generalizagdo da memoria traumatica em
camundongos em um modelo de TEPT semelhante ao apresentado, mas com 15 choques

intermitentes de 10 segundos, e intensidade de 0,8mA. Portanto, sugere-se que outros estudos
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sejam realizados, utilizando estimulos aversivos mais intensos ou duradouros, além de testes
que avaliem outros tipos de memoria, como a memoria espacial, a fim de verificar o possivel
efeito do procedimento aversivo na memoria ndo emocional.

Outra questdo que merece destaque € o periodo entre a estimulacdo aversiva e o teste
de memoria. Khoda et al. (2007) avaliaram os animais 1 semana apds o estresse Unico
prolongado, enquanto Luine (2002) realizou os testes de memoria 1 dia apds o término do
estresse cronico. No presente estudo, o teste de memoria de reconhecimento foi realizado 30
dias apo6s a apresentagdo do estimulo aversivo, e 9 dias apds a ultima reexposicdo a SL.
Assim, acredita-se que esse periodo possa ter interferido nas respostas, e enfraquecido os
possiveis efeitos do procedimento aversivo.

Em referéncia aos efeitos do enriquecimento ambiental, inimeros estudos tém
mostrado melhora cognitiva pela estimulagdo intelectual e fisica do EA (para revisdo, ver
Simpson & Kelly, 2011). Contudo, esses estudos avaliam seus efeitos em animais que
apresentam prejuizo cognitivo decorrentes de diferentes manipulagdes experimentais, como
hipoxia cerebral (Pereira ef al., 2007; Pereira et al., 2008), isolamento social (Zimmermann e?
al., 2001), estresse cronico (Hutchinson et al., 2012), alteragdes genéticas (Pamplona et al.,
2007), meningite pneumocoécica infantil (Barichello et al., 2014), uso de drogas com efeito
amnésico, como a escopolamina (Lima et al, 2014) ou prejuizos decorrentes do
envelhecimento (Escorihuela, Tobefia & Fernandez-Teruel, 1995; Frick & Fernandes, 2003;
Blanco et al., 2012, Speisman et al., 2013). No presente estudo, mesmo os animais expostos
ao procedimento aversivo ndo apresentaram prejuizos cognitivos (Figuras 27 e 28), e desta
forma, ndo se evidenciou o possivel efeito do EA sobre a memoria ndo emocional.

Deste modo, nos animais EA, a SL de 10 minutos (EAIOMIN) potencializou a
memoria traumatica avaliada na CCE e CCEm, mas ndo a memoria visual de
reconhecimento. Assim, sugere-se que o fortalecimento da memoria traumdtica pelo
enriquecimento, independente de uma potencializacio da memoria visual ndo emocional,
possa relacionar-se com o aumento de comportamentos protetivos importantes para a

sobrevivéncia da espécie, conforme apresentado por Mitra e Sapolsky (2012).
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13. CONCLUSAO

Este estudo teve por objetivo avaliar os efeitos do enriquecimento ambiental no
comportamento de camundongos expostos a um modelo de TEPT. Em sintese, os resultados
apresentados demonstraram: 1) a estimulagdo aversiva (choque scrambled de 0,5 mA, por 10

segundos) aumentou os comportamentos relacionados a ansiedade em camundongos testados

o

na CCE, CCEm e LCE mas ndo alterou a memoria de reconhecimento no teste RO; 2)
reexposicdo a SL por um minuto aumentou os comportamentos relacionados a ansiedade e
pareceu favorecer a reconsolidacdo da memoria traumatica em camundongos, enquanto a
reexposicao a SL por 10 minutos resultou em reducdo dos comportamentos relacionados a
ansiedade e pareceu facilitar a extingdo da memoria traumatica em camundongos; 3) o
procedimento aversivo com reexposi¢cdes a SL por 1 minuto favoreceu a generalizacdo da
memoria traumatica e a sensibilizacdo comportamental, mas ndo resultou em prejuizo de
memoria de reconhecimento.

Em relacdo ao enriquecimento ambiental, os resultados do presente estudo
demonstraram: 1) o enriquecimento ambiental aumentou a atividade exploratoria, favoreceu a
habituagdo e diminuiu comportamentos relacionados a ansiedade, amenizou os efeitos da
estimulagdo aversiva e reverteu os efeitos induzidos pelo procedimento aversivo com
reexposi¢des a SL por um minuto em camundongos testados no LCE, mas ndo foi capaz de
reverter seus efeitos nas CCE e CCEm; 2) favoreceu a manutengdo da memoria traumatica,
mesmo quando os animais sdo reexpostos a SL por 10 minutos, prejudicando entdo a sua
extin¢do ou facilitando a discriminagdo do estimulo condicionado e 3) ndo alterou a memoria
visual de reconhecimento no Teste RO.

Dentre as caracteristicas do TEPT citadas anteriormente, evidencia-se aqui a evitagao
de situagdes que lembrem o trauma, generalizacdo da memdria traumatica e alteragdes
cognitivas. Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que o modelo de TEPT
proposto foi capaz de induzir evitacdo do ambiente traumatico inicial e generalizacdo da
memoria traumdtica para situagdes bastante semelhantes, assim como sensibilizagdao
comportamental apresentada em outras situagdes ansiogénicas, embora nao tenha resultado
em prejuizos na memoria de reconhecimento. Portanto, o modelo apresentou potencial
validade aparente, mostrando-se capaz de reproduzir alguns sintomas do TEPT.

Um aspecto importante do modelo apresentado ¢ que ele possibilita o controle de

variaveis como intensidade e duracdo do estimulo aversivo e a duragdo e frequéncia das
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reexposigdes a situacao de lembranca, permitindo entdo o entendimento de como alteragdes
nessas variaveis podem influenciar nas respostas apresentadas.

Quanto ao enriquecimento ambiental, pode-se evidenciar que seus efeitos nesse
modelo sdo bastante complexos, pois na auséncia das reexposi¢des a SL, ele reduziu os
comportamentos relacionados a ansiedade, amenizou os efeitos da estimulagdo aversiva e
favoreceu a atividade exploratdria; ja com as reexposi¢des a SL, por um ou 10 minutos, ele
intensificou a memoria traumatica e aumentou os comportamentos relacionados a ansiedade
no ambiente traumatico, mas reduziu esses comportamentos em situagdes ansiogé€nicas nao
relacionadas ao trauma, revertendo entdo a sensibilizagdo comportamental induzida pelo
modelo. Ainda, aspectos relacionados ao procedimento de enriquecimento ambiental devem
ser melhor investigados, como o periodo no qual ele deve ser implementado, o nimero de
sujeitos e condicdes sociais, assim como 0s objetos utilizados e sua periodicidade de troca,
além da avaliacdo de seus efeitos neurobiologicos.

J& que o modelo utilizado neste estudo apresentou-se valido para induzir
comportamentos semelhantes ao do TEPT, e o enriquecimento ambiental pode associar-se,
embora com ressalvas, a aspectos da historia de vida dos individuos e de terapias utilizadas
no tratamento do transtorno, estudos nesse sentido auxiliariam em um melhor entendimento
da patologia estudada, da influéncia do ambiente e do histérico dos individuos nessa
patologia, assim como para a avaliacdo e o desenvolvimento de intervengdes e terapias mais

eficazes.
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APENDICE A - AVALIACAO DOS EFEITOS EM LONGO PRAZO DAS REEXPOSICOES A
SITUACAO DE LEMBRANGA DO EVENTO TRAUMATICO NA MEMORIA E
COMPORTAMENTOS RELACIONADOS A ANSIEDADE EM CAMUNDONGOS

As Figuras 29, 30 e 31 abaixo apresentam os efeitos do procedimento aversivo, com
ou sem SL, nos comportamentos avaliados na CCE, seis meses apds a apresentacao do
estimulo aversivo.
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Figura 29 - Efeitos do procedimento aversivo, com ou sem SL na
laténcia de entrada no LE da CCE, seis meses apos a apresentagdo do
estimulo aversivo. As barras indicam a média e o erro padrdo da média
(M+EPM) da laténcia de entrada no LE (n=15). (One-way ANOVA,
seguida pelo post hoc de Duncan). * p < 0,05 em relagdo ao grupo
SCH. Fonte: O autor.

A Figura 29 apresenta os efeitos do procedimento aversivo, com ou sem SL, na
laténcia de entrada no LE da CCE, seis meses apds a apresentacao do estimulo aversivo. A
One-way ANOVA [F42=13,37, p<0,05] mostrou efeito do procedimento aversivo na
laténcia de entrada no LE da CCE. O post hoc de Duncan mostrou que os grupos SSL e
SLIMIN apresentaram reducdo da laténcia de entrada no LE da CCE quando comparados ao
grupo SCH.
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Figura 30 - Efeitos do procedimento aversivo, com ou sem SL no tempo
total de permanéncia no LE da CCE, seis meses apds a apresentacdo do
estimulo aversivo. As barras indicam a média e o erro padrdo da média
(M+EPM) do tempo no LE (n=15). (One-way ANOVA, seguida pelo
post hoc de Duncan). * p < 0,05 em relagdo ao grupo SCH. Fonte: O

109

A Figura 30 apresenta os efeitos do procedimento aversivo, com ou sem SL, no tempo
total de permanéncia no LE da CCE, seis meses ap6s a apresentacdo do estimulo aversivo. A
One-way ANOVA [F(2,42=20,53, p<0,05] mostrou efeito do procedimento aversivo no tempo
total de permanéncia no LE da CCE. O post hoc de Duncan mostrou que os grupos SSL e
SLIMIN apresentaram redu¢do no tempo total de permanéncia no LE da CCE quando

comparados ao grupo SCH.
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Figura 31 - Efeitos do procedimento aversivo, com ou sem SL no
total de entradas no LE da CCE, seis meses apos a apresentacao do
estimulo aversivo. As barras indicam a média e o erro padrdo da
média (M+EPM) do total de entradas no LE (n=15). (One-way
ANOVA, seguida pelo post hoc de Duncan). * p < 0,05 em relagado
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A Figura 31 apresenta os efeitos do procedimento aversivo, com ou sem SL, no total
de permanéncia no LE da CCE, seis meses apds a apresentagdo do estimulo aversivo. A One-
way ANOVA [F2,42=18,07, p<0,05] mostrou efeito do procedimento aversivo no total de
entradas no LE da CCE. O post hoc de Duncan mostrou que os grupos SSL e SLIMIN
apresentaram redu¢do no total de entradas no LE da CCE quando comparados ao grupo SCH.

As Figuras 32, 33 e 34 apresentam os efeitos do procedimento aversivo, com ou sem
SL, nos comportamentos avaliados na CCE, doze meses apds a apresentacao do estimulo
aversivo.
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Figura 32 - Efeitos do procedimento aversivo, com ou sem SL na
laténcia de entrada no LE da CCE, doze meses ap0s a apresentagdo
do estimulo aversivo. As barras indicam a média e o erro padrdo da
média (M+EPM) da laténcia de entrada no LE (n=8-13). (One-way
ANOVA, seguida pelo post hoc de Duncan). * p < 0,05 em relagéo
ao grupo SCH. Fonte: O autor.

A Figura 32 apresenta os efeitos do procedimento aversivo, com ou sem SL, na
laténcia de entrada no LE da CCE, doze meses apos a apresentacdo do estimulo aversivo. A
One-way ANOVA [F(2,27=4,63, p<0,05] mostrou efeito do procedimento aversivo na laténcia
de entrada no LE da CCE. O post hoc de Duncan mostrou que o grupo SSL apresentou
reducdo da laténcia de entrada no LE da CCE quando comparado aos grupos SCH e
SLIMIN.
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Figura 33 - Efeitos do procedimento aversivo, com ou sem SL no tempo
total de permanéncia no LE da CCE, doze meses apos a apresentacdo do
estimulo aversivo. As barras indicam a média e o erro padrdo da média
(M+EPM) do tempo no LE (n=8-13). (One-way ANOVA, seguida pelo
post hoc de Duncan). * p < 0,05 em relagdo ao grupo SCH. Fonte: O
autor.

A Figura 33 apresenta os efeitos do procedimento aversivo, com ou sem SL, no tempo
total de permanéncia no LE da CCE, doze meses apds a apresentacdo do estimulo aversivo. A
One-way ANOVA [F27)=13,19, p<0,05] mostrou efeito do procedimento aversivo no tempo
total de permanéncia no LE da CCE. O post hoc de Duncan mostrou que os grupos SSL e
SLIMIN apresentaram redu¢do no tempo total de permanéncia no LE da CCE quando
comparados ao grupo SCH.
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Figura 34 - Efeitos do procedimento aversivo, com ou sem SL no total de
entradas no LE da CCE, doze meses apds a apresentacdo do estimulo
aversivo. As barras indicam a média e o erro padrao da média (M+EPM)
do total de entradas no LE (n=8-13). (One-way ANOVA, seguida pelo
post hoc de Duncan). * p < 0,05 em relacdo ao grupo SCH. Fonte: O
autor.
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A Figura 34 apresenta os efeitos do procedimento aversivo, com ou sem SL, no total
de permanéncia no LE da CCE, doze meses apés a apresentagdo do estimulo aversivo. A
One-way ANOVA [F(227=4,09, p<0,05] mostrou efeito do procedimento aversivo no total de
entradas no LE da CCE. O post hoc de Duncan mostrou que o grupo SSL apresentou redugao
no total de entradas no LE da CCE quando comparado aos grupos SCH e SL1MIN.
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