UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE EDUCACAO E CIENCIAS HUMANAS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM PSICOLOGIA

DISSERTACAO DE MESTRADO

EFEITOS DO BLOQUEIO DA SINTESE DE CORTICOSTERONA SOBRE O
CONGELAMENTO CONDICIONADO EM MACHOS E FEMEAS EM DIFERENTES
FASES DO CICLO ESTRAL

JOYCE NONATO CHIOSSI

ORIENTADORA: PROF2. DR2 AMANDA RIBEIRO DE OLIVEIRA

SAO CARLOS — FEVEREIRO 2024



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE EDUCACAO E CIENCIAS HUMANAS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM PSICOLOGIA

EFEITOS DO BLOQUEIO DA SINTESE DE CORTICOSTERONA SOBRE O
CONGELAMENTO CONDICIONADO EM MACHOS E FEMEAS EM DIFERENTES
FASES DO CICLO ESTRAL

JOYCE NONATO CHIOSSI

ORIENTADORA: PROF2. DR2 AMANDA RIBEIRO DE OLIVEIRA

Dissertacdo apresentada ao Programa de P6s-Graduacdo em
Psicologia, da Universidade Federal de S&o Carlos, como
parte dos requisitos para obtencdo do titulo de mestre em
Psicologia.

SAO CARLOS — FEVEREIRO 2024



Folha de Aprovagao

Defesa de Dissertagédo de Mestrado do candidato Joyce Nonato Chiossi, realizada em 20/02/2024.

Comissao Julgadora:

Profa. Dra. Amanda Ribeiro de Oliveira (UFSCar)
Prof. Dr. Fernando Midea Cuccovia Vasconcelos Reis (UCLA)

Profa. Dra. Azair Liane Matos do Canto de Souza (UFSCar)

O Relatorio de Defesa assinado pelos membros da Comissao Julgadora encontra-se arquivado junto ao Programa de
Pés-Graduagdo em Psicologia.



APOIO FINANCEIRO

O presente trabalho foi financiado pela Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES), por meio do fornecimento de Bolsa de Mestrado (processo no.
88887.696758/2022-00).

A pesquisa também contou com apoio financeiro da CAPES por meio do Programa de
Exceléncia Académica (PROEX; Codigo de Financiamento 001), e da Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP), por meio de Auxilio a Pesquisa Projeto Inicial (processo
no. 2022/02986-0).

As opinides, hipoteses e conclusdes ou recomendacbes expressas neste material sdo de

responsabilidade dos autores e ndo necessariamente refletem a visdo da CAPES ou da FAPESP.



AGRADECIMENTOS

Aos meus familiares por todo incentivo.

A Profa. Dra. Amanda Ribeiro de Oliveira, pela orientacdo, dedicacdo, incentivo e apoio, um
agradecimento carinhoso pela excelente orientacao.

A minha banca examinadora, Profa. Dra. Azair Liane Matos do Canto de Souza e ao pesquisador
Fernando Midea Cuccovia V Reis que gentilmente aceitaram a participar e colaborar com este
trabalho.

Aos meus colegas do Laboratdrio de Psicologia de Aprendizagem, pelo acolhimento e aprendizado
diario.

A Universidade e a todo seu corpo docente pelo meu crescimento profissional.

A Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo suporte financeiro

CAPES/PROEX.



CHIOSSI, J.N. (2024). Efeitos do bloqueio da sintese de corticosterona sobre o congelamento
condicionado em machos e fémeas em diferentes fases do ciclo estral. Dissertacdo de Mestrado.
Programa de Pds-Graduagdo em Psicologia, Universidade Federal de Séo Carlos. 63 pp.

RESUMO

A metirapona, um inibidor da sintese de corticosteroides adrenais, tem sido associada a alteracdes da
resposta condicionada de congelamento em ratos machos. No entanto, os efeitos da metirapona no
condicionamento aversivo em fémeas, cujo encéfalo opera em um contexto de variagdo ciclica de
horménios sexuais, permanecem pouco estudados. Paralelamente, estudos anteriores demonstraram
um desempenho inferior na extingcdo do medo contextual em fémeas, sugerindo uma possivel relacéo
entre diferencas sexuais e 0 medo condicionado. Assim, o objetivo geral do presente estudo foi avaliar
a participacao da corticosterona na expressdo e extin¢do da resposta condicionada de congelamento
em ratos machos e fémeas, considerando diferentes fases do ciclo estral. Esperava-se que o bloqueio
da sintese de corticosterona, por meio da administracdo de metirapona, reduzisse a expressdo do
congelamento condicionado em machos e fémeas, sem afetar a atividade motora, com resultados mais
robustos durante o proestro/estro. Para isso, avaliamos os efeitos da metirapona (30 e 60 mg/kg) no
condicionamento aversivo contextual em ratos Wistar adultos (45 machos e 93 fémeas; protocolo
CEUA 9367190422). As fémeas destinadas aos experimentos foram agrupadas, conforme a fase do
ciclo estral no dia do teste, em proestro/estro e metaestro/diestro. Os animais foram submetidos a um
protocolo de condicionamento aversivo contextual, envolvendo a apresentacdo de choques elétricos
durante a sessdo de treinamento. Apos 24 horas, metirapona ou veiculo foi administrado, seguido por
uma sessao de teste para avaliar a resposta de congelamento. A retencdo da extin¢do foi avaliada em
uma sessao de reteste realizada 24 horas ap6s o teste. A catalepsia e a atividade motora no campo
aberto foram avaliadas nos animais 48 horas apds o reteste. De maneira geral, o bloqueio da sintese
de corticosterona com metirapona diminuiu a expressdao do medo condicionado apenas em machos.
Por outro lado, a metirapona prejudicou a extin¢do da resposta condicionada de congelamento
contextual em machos e fémeas. Adicionalmente, a metirapona ndo produziu comprometimento
motor em machos, conforme avaliado pelos testes de catalepsia e campo aberto. J& nas fémeas, a
metirapona aumentou a exploracdo horizontal no campo aberto. Esses resultados sugerem a
importancia da corticosterona para o condicionamento aversivo contextual, com envolvimento na
expressdo do medo condicionado sendo sexo-dependente, ao passo que o papel na extin¢do parece
ocorrer de forma independendo do sexo e da fase do ciclo estral, mas com resultados mais robustos

para machos e fémeas em metaestr/diestro.

Palavras-chave: Eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal, Metirapona, Condicionamento Aversivo
Contextual, Proestro/Estro, Metaestro/Diestro.



CHIQOSSI, J.N. (2024). Effects of blocking corticosterone synthesis on conditioned freezing in males
and females at different stages of the estrous cycle. Master’s Degree. Graduate Program in
Psychology, Federal University of Sao Carlos. 63 pp.

ABSTRACT

Metyrapone, an inhibitor of adrenal corticosteroid synthesis, has been associated with alterations in
the conditioned freezing response in male rats. However, the effects of metyrapone on aversive
conditioning in females, whose brain operates in a context of cyclic variation of sexual hormones,
remain underexplored. Simultaneously, previous studies have demonstrated poorer performance in
contextual fear extinction in females, suggesting a potential relationship between sex differences and
conditioned fear. Thus, the overall aim of this study was to assess the involvement of corticosterone
in the expression and extinction of the conditioned freezing response in both male and female rats,
considering different phases of the estrous cycle. It was anticipated that blocking corticosterone
synthesis through metyrapone administration would reduce the expression of conditioned freezing in
both males and females, without affecting motor activity, with more robust results during
proestrus/estrus. To achieve this, we evaluated the effects of metyrapone (30 and 60 mg/kg) in
contextual aversive conditioning in adult Wistar rats (45 males and 93 females; CEUA protocol
9367190422). The female rats designated for experiments were grouped based on the estrous cycle
phase on the day of testing, into proestrus/estrus and metestrus/diestrus. Animals underwent a
contextual aversive conditioning protocol, involving the presentation of electric footshocks during
the training session. After 24 hours, metyrapone or vehicle was administered, followed by a test
session to assess the freezing response. Retention of extinction was evaluated in a retest session
conducted 24 hours after the test. Catalepsy and motor activity in the open field were assessed in
animals 48 hours after retesting. Overall, blocking corticosterone synthesis with metyrapone impaired
the extinction of conditioned contextual freezing response in both males and females. On the other
hand, metyrapone reduced the expression of conditioned fear only in males. Additionally, metyrapone
did not produce motor impairment in males, as assessed by catalepsy and open field tests. In females,
however, metyrapone increased horizontal exploration in the open field. These results suggest the
importance of corticosterone in contextual aversive conditioning, with sex-dependent involvement in
conditioned fear expression, while its role in extinction appears to be independent of sex and estrous

cycle phase, but more robust for males and metaestrus/diestrus females.

Keywords: Hypothalamic-Pituitary-Adrenal Axis, Metyrapone, Contextual Fear Conditioning,
Proestrus/Estrus, Metestrus/Diestrus.
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1. INTRODUCAO

Medo e ansiedade tém origem nas manifestacOes de defesa que os animais apresentam diante
de estimulos aversivos, 0s quais podem vir a prejudicar sua integridade fisica. Tais reacGes teriam
sido relevantes para a conservacdo das espécies (DARWIN, 1872). Em geral, as palavras medo e
ansiedade sdo utilizadas para fazer mencgdo a ativacdo do sistema comportamental defensivo que
inicia um conjunto de modifica¢cdes de natureza autondémica, neuroenddcrina e comportamental que
sdo desencadeadas perante estimulos considerados ameacadores no ambiente (MCNAUGHTON &
CORR, 2004). Essas emocOes tém sido frequentemente estudadas no laboratério, sendo o
condicionamento aversivo respondente uma das abordagens amplamente utilizadas (PAVLOV, 1927;

BOLLES & COLLIER, 1976; FENDT & FANSELOW, 1999; LEDOUX, 2014).

1.1 Condicionamento Aversivo Respondente

No condicionamento aversivo respondente, ao longo da etapa de aquisi¢do (treino), um
estimulo afetivamente neutro, que pode ser sonoro, visual ou o proprio contexto experimental, é
pareado com um estimulo aversivo incondicionado, como um choque elétrico de baixa intensidade.
Como consequéncia, 0 estimulo que antes era neutro passa a eliciar respostas condicionadas de
carater defensivo quando, futuramente, € apresentado sozinho ao longo da etapa de expressdo do
experimento (teste), tornando-se assim um estimulo condicionado aversivo (FENDT &
FANSELOW, 1999; PEZZE & FELDON, 2004). Tais respostas condicionadas podem, na sequéncia,
ser gradativamente atenuadas se o estimulo condicionado for apresentado muitas vezes sem a
presenca do estimulo incondicionado (teste/reteste). Esse processo inibe ao invés de apagar a
associacdo original e é conhecido como extin¢do (MILAD et al., 2009; MILAD & QUIRK, 2012).

O condicionamento aversivo é um modo de aprendizagem associativa muito utilizado para
compreender 0s mecanismos relacionados aos processos de memdria de carater aversivo

(RODRIGUES; LEDOUX; SAPOLSKY, 2009). A aprendizagem associativa € um processo de
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natureza adaptativa que possibilita que um ser vivo aprenda a antecipar eventos. Com o objetivo de
aperfeicoar a pratica clinica, pesquisas com comportamentos condicionados em roedores s&o
relevantes, uma vez que muitos dos sintomas manifestados por individuos em sofrimento psiquico
estdo associados as vivéncias de medo e/ou ansiedade e englobam repertorios comportamentais
aprendidos ou condicionados mais do que comportamentos inatos ou incondicionados. No estudo da
ansiedade, o condicionamento aversivo contextual parece ser um modelo experimental mais
adequado do que aquele relacionado aos estimulos discretos, como um som ou uma luz. 1sso ocorre
porque a ansiedade é provocada de maneira menos discriminatéria e com elevado indice de incerteza
e conflito (PHILLIPS & LEDOUX, 1992; OHMAN & MINEKA, 2001; GRILLON, 2002;
ALBRECHET-SOUZA et al., 2011; ALBRECHET-SOUZA et al., 2013).

No encéfalo, as principais areas envolvidas no condicionamento aversivo contextual séo
amigdala, hipocampo, cortex frontal e cdrtex cingulado. O cortex frontal e o cortex cingulado sdo
regides de aprendizagem atencional e estdo envolvidas na aquisi¢do de novas memorias. Estudos
mostram que lesdes ou a inativacdo farmacoldgica dessas areas provocam déficits no
condicionamento ao contexto (PEZZE & FELDON, 2004). A aprendizagem aversiva contextual
também requer a atividade coordenada do hipocampo e da amigdala (TOVOTE, 2015). Estudos
anteriores apontam que danos no hipocampo podem prejudicar o condicionamento de respostas de
medo a estimulos contextuais, enquanto lesdes na amigdala podem prejudicar o condicionamento de
respostas de medo tanto a estimulos contextuais quanto a estimulos sonoros (PHILLIPS & LEDOUX,
1992). Além disso, neurdnios hipocampais da parte ventral de CA1l codificam e transmitem a
representacdo contextual através de projecdes monossindpticas para a amigdala, que induz o
comportamento defensivo (KIM, 2020; XU, 2016; TOVOTE, 2016).

Em ratos, o condicionamento aversivo contextual é geralmente avaliado por meio do
comportamento de congelamento. O congelamento é caracterizado por uma auséncia completa de
movimentos, exceto pelos movimentos associados a respiragdo, e uma postura corporal tensa

resultante do aumento da tonicidade muscular nesse estado defensivo (KALIN & SHELTON, 1989;
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FANSELOW, 1994). O congelamento é uma resposta de medo que pode ser observada tanto em
reacdo a estimulos de natureza condicionada quanto em reacdo a estimulos incondicionados
(ROSEN, 2004). Dessa forma, o congelamento faz parte de um repertério de comportamentos
defensivos adaptativos caracteristicos da espécie, sendo que algumas espécies possuem uma
tendéncia inata pelo congelamento, enquanto outras espécies dificilmente irdo congelar (BOLLES,
1970). No que tange ao medo condicionado ao contexto, a literatura aponta que a resposta de
congelamento € baixa para os animais que sdo testados em um contexto diferente daquele em que
receberam choques nas patas, enquanto aqueles animais que sdo testados no mesmo contexto
apresentam resposta de congelamento elevada (BOLLES & COLLIER, 1976; DE SOUZA
CAETANO et al., 2013; ALVES et al., 2022). O medo condicionado avaliado em ratos por meio da
resposta de congelamento estd também associado a elevacdo da concentracdo plasmatica de

corticosterona (RODRIGUES et al., 2009).

1.2 Eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA)

A corticosterona, em roedores, e 0 cortisol, em primatas, s&o hormonios corticosteroides
cujas origens estdo no cortex das glandulas adrenais, sendo liberados em resposta a ativacdo do
eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) (RODRIGUES et al., 2009). O eixo HPA é um dos
elementos fundamentais do sistema de estresse. O eixo HPA funciona através de um mecanismo de
sincronizacdo circadiana em que as concentracdes de corticosteroides apresentam oscilacdes
didrias, atingindo pico proximo ao acordar e concentragdes mais baixas durante o periodo de
inatividade (KALSBEEK etal., 2012).

No que tange a fisiologia do eixo HPA, os neurbnios no nicleo paraventricular do hipotalamo
liberam o horménio liberador de corticotropina (CRH) e seu co-secretagogo arginina-vasopressina,
além de outros neuropeptideos que modulam o eixo HPA (DE KLOET et al., 1998). Faz parte
do eixo HPA a glandula pituitaria que estd localizada abaixo do hipotalamo. As células

corticotréficas na glandula pituitaria anterior, em resposta ao CRH, sintetizam e secretam o
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hormonio adrenocorticotrofico ou corticotropina (ACTH), que estimula a secre¢do de cortisol (em
primatas) e corticosterona (em roedores) pelas glandulas adrenais em resposta ao estresse, além de
elevar os andrégenos adrenais (SEOANE & DIEGUEZ, 2018). Em resposta a um estimulo estressor,
esses horménios impulsionam a energia através do metabolismo da glicose, lipolise e protedlise,
ao mesmo tempo em que inibem o crescimento, a reproducdo e o sistema imunolégico (MCEWEN
& GIANAROS, 2011).

A regulacédo do eixo HPA necessita do feedback negativo dos corticosteroides (BANGASSER
& VALENTINO, 2014). Tanto o cortisol quanto a corticosterona regulam negativamente a sintese
e secrecdo do CRH e do ACTH (GJERSTAD; LIGHTMAN; SPIGA, 2018). O efeito de
retroalimentagdo negativa do cortisol e da corticosterona acontecem através da ativacdo dos
receptores mineralocorticoides (MRs) e/ou receptores glicocorticoides (GRs) localizados em
diversas areas encefélicas e na pituitaria, com efeitos genémicos e ndo gendmicos tanto rapidos
quanto lentos (KELLER-WOOD, 2015).

Outras regides-alvo do cortisol e da corticosterona sdo: o complexo basolateral da
amigdala, onde as manifestagdes emocionais sdo organizadas; o hipocampo, onde as respostas
emocionais sdo classificadas em relagdo ao tempo, ao espaco e ao contexto para a conservagdo
da vivéncia na memoria; regibes do cortex pré-frontal, que estdo relacionadas ao processo
cognitivo, ao planejamento e ao controle, também envolvidas nas diversas manifestacdes
comportamentais de carater social e comportamentos impulsionados pela recompensa ou pelo
medo (DE KLOET & JOELS, 2013). No complexo amigdaloide, por exemplo, os corticosteroides
sdo capazes de elevar a excitabilidade sinéptica e favorecer a arborizagdo dendritica (RODRIGUES
et al., 2009).

Ademais, as proteinas de ligacdo plasmatica, esteroides sexuais e o sistema nervoso autbnomo
também podem exercer funcdo na regulacdo do eixo HPA. A disfuncdo desse eixo pode ser produto
de anormalidades envolvendo o hipotalamo, a hipofise ou as glandulas adrenais. Visto isso, quando

ocorre a deficiéncia de cortisol ou corticosterona, o organismo ndo consegue lidar com eventos
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estressantes de maneira apropriada (KARACA; GROSSMAN; KELESTIMUR, 2021). Por outro
lado, a literatura aponta que a exposi¢do prolongada a corticosterona pode modificar a plasticidade
em &reas cerebrais relacionadas a cognicdo (MARKS et al., 2015). Hipocampo e amigdala séo
especialmente afetados, uma vez que ambas as estruturas possuem um elevado numero de
receptores de glicocorticoides (MORIMOTO et al., 1996; FELDMAN & WEIDENFELD, 1999).
Nesse sentido, estudo anterior revelou efeitos dependentes da dose de corticosterona na
recuperacdo da memoria — ratos tratados com corticosterona congelaram significativamente mais do
que 0s animais o grupo controle, havendo prejuizo da extingdo (MARKS et al., 2015).

A administracdo aguda de glicocorticoides pode ter efeitos semelhantes nos processos de
memoria tanto em condicdes de estresse agudo quanto de estresse cronico (QUERVAIN et al., 2009).
Estudo anterior mostrou que a administracdo de glicocorticoides reduz a recordacdo da memoria
relacionada ao trauma no Transtorno de Estresse Pds-Traumatico (TEPT) e aumenta a extin¢do do
medo em pessoas com TEPT e com fobias. Ademais, os efeitos da administracdo aguda de
glicocorticoides na recuperagdo da memoria também sdo observados em humanos cujas
concentragdes de glicocorticoides sdo cronicamente elevadas como consequéncia do uso de
medicacdo (COLLUCIA et al., 2008).

Visto isso, estudo anterior indica que os glicocorticoides podem ter efeitos opostos em
diferentes processos de memdria, incluindo consolidacdo, recuperacdo, extincdo e reconsolidacdo
(QUERVAIN et al.,, 2016). No que tange a consolidacdo da memoria, 0s glicocorticoides sdo
facilitadores para informagdes com forte conteido emocional a depender da dose administrada. Por
outro lado, elevadas concentracdes de glicocorticoides podem interferir de forma negativa no
processo de recuperacdo da memoria (QUERVAIN et al., 2016). Ainda no mesmo artigo, 0s
pesquisadores apontam que os glicocorticoides facilitam a consolidagdo das memdrias de extingao
recem-formadas. Por Gltimo, cabe dizer que a reconsolidagdo da memoria depende da sinalizagdo de
glicocorticoides sendo que, a administragdo de antagonistas de glicocorticoides apds a reativacéo,

interrompe o processo (QUERVAIN et al., 2016).
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A sintese da corticosterona e do cortisol pode ser inibida pela metirapona, um farmaco que
age como blogueador da produgdo enddgena de corticosteroides adrenais, sendo proveniente da
piridina. A metirapona é um inibidor da enzima 11-B-hidroxilase adrenal, que é responsavel pela
conversaio de  1l1-desoxicortisol em corticosterona/cortisol (KARACA; GROSSMAN;
KELESTIMUR, 2021). A metirapona é comumente utilizada na clinica para diagnostico e tratamento
da Sindrome de Cushing, patologia na qual ocorre uma combina¢do de anormalidades clinicas
originadas pela presenca prolongada de concentragdes elevadas de cortisol ou corticoides
relacionados em humanos (CECCATO et al., 2018). No entanto, alguns estudos investigam o uso
desse farmaco para o tratamento de depressdo em pacientes refratarios ao tratamento com
antidepressivos ja disponiveis no mercado (MCALLISTER-WILLIAMS et al., 2016; CALDIROLI
et al., 2021). Estudo anterior realizado com humanos demonstrou que a reducao das concentragdes
de glicocortic6ides por meio da administracdo de metirapona € uma maneira eficiente de diminuir
a intensidade de uma memoria emocional de forma duradoura (MARIE-FRANCE MARIN et al.,
2011).

A metirapona é frequentemente utilizada em pesquisas envolvendo roedores como ferramenta
para modular a producéo de corticosterona e estudar os efeitos dessa manipulagdo em processos
fisiolégicos e comportamentais. Por exemplo, literatura anterior que estudava o estresse demonstrou
que a administracdo da metirapona reduziu a expressao de comportamentos defensivos no labirinto em

cruz elevado em ratos (CALVO et al., 1998).

1.3 Corticosterona e Condicionamento Aversivo

No que tange a relacdo entre a corticosterona e o condicionamento aversivo, estudo anterior
demonstrou que a administracdo de corticosterona pos-treino realizada imediatamente apds a
vivéncia de eventos de intensidade leve e moderada afetou tanto a consolidagcdo da memoria quanto
a generalizacdo do medo referente ao tempo em ratos machos (DOS SANTOS CORREA et al.,

2021). Outro estudo apontou que o pré-tratamento com metirapona ndo afetou o aumento do medo
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condicionado de ratos machos em uma sesséo de estresse multiplo (RYOKE et al., 2014). Ainda em
ratos machos, a metirapona atenuou a expressao da resposta de congelamento quando administrada
antes do teste, enquanto a corticosterona ndo apresentou efeitos significativos (ATSAK et al., 2012;
DE OLIVEIRA et al., 2013; REIS et al., 2016).

O eixo HPA possui relacdo com diversas neurotransmissdes, uma delas é a neurotransmissao
dopaminérgica. Sobre isso, estudo que investigou a associagdo entre a ativacdo do eixo HPA e a
neurotransmissdo dopaminérgica na expressdo de respostas de medo condicionado mostrou que o
blogueio da sintese de corticosterona, através da administracdo da metirapona, reduziu tanto a
liberacdo de dopamina no complexo basolateral da amigdala quanto a resposta de congelamento
condicionado (DE OLIVEIRA et al., 2013). Na sequéncia, foi demonstrado que o bloqueio dos
receptores mineralocorticoides, realizado de forma local na regido da area tegmental ventral,
também diminuiu a liberacdo de dopamina na amigdala basolateral e a expressdo do congelamento
condicionado (DE OLIVEIRA et al., 2014). Visto isso, os dados apontam que a ativacdo do eixo
HPA e a acdo da dopamina na via area tegmental ventral-amigdala basolateral parecem ser etapas
relevantes em uma resposta de carater neuroenddcrino, neuroquimico e comportamental integrada
quando 0 organismo se encontra em situagdo de ameaca e exibe reagcOes para manejar esta
circunstancia (DE OLIVEIRA et al., 2017).

Em relacdo a neurotransmissdo dopaminérgica, estudos anteriores indicam que a elevacdo da
concentracdo de dopamina no sistema limbico estd relacionada ao medo condicionado, e que uma
reducdo na atividade da dopamina na regido da amigdala basolateral diminui a manifestagdo
do medo condicionado em roedores (DE OLIVEIRA et al., 2011; DE SOUZA-CAETANO et al.,
2013) da mesma forma que o bloqueio de receptores dopaminérgicos D2 por meio da administracdo
intraperitoneal de sulpirida (DE OLIVEIRA et al., 2006; DE SOUZA-CAETANO et al., 2013; DE
VITA et al., 2021). Nesse mesmo sentido, em estudo recente sobre a expressao e extin¢gdo do medo
condicionado ao contexto em fémeas, o blogueio dos receptores D2 reduziu consideravelmente a

resposta de congelamento condicionado em ratas nas fases de proestro/estro do ciclo estral. Por
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outro lado, as ratas em metaestro/diestro ndo manifestaram os efeitos do blogueio de D2 de maneira
significativa, sugerindo que pode haver uma relevante modulacdo hormonal no que diz respeito a
acdo da neurotransmissdo dopaminérgica no medo condicionado (ALVES et al., 2022).

Mediante o exposto, considerando que o bloqueio da sintese de corticosterona através da
administracdo intraperitoneal de metirapona reduziu a concentracdo de dopamina na amigdala
basolateral em machos (DE OLIVEIRA et al., 2013) e que o bloqueio dos receptores
dopaminérgicos D2 reduziu a resposta de congelamento condicionado contextual tanto em machos
(DE SOUZA-CAETANO et al., 2013; DE VITA et al., 2021) quanto em fémeas em proestro/estro
(ALVES et al., 2022), ampliar o estudo do envolvimento do eixo HPA no congelamento

condicionado em fémeas em diferentes fases do ciclo estral se revela uma questdo relevante.

1.4 Diferencgas Sexuais

E sabido que as mulheres possuem maior predisposi¢do a manifestar transtornos associados
ao medo e/ou ansiedade assim como transtornos de humor (BROMET et al., 2011; WITTCHEN et
al., 2011; AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIANTION, 2014; BOLEA-ALAMANAC et al.,
2018). O encéfalo feminino atua em um ambiente de alteracdes quimicas provocadas pela sintese
ciclica dos horménios sexuais, conhecido como ciclo menstrual nas mulheres e ciclo estral em
grande parte dos demais mamiferos (KINRYS et al., 2005). Desta forma, o desenvolvimento da
ansiedade na mulher pode estar relacionado a oscilacdo ciclica dos horménios gonadais. Apesar
disso, alguns autores enumeram em seus estudos alguns motivos pelos quais 0s pesquisadores evitam
fazer pesquisa béasica com fémeas e apresentam contraposi¢des a essas ideias (ROCKS et al., 2022).
Alguns motivos enumerados s&o: acredita-se que 0s animais do sexo feminino nao apresentem maior
variabilidade do que os machos; acredita-se que o acompanhamento do ciclo estral represente um
estressor e possa ser uma variavel oculta nos dados uma vez incorporada a pesquisa; entende-se que
as pesquisas devam iniciar com coortes menores que envolvam animais de ambos 0s sexos, e s

depois avangar para estudos de acompanhamento mais abrangentes, caso necessario; afirma-se que
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0 acompanhamento do ciclo estral necessita de profissional especialista em endocrinologia
reprodutiva (ROCKS et al., 2022). No entanto, a literatura contrapde-se a esses motivos, defendendo
que levar em consideracgdo o ciclo estral das fémeas pode fazer com que haja melhor compreenséo
dos dados e aumento da capacidade de identificacdo e explicacdo sobre diferengas sexuais (ROCKS
etal., 2022).

O ciclo estral das ratas possui um periodo aproximado de 4 a 5 dias de duragao e se distribui
em fases, sendo elas: proestro, estro, metaestro e diestro. O proestro e o estro possuem duragédo de
aproximadamente 12 horas cada um, o metaestro se estende por cerca de 21 horas, e o diestro se
prolonga por aproximadamente 57 horas (ANDRADE et al., 2002). A ovulagio pode ocorrer desde
0 inicio do proestro até o final do estro (YOUNG et al., 1941; SCHWARTZ, 1964). Durante o ciclo
estral, as concentracdes de prolactina e hormdnio luteinizante atingem concentra¢des mais elevados
na fase do proestro e se mantém baixas em estro, metaestro e diestro. As concentragdes de horménio
foliculo estimulante possuem dois picos, um em proestro e 0 outro em estro, enquanto que em
metaestro e diestro os valores sdo mais baixos (SPORTNITZ et al., 1999; SMITH et al., 1975). No
que tange aos hormonios sexuais progesterona e estradiol, na fase do proestro observa-se, pela manha,
valores mais baixos de progesterona e mais elevadas de estradiol, enquanto que no periodo da tarde,
ocorre a elevacdo da progesterona até o seu apice, e o estradiol cai rapidamente, enquanto que no
estro, a progesterona e o estradiol se mantém baixos e estaveis ao longo dessa fase do ciclo
(BUTCHER etal., 1974; SMITH et al., 1975). No que diz respeito ao metaestro, observa-se aumento
do estradiol e da progesterona nesta fase do ciclo (SPORTNITZ et al., 1999; SMITH et al., 1975).
Por ultimo, no diestro, observa-se no comego dessa fase do ciclo a producdo de progesterona que
comeca a elevar gradualmente as suas concentragfes até a manh& do segundo dia, quando ela para de
subir, o que provoca uma rapida queda, ao passo que o estradiol permanece com uma relativa
estabilidade durante o diestro (LOVICK & ZANGROSSI, 2021).

Desta forma, durante o ciclo estral, o estradiol e a progesterona, que sdo 0s principais

hormonios sexuais, apresentam oscilagfes intensas e desalinhadas nas suas concentracdes de
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secrecdo. Considerando a capacidade dessas moléculas, que sdo esterdides e lipofilicas, de atravessar
com facilidade a barreira hematoencefélica, as concentra¢des dessas moléculas no plasma provocam
mudangas, que sdo proporcionais no encéfalo (LOVICK & ZANGROSSI, 2021). Com isso, estudos
apontam que a queda rapida nas concentracdes de progesterona no diestro pode provocar alteracGes
na plasticidade da expresséo do subtipo de receptor GABAA, provocando mudancas importantes com
relacdo a excitabilidade dos circuitos cerebrais ligados a ansiedade (SMITH et al., 1998; GRIFFITHS
& LOVICK, 2005; DEVALL et al, 2015). Sobre isso, estudo anterior realizado com roedores machos
e fémeas demonstrou que ratas — em especial as que estavam nas fases de metaestro/diestro do ciclo
estral - quando previamente tratadas com um agonista de receptores serotoninérgicos, a meta-
clorofenilpiperazina, manifestaram maior prejuizo em relacdo ao comportamento de extingdo do
medo condicionado ao contexto do que os machos (REIMER et al., 2018).

Esses achados apontam para uma provavel associacdo entre diferencas sexuais, oscilacao
de hormonios sexuais e a expressao do medo condicionado em fémeas. De fato, a literatura indica que
machos e fémeas possuem diferencas com relacéo a ativacdo do eixo HPA, o que pode provocar
respostas distintas diante do estresse a depender do sexo, sugerindo que os esteroides sexuais tenham
papel fundamental na modulacéo dessa resposta (PATCHEV & ALMEIDA, 1998; YOUNG, 1995).

Pesquisas anteriores com roedores observaram que fémeas apresentam valores mais elevados
de corticosterona em relagdo aos machos (CRITCHLOW, 1963; KOKRAS et al., 2012). No que diz
respeito aos valores basais de corticosterona ao longo das fases do ciclo estral, estudo anterior
constatou que a corticosterona sofreu oscilagdo conforme a fase do ciclo estral apresentando sua
concentragdo mais baixa no estro e mais elevada no proestro (ATKINSON & WADDEL, 1997). Por
outro lado, com relacdo aos machos, as concentracOes de corticosterona ndo foram distintas das
fémeas em estro, no entanto, os valores dos machos foram muito menores do que os valores de
corticosterona nas fémeas em proestro, metaestro e diestro (ATKINSON & WADDEL, 1997). Além
disso, esse mesmo estudo aponta que ha uma maior responsividade do cértex adrenal quando o

estradiol esté alto (ATKINSON & WADDEL, 1997). Ademais, a exposi¢do ao estresse desencadeia
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um aumento mais expressivo de CRH, ACTH e corticosterona em fémeas do que em machos
(RIVIER, 1999; VIAU et al & WONG, 2005). Essa distingdo pode estar relacionada as oscilagdes da
ativacao do eixo HPA ao longo do ciclo estral das fémeas. Em pesquisa na qual as fémeas receberam
estradiol e a combinacdo de estradiol com progesterona, observou-se maior secrecdo de corticosterona
depois do fim do episddio de estresse, indicando que as respostas elevadas de estresse ocorrem mais

no proestro, quando o estradiol esti mais elevado (VIAU & MEANEY, 1991).

Em sintese, a literatura aponta a relevancia do eixo HPA e da dopamina para 0 medo
condicionado em ratos machos, com o blogueio da sintese da corticosterona — através da
metirapona — e 0 bloqueio dos receptores D2 da dopamina — por meio da sulpirida — interferindo
na expressao do congelamento condicionado (DE OLIVEIRA et al., 2013; REIS et al., 2016; DE
SOUZA-CAETANO et al.,, 2013; DE VITA et al.,, 2021). No caso da dopamina, resultados
semelhantes ja foram observados para fémeas (ALVES et al., 2022). Ja para o eixo HPA, o
entendimento de sua importancia para as diferentes fases do medo condicionado ao contexto em
fémeas continua em aberto. Em vista disso, 0 objetivo deste estudo € avaliar os efeitos do bloqueio
da sintese de corticosterona na expressdo e extingdo da resposta condicionada de congelamento em
fémeas em diferentes fases do ciclo estral. A hipdtese considerada é a de que o blogueio da sintese
de corticosterona, por meio da administracdo intraperitoneal de metirapona, reduziria a expressdo
da resposta condicionada de congelamento em machos e fémeas sem afetar o controle motor, com

resultados mais robustos durante o proestro/estro.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo é avaliar a participacdo da corticosterona na resposta

condicionada de congelamento em machos e em fémeas em diferentes fases do ciclo estral.

2.2 Objetivos Especificos

1. Reproduzir os achados acerca dos efeitos da metirapona, bloqueador da sintese de
corticosterona, na diminuicdo da expressdo do congelamento condicionado em machos.

2. Avaliar os efeitos da metirapona na expressdo e extin¢do da resposta condicionada de
congelamento em fémeas em proestro/estro e metaestro/diestro.

3. Verificar se a metirapona é capaz de alterar a resposta condicionada de congelamento sem

afetar os comportamentos motores em machos e em fémeas em diferentes fases do ciclo estral.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados 138 ratos Wistar, 45 machos e 93 fémeas, com cerca de 60 dias de vida, com
peso aproximado de 250 g para machos e 220 g para fémeas. Os animais advieram do biotério central
da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar) e foram mantidos no biotério setorial do
Laboratdrio de Psicologia da Aprendizagem do Departamento de Psicologia da UFSCar. Foram
acomodados em grupos de 4 roedores, em gaiolas de polipropileno de proporgdes 41 x 33 x 24
cm, forradas com maravalha, com acesso livre a alimento e agua. O biotério possui temperatura
controladaem 23 °C £ 1 °C, e programa de iluminacéo artificial com ciclo claro-escuro 12 x 12
h, com inicio do periodo claro as 7 horas. Todos o0s experimentos foram efetuados ao longo da fase
clara do ciclo, no periodo entre 13h00 e 17h00. Os animais foram levados individualmente até a sala
experimental em caixas de polipropileno forradas com maravalha, de propor¢des 12 x 30,5 x 19,5
cm. Todos os experimentos foram efetuados seguindo os principios éticos da experimentagdo
animal, e foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de

Sé&o Carlos (protocolo n° 9367190422, Anexo A).

3.2 Determinacéo da Fase do Ciclo Estral

Com o objetivo de identificar e acompanhar a fase do ciclo estral das ratas, foi efetuado
diariamente o esfregago vaginal. O ciclo foi observado por um periodo de aproximadamente 14
dias anteriormente ao inicio dos experimentos. As amostras do tecido epitelial vaginal foram
coletadas com uma haste flexivel de plastico com algod&o em suas pontas que foram umedecidas em
solucdo fisiologica e dispostas em laminas de microscopia. Cada fase do ciclo foi determinada de
acordo com a proporcdo de células epiteliais, células cornificadas e leucocitos observados no
esfregaco (MAENG et al., 2015). As fémeas destinadas aos experimentos foram separadas conforme
o ciclo estral em proestro/estro e metaestro/diestro, considerando o dia do teste (REIMER et al., 2018;
ALVES et al., 2022). O proestro pode ser reconhecido por possuir agregados de células nucleadas;
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0 estro pode ser reconhecido através da abundancia das células cornificadas; o metaestro pode ser
identificado por meio da existéncia dos leucocitos e da combinacdo de celulas cornificadas e
nucleadas; o diestro é semelhante ao metaestro no que se refere a presenca dos tipos celulares, com

a excecdo de serem muito mais espacados (Fig.1).

Proestro Metaestro Diestro

. g

T
®

Figura 1. Fotomicrografias ilustrativas da avaliacéo citoldgica caracteristica das fases do ciclo estral de ratas. A seta
amarela indica uma célula nucleada. A seta vermelha indica uma célula cornificada. A seta verde indica um leucdcito.
3.3 Drogas
A droga utilizada foi o bloqueador da sintese de corticosterona, metirapona. A metirapona
foi primeiramente misturada com Tween 80 (2%) e, em seguida, dissolvida em solugéo salina. Foi
injetada intraperitonealmente nas doses de 30 mg/kg ou 60 mg/kg, 20 min antes da sessdo de teste.
Os animais controle receberam uma injecdo com volume equivalente de veiculo (salina contendo 2%
Tween 80), 20 min antes da sessao de teste. As doses e 0 tempo de espera foram baseados em estudos

anteriores (DE OLIVEIRA et al., 2013; REIS et al., 2016).

3.4 Equipamentos e Procedimentos
Condicionamento Aversivo
Treino: A caixa que foi utilizada para o treino do medo condicionado ao contexto possuia

26 x 20 x 20 cm (Fig.2). As paredes e 0 teto eram de metal de cor branca e a porta de vidro
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transparente. O assoalho da caixa foi formado por 13 barras de metal de 5 mm de diametro com a
distancia de 1,5 cm entre elas. Essa caixa foi colocada dentro de uma caixa de atenuacao acustica
feita de aluminio de proporgdes 66 x 43 x 45 cm, para que ndo houvessem ruidos externos ao longo
do teste. O proprio ambiente da caixa serviu como estimulo condicionado (CS). Foram aplicados 10
choques elétricos (estimulo incondicionado - US) de intensidade de 0,6 mA com duracéo de 1 s cada.
No inicio da sessdo de treino, os animais foram colocados na caixa e passaram por 5 min de
habituacdo. Depois destes 5 min de habituagéo, os roedores foram expostos aos choques, 0s quais
foram aplicados em intervalos varidveis de 30-90 s. Foi analisado o tempo da resposta de
congelamento dos animais durante 2 min antes e depois da apresentacdo dos choques. O
congelamento foi definido como inexisténcia de movimentos — exceto os respiratorios — associados
a retracdo das orelhas, exoftalmia e arqueamento do dorso, por um tempo minimo de 6 s. A duragédo

de cada sesséo de treino foi de 15 min (DE VITA etal., 2021; ALVES et al., 2022).
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Figura 2. Fotografia da caixa experimental utilizada nas fases de treino, teste e reteste de todos os grupos.

Teste: A sessdo de teste foi realizada depois de 24 horas do treino, com a auséncia da
apresentacao de choques nas pastas. Os animais receberam uma injecao intraperitoneal de metirapona
ou veiculo, 20 minutos antes da sessdo de teste. Os roedores foram submetidos por 10 min a mesma
caixa na qual ocorreu o treino. A avaliagdo do medo ocorreu pelo tempo da resposta de congelamento
exibida durante os 10 min de teste. O comportamento de congelamento foi monitorado ao longo do

teste e depois foi avaliado através de gravacdes de video (DE OLIVEIRA et al., 2013; DE VITA et
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al., 2021).

Reteste: Depois de 24 h da realizagdo do teste, os roedores foram recolocados na caixa
experimental (Fig.2), desta vez também sem apresentacdo de choques, e foi analisado o medo por
meio do comportamento de congelamento. O reteste teve duragdo de 10 min e teve como intuito

verificar a retencdo da extingdo (DE VITA et al., 2021; ALVES et al., 2022).

Controle motor
Apds 48 h da sessdo de reteste do protocolo de condicionamento aversivo houve a avaliacao

do desempenho motor dos animais, que consistiu nos testes de catalepsia e campo aberto.

Teste de catalepsia: Para a realizacdo deste teste foi usada uma caixa com propor¢oes 41 x 33

x 17 cm, na qual encontrava-se uma barra de acrilico horizontal, localizada a 8 cm acima do chéo
da caixa, com 30 cm de comprimento e 1 cm de diametro. Acima da caixa encontrava-se uma
camera de video que registrou os comportamentos dos ratos. As patas dianteiras dos animais foram
colocadas sobre essa barra, enquanto as patas traseiras continuaram no chao. A laténcia para descer
da barra horizontal foi medida 15 e 45 min apdsa administracdo da metirapona ou veiculo. Se em
qualquer das tentativas o animal ndo permanecesse por pelo menos de 20 s na barra, seria colocado
novamente no mesmo instante na barra para uma nova tentativa, podendo ser realizadas até quatro
investidas sequenciais. A informacao utilizada foi a maior laténcia observada nas tentativas. O tempo
méaximo de permanéncia na barra foi fixado em 5 minutos. O protocolo experimental para o teste de
catalepsia foi embasado em estudos anteriores (COLOMBO et al., 2013; BARROCA et al., 2019;

WAKU et al., 2021, 2022).
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Figura 3. Fotografia da caixa experimental utilizada para o teste de catalepsia.

Teste do campo aberto: Para o teste de campo aberto, foi utilizada uma arena formada por

revestimento acrilico transparente circular de proporcées 60 cm de didmetro e 50 cm de altura, com
0 solo dividido em 12 partes. Acima da arena havia uma camera de video que registrou os
comportamentos dos ratos. Os animais foram introduzidos na arena durante 20 min para exploragao
livre. Foram registrados os comportamentos a cada minuto, tais como: quantidade de cruzamentos
totais, quantidade de cruzamentos no centro, tempo de permanéncia no centro, quantidade de
levantamentos, tempo das respostas de autolimpeza e imobilidade. O protocolo experimental para o
teste do campo aberto foi pautado em estudos anteriores (DE OLIVEIRA et al., 2006, DE VITA et

al., 2021; ALVES et al., 2022).

Figura 4. Fotografia da arena que foi usada para o teste de campo aberto.
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3.5 Delineamento Experimental

Logo em seguida a chegada dos animais do biotério central da UFSCar ao laboratorio, os
machos tiveram um tempo aproximado de 14 dias para a habituacdo e manipulacdo e, em seguida,
foram iniciados os experimentos. No caso das fémeas, apds a chegada ao biotério setorial, diariamente
foi efetuado o esfregaco vaginal para acompanhamento do ciclo estral por cerca de 14 dias antes do
comeco dos experimentos. Passado o tempo de adaptacéo ao biotério setorial, os animais passaram
pelo protocolo de medo condicionado ao contexto. Durante a fase de treino, houve a apresentacao
dos choques nas patas. Depois de 24 h, houve administracdo de metirapona ou de veiculo e, ap6s 20
min, os animais foram submetidos ao teste na mesma caixa do treino. Os animais foram divididos
em trés subgrupos: veiculo, MET 30 mg/kg, MET 60 mg/kg, considerando os grupos de machos,
fémeas proestro/estro e fémeas metaestro/diestro. Depois de 24 h, os animais foram submetidos ao
reteste. Para a avaliagdo motora, apds 48 h, houve a administracdo de metirapona ou de veiculo e,
depois 15 e 45 min, os animais foram submetidos ao teste de catalepsia. No intervalo entre os dois

testes de catalepsia, os animais passaram pelo teste de campo aberto, com duragdo de 20 min (Fig.5).

20 pés injeclo ip | - 1.
t | 20 pos injeglio 1p |
Habituacio Teste Reteste Esfregaco  Teste de Teste do Teste de
e Treino 1t Vaginal  Catalepsia ~ Campo Aberto Catalepsia

Veiculo t

Machos
Fémeas PE Met 30mg'kg Machos Veiculo
Fémeas MD Met 60 mg'lkg Fémeas P/E Met 30mg/kg

Fémeas MDD Met 60 meg'kg

Em todas as fases do protocolo
ocorreu a checagem do ciclo
estral das fémeas.

Figura 5. Delineamento experimental para a avaliacdo do medo condicionado contextual (dias 1-3) e controle motor
(dia 5). Em todas as etapas do protocolo ocorreu a checagem do ciclo estral nas fémeas. Os tempos pds inje¢éo séo
dados em minutos. Nos dias 2 e 5 0s grupos de animais machos, fémeas P/E e fémeas M/D foram subdividos de
acordo com o tratamento recebido em veiculo, met30 e met60. P/E = proestro/estro; M/D = metaestro/diestro; Met =
metirapona
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3.6 Andlise Estatistica

Os resultados sdo expressos como média + EPM. Para avaliacdo do congelamento referente
ao teste e reteste de medo condicionado (expressao e extin¢ao) foram usadas anélises de variancia
(ANOVAS) de duas vias com medidas repetidas, com um fator para fase do procedimento (teste x
reteste) e outro para tratamentos (Controle x Met 30 x Met 60). Para avaliacdo do congelamento ao
longo de cada sessdo experimental, foi utilizada uma ANOVA de duas vias com medidas repetidas,
com um fator para blocos (B1 x B2 x B3 x B4 x B5) e outro para tratamentos (Controle x Met 30 x
Met 60). Para analise dos dados de retencdo da extin¢do (% congelamento exibido durante a por¢édo
final da sessé&o treino - % congelamento exibido durantea sessao de reteste), foi utilizada uma ANOVA
de uma via para tratamentos (Controle x Met 30 x Met 60). Para a avaliacdo da catalepsia foram
utilizadas ANOVAs de duas vias com medidas repetidas, com um fator para fase do procedimento
(15 min x 45 min) e outro para tratamentos (Controle x Met 30 x Met 60). Para a avaliagéo dos dados
do teste do campo aberto foram utilizadas ANOVAs de uma via para tratamentos (Controle x Met 30
x Met 60). Em caso de significancia estatistica, foi usado o post-hoc de Tukey. Um valor de p

menor do que 0,05 foi considerado como significativo.

31



4. RESULTADOS

4.1 Machos

A Figura 6 apresenta os efeitos da administracdo de metirapona 30 mg/kg (Met 30; n = 13) e
60 mg/kg (Met 60; n = 15) ou veiculo (Controle; n = 15) sobre a expressdo e exting¢do da resposta de
congelamento no medo condicionado ao contexto em machos. Na Figura 6A estdo representados 0s
tempos médios de congelamento por blocos de 2 min durante o inicio e final da sessdo Treino e
durante o Teste e 0 Reteste. Para o Treino, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou
efeito significativo para o fator bloco (Inicio x Fim; F1,40 = 312,42; p < 0,05), mas ndo para
tratamento (Controle x Met 30 x Met 60; F2,40 = 0,35; p > 0,05), ou para a interacdo entre os fatores
(tratamento x bloco; F2,40 = 0,44; p > 0,05). O teste post hoc de Tukey indicou aumento do
congelamento ao final do treino em relacdo ao congelamento observado antes da apresentacdo dos
choques (p < 0,05). Para o Teste, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou efeito
significativo tanto para o fator bloco (B1 x B2 x B3 x B4 x B5; F4,160 = 4,05; p < 0,05) quanto para
o fator tratamento (Controle x Met 30 x Met 60; F2,40 = 3,30; p < 0,05), mas ndo para interacao entre
os fatores (tratamento x bloco; F8,160 = 1,75; p > 0,05). O teste post hoc de Tukey indicou diferenca
do bloco 2 em relacdo aos blocos 1, 4 e 5 (p < 0,05). O teste post hoc de Tukey também indicou
menor congelamento do grupo Met 60 no teste em relacdo ao grupo controle (p < 0,05). Para o
Reteste, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou efeito significativo tanto para o fator
bloco (B1 x B2 x B3 x B4 x B5; F4,160 = 2,91; p < 0,05) quanto para o fator tratamento (Controle
x Met 30 x Met 60; F2,40 = 3,99; p < 0,05), mas néo para interacdo entre os fatores (tratamento x
bloco; F8,160 = 1,18; p > 0,05). O teste post hoc de Tukey indicou diferenga entre os blocos 3 e 5 (p
< 0,05). O teste post hoc de Tukey também indicou maior congelamento do grupo Met 30 no reteste
em relagéo ao grupo controle (p < 0,05).

Na Figura 6B podem ser observados os tempos totais médios de congelamento dos grupos

tratados com veiculo (Controle) ou metirapona nas doses de 30 (Met 30) ou 60 mg/kg (Met 60) e
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submetidos ao Teste e Reteste, realizados 24 e 48 h apds a sessdo Treino. O tempo de congelamento
dos machos nestas sessdes foi submetida 8 ANOVA de duas vias com medidas repetidas que revelou
efeito significativo para o fator sessdo (Teste x Reteste; F1,40 = 6,25; p < 0,05) e para interacdo entre
os fatores (tratamento x sessdo; F2,40 = 8,30; p < 0,05), mas néo para o fator tratamento (Controle x
Met 30 x Met 60; F2,40 = 2,67; p > 0,05). O teste post hoc de Tukey indicou diminuig&o significativa
do congelamento do grupo controle no reteste em relacdo ao mesmo grupo no teste (p < 0,05).
Submetemos, também, os dados do Teste e do Reteste a ANOVAs de uma via de forma independente.
Para o Teste, a ANOVA indicou efeito significativo para tratamento (Controle x Met 30 x Met 60;
F2,40 = 3,30; p < 0,05). O teste post hoc de Tukey indicou diminuig&o significativa do congelamento
do grupo Met 60 em relacdo ao grupo controle (p < 0,05). Para o Reteste, a ANOVA indicou efeito
significativo para tratamento (Controle x Met 30 x Met 60; F2,40 = 3,99; p < 0,05). O teste post hoc
de tukey indicou aumento significativo do congelamento para o grupo Met 30 em relagdo ao grupo
controle e ao grupo Met 60 (p < 0,05).

Na Figura 6C podem ser observados os indices de retencdo da extingdo dos grupos tratados
com veiculo (Controle) ou metirapona nas doses de 30 (Met 30) ou 60 mg/kg (Met 60). A ANOVA
de uma via ndo revelou efeito significativo para os tratamentos (Controle x Met 30 x Met 60; F2,40

=2,61; p > 0,05).
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Figura 6. Efeitos da administracdo de metirapona sobre a expressdo e extin¢do da resposta de congelamento no medo
condicionado ao contexto em machos. (A) Tempo médio de congelamento, nos dois minutos de duragdo de cada um dos
blocos de cada sessdo, treino, teste e reteste, dos animais tratados com metirapona nas doses 30 e 60 mg/kg ou veiculo
(Controle). (B) Tempo médio de congelamento durante todo o Teste e Reteste. (C) FEI - indice de retencdo da extingdo
do medo condicionado dos mesmos animais (% congelamento exibido durante a porgdo final da sesséo treino - %
congelamento exibido durante a sessdo de reteste). Média + EPM. ANOVA seguida pelo teste de Tukey. n = 13-15 por
grupo. &, diferente do inicio do treino; @, diferente de B1; $, diferente de B2; +, diferente de B3; *, diferente do grupo
controle; #, diferente do mesmo grupo na sessao Teste.

A Figura 7A apresenta os efeitos da administracdo de metirapona 30 mg/kg (n = 13) e 60
mg/kg (n = 15) ou veiculo (n = 17) sobre a laténcia para descer da barra no teste de Catalepsia em
machos. Nela, estdo contidas as médias do tempo, em segundos, dos grupos tratados com veiculo
(Controle) ou metirapona nas doses de 30 (Met 30) ou 60 mg/kg (Met 60) e submetidos ao teste 15 e
45 min apo6s a administracdo das drogas. As médias da laténcia para descer da barra dos animais
nestas sessdes foram submetidas a8 ANOVA de duas vias com medidas repetidas que ndo revelou

efeito significativo para os fatores tratamento (Controle x Met 30 x Met 60; F2,42 = 1,82; p > 0,05)
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ou tempo (15 x 45 min; F1,42 = 0,47; p > 0,05). Também ndo houve interacdo significativa entre 0s

fatores (tratamento x tempo; F2,42 = 0,02; p > 0,05).

As Figuras 7B, C e D apresentam os efeitos motores da administragdo de metirapona no teste
de Campo Aberto nos machos dos grupos tratados com veiculo (n= 17) ou metirapona nas doses de
30 mg/kg (n= 13) e 60 mg/kg (n=15), com 20 minutos de duracdo. Na Figura 7B, podem ser
observadas as médias do nimero de cruzamentos totais. A ANOVA de uma via ndo revelou efeito
significativo para os tratamentos (Controle x Met 30x Met 60; F2,42 = 1,86; p > 0,05). Na Figura 7C,
sdo apresentadas as médias do nimero de levantamentos. A ANOVA de uma via ndo indicou efeito
significativo para os tratamentos (Controle x Met 30x Met 60; F2,42 = 0,90; p > 0,05). Na Figura
7D, sdo apresentadas as médias de tempo, em segundos, de imobilidade. A ANOVA de uma via

também ndo apontou diferenca estatistica para os tratamentos (Controle x Met 30x Met 60; F2,42 =

0,29; p > 0,05).
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Figura 7. Efeitos sobre o controle motor em machos tratados com metirapona nas doses 30 e 60 mg/kg ou veiculo
(Controle). (A) Média da laténcia para descida da barra no teste de catalepsia realizado 15 e 45 min apds a administragdo
das drogas. (B) Numero total de cruzamentos. (C) Numero de levantamentos. (C) Tempo de Imobilidade de machos
submetidos ao teste do Campo Aberto 20 min ap6s a administracdo das drogas. Média + EPM. ANOVA de uma via. n =
13-17 por grupo.
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4.2 Fémeas Proestro/Estro

A Figura 8A presenta os efeitos da administracdo de metirapona 30 mg/kg (Met 30; n=17) e
60 mg/kg (Met 60; n = 17) e veiculo (Controle; n = 20) sobre a expressao e extin¢ao da resposta de
congelamento no medo condicionado ao contexto em fémeas em proestro/estro. Na Figura 8A estdo
representados os tempos médios de congelamento por blocos de 2 min durante o inicio e final da
sessdo Treino e durante o Teste e 0 Reteste. Para o Treino, a ANOVA de duas vias com medidas
repetidas revelou efeito significativo para o fator bloco (Inicio x Fim; F1,51 = 386,48; p < 0,05), e
interac&o entre os fatores (tratamento x bloco; F2,51 =4,70; p < 0,05), mas ndo para o fator tratamento
(Controle x Met 30 x Met 60; F2,51 = 1,71; p > 0,05). O teste post hoc de Tukey indicou aumento
do congelamento ao final do treino em relagéo ao congelamento observado antes da apresentacéo dos
choques para todos os grupos (p < 0,05). Para o Teste, a ANOVA de duas vias com medidas repetidas
revelou efeito significativo para o fator bloco (B1 x B2 x B3 x B4 x B5; F4,204 = 6,25; p < 0,05),
mas ndo para tratamento (Controle x Met 30 x Met 60; F2,51= 1,15; p > 0,05), ou interac&o entre 0s
fatores (tratamento x bloco; F8,204 = 0,73; p > 0,05). O teste post hoc de Tukey indicou diferenca no
bloco 2 em relacéo aos blocos 1, 4 e 5 (p < 0,05). Para o Reteste, a ANOVA de duas vias com medidas
repetidas revelou efeito significativo para o fator bloco (B1 x B2 x B3 x B4 x B5; F4,204 = 6,13; p
< 0,05), mas néo para fator tratamento (Controle x Met 30 x Met 60; F2,51 = 2,36; p > 0,05), ou para
interacdo entre os fatores (tratamento x bloco; F8,204 = 1,62; p > 0,05). O teste post hoc de Tukey
indicou que o bloco B5 é diferente dos blocos 2 e 3 (p < 0,05). Na Figura 8B podem ser observados
0s tempos totais médios de congelamento dos grupos tratados com veiculo (Controle) ou metirapona
nas doses de 30 (Met 30) ou 60 mg/kg (Met 60) e submetidos ao Teste e Reteste, realizados 24 e 48
h apos a sessdo Treino. O tempo de congelamento das fémeas em proestro/estro nestas sessoes foi
submetida &8 ANOVA de duas vias com medidas repetidas que néo revelou efeito significativo para
os fatores sessdo (Teste x Reteste; F1,51 = 3,71; p > 0,05) ou tratamento (Controle x Met 30 x Met
60; F2,51 = 0,87; p > 0,05). No entanto, revelou efeito significativo para a interacdo entre os fatores

(tratamento x sessdo; F2,51 = 3,45; p < 0,05). O teste post hoc de Tukey indicou menor congelamento
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do grupo controle no reteste em relacéo ao teste (p < 0,05). Submetemos, também, os dados do Teste
e do Reteste a ANOVAs de uma via de forma independente. Para o Teste, a ANOVA néo revelou
efeito significativo para tratamento (Controle x Met 30 x Met 60; F2,51 = 1,1; p > 0,05). Para o
Reteste, a ANOVA néo indicou efeito significativo para tratamento (Controle x Met 30 x Met 60;
F2,51 =0,42; p < 0,05). Na Figura 8C podem ser observados os indices de retencao da extin¢ao dos
grupos tratados com veiculo (Controle) ou metirapona nas doses de 30 (Met 30) ou 60 mg/kg (Met
60). A ANOVA de uma via ndo revelou efeito significativo para o fator tratamento (Controle x Met

30 x Met 60; F2,51 = 0,42; p > 0,05).
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Figura 8. Efeitos da administrago de metirapona sobre a expressdo e extin¢do da resposta de congelamento no medo
condicionado ao contexto em fémeas em proestro/estro. (A) Tempo médio de congelamento, nos dois minutos de duragdo
de cada um dos blocos de cada sessdo, treino, teste e reteste. (B) Tempo médio de congelamento dos animais tratados
com metirapona nas doses 30 e 60 mg/kg ou veiculo (Controle) durante todo o Teste e Reteste. (C) FEI - indice de
retencdo da extingdo do medo condicionado dos mesmos animais (% congelamento exibido durante a porcao final da
sessdo treino - % congelamento exibido durante a sessdo de reteste). Média + EPM. ANOVA seguida pelo teste de Tukey.
n = 17-20 por grupo. &, diferente do inicio do treino; @, diferente de B1; $, diferente de B2; +, diferente de B3; #,
diferente do mesmo grupo na sessdo Teste.
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A tabela 1 apresenta os efeitos da administragdo de metirapona 30 mg/kg e 60 mg/kg e veiculo
sobre a expressdo e extincdo da resposta de congelamento no medo condicionado ao contexto em
fémeas em proestro e estro separadamente. Para proestro, as ANOVAs de uma via ndo revelaram
efeito significativo para o congelamento no teste (Controle x Met 30 x Met 60; F2,28 = 0,38; p >
0,05) ou no reteste (F2,28 = 0,94; p > 0,05), ou para o indice de retencdo da extin¢do (F2,28 = 0,34;
p > 0,05). Para estro, as ANOVAs de uma via também ndo revelaram efeito significativo para o
congelamento no teste (Controle x Met 30 x Met 60; F2,20 = 1,32; p > 0,05) ou no reteste (F2,20 =

1,41; p > 0,05), ou para o indice de retencao da exting¢ao (F2,20 = 0,17; p > 0,05).

Tabela 1 Efeitos da administraco de metirapona sobre a expresséo e extin¢do da resposta de congelamento no medo
condicionado ao contexto em fémeas em proestro e estro separadamente.

Fase do Ciclo| Grupo |Teste - Congelamento (%) | Reteste - Congelamento (%) FEI
Controle 30.64 +4.99 17,05 £ 5,74 3462+ 1046
Proestro Mer 30 3294+ 822 2052+ 8 88 5087x1428
Met 00 26,95+ 6,34 2436+ 4,63 5420+ 588
Controle 2854 +7.72 1759+ 424 4241+1077
Estro Mer 30 2983+ 534 3294+ 758 38101125
Met 00 15,22+ 559 31.11+11.27 4778+ 12.10

A Figura 9A apresenta os efeitos da administragcdo de metirapona 30 mg/kg (Met 30 n = 17)
e 60 mg/kg (Met 60 n = 16) e veiculo (Controle n = 15) sobre a laténcia para descer da barra no teste
de Catalepsia em fémeas em proestro/estro. Nela, estdo contidas as médias do tempo, em segundos,
dos grupos tratados com veiculo (Controle) ou metirapona nas doses de 30 (Met 30) ou 60 mg/kg
(Met 60) e submetidos ao teste 15 e 45 min apds a administragdo das drogas. As médias da laténcia
para descer da barra dos animais nestas sessdes foram submetidas a ANOVA de duas vias com

medidas repetidas que ndo revelou efeito significativo para os fatores tratamento (Controle x Met 30
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x Met 60; F2,45 = 1,93; p > 0,05) ou tempo (15 x 45 min; F1,45 = 0,01; p > 0,05). Também nao
houve interacdo significativa entre os fatores (tratamento x tempo; F2,45 = 0,27; p > 0,05).

As Figuras 9B, C e D apresentam os efeitos motores da administracdo de metirapona no teste
de Campo Aberto nas fémeas proestro/estro dos grupos tratados com veiculo (n= 15) ou metirapona
nas doses de 30 mg/kg (n= 17) ou 60 mg/kg (n=16), com 20 minutos de duracdo. Na Figura 9B,
podem ser observadas as médias do numero de cruzamentos totais. A ANOVA de uma via revelou
efeito significativo para os tratamentos (Controle x Met 30x Met 60; F2,45 = 3,62; p < 0,05). O teste
post hoc de Tukey indicou que o grupo Met 60 apresentou nimero de cruzamentos totais superior ao
grupo controle (p < 0,05). Na Figura 9C, sdo apresentadas as médias do nimero de levantamentos. A
ANOVA de uma via ndo indicou efeito significativo para os tratamentos (Controle x Met 30x Met
60; F2,45 = 1,40; p > 0,05). Na Figura 9D, sdo apresentadas as médias de tempo, em segundos, de
imobilidade. A ANOVA de uma via também ndo apontou diferenca estatistica para os tratamentos

(Controle x Met 30x Met 60; F2,45 = 0,24; p > 0,05).
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Figura 9. Efeitos sobre o controle motor em fémeas proestro/estro tratadas com metirapona nas doses 30 e 60 mg/kg ou
veiculo (Controle). (A) Média da laténcia para descida da barra no teste de catalepsia realizado 15 e 45 min apés a
administracdo das drogas. (B) Numero total de cruzamentos. (C) Numero de levantamentos. (C) Tempo de Imobilidade
de machos submetidos ao teste do Campo Aberto 20 min ap6s a administracdo das drogas. Média £+ EPM. ANOVA de
uma via. n = 13-17 por grupo.*, diferente do grupo controle.
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4.3 Fémeas Metaestro/Diestro

A Figura 10 apresenta os efeitos da administracdo de metirapona 30 mg/kg (Met 30; n = 12)
e 60 mg/kg (Met 60; n = 12) e veiculo (Controle; n = 13) sobre a expressao e extin¢ao da resposta de
congelamento no medo condicionado ao contexto em fémeas em metaestro/diestro. Na Figura 10A
estdo representados os tempos médios de congelamento por blocos de 2 min durante o inicio e final
da sessdo Treino e durante o Teste e 0 Reteste. Para o Treino, a ANOVA de duas vias com medidas
repetidas revelou efeito significativo para o fator bloco (Inicio x Fim; F1,34 = 304,06; p < 0,05), e
interacdo entre os fatores (tratamento x bloco; F2,34 = 4,01; p < 0,05), mas ndo para tratamento
(Controle x Met 30 x Met 60; F2,34 = 2,88; p > 0,05). O teste post hoc de Tukey indicou aumento
do congelamento ao final do treino em relagdo ao congelamento observado antes da apresentacéo dos
choques para todos os grupos (p < 0,05). Para o Teste,a ANOVA de duas vias com medidas repetidas
revelou efeito significativo para o fator bloco (B1 x B2 x B3 x B4 x B5; F4,136 = 4,45; p < 0,05),
mas nado para tratamento (Controle x Met 30 x Met 60; F2,34=0,71; p > 0,05), ou interacdo entre 0s
fatores (tratamento x bloco; F8,136 = 0,68; p > 0,05). O teste post hoc de Tukey indicou diferenca no
bloco 2 em relacéo aos blocos 1, 4 e 5 (p < 0,05). Para o Reteste, a ANOVA de duas vias com medidas
repetidas revelou efeito significativo para o fator tratamento (Controle x Met 30 x Met 60; F2,34 =
8,00; p < 0,05), mas ndo para o fator bloco (B1 x B2 x B3 x B4 x B5; F4,136 = 0,68; p > 0,05), ou
para interacdo entre os fatores (tratamento x bloco; F8,136 = 0,48; p > 0,05). O teste post hoc de
Tukey indicou que Met 60 apresentou maior congelamento que o grupo controle (p < 0,05).

Na Figura 10B podem ser observados os tempos totais médios de congelamento dos grupos
tratados com veiculo (Controle) ou metirapona nas doses de 30 (Met 30) ou 60 mg/kg (Met 60) e
submetidos ao Teste e Reteste, realizados 24 e 48 h apds a sessdo Treino. O tempo de congelamento
das fémeas em metaestro/diestro nestas sessdes foi submetida 8 ANOVA de duas vias com medidas
repetidas que revelou efeito significativo para a interacdo entre os fatores (tratamento x sessao; F2,34
= 7,64; p < 0,05), mas ndo para o fator sessdo (Teste x Reteste; F1,34 = 1,23; p > 0,05), ou fator

tratamento (Controle x Met 30 x Met 60; F2,34 = 2,84; p > 0,05). O teste post hoc de Tukey indicou
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menor congelamento do grupo controle no reteste em relagéo ao teste (p < 0,05) e maior congelamento
do grupo Met 60 no reteste em relagdo ao grupo controle no reteste (p < 0,05).

Submetemos, também, os dados do Teste e do Reteste a ANOVASs de uma via de forma
independente. Para o Teste, a ANOVA ndo revelou efeito significativo para tratamento (Controle x
Met 30 x Met 60; F2,34 = 0,7; p > 0,05). Para o Reteste, a ANOVA indicou efeito significativo para
tratamento (Controle x Met 30 x Met 60; F2,34 = 8,0; p < 0,05). O teste post hoc de Tukey indicou
aumento significativo do congelamento do grupo Met 60 no reteste em relacdo ao grupo controle (p
<0,05). Na Figura 10C podem ser observados os indices de retencao da extin¢do dos grupos tratados
com veiculo (Controle) ou metirapona nas doses de 30 mg/kg (Met 30) ou 60 mg/kg (Met 60). A
ANOVA de uma via revelou efeito significativo para o fator tratamento (Controle x Met 30 x Met
60; F2,34 = 5,92; p < 0,05). O teste post hoc de Tukey indicou menor retencdo da extin¢do para o

grupo Met 60 em relagéo tanto ao grupo controle quanto ao grupo Met 30 (p < 0,05).
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Figura 10. Efeitos da administracdo de metirapona sobre a expressdo e extingdo da resposta de congelamento no medo

condicionado ao contexto em fémeas metaestro/diestro. (A) Tempo médio de congelamento, nos dois minutos de duragdo
de cada um dos blocos de cada sessdo, treino, teste e reteste. (B) Tempo medio de congelamento dos animais tratados
com metirapona nas doses 30 e 60 mg/kg ou veiculo (Controle) durante todo o Teste e Reteste. (C) FEI - Indice de
retencdo da extingdo do medo condicionado dos mesmos animais (% congelamento exibido durante a porcdo final da
sessdo treino - % congelamento exibido durante a sessdo de reteste). Média + EPM. ANOVA seguida pelo teste de Tukey.
n = 12-13 por grupo. &, diferente do inicio do treino. @, diferente de B1; $, diferente de B2; *, diferente do grupo
controle; #, diferente do controle no teste.

A Figura 11A apresenta os efeitos da administragdo de metirapona 30 mg/kg (Met 30; n = 14)
e 60 mg/kg (Met 60; n = 14) e veiculo (Controle; n = 15) sobre a laténcia para descer da barra no teste
de Catalepsia em fémeas em metaestro/diestro. Nela, estdo contidas as médias do tempo, em
segundos, dos grupos tratados com veiculo (Controle) ou metirapona nas doses de 30 (Met 30) ou 60
mg/kg (Met 60) e submetidos ao teste 15 e 45 min apds a administracdo das drogas. As médias da
laténcia para descer da barra dos animais nestas sessfes foram submetidas a ANOVA de duas vias

com medidas repetidas que ndo revelou efeito significativo para o fator tratamento (Controle x Met
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30 x Met 60; F2,40 = 1,95; p > 0,05) ou fator tempo (15 x 45 min; F1,40 = 0,04; p > 0,05). Assim
como, ndo houve interacdo significativa entre os fatores (tratamento x tempo; F2,40 = 0,68; p > 0,05).

As Figuras 11B,C e D apresentam os efeitos motores da administracdo de metirapona no teste
de Campo Aberto nas fémeas metaestro/diestro dos grupos tratados com veiculo (n= 15) ou
metirapona nas doses de 30 mg/kg (n= 14) ou 60 mg/kg (n=14), com 20 minutos de duragdo. Na
Figura 11B, podem ser observadas as médias do nimero de cruzamentos totais. A ANOVA de uma
via revelou efeito significativo para os tratamentos (Controle x Met 30x Met 60; F2,40 = 10,58; p <
0,05). O teste post hoc de Tukey indicou que o grupo Met 30 e Met 60 apresentou nimero de
cruzamentos totais superior ao grupo controle (p < 0,05). Na Figura 11C, sdo apresentadas as médias
do nimero de levantamentos. A ANOVA de uma via ndo indicou efeito significativo para os
tratamentos (Controle x Met 30x Met 60; F2,40 = 2,19; p > 0,05). Na Figura 11D, séo apresentadas
as médias de tempo, em segundos, de imobilidade. A ANOVA de uma via também ndo apontou

diferenca estatistica para os tratamentos (Controle x Met 30x Met 60; F2,40 = 0,67; p > 0,05).
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Figura 11. Efeitos sobre o controle motor em fémeas em metaestro/diestro tratadas com metirapona nas doses 30 e 60
mg/kg ou veiculo (Controle). (A) Média da laténcia para descida da barra no teste de catalepsia realizado 15 e 45 min
ap6s a administracdo das drogas. (B) Numero total de cruzamentos. (C) Ndmero de levantamentos. (C) Tempo de
Imobilidade de machos submetidos ao teste do Campo Aberto 20 min ap6s a administragdo das drogas. Média £ EPM.
ANOVA de uma via. n = 13-17 por grupo. *, diferente do grupo controle.
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5. DISCUSSAO

O objetivo geral deste estudo foi avaliar a participacdo da corticosterona na resposta
condicionada de congelamento em machos e em fémeas em diferentes fases do ciclo estral. Para isso,
nossos objetivos especificos envolviam: a reproducdo dos achados acerca dos efeitos da metirapona
na diminuicdo da expressdo do congelamento condicionado em machos; a avaliacdo dos efeitos da
metirapona na expressao e extincdo da resposta condicionada de congelamento em fémeas em
proestro/estro e metaestro/diestro; além de verificar se a metirapona seria capaz de alterar a resposta
condicionada de congelamento sem afetar os comportamentos motores em machos e em fémeas em
diferentes fases do ciclo estral. De forma geral, o bloqueio da sintese de corticosterona pela
metirapona prejudicou a extingdo da resposta condicionada de congelamento contextual, tanto em
machos quanto em fémeas. Entretanto, notou-se que a metirapona reduziu a manifestacdo do medo
condicionado somente nos machos. Ademais, nos machos, ndo foi observado comprometimento
motor pela metirapona, conforme indicado pelos testes de catalepsia e campo aberto. Por outro lado,
nas fémeas, a metirapona resultou em elevacdo da exploracdo horizontal no campo aberto. Os
resultados encontrados apontam para a relevancia da corticosterona no condicionamento aversivo
contextual, com a participacdo na expressao do medo condicionado sendo influenciada pelo sexo,
enquanto o papel na extin¢do parece ocorrer de maneira independente do sexo e da fase do ciclo
estral.

O protocolo de condicionamento aversivo contextual foi efetivo tanto nos machos quanto
nas fémeas, levando a aquisicdo, expressdo e posterior extin¢cdo da resposta condicionada de
congelamento. Com relacdo ao treino, os machos e as fémeas apresentaram um aumento
significativo do congelamento no final da sessdo comparado com o inicio da mesma, sugerindo
assim que o estimulo inicialmente neutro (contexto) foi pareado com o estimulo incondicionado
(choque) e se tornou um estimulo aversivo condicionado. Em relagéo ao teste, os machos e as fémeas

congelaram mais no segundo bloco, com o congelamento diminuindo significativamente nos blocos
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finais, o que indica expressdéo do medo seguida por aquisicdo da extingdo. Ou seja, 0 contexto
eliciou respostas condicionadas de carater defensivo no inicio do teste e essas respostas foram
gradativamente atenuadas ao final do teste quando o estimulo condicionado foi apresentado muitas
vezes sem a presenca do estimulo incondicionado. Na comparacéo do teste com reteste, observamos
a extincdo em machos e em fémeas do grupo controle, que apresentaram menor congelamento no
reteste em comparagdo com o teste. Visto isso, em relagdo ao grupo controle, os resultados
encontrados para machos e fémeas no medo condicionado ao contexto estdo de acordo com
literatura anterior (DE VITA et al., 2021; ALVES et al., 2022), embora os animais deste estudo, de
maneira geral, tenham apresentado menos congelamento em comparacdo aos trabalhos anteriores
(ALVES et al., 2022; REIS et al., 2016).

Em relagdo a metirapona na expressdo do congelamento condicionado contextual em fémeas
proestro/estro e metaestro/diestro, ndo foram observados efeitos significativos no teste, enquanto que
nos machos, a metirapona na dose de 60 mg/kg diminuiu o congelamento. Em relacéo aos machos,
esses dados em conjunto confirmam, assim, a hipétese de que a metirapona reduziria a expressao
do congelamento condicionado em machos. Literatura anterior mostrou que a metirapona reduziu
a resposta de congelamento em machos, apesar da diferenca de metodologia utilizada em
relacdo a este trabalho (DE OLIVEIRA et al., 2013; REIS et al., 2016). Sobre isso, um dos
estudos utilizou o protocolo de medo condicionado a luz, enquanto o nosso estudo utilizou o
protocolo de medo condicionado ao contexto, além disso o grupo controle apresentou congelamento
superior no medo condicionado em relacdo aos animais controle deste trabalho (DE OLIVEIRA etal.,
2013). O outro estudo avaliou 0 medo condicionado ao contexto nos animais por 8 minutos (REIS et
al., 2016), enquanto o nosso fez 10 min de avaliagdo. No entanto, apesar de observamos
diminuicdo da resposta de congelamento do grupo que recebeu metirapona na dose de 60 mg/kg
em comparagdo ao grupo controle em machos, houve auséncia de efeito da metirapona no diado teste
em relacdo as fémeas. Dessa forma, com relagdo as fémeas, a hipotese ndo se confirmou.

Sobre isso, a literatura tem mostrado distingdes entre os cérebros masculinos e femininos.
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N&o obstante, pesquisas recentes que introduziram o estudo com fémeas em seus protocolos de testes
com farmacos encontraram resultados que corroboram a ideia de que h& diferencas sexuais em
relagdo a responsividade & droga, assim como um responsividade a droga dependente da fase do ciclo
estral a qual a fémea se encontra (LOVICK & ZANGROSSI, 2021). Um exemplo disso é que as
diferengas sexuais na resposta a farmacos benzodiazepinicos tém sido demonstradas pela literatura,
sendo que os estudos tem apontado que, em geral, 0 sexo feminino é menos responsivo ao efeito desses
farmacos em comparagéo ao sexo masculino (LOVICK & ZANGROSSI, 2021). Corroborando esses
dados, estudo anterior demonstrou através de revisdo de literatura que as patologias de carater
neuropsiquiatrico apresentam diferencas sexuais significativas, além de haver evidéncias de que ha
distingdes sexuais relativas a farmacocinética e a farmacodindmica de muitas drogas psicoativas
(SEEMAN, 2021). Adicionalmente, o estudo aponta que existem evidéncias de que ha distincGes
sexuais tanto na expressdo quanto na atividade das proteinas de transporte, além de uma funcéao
modeladora dos hormonios gonadais (DALLA et al., 2022). Dessa forma, esses resultados se
relacionam com o meu trabalho uma vez que nos machos a metirapona reduziu a expressao do
congelamento condicionado e nas fémeas néo teve efeito significativo, enquanto que no Teste do
Campo Aberto a metirapona aumentou consideravelmente os cruzamentos totais somente nas fémeas.
Com isso, € possivel que as diferencas sexuais em relacdo a responsividade a droga - abordada por
literatura anterior - possa auxiliar na justificativa desses efeitos diferenciais da metirapona encontrados
neste trabalho. Embora tanto as fémeas em proestro/estro quanto fémeas em metaestro diestro tenham
obtido comportamento semelhante com a administracdo de metirapona.

Ja em relacdo aos efeitos da metirapona na extingdo, foi observado um prejuizo na extingdo
tanto em machos quanto em fémeas. No reteste, 0s animais tratados com metirapona no teste nédo
extinguiram, e 0s machos e as fémeas em metaestro/diestro apresentaram aumento significativo
do congelamento quando foi administrada metirapona nas doses de 30 e 60 mg/kg,
respectivamente. Com isso, os dados sugerem que a metirapona possivelmente prejudica a extingéo,

e que os efeitos s@o mais importantes em machos e fémeas em metaestro/diestro. Esses achados
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corroboram estudo anterior que demonstrou que tanto a dose de 25 mg/kg quanto de 50 mg/kg de
metirapona prejudicou a retencdo da extingdo em machos Sprague-Dawley no teste de labirinto
aquético, enquanto que somente a dose maior prejudicou a aquisicdo no mesmo teste (ROOZENDAAL
etal., 1996). Nessa mesma perspectiva, outro estudo mostrou que a injegcéo subcutanea de metirapona
blogueou a extingdo do medo condicionado em machos Sprague—Dawley quando administrada 90
minutos antes do treinamento de extincdo (YANG et al., 2005). Outro estudo demonstrou que a
dose de 50 mg/kg de metirapona ndo afetou o desempenho no teste, mas facilitou efetivamente a
recuperacdo subsequente do comportamento extinto (BARRETT & GONZALEZ-LIMA, 2004).
Ademais, outro estudo revelou que a administragdo de metirapona na dose de 75 mg/kg, realizada 90
minutos antes do primeiro teste de condicionamento de medo contextual ou ao som, resultou em
diminuigdo do congelamento dos animais no teste. No entanto, esse efeito ndo se manteve em um
teste seguinte, quando a resposta condicionada foi novamente expressa (CAREAGA et al., 2015).

Estudo anterior demonstrou, adicionalmente, que a injecdo subcutanea de metirapona quando
administrada 90 minutos antes do treino induziu a reducgéo da expressdo do medo condicionado ao
contexto em machos (CORDERO et al., 2002). Dessa forma, como a literatura mostra que a
metirapona poderia afetar ndo somente a extingdo mas também a aprendizagem durante o treino,
podemos entender que o efeito observado na extingdo neste trabalho poderia ser um efeito de
prejuizo de aprendizagem mais amplo.

Em relacdo aos protocolos de catalepsia e campo aberto utilizados, os resultados obtidos para
0s grupos controle estdo de acordo com estudos anteriores realizados com machos e fémeas (DE
OLIVEIRA et al., 2006, DE SOUZA CAETANO, 2013; COLOMBO et al., 2013; BARROCA et al.,
2019, ALVES et al., 2022; DE VITA et al., 2021). A metirapona ndo induziu catalepsia tanto nos
machos quanto nas fémeas proestro/estro e metaestro/diestro, confirmando assim a nossa hipotese.
Estudo anterior mostrou que injegéo intraperitoneal de corticosterona nédo afetou os resultados do
teste de catalepsia de roedores machos (BARROCA et al., 2019), sugerindo que a corticosterona ndo

possui relagdo direta com o comportamento de catalepsia. No campo aberto, a metirapona ndo induziu
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comprometimento motor nos machos e ndo afetou o tempo de imobilidade ou o numero de
levantamentos nas fémeas. No que tange aos resultados dos grupos que receberam metirapona,
estudo anterior observou que o controle motor de machos ndo é afetado pela metirapona (MIKICS et
al., 2005). J& em relagdo ao nuimero de cruzamentos totais das fémeas, observamos uma maior
quantidade de cruzamentos tanto nas fémeas proestro/estro quanto nas fémeas em metaestro/diestro
que receberam metirapona 60 mg/kg em relagdo ao grupo controle. 1sso pode indicar uma possivel
interacdo entre metirapona e hormonios sexuais. Diante dos resultados obtidos cabe o
questionamento de que a auséncia de efeito da metirapona na expressdo do congelamento
condicionado em fémeas - diferentemente dos machos - pode estar relacionada com o efeito motor,
uma vez que a metirapona provocou aumento no nimero de cruzamentos totais no teste do campo
aberto diferentemente dos machos. Neste trabalho, observamos que a metirapona nédo teve efeito
significativo na expressao do congelamento condicionado nas fémeas, por outro lado, a droga elevou
0s cruzamentos totais das fémeas no controle motor. Com isso, cabe considerar o potencial impacto
da metirapona no aumento da locomocao sobre o congelamento em fémeas. Com relagdo as fémeas,
estudo anterior observou que a fémeas sdo mais ativas em comparagdo aos machos, os pesquisadores
observaram maior atividade ambulante e de elevagdo no teste do campo aberto (ARCHER, 1975;
BEATTY & FESSLER, 1976; BLIZARD, 1975; MASUR et al, 1980).

Existem variagOes observadas em estudos sobre 0 medo condicionado ao contexto, sugerindo
diferencas sexuais e hormonais. No entanto, os distintos resultados encontrados nos estudos podem
ser atribuidos as diversas abordagens utilizadas durante a conducéo dos experimentos. Sobre isso,
alguns artigos apontam que machos foram mais bem sucedidos na aquisicdo do medo em
comparagdo as fémeas (GUPTA et al. 2001; WILTGEN et al. 2001). Enquanto que outros artigos
indicam que ndo existem diferencas sexuais entre machos e fémeas no medo condicionado ao
contexto (WILTGEN et al. 2005; ALVES et al., 2022). Cabe ressaltar que no protocolo do medo
condicionado ao contexto, as fémeas podem ser condicionadas em uma fase do ciclo em um dia

e passarem pelo teste no dia seguinte em fase do ciclo estral distinta da do dia de aquisi¢do do
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comportamento, dessa forma, é possivel que o ciclo estral afete o desempenho no medo condicionado
(LOVICK & ZANGROSSI, 2021).

No que tange ao comportamento de recordacao da extingcao, estudo anterior observou que ha
diferencas na comparacdo entre machos e fémeas Sprague-Dawley quando se leva em consideragédo
a fase do ciclo estral (MILAD et al., 2009). Sobre isso, as fémeas que passaram pelo aprendizado
da extin¢do na fase de metaestro manifestaram concentracbes mais elevadas de congelamento ao
longo do teste em comparacao aos machos (MILAD et al., 2009). Além disso, as injecdes de estradiol
e progesterona quando administradas em conjunto antes do aprendizado de extin¢do de fémeas em
metaestro facilitou a consolidacéo da extingdo, assim como o bloqueio dos receptores de estradiol
e progesterona em fémeas em proestro prejudicou a consolidagéo da extingdo (MILAD et al., 2009).
Nesse sentido, literatura anterior mostrou que a administracdo de estradiol auxilia na extingédo do
medo condicionado contextual (CHANG et al., 2009). Esses dados em conjunto sugerem que ha
interacdo entre os hormonios gonadais e o comportamento de extin¢do, sendo o estradiol e/ou a
progesterona facilitadores da extingao.

Outra variavel que pode interferir nos resultados das fémeas diz respeito ao possivel estresse
provocado pela manipulacdo dos animais. Sobre isso, estudo anterior mostrou que 0 manuseio das
fémeas no momento de coletar amostras para verificar o ciclo estral pode ser um fator de estresse que
pode provocar aumento da corticosterona plasmatica com déficits associados na memdria espacial
(BECEGATO et al., 2021). Esses resultados se relacionam com o meu trabalho uma vez que cabe
considerar que a manipulagdo das fémeas pode ter elevado suas concentracdes de corticosterona
plasmética afetando tanto a acdo da metirapona sobre a expressdo do congelamento condicionado
quanto o nimero de cruzamentos totais no controle motor. Enquanto que nos machos, a manipulagdo
dos animais possivelmente ndo teve o0 mesmo efeito sobre as concentragcOes de corticosterona, agindo
como um controle para essa variavel.

Anteriormente, abordamos a questdo da oscilagcdo do estradiol e da progesterona ao longo

das fases do ciclo estral. Sobre isso, estudo anterior constatou que os valores basais de corticosterona
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sofreram oscilacdo conforme a fase do ciclo estral apresentando concentragdo mais baixa no estro
e mais elevada no proestro (ATKINSON & WADDEL, 1997). Dessa forma, uma vez que 0 proestro
possui um perfil hormonal que se altera rapidamente, o horario em que 0s experimentos
comportamentais sdo realizados ao longo do dia pode ser uma possivel fonte de variabilidade
(LOVICK & ZANGROSSI, 2021). Diante da diferenca hormonal do estradiol, progesterona e
corticosterona observados no proestro e estro, cabe 0 questionamento se seria adequado unir em
um mesmo grupo fémeas em proestro e estro, uma vez que em proestro ocorreria maior
concentragdo hormonal enquanto no estro seria o contrario. Diante disso, realizamos as analises de
fémeas em proestro e estro separadamente e ndo encontramos diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos, o que significa que a diferenca hormonal provavelmente ndo esta
interferindo nos resultados.

Finalmente, algumas limitacbes e desdobramentos do presente trabalho devem ser
considerados. Por exemplo, a realizacdo de estudos com choques mais intensos nos roedores
poderia trazer novos resultados sobre os efeitos da metirapona na expressdéo do medo
condicionado. Na mesma direcdo, a manutencédo da intensidade dos choques com exploragdo
dos efeitos da administracdo de corticosterona pode ser interessante. A realizagdo da administragéo
da metirapona em outros momentos do protocolo de medo condicionado pode aumentar o
entendimento sobre o papel da corticosterona na aquisicdo e consolidacdo do medo; assim como a
utilizacdo de protocolo de medo condicionado a estimulo explicito para explorar o potencial de
generalizacéo e/ou especificidade dos presentes achados. Estudos futuros poderiam, ainda, realizar a
quantificacdo hormonal direta tanto da corticosterona quanto dos horménios sexuais. Também seria
interessante explorar o envolvimento da amigdala basolateral, assim como de outras estruturas

relevantes para os mecanismos subjacentes ao medo e ansiedade.
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6. CONCLUSOES

De maneira geral, o bloqueio da sintese de corticosterona com metirapona diminuiu a
expressdo do medo condicionado apenas em machos. Por outro lado, a metirapona prejudicou a
extincdo da resposta condicionada de congelamento contextual em machos e fémeas. Adicionalmente,
a metirapona ndo produziu comprometimento motor em machos, conforme avaliado pelos testes de
catalepsia e campo aberto. J& nas fémeas, a metirapona aumentou a exploragdo horizontal no campo
aberto. Esses resultados sugerem a importancia da corticosterona para o condicionamento aversivo
contextual, com envolvimento na expressao do medo condicionado sendo sexo-dependente, ao passo

que o papel na extincdo ocorrendo de forma independendo do sexo e da fase do ciclo estral.
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ANEXO A — Certificado da Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFSCar

Pro Reitoria  comissée de Etica no Uso de Animais o o
! Universidade Federal de 38c Carlos
S Pesquisa I.I-FF:“I A
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Certificamos que a proposta intitulada "EFEITOS DO BLOQUEID DA SINTESE DE CORTICOSTERONA SOBRE O CONGELAMENTO
COMDICIOMADD EM FEMEAS EM DIFEREMTES FASES DO CICLO ESTRAL', protocolada sob o CEUA n® 9367190422 o naisse), sob a
responsabilidade de Amanda Ribeiro de Oliveira e equipe; joyce Nonato Chiossi - que envolve a produgdo, manutencio efou
utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata |axceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino
- esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacio Animal (COMCEA), e foi aprovada pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de S8o Carlas (CEUA/UFSCAR) na reunido de 23/05/2022.

‘We certify that the proposal "EFFECTS OF BLOCKING CORTICOSTERONE SYNTHESIS ON CONDITHINED FREEZING |M FEMALES AT
DIFFERENT PHASES OF THE ESTRAL CYCLE®, utilizing 135 Heterogenics rats (45 males and 90 females), protocol number CEUA
Q367190422 o oo1sssy, under the responsibility of Amanda Ribeiro de Oliveira and team; Joyce Nonato Chiossi - which involves
the production, maintenance and'or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human
beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October B, 2008, Decree 6899 of |uly 15,
2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved
by the Ethic Commitbee on Animal Use of the Federal University of Sao Carlos (CEUA/UFSCAR) in the meeting of 05/2372022.
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