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RESUMO

A crescente incidéncia de alteracbes mal
adaptativas como Transtorno do Panico, Fobias e
Transtorno do Estresse Pds-Traumatico impulsiona
pesquisadores a desvendar as bases biologicas de tais
patologias. Neste contexto, diversos modelos animais
tem sido desenvolvidos a fim de mimetizar aspectos dos
transtornos de ansiedade, e camundongos sao utilizados
em estudos das bases genéticas e moleculares pelo
conhecimento do seu genoma, além do amplo avanco nas
técnicas aplicadas nesta espécie. Boa parte dos modelos
de ansiedade  baseia-se em  principios  do
condicionamento classico, no qual animais adquirem uma
memoria traumatica e exibem respostas emocionais as
pistas deste evento. O Condicionamento Olfatério de
Medo (COM) em ratos vem sendo amplamente utilizado
para avaliar as repostas emocionais condicionadas a um
estimulo olfatorio. Tendo isto em vista, propbe-se o
desenvolvimento de um modelo de Condicionamento
Olfatorio Aversivo (COA) em camundongos a fim de
aumentar as possibilidades para estudos sobre as bases
bioldgicas dos transtornos de ansiedade. Este protocolo
permite um acompanhamento dos animais durante a
aquisicdo, consolidacdo e expressdo de memodria
aversiva. Durante os experimentos, foram avaliados o
comportamento natural de camundongos na caixa de
testes, a caracterizacgdo dos estimulos neutro,
condicionado e incondicionado, além da influéncia de
fatores como a novidade, familiarizag&o a caixa de teste e
idade dos animais. Ainda, a sensibilidade do modelo ao
efeito da administracdo de agonista benzodiazepinico



sobre a memdria aversiva foi avaliada. O Estimulo
Condicionado (EC) foi definido como 50 pL de solugéo
5% de acetato de amila, assim como o Estimulo
Incondicionado (EI) foi padronizado em 5 choques
elétricos de 0,4 mA, por 2 s, com intervalos de 40 s. Os
resultados indicam que camundongos de 5 meses emitem
respostas condicionadas ao EC, enquanto camundongos
de 3 meses ndo, 0 que aponta a idade como fator
importante no COA. A administracdo do agonista
GABAeérgico prejudicou a aquisicdo, enquanto nédo
promoveu alteracdes significativas na consolidacdo e na
expressdo das respostas aversivas. Portanto, 0 modelo de
COA em camundongos apresenta-se como alternativa
para futuros estudos das bases bioldgicas dos transtornos
de ansiedade.

Palavras-chave:
Farmacologia, midazolam, ansiedade, camundongo como
animal de laboratorio.



ABSTRACT

The increase in incidence of maladaptive alterations as
Panic Disorder, Phobias and Post-Traumatic Stress
Disorder drives researchers to unravel the biological
basis of these pathologies. In this context, animal models
have been developed in order to mimic aspects of anxiety
pathologies. Most of the models use principles from
classical conditioning, in which animals acquire a
traumatic memory and display emotional responses to
specific cues of the event. The Olfactory Fear
Conditioning (OFC) in rats has been widely used to study
the conditioned emotional responses to an olfactory
stimulus, although mice are the excellence animals in
molecular and genetic studies by the large knowledge
about their genome and advanced techniques applied to
this species. With this in mind, it is proposed here the
development of an Olfactory Aversive Conditioning
model (OAC) in mice to increase the possibilities for
studies on the biological basis of anxiety disorders. The
protocol allows observation of animals during
acquisition, consolidation and expression of aversive
memory. While the protocol was being developed, the
natural behavior of mice in the apparatus, the
characterization of the neutral, conditioned and
unconditioned stimuli, the influence of novelty, the
familiarization to the chambers and age were analyzed.
Moreover,  pharmacologic interferences  through
GABAergic stimulation by benzodiazepine on the
aversive memory were evaluated too. The Conditioned
Stimulus (CS) was defined as 50 pL of amyl acetate
solution (5%), as Unconditioned Stimulus (US) was



standardized in 5 electric shocks of 0.4 mA, for 2 s, in a
40 s interval. Results indicated that 5-month old mice
emitted conditioned emotional responses to CS, while 3-
month-old mice did not, pointing out to age as an
important factor in OAC. The administration of GABA
receptor agonist impaired acquisition, whereas did not
affect consolidation and expression of aversive
responses. Therefore, the OAC model in mice is
presented as an effective alternative to incoming studies
of the biologic basis of anxiety disorders.

Keywords: Pharmacology, midazolam, anxiety, mice as
laboratory animal.
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1- INTRODUCAO
1.1 — Transtornos de ansiedade.

A ansiedade € a motivacdo associada a
comportamentos que sdo desencadeados por ameaca
potencial, clara ou ambigua (Blanchard, Blanchard et al.,
2008), mais precisamente, como uma resposta natural dos
animais frente a uma possivel fonte de perigo
(Mcnaughton e Zangrossi, 2008). Esta motivacao
apresenta relevancia adaptativa, uma vez que vem sendo
selecionada através de geracBes de humanos e pré-
humanos, auxiliando-os a lidar com ameacas que
prejudicassem a reproducdo (Blanchard, Blanchard et al.,
2008). No entanto, niveis anormais de ansiedade estdo
relacionados a diversas patologias.

Transtornos de  ansiedade  podem  ser
caracterizados como alteragdes nas respostas adaptativas
a agentes estressores afetam a qualidade de vida e
produtividade de grande parte da populagdo mundial.
Dentre as diversas definicBes atuais (Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders DSM-IV-TR,
2000), destacam-se na midia e na literatura cientifica
termos como ansiedade, transtornos de panico e
transtorno do estresse poés-traumatico (TEPT). No
transtorno de panico as respostas de medo sdo
desencadeadas sem que haja uma fonte real de perigo
(Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders
DSM-IV-TR, 2000), enquanto no TEPT o paciente
apresenta respostas de estresse exageradas, pois
espontaneamente, ou quando exposto a pistas deste
evento, revive o trauma (Southwick, Bremner et al.,
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1994). Como estas alteracfes nas respostas a estimulos
estressores podem levar a incapacitacdo da vida social e
profissional de um individuo, tratamentos psicolégicos
como a terapia cognitivo-comportamental, assim como 0s
diversos farmacos desenvolvidos ao longo dos anos tem
sido destinados a reducdo dos sintomas.

Nos modelos animais, mais do que em seres
humanos, a diferenciacdo entre os transtornos de
ansiedade necessita de definicbes melhores, embora bons
resultados ja& tenham sido alcancados através de
mediadores quimicos e analises comportamentais
(Griebel, Blanchard et al., 1997; Gray e Mcnaughton,
2000; Blanchard, Griebel et al., 2003). Como exemplo,
segundo Graeff (Graeff, 2007), existem diferencas
fisiolégicas entre a ansiedade antecipatoria, transtorno de
ansiedade generalizada e ataques de panico. Segundo este
autor, os dois primeiros ativam o eixo hipotalamo-
hipo6fise-adrenal e os eixos simpatoadrenais, enquanto 0s
ataques de péanico causam massiva ativacdo simpatica,
porém, com pouco efeito sobre o eixo hipotalamo-
hipéfise-adrenal. No condicionamento olfatério aversivo
(COA) em camundongos, como ainda ndo foram
realizados estudos para a diferenciacdo e classificacao
das respostas, 0 comportamento dos animais nao pode ser
devidamente associado ao panico ou transtorno de
ansiedade, muito menos como modelo de doenca.
Portanto, 0 conjunto de respostas emocionais neste
trabalho foi classificado por um termo mais abrangente,
denominado ‘aversdo’. Este termo foi utilizado neste
trabalho como antonimo de “preferéncia”, e foi
relacionado a comportamentos animais baseados no
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principio de distancia defensiva (Mcnaughton e Corr,
2004).

1.2 - Emocgdes no homem e nos animais

Em 1872, com a publicagdio do livro ‘The
expression of the emotions in man and animals’ [apud
(Darwin, 1872)], Charles Darwin prop0s que oS
movimentos usados na expressdo emocional estdo
sujeitos as mesmas leis de hereditariedade que
determinam a transmissdo de caracteristicas fisicas ao
longo das geracOes. Através disso, traz ao mundo
cientifico a nocdo de que o0s animais também
compartilham de respostas emocionais presentes no
homem, e que ao olhar mais atento, as expressam de
forma caracteristica, detectdvel e muitas vezes
semelhante aos humanos. O uso de animais em
pesquisas, baseado nas semelhangcas anatomicas e
funcionais, ndo era novidade. Porém, ao tratar das
emoc0des, Darwin inaugura um novo campo de pesquisa
através da possibilidade de desenvolvimento de modelos
animais para o estudo das emogdes humanas.

Inicialmente, estudos com lesdes cerebrais
extensas levaram ao conhecimento de que existiriam
correlatos anatbmicos para as emocdes. Nestes estudos,
desenvolvidos por Sanger Brown e Hanz Schafer (apud,
1888), e posteriormente por Heinrich Kliver e Paul Bucy
(apud, 1937) e James Papez (apud, 1937) foi
desenvolvido o conceito de ‘Circuito de Papez’: conjunto
de estruturas cerebrais responsavel pela expressao de
emocOes. Elas estariam posicionadas no que foi
anteriormente denominado pelo neurologista Paul Broca
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como ‘lobo limbico’, ou seja, parte diferenciada do
cortex na superficie medial do cérebro, que naquele
momento se acreditava estar envolvida com o olfato.
Lesbes neste circuito impediam ou prejudicavam
seriamente a expressdo de emocdes nos sujeitos dos
estudos, além de causar amnésia anterograda. Ao final do
século XIX e inicio do século XX, teorias do papel do
encéfalo sobre a emocdo foram sendo desenvolvidas.
Uma destas teorias, conhecida pelos nomes de seus
propositores, W. James e C. Lange [apud (Lang, 1994;
Friedman, 2009)], propunha que as emocles eram 0O
resultado das alteragdes fisiologicas do organismo,
portanto, que a experiéncia emocional dependia da
expressdo emocional. Diametralmente oposta a esta ideia
estava a teoria de Walter B Cannon e Philip Bard,
propondo que a experiéncia emocional desencadeava a
expressdao emocional e a experiéncia (sentir medo, por
exemplo) poderia ocorrer independentemente da
expressdao emocional [apud (Friedman, 2009)]. Esta
ltima teoria ja propunha um papel essencial de uma
estrutura cerebral chamada talamo, e afirmava que as
emocgdes eram produzidas quando os estimulos
alcangavam esta estrutura. Estas e outras teorias ndo sao
explicagbes definitivas, pois todas possuem falhas.
Atualmente, ao estudar o papel do encéfalo sobre as
emocOes, deve-se considerar ambas as teorias, € uma
explicagdo conclusiva ainda depende de estudos mais
detalhados sobre as bases neurais da experiéncia
emocional.

A estrutura mais ressaltada em estudos sobre
emocOes localiza-se no polo do lobo temporal, logo
abaixo do cortex, compondo o sistema limbico, e
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caracteriza-se como um conjunto heterogéneo de ndcleos
neuronais, cuja atividade estd intimamente ligada a
expressao de respostas emocionais (Ledoux, 2000). Os
achados de Kluver e Bucy baseavam-se em lesdes
extensas nos lobos temporais, incluindo esta regido,
denominada amigdala. Com um maior refinamento das
técnicas, lesdes especificas dos nucleos amigdalares
resultavam em um ‘amortecimento’ das emocgoes, e em
humanos, estdo associadas a reducdo da emocionalidade.
Quando a amigdala intacta € estimulada, o sujeito passa a
apresentar um estado de vigilancia ou atencdo
aumentadas (Aggleton, 1993).

A partir de 1930, Walter Rudolf Hess e
colaboradores demonstraram que a estimulacdo elétrica
no hipotalamo de gatos provocava uma reacdo de defesa
afetiva, similar a observada quando estes animais eram
expostos a cédes. Seus seguidores delimitaram o sistema
responsavel pela emissdo de respostas defensiva, e 0
denominaram sistema cerebral de defesa (SCD), no qual
estavam inclusas estruturas como o hipotalamo, amigdala
e matéria cinzenta periaqueductal (Graeff, 1994;
Brand&o, Anseloni et al., 1999). Em 1982, Jeffrey Gray
propbs o conceito de sistema de inibicdo comportamental
(SIC) englobando estruturas septo-hipocampais, cuja
ativacdo promoveria hipervigilancia, aumento atencional
seletivo, preparo para acbes fisicas vigorosas e,
sobretudo, inibicdo do comportamento. O conceito foi
atualizado pelo mesmo autor no ano de 2000, com um
incremento das estruturas envolvidas e a adigdo de
‘distancia defensiva’, propondo que a resposta emocional
a uma fonte de perigo dependeria da distancia a esta
fonte (Gray e Mcnaughton, 2000).
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Possivelmente o SIC e o SCD atuem de forma
complementar, sendo o primeiro responsavel por
respostas como avaliacdo de risco e relacionado com
ansiedade, e o segundo por respostas como luta e fuga,
relacionado com raiva e panico (Graeff, 1994). A teoria
envolvendo o SIC foi utilizada experimentalmente em
modelos animais de ansiedade e medo (Blanchard e
Blanchard, 1988). Os modelos mais frequentemente
utilizados para a avaliacdo de ansiedade em animais sdo o
labirinto em cruz elevado (Handley e Mithani, 1984,
Lister, 1987) para revisao (Carobrez e Bertoglio, 2005),
campo aberto (Hall, 1934; 1936; Kim, Lee et al., 2002) e
caixa claro-escuro (Crawley, 1981; Grewal, Shepherd et
al., 1997; Kim, Lee et al., 2002). [Para revisdo dos
modelos animais de ansiedade (Rodgers, Cao et al.,
1997)]. Estes modelos baseiam-se em aspectos
etoldgicos, nos quais os animais enfrentam o conflito de
exploracdo versus assumir riscos, e sdo a escolha padréo
para avaliacdo de ansiedade em ratos e camundongos,
baseando-se inclusive no conceito de distancia defensiva
(Mcnaughton e Corr, 2004). Deles derivam outros
paradigmas semelhantes (Dielenberg, Arnold et al., 1999;
Do Monte, Canteras et al., 2008; Kroon e Carobrez,
2009a).

Os comportamentos defensivos interpretados
como ansiedade podem ser diferenciados
experimentalmente dos que caracterizam respostas de
medo. Em ratos e camundongos, a expressdo destas
emocOes varia de acordo com a ameaca. Caso a fonte
ameacadora esteja proxima, respostas de medo séo
desencadeadas, como a imobilidade ou o ataque
defensivo. Por outro lado, caso a ameaga seja potencial,
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como um espaco aberto e iluminado, onde h& maior
probabilidade de encontrar uma ameaca, estratégias como
avaliacdo de risco, evitacdo e escape caracterizam
comportamentos de ansiedade (Blanchard, Hebert et al.,
1998). Os animais aprendem rapidamente a utilizar pistas
relacionadas as ameacas, e podem emitir comportamento
de ansiedade quando expostos a estas pistas.

1.3 - Condicionamento aversivo

Em 1927, o trabalho de lvan Petrovich Paviov,
‘Conditioned  Reflexes: an Investigation of the
Physiological Activity of the Cerebral Cortex’ [apud
(Pavlov, 1927)] evidenciou o conceito de reflexo
condicionado, embora o objetivo do pesquisador era
analisar a fisiologia das fungdes digestivas. Com o
transcorrer dos experimentos, Pavlov percebeu que
estimulos até entdo aleatérios, como o0s passos do
assistente ou a apresentacdo da tigela de comida,
desencadeavam respostas de salivacdo, antes mesmo que
0 devido estimulo fosse aplicado. Pavlov desenvolveu
entdo a teoria de que existiriam reflexos incondicionados,
como o aumento da salivacdo quando um pedaco de
comida tocava a boca do animal, mas que também
existiam  reflexos condicionados, resultantes da
associacdo entre um estimulo prazeroso (alimentacédo) e
pistas relacionadas a este estimulo. Para demonstrar a
teoria, Pavlov executou um teste simples, no qual os
animais eram alimentados durante a execugdo de um
determinado som. Apds algumas sessdes de treino, 0s
animais passavam a secretar saliva e suco gastrico
imediatamente apds o som ser executado. Esta teoria
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ficou conhecida como condicionamento classico, ou
Pavloviano, e serviu de base para o estudo de todos os
outros tipos de condicionamentos.

Mais precisamente, o condicionamento aversivo
se da quando um estimulo neutro (EN), que ndo causa
aversdo inicial, ou qualquer reacdo emocional, adquire
caracteristicas aversivas através da apresentacdo
concomitante de um estimulo incondicionado (EI), que
causa naturalmente respostas incondicionadas. A partir
deste momento, o EN adquire capacidade de desencadear
uma resposta condicionada, semelhante a resposta
incondicionada, e passa a ser denominado estimulo
condicionado (EC).

Ao tratar de modelos animais, existem alguns
exemplos de EN que adquirem a capacidade de
condicionamento, como som (Contarino, Baca et al.,
2002; Ledoux, 2003; Roozendaal, Hui et al., 2006), luz
(Newton, Ellsworth et al., 2004), odor (Otto, Cousens et
al., 1997; Bodyak e Slotnick, 1999; Otto, Cousens et al.,
2000; Jones, Heldt et al., 2005; Kroon e Carobrez,
2009a), estimulos tateis (Leal-Campanario, Delgado-
Garcia et al., 2006), substancias ingeridas (Callaerts-
Vegh, Hoyer et al., 2009), assim como o proprio contexto
de exposicdo ao El (Dexter e Merrill, 1969; Do Monte,
Canteras et al., 2008; Moore, Cushman et al., 2009).
Quanto ao EI, sdo utilizados os que naturalmente
desencadeiam respostas de aversdo, como a presenca de
um predador (Yang, Augustsson et al., 2004), pistas
relacionadas ao predador, como seu odor (Dielenberg,
Arnold et al., 1999; Mcgregor e Dielenberg, 1999;
Dielenberg e Mcgregor, 2001; Apfelbach, Blanchard et
al., 2005; Do Monte, Canteras et al., 2008), choques
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elétricos nas patas (Harris e Westbrook, 1999;
Obradovic, Savic et al., 2004; Kroon e Carobrez, 2009a),
drogas ansiogénicas (Cavalli, Bertoglio et al., 2009) ou
nauseantes (Callaerts-Vegh, Hoyer et al., 2009), e
estimulacdo direta de estruturas cerebrais componentes
do SCD (Kincheski e Carobrez, 2010; Pavesi, Canteras et
al., 2011).

O EC possui caracteristicas aversivas, uma vez
que foi relacionado ao El, e, portanto, pode ser associado
a outro EN, gerando uma segunda associa¢do. Quando o
EC ¢é pareado a outro EN, pode produzir
condicionamento de segunda ordem (Gewirtz e Davis,
1997; Eichenbaun, 2008). No Transtorno do Estresse
Pos-Traumético, o EC torna-se demasiadamente
relevante a ponto de gerar novas associacOes
subsequentes, impossibilitando a vida normal de um
individuo, que passa a cercar-se de pistas aversivas e, por
isso, exibe elevados niveis de ansiedade. Esta relevancia
exacerbada estaria relacionada a uma
aquisicdo/consolidacdo anormal ou uma falha na extingéo
da memoria aversiva (Orr, Meyerhoff et al., 1998; Orr,
Metzger et al., 2000; Wessa e Flor, 2007). Para que o
condicionamento seja utilizado experimentalmente, €
necessario observar todas as propriedades que
caracterizam cada estimulo. Desta forma, um estimulo
candidato a ser usado como EN ndo deve promover
respostas aversivas ‘per se’, assim como o candidato a El
deve ser apresentado na magnitude ideal (Cordero,
Merino et al., 1998). Caso o El seja fraco demais, pode
haver falha em gerar as respostas incondicionadas e sua
apresentacdo sera irrelevante ao individuo. Por outro
lado, caso o EIl seja demasiadamente repetitivo ou
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traumatico, os danos fisicos ou psicoldgicos produzidos
afetardo a expressdo das respostas condicionadas
(Cordero, Merino et al., 1998; Luyten, Vansteenwegen et
al., 2010). Quando a exposicdo ao El é exagerada,
respostas condicionadas podem ser geradas por estimulos
similares ao EC, ou seja, o individuo passa a emitir
respostas de maneira indiscriminada. Este fenbmeno é
denominado generalizacdo (Eichenbaun, 2008; Ito, Pan et
al., 2009). Por isso, para que o condicionamento aversivo
possa ser utilizado como ferramenta experimental, faz-se
necessario definir as caracteristicas ideais do EN, EC e
El, como a natureza, magnitude, duragdo e intensidade,
assim evita-se a interpretacdo errbnea de resultados. Os
substratos neurais para o condicionamento olfatério
aversivo encontram-se no Anexo |.

1.3.1 - Odor como estimulo condicionado

O olfato é o principal sentido em roedores para o
direcionamento de comportamentos essenciais a
sobrevivéncia da espécie, como a alimentacdo, o
acasalamento e a fuga de predadores. Tamanha é sua
importancia para camundongos, por exemplo, que a
disfuncdo olfativa pode levar & morte nos primeiros dias
de vida (Lee, He et al., 2011). O bom funcionamento do
sistema olfatorio garante que roedores encontrem fontes
de alimento, parceiros sexuais e identifiguem o0s
predadores (Su, Menuz et al., 2009). Sendo assim, pistas
olfativas tem grande importancia na interacdo
animal/meio ambiente, e o sistema olfatorio pode ser
considerado como a principal via de entrada de aquisicéo
de informagGes em ratos e camundongos. De fato, a
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reorganizacdo do tecido no bulbo olfatério (Brennan e
Keverne, 1997) relacionada ao aprendizado faz com que
este sentido, uma vez considerado “primitivo”, passe a
ser visto como uma forma de aprendizado complexo e até
de comportamento cognitivo (Burton, 2001).

Embora a maioria dos estudos que utilizam o
modelo do condicionamento utilize estimulos auditivos
ou visuais (Kim e Jung, 2006), existem estudos que
priorizam estimulos olfatorios (Dielenberg, Arnold et al.,
1999; Sevelinges, Gervais et al., 2004; Jones, Heldt et
al., 2005). Apesar de ndo ser o sentido mais desenvolvido
em seres humanos, quando comparados a roedores,
estudos revelam uma grande importancia dos estimulos
olfatérios em vitimas de transtorno de estresse pos-
traumatico (Vermetten, Schmahl et al., 2007). Trabalhos
ja demonstraram que pistas olfativas desencadeiam
ataques de panico em refugiados de guerra (Hinton, Pich
et al., 2004). Além disso, a organizagdo funcional do
sistema  olfatério  apresenta-se  bem  preservada
filogeneticamente, uma vez que apresenta algumas
similaridades desde insetos até humanos (Su, Menuz et
al., 2009). Logo, o estudo do condicionamento aversivo
por pistas olfatorias pode ser uma boa ferramenta para
modelos animais nos estudos das bases bioldgicas de
fendmenos mnemanicos e emocionais.

1.4 - Ratos e camundongos

A grande maioria dos estudos laboratoriais em
fisiologia e farmacologia utiliza preferencialmente ratos,
e atualmente boa parte dos modelos animais com
camundongos deriva de adaptacoes de modelos em ratos.
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Esta transposicdo entre ratos e camundongos deve
respeitar as particularidades das duas espécies, uma vez
que seus comportamentos podem diferir (Frick, Stillner
et al., 2000). Diferencas entre 0s animais também
existem quanto a aspectos farmacocinéticos (Podhorna e
Didriksen, 2005), o que pode acarretar em ma
interpretacdo  dos  resultados. Por exemplo, a
biodisponibilidade de midazolam aos sitios alostéricos
em regides encefalicas sofre alteracGes devido a barreira
hematoencefélica, que em camundongos pode manter
diferencas de concentracdes encéfalo/periferia de 0,23,
diferentemente de ratos, cujo valor é 2,3 (Maurer,
Debartolo et al., 2005). Portanto, a barreira
hematoencefdlica de camundongos interfere na
distribuicdo de midazolam, sendo disponivel aos sitios
alostéricos em uma taxa de 1:10 se comparados a ratos
(Maurer, Debartolo et al., 2005).

A utilizacdo de camundongos em experimentos
comportamentais tem aumentado consideravelmente nas
altimas décadas, tendo em vista a busca por bases
genéticas de comportamentos (Wahlsten, 1999; Jones,
Heldt et al., 2005). ManipulacBes genéticas tem sido
desenvolvidas mais plenamente em camundongos, e 0
conhecimento sobre seu genoma é maior, comparando-se
ao rato. Estudos com camundongos transgénicos — nos
quais genes sdo implantados -- e knockout — nos quais
genes sdo inativados -- (Delorey, Handforth et al., 1998;
Granvil, Yu et al., 2003; Rudolph e Mohler, 2004,
Maurer, Debartolo et al., 2005) avangam o conhecimento
da influéncia de genes especificos sobre fisiologia,
farmacologia e andlise comportamental, inclusive no
processamento de memarias aversivas (Johansen, Cain et
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al., 2011). Além disso, a comparacdo entre as diversas
linhagens de camundongos permite a analise da
influéncia multigénica nas areas supracitadas (Castellano,
Cabib et al., 1996; Schimanski e Nguyen, 2004,
Mathiasen, Mirza et al., 2008), inclusive ansiedade
(Dockstader e Van Der Kooy, 2001) e memorias
aversivas (Bolivar, Pooler et al., 2001; Wilson, Brodnicki
etal., 2011).

1.5 - Fatores que influenciam o desempenho de roedores
em tarefas experimentais.

O comportamento dos animais frente a um
aparato sofre influéncia de varidveis intrinsecas ao
animal, ou organismicas, como também varidveis
metodolodgicas, ou procedurais. Quanto a idade, s&o
geralmente utilizados camundongos a partir de dois
meses de idade, quando atingem a maturidade sexual e
sdo considerados adultos (Laviola, Macri et al., 2003). A
fase adulta perdura até o primeiro ano de vida, quando
alguns sinais de senescéncia comecam a ser detectados
(Frick, Burlingame et al., 1999; Kaczorowski e
Disterhoft, 2009). No inicio da fase adulta, diversos
sistemas ja se encontram plenamente funcionais, como o
olfatério, que atinge a maturidade no primeiro més de
vida (Graziadei, Stanley et al., 1980; Lee, He et al.,
2011). Em analises comportamentais, camundongos
jovens tendem a apresentar maiores niveis de ansiedade,
se comparados a adultos, assim como maiores niveis de
generalizacdo (Hefner e Holmes, 2007; Ito, Pan et al.,
2009; Moore, Linsenbardt et al.,, 2010). Dados da
literatura suportam a afirmagéo de que camundongos de
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3 a 8 meses de idade sdo considerados adultos e possuem
desempenho estavel durante este periodo (Bolivar, Scott
Ganus et al., 2002; Peleg, Sananbenesi et al., 2010).
Portanto, usualmente camundongos de diferentes idades
séo agrupados (D'isa, Clapcote et al., 2011). No entanto,
0 amadurecimento e senescéncia S80 processos
constantes e ocorrem de forma gradual.

Alteracbes em comportamentos ligados a
ansiedade/emocionalidade, além da presenca de
patologias podem ser relacionados as diferentes
linhagens em ratos, como por exemplo no labirinto em
cruz elevado (Ramos, Mellerin et al.,, 1998). Os
comportamentos  relacionados a  ansiedade e
emocionalidade sdo influenciados pelo fator linhagem em
camundongos. Isto pode ser observado no labirinto em
cruz elevado e na caixa claro-escuro (Griebel, Belzung et
al., 2000). Além disso, 0s animais possuem variacdes
hormonais no decorrer do dia, 0 que pode gerar
diferencas comportamentais (Nelson, Scheving et al.,
1975; Bertoglio e Carobrez, 2002), por isso, o periodo do
dia no qual os animais estdo sendo avaliados deve-se
manter constante, a fim de amenizar a influéncia desta
varidvel. OQutras variaveis procedurais devem ser
observadas, como a iluminagdo (Bertoglio e Carobrez,
2002; Izidio, Lopes et al., 2005), condicdes anteriores do
animal, como isolamento/col6nia (Da Silva, Ferreira et
al., 1996), estresse (Steenbergen, Heinsbroek et al., 1990;
Maldonado, Martijena et al., 2011), manipulacdo pelo
experimentador e/ou tratador (Andrews e File, 1993) e
mesmo a experiéncia prévia no aparato (Bertoglio e
Carobrez, 2000). A partir do momento em que estas
variaveis sdo controladas, ou a0 menos minimizadas, o
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modelo ganhara forca e replicabilidade, abrindo espaco
para a avaliacdo farmacologica.

1.6 - O condicionamento olfat6rio aversivo em ratos

A partir do conceito de distancia defensiva
(Dielenberg, Arnold et al., 1999; Mcgregor e Dielenberg,
1999; Mcnaughton e Corr, 2004) foi desenvolvido no
Laboratorio de Neurobiologia Comportamental, UFSC,
um protocolo no qual as respostas defensivas de ratos
foram avaliadas frente ao odor de gato (Do Monte,
Canteras et al., 2008). Posteriormente, com o objetivo de
estudar as respostas defensivas decorrentes de
aprendizado, ratos associaram odor de café a cinco
choques elétricos nas patas (Kroon e Carobrez, 2009a).
Posteriormente, o estimulo aversivo foi substituido por
injecdo intraperitoneal de pentilenotetrazol, um farmaco
com acao ansiogénica, sugerindo que o condicionamento
olfatério também poderia ocorrer por meio de estimulos
aversivos interoceptivos (Cavalli, Bertoglio et al., 2009).
Em seguida, o odor de café foi substituido pelo odor de
acetato de amila, e a estimulagdo farmacol6gica de uma
estrutura hipotalamica, o ndcleo pré-mamilar dorsal
(Pavesi, Canteras et al., 2011) e de uma estrutura
mesencefalica, a porcdo dorsolateral da substancia
cinzenta periaquedutal (Kincheski e Carobrez, 2011)
também foram capazes de desencadear respostas
defensivas, bem como promover aprendizado. Com a
utilizacdo de choques elétricos nas patas e o odor de
acetato de amila, foi evidenciada a influéncia da
manipulacdo de receptores corticosteroides e a ativagao
do nucleo pré-mamilar dorsal e da substancia cinzenta
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periaquedutal no condicionamento olfatério aversivo em
ratos (Souza e Carobrez, 2010).

1.7 - Sistema GABAZérgico e Benzodiazepinas

Receptores GABA (do inglés gamma-amino
butyric acid) sdo proteinas pentaméricas localizadas na
membrana celular, suas subunidades podem ser uma
combinacdo entre alfa, beta e gama, sendo que cada uma
destas possui trés ou mais isoformas (Bormann, 2000).
Estas séo as subunidades mais bem descritas e estudadas,
embora outras variantes também tenham sido apontadas,
conferindo  grande variabilidade nas  possiveis
combinagOes de receptores (Mehta e Ticku, 1999). De
fato, existem de 16 a 19 subunidades clonadas e
mapeadas nos genomas de mamiferos (Korpi, Grunder et
al., 2002). Os receptores gabaérgicos sao modulados por
benzodiazepinas em sitios alostéricos, o que aumenta o
fluxo de ions cloreto para dentro das células, causando
sua hiperpolarizacdo (Bormann, 2000). Receptores
GABA podem ser divididos em centrais e periféricos,
sendo que os do tipo GABA, estariam na classe dos
centrais (Pirker, Schwarzer et al., 2000; Beracochea,
2006).

Cerca de vinte benzodiazepinas sdo atualmente
utilizadas na clinica (Argyropoulos, Sandford et al.,
2000). Na pesquisa, a utilizagdo de benzodiazepinas é
uma pratica comum, mesmo em seres humanos (Scaife,
Langley et al., 2005; Scaife, Hou et al., 2007; Veselis,
Pryor et al., 2009). Benzodiazepinas séo utilizadas em
diversos estudos sobre a participagdo do sistema
GABAérgico em fenbmenos mnemonicos, e a relacéo
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entre benzodiazepinas e memoria ndo € novidade (Brioni,
Nagahara et al., 1989). Este grupo farmacoldgico
também possui relacdo direta com ansiedade (Blanchard,
Griebel et al., 2001). Existem evidéncias da participacao
de receptores GABAA sobre a aquisicdo de memorias
aversivas (Pain, Launoy et al., 2002; Obradovic, Savic et
al., 2004; Callaerts-Vegh, Hoyer et al., 2009; Makkar,
Zhang et al., 2010; Maldonado, Martijena et al., 2011),
consolidacdo de memdrias adquiridas (Castellano, Brioni
et al., 1989; Gafford, Parsons et al., 2005; Makkar,
Zhang et al., 2010), expressdo de memorias consolidadas
(Harris e Westbrook, 1999) e expressdao de
comportamentos de ansiedade (Dielenberg, Arnold et al.,
1999; Mcgregor e Dielenberg, 1999).

As benzodiazepinas apresentam uma estrutura
basica composta por um anel de sete elementos fundido a
um anel aromatico e possui quatro grupos substituintes
principais que podem ser modificados, gerando
diversidade em sua meia-vida e afinidade pelos
receptores (Mody e Pearce, 2004). Uma benzodiazepina
comumente utilizada em estudos de aprendizado e
memorias aversivas € 0 midazolam, cuja meia-vida curta
de 2 a 4 horas -- assim como seus metabolitos ativos, até
2 horas -- (Argyropoulos, Sandford et al., 2000) atrai 0s
pesquisadores que procuram intervencbes rapidas e
pontuais, além de sua especificidade por receptores
GABAA. O midazolam foi utilizado em estudos que
envolvem a avaliacdo de respostas emocionais por meio
do conflito aproximacéo-esquiva (Dielenberg, Arnold et
al.,, 1999; Mcgregor e Dielenberg, 1999; Kroon e
Carobrez, 2009a), com efeito ansiolitico, assim como
sobre o aprendizado. Sabe-se que a agdo de
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benzodiazepinas como o midazolam sobre a emogédo e
memoria ocorre através da inibicdo dos potenciais de
acdo gerada pela hiperpolarizacio GABAEérgica,
prejudicando o aprendizado pela interferéncia sobre o
fendmeno da LTP (Long Term Potentiation: potenciacao
de longo prazo, fendbmeno de potenciagdo da atividade
neuronal) (Evans e Viola-Mccabe, 1996). Sendo assim,
fendbmenos que envolvam aspectos emocionais e
mnemonicos podem ser prejudicados por interferéncia
farmacoldgica com a utilizacdo de midazolam.

1.8 - O condicionamento olfatério aversivo em
camundongos

Tendo em vista a influéncia de mecanismos
moleculares e genéticos sobre os substratos neurais de
transtornos de ansiedade e medo, a elabora¢do de um
modelo em camundongos para 0 condicionamento
olfatério aversivo se faz necessaria para a expansdo do
conhecimento em torno dos fenbmenos mnemonicos e
emocionais relacionados a estes transtornos. Assim,
abordagens farmacoldgicas podem ser desenvolvidas a
fim de tratar estes transtornos de forma mais objetiva e
com efeitos adversos menores. Além disso, o0
comportamento de camundongos durante o protocolo
pode ser comparado ao de ratos, e suas similaridades e
diferencgas podem ser apontadas. A utilizagdo de estimulo
olfatério e analise de comportamentos defensivos
proporciona uma abordagem mais proxima da natureza
do animal, trazendo beneficios para melhor interpretacéo
do componente emocional das memorias aversivas. Neste
trabalho, propbe-se um modelo de condicionamento
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olfatorio aversivo em camundongos Suicos que respeita
peculiaridades destes animais, como a espécie, linhagem
e idade, abordando processos fisioldgicos como a
aquisicdo, consolidacdo e expressdo de memoria
emocional aversiva. Uma vez que as caracteristicas
especificas do modelo foram elucidadas e analisadas,
estudou-se a sensibilidade do modelo a drogas
ansioliticas da classe das benzodiazepinas.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo geral

Desenvolver um teste de condicionamento
olfatorio aversivo para camundongos, que possa ser
utilizado como ferramenta para futuros estudos sobre as
bases bioldgicas de comportamentos defensivos.

2.2 - Objetivos especificos

e Determinar as respostas espontaneas de
camundongos de 3 meses ao protocolo experimental, sem
a interferéncia do estimulo condicionado (EC) ou
estimulo incondicionado (EI).

e Estabelecer o protocolo de condicionamento
olfatdrio aversivo em camundongos com 3 meses.

e Determinar as respostas espontaneas de
camundongos de 3 meses ao protocolo experimental, sem
a interferéncia do estimulo condicionado (EC) ou
estimulo incondicionado (EI).

e Verificar se a duracdo do El é adequada para o
condicionamento e determinar a menor duragdo para que
as repostas defensivas sejam evidenciadas em
camundongos de 5 meses.

e Estabelecer o protocolo de condicionamento
olfatério aversivo em camundongos de 5 meses.

e Investigar o papel do midazolam sobre a
aquisicdo de memoria aversiva no protocolo de COA em
camundongos.

e Investigar o efeito de midazolam sobre a
consolidacdo de memoria aversiva no protocolo de COA
em camundongos.
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e Investigar o efeito de midazolam sobre a
expressao de memdaria aversiva adquirida no protocolo de
COA em camundongos.
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3 - MATERIAIS E METODOS
3.1 - Animais

Os animais utilizados neste estudo foram 276
camundongos machos da linhagem Suico provenientes
do Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC) com a idade de 3 meses e 5 meses
(pesando entre 35-45 g e 45-55 g, respectivamente). Os
animais foram mantidos em caixas moradia de
polipropileno (50 x 30 x 15 cm), em namero de sete a dez
camundongos por caixa, em um ambiente com um
regime claro/escuro de 12/12 h (luzes ligadas as 7 h da
manh&), com temperatura em (23 + 2° C) e umidade
(60% a 70%) controladas, e livre acesso a comida e a
agua. Ao menos duas semanas antes dos procedimentos
experimentais, 0s animais permaneceram em um biotério
proximo a sala de experimentos para ambientacdo e
foram manipulados pelo proprio experimentador, duas
vezes por semana. As caixas foram mantidas na mesma
prateleira, a fim de evitar possiveis variacdes decorrentes
de diferengas no ambiente (Izidio, Lopes et al., 2005).
Todos os procedimentos utilizados neste trabalho foram
avaliados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina,
identificados pelo protocolo PP0468 e aprovados sob o
ndmero 23080.019988/2010-13.
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3.2 - Caixas de experimentacao
3.2.1 - Caixa de condicionamento

Caixa de dimensdes 40 x 30 x 25 cm composta
por um Unico compartimento, com paredes de aco
inoxidavel, cinzas, exceto por uma parede de acrilico
transparente (figura 1) e abertura superior da caixa
coberta com uma tampa de acrilico também transparente.
O piso composto por barras paralelas de 3 mm de
diametro, espacadas 1 cm entre si e ligadas a um gerador
de choques possibilitou a aplicacdo de descargas elétricas
controladas em intensidade e duracdo -- cinco choques
com intensidade de 0,4 mA, com intervalos de 40 s e
duracdo de 0,3 s ou 2 s, de acordo com cada protocolo.
Abaixo do piso gradeado foi posicionada uma bandeja
para recolhimento dos residuos. A intensidade luminosa
foi mantida a 50 lux dentro da caixa de condicionamento.

e

30 cm

40 cm

Figura 1 — Caixa de condicionamento.
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3.2.2 - Caixa de teste

Caixa composta por dois compartimentos: o
maior 27 x 17 x 17 cm (comprimento x largura x altura)
com a parte superior aberta, e 0 menor 13 x 17 x 10 cm
com a parte de cima removivel, gerando um
compartimento fechado, exceto por uma abertura de 5 x 7
cm que permitiu o livre transito dos animais pelos dois
compartimentos (figura 2). Além disso, uma marcacao no
compartimento maior a 4,5 cm da extremidade oposta a
conexdo entre 0s dois compartimentos serviu como
referéncia para analise comportamental da aproximacao
da fonte de odor. Esta caixa foi construida com material
acrilico preto, e foi utilizada especificamente para
camundongos. A fonte de odor, quando necessaria, foi
posicionada em um compartimento fixado na parede
proxima a marcacdo. Esta caixa permitiu que o0s
compartimentos fossem diferencialmente iluminados,
uma vez que o compartimento menor € mantido a 5 lux e
0 maior a 11 lux, mimetizando um ambiente seguro,
como uma toca, e um ambiente a ser explorado, como um
espaco aberto, respectivamente.

17 cm

40 cm

Figura 2 — Caixa de teste.
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3.3 - Fonte de odor

Foi utilizada como fonte de odor uma solucéo
contendo acetato de amila - IUPAC etanoato de pentila -
(amyl acetate, 99+% Aldrich Chemical Co., Inc., USA) a
5% diluida em propilenoglicol (minimo 99,5%
LABSYNTH® Produtos para Laboratérios Ltda, Basil).
Como ratos e camundongos apresentam sensibilidade
similar a deteccdo de odores de predador (Ferrero,
Lemon et al., 2011), assim como uma série de outros
odores (Johnson, Xu et al., 2009), utilizou-se a mesma
diluicdo de 5% em propilenoglicol j& utilizada em ratos
(Pavesi, Canteras et al., 2011). A quantidade de 0,05 mL
utilizada na caixa de testes de camundongos foi definida
para manter a proporcionalidade de odor/volume da
caixa, de acordo com trabalhos do laboratério onde foi
desenvolvido este trabalho (Kroon e Carobrez, 2009b;
Souza e Carobrez, 2010; Pavesi, Canteras et al., 2011). O
odor de acetato de amila tem sido utilizado como EN em
diversos trabalhos (Yuan, Harley et al., 2002; Jones,
Heldt et al., 2005; Pavesi, Canteras et al., 2011), e sua
utilizagdo tem vantagens como a sensibilidade dos
roedores a este odor e alta volatilidade, o que permite a
sua rapida eliminacdo do ambiente (Cahill e Mcgaugh,
1990; Paschall e Davis, 2002a; Kilpatrick e Cahill, 2003).

3.4 - Drogas

Solugdo-mée com 5 mg/mL de midazolam
(soluco liquida, Dormonid®, Roche, Brasil) foi diluida
em solucédo fisiologica estéril (NaCl a 0,9%) a fim de
atingir as doses necessarias de 0,5 mg/kg, 1 mg/kg e 3
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mg/kg, com o volume de injecdo em 1 mL/kg (Chiba,
Nishiyama et al., 2009).

3.5 - Protocolo experimental

O protocolo experimental foi composto por duas
fases: a primeira de dois dias, nos quais 0s animais
adquirem a memoria associativa; e a segunda fase,
composta por trés dias, na qual expressam a aquisicao
desta memoria (figura 3). No primeiro dia, 0s animais
foram expostos a caixa de condicionamento durante
quatro minutos, sem contato com o El -- choque elétrico -
- e sem contato com o EN -- odor de acetato de amila.
Nesta sessdo buscou-se a familiarizagcdo dos animais com
0 contexto e com a rotina de manipulacdo. Vinte e quatro
horas depois, os animais foram expostos novamente a
caixa de condicionamento, onde havia um papel filtro
impregnado com 0,1 mL de solu¢do contendo o EN.
Durante os quatro minutos de permanéncia do animal na
caixa de condicionamento foram emitidos cinco choques
elétricos, com intensidade de 0,4 mA, 220 V, duracao de
2 s. Assim, o animal permaneceu dentro da caixa
impregnada com odor por 40 s, antes do primeiro choque
ser disparado. Os choques subsequentes foram disparados
com intervalos de 40 s e o0 animal s6 foi retirado da caixa
40 s apos o ultimo choque.

O terceiro dia de experimentos inicia a segunda
fase, na qual o conjunto de respostas emocionais
condicionadas foi avaliado. Neste dia os animais foram
colocados pela primeira vez na caixa de teste e a
exploraram livremente por cinco minutos, sem a presenca
do EC (odor). Esta sessdo tem por objetivo familiarizar o
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animal ao novo contexto, uma vez que esta difere da
caixa de condicionamento pela forma, materiais, tamanho
e intensidade luminosa do ambiente. Definiram-se
sessOes de cinco minutos a fim de evitar o fendmeno da
habituacdo (Eichenbaun, 2008), que poderia influenciar
0s resultados caso as sessdes tivessem a mesma duragao
que em ratos — 10 minutos. Durante a sessdo de
familiarizagdo, assim como as sessdes subsequentes, 0s
seguintes parametros comportamentais foram registrados:

- Porcentagem do Tempo de Aproximacao
(%TA): porcentagem da sessdo total em que o0s
camundongos permaneciam a menos de 4,5 cm da fonte
de odor, e esta medida foi feita através de uma referéncia
no assoalho da caixa. No momento em que o animal
ultrapassava esta marcacdo com o focinho ou as patas, o
cronbmetro era acionado. Quando o animal deixava a
area com as quatro patas, o crondbmetro era pausado.

- Porcentagem do Tempo Escondido (%TE):
porcentagem da sessdo total em que os camundongos
permaneciam dentro do compartimento fechado.
Considerou-se entrada quando o animal se posicionava
com as quatro patas no compartimento. O mesmo foi
considerado para a saida do compartimento fechado.

- Head-out: Avaliacdo de risco. Tempo absoluto
em que 0S animais permaneciam no compartimento
fechado, com a cabeca e/ou as patas dianteiras
posicionadas fora do compartimento, através da abertura.

- Cruzamentos (CR): Numero de Cruzamentos.
Quantidade de aproximac6es a fonte de odor somada a
guantidade de entradas no compartimento fechado.
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- Laténcia de Saida (LA): Tempo até a primeira
saida do camundongo com as quatro patas a partir do
compartimento fechado.

Vinte e quatro horas depois da familiarizagdo na
caixa de teste, os animais foram expostos novamente a
mesma caixa por cinco minutos, desta vez com a
presenca do EC (odor). No quinto dia, uma nova
exposicdo a caixa de testes ocorreu sem a presenga do
estimulo condicionado. Em todos os cinco dias do
experimento os animais eram retirados do biotério e
alocados em uma sala de ambientacdo, adjacente a sala
de experimentacgdo, na qual permaneciam por no minimo
30 minutos nas mesmas condicdes de temperatura,
luminosidade e umidade que encontravam no biotério
(23+2°C, 50 lux, 60% a 70%). Apo6s cada animal passar
pelo procedimento, 0 mesmo era alocado para uma caixa-
moradia com serragem limpa em uma sala adjacente,
isolada dos animais que ainda passariam pelo
procedimento do dia. Quando o grupo estava completo,
todos os animais eram recolocados em suas caixas-
moradia originais e transportados ao biotério.
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Dia 1 Dia 2
= 2n, e e
Familiarizacao Odor + Choque
EN + El
Dia3 Dia4 Dia5
Familiarizagcdo Odor Contexto
FAM EC1 EC2

Figura 3 — Protocolo experimental. FAM = Familiarizagdo, EC1 =
Estimulo condicionado de primeira ordem, EC2 = estimulo

condicionado de segunda ordem.

Foi considerada generalizacdo quando o animal
apresentou valores de %TE superior a 70% efou LA
superior a 120 s na sessdo de familiarizacdo. Estes
animais foram entdo excluidos das analises (2,4% de toda
a amostra, sendo que ndo foram encontradas influéncias
da idade ou diferentes protocolos sobre a generalizacao).
Além dos animais que desenvolveram generalizacdo, sete
camundongos foram excluidos das analises por
problemas com o video.

3.6 - Desenvolvimento do modelo de COA em
camundongos.

A seguir, a investigacdo divide-se em duas fases:
padronizacdo do modelo (experimentos 1 a 6) e avaliacdo
farmacoldgica (experimentos 7 a 9). Embora as
caracteristicas do procedimento geral sejam mantidas,
alguns experimentos possuem variagdes nos protocolos,
de acordo com os objetivos de cada experimento.
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3.6.1 - Experimento 1: Respostas espontaneas de
camundongos com 3 meses de idade.

Objetivo: determinar as respostas espontaneas de
camundongos de 3 meses ao protocolo experimental, sem
a interferéncia de EC ou El.

Os animais foram submetidos ao protocolo
completo, sem a exposi¢do ao EC ou ao El. Desta forma,
0 protocolo foi composto por duas sessdes idénticas na
caixa de condicionamento (dois primeiros dias), e trés
sessdes idénticas na caixa de teste (trés altimos dias).

3.6.2 - Experimento 2: Odor de acetato de amila como
estimulo neutro (EN).

Objetivo: investigar se a solucdo de acetato de
amila poderia ser utilizada como estimulo neutro (EN).

Nos dois primeiros dias, 0s animais passaram por
duas sessOes idénticas, sem EN e sem El. O EN foi
apresentado somente no dia 3, em dois volumes
diferentes, considerando que a intensidade do odor
poderia conter carater aversivo. Sendo assim, a exposi¢do
ao odor ocorreu na primeira sessdo dos animais na caixa
de testes. Portanto, neste experimento 0s animais néo
foram submetidos a familiarizacdo na caixa de testes.

3.6.3 - Experimento 3: condicionamento olfatorio
aversivo em camundongos com 3 meses de idade.

Objetivo:  estabelecer o  protocolo  de
condicionamento olfatério aversivo em camundongos
com 3 meses.

Os animais foram divididos em dois grupos:
Pareado, com EN+EIl no segundo dia e Nao-pareado,
com EN no primeiro dia e EI no segundo dia.
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3.6.4 - Experimento 4: Respostas espontaneas de
camundongos com 5 meses de idade.

Objetivo: determinar as respostas espontaneas de
camundongos de 3 meses ao protocolo experimental, sem
a interferéncia de EC ou El.

Protocolo idéntico ao experimento 1: os animais
passaram pelos cinco dias do protocolo sem exposi¢ao ao
El ou ao EN. Desta forma, o protocolo foi composto por
2 sessOes idénticas na caixa de condicionamento
(primeiros dois dias), e 3 sessbes idénticas na caixa de
teste (trés Ultimos dias).

3.6.5 - Experimento 5: diferentes duracdes de choque.

Obijetivo: verificar se a duracdo do EI é adequada
para 0 condicionamento e determinar a menor duragao
para que as repostas defensivas sejam evidenciadas em
camundongos de 5 meses.

O EI (chogue elétrico nas patas) pode ser
manipulado de diversas formas. Dentre elas,
investigamos a duracdo do choque, dividindo os animais
em trés grupos: Sem choque, 0,3 s de choque e 2,0 s de
choque. Os outros parametros como intensidade do
choque e nimero de choques foram mantidos. Como o
objetivo deste experimento foi avaliar o poder de
diferentes duracdes do EI em promover a associa¢do com
0 EN, este experimento ocorre somente em trés dias,
sendo eliminada a familiarizagdo na caixa de
condicionamento e a exposi¢do ao contexto na caixa de
teste. Portanto, no primeiro dia os animais foram
expostos ao odor e ao choque (exceto o grupo ‘Sem
choque’, que foi exposto somente ao odor). Durante o
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segundo dia, passaram pela familiarizacdo na caixa de
teste, e entdo no terceiro dia, expostos a caixa de teste
impregnada com odor. N&o foi possivel registrar a LA,
pois neste experimento os animais foram colocados na
caixa de testes diretamente no espaco maior.

3.6.6 - Experimento 6: condicionamento olfatorio
aversivo em camundongos com 5 meses de idade.

Objetivo:  estabelecer o  protocolo  de
condicionamento olfatério aversivo em camundongos de
5 meses.

Protocolo idéntico ao experimento 3: Os animais
foram divididos em dois grupos: Pareado, EN+EI; e Nao-
pareado, com EN no primeiro dia e El no segundo dia.

Para avaliar a utilidade do modelo de COA em
testar drogas ansioliticas, foram elaborados experimentos
nos quais avaliou-se o envolvimento do sistema
GABA¢érgico sobre o condicionamento. Foi utilizada uma
benzodiazepina, midazolam, cuja acdo modula receptores
GABAA. As doses de midazolam utilizadas em
experimentos com ratos e camundongos variam de 0,75
mg/kg até 5 mg/kg, dependendo do protocolo
experimental (Dielenberg, Arnold et al., 1999; Nunes-
De-Souza, Canto-De-Souza et al., 2000; Pain, Launoy et
al., 2002; Ramos, Pereira et al., 2008; Chiba, Nishiyama
et al., 2009; Kroon e Carobrez, 2009a), em geral,
camundongos sdo sujeitos a doses mais elevadas, quando
comparados aos ratos, para a obtencdo de efeitos
semelhantes. A maioria dos experimentos com o foco na
interferéncia de benzodiazepinas sobre fendmenos
mnemonicos e ansioliticos utiliza-se do rato como animal
experimental (Harris e Westbrook, 1999; Pain, Launoy et
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al., 2002; Obradovic, Savic et al., 2004; Gafford, Parsons
et al., 2005; Bustos, Maldonado et al., 2006; Maldonado,
Martijena et al., 2011). Em camundongos, a DEs, para
produzir antinocicepcao significativa foi de 3,46 mg/kg,
por via intraperitoneal (Chiba, Nishiyama et al., 2009).
Tendo em vista esses fatos, foi estabelecida a utilizacdo
de doses (0,5 mg/kg, 1 mg/kg e 3mg/kg) aplicadas em
um volume de inje¢do de 1 mL/kg, menores que a DEsg
para antinocicepcao.

3.6.7 - Experimento 7: efeitos do midazolam sobre a
aquisicdo de memoria aversiva.

Obijetivo: Investigar o papel do midazolam sobre
a aquisicdo de memoria aversiva no protocolo de COA
em camundongos.

Para isso, os animais foram divididos em quatro
grupos: 1) Salina; 2) MDZ 0,5 mg/kg; 3) MDZ 1 mg/Kkg;
4) MDZ 3 mg/kg. As injegdes intraperitoneais foram
administradas 30 minutos antes da sessdo de
condicionamento, em regime alternado entre o0s
tratamentos.

3.6.8 - Experimento 8: efeitos do midazolam sobre a
consolidacdo de meméoria aversiva.

Obijetivo: Investigar o efeito de midazolam sobre
a consolidacdo de memoria aversiva no protocolo de
COA em camundongos.

Para isso, os animais foram divididos em quatro
grupos: 1) Salina; 2) MDZ 0,5 mg/kg; 3) MDZ 1 mg/kg;
4) MDZ 3 mg/kg. As injecOes intraperitoneais foram
administradas assim que cada animal foi retirado da caixa
de condicionamento, no segundo dia.
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3.6.9 - Experimento 9: efeitos de midazolam sobre a
expressao de memdaria aversiva

Objetivo: Investigar o efeito de midazolam sobre
a expressdo de memoria aversiva adquirida no protocolo
de COA em camundongos.

Os animais deste experimento foram divididos em
quatro grupos com regimes de tratamentos diferentes: 1)
Salina / Salina; 2) Salina / MDZ 0,5 mg/kg; 3) MDZ 0,5
mg/kg / Salina; 4) MDZ 0,5 mg/kg / MDZ 0,5 mg/kg
(figura 13). Desta forma, cada animal recebeu duas
injecOes intraperitoneais, sendo a primeira 30 minutos
antes da exposicdo a caixa de teste no dia 4 e a segunda
30 minutos antes da exposi¢do a caixa de teste no dia 5.
Assim, além de investigar o efeito do midazolam sobre a
expressdo da memoria (através da avaliagdo dos
comportamentos durante a exposicdo ao estimulo
condicionado no dia 4), pode-se também interferir na
aquisicdo de EC2 durante a sessdo de EC1 e ainda
evidenciar um possivel fenémeno de dependéncia de
estado. O mesmo protocolo foi realizado com a dose de 1
mg/kg de midazolam.

3.7 - Andlise estatistica

A analise estatistica inclui teste t para variaveis
dependentes, alem de ANOVA de uma via e duas vias,
considerando o fator repeticdo na maioria dos casos.
Testes post-hoc de Dunnett e Newman-Keuls foram
aplicados quando necessarios, de acordo com o desenho
de cada experimento. No experimento 1 sdo comparados
0s comportamentos de dois dias consecutivos de um
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mesmo grupo e a Unica fonte de variabilidade € a
repeticdo. Portanto, o teste t para variaveis dependentes
foi selecionado. Nos demais experimentos, as sessdes de
familiarizacdo foram analisadas isoladamente por
ANOVA de uma via, sendo o fator de variabilidade a
separacdo aleatéria dos animais ou uma pré-condigdo
como a idade. Quando necessario, foi empregado o teste
post-hoc Newman-Keuls, que permite a comparacao
multipla entre os grupos. Nos experimentos 2, 5, 7e 9 a
analise mais adequada foi ANOVA de uma via com
medidas repetidas, sendo selecionado o teste post-hoc
Dunnett que permite comparagdes entre 0S Vvarios
tratamentos e somente um controle. Nos experimentos 3,
4, 8 e 10 foi utilizada ANOVA de uma via com medidas
repetidas, seguida de post-hoc Newman-Keuls. No
experimento 6 foi aplicada ANOVA de duas vias com
medidas repetidas, considerando os fatores idade e grupo
experimental, sequida de post-hoc Newman-Keuls. Todas
as analises ocorreram através do software STATISTICA®
(versdo 10, StatSoft, EUA) e os graficos foram
confeccionados no software GraphPad Prism® (verséo, 5,
EUA).
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4 - RESULTADOS

Respostas espontaneas de camundongos com 3 meses

de idade
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Figura 4 — Experimento 1. Respostas espontaneas dos animais de 3
meses frente a caixa de teste, sem EC ou EI. As barras horizontais
representam a distribuicdo dos dados dentro do intervalo de
confiangca (95%) da sessdo de familiarizacdo. Barras verticais
indicam os dados (médiate.p.m.) das variaveis %TA = porcentagem
do tempo de aproximacdo, %TE = porcentagem do tempo escondido,
Head-out = avaliagdo de risco, CR = nimero de cruzamentos, LA =
laténcia para saida do compartimento fechado durante os dias 4 e 5.
Teste t pareado entre os dias 4 e 5, n=9.

A sessdo de familiarizacdo foi apresentada como
uma barra horizontal representando a distribuicdo dos
dados dentro do intervalo de confianca (95%) para cada
comportamento analisado (figura 4). O teste t pareado
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para variaveis dependentes ndo apontou diferencas entre
0 quarto e quinto dia para %TA (p=0,44), %TE (p=0,07),
CR (p=0,15), LA (p=0,71) e Head-out (p=0,88).

Todos 0S comportamentos avaliados
permaneceram constantes entre os dias 4 e 5. Porém,
apenas os comportamentos de CR e LA mantiveram-se
constantes durante os trés dias de exposicdo a caixa de
teste. Estes resultados demonstram os comportamentos
espontaneos dos animais e permitiram o estabelecimento
de uma linha de referéncia para que as diferentes
intervencdes no protocolo pudessem ser avaliadas.
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Odor de acetato de amila como EN
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Figura 5 — Experimento 2. Efeito do odor de acetato de amila sobre
as respostas defensivas de camundongos com 3 meses de idade. As
barras verticais indicam os dados (médiate.p.m.) das variaveis %TA
= porcentagem do tempo de aproximacgdo, %TE = porcentagem do
tempo escondido, Head-out = avaliagdo de risco, CR = nimero de
cruzamentos, LA = laténcia para saida do compartimento fechado
durante os dias 3 (exposicdo ao EN) e 4 (exposi¢do ao contexto),
n=6-7/grupo. ANOVA de uma via com medidas repetidas seguida de
post-hoc Dunnett. *p<0,05, **p<0,01 comparagAo entre os dias 3 e 4.

A andlise estatistica indica um efeito da re-
exposicdo para %TA [F(116)=15,667, p<0,01], %TE
[F(116)=42,562, p<0,01], Head-out [F(116)=7,5294,
p=0,01] e CR [F(116)=9,9128, p<0,01], enquanto a LA
ndo foi alterada. No dia 4, a %TA e o CR apresentaram
valores menores (p<0,01), enquanto a %TE (p<0,01) e 0
tempo de Head-out (p<0,05), maiores que os obtidos no
dia 3. Diferencas referentes & quantidade de odor
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utilizado ndo foram detectadas, como observado da
figura 5.

Uma vez que os trés grupos ndo diferiram quanto
aos aspectos de quantidade de odor, o estimulo neutro foi
definido como a maior quantidade da solucdo que néo
desencadeia respostas aversivas ou preferenciais, ou seja,
50 uL. Como diferencas claras entre os dias 3 e 4 foram
detectadas, independente dos grupos, sugerem que 0S
camundongos enfrentam um conflito indiferente a
quantidade de odor presente no ambiente. Como o
objetivo do trabalho €é o0 estabelecimento do
condicionamento por pista olfativa, uma forma de separar
a sua possivel relacdo com o contexto seria expor o EC
aos animais somente quando o contexto ja havia sido
explorado em uma sessao de familiarizacdo. Portanto, se
a sessdo de familiarizagdo tem uma fungdo importante no
protocolo, uma vez que permite aos animais uma
exploracdo espontanea do ambiente anterior a exposicao
ao EC, ao introduzi-la no protocolo, a quantidade de
interferéncia pela multiplicidade de estimulos na
exposicdo ao EC poderia ser reduzida. Desta forma,
optou-se por incluir novamente a sessdo de
familiarizacdo, com o objetivo de reduzir a influéncia da
exploracdo do ambiente nas outras sessfes. Assim, 0
conflito inicial da exploracdo do ambiente estaria
resolvido quando a pista olfatoria fosse apresentada em
outra sessao.
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Condicionamento olfatorio aversivo em camundongos

com 3 meses
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Figura 6 — Experimento 3. Protocolo de condicionamento olfatério
aversivo em camundongos de 3 meses. As barras horizontais
representam a distribuicdo dos dados dentro do intervalo de
confianga (95%) da sessdo de familiarizagdo. Barras verticais
indicam os dados (médiate.p.m.) das variaveis %TA = porcentagem
do tempo de aproximacdo, %TE = porcentagem do tempo escondido,
Head-out = avaliacdo de risco, CR = nimero de cruzamentos, LA =
laténcia para saida do compartimento fechado durante a exposi¢do ao
EC1 (estimulo condicionado de primeira ordem, odor dia 4) e ao
EC2 (estimulo condicionado de segunda ordem, contexto dia 5).
n=9-13/grupo. ANOVA de uma via, seguida de Newman-Keuls.
“p<0,05 comparacio entre os dias 4 e 5.

A ANOVA realizada nos dados obtidos durante a
sessdo de familiarizacdo ndo detectou diferencas nos
comportamentos entre os grupos %TA [F(120)=1,1912],
%TE  [F(120)=0,0683], CR [F(120)=2,7059], LA
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[F(1,20)=1,2159], Head-out [F(;20)=0,5703], desta forma,
estes dados foram agrupados e ilustrados na figura 6
como uma barra horizontal que representa a sua
distribuicdo dentro do intervalo de confianga (95%). A
analise estatistica revelou diferenca apenas na LA
[F(1,20)=6,2575, p=0,02] entre as sessdes. O teste post-
hoc indicou que a LA apresentou valores mais elevados
(p<0,01) para o dia 5, em relagdo ao dia 4, independente
do grupo. Demais diferencas ndao foram detectadas.

Os resultados demonstraram que 0S Qrupos
Pareado e Na&o-pareado ndo apresentaram diferencas
entre si. Portanto, ndo foi possivel estabelecer o
condicionamento olfatério de medo em camundongos
com 3 meses de idade. O aumento de LA no EC2 ocorreu
independente dos grupos e pode indicar o inicio do
processo de habituacéo.

Uma vez que outros fatores que poderiam gerar
interferéncias, como familiarizagdo e aversdo ao odor ja
haviam sido eliminados, a investigacdo dos fatores que
influenciam o COA passa a abordar a questdo da idade
dos animais. Portanto, 0s experimentos seguintes tratam
do papel da idade sobre o condicionamento olfatério
aversivo, tomando também como sujeitos experimentais
camundongos adultos maduros, com 5 meses de idade.
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Respostas espontaneas de camundongos com 5 meses
de idade
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Figura 7 — Experimento 4. Comparacdo dos comportamentos
espontaneos em camundongos de 3 e 5 meses de idade. As barras
horizontais representam a distribuicdo dos dados dentro do intervalo
de confianga (95%) da sessdo de familiarizacdo. Barras verticais
indicam os dados (médiate.p.m.) das variaveis %TA = porcentagem
do tempo de aproximacdo, %TE = porcentagem do tempo escondido,
Head-out = avaliagdo de risco, CR = nimero de cruzamentos, LA =
laténcia para saida do compartimento fechado durante dia 4 e o dia 5.
n=10. ANOVA de uma via, seguida de Newman-Keuls. "p<0,05
comparacdo entre os dias 4 e 5.

A sessdo de familiarizacdo foi apresentada como
uma barra horizontal representando a distribuicdo dos
dados dentro do intervalo de confianca (95%) para cada
comportamento analisado (figura 7). O teste t pareado



64

para variaveis dependentes ndo apontou diferencas entre
0 quarto e quinto dia para %TA (p=0,11), CR (p=0,40), e
Head-out (p=0,08), porém, apontou para diferenca
quanto a0 %TE (p=0,02) e uma tendéncia em LA
(p=0,06).

Diferentemente dos camundongos de 3 meses
(experimento 1), os de cinco meses de idade apresentam
diferengas em alguns comportamentos com relacdo aos
dias 4 e 5 A porcentagem do tempo escondido
apresentou diferencas em camundongos de 5 meses de
idade, embora a porcentagem de tempo de aproximacao,
namero de cruzamentos, Head-out e a laténcia de saida
permaneceram constantes durante os dias 4 e 5. Se
compararmos o numero de cruzamentos dos animais de 3
meses (figura 4) ao de animais de 5 meses (figura 7),
evidencia-se que camundongos de 3  meses
espontaneamente  apresentam  niveis maiores de
locomogdo que os animais de 5 meses. Sendo assim,
existem  diferencas nos  comportamentos  dos
camundongos que podem estar relacionadas a idade dos
animais.
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Diferentes duragdes de choque
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Figura 8 — Experimento 5. Comparacao entre diferentes duracfes do
El (choque). As barras horizontais representam a distribuicdo dos
dados dentro do intervalo de confianca (95%) da sessdo de
familiarizagdo. Barras verticais indicam os dados (médiate.p.m.) das
variaveis %TA = porcentagem do tempo de aproximacgdo, %TE =
porcentagem do tempo escondido, Head-out = avaliacdo de risco,
CR = niimero de cruzamentos durante a exposicéo ao EC1 (estimulo
condicionado de primeira ordem, odor dia 3). n=6/grupo. ANOVA
de uma via, seguida de Dunnett. *p<0,05, **p<0,01 comparagdo ao
grupo controle, sem choque.

A ANOVA realizada nos dados obtidos durante a
sessdo de familiarizacdo n&o detectou diferencas nos
comportamentos entre os grupos, %TA [F(2,14)=0,8548],
WTE [F(214)=1,4742], Head-out [F(»14)=1,6967], CR
[F(2,14)=1,8394], desta forma, estes dados foram
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agrupados e ilustrados na figura 8 como uma barra
horizontal que representa a sua distribuicdo dentro do
intervalo de confianca (95%). A analise estatistica
revelou um efeito da duracdo do EI sobre a %TA
[F(2,14)=9,3976] evidenciando que os grupos Pareado 0,3
s e Pareado 2,0 s (p<0,01) apresentaram valores menores
de %TA em comparacdo ao grupo Sem choque. A %TE
também sofreu variacdo [F(14)=5,9799, p<0,01] de
acordo com a duracdo do EI, mas apenas para 0 grupo
Pareado 2,0 (p<0,01), que apresentou valores elevados
em comparacdo aos demais. Os outros comportamentos
nédo apresentaram diferencas significativas, apesar de CR
indicar uma tendéncia de reducdo [F(14)=2,9563,
p=0,08].

Estes resultados indicam que a duracdo de 0,3 s
de aplicacdo do estimulo condicionado gera respostas
menos robustas no condicionamento olfatério aversivo
do que o estimulo de 2,0 s. Desta forma, o conjunto de
respostas emocionais condicionadas € mais completo
quando a intensidade de 0,4 mA durante 2,0 s é aplicada.
Assim, esta foi a duracdo do estimulo aplicado nos
experimentos subsequentes.
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Condicionamento olfatorio aversivo em camundongos
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Figura 9 — Experimento 6. Condicionamento olfatério aversivo em
camundongos de 5 meses de idade. As barras horizontais
representam a distribuicdo dos dados dentro do intervalo de
confiangca (95%) da sessdo de familiarizacdo. Barras verticais
indicam os dados (médiate.p.m.) das variaveis %TA = porcentagem
do tempo de aproximacdo, %TE = porcentagem do tempo escondido,
Head-out = avaliagdo de risco, CR = nimero de cruzamentos, LA =
laténcia para saida do compartimento fechado durante a exposicdo ao
EC1 (dia 4) e a0 EC2 (dia 5). O Head-out foi apresentado por barras
separadas, uma vez que apresentou diferencas entre 0s grupos na
sessdo de familiarizagdo. n=9/grupo. ANOVA de uma via seguida de
Newman-Keuls. **p<0,01 comparagdo entre pareado e ndo pareado;
comparacdo entre os dias 4 e 5.

A ANOVA realizada nos dados obtidos durante a
sessdo de familiarizacdo ndo detectou diferencas nos
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comportamentos entre 0s grupos %TA [F(1 16)=2,2398],
%TE [F(]_ 16)21,7818], CR [F(]_ 16):0,2125], LA [F(]_
16)=1,3467]. A ANOVA detectou um efeito na medida de
Head-out [F(1, 16)=13,955], que apresentou um valor
elevado no grupo pareado ja durante a familiarizagdo. Os
dados dos demais comportamentos que ndo apresentaram
diferencas durante a sessdo de familiarizacdo foram
agrupados e ilustrados na figura 9 como uma barra
horizontal que representa a sua distribuicdo dentro do
intervalo de confianca (95%). A anédlise estatistica
revelou ainda um efeito do pareamento sobre %TE [F(;,
16)=5,0115], LA [F(y1, 16)=36,729] e CR [F(y, 16)=5,4369].
O post-hoc Newman-Keuls indicou um aumento na %TE
(p<0,01) e LA (p<0,01), uma diminui¢do de CR (p<0,01)
no grupo pareado, além do efeito da interacdo entre o
pareamento e a re-exposicdo para %TE (p<0,01) e CR
(p<0,01), indicando que estes comportamentos foram
influenciados pela interagdo entre o protocolo
(pareamento) e a re-exposicdo na caixa (EC2). Desta
forma, a %TE permaneceu elevada (p<0,01), enquanto o
nimero de cruzamentos permaneceu reduzido (p<0,01)
no dia 5 para o grupo Pareado, quando comparado ao
grupo Nao-pareado.

Estes resultados corroboram conclus@es anteriores
de que existem diferencas nos comportamentos
relacionadas a idade. Também permite afirmar que o
COA sofre influéncia da idade dos camundongos, e que a
idade ideal para que as respostas defensivas consistentes
sejam evidenciadas € de 5 meses. Desta forma, uma vez
estabelecido o protocolo de condicionamento olfatorio
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aversivo, pode-se avancar para a avaliacdo farmacoldgica
deste modelo.

Efeitos do midazolam sobre a aquisi¢cdo
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Figura 10 — Experimento 7. Efeito da administracdo de midazolam
sobre a aquisicdo de memdria emocional. As barras horizontais
representam a distribuicdo dos dados dentro do intervalo de
confiangca (95%) da sessdo de familiarizacdo. Barras verticais
indicam os dados (médiate.p.m.) das variaveis %TA = porcentagem
do tempo de aproximacdo, %TE = porcentagem do tempo escondido,
Head-out = avaliacdo de risco, CR = nimero de cruzamentos, LA =
laténcia para saida do compartimento fechado durante a exposi¢do ao
EC1 (dia 4) e ao EC2 (dia 5), n=11-13/grupo. ANOVA de uma via
com medidas repetidas seguida por Dunnett. *p<0,05, **p<0,01,
comparagdo com o grupo controle. “"p<0,01, comparagéo entre dia 4
eb.

A ANOVA realizada nos dados obtidos durante a
sessdo de familiarizacdo n&o detectou diferencas nos
comportamentos entre os grupos, %TA [F(s.44)=0,1996],
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%TE [F(344)=0,3141], CR [F(344)=0,6798], LA
[F(344)=0,9726] Head-out [F(s44)=1,2248], desta forma,
estes dados foram agrupados e ilustrados na figura 10
como uma barra horizontal que representa a sua
distribuicdo dentro do intervalo de confianca (95%). A
analise estatistica detectou influéncia da dose de
midazolam sobre o0s comportamentos de %TA
[F(3.44)=3,2451, p<0,01], CR [F(3.44)=5,3899, p<0,01] e
LA [F(344)=9,2255, p<0,05], sendo que %TA e CR
apresentaram valores elevados somente com a dose mais
alta, enquanto a LA foi reduzida pelas trés doses: MDZ
0,5 mg/kg (p<0,01), MDZ 1 mg/kg (p=0,02), MDZ 3
mg/kg (p<0,01). O efeito da re-exposicao a caixa de teste
foi detectado na %TE [F(344)=8,2138, p<0,01] e LA
[F(544)=6,9048, p<0,01], sendo que ambos o0s
comportamentos apresentaram elevacdo no dia 5,
independente dos grupos. Os resultados indicam que o
midazolam prejudicou a expressaio da memoria
emocional aversiva quando injetado antes da fase de
aquisicdo, sugerindo um prejuizo no processo de
aquisicdo e possivelmente também da consolidacdo da
associacdao choque + odor. Também evidenciou-se que
este efeito foi dependente da dose da benzodiazepina.
Efeitos mais pronunciados foram observados sobre os
comportamentos de nimero de cruzamentos e laténcia de
saida, embora %TA tenha apresentado diferencas na dose
maior e haja uma tendéncia a reducdo na %TE
[F(3.44)=2,7510, p=0,05].
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Efeitos do midazolam sobre a consolidacéo
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Figura 11 — Experimento 8. Efeito do midazolam sobre a
consolidacdo de memdria emaocional aversiva. As barras horizontais
representam a distribuicdo dos dados dentro do intervalo de
confiangca (95%) da sessdo de familiarizacdo. Barras verticais
indicam os dados (médiate.p.m.) das variaveis %TA = porcentagem
do tempo de aproximacdo, %TE = porcentagem do tempo escondido,
Head-out = avaliagdo de risco, CR = nimero de cruzamentos, LA =
laténcia para saida do compartimento fechado durante a exposi¢do ao
EC1 (dia 4) e ao EC2 (dia 5) O CR foi apresentado por barras
separadas, ja que foi encontrada diferenca entre 0s grupos durante a
familiarizagdo. n=11-12/grupo. ANOVA de uma via, seguida por
Dunnett. *p<0,05 comparacdo entre os dias 4 e 5; comparagao entre
0s grupos na familiarizacdo em CR.

A ANOVA realizada nos dados obtidos durante a
sessdo de familiarizacdo n&o detectou diferencas nos
comportamentos entre 0s grupos %TA [F(s43)=0,30006],
%TE [F(343)=1,9391], LA [F(343)=0,6509], Head-out
[F(543)=0,9124], desta forma, estes dados foram
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agrupados e ilustrados na figura 13 como uma barra
horizontal que representa a sua distribuicdo dentro do
intervalo de confianca (95%). O Unico comportamento no
qual foi detectada diferenca durante esta sessdo foi o CR
[F(343)=3,7824, p=0,01]. Post-hoc indicou que o grupo
MDZ 1 mg/kg apresentou valores inferiores aos demais.
Portanto, os dados desta sessdo foram apresentados por
barras verticais na parte FAM (figura 11). Apesar do
grupo MDZ1 ter apresentado valores menores de
cruzamentos durante a familiarizagdo, este grupo voltou a
apresentar valores semelhantes aos demais durante 0s
dias 4 e 5. A analise estatistica revelou ainda um efeito
da sessdo re-exposicdo para a %TA [F(143)=8,7426,
p<0,01], evidenciando que hd um aumento da %TA na
re-exposicdo, independente do tratamento. Os demais
comportamentos ndo sofreram  alteragGes. Estes
resultados indicam que, a0 menos nas doses e intervalos
administrados, o midazolam ndo prejudicou a
consolidacdo de memorias aversivas no condicionamento
olfatorio aversivo em camundongos.
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Efeitos de midazolam sobre a expresséo
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Figura 12 — Experimento 9. Efeito do midazolam 0,5 mg/kg sobre a
expressdo comportamental de memdria emocional aversiva. As
barras horizontais representam a distribuicdo dos dados dentro do
intervalo de confianga (95%). Barras verticais indicam os dados
(médiaze.p.m.) das varidveis %TA = porcentagem do tempo de
aproximacdo, %TE = porcentagem do tempo escondido, Head-out =
avaliacéo de risco, CR = nimero de cruzamentos, LA = laténcia para
saida do compartimento fechado durante a exposi¢do ao EC1 (dia 4)
e ao EC2 (dia 5) A %TA foi apresentada por barras separadas, uma
vez que apresentou diferencas entre 0s grupos na sessdo de
familiarizagdo. n=8-9/grupo. ANOVA de uma via seguida de
Newman-Keuls. *p<0,05, comparacio entre os dias 4 e 5; *p<0,05,
comparacdo entre os grupos na familiarizagdo em %TA.
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Efeitos de midazolam sobre a expressao
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Figura 13 — Experimento 9. Efeito do midazolam 1 mg/kg sobre a
expressdo comportamental de memdria emocional aversiva. As
barras horizontais representam a distribuicdo dos dados dentro do
intervalo de confianga (95%) da sessdo de familiarizacdo. Barras
verticais indicam os dados (médiate.p.m.) das variaveis %TA =
porcentagem do tempo de aproximagdo, %TE = porcentagem do
tempo escondido, Head-out = avaliagdo de risco, CR = nimero de
cruzamentos, LA = laténcia para saida do compartimento fechado
durante a exposicdo ao EC1 (dia 4) e ao EC2 (dia 5), n=8-9/grupo.
ANOVA de uma via seguida por Newman-Keuls. "p<0,05
comparacdo entre os dias 4 e 5.

A ANOVA realizada nos dados obtidos durante a
sessdo de familiarizacdo ndo detectou diferencas nos
comportamentos entre 0s grupos tanto para a dose de 0,5
mg/kg %TE [F(331)=2,2558], CR [F(331)=1,8625], LA
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[F(331)=1,9651] quanto para 1 mg/kg %TA
[F(3,31):2,7508], %TE [F(3131):2,2172], CR
[F(3‘31):2,0706], LA [F(3,31):1,3740 e Head-out
[F(331)=1,6197], desta forma, estes dados foram
agrupados e ilustrados na figura 12 (MDZ 0,5 mg/kg) e
13 (MDZ 1 mg/kg) como uma barra horizontal que
representa a sua distribuicdo dentro do intervalo de
confianga (95%) da sessdo de familiarizagdo. O Unico
comportamento no qual foi detectada diferenca durante a
sessdo de familiarizacdo foi a %TA na concentragdo de
0,5 mg/kg [F(331)=4,1453], na qual os grupos Salina /
MDZ 0,5 mg/kg (p=0,01) e MDZ 0,5 / Salina (p=0,03)
apresentaram valores elevados. Este efeito nao foi
reproduzido nos dias seguintes. A analise estatistica
revelou ainda um efeito da sessdo re-exposicdo para a
%TE [F(1.31)=5,3117, p=0,02] e Head-out
[F(131)=6,8631, p=0,01] na concentracdo de 0,5 mg/kg. O
teste post-hoc indicou um aumento de %TE, enquanto
uma diminuicdo do Head-out no dia 5, em comparacéo
ao dia 4, de forma independente ao regime de tratamento.
O efeito da re-exposicdo também foi detectado na LA
[F(131)=8.6154, p<0,01] na dose de 1 mg/kg, e o teste
post-hoc indicou um aumento da Laténcia de saida,
independente do regime de tratamento. Nenhum
comportamento analisado mostrou-se alterado pelo
regime de tratamento em ambas as concentragoes.
Baseando-se nestes resultados, a expressao de memorias
emocionais geradas pelo condicionamento olfatorio
aversivo nao é afetada por midazolam, nas concentragdes
e intervalos administrados. Além disso, como o0s
comportamentos ndo foram afetados no quinto dia pelos
diferentes tratamentos, uma possivel interferéncia na



76

aquisicdo de EC2 ou dependéncia de estado ndo foram
evidenciadas.
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5- DISCUSSAO

A maioria dos trabalhos experimentais sobre
comportamento  defensivo avalia a resposta de
imobilidade, que representa uma estratégia de defesa
tomada quando o animal encontra-se muito proximo a
fonte de perigo e ndo ha possibilidade de escape
(Mcnaughton e Corr, 2004). Portanto, a imobilidade
representa uma resposta evidente e extrema de defesa,
com grande relevancia adaptativa, pois em um ambiente
selvagem este comportamento permite que roedores
mantenham-se despercebidos por predadores. Porém, a
reducdo ou auséncia de imobilidade ndo pode ser
relacionada necessariamente a uma condi¢do onde
haveria auséncia de perigo para o animal. Respostas mais
sutis provavelmente sdo emitidas pelos animais, mas
podem ser ignoradas em modelos nos quais avalia-se
somente a resposta de imobilidade. Isto tem uma séria
repercussdo, uma vez que a sintomatologia presente na
maioria dos distarbios de ansiedade (Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders DSM-IV-TR,
2000) assemelha-se  a  respostas  defensivas
intermediarias.

Portanto, ao estudar estes padroes
comportamentais, possivelmente aumenta-se o poder
discriminatorio do modelo animal em mimetizar
caracteristicas observadas em humanos. Sendo assim, a
observacgdo das respostas defensivas em ambientes que
permitem um repertério comportamental mais completo
pode ampliar o conhecimento sobre as bases bioldgicas
de fendmenos naturais, como a ansiedade e medo, assim
como de possiveis mecanismos patoldgicos.
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No presente trabalho, procurou-se utilizar o
camundongo como sujeito experimental para que futuras
abordagens farmacogenéticas possam ser desenvolvidas a
fim de modular tais comportamentos defensivos
relacionados aos transtornos de ansiedade. Modelos
animais de ansiedade tém indicado que existem
diferencas comportamentais entre as espécies de
roedores. No labirinto aquatico de Morris, ratos e
camundongos tém  desempenhos e  estratégias
comportamentais diferentes durante o processo de
aprendizado (Whishaw, 1995; Frick, Stillner et al., 2000;
Cressant, Besson et al., 2007). Tais diferengas em
labirintos aquaticos ndo podem ser generalizadas a todos
os tipos de labirinto, uma vez que os animais podem
comportar-se de maneira similar em aparatos ‘secos’,
como o labirinto radial (Whishaw e Tomie, 1997).
Camundongos sdo adaptados ao meio terrestre assim
como ratos, porém os ultimos tem maior facilidade em
escaladas e natacdo. Por isto, ratos ocupam um nicho
naturalmente maior do que camundongos e,
consequentemente, o melhor desempenho de ratos em
labirintos aquéticos se deve a maior adaptabilidade destes
animais a agua (Whishaw e Tomie, 1997).

O desenvolvimento do teste de condicionamento
olfatério aversivo em camundongos foi baseado no
modelo em ratos desenvolvido neste laboratorio
(Canteras, Kroon et al., 2008; Do Monte, Canteras et al.,
2008; Cavalli, Bertoglio et al., 2009; Kroon e Carobrez,
2009a) e no protocolo proposto por outros grupos
(Dielenberg, Arnold et al., 1999; Mcgregor e Dielenberg,
1999; Yang, Augustsson et al., 2004), nos quais a ado¢ao
de pardmetros de exploracdo e aproximacdo a possivel
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fonte de perigo refletem comportamentos de ansiedade,
ao invés da analise de imobilidade (ou congelamento, do
inglés freezing), que pode ser interpretada em modelos de
medo (Blanchard, Hebert et al., 1998; Blanchard, Griebel
et al., 2001). Diferente do observado em ratos, o
pardmetro Head-out ndo se mostrou sensivel na deteccéo
de respostas defensivas. Nos ratos, parametros como a
porcentagem de tempo proximo a fonte de odor e
porcentagem do tempo escondido variam de acordo com
a expressdo das respostas defensivas, e sdo, portanto,
medidas confidveis de memoria emocional olfativa.
Porém, tanto para ratos quanto para camundongos, a
%TA pode ndo refletir necessariamente uma contraparte
a %TE, uma vez em que ha um considerdvel espaco no
compartimento aberto no qual os animais ndo sdo
considerados proximos & fonte de odor. As medidas de
%TA e %TE na tabela 1 demonstram aspectos
diferenciados na preferéncia de cada compartimento,
assim como a magnitude da resposta condicionada, em
ambos os animais.
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Porcentagem aproximada

da distribuicao do tempo na caixa de teste

Animais Protocolo FAM EC1 EC2
%TA | %TE | %TA | %TE | %TA | %TE
Ratos Nao-Pareado 25 40 20 50 20 60
Camundongos Nao-Pareado 15 35 5 65 10 75
Ratos Pareado 25 40 10 75 15 75
Camundongos Pareado 15 35 1 95 2 95

Tabela 1 — Comparacdo de pardmetros entre ratos e camundongos (Kroon e Carobrez, 2009a).
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Quanto ao Head-out, sob a forma de
comportamento de avaliagdo de risco, dados consistentes
na literatura confirmam a presenca deste comportamento
no camundongo Suico, embora ndo seja a linhagem com
maior expressdo (Yang, Augustsson et al., 2004). Porém,
durante as analises dos experimentos aqui relatados
nenhuma variacdo de Head-out pode ser relacionada a
qualquer manipulagdo, além de que em alguns
experimentos foi possivel detectar alteracdes durante a
sessdo de familiarizacdo. Isto pode ter acontecido devido
a pequena zona da caixa destinada a analise do
comportamento. Enquanto no presente modelo o Head-
out foi medido na abertura entre os dois compartimentos,
outros estudos consideram esta avaliacdo de risco em
uma zona maior, quando o animal adquire uma postura
de investigacdo, na qual permanece com 0O corpo
esticado, o stretching (Yang, Augustsson et al., 2004;
Amaral, Santos Gomes et al., 2010). Mesmo
considerando-se este espaco pequeno, ha também uma
diferenca entre ratos e camundongos, pois apesar de ser
uma zona proporcionalmente muito similar, ratos
apresentam maiores niveis de Head-out quando exibem
respostas condicionadas de medo (Kroon e Carobrez,
2009a), comparando-se ao COA em camundongos.
Sendo assim, provavelmente diferenca em detectar
comportamentos de avaliacdo de risco seja fruto da
interacdo modelo e espécie.

Por outro lado, 0s comportamentos que
apresentaram maior relacdo com as intervencoes
farmacoldgicas e procedurais e, portanto, tém maior
relevancia como respostas condicionadas de aversdo em
camundongos sdo o nimero de cruzamentos (CR) e a
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laténcia para saida do compartimento menor (LA),
embora a %TA e 0 %TE sejam indicativos das respostas
defensivas, como visto no experimento 5. Camundongos
com maiores niveis de aversdo ao odor reduzem
significativamente a transicdo entre 0s compartimentos,
assim como levam mais tempo para explorar o resto da
caixa. Os resultados demonstram que, atraves deste
modelo, camundongos adquirem a associa¢do do EN+EI
(ou seja, que o odor uma vez neutro adquiriu
caracteristicas aversivas), e que além disso, este modelo
foi sensivel para detectar caracteristicas especificas do
comportamento de defesa em camundongos, uma vez que
0 conjunto de respostas a ser analisado difere do descrito
em ratos (Blanchard, Griebel et al., 2001; Kroon e
Carobrez, 2009a). No entanto, algumas caracteristicas
fundamentais na relagdo roedor-predador sdo mantidas
entre as duas espécies: uma maior porcentagem de tempo
dedicado ao espago ‘“seguro” quando 0 estimulo
condicionado estava presente, e ainda a capacidade de
nova associagdo com o contexto, uma vez que nas duas
espécies ha expressao de respostas condicionadas mesmo
24 horas ap0s a exposi¢do ao EC, quando o odor nédo
estava presente, ou seja, no dia 5.

O uso da solucdo de acetato de amila apresenta
algumas vantagens como estimulo: é composto por uma
substancia que os animais desconhecem (odor sintéetico
semelhante ao odor de banana), evitando assim o
fenémeno da inibicdo latente, na qual a exposi¢do ao EN
antes do condicionamento prejudica a associacdo EN+EI
(Eichenbaun, 2008). Além disso, é formada por
moléculas pequenas -- massa molar 130,19 g/mol -- o
que lhe confere alta volatilidade, sendo facilmente
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detectada pelo animal, mas ao mesmo tempo €
rapidamente retirada da sala de experimentacdo por meio
de um exaustor, ao final de cada exposi¢do. O odor de
acetato de amila ja vem sendo utilizado em protocolos
que envolvem aprendizado em ratos e camundongos, 0
que garante sua funcdo como estimulo neutro, além de
uma padronizacdo entre os diversos modelos (Yuan,
Harley et al., 2002; Jones, Heldt et al., 2005; Pavesi,
Canteras et al., 2011). Este odor, quando apresentado aos
camundongos, mesmo em intensidades diferentes durante
0 experimento 2, ndo causou respostas de avers&o,
portanto, pode ser considerado um estimulo neutro. Além
disso, respostas de preferéncia ao odor (como um
aumento na %TA por exemplo), possivelmente previstas
por se tratar de odor similar a alimento (banana), nao
foram detectadas. Portanto, assim como em ratos, o odor
de acetato de amila pode ser considerado um estimulo
neutro, passivel de condicionamento neste modelo.
Ainda, através do experimento 2, foi demonstrado que a
quantidade de 50 pL de odor ndo possui caracteristicas
aversivas por ser demasiado intenso, uma vez que a
resposta comportamental foi similar nos animais
expostos a 10 pL e aos ndo expostos ao odor.

As caracteristicas dos choques aplicados aos
animais em geral, variam consideravelmente na
literatura, sendo elas a intensidade, a duragdo do choque
e o intervalo entre as apresentacbes do EI. Dados
demonstram que a intensidade de chogues necessaria em
estudos de condicionamento ndo difere entre ratos e
camundongos, e nestes Gltimos varia de 0,35 mA a 1,5
mA (Schimanski e Nguyen, 2004), embora ainda seja
inferior a utilizada em experimentos com seres humanos
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(Scaife, Langley et al., 2005). Geralmente, o0s
experimentadores adaptam a intensidade, quantidade e
tempo dos choques de acordo com o protocolo a ser
executado. Desta forma, o El pode variar de apenas um
choque intenso a uma sessdo de 10 choques brandos
(Santos, Gargaro et al., 2005). Para o modelo de
condicionamento  olfatério em camundongos a
intensidade, assim como a quantidade de choques foi
baseada no modelo em ratos (Kroon e Carobrez, 2009a).
Na tentativa de determinar a intensidade minima do El
necessaria para o condicionamento, foi elaborado o
experimento 5, no qual a duracdo do estimulo foi
reduzida. Esta reducdo de 2 s para 0,3 s também causou
uma reducdo das respostas condicionadas, evidenciando
que a duracdo do estimulo utilizada nos experimentos
seguintes esta proxima ao limiar para o condicionamento,
e, portanto, € a minima necessaria para a robusta
expressao das respostas condicionadas.

O comportamento de camundongos em modelos
varia consideravelmente de acordo com a linhagem
escolhida para o teste. Uma comparacdo entre trés
linhagens comumente utilizadas como fundo genético
para manipulacbes no DNA revelou que existem
caracteristicas especificas para cada linhagem (Vdikar,
Kdks et al., 2001). Por exemplo, no labirinto em cruz
elevado e caixa claro-escuro, dois modelos de ansiedade
usados na triagem de ansioliticos, camundongos
C57BL/6 demonstraram menores indices de ansiedade
que os 129 e 129S2/Sv. Nos mesmos modelos, as
linhagens NZB e SJL ndo apresentaram respostas que
pudessem ser relacionadas a ansiedade, enquanto
camundongos BALB/c destacaram-se por apresentar
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maiores niveis de ansiedade. No labirinto em cruz
elevado, animais FVB/N apresentaram maiores indices
de ansiedade do que as linhagens C57/BL6, BALBI/CA, e
CBAJ/N, indicando forte influéncia do componente
genético sobre o desempenho em modelo de ansiedade
(Kim, Lee et al., 2002). Quanto ao aprendizado espacial
guiado por pistas, a capacidade dos animais variou
consideravelmente de acordo com suas linhagens, sendo
0s 129 com melhor desempenho, seguido por 129BLS6,
129FVB, BL6 e por ultimo, com o pior desempenho,
FVB no labirinto aquatico de Morris (Vdikar, Koks et al.,
2001).

No modelo de condicionamento contextual, as
linhagens 129 e B6 demonstraram respostas consistentes
ao contexto pareado, enquanto camundongos D2, CBA e
FVB tiveram um desempenho inferior (Bolivar, Pooler et
al., 2001). Neste mesmo estudo, o aprendizado aversivo
guiado por pista sonora revelou que apenas camundongos
A/J tiveram dificuldades no aprendizado, enquanto as
outras linhagens (B6, FVB, BALB, D2 e 129) tiveram
éxito no aprendizado guiado por pistas (Bolivar, Pooler et
al., 2001). As diferengas entre as linhagens impulsionam
estudos sobre os fatores genéticos que influenciam
aprendizado, medo e ansiedade (Wilson, Brodnicki et al.,
2011). Estas diferencas basais devem ser conhecidas na
escolha de uma linhagem de camundongos para 0 uso em
um modelo. Além disso, a manipulacdo genética destes
animais pode interagir com o fundo genético, gerando
mais alteracbes nestes comportamentos (Crawley,
Belknap et al., 1997). Estudos com camundongos Suigos
indicam que esta linhagem possui um repertorio
consideravel de respostas defensivas (Blanchard, Griebel
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et al., 2001; Schimanski e Nguyen, 2004). Em um
modelo de exposi¢do ao predador, camundongos Sui¢os
apresentaram valores intermediarios de comportamentos
defensivos, quando comparados a outras linhagens como
as C57/BL/6 e BALB/c, que apresentaram valores
extremos destes comportamentos (Yang, Augustsson et
al., 2004). Os animais utilizados neste trabalho séo fruto
de cruzamentos aleatérios (outbred), e a interpretacdo
dos resultados deve levar em conta as diferencas
gendmicas quando comparados a linhagens isogénicas.
Importante ressaltar que os dados obtidos com
camundongos Suicos albinos ndo devem ser transpostos
diretamente as outras linhagens, pois existem
consideraveis diferencas em aspectos de ansiedade
(Griebel, Belzung et al., 2000; Dockstader e Van Der
Kooy, 2001; Kim, Lee et al., 2002), aprendizado
Pavloviano (Bolivar, Pooler et al., 2001; Schimanski e
Nguyen, 2004; Wilson, Brodnicki et al., 2011)
susceptibilidade a benzodiazepina diazepam (Griebel,
Belzung et al., 2000) e a outros farmacos que atuam
sobre receptores GABA (Mathiasen, Mirza et al., 2008).
Apesar disso, camundongos Suicos albinos exibiram
niveis intermediarios de ansiedade nos testes de caixa
claro-escuro e labirinto em cruz elevado quando
comparados com outras oito linhagens: BALBI/c,
C57BL/6, C3H, CBA, DBA/2, NMRI, NZB e SJL, assim
como  comportamentos  tipo-ansioliticos ~ foram
promovidos pela administracdo de diazepam (Griebel,
Belzung et al., 2000). O condicionamento olfatorio
aversivo possui uma vantagem aos protocolos com
estimulos visuais e sonoros, uma vez que permite a
utilizacdo de linhagens com deficiéncias visuais e
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sonoras, se necessario for (Crawley, Belknap et al.,
1997). Ainda, quando for considerada a criagédo de
linhagens knockout, as diferencas em ansiedade,
aprendizado e susceptibilidade a farmacos podem ser
modificadas (Crawley, Belknap et al., 1997), devido as
alteracdes do gene suprimido.

No presente trabalho, enquanto os camundongos
de 3 meses ndo condicionaram, os de 5 meses do grupo
pareado demonstraram respostas condicionadas ao odor e
no dia seguinte mantiveram estas respostas ao contexto,
enguanto os animais ndo-pareados da mesma idade
permaneceram com o nivel basal de respostas.
Camundongos sdo considerados adultos quando atingem
a maturidade sexual, em torno de 2 meses de idade
(Laviola, Macri et al., 2003) e estudos que tratam de
camundongos de idade avancada definem grupos de 8 a
25 meses (Frick, Burlingame et al., 1999; Kaczorowski e
Disterhoft, 2009). A maturagdo celular do sistema
olfatério em ratos se da até 17 dias (Alberts e May, 1980)
e em camundongos até o primeiro més de vida
(Graziadei, Stanley et al., 1980; Lee, He et al., 2011).
Portanto uma possivel falha na fungdo do sistema
olfatério de camundongos de 3 meses devido a
imaturidade celular pode ser descartada, uma vez que
todo o sistema ja estd maduro. Na idade de 5 meses, ja
pode-se detectar leves alteragdes no epitéelio olfatério de
camundongos ICR fémeas, mas é improvavel que este
dano celular acarrete em declinio na funcdo olfativa
(Kondo, Watanabe et al., 2009). Além disso, prejuizos
nas respostas condicionadas sdo detectadas em animais
com idade muito superior a 5 meses (Kennard e
Woodruff-Pak, 2011): 12 meses (Mathur, Graybeal et al.,
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2009), 14 meses (Si, Zhang et al., 2010), 16 meses
(Peleg, Sananbenesi et al., 2010), 19-20 meses (Gould e
Feiro, 2005). Portanto, camundongos de 5 meses de idade
ndo possuem déficits de aprendizado relacionados a idade
avancada. Existem dados na literatura que indicam
diferengas de acordo com a idade em camundongos
C57BL e DBA, com animais mais novos apresentando
niveis mais elevados de ansiedade. Porém, o0s
camundongos jovens possuem de 1 a 1,5 més de idade, e
sdo considerados adolescentes, enquanto os adultos
possuem 3 meses de idade (Moore, Linsenbardt et al.,
2010). Respostas de imobilidade também sdo mais
evidentes em camundongos C57BL na idade de 1 més se
comparadas a 2 meses, quando é considerado um adulto
jovem (Hefner e Holmes, 2007). Além disso,
camundongos hibridos B6/129 com 1 més de idade
exibem maiores indices de generalizacdo ao
condicionamento auditivo do que adultos de 2,5 meses
(Ito, Pan et al., 2009).

Estes dados sugerem que animais jovens
apresentam um conjunto de respostas inespecificas e
exageradas, quando comparados a animais adultos. Tal
estratégia é relevante do ponto de vista evolutivo, uma
vez que animais muito jovens precisam lidar com um
enorme numero de estimulos nesta fase, e responder de
forma inespecifica pode trazer vantagens a sobrevivéncia,
ao inves de desenvolver aprendizado especifico. No
presente trabalho, somente 2,1% dos animais de 3 meses
apresentaram o fendmeno da generalizagdo, enquanto
para 5 meses a porcentagem foi de 2,4%. Como 0s
valores sdo muito similares, a generalizagdo ndo foi um
fator diferencial sobre aspectos de condicionamento. As
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diferencas encontradas no condicionamento olfatorio
aversivo em camundongos remetem a duas fases da idade
adulta, que dificilmente sdo separadas na literatura (D'isa,
Clapcote et al., 2011). De fato, camundongos B6 que
foram separados em 3 e 5 meses ndo apresentaram
diferengas no condicionamento contextual,
condicionamento por pista auditiva, niveis de exploracdo
vertical e horizontal (Bolivar, Scott Ganus et al., 2002).
Um trabalho semelhante ao COA obteve respostas
elevadas de imobilidade e sobressalto quando os animais
foram pareados ao odor de acetato de amila (Jones, Heldt
et al., 2005), embora estes animais tenham de 2 a 3
meses de idade. Como o trabalho detectou respostas
condicionadas em camundongos C57BL/6J, uma
comparacdo com os dados do COA em camundongos
Suicos indica que possivelmente 0 prejuizo no
aprendizado detectado nos animais de 3 meses do
presente trabalho seja decorrente de caracteristicas
especificas da linhagem.

No experimento 4, onde foram avaliadas as
respostas naturais dos camundongos de 5 meses sem a
presenca de EN e El, 0 aumento na %TE durante a sessao
no dia 5 em relacdo a sessdo do dia 4 pode ser indicativo
de um principio de habituacdo. Além disso, 0s niveis
espontaneos do numero de cruzamentos foi inferior nos
camundongos de 5 meses, em comparagdo aos de 3
meses. Estes resultados indicam que camundongos de 5
meses tém um conjunto de respostas espontaneas
diferentes das observadas em camundongos de 3 meses,
que por sua vez sdo mais ativos, e que isto pode
influenciar no condicionamento olfatorio aversivo. Pode-
se supor que 0s animais mais jovens tiveram dificuldade
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em discernir os estimulos devido a maior atividade
exploratoria, 0 que prejudicaria a aquisi¢cdo e expressao
das respostas condicionadas.

Para que o estudo de fendbmenos mnemonicos
pudesse ser desenvolvido, diversas definicbes e uma
sistematizagdo dos protocolos foram estabelecidas ao
longo dos anos. Dentro destas defini¢cdes, encontram-se a
aquisicdo, a consolidacédo, a expressao (Rescorla, 2001;
Mcgaugh, 2004; Makkar, Zhang et al., 2010) e a extin¢ao
(Bunch, 1963; Rescorla, 2001; Orsini e Maren, 2011). A
aquisicdo pode ser definida no protocolo de
condicionamento como 0 momento em que a associagdo
é feita, ou seja, 0 momento em que o0 animal esta exposto
aos estimulos e a associagdo entre eles acontece. A
consolidacdo inicia no momento seguinte a aquisicao e
pode levar de minutos até algumas horas. Uma vez que
esta memoria adquirida e consolidada necessita ser
evocada, uma alteragdo comportamental -- como resposta
defensiva -- surge, evidenciando a expressdo desta
memoria. Esta  capacidade de modificar os
comportamentos de acordo com as experiéncias vividas
proporciona aos animais uma grande adaptabilidade ao
meio em constante modificacdo. Portanto, falhas nestes
mecanismos de aprendizado associativo acarretam,
frequentemente, em grande prejuizo para a sobrevivéncia
das espécies animais. Outra separacdo didatica se da no
tempo em que as memorias permanecem disponiveis a
evocacao, sendo divididas entre memorias de curto prazo,
com a duragédo de apenas alguns minutos a poucas horas,
e memorias de longo prazo, que podem ser evocadas
muitos anos apos a sua formacéo (Beracochea, 2006).
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A estimulacdo de receptores GABAA reduziu o
conjunto de respostas condicionadas quando foi feita
antes da aquisicdo. Porém, a mesma estimulacdo logo
apos o condicionamento ndo prejudicou a consolidacao, e
qguando feita pré-exposicdo ndo interferiu com a
expressao das respostas condicionadas. O efeito da agédo
de receptores GABA, sobre a aquisicdo de memdrias ja
tem sido descrito na literatura, sendo na sua grande
maioria um prejuizo deste processo (Pain, Launoy et al.,
2002; Scaife, Langley et al., 2005; Beracochea, 2006;
Scaife, Hou et al., 2007; Kroon e Carobrez, 2009a;
Makkar, Zhang et al., 2010; Maldonado, Martijena et al.,
2011), embora existam dados que indiquem inclusive a
facilitacdo da aquisi¢cdo quando os animais sao sujeitos a
treinos mais frequentes (Obradovic, Savic et al., 2004). O
midazolam é utilizado em pesquisa basica e na clinica
como ansiolitico e pré-anestésico, e sua atividade
analgésica poderia diminuir a relevancia do estimulo
incondicionado, 0 que seria erroneamente interpretado
como um prejuizo na aquisicdo. De fato, injecdes
subcutaneas de 1 mg/kg e 2 mg/kg, apresentam efeitos
antinociceptivos em camundongos Suicos além de efeitos
ansioliticos (Nunes-De-Souza, Canto-De-Souza et al.,
2000), mas ndo em camundongos experientes, que
desenvolveram tolerancia (Baptista, Bussadori et al.,
2009). Injecdes de 1 mg/kg de midazolam ja evidenciam
antinocicepgdo (Rosland e Hole, 1990). Porém, estes
efeitos podem variar de acordo com a via de
administracdo, concentragdes e linhagem/especie, pois o
mesmo efeito s6 € observado em outro estudo quando
foram administradas concentraces maiores (Chiba,
Nishiyama et al., 2009). Por exemplo, em ratos,
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midazolam apresentou inclusive efeito hiperalgésico
quando  administrado  via intraperitoneal  (Niv,
Davidovich et al., 1988). Chiba e colaboradores (Chiba,
Nishiyama et al., 2009) desenvolveram um trabalho com
0 objetivo de determinar os efeitos antinociceptivos de
midazolam em trés tipos diferentes de nocicepgdo e
obtiveram a DEs para produzir antinocicepgdo em 3,46
mg/kg. Durante a avaliagdo farmacologica do
condicionamento olfatorio aversivo foram utilizadas
doses baseadas neste ultimo estudo, sendo que a maior (3
mg/kg) € inferior a DEsp, com 0 objetivo de minimizar a
influéncia de caracteristicas analgésicas que poderiam
interferir sobre a percep¢do do EI. Embora a atenuacao
das respostas nociceptivas seja observada a partir das
concentracdes de 1 mg/kg no teste de contorcdo (Nunes-
De-Souza, Canto-De-Souza et al., 2000), resultados
semelhantes sdo obtidos apenas com concentracdes
maiores, a partir de 3 mg/kg (Chiba, Nishiyama et al.,
2009). A atenuacdo destas respostas nos testes para
sensibilidade ao calor e a pressdo deu-se também
somente a partir de 3 mg/kg de midazolam (Chiba,
Nishiyama et al., 2009).

Dados da literatura sugerem que benzodiazepinas
podem atuar na reducdo da consolidacdo de memdrias
(Gafford, Parsons et al., 2005; Kroon e Carobrez, 2009a;
Makkar, Zhang et al., 2010), enquanto antagonistas
benzodiazepinicos podem promover um efeito oposto
(Kim, Kim et al., 2012). No entanto, a literatura ndo é
totalmente uniforme, e resultados divergentes podem ser
explicados pelos diferentes paradigmas utilizados, os
tipos de benzodiazepinicos e a via de administracdo
(Beracochea, 2006; Bustos, Maldonado et al., 2006;
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Makkar, Zhang et al., 2010; Kim, Kim et al., 2012).
Como exemplo, uma interagdo entre os fatores ‘via de
administracdo’ e ‘paradigmas utilizados’ pode ser mais
facilmente detectada na literatura, pois interferéncias na
consolidacdo sdo mais frequentemente encontradas em
experimentos que utilizam protocolos de aquisi¢ao curtos
e via de acesso intracerebral (Gafford, Parsons et al.,
2005; Makkar, Zhang et al., 2010; Kim, Kim et al.,
2012). Em contraste, protocolos de aquisicdo mais
demorados e intervencdes sistémicas dificilmente
apresentam efeitos sobre a consolidacdo (Makkar, Zhang
et al., 2010), como é o caso do condicionamento olfatério
aversivo em camundongos, embora isto ndo seja uma
regra (Kroon e Carobrez, 2009a).

Em ratos, midazolam prejudica a consolidacao de
memoria aversiva no modelo de COM (Kroon e
Carobrez, 2009a), porém, este efeito ndo é observado em
camundongos. Esta deficiéncia pode ser explicada, em
parte, pela diferenca na permeabilidade da barreira
hematoencefalica ao midazolam entre estes animais, que
mantém concentracdes encéfalo/periféricas na ordem de
dez vezes maiores em ratos (Maurer, Debartolo et al.,
2005). Como a consolidacdo de memorias € dependente
de sintese proteica (Stafford e Lattal, 2009), protocolos
que permitem a interferéncia no processo através de
manipulagdo no sistema GABAeérgico possivelmente
estejam prejudicando indiretamente a sintese de
proteinas. Considerando o COA em camundongos, 0S
resultados podem ser explicados por uma deficiéncia no
protocolo, uma vez que as injecdes sdo feitas apds a
sessdo de aquisicdo (4 min apos o animal entrar na caixa,
e 3 min 20 s ap6s o primeiro choque), possivelmente o
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farmaco atinja niveis centrais 6timos em um momento
tardio, no qual a os processos bioquimicos necessarios
para a ativacdo de sintese proteica ja estejam além do
ponto no qual a acdo do midazolam seria efetiva. Sendo
assim, a alternativa logica a esta caracteristica do
protocolo seria a substituicdo de injecGes intraperitoneais
por microinjecdes intracerebrais, aumentando a
biodisponibilidade de midazolam no encéfalo. Desta
forma, o pico de concentracdo central do farmaco
coincidiria com o inicio da etapa de consolidagdo da
memoria traumatica.

Quanto a expressdo de memodria emocional,
existem possiveis controvérsias em modelos que
envolvam aprendizado, pois ela pode depender do estado
do animal nos momentos de aquisicdo e de expressao das
respostas quando ha a administracdo de drogas (Makkar,
Zhang et al., 2010), um efeito chamado de ‘dependéncia
de estado’. No modelo de condicionamento olfatorio em
camundongos, procurou-se explorar esta questdo, com a
aquisicdo de EC1 no dia 4 e expressdao de EC2 no dia 5.
Porém, ndo foi detectada uma possivel dependéncia de
estado. O grupo sujeito ao midazolam apenas no dia 5
(Salina / MDZ) apresentou respostas condicionadas nos
dias 4 e 5 da mesma forma que o grupo sem farmaco
(Salina / Salina). Em vista disso, a benzodiazepina nao
foi eficiente em prejudicar a expressdao das respostas
defensivas. Além disso, no dia 5 o grupo Salina / MDZ
emitiu comportamentos defensivos nos mesmos niveis
que o grupo controle, apesar de ter adquirido aversdo ao
contexto em um estado interno diferente (EC1 sob efeito
de salina) do estado no qual os animais emitiram as
respostas (EC2 sob efeito de midazolam). Portanto, tanto
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um efeito direto sobre a expressdo quanto um efeito de
dependéncia de estado foram descartados com este
experimento. Os dois outros grupos, MDZ/Salina e
MDZ/MDZ expressaram respostas de aversédo no dia 5
durante a exposicéo ao EC2 (contexto), apesar de estarem
sob efeito do farmaco durante a associacao
EC1l+contexto no dia 4. Uma vez que a aquisicdo de
memoria EN+EI (dia 2) foi prejudicada pelo midazolam,
seria esperado que a aquisicdo de EC1l+contexto (dia 4)
também fosse prejudicada. Estes resultados sugerem que
a aquisicdo da associacdo EN+EI (primeira ordem)
ocorre por mecanismos diferentes da aquisi¢do
ECl+contexto (segunda ordem), pois a primeira é
sensivel ao midazolam, enquanto a segunda parece ndo
ser, a0 menos nas doses testadas.

De fato, o aprendizado aversivo contextual ocorre
de maneira diferente do aprendizado aversivo com pistas
(Albrechet-Souza, Borelli et al.,, 2011). Novamente,
nestes dois grupos (MDZ/Salina e MDZ/MDZ) a questao
de dependéncia de estado pode ser explorada. Desta vez
0s animais adquirem a associa¢do enguanto estdo sob o
efeito de midazolam (dia 4), mas a expressdao no dia
seguinte ndo depende do estado interno dos animais, uma
vez que ndo ha diferencas nesta sessdo entre estes 0s
grupos MDZ/Salina e MDZ/MDZ. No modelo de
condicionamento aversivo em ratos, midazolam nédo foi
capaz de reduzir respostas de aversdo ao odor (Kroon e
Carobrez, 2009a). Quando se trata da expressao de medo
a estimulos que ndo dependem de aprendizado, ou seja,
incondicionados, 0 midazolam inibe as respostas
defensivas frente a pistas de predador (Dielenberg,
Arnold et al., 1999; Mcgregor e Dielenberg, 1999). Desta
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forma, em camundongos Suigos submetidos ao COA, a
expressdo de respostas condicionadas ndo foi alterada
pelo midazolam.

Em sua grande maioria, os resultados obtidos em
experimentos que avaliam o papel da neurotransmisséo
GABAeérgica na emocdo e nas fungbes cognitivas
utilizam o rato como sujeito experimental. No entanto,
experimentos envolvendo aprendizado aversivo e
benzodiazepinas tém sido realizados em seres humanos, e
os resultados indicam que ha interferéncia sobre a
aquisicao destas memorias, mas ndo sobre a consolidagéo
e expressédo (Scaife, Langley et al., 2005; Scaife, Hou et
al., 2007), resultados semelhantes aos obtidos através do
COA em camundongos. Esta semelhanga nos resultados
esta sujeita a variaveis como os protocolos e as espécies
diferentes, porém, aponta 0 COA em camundongos como
modelo promissor na avaliacdo de fenbmenos emocionais
e mnemonicos.

Os modelos que avaliam ansiedade podem ser
divididos em dois grupos: o0s que avaliam
comportamentos espontaneos, e 0s que avaliam
comportamentos aprendidos durante o protocolo. O
primeiro grupo, com uma abordagem natural, ou seja,
com o0 pouca intervencdo experimental (tais como
aprendizado prévio), inclui o labirinto em cruz elevado,
onde o animal opta entre regibes seguras, com maior
cobertura, e regides menos seguras, com maior claridade
e menor cobertura [(Handley e Mithani, 1984; Lister,
1987) para revisao (Carobrez e Bertoglio, 2005)], campo
aberto, no qual os animais tém a opgdo de explorar o
aparato caminhando proximos as paredes (maior
seguranga) ou arriscam-se ao explorar o centro de uma
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arena (maior exposicao) (Hall, 1934; 1936; Kim, Lee et
al., 2002) e caixa claro-escuro, na qual os animais tém a
opcado entre duas caixas com diferentes intensidades
luminosas (Crawley, 1981; Grewal, Shepherd et al.,
1997; Kim, Lee et al., 2002). O segundo grupo inclui os
modelos nos quais de avalia o aprendizado, como o
condicionamento contextual (Dexter e Merrill, 1969), no
qual os animais associam um contexto (como uma caixa
experimental) ao medo; e com pistas (Jones e Davey,
1990; Otto, Cousens et al., 1997; Contarino, Baca et al.,
2002), nos quais 0s animais aprendem a temer
indicadores de perigo (que anteriormente ndo estavam
relacionados a fonte de perigo); além do aprendizado
espacial (Whishaw e Tomie, 1997; Podhorna e Didriksen,
2005), no qual os animais aprendem a guiar-se por pistas
visuais em labirintos. O teste de COA em camundongos
insere-se neste contexto, e ainda tem a vantagem de
possuir caracteristicas dos dois grupos de modelos
animais, pois proporciona uma avaliacdo do
comportamento espontdneo dos camundongos, como
preferéncia, aversdo ou indiferenca a odores, observado
no experimento 2; a influéncia da idade sobre o
comportamento exploratério, evidente nos experimentos
1 e 4, que garantem caracteristicas de modelos de
avaliacdo de comportamentos espontaneos. Proporciona a
avaliacdo de aprendizado olfatério, como ocorreu nos
experimentos 3 e 6, assim como também proporciona
intervencbes neste aprendizado  aversivo, como
observado nos experimentos 7 a 9, e facil adaptacdo do
protocolo para outros fins semelhantes.

O protocolo de cinco dias permitiu acompanhar os
animais durante o desenvolvimento da memoria
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emocional aversiva e pode proporcionar uma avaliacdo
mais detalhada do que a maioria dos modelos
semelhantes, nos quais 0 acompanhamento geralmente
ndo ultrapassa dois dias. A separacdo do protocolo em
fases de aquisicdo, consolidacdo e expressao permite
intervencdes  farmacoldgicas  independentes  ou
interdependentes de cada fendmeno. Alem disso, 0 COA
permite o estudo de respostas condicionadas a estimulos
especificos/unimodais. Isto pode ser relevante, pois
aumenta o poder do modelo em mimetizar caracteristicas
de patologias envolvendo ansiedade, uma vez que
pacientes que desenvolvem TEPT com algum tipo de
trauma raramente Sa0 reexpostos ao contexto, mas sim a
dicas especificas. Portanto, modelos como o COA em
camundongos, que utilizam condicionamento por pistas
aproximam-se de fendmenos presentes em patologias
humanas, se comparados ao condicionamento contextual,
por exemplo.

Portanto, o condicionamento olfatério em
camundongos Suicos albinos pode ser considerado como
um modelo atil para a exploracdo de comportamentos
aversivos guiados pelo sistema olfatorio, e as conclusdes
baseadas neste modelo devem servir de dire¢es iniciais
a serem tomadas quando da utilizacdo de diferentes
linhagens. Um cuidado especial deve ser tomado ao
aplicar este modelo a outras linhagens de camundongos,
uma vez que existem variacbes em comportamentos
basais, na capacidade de aprendizado e nas interag0es
com farmacos decorrentes da bagagem genética destes
animais.
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6 - CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos neste trabalho,
assim como a comparagdo com a literatura, pode-se
afirmar que o teste de condicionamento aversivo em
camundongos apresenta-se como boa alternativa no
estudo das bases bioldgicas de memorias emocionais
aversivas, além de algumas vantagens em comparacao
com os atuais modelos, tais quais a possibilidade de
separar experimentalmente as fases de aquisicéo,
consolidacdo e expressdao, bem como proporcionar
analises sobre o condicionamento com pista olfativa,
assim como contextual. A utilizacdo de camundongos
neste teste proporcionou uma base para que possiveis
manipulacdes genéticas possam ser realizadas, e suas
implicagbes  avaliadas através do COA. Os
comportamentos aqui descritos devem ser interpretados
levando-se em conta caracteristicas dos animais, como a
linhagem e a idade, sendo a utilizacdo de animais de
cinco meses recomendada. Além disso, ficou evidente
que o protocolo foi efetivo em estabelecer aprendizado
em camundongos, assim como j& descrito em ratos.
Ainda, a expressdo de respostas emocionais
condicionadas depende e grande parte de particularidades
da espécie, sendo que neste caso, em camundongos
Suicgos os itens comportamentais nimero de cruzamentos
entre 0os compartimentos e a laténcia de saida do
compartimento fechado expressaram mais claramente as
respostas defensivas a serem analisadas, enquanto em
ratos, a porcentagem do tempo de aproximacdo, a
porcentagem do tempo escondido e o Head-out
apresentam-se como medidas principais. Portanto, o teste
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foi suficientemente sensivel para a deteccdo de
caracteristicas especificas de camundongos,
diferenciando-os de ratos, quanto a expressdo de
respostas defensivas. O teste também foi sensivel em
detectar alteracdes nas respostas defensivas decorrentes
da interferéncia farmacoldgica, corroborando dados da
literatura sobre o papel da neurotransmissao
GABAeérgica na aquisicdo de memoria emocional
aversiva.
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Anexo | - SUBSTRATOS NEURAIS PARA O
CONDICIONAMENTO OLFATORIO AVERSIVO

Evidéncias suficientes sustentam a ideia de que a
associacdo entre o estimulo neutro, passivel de
condicionamento, e o estimulo incondicionado, aversivo
por natureza, ocorre em uma estrutura localizada no lobo
temporal chamada amigdala, e que esta estrutura é a
peca-chave para o condicionamento (Fendt e Fanselow,
1999; Ledoux, 2000; Maren, 2001; Ledoux, 2003;
Mcgaugh, 2004). A amigdala é um conjunto heterogéneo
de ndcleos neuronais, cuja atividade estd intimamente
ligada a expressdo de respostas emocionais (Ledoux,
2000). Acredita-se atualmente que a associacdo dos
estimulos, tornando-os condicionados, ocorra atraves do
fendmeno de potenciagdo de longo prazo -- do termo em
inglés Long-Term Potentiation, LTP -- e que esta
potenciacdo envolva diversas cascatas intracelulares,
além de sintese protéica (Schafe, Nader et al., 2001;
Nguyen e Gerlai, 2002; Kim e Jung, 2006; D'isa,
Clapcote et al., 2011).

As estruturas envolvidas no condicionamento
podem ser classificadas em estruturas aferentes, ou
sensoriais, e estruturas eferentes, ou ativadoras de
resposta (Fendt e Fanselow, 1999; Kim e Jung, 2006).
Naturalmente, este sistema é muito mais complexo, e a
transmissdo de informacGes ndo €& somente linear e
unidirecional, porém, para um entendimento geral do
sistema neural envolvido com o condicionamento, esta
classificacdo pode ser utilizada. A amigdala recebe
aferéncias sensoriais de diversas estruturas, como o0
talamo, neocdrtex, cortex olfatdrio e hipocampo (Maren,
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2001; Kim e Jung, 2006). Estas estruturas, por sua vez,
sdo alimentadas por aferéncias do sistema sensorial
periférico, o que caracteriza esta via como entrada para
estimulos neutros passiveis de condicionamento, assim
como vias de entrada de estimulos incondicionados.
Partem da amigdala eferéncias para estruturas
autondémicas e somatomotoras como estria terminal,
substancia cinzenta periaqueductal -- do termo em inglés
Periaqueductal Gray Matter, PAG --, aléem do
hipotdlamo lateral (Maren, 2001; Kim e Jung, 2006;
Adamec, Hebert et al., 2011) e parte do hipotdlamo
medial (Canteras, 2002; Martinez, Carvalho-Netto et al.,
2008). Estas estruturas, por sua vez, Sao responsaveis
pelo desencadeamento das respostas condicionadas,
como imobilidade, aumento dos reflexos musculares --
medido pelo sobressalto --, analgesia, vocalizacGes
ultrassonicas, liberacdo de horménios do estresse e
alteragfes autondémicas, como aumento ou diminuic¢éo da
frequéncia cardiaca, aumento da pressdo sanguinea e
frequéncia respiratdria (Fendt e Fanselow, 1999; Maren,
2001; Kim e Jung, 2006).

Mais precisamente, ao se tratar do estimulo
olfatério, moléculas do odor entram em contato com
receptores especificos em neurdnios da camada epitelial
olfatéria (Su, Menuz et al., 2009), que transmite 0s
potenciais de acdo via bulbo olfatorio diretamente para a
parte  corticomedial do complexo amigdaloide
(Sevelinges, Gervais et al., 2004) assim como para 0
cortex piriforme, que entdo repassa estes potenciais para
0s nucleos da parte lateral da amigdala (Funk e Amir,
2000), diferentemente do que ocorre com 0S outros
estimulos sensoriais, 0S quais necessariamente passam
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pelo talamo antes de serem distribuidos. Além disso, sdo
enviadas projecdes do bulbo olfatério e cértex piriforme
para o cortex perirrinal, que também envia estimulos para
a regido lateral da amigdala, onde é feita a associacéo
com o estimulo incondicionado (Otto, Cousens et al.,
2000). Por sua vez, o estimulo incondicionado, neste caso
0 choque elétrico nas patas, ativa fibras nervosas
periféricas, que transmitem o potencial de acdo para a
medula, que o transmite para o talamo posterior e o
ndcleo paragigantocelular. Este ultimo estd ligado a
estimulacdo do lécus coeruleus, que juntamente com o
tdlamo posterior, estimula o ndcleo basolateral da
amigdala, onde associa-se ao potencial gerado pelo
estimulo neutro (Fendt e Fanselow, 1999). Esta
estimulacdo em conjunto da porcdo basolateral da
amigdala € repassada aos ndcleos centrais, que por sua
vez estimula tanto a substancia cinzenta periaqueductal,
quanto o sistema hipotalamico de defesa (Newton S.,
2002; Pavesi, Canteras et al., 2011), gerando as respostas
de fuga/luta ou imobilidade observadas
experimentalmente.
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