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Resumo

Souza, Carolina Macédo; Fernandez, Jesus Landeira. Condicionamento ao
medo especifico nas linhagens dos Cariocas de alto (CAC) e baixo
congelamento (CBC) Rio de Janeiro, 2019. 61p. Dissertacdo de Mestrado
— Departamento de Psicologia, Pontificia Universidade Catolica do Rio de
Janeiro

Os disturbios de ansiedade compreendem uma ampla gama de condigdes
psiquidtricas, incluindo transtorno de ansiedade generalizada (TAG) e fobia especifica.
Nas ultimas décadas, o uso de modelos animais de ansiedade ofereceu importantes
insights sobre a interacdo dessas psicopatologias. Aqui nés investigamos se 0s ratos
Cariocas de alto e baixo congelamento (CAC e CBC, respectivamente), um modelo
animal de TAG, mostram fen6tipos comportamentais de alto e baixo congelamento
similar no condicionamento de medo ao som. Ratos adultos das linhagens CAC (n =
16), CBC (n = 16) e ratos Wistar normais (controle, CTL) foram testados em um
paradigma de condicionamento classico de medo ao som durante 3 dias. Respostas de
congelamento foram medidas e usadas como evidéncia de condicionamento de medo.
No geral, os ratos CAC e CBC, bem como os animais CTL, apresentaram um
condicionamento de medo ao estimulo condicionado auditivo. No entanto, 0s animais
CBC também mostraram uma rapida extincdo ao estimulo condicionado auditivo.
Discutimos esses resultados de acordo com dados comportamentais e neuronais

observados em linhagens de roedores de alta e baixa ansiedade.

Palavras-chave

Transtornos de ansiedade; transtorno de ansiedade generalizada (TAG);
fobias especificas; memdria implicita; aprendizagem do medo; aprendizagem
aversiva; modelos animais de ansiedade; Cariocas de alto e baixo congelamento.
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Abstract

Souza, Carolina Macédo; Landeira-Fernandez, Jesus (Advisor). Specific
fear conditioning in Carioca High-and Low-conditioned Freezing rats.
Rio de Janeiro, 2019. 61p. Dissertacdo de Mestrado — Departamento de
Psicologia, Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro.

Anxiety disorders comprise a broad range of psychiatric conditions,
including general anxiety (GAD) and specific phobias. For the last decades the use
of animal models of anxiety has offered important insights into the understanding
of the association between these psychopathologies. Here we investigate whether
Carioca high and low conditioned freezing rats (CHF and CLF, respectively), a
GAD animal model of anxiety, show similar high and low freezing behavioral
phenotypes for cued auditory fear conditioning. Adult CHF (n = 16), CLF (n = 16)
and normal age-matched Wistar rats (control, CTL) were tested in a classical
auditory cued fear conditioning paradigm over 3 days. Freezing responses were
measured and used as evidence of fear conditioning. Overall, both CHF and CLF
rats as well as CTL animals displayed fear conditioning to the auditory CS.
However, CLF animals showed a rapid extinction to the auditory conditioned
stimulus compared to CHF and CTL rats. We discuss these findings in the context
of the behavioural and neuronal differences observed in rodent lines of high and

low anxiety traits.

Keywords

Anxiety disorders; generalized anxiety disorder (GAD); specific phobias;
implicit memory; learning of fear; aversive learning; animal models of anxiety;
Carioca High and Low Conditioned Freezing Lines.
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1

Introducao

Medo e ansiedade séo conceitos que se sobrepdem. O primeiro pode ser explicado
por uma ameaca real ao passo que o segundo se refere a uma ameaga
antecipada/potencial (American Psychiatric Association, 2013; Blanchard &
Blanchard, 1988). De acordo com estudos genéticos (Gordon & Hen, 2004), pode-
se dizer que a ansiedade possui suas raizes genéticas no medo. Através da teoria
evolutiva, Darwin (1859) concluiu que o fator condicionante da sobrevivéncia é a
capacidade das espécies se adaptarem ao meio. Além disso, em 1872, Darwin
acrescentou a esta teoria o fato de que certas emogOes sdo compartilhadas nos
homens e nos animais neste processo evolutivo, sendo o medo uma das emogdes
mais primitivas (Darwin, 1872; Gazzaniga, Ivry, &Mangum, 2009). Durante uma
situacdo de perigo o organismo se prepara para lutar ou fugir (respostas defensivas)
ativando assim as bases neurofisioldgicas relacionadas ao medo (para uma
abordagem mais detalhada sobre o tdpico - ver manuscrito, Capitulo I). Deste
modo, 0s mecanismos associados a reposta defensiva sdo ativados automaticamente
pelo organismo perante uma situacdo de ameaga, seja ela “real” ou “potencial”
(Blanchard & Blanchard, 1988; Brandao & Graeff, 2014).

Ao longo da evolucdo, diversas estruturas do sistema nervoso foram sofrendo
alteracOes durante o processo de adaptacdo das espécies (LeDoux, 2012; Mobbs &
Kim, 2015). Durante os séculos XI1X e XX foram surgindo uma série de teorias
acerca do sistema nervoso que tinham como objetivo investigar quais os substratos
neurais responsaveis pela emocao (Dalgleish, 2004; Gazzaniga et al., 2009). Na
tentativa de explicar a evolucdo do cérebro emocional entre os animais a teoria do
cérebro trino de Mac Lean apresenta um modelo que acompanha a evolucdo. Esta
teoria considera a existéncia de sistemas neurais hierarquicamente organizados por
trés cérebros que compdem um s6. Em todos os vertebrados esta presente o cérebro
reptilico (instintivo), nos mamiferos esta o reptilico e o cérebro paleomamifero
(emocional) ao passo que nos seres humanos, alguns primatas e mamiferos
evoluidos, coexistem a estes dois cérebros o cérebro neomamifero (racional). A

partir desta teoria sobre o cérebro emocional, mais conhecido como sistema
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limbico, foi possivel investigar as estruturas relacionadas as reacGes
comportamentais e fisiolégicas no medo e outras emogdes (LeDoux, 1998).

Nesta perspectiva evolutiva, inclui-se ao papel da ansiedade um valor adaptativo e
motivacional intrinseco ao comportamento (Bendesky & Bargmann, 2011). A
teoria do “U” invertido de Yerkes—Dodson retrata estes valores ao demonstrar que
a ansiedade estd relacionada a qualidade do desempenho. Para auxiliar a
compreensdo desta interacdo, o grafico (figura 1, abaixo) mostra que se a
quantidade de ansiedade for adequada a dificuldade de determinada tarefa o
resultado sera de um bom desempenho (performance), enquanto que por outro lado
se a quantidade de ansiedade depositada for inadequada haverd um prejuizo na
execucdo da tarefa. Entende-se que a ansiedade é importante para a realizacao das
atividades rotineiras seja elas do ambito familiar, escolar, ou profissional, e sua
desregulacdo pode se tornar disfuncional na vida do individuo se tornando
patoldgica (Cruz & Landeira-Fernandez, 2007). A ansiedade patoldgica se expressa
em varios niveis: cognitivo (preocupacdo excessiva), afetivo (sentimento
caracteristico), comportamental (tendéncia a evitagdo) e fisioldgico (manifestacdes
neurovegetativas, hormonais, musculares) (Branddo & Graeff, 2014; Landeira-
Fernandez, 2011).

4 TENSAO IDEAL

PERFORMANCE

Y

ANSIEDADE /| TENSAO

Figura 1 - Teoria do “U” invertido de Yerkes-Dodson (performance x ansiedade/tenséo).

De acordo com os dados estatisticos da World Health Organization (2017), os

transtornos de ansiedade estdo entre as doencas psiquiatricas mais debilitantes no
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mundo. Um meio de se estudar estes transtornos se da pela selecdo bidirecional de
roedores com tragos de alta e baixa ansiedade. Modelos animais de alta e baixa
ansiedade tém sido usados com sucesso para investigar 0S mecanismos
fisiopatoldgicos bésicos envolvidos nos transtornos de ansiedade (Belzung &
Lemoine, 2011; Lang, Davis, & Ohman, 2000; Willner & Mitchell, 2002). Com o
uso de pesquisas experimentais em modelos animais observou-se que determinadas
estruturas influenciam a aquisi¢do, o0 armazenamento e/ou a evocagdo da memoria
implicita envolvida na aprendizagem por condicionamento, a0 mesmo passo que
também foi observado que estes resultados corroboravam com os dados de
pesquisas clinicas com pacientes amnésicos (para uma abordagem mais

detalhada sobre o tépico - ver manuscrito, Capitulo I).

Os transtornos de ansiedade incluem vérias condigBes psiquiatricas, como o
transtorno de ansiedade generalizada (TAG) e a fobia especifica (ver manuscrito,
capitulo 2). Estudos epidemioldgicos mostram que existe uma alta comorbidade
entre os transtornos de ansiedade, entretanto pouco se sabe sobre a interacdo entre
TAG e fobia especifica. A selecdo bidirecional de roedores para tragos de ansiedade
tem sido usada para investigar a relacdo entre diferentes transtornos de ansiedade,
tanto no nivel neural como comportamental. Nosso objetivo foi avaliar o
congelamento condicionado a um estimulo especifico nos ratos Cariocas de alto e
baixo congelamento, criados ha 15 anos na Pontificia Universidade Catélica do Rio
de Janeiro (CAC e CBC, respectivamente), uma linhagem de ratos cuja selecéo
bidirecional foi baseada no condicionamento ao contexto, um modelo animal de
TAG (para uma abordagem mais detalhada sobre o topico — ver versao
traduzida do manuscrito “Cued fear conditioning in Carioca High- and Low-
conditioned freezing rats”, Capitulo Il. O manuscrito em inglés foi submetido

como um brief report, em fase “under review” — ver Anexo lII).
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1
Capitulo I: O papel da meméria implicita na aprendizagem

do medo em modelos animais de ansiedade.

Em muito se discute sobre a aprendizagem, como quais sdo as formas mais
assertivas para identifica-la, sua ocorréncia, as maneiras em que pode ser acessada
e, portanto, avaliada com validez e confiabilidade, assim como também os
diferentes meios de sua manutencdo e a importancia do estar ciente ou ndo neste
processo (McGuigan, 1997; Schacter, 1998; Shimizu, 2017). Ao conhecer, analisar e
utilizar diversos instrumentos metodoldgicos para avaliar este processo, a area
psicolégica entende a memdria como sendo intrinseca ao aprender (Anderson,
2000). Para entender estes processos, a observacdo de casos clinicos de pacientes
amnésicos e a pesquisa com animais produziram uma série de informacbes que
contribuiram para o surgimento de diversas teorias sobre a memdria (Murray, Wise,
e Graham, 2017).

Neste cendrio, emergiu a no¢do de “sistemas de memoria”, em que a memoria €
caracterizada por seus tipos fenomenologicamente diferentes que resultam da
atividade de modulos (sistemas de memdria distintos), cada qual com seu préprio
tipo de processamento (Ferbinteanu, 2018). Para tais sistemas, a consciéncia na
codificacdo e evocacdo de uma memoria é um fator importante. Para tanto,
questiona-se o que “estar consciente” pode influenciar na absor¢ao de informagdes
durante a aprendizagem e como estas informacdes sdo apresentadas pelo individuo,
visto que muitas de nossas memorias sdo armazenadas embora ndo tenhamos
consciéncia deste processo. Sendo através do processo de aprendizagem que ocorre
a absorcao de informacdes, a aprendizagem e a memdaria sdo processos psicologicos
basicos que funcionam de maneira sobreposta (I. A. Izquierdo, Myskiw, Benetti, &
Furini, 2013).

Diversos estudos utilizam a teoria de “sistemas de memoria”, entre outras teorias
da memdria das quais ndo abordaremos neste artigo, para a compreensao de
determinados aspectos da aprendizagem (Murray et al., 2017; Yates, 2017). Nestes

“sistemas de memoria” a memoria pode ser implicita envolvendo processos
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automaticos dos quais sdo pesquisados em estudos com animais (Petri & Mishkin,
1994). A memdria implicita € amplamente pesquisada atraves das circuitarias
neurais envolvidas na aprendizagem do medo (LeDoux & Daw, 2018). Sendo
amplamente estudadas em modelos animais de ansiedade com a finalidade de
promover avangos no campo clinico dos transtornos de ansiedade (Cruz &
Landeira-Fernandez, 2012). Em particular, este artigo tem por objetivo apresentar
um breve histérico sobre a memoria abordando os tipos de memdria implicita,
principalmente no que concerne os estudos que utilizam o condicionamento de
medo em ratos. Esta linha investigativa possui muitas pesquisas em vista de sua alta
validade e fidedignidade a respeito da conservagéo das reacGes defensivas entre 0s
mamiferos (Shuhama, Blanchard, Graeff, & Del-Ben, 2017; Paul Willner, 1984).

1.1

Breve histdrico sobre memaria

A aprendizagem ndo se da sem a memdria e vice-versa. Muitos autores unem estes
dois principios psicoldgicos basicos no mesmo processo por serem intrinsecos um
ao outro. Se o individuo aprende uma nova informacao, ele realiza a aquisicao de
uma nova memoria (Yates, 2017). Portanto, todo novo aprendizado envolve
hipoteticamente trés estagios de memorizacdo. De acordo com Gazzaniga e cols.
(2009) estes estagios sdo compostos por: codificacdo, armazenamento, recuperacao.
O primeiro pode ser explicado por uma codificagdo no processamento da
informacdo que chega, posteriormente direcionando estas informacgdes para as
proximas duas fases. Processa-se entdo uma representacdo deste conteldo
adquirido, e no segundo estagio ocorre o armazenamento da informacdo. No
terceiro, ocorre a acdo de recuperar o contedo que fora antes armazenado. Este
ultimo estigio possui mais de uma forma de expressdo, podendo ser uma
representacdo consciente ou simplesmente um comportamento motor a ser

executado.

Existem vérias teorias sobre a memoria (lzquierdo, Barros, Souza,Souza, &
Izquierdo, 1998; Murray et al., 2017). Dentre clas, a teoria de “sistemas de
memoria” (Ferbinteanu, 2018; Murray et al., 2017; Yates, 2017) classifica a
memoria em dois tipos: de longa duracdo e de curta duragdo. A memdoria de longa
duracdo pode ser subdividida em explicita ou implicita. A primeira pode ser
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subdividida em episddica (eventos) e semantica (fatos), e a segunda em: priming;
procedural; memdria ndo-associativa; e memoria associativa (Gazzaniga et al.,
2009). Nesta classificagao muito se discute sobre o papel da “percepgao consciente”
(do inglés, conscious awareness) na aprendizagem e seus correlatos neurais (Reder,
Park, & Kieffaber, 2009).

Distanciando-se da presenca de consciéncia, a memoria implicita acontece
independente de o sujeito estar ciente de seu processo. Para Tulving & Schacter
(1992) a memoria implicita é a base da piramide dos tipos de memoria, consistindo
em capacidades perceptivas e motoras que, ao longo do tempo e através da pratica,
transformam-se em rotinas, habitos e habilidades motoras que pouco ou nada séo
conscientes. Woodruff-Pak (1993)diz que ela consiste em multiplos processos
dissociaveis. Dentre estes, a memdria implicita pode ser expressa através do sistema
de representacao de percepc¢éo (do inglés, priming), procedimentos, aprendizagem

ndo associativa e aprendizagem associativa (Gazzaniga et al., 2009).

O priming refere-se a exposicdo a um estimulo prévio afetando a resposta
subsequente, sem que 0 sujeito tenha consciéncia da relagdo entre o estimulo e a
resposta. A memdria elicia uma resposta desencadeada por um mesmo estimulo
numa experiéncia anterior. Por exemplo, pode-se identificar a imagem de uma bola
de futebol rapidamente quando se viu previamente essa mesma imagem, tratando-
se de uma preparacdo perceptual. Assim como, também pode-se identificar a
palavra “futebol” mais rapidamente depois de ver a palavra “esportes”, neste caso
trata-se de um priming conceitual. Nestes exemplos, demonstra-se que o priming
caracteriza-se por uma fluéncia em que o processamento é facilitado, indicado por
reducdes na laténcia de resposta para se dizer a palavra em questdo ou se fazer uma
classificacdo desta palavra/ndo palavra (Hayes, Fortier, Levine, Milberg, &
McGlinchey, 2012; Whittlesea & Leboe, 2003).

A memodria procedural corresponde a a¢Ges e rotinas motoras. Como por exemplo,
estdo as acdes diarias corriqueiras como dirigir um automovel, amarrar 0s sapatos,
escovar os dentes, andar, entre outras (Gazzaniga et al., 2009). Pacientes amnésicos
aprendem tarefas motoras, o que sugere que esta forma de memoria ndo é
declarativa (Greenwald & Banaji, 2017; Ries, 2018).
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Na aprendizagem ndo-associativa, ocorre a repeticdo da exposi¢do de um estimulo
que pode levar a habituacdo (diminuicdo da resposta) ou sensibilizacdo (aumento
da resposta) (Brand&o, 2004). Ela € vital para a sobrevivéncia das espécies, no qual
o comportamento sofre modificagdo em resposta a um unico evento (Rahn,
Guzman-karlsson, Sweatt, & Sweatt, 2013; Sato, 1995).

A aprendizagem associativa tem como caracteristica a aprendizagem que ocorre
pela associagdo de estimulos (Eelen, 2018; Brand&o, 2004). Um estudo pioneiro é
o0 de condicionamento classico de Pavlov, também conhecido como respondente ou
reflexo (Woodruff-Pak, 2010). Este consiste na associacdo de dois estimulos: um
estimulo incondicionado (do inglés, unconditioned stimulus - US) e um estimulo
discreto (do inglés, discrete stimulus) que ao passo que sao associados, o estimulo
discreto se torna um estimulo condicionado (do inglés, conditioned stimulus - CS).
Pavlov descobriu o gatilno associativo entre a apresentacdo dos estimulos
provindos do meio externo e sua ligacdo com os recursos de cunho interno, sendo

bioldgicos, psicoldgicos e comportamentais.

Estudando a secrecdo salivar em cdes, Pavlov percebeu que cédes alimentados
rotineiramente no mesmo horario e local passavam, apds alguns dias, a salivar antes
mesmo da apresentacdo do alimento. Este dado demonstrou que de alguma forma,
0 organismo ja tinha aquela resposta interiorizada tal qual um reflexo, assim como
0 tempo oportuno de salivar para receber o alimento que se seguiria (tempo de
reacdo). A salivacdo foi interpretada como a resposta incondicionada (resposta
incondicionada, do inglés, unconditioned response - UR) ao estimulo “alimento”,
visto que intrinsecamente induz o efeito fisioldgico (reflexo) de salivacdo. Para
testar esta hipdtese, Pavlov introduziu um sinal sonoro que era apresentado
conjuntamente com o alimento toda vez que fornecesse comida ao animal. Apos
repetir esse procedimento inumeras vezes (CS-US), o cdo passou a receber apenas
o sinal sonoro (CS) e, mesmo sem receber comida (US), apresentou salivacéo
(resposta condicionada, do inglés, conditioned response - CR), tornando assim o
sinal sonoro num estimulo condicionado (CS). Em outras palavras, o estimulo antes

discreto passou a ser um gerador da CR (salivacdo) que antes era somente eliciada
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pelo US (alimento). Constatou-se que o condicionamento classico desencadeia um
US significativamente bioldgico (Pavlov, 1927, 1932, 1976).

Dando continuidade ao que concerne 0s experimentos sobre aprendizagem
associativa, Skinner foi propulsor desta escola na Psicologia trazendo o conceito de
condicionamento operante ao investigar as relagcdes entre o comportamento (fator
interno) e o meio ambiente (fator externo) de humanos e animais (Zusne, 1984).
Skinner defende o “Behaviorismo radical”, ao sugerir que estados internos, como
pensamentos e sentimentos, sdo também comportamentos. Esta abordagem abrange
o reforco de um comportamento a partir de um estimulo externo reforgcador, o qual
envolve o sistema de recompensa. Sendo o comportamento modulado pelas
consequéncias, ele caracterizou este condicionamento em tipos diferentes de
operacéo, dentre elas: o reforco positivo, o refor¢o negativo, a punicao positiva e a
punicdo negativa (Catania, 1999; McLeod, 2007; Myers, 1998; Skinner, 1938;
Zusne, 1984)

Atualmente existem muitas contribuicbes sobre a memdria implicita no
condicionamento. Por exemplo, um intervalo mais longo entre estimulo
condicionado e incondicionado (CS-US) proporciona uma producdo maior de
resposta condicionada (Blanchard, Yudko, Rodgers, & Blanchard, 1993; Finkbiner
& Woodruff-Pak, 1991; Solomon, Blanchard, Levine, Velazquez, & Groccia-
Ellison, 1991).Este e outros dados colaboraram para um maior entendimento quanto
ao mecanismo deste tipo de aprendizagem. Por ser implicita, a memoria ligada ao
condicionamento esta disponivel de forma automatica e inconsciente (Squire &
Dede, 2015).

Vista a enorme gama de tipos de memdria é evidente que tais processos envolvem
a ativacdo de circuitarias neurais selecionadas para a sua efetivacdo. De um modo
geral, isso se da através de processos adaptativos do organismo ao meio, que por
sua vez promovem alteracBes na eficiéncia sinaptica e consequentemente na
modulacdo do comportamento (Brandao, 2004; Gazzaniga 2009), e que ocorrem a
partir da ativacdo de multiplas regiGes cerebrais, assim como complexos processos

de plasticidade neural (Cruz & Landeira — Fernandez, 2012).
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Muito se sabe a respeito dos “sistemas de memoria” e sobre as circuitarias neurais
envolvidas neste processo pelos estudos de casos clinicos e pesquisas com animais.
Entre os casos mais conhecidos esta o de H.M., um classico caso relatado por
Scoville & Milner (Scoville & Milner, 1957) de um paciente portador de epilepsia,
potencialmente decorrente de uma lesdo cerebral causada em um atropelamento por
uma bicicleta aos nove anos de idade. Submetido a uma cirurgia que removeu
bilateralmente o hipocampo, a amigdala e partes da area de associa¢do do cortex
temporal, H.M. teve como resultado a melhora das crises epilépticas, mas também
sérios distdrbios de memoria. Apesar de possuir boa capacidade de memdria para
eventos ocorridos antes da cirurgia (memdria retrograda), ele tinha uma amnésia
gravissima da memoria anterégrada, ndo conseguindo reter informac6es novas por
mais do que poucos minutos. Posteriormente verificou-se que esta dificuldade
estava associada principalmente a lesdes do hipocampo (Winocur, McDonald, &
Moscovitch, 2001; Squire, 2009). Ademais, estudos com H.M. também revelaram
que ele ainda era capaz de aprender tarefas motoras simples (como capacidade de
adquirir habilidades viso—motoras na reproducdo de um desenho), ainda que tivesse
amnésia global (Scoville & Milner, 1957). Estas atividades rotineiras estdo
relacionadas a ativagdo do corpo estriado (Salat et al., 2006) e cerebelo (Squire,
2009).

Outro caso clinico que teve grande repercussdo foi o de R.B., que apresentou
comprometimento severo da memoria retrograda ap6s sofrer uma isquemia
(Rempel-Clower, Zola, Squire, & Amaral, 1996; Zola-Morgan, Squire, & Amaral,
1986). Exames histologicos post-mortem revelaram que, apesar de apresentar uma
lesdo confinada apenas a area CAl do hipocampo, um pequeno dano cerebral em
uma regido especifica pode causar um déficit significativo nas capacidades de
memoria (Squire & Wixted, 2011).

Estudos realizados em primatas durante a década de 1980 também foram
importantes para a compreensao de quais estruturas sdo inerentes aos “sistemas de
memoria”. Nestes modelos animais de amnésia foram realizadas lesdes cerebrais
em regides cerebrais especificas e posteriormente a avaliagdo dos déficits de
memo0ria através de testes comportamentais (Mishkin, 1982). Dentre as estruturas

lesionadas, estdo o hipocampo, o cortex entorrinal, o cortex perirrinal e 0s cortices
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para-hipocampais, que compdem grande parte do giro para-hipocampal (Mishkin,
1982; Squire & Wixted, 2011; Zola-Morgan & Squire, 1991; Zola-Morgan, Squire,
& Ramus, 1994). Ao longo dos ultimos anos, pesquisas com animais utilizam o
condicionamento de medo para investigar quais estruturas cerebrais estdo
envolvidas na aprendizagem aversiva (Ledoux & Daw, 2018b). De acordo com
estas pesquisas, o condicionamento classico esta relacionado a memaria implicita e
tem um papel importante em muitas psicopatologias, incluindo os transtornos de
ansiedade (Cruz & Landeira-Fernandez, 2012; Hugdahl,1995). As teorias sobre a
aprendizagem aversiva constantemente avaliam os padrbes de reac6es defensivas
como comportamentos automaticos eliciados pelo estimulo ameagador (US ou CS)
no condicionamento de medo (Ledoux & Daw, 2018b).

1.2

Aprendizagem do medo em ratos e modelos animais de ansiedade

O estudo das emogdes e os distarbios relacionados a ela existem desde a
antiguidade. Dentre os estudiosos, Hipdcrates (406-377 a.C.) descrito por Adams
(1849), relata em seus pensamentos que "0s homens deveriam saber que € do
cérebro, e de nenhum outro lugar, que vém as alegrias, as delicias, 0 riso e as

diversdes, e tristezas, desanimos e lamentacgdes” (p. 854).

Tal visdo cefalocentrista desencadeou diversos estudos até Charles Darwin
(1859/2014), que trouxe valiosas observagdes e estabeleceu a selegéo natural como
principio da evolucdo, sugerindo que todas as espécies possuem um ancestral
comum especifico e que mudancas que promovem adaptacdo ao meio Sao
selecionadas e propagadas. Posteriormente, Darwin (1872/2000) sugeriu que ndo
sO as estruturas anatdmicas passaram por um processo evolutivo, como também
alguns comportamentos e emog6es eram compartilhados por diversas espécies,
sendo 0 medo e as reacdes de defesa um dos primeiros a serem elaborados no
processo evolutivo (Darwin, 1839/2009, 1859/2014, 1872/2000). No sistema de
defesa, a ativacdo pode acontecer por duas maneiras: estimulos naturalmente
ameacadores (US), que sdo reconhecidos de maneira inata por todos os individuos
de uma determinada espécie através do processo de evolucdo filogenética; e os

estimulos condicionados (CS), adquiridos através de processos de aprendizagem ao
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longo do desenvolvimento ontogenético de cada organismo (Callegaro & Landeira-
Fernandez, 2015; Gomes & Landeira-Fernandez, 2008).

As definicbes de medo e ansiedade se entrelacam (Gray & McNaughton, 2000;
Perusini & Fanselow, 2015). O medo refere-se ao “perigo real” iminente, enquanto
que a ansiedade ao “perigo antecipado ou potencial” (Sylvers, Lilienfeld, &
LaPrairie, 2011). Como exemplo do primeiro, imagine que um homem ao passear
numa floresta se depare com um tigre, sua reacdo inconsciente imediata é de ficar
imdvel frente tal ameaca e, dependendo da distancia do qual se encontre do perigo,
decidir correr ou enfrenta-lo. J& como exemplo de ansiedade, imagine que 0 mesmo
homem durante o seu passeio na floresta escute barulhos entre os galhos sem saber
a causa destes. Embora inicialmente, semelhante a reacdo de medo, o individuo
possa ficar imdvel, sua atitude passa a ser de constante avaliagdo de um perigo em
potencial. Além disso, em ambos 0s casos o individuo apresentard respostas
simpaticas semelhantes, tais como palpitacdo, sudorese, boca seca, tremores
musculares, entre outras (Graeff, 1994). Analogamente em ratos, estudos
demonstram uma resposta de “congelamento” (auséncia de movimentos corporais,
do inglés, freezing) frente a exposicdo a um predador ou a um perigo em potencial
(Blanchard & Blanchard, 1989). Esta resposta também é acompanhada de tremores,
irregularidade na respiracdo, piloerecdo, miccédo, defecacdo e exoftalmia (Brandao
& Graeff, 2014; Davies & Morris, 1993).

Cabe mencionar que grande parte dos estudos com modelos animais de alta e baixa
ansiedade sao realizados em roedores, sejam estes camundongos ou ratos (Steimer,
2011). Rodgers (1997) relata que na literatura ha mais de trinta procedimentos
(protocolos) de condicionamento de medo com roedores. Vale dizer, também, que
diversos estudos de aprendizagem de condicionamento ao medo utilizam a medida
de “congelamento”, por ser uma resposta defensiva de alta conservagao entre os
mamiferos (Shuhama, Del-Ben, Loureiro, & Graeff, 2007). O “congelamento” é
uma resposta facilmente condicionada (Blanchard & Blanchard, 1969; Brandao
2004; Gomes & Landeira-Fernandez, 2008; Fanselow, 1980;), considerada uma
medida preditiva da reacdo defensiva tanto em humanos quando em animais
(Gladwin, Hashemi, van Ast, & Roelofs, 2016), possuindo relevancia nos estudos

sobre psicopatologias relacionadas ao estresse e a ansiedade.
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Deste modo, os modelos animais de ansiedade baseados nos experimentos
realizados com a inducdo ao medo, podem ser divididos em modelos animais de
medo inato ou modelos animais de medo aprendido. Dentre estes modelos de medo
aprendido se tem os modelos de “medo associado ao contexto” e os de “medo
associado ao estimulo discreto” (Gomes, Silva, & Landeira-Fernandez, 2011;
Gordon & Hen, 2004). Estudos que utilizam modelos animais condicionados ao
medo contextual sdo considerados modelos validos e confiaveis para o estudo dos
mecanismos bioldgicos e comportamentais do transtorno de ansiedade generalizada
(Andreatta et al., 2015; Dias, Bevilaqua, Da Luz, et al., 2014; V. D. C. Gomes et
al., 2011; Huckleberry, Ferguson, & Drew, 2016; Landeira-Fernandez, 1996;
Luyten, Vansteenwegen, Van Kuyck, Gabriels, & Nuttin, 2011). Por outro lado,
modelos animais condicionados ao medo de estimulo discreto sdo considerados

validos para o estudo de fobia especifica (Garcia, 2017; Grillon, 2002)

Segundo Landeira-Fernandez (Landeira-Fernandez, 1996), o medo condicionado
ao contexto representa uma das formas mais simples e rapidas de produzir a
aprendizagem aversiva. E um dos modelos mais utilizados de medo aprendido, pois
condiz ao processo pelo qual contextos neutros passam a evocar medo por meio de
sua associacao prévia a estimulos aversivos, ao passo que o medo condicionado ao
estimulo discreto associa um estimulo discreto de luz ou de som a um estimulo
aversivo. Em ambos o0s condicionamentos, os estimulos neutros quando
condicionados, passam a evocar medo e respostas defensivas. Apesar de terem
semelhancas, 0 medo condicionado ao estimulo discreto tem como caracteristica
diferencial um CS que é adicionado ao contexto (Anagnostaras, 2010), utilizando
protocolos de pré-exposi¢cdo ao contexto ou de troca de contexto com a finalidade
de controlar que a associacao aversiva seja ao estimulo discreto e ndo ao contexto
(Curzon, Rustay, & Browman, 2011). Ainda, dentre as caracteristicas que 0s
diferem, o medo contextual envolve mdultiplos estimulos sensoriais sendo
conhecido como “polimodal”, enquanto que o medo de estimulo discreto envolve
apenas um estimulo sensorial em especifico sendo “unimodal” (Anagnostaras,
2010). Nestes condicionamentos pode ocorrer o fendmeno de “generalizacao”.
Segundo Huckleberry et al. (2016), ocorre o processo de generalizagédo quando a

resposta aprendida é evocada por estimulos semelhantes aqueles do CS original, ou


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1712285/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1712285/CA

23

seja, este fenbmeno ocorre quando a resposta condicionada por determinado

estimulo € acionada por outro estimulo semelhante a ele.

Tendo em vista estes modelos de condicionamento ao medo, estudos realizados
com modelos animais de ansiedade em ratos demonstraram que as principais areas
envolvidas na circuitaria neural da aprendizagem aversiva incluem a amigdala, o
hipocampo (LeDoux, 1998; LeDoux & Phillips, 1992; Kim, Rison, & Fanselow,
1993), a matéria cinzenta periaquedutal (Ballesteros, Galvdo, Maisonette, &
Landeira-Fernandez, 2014; Santos, Brand&o, Vianna, & Masson, 2003), e 0s
cortices frontal, ventromedial e cingulado (Curzon et al., 2011). Dentre estas
estruturas, a amigdala € responsavel pela percepcdo da qualidade aversiva do
estimulo e esta relacionada a memoria implicita (Blair & LeDoux, 2005; LeDoux,
1998, 2012; LeDoux & Daw, 2018). Estudos com estimulacéo elétrica ou quimica
nesta estrutura podem induzir o comportamento defensivo de “congelamento” (Al
Maskati & Zbrozyna, 1989; Kapp, Gallagher, Applegate, e Frysinger, 1974), assim
como o0 aumento das respostas simpaticas (Davis, 1992). Alguns experimentos de
lesbes na amigdala antes da aquisi¢do do medo sugerem que o complexo basolateral
é um local importante para o condicionamento de medo (Curzon et al., 2011).
Entretanto, ha controvérsias de sua importancia no condicionamento de medo
contextual. Experimentos que utilizaram como instrumento de condicionamento
contextual o labirinto em Y revelaram que a amigdala ndo é essencial para o
aprendizado do medo contextual (Vazdarjanova & McGaugh, 1998), enquanto que
experimentos que realizaram condicionamento do medo contextual em
caixa/cdmara evidenciaram que lesdes na amigdala reduzem, mas ndo impedem a
resposta de “congelamento” no medo contextual (Gomes & Landeira-Fernandez,
2008).

Ja em experimentos realizados por Kim & Fanselow (1993), lesdes no hipocampo
de ratos que foram condicionados no medo contextual e ratos condicionados no
medo a estimulos discretos (como a luz ou 0 som), demonstraram que o hipocampo
€ uma estrutura crucial para a aquisi¢cdo do medo contextual desempenhando um
papel temporario nestas memarias, enquanto que 0 mesmo ndo o é para a aquisicdo
do medo condicionado ao estimulo discreto (LeDoux & Phillips, 1992). De acordo

com estes estudos conclui-se que a circuitaria neural responsavel pela aquisicao do
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medo ao estimulo discreto ndo utiliza diretamente os substratos neurais do
hipocampo, sendo mediados pela amigdala (LeDoux, 2012). Ainda acerca do
hipocampo, experimentos que tiveram como medida o ato reflexo de piscar os olhos
no medo ao estimulo discreto evidenciaram que a lesdo do hipocampo compromete
a memoria implicita quando a associa¢do dos estimulos é de “atraso” (o CS €
apresentado um pouco antes do US, e ambos terminam concomitantemente),
enquanto que ndo compromete a associagdo de estimulos de “trago” (quando um
intervalo curto é interposto entre o deslocamento do CS e o inicio dos US). Estes
ultimos dados concluem hipoteticamente que o condicionamento de traco pode
envolver um instante de consciéncia entre o CS e 0 US,e por este motivo envolveria
0 hipocampo (Clark & Squire, 1998).

Estudos realizados por Chaaya, Battle e Johnson (2018) sobre a memaria do medo
contextual relatam que tanto o hipocampo quanto a amigdala sdo importantes para
a aquisicdo e consolidacdo do medo contextual, e outros estudos de Tovote, Fadok,
e Luthi (2015) acrescentam que vias adicionais no condicionamento de medo
auditivo fundamentam o papel da plasticidade dependente da atividade das
diferentes regides da amigdala, podendo esta estrutura estar relacionada ndo sé a
consolidacdo como a extingdo de medos condicionados. Apesar da hipdtese do
hipocampo ser uma estrutura essencial para a aprendizagem do medo contextual e
dos estudos que sugerem que a amigdala seja importante para a aquisicdo, 0
armazenamento, a consolidacdo e a expressao da memdria de medo condicionado
(Kim & Jung, 2006), ainda sdo escassas as informacfes quanto ao papel do

hipocampo e da amigdala nestes condicionamentos.

Em relacdo a matéria cinzenta periaquedutal (MCP), o comportamento defensivo
de “congelamento” ¢ interrompido quando sdo realizadas lesdes na sua regiao
ventral, ao passo que ocorre o oposto quando as lesdes sdo na regido dorsal (De
Oca, DeCola, Maren, & Fanselo, 1998). A regido ventral esta relacionada ao medo
ao CS enquanto que a regido dorsal € ativada no medo ao US. Esta informagéo é
relevante por sua regido ventral também ser ativada no sistema de dor (LeDoux,
2012). A dor e as respostas defensivas possuem forte interacdo, embora tenham
identidades préprias (Branddo, 2004). Apesar destes estudos inicialmente ja

sugerirem que a partir da MCP ocorre uma interacéo entre ansiedade e dor (DeOca
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et al., 1998; LeDoux, 2012), ainda sdo necessarios estudos que investiguem as
modulagdes de sensibilidade dolorosa, dor aversiva e dor afetiva em modelos
animais de ansiedade. Estudos com modelo animal de medo contextual
(Ballesteros, et al., 2014) indicaram que a regido ventral do hipotalamo desempenha
um papel importante no comportamento defensivo induzido pela estimulagdo

elétrica da matéria cinzenta periaquedutal dorsal.

Estudos sobre os cortices frontais, ventromedial e cingulado na aprendizagem do
medo mostraram que estas areas quando lesionadas ou inativadas por inducgdo
farmacoldgica comprometem a aquisicdo de memorias porque sdo areas da
aprendizagem atencional (Curzon et al., 2011). Lesdes nessas areas podem causar
déficits no condicionamento de medo contextual (Curzon et al., 2011; Pezze &
Feldon, 2004). Considerando estes estudos com modelos animais de ansiedade
acerca de estudos por lesGes, inativacao, estimulacao elétrica ou quimica conclui-
se que mais investigacdes sao necessarias para verificar a circuitaria do medo

condicionado ao contexto e do medo condicionado ao estimulo discreto.

élgnsideragﬁes Finais

A partir de um levantamento realizado em 2017 pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), foi estabelecido que 3,4%da populacdo mundial sofre com os
distarbios de ansiedade, estando no ranking mundial em sexto lugar como doenca
debilitante. Frente a estes dados, a manifestacdo da ansiedade disfuncional na vida
moderna continua requisitando atencdo das pesquisas em salde mental. Desta
forma, estudos em modelos animais realizados a partir de lesGes, estimulacdo
elétrica, quimica, manipulacdo genética e por inativacdo de determinadas areas
cerebrais relacionadas a aprendizagem do medo sdo fundamentais para 0 nosso
entendimento dos processos neurais envolvidos nos transtornos de ansiedade
(Carvalho, Santos, & Brandao, 2015; Bortoli, Yamashita, & Zangrossi, 2013;
Gomes & Landeira-Fernandez, 2008; Engin et al., 2016; Korn et al., 2017; Luyck
et al., 2017; Matthiesen, Spiacci, & Zangrossi, 2017; Riaz, Schumacher,
Sivagurunathan, Van Der Meer, & Ito, 2017; Zhuo, 2016). Além disso, entender
como funciona a memoria implicita, como se da a aprendizagem associativa durante

0s processos de condicionamento de medo, e como ocorre a partir de mecanismos
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psicobioldgico pode trazer maiores conhecimentos acerca da ansiedade
disfuncional, se faz importante para a constante formacéo dos profissionais da area
da saude mental. Os experimentos com animais sdo a base para posteriores
pesquisas que visam aperfeicoar estratégias a serem utilizadas no manejo clinico
dos transtornos de ansiedade e no desenvolvimento de novas psicofarmacoterapias

no tratamento destes transtornos (Harro, 2018).
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Capitulo Il: Condicionamento ao medo de estimulo
especifico nos ratos Cariocas de alto e baixo congelamento

Os transtornos de ansiedade estdo entre as condi¢fes psiquiatricas mais prevalentes
e debilitantes (Baxter, Scott, Vos, & Whiteford, 2013), atingindo mais de 250
milhdes de pessoas no mundo (World Health Organization, 2017). Os transtornos
de ansiedade apresentam importantes problemas econdémicos, sociais e emocionais,
pois leva a reducdo da produtividade, baixo desempenho académico, aumento dos
tratamentos de salde, estresse e dificuldades familiares (Tyrer & Baldwin, 2006).
As estimativas atuais dos encargos financeiros para a sociedade relacionados aos
transtornos de ansiedade excedem US $ 3 bilhdes por ano (Chisholm et al., 2016).
Além disso, dados longitudinais indicam que individuos com estes transtornos estéo
ligados a uma maior chance de desenvolver depressdo, que por sua vez esta
associada a um aumento do risco de morte por suicidio (Meier et al., 2016; Sareen,
Houlahan, Cox, & Asmundson, 2005; Simon, 2009). Transtorno de ansiedade
generalizada (GAD; Tyrer & Baldwin, 2006) e fobia especifica (Eaton, Bienvenu,
& Miloyan, 2018) sdo dois dos transtornos de ansiedade mais comuns (Steel et al.,
2014; Wolitzky-Taylor, Castriotta, Lenze, Stanley, & Craske, 2010). O primeiro é
caracterizado principalmente por um estado persistente e excessivo de preocupacao,
enquanto o segundo é marcado por uma apreensao e medo persistente em relacdo a
objetos ou situacdes (American Psychiatric Association, 2013). Embora estudos
epidemioldgicos fornecam ampla evidéncia de comorbidade entre diferentes tipos
de transtornos de ansiedade (Bandelow & Michaelis, 2015; Michael & Margraf,
2004), a interacdo entre TAG e fobia especifica ndo é muito clara (Grillon, 2002;
Lang et al., 2000; Watson, 2005). A compreensao da relacdo entre o TAG e a fobia
especifica nos niveis neural e comportamental pode fornecer mais informacdes

sobre os fundamentos neurobiolédgicos desses transtornos.

A selecdo bidirecional de roedores para tracos de ansiedade tem sido usada com
sucesso para investigar os mecanismos fisiopatoldgicos basicos envolvidos nos
transtornos de ansiedade (Belzung & Lemoine, 2011; Lang et al., 2000; Willner &
Mitchell, 2002). Ate agora, uma série de linhas de ratos selecionadas seletivamente

para comportamentos relacionados a alta e baixa ansiedade foram criados (Gomes
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etal., 2013). Entre essas linhas estdo os ratos Romanos de Alta e Baixa Esquiva, 0s
ratos de Comportamento de Alta e Baixa Ansiedade (HAB e LAB,
respectivamente) e os ratos Cariocas de Alto e Baixo Congelamento Condicionado
(Liebsch, Montkowski, Holsboer, & Landgraf, 1998; Rio-Alamos et al., 2017).
Curiosamente, embora os tracos de alta e baixa ansiedade de cada uma dessas
linhagens tenham sido baseados em uma resposta comportamental especifica (isto
é, aprendizado em uma tarefa de esquiva de duas vias, tempo gasto no braco aberto
do labirinto em cruz elevado e congelamento condicionado ao medo contextual por
choque nas patas), ratos de diferentes linhas frequentemente exibem fendtipos
comportamentais similares de alta e baixa ansiedade quando testados em outros
paradigmas aversivos de aprendizagem e condicionamento (Gomes & Landeira-
Fernandez, 2008). Por exemplo, diferengas comportamentais comparaveis entre
ratos HAB e LAB foram observadas nos testes de interacdo social, campo aberto e
caixa claro-escuro (Gomes et al., 2013). No entanto, essa generalizacdo nao €
observada em todas as linhagens (Gomes et al., 2013b), indicando possiveis
interacdes de traco e estado Unicas. Particularmente, quando se trata de estudos que
comparam respostas de ansiedade condicionada a estimulos contextuais (modelo
GAD) e estimulos especificos (como em fobia especifica), os resultados foram, até
agora, inconclusivos (Curzon et al., 2011; Graeff & Zangrossi, 1994; Lang et al.,
2000; Tovote et al., 2015). Uma possivel razdo para essa inconsisténcia é que as
linhagens de animais usadas em estudos anteriores ndo foram criadas seletivamente
com base em respostas comportamentais a estimulos contextuais nem especificas.
Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar o congelamento condicionado pelo
estimulo especifico dos ratos Carioca de Alto e Baixo Congelamento Condicionado
(CAC e CBC, respectivamente), linhagens de ratos seletivamente criados para
respostas de alto e baixo congelamento a estimulos contextuais previamente

associadas com um estimulo aversivo (Gomes et al., 2011).
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2.1
Material e métodos

2.1.1

Animais

Neste estudo foram utilizados ratos machos adultos CAC (n = 16) e CBC (n = 16)
(13 - 17 semanas de idade) obtidos em um segundo cruzamento da 282 geragéo das
linhagens CAC e CBC, conforme descrito anteriormente (Gomes & Landeira-
Fernandez, 2008). Ratos Wistar normais da mesma idade foram usados como
controles (CTL, n = 16). Todos os animais foram criados e mantidos no biotério do
Laboratério de Neurociéncia Comportamental (LANEC) da Pontificia
Universidade Catdlica do Rio de Janeiro e mantidos em ciclo claro / escuro de 12:12
horas (luzes acesas: 7:00 hr, luzes off: 19:00 hr) em temperatura controlada (24 + 1
° C), com livre acesso a alimento e 4&gua. No desmame (dia 21 pds-natal), ratos do
mesmo grupo foram alojados juntos (6 animais por gaiola). Antes do inicio dos
testes comportamentais, 0 nimero de animais por gaiola foi reduzido para quatro
ratos e foi manipulado uma vez por dia (2 minutos) durante cinco dias. O teste
comportamental foi realizado durante o periodo claro do ciclo claro-escuro e
realizado em 3 dias consecutivos. Todos os procedimentos experimentais foram
realizados em conformidade com o Comité de Cuidado e Uso Animal da Pontificia
Universidade Catdlica do Rio de Janeiro, de acordo com a Declaracdo de Helsinki
e com o Guia de Cuidado e Uso de Animais de Laboratorio adotado e promulgado
pelos Institutos Nacionais de Saude.

(Zl.gﬁzdicionamento ao medo especifico

Diferentes camaras foram utilizadas para estudar o condicionamento do medo ao
estimulo especifico de som (quatro camaras A e quatro B). Uma vez que as
linhagens dos Cariocas foram selecionadas através de respostas de alto e baixo
congelamento condicionado ao medo contextual (Gomes & Landeira-Fernandez,
2008) os estimulos visuais, tacteis e olfativos entre as camaras de A e B eram
diferentes, a fim de reduzir a influéncia do contexto ao medo auditivo condicionado.
Camaras A foram constituidas de caixas de plexiglass (25 x 20 x 20 cm, do Insight;
Ribeirdo Preto) com piso de grade de metal, iluminada por luz vermelha de 25 W,
ao passo que as camaras B eram gaiolas de alojamento padréo de policarbonato (18
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x 31 x 38 cm), com pisos lisos, iluminada por luz branca de 25 W. Ambos os
conjuntos de camaras estavam localizados dentro de caixas de atenuagdo de som e,
antes e depois de cada uso, as camaras A foram limpas com uma solucdo de amonia
(5%) e as camaras B foram limpas com uma solucéo de alcool isopropilico (70%).
Além disso, antes de testar os animais para 0 medo condicionado ao som, todos 0s
grupos experimentais foram habituados ao novo contexto da cdmara B por 8
minutos, 24 hr apds a sessdo de aquisicdo do medo ao som (dia 1). A avaliacdo do
medo auditivo condicionado s6 ocorreu no dia seguinte na sessdo de teste, quando
0s animais foram colocados novamente na cdmara B. Cameras de video localizadas
dentro das caixas de atenuagdo do som registraram o comportamento dos animais
continuamente durante todas as sessfes de teste. Por vez, para uma sessao, quatro
animais foram testados ao mesmo tempo. Um observador treinado, cego para o
grupo experimental do animal, quantificou os episddios de congelamento em um
intervalo de 2 s durante periodos especificos de cada sessdo de teste. O
congelamento, uma medida classica de medo (Fanselow, 1980), foi definido como
uma completa auséncia de movimentos, exceto aqueles relacionados a respiracao.
Um computador desencadeou o0s choques nos pés (estimulos incondicionados, US)
que foram entregues através de uma interface de ligacdo com um gerador de
choques (insight; Ribeirdo Preto) para a rede metalica no interior das camaras. Um
tom puro (1000 kHz, 67 dB) como estimulo auditivo (estimulo condicionado, CS),
foi entregue através de um alto-falante (Coulbourn Instruments) localizado acima
de cada camara (A e B). Os estimulos auditivos e os choques foram pareados
durante as sessdes de aquisicdo realizadas nas camaras A, enquanto 0 mesmo
estimulo auditivo foi apresentado sozinho durante as sessfes de teste usando

camaras B (veja abaixo).

Dia 1: No dia do condicionamento (aquisic¢ao), os ratos CAC, CTL e CBC foram
uniformemente atribuidos as condi¢cdes de Choque + som (n = 24) e Sé som (n =
24). Os animais foram colocados individualmente nas camaras A (4 animais
testados de uma vez) e habituados durante 3 minutos (baseline). A aquisi¢do do
medo foi em seguida eliciada nos grupos Choque + som administrando-se 3
choques nas patas ndo sinalizados de 1 mA cada e 1s de duragdo, enquanto
apresentava um CS de 30 s, composto por um tom puro de 1000 kHz de 67 dB. Este

procedimento foi repetido 3 vezes com intervalos de 2 minutos entre as séries. No
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final da dltima apresentacdo de CS (som), o congelamento foi medido por um
periodo de 5 minutos. Os grupos S6 som passaram pelo mesmo protocolo, com a
diferenca de que ndo receberam choques nas patas. Os animais foram entdo

devolvidos as suas gaiolas e levados de volta para o biotério.

Dia 2 e 3: Como mencionado acima, para reduzir a influéncia do contexto no
condicionamento do medo ao estimulo especifico de som, 24 hr ap06s a aquisicao
do medo, todos os animais foram colocados individualmente em um novo contexto
(cdmara B) por 8 minutos. O congelamento foi pontuado por um periodo de 5
minutos imediatamente apds 0s animais serem colocados na cadmara. No final da
sessdo, 0s animais voltaram para suas gaiolas e foram transferidos de volta para o
biotério dos animais. Vinte e quatro horas depois, 0s animais passaram pelo mesmo
protocolo, exceto que desta vez, ao final de um periodo de 3 minutos de habituagéo
(baseline), 0 mesmo tom puro (som) apresentado no dia 1 (CS) foi apresentado
durante 5 minutos. O congelamento foi marcado para ambos os periodos de baseline

e apresentacdo de CS (teste).

Sessao de aquisicéo - 1°dia

30s 30s 30s
(3 min) ||“ (2min) ||“ (2min) ||“_ (Smin)

Linha de base 3 x séries com 3 sons (tom puro 67 dB/ 1000Hz ) Pés- assoclagio

parcados com 3 choques aleatérios nas patas
( 1s/ mA)

Sesséo de habituacéo - 2° dia

(8 min)

Avaliagao dos estimulos contextuais

Sessdo de teste - 3°dia

(5min)
{3 min)

Linha de base apresentagao de som ( tom puro 67 dB/ 1000Hz )

Figura 2 — Delineamento experimental do condicionamento ao medo de estimulo especifico.
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2.1.3
Analise estatistica

Todas as andlises estatisticas foram realizadas usando o software IBM SPSS 20
(SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). As comparacdes foram realizadas utilizando
analises de variancia de uma via, de duas vias ou repetidas (WANOVA, ANOVA de
duas vias ou rANOVA, respectivamente) sempre que apropriado. A linhagem
(CAC, CTL e CBC) e o tratamento (S6 som e Choque + som) foram considerados
como fatores entre os individuos. Para o dia 3, um total de cinco intervalos iguais
de um minuto (intervalo de tempo) foi considerado como fatores intra-sujeitos.
Quando efeitos significativos de linhagem, tratamento e intervalo de tempo, ou
interagOes entre estes foram detectados em UANOVA, ANOVA de duas vias ou
rANOVAS, foram realizadas ANOVAs de ordem inferior apropriadas, seguidas por
testes post hoc (FPLSD). Para todos os testes estatisticos, a significancia foi

estabelecida em P < 0,05 (bicaudal).

2.2

Resultados

No dia 1, todos os animais que receberam os choques pareados com o estimulo
auditivo apresentaram tempo de congelamento significativamente maior do que
aqueles que ndo receberam os choques e foram apresentados somente ao estimulo
auditivo (Figura 3A; ANOVA de duas vias: tratamento, F (1,48) = 379,52, P <
0,001). Além disso, os ratos CAC e CTL que receberam choques nas patas (Choque
+ som) exibiram significativamente mais congelamento que os CBC na mesma
condicdo experimental (Figura 3A; linhagem, F (2,48) = 26,61, P < 0,001,
tratamento de linhagem, F (2.48) = 20,23, P < 0,001). Como esperado, ndo houve
diferencas ou interacGes significativas quanto a quantidade de congelamento entre
todos 0s grupos experimentais antes da aquisicdo/treino de CS (Figura 3B; baseline;
ANOVA de duas vias: tratamento, F (1,48) = 0,30, P = 0,59, linhagem, F (2,48) =
0,83, P = 0,44, linhagem x tratamento, F (2,48) = 0,42, P = 0,66).
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Figura 3 - Condicionamento do medo nos animais CAC, CBC e controle (CTL). A e B, s8o 0s
gréficos representando as médias das respostas de congelamento (em%) apds (A) e antes do teste de
condicionamento do medo (B, ver metodos). Note que enquanto o condicionamento de
congelamento foi observado para todos 0s grupos expostos aos estimulos de choque nas patas e som
(grupo Choque + som) quando comparado aos grupos Sé som, os animais CBC Choque + som
apresentaram significativamente menos congelamento que os demais grupos Choque + som. Nao
foram encontradas diferencas nas respostas de congelamento entre 0s grupos nos trés minutos da
baseline da fase de aquisicdo do condicionamento (B). n = 8 animais para todos oS grupos
experimentais. Barras sdo médias + SEM. FPLSD: ™ P < 0,001; Choque + som vs. Sé som, # P <
0,001 para todas as comparagdes.

Como as linhagens dos Cariocas foram seletivamente criadas para respostas altas e
baixas de congelamento condicionado ao contexto (Gomes et al., 2008), decidimos
expor todos os animais dos diferentes grupos experimentais a um novo contexto
(dia 2) para reduzir a possivel influéncia do contexto no condicionamento de
estimulo especifico de som (ver métodos). A avaliacdo da resposta a0 medo
condicionado foi feita apenas 24 hr depois (dia 3). A Figura 4A mostra que, mesmo
em um novo contexto, os animais CAC apresentaram significativamente mais
congelamento que os demais grupos (ANOVA de duas vias: tratamento, F (1,48) =
7,31, P <0,05; linhagem F (2,48) = 9,19, P < 0,001; linhagem x tratamento, F (2,48)
= 3,27, P = 0,05. No dia seguinte, quando os animais foram reexpostos a0 mesmo
contexto, tais diferencas foram muito menores (Figura 4B; dia 3, linha de base) e
ndo apresentaram diferenca significativa (ANOVA de duas vias: tratamento, F
(1,48) = 0,02, P = 0,88, linhagem, F (2,48) = 2,87, P = 0,07). No entanto, houve
significancia em linhagem (isto é, os ratos CAC congelaram mais do que os CBC).
Assim, a analise das respostas de congelamento ao estimulo condicionado foram
feitas usando A de congelamento (ou seja, a resposta média de congelamento ao

estimulo auditivo menos o congelamento médio inicial).
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Figura 4 - Respostas de congelamento contextual dos animais CAC, CBC e controle (CTL), 24hr
(A) e 48 hr (B) apds condicionamento ao medo (dia 1). n = 8 animais para todos 0s grupos
experimentais. Barras sdo médias + SEM. FPLSD: ™ P < 0,01, ™ P < 0,001; CAC Choque + som
vs. CAC S6 som, FPLSD, # P < 0,001.

A Figura 5A ilustra que todos os grupos de Choque + som foram condicionados ao
estimulo auditivo que foi apresentado no dia 1 (ANOVA de duas vias: tratamento,
F (1,48) = 22,10, P <0,001; linhagem, F (2,48) = 4,13, P < 0,05). No entanto, assim
como no dia 1, os animais do grupo CBC Choque + som exibiram
significativamente menos congelamento do que os CAC e CTL na condicédo
experimental do dia 3 (Figura 5A). Isso pode ser explicado pelo fato de que, quando
examinamos 0 A da média congelamento dos grupos Choque + som durante a
apresentacdo do CS (Figura 5B), a quantidade de congelamento dos animais CBC
diminuiu significativamente ao longo do tempo (rANOVA: linhagem x intervalo de
tempo, F (1,21) = 11,34, P <0,05). Curiosamente, no entanto, no primeiro minuto
da sessdo de teste, ndo foram observadas diferencas significativas no A de
congelamento entre os diferentes grupos de Choque + som (Figura 5C; uUANOVA:
F(2,21)=0,32, P =0,73).
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Figura 5 — Delta (A) da resposta de congelamento dos animais CAC, CBC e controle (CTL) ao
estimulo especifico auditivo. A e B, média do percentual de respostas de congelamento para os
diferentes grupos experimentais durante todo o teste de CS (A) e durante a sessao de teste (B). Ndo
foram observadas diferencas entre as respostas de congelamento dos grupos Choque + som CAC e
CTL (A e B). Curiosamente, ndo foram encontradas diferencas significativas nas respostas de
congelamento entre todos os grupos de Choque + som no primeiro minuto do teste de
condicionamento ao estimulo especifico (B e C). n = 8 animais para todos 0s grupos experimentais.
Barras e simbolos sdo médias + SEM. Em A, FPLSD, * P <0,05, ™ P< 0,01; Chogue + som vs. S6
som, # P <0,001 para ambas as comparacdes. Em B, CBC vs. CTL, " P <0,05; CBC vs. CAC, # P
<0,05, # P <0,01.

2.3

Discusséo

Aqui nés mostramos que os ratos Cariocas, assim como 0s animais do grupo
controle, exibiram condicionamento do medo para um CS auditivo. Embora para o
grupo CBC, esse condicionamento tenha sido rapidamente extinto. Apesar da curta
duracdo, a quantidade de congelamento do grupo CBC Choque + som no
condicionamento de medo ao estimulo auditivo foi muito maior do que a
apresentada no dia 2, quando esses animais foram expostos apenas a um novo

contexto (ver Figuras 4A e 5A).
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Em comparacdo com achados prévios de medo contextual em ratos CAC e CBC
(Gomes et al., 2011; Hassan, Gomes, Pinton, Rocha, & Landeira-Fernandez, 2013a;
Hassan, Silva, Rocha, & Landeira-Fernandez, 2015; Leo6n et al., 2017), os
resultados atuais mostram claramente um padréo de condicionamento diferente nas
linhagens dos Cariocas no condicionamento do medo auditivo. No medo
contextual, os animais CAC congelam mais que os ratos CTL e estes mais do que
0s CBC quando retornam ao mesmo contexto usado para aquisicdo do medo
(Gomes et al., 2011). Em vez disso, no condicionamento de medo auditivo, ndo
foram observadas diferengas na quantidade de congelamento entre os grupos CAC
e CTL durante a apresentacdo auditiva e, no primeiro minuto da sessao de teste, 0s
ratos CBC também apresentaram valores similares de congelamento. Esse padrao é
semelhante ao observado em um estudo anterior usando outra linha de ratos com
alta e baixa ansiedade. Muigg e colaboradores (2008) mostraram que ratos HAB /
LAB se comportam igualmente com relacdo ao condicionamento de medo
especifico ao som, mas apresentam diferencas marcantes (HAB> LAB) no labirinto
em cruz elevado. Uma explicacdo possivel para a falta de generalizacdo (isto é,
fendtipos comportamentais de alta e baixa ansiedade semelhantes) entre os dois
tipos de condicionamento (contexto vs. medo especifico) é que as vias neurais
envolvidas nesses dois tipos de paradigma sdo distintas. De fato, um corpo
substancial de evidéncias de estudos neuroquimicos, farmacoldgicos, de lesdo
cerebral e estimulagdo elétrica apoia essa ideia (para uma revisdo, ver Tovote et al.,
2015). Por exemplo, o hipocampo desempenha um papel critico no
condicionamento do medo contextual e ndo estd necessariamente associado ao
medo de estimulo especifico (Chaaya et al., 2018; Corcoran, 2005; Corcoran &
Maren, 2001b; Anagnostaras, Gale, & Fanselow, 2001; Kim et al., 1993; LeDoux
& Phillips, 1992; Sanders, Wiltgen, & Fanselow, 2003; Young, Fox, &
Eichenbaum, 1994). Por outro lado, a amigdala é essencial para o0 medo ao estimulo
especifico e pode ndo ser tdo importante no condicionamento do medo contextual
(LeDoux & Phillips, 1992; Vazdarjanova & McGaugh, 1998). De acordo com essa
dicotomia, estudos neuroquimicos previos do nosso laboratorio demonstraram que
os ratos CAC e CBC diferem na quantidade de liberagédo de GABA no hipocampo
(Dias, et al., 2014), enquanto lesGes eletroliticas da amigdala reduzem

significativamente, mas ndo impedem o congelamento condicionado ao medo
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contextual em animais CAC e CBC (Gomes & Landeira-Fernandez, 2008). Assim,
nossos achados corroboram com a hipoOtese de que as respostas de ansiedade
condicionada ao contexto e ao medo especifico (auditivo) englobam diferentes
tracos de ansiedade e diferentes substratos neuronais. Além disso, nossos resultados
sugerem gque mudangas neurais especificas estdo envolvidas na selecao bidirecional

da linhagem dos Cariocas para 0 medo contextual.

Em contraste com o que observamos para ratos CAC e CTL, os animais CBC no
grupo Choque + som mostraram uma reducgédo significativa da quantidade de
congelamento ao longo do tempo durante a apresentacdo do som (dia 3). Este
resultado aponta claramente para uma extincdo mais rapida do medo auditivo
condicionado em ratos CBC e estd de acordo com um estudo anterior mostrando
que os ratos LAB também exibem rapida extin¢do ao condicionamento de medo
auditivo (Muigg et al., 2008). Uma interpretacdo possivel para esses achados é que
animais com um baixo trago de ansiedade se comportam de maneira mais hiperativa
do que seus correspondentes com alta ansiedade e, assim, se engajam rapidamente
em comportamentos mais ativos. Em um estudo recente, Yen e colaboradores
(2013) observaram que camundongos seletivamente criados para niveis baixos de
ansiedade mostraram niveis elevados de locomocao e déficits de habituacdo no teste
de campo aberto em comparacdo com camundongos criados para comportamento
normal e relacionado a alta ansiedade. Da mesma forma, dados ndo publicados de
nosso laboratério também mostram que os ratos CBC tém maior atividade
locomotora no campo aberto em comparagdo aos animais CAC e CTL. Embora a
avaliacdo da atividade locomotora dentro das cAmaras de condicionamento nédo seja
viavel, os animais CBC exibem claramente muita agitacdo durante as sessfes de
teste. Outra possibilidade para explicar a rapida e progressiva diminuicdo do medo
condicionado em ratos com CBC é que, para esses animais, 0S processos de
aprendizagem inibitoria que permitem a extincdo de respostas condicionadas de
medo ocorrem rapidamente (Herry et al., 2010). Uma terceira possibilidade é que
o0s ratos CBC tém um limiar mais alto para a dor, que por sua vez pode levar a uma
extingdo mais rapida, pois existe uma relagéo direta entre a intensidade do choque
e a forga do condicionamento do medo, quanto maior a intensidade do choque (US),
mais forte a forca e a quantidade de resposta ao medo (Fanselow, 1980). Em outras

palavras, durante a aquisi¢do (dia 1), a sensacdo de dor experimentada em ratos
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CBC pode estar diminuida devido a um aumento do limiar de dor, permitindo uma
extin¢do mais rdpida da resposta de medo condicionada. Note-se, no entanto, que,
apesar das diferencas no limiar da dor, os ratos CBC, como os animais CAC e CTL,
apresentaram uma resposta de medo condicionada ao CS auditivo. Em suma, mais
estudos sdo necessarios para investigar se uma ou mais dessas possibilidades podem
explicar a rapida extin¢do do medo auditivo condicionado visto em ratos CBC.
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3
Conclusoes

No geral, a literatura evidéncia que existem claras diferencas entre 0 TAG e a fobia
especifica. Nossos resultados corroboram com esta distingdo mostrando que nao ha
generalizacdo das respostas ao medo no CAC em comparagdo com animais CTL e
CBC, o que esta de acordo com estudos pré-clinicos e epidemioldgicos (Bandelow
& Michaelis, 2015; Gomes et al., 2013; Muigg et al., 2008). Esta observacao,
juntamente com o estudo sistematico do condicionamento do medo em linhagens
normais e bidirecionais de tracos de alta e baixa ansiedade, pode ajudar na

compreensdo dos diferentes tipos de transtornos de ansiedade.
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