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RESUMO

Diferencgas fisiologicas e anatdmicas entre ratos e ratas repercutem sobre a expressao
do comportamento defensivo. Baseado no fato de que as ratas sdo mais ativas que
ratos, e nos diferentes papéis sociais em uma coldnia, existe grande importancia na
inclusdo de ratas em estudos pré-clinicos. O condicionamento Pavloviano, ou
classico, € um modelo animal utilizado para esclarecer os processos € mecanismos
envolvidos na neurobiologia das respostas defensivas. No condicionamento aversivo
olfatério um estimulo neutro € pareado com um estimulo incondicionado aversivo e
apods varias associagdes, o estimulo neutro adquire a capacidade de gerar respostas
defensivas que ocorreriam supostamente na presenca do perigo, tornando-se um
estimulo condicionado. Os modelos em animais permitem a investigacédo
neuroquimica, neuroanatémica e comportamental, que nem sempre seriam possiveis
serem realizadas em seres humanos. Assim, o presente projeto foi delineado com o
proposito de caracterizar o comportamento defensivo de ratas Wistar, submetidas ao
protocolo de condicionamento aversivo olfatério, nas seguintes situagdes
experimentais: a) efeito da intensidade do estimulo incondicionado (choque nas
patas); 2) efeito da idade; e, 3) efeito dos farmacos benzodiazepinicos e antagonistas
dos beta-adrenoceptores. Os resultados desse estudo revelaram que as intensidades
de choque sio capazes de modificar o padrao comportamental defensivo das ratas
com maior énfase na avaliacio de risco, o que confirma que as ratas exibem respostas
defensivas ativas. Contudo, somente o grupo condicionado com a intensidade de 0,8
mA produziu respostas defensivas quando exposto ao estimulo condicionado. Além
disso, foi identificado que ndo existe diferenca no desempenho das ratas de 90 dias e
120 dias, quando submetidas ao condicionamento aversivo olfatério. Finalmente, o
midazolam e o propranolol n&o interferiram no desempenho das ratas durante o
condicionamento. Quando expostos ao estimulo condicionado, tanto as ratas do grupo
midazolam quanto as do grupo propranolol aumentaram a expressido de
comportamentos de avaliagdo de risco. Assim, ao se utilizar de ratas no protocolo
experimental de condicionamento aversivo olfatorio, a resposta de avaliagao de risco
foi a mais prevalente como avaliagdo de respostas exibidas frente a situacdes
aversivas.

Palavras-chave: Comportamento defensivo; Avaliacao de risco e Estimulo olfatério.



ABSTRACT

Physiological and anatomical differences between male and female rats affect the
expression of defensive behavior. Since female rats are more active than male, and
on the different social roles in a colony, there is great importance in including rats in
preclinical studies. Pavlovian, or classical, conditioning is an animal model used to
clarify the processes and mechanisms involved in the neurobiology of defensive
responses. In olfactory aversive conditioning, a neutral stimulus is paired with an
aversive unconditioned stimulus. After associations, the neutral stimulus acquires the
ability to generate defensive responses that would supposedly occur in the presence
of danger, becoming a conditioned stimulus. Animal models allow neurochemical,
neuroanatomical and behavioral investigations that would not be possible to be
performed in humans. Thus, the present project was designed with the purpose of
characterizing the defensive behavior of Wistar rats, submitted to the olfactory aversive
conditioning protocol, in the following experimental situations: a) effect of the intensity
of the unconditioned stimulus (foot shock ); 2) age effect; and, 3) effect of
benzodiazepine and of beta-adrenoceptor antagonists. The results of this study
revealed that shock intensities can modify the defensive behavioral pattern of female
rats with greater emphasis on risk assessment, which confirms that females exhibit
more active defensive responses. However, only the conditioned group with the
intensity of 0.8 mA produced defensive responses when exposed to the conditioned
stimulus. In addition, it was identified that there is no difference in the performance of
90-day and 120-day rats, when submitted to olfactory aversive conditioning. Finally,
midazolam and propranolol did not interfere with the performance of the rats during
conditioning. When exposed to the conditioned stimulus, both rats in the midazolam
and propranolol groups increased the expression of risk assessment behaviors. Thus,
when using female rats in the experimental protocol of olfactory aversive conditioning,
the risk assessment response was the most prevalent as an assessment of responses
exhibited in the face of aversive situations.

Keywords: Defensive behavior; Risk assessment and olfactory stimulation.
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1 INTRODUGAO

O transtorno de estresse poés-traumatico € um transtorno de ansiedade que
se desenvolve apos evento ou situagao de natureza catastrofica ou ameagadora. Os
eventos aversivos sao capazes de gerar uma memoria traumatica. De acordo com
Zhu e colaboradores (2018), o transtorno de estresse pds-traumatico esta associado
ao processamento prejudicado dessas memorias traumaticas, ao aumento da
gravidade dos sintomas psiquiatricos e incapacidade funcional, caracterizado por uma
generalizagao aversiva excessiva.

O processo de formagao dessa memoéria traumatica envolve a aprendizagem
a partir da aquisicdo de uma informacao, sobre o0 ambiente em que essa memoria
aversiva foi gerada, e pode ser definida como um processo fisiolégico com vantagens
evolutivas. (TAKASUMI, 2020). E embora existam diferencas interespecificas nos
padrées comportamentais da resposta defensiva, compreender a expressao das
emocoes de diferentes espécies pode permitir o entendimento das emog¢des humanas
(DARWIN, 1872).

Algumas situagdes ameagadoras tém a capacidade de reproduzir respostas
comportamentais inatas, por exemplo, a exposicdo ao predador natural
(BLANCHARD e BLANCHARD, 1989), contudo, é possivel obter o mesmo padrao de
resposta defensiva frente a estimulos ameacadores aprendidos, ao se associar um
estimulo neutro com um evento aversivo, que posteriormente adquire a capacidade
de gerar respostas condicionadas (KIM e JUNG, 2006).

A resposta condicionada, pode se apresentar por meio de alteragdes
fisiolégicas como o aumento da presséo arterial, aumento das concentragdes de
hormonios relacionados ao estresse, alteragdes de parametros imunes e a expressao
comportamental de respostas defensivas (LEDOUX, 2000).

Segundo Blanchard e colaboradores, (1989), em se tratando de
comportamentos defensivos em ratos selvagens Rattus norvegicus, quando
confrontados em uma situagao inevitavel, a distancia entre o sujeito e a ameacga € um
determinante bastante preciso do tipo de resposta defensiva a ser adotada.

Uma resposta defensiva caracteristica € o congelamento, caracterizado pela
imobilidade do animal, este comportamento ocorre quando uma ameaca defensiva

localizada a um metro de distancia, enquanto distancias inferiores o congelamento
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seria substituido pelo ataque defensivo. Em uma situagao similar, onde existe uma
rota de fuga, o animal foge ao invés de congelar, mas pode parar de correr e virar para
atacar seu perseguidor, se a distancia entre os dois for reduzida a quase zero
(BLANCHARD et. al, 2011). Em outros estudos, a presenca de uma toca ou caixa de
esconderijo permitiu a expressao respostas de ocultagdo em vez de fuga ou
congelamento (BLANCHARD e BLANCHARD, 1989, DIELENBERG e McGREGOR,
1999).

Os trabalhos anteriores apresentaram respostas defensivas em ratos sem
diferenciar entre ratos e ratas. O sexo € a caracteristica biolégica e a genética pela
presenca dos cromossomos XX ou XY (VELASCO et. al, 2019). Ratos e ratas diferem
em termos de tamanho, peso, for¢a e outras caracteristicas anatdbmicas e fisiologicas,
como por exemplo o ciclo estral apresentado exclusivamente pelas ratas (GRUENE
et. al, 2015). Segundo Archer (1975), as diferengas bioldgicas influenciam a forma de
exibicao do comportamento defensivo.

Ha consenso na literatura atual sobre as ratas exibirem comportamentos mais
ativos que ratos, por isso, alguns testes classicos utilizados para o estudo de
transtornos relacionados ao estresse e ansiedade tém como parametro de estudo o
comportamento de imobilidade, e por serem padronizados em ratos, ndo detectam as
mudancgas comportamentais apresentadas por ratas (FERNANDES et al., 1999).

Nesse padrdo ativo de comportamentos em ratas, os comportamentos de
defesa e estado de alerta, manifestados frente a uma situagdo de perigo, séo
considerados comportamentos emocionais, que demandam a percepcdo na
associagao, ao aprendizado e memoria, e, portanto, fazem parte de um processo
cognitivo (GROSS e BARRETT, 2011). Esses comportamentos podem ser
classificados como comportamentos de avaliagao de risco (AR), que de acordo com
Blanchard e colaboradores (2011), € um padréo de atividade que esta envolvido na
deteccdo e analise de estimulos ameagadores.

Em um habitat natural, o comportamento de ratos e ratas difere socialmente,
em virtude dos papeis sociais desempenhados por estes em uma colbnia, por isso a
resposta defensiva mediante estimulos aversivos pode ser evocada e exibida de
maneira dependente do sexo. De acordo com Brain (1976) na coldnia, o rato
dominante é responsavel por defender tanto o seu territério quanto as ratas

integrantes do bando e os filhotes.
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As ratas normalmente cuidam das ninhadas, defendendo quando ha
necessidade através de comportamentos de agressao defensiva. Segundo Gruene e
colaboradores (2015), ratos e ratas respondem a uma experiéncia traumatica de
diferentes maneiras. Com base nos resultados dos experimentos, descobriram que no
lugar de exibir resposta de congelamento, ratas apresentam um movimento de corrida
breve e de alta velocidade, denominado darting (dardejar).

A base para essas diferencas comportamentais ainda ndo é totalmente
conhecida, em parte, devido ao grande numero de trabalhos inicialmente realizados
em ratos, provavelmente por causa dos desafios associados a realizagdo de
experimentos que explicam as flutuagdes dos horménios gonadais das ratas (OYOLA
& HANDA, 2017). Assim, com base na ampla variedade de comportamentos
defensivos ja descritos, a caracterizagdo do padrdao comportamental das ratas
submetidas a paradigmas de condicionamento, exigira um protocolo experimental que
permita a avaliacdo das variabilidades das respostas e as estratégias empregadas

frente a situacdes aversivas.

1.1 FARMACOS BENZODIACEPINICOS

O eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal  (HPA) é regulado  por
neurotransmissores, incluindo o acido y-aminobutirico (GABA), que é o principal
neurotransmissor inibitério no sistema nervoso central (SNC) (TAFET e NEMEROFF,
2020). Os efeitos gabaérgicos no SNC sao mediados por dois tipos de receptores
pos-sinapticos, GABA-A e GABA-B (BOWERY et. al, 1984).

O receptor GABA-A € um complexo proteico composto por cinco subunidades,
com sitios de ligagao especificos para seu ligante endogeno, o GABA e sitios de
ligagdo especificos para os farmacos da classe dos benzodiazepinicos (BZDs). Os
BZDs representam uma familia de agentes ansioliticos, com mecanismo de agao
associado ao aumento da fungédo gabaérgica em diferentes areas do SNC, incluindo
seu papel potencial na modulagao do eixo HPA (TAFET e NEMEROFF, 2020).

Em modelos classicos, como o labirinto em cruz elevado, os BZDs promovem
um aumento da atividade nos bragos abertos (CAROBREZ e BERTOGLIO, 2005;
RODGERS et al., 1997). Em paradigmas de avaliagdo das respostas aversivas inatas,

como a exposicao ao odor de predador, observou-se uma atenuagao das respostas
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defensivas do rato frente ao odor de gato apds a administragdo do benzodiazepinico
o midazolam (MDZ) (DIELENBERG et al., 1999; DO-MONTE, 2006).

Ao acoplar-se no sitio de agcdo, o MDZ age no sitio das benzodiazepinas
aumentando a frequéncia de ativagdo do canal de cloreto, que induzem o aumento do
fluxo deste ion para o meio intracelular, culminando na hiperpolarizagéo da célula e
promovendo o aumento da inibicdo neuronal (JOHNSTON, 1996).

Desta forma sabe-se que a acdo benzodiazepinica do MDZ na memdria
ocorre através da inibicdo dos potenciais de agado gerada pela hiperpolarizagao
GABAérgica, prejudicando o aprendizado pela interferéncia sobre o fenbmeno da
potenciacdo de longo prazo (EVANS e VIOLA-McCABE, 1996). Sendo assim,
fenbmenos que envolvam aspectos emocionais e mnemdnicos podem ser

prejudicados por interferéncia farmacolégica com a utilizagdo de MDZ.

1.2 ANTAGONISTAS DOS BETA-ADRENOCEPTORES

Outro sistema de neurotransmissao que esta relacionado a comportamentos
defensivos, é o sistema noradrenérgico. As alteragdes que compdem o conjunto de
respostas defensivas resultam da ativagdo do sistema noradrenérgico central e
periférico (BREMNER et al., 1996). Desta forma, o sistema noradrenérgico é
importante durante a mudanga comportamental em situagdes de estresse (BREMNER
et al., 1996; MORILAK et al., 2005).

De acordo com o que foi demonstrado por Cahill (1994), num estudo em
humanos, a administragcado de propranolol (PROP) prejudica a memoria associada a
eventos emocionais sem interferir na memoaria associada a eventos neutros. Em ratos
o PROP promoveu uma atenuag¢ao do comportamento defensivo quando administrado
nas diferentes etapas de formacao e expressao das respostas defensivas em ratos
(KROON e CAROBREZ, 2009).

A transmissao noradrenérgica ativa dois tipos de receptores, alfa e beta,
classificados em diversos subtipos farmacologicamente ativos. Os receptores beta-
adrenérgicos pertencem a superfamilia dos receptores acoplados a proteina G, que
através da estimulagao da enzima adenilil ciclase, a adenosina trifosfato, € convertida
em adenosina monofosfato ciclico. E iniciam uma cadeia de eventos intracelulares
que promovem a amplificagdo do sinal e a geracdo da resposta celular (RANG et al.,
2016).
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A utilizacao de antagonistas ($-adrenérgicos € prescrita clinicamente para o
tratamento de transtornos de ansiedade, como por exemplo a fobia social
(BRUNELLO et al., 2000 ; DAVIDSON, 2006), transtorno de estresse pos-traumatico
(GILES, 2005 ; KENT et al., 2002 ; VAIVA et al., 2003) e transtorno do péanico
(HIRSCHMANN et al., 2000 ; SULLIVAN et al.,, 1999). Em caso de roedores, a
utilizagcao de antagonistas beta-adrenérgicos também diminui as respostas defensivas
(ANGRINI et al., 1998)

A administragédo de propranolol (PROP), um antagonista beta-adrenérgico de
agao central, promoveu efeitos ansioliticos em ratos expostos ao labirinto em cruz
elevado (AUDI et al., 1991; KROON e CAROBREZ 2009). E a injegao sistémica de
PROP reduziu a resposta defensiva de ratos expostos ao odor de gato (DO MONTE
et. al, 2008;). O B-bloqueador PROP foi capaz de promover efeitos ansioliticos

observados no aparato de campo aberto (ANGRINI et al., 1998).

1.3 CONDICIONAMENTO AVERSIVO OLFATORIO

Grande parte dos trabalhos que descrevem o0s mecanismos neurais e
comportamentais do processamento e respostas defensivas usa o condicionamento
aversivo Pavloviano (LEDOUX, 2014). Para que o condicionamento aversivo olfatorio
(CAO) seja utilizado experimentalmente, um estimulo a ser usado como estimulo
neutro (EN) ndo deve promover respostas aversivas, assim como o candidato a
estimulo incondicionado (El) deve ser apresentado na magnitude ideal (CORDERO,
MERINO et al., 1998). O El aversivo caracteriza-se por sua relevancia biologica e sua
propriedade de evocar respostas inatas de comportamento defensivo. Em geral,
grande parte dos estudos de condicionamento aversivo utilizam o choque elétrico nas
patas como El (BAKER e KIM, 2004; SCHAFE et al., 2005; KROON e CAROBREZ,
2009). Alguns estudos sugerem que o CAO induz respostas defensivas robustas
(OTTO, 2000; RICHARDSON, 2002) e possui caracteristicas unicas em relagao a
aquisigao, retencao e extingao da memoéria (KROON e CAROBREZ 2009).

De acordo com o estudo de Kroon e Carobrez (2009), a utilizagado de cinco
associacoes entre o odor de café e o choque elétrico nas patas promoveu a expressao
de uma robusta resposta defensiva, quando os animais foram reapresentados ao

estimulo condicionado (EC) e ao ambiente onde ocorreu esta reexposigdo. Desta
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forma, a padronizagdo do modelo de CAO foi estabelecida com o pareamento de cinco
choques com intervalo de 40 segundos entre cada evento, na presenga de um
estimulo olfatério, quando o EC é reapresentado, num ambiente diferente daquele em
que ocorreu sessao de condicionamento, se torna capaz de alterar significativamente
0s parametros comportamentais avaliados. O animal passa entdo a apresentar um
aumento das respostas defensivas frente ao estimulo condicionado.

Para Blanchard e colaboradores (1991), as situa¢cdes de perigo iminente,
também podem desencadear respostas de fuga e busca de abrigo, e até mesmo a
resposta de luta em casos de proximidade de um predador natural. Além disso, os
roedores em geral dependem essencialmente do olfato para encontrar alimentos ou
presas, identificar individuos da mesma espécie, interagir socialmente, reproduzir e
detectar a presenca de predadores no ambiente (KROON e CAROBREZ 2009).

O olfato, além de ser o principal sentido dos roedores, exerce um importante
papel no controle do comportamento. O odor é sentido principalmente pelo subsistema
olfatorio principal e o acessorio, estes consistem em varias subestruturas sensoriais
na cavidade nasal, que incluem o epitélio olfatorio principal e o 6érgdo vomeronasal
(STOWERS e LOGAN, 2010).

Neste trabalho, o protocolo de CAO foi utilizado para caracterizar o padrao de
comportamento defensivo exibido pelas ratas frente a diferentes intensidades de
choque, além disso, foi verificado se as diferentes idades das ratas podem interferir
no seu desempenho neste protocolo experimental. Apds a elucidacdo das
caracteristicas especificas das ratas foram elucidadas e analisadas, a sensibilidade
das ratas a farmacos que clinicamente sao utilizados para tratamento de ansiedade,
da classe dos benzodiazepinicos e da classe dos antagonistas -adrenérgicos neste

protocolo.
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1.4 HIPOTESE

Com base nos fundamentos descritos nesta introducédo, foi delineada a
seguinte hipotese de trabalho. As ratas exibem respostas defensivas com

caracteristicas mais ativas que ratos machos frente a um estimulo condicionado.

1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo Geral

Validar o uso de ratas no protocolo de condicionamento aversivo olfatério e
caracterizar o comportamento defensivo exibido por ratas submetidas ao

condicionamento aversivo olfatorio.

1.5.2 Objetivos Especificos

e Construir uma curva de intensidade de choque e caracterizar o comportamento das
ratas submetidas ao condicionamento aversivo olfatério com choque elétrico nas
patas;

e Avaliar se existe influéncia da idade sobre comportamento das ratas submetidas ao
condicionamento aversivo olfatério utilizando duas intensidades de choque elétrico
nas patas;

e Avaliar os efeitos do tratamento com os farmacos MDZ e PROP em ratas

submetidas ao condicionamento aversivo olfatorio.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 ANIMAIS

Para a realizacdo desta pesquisa foram usadas 260 ratas Wistar pesando
entre 180-350 g, todas com idade de 90 a 120 dias no momento da experimentacgao,
fornecidas pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina, e
aclimatadas no biotério do Laboratério de Neurobiologia Comportamental por pelo
menos uma semana antes dos experimentos. As ratas foram acondicionadas em
caixas plasticas forradas com maravalha, em grupos de 5 animais, com livre acesso
a agua, comida e ambiente com temperatura (24 £ 2° C) e ciclo claro-escuro (12 horas,
com fase clara iniciando as 7:00 horas) controlados. Os animais foram alocados de
maneira aleatoria assim como a disposi¢cao das caixas durante todo o experimento.
Esse trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA n°® 3010221019).

2.2 FARMACOS, REAGENTES E SOLUCOES

As manipulacdes farmacoldgicas e doses foram escolhidas de acordo com a
literatura baseada em ratos (BACK, 2012 e KROON, 2009), MDZ 1 mg/kg (modulador
alostérico positivo GABAA). O PROP 5 mg/kg e 10 mg/kg intraperitoneal (antagonista
beta-adrenérgico, ndo seletivo, com agao periférica e central). Todos os farmacos
utilizados foram diluidos em solucgéao salina 0,9%, que serviu como veiculo controle.

O acetato de amila (Aldrich Chemical®, EUA), odor sintético de banana, foi
utilizado como estimulo olfatério. A solugdo de acetato de amila foi diluida em
propilenoglicol a 5%, mantida em congelador a -20 °C e levada a temperatura
ambiente nos dias dos experimentos. Foi aplicado 100 uL em papel filtro para cada

animal.
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2.3 SISTEMA DE VIDEO

Todos os experimentos foram registrados por meio de um sistema video-
camera, permitindo desta forma a completa avaliagdo dos comportamentos exibidos
durante as diferentes sessbes. As analises de comportamentos foram realizadas
utilizando uma leitura cega no programa EthoWatcher® para todos os dias de

protocolo e quantificados manualmente.

2.4 ADMINISTRACAO INTRAPERITONEAL

A injecéao intraperitoneal (1.P.) foi feita com uma seringa de 1 ml e agulha (30
G, 0,4 mm de didmetro, 13 mm de comprimento). A imobilizagdo do animal foi
realizada com auxilio de uma flanela posta sobre o dorso e puxada para exposi¢ao do
peritdnio. A injecao foi aplicada no terceiro ou quarto quadrante do peritdnio, na altura
da dobra do membro inferior do animal, a agulha foi inserida e o émbolo puxado
levemente para verificagao da localizagédo e entdo a solucao foi injetada no animal. A

agulha foi trocada a cada trés injecoes.

2.5 EQUIPAMENTOS

2.5.1 Caixa de Condicionamento

O condicionamento foi realizado em uma caixa (Insight Ltda, Ribeirdo Preto,
Brasil) medindo 50 x 26 x 35 cm, com paredes de aluminio, com face frontal e tampa
confeccionadas em acrilico transparente. Com assoalho composto de grades
eletrificadas e com distancia de 1 cm entre elas. Acoplada a um sistema gerador de
choques, o que possibilitou a emissao de impulsos elétricos a partir de controladores
de intensidade e tempo da caixa de choque (figura 1).
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Figura 1: Modelo representativo da caixa de condicionamento. Adaptado de Souza & Carobrez (2016).

O condicionamento foi realizado em um ambiente com som atenuado,
temperatura controlada (22 + 1° C) e intensidade de luz de 80 lux. Para o
condicionamento olfatério, uma placa de petri contendo papel filtro com 100 uL de
acetato de amila foi posicionada abaixo das grades como estimulo olfatorio neutro a

ser condicionado.

2.5.2 Caixa de Teste

Para reduzir influéncias contextuais, a avaliagdo do condicionamento aversivo
foi realizada em uma caixa de teste, instalada em uma sala, com luminosidade
atenuada (4lux) na caixa experimental. Este aparato foi construido em acrilico, dividido
em dois compartimentos, sendo um aberto (40 x 26 x 40 cm) e um fechado (20 x 26 x
40 cm) com cobertura. Paredes frontais construidas em acrilico transparentes
permitiram a gravagao e visualizagdo dos comportamentos dos animais na caixa. Uma
pequena abertura (6 x 6 cm), situada na parede divisoria, permitindo o livre acesso do
animal a ambos os compartimentos.

Na parede lateral do compartimento aberto, uma caixa de plastico perfurada,
contendo papel filtro com 100 yL de acetato de amila, foi utilizada como fonte do
estimulo olfatério. No piso da caixa, uma marcacéao localizada a 7 cm da parede lateral
do compartimento aberto serviu como referéncia para delimitar a area proximal a fonte

de odor (figura 3).

Figura 2: Modelo representativo da caixa de exposi¢gdo ao odor. Adaptado de Souza &
Carobrez (2016).
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2.6 DESENHOS E PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

2.6.1 EXPERIMENTO 1. Relagao entre a intensidade de choque e a aquisi¢gao do

condicionamento aversivo olfatério em ratas

Para este experimento. Os animais foram colocados na caixa de
condicionamento para exploragao do ambiente no primeiro dia. Esta sess&o durou 3
min e foi denominada de familiarizagdo 1 (Dia 1). No dia seguinte (Dia 2), na sessao
de condicionamento, os animais foram reexpostos a caixa de condicionamento. Apos
1 min de habituagdo foram emitidos choques elétricos nas patas dos animais (5 ciclos,
0,4; 0,6; 0.8 ou 1,0 mA, 2 s de estimulo e 40 s de intervalo), as ratas permaneceram
na caixa experimental por mais 30 s apds a emissao do ultimo choque elétrico nas
patas. As ratas foram pareadas com o estimulo olfatério neutro (Acetato de amila). Ja
0s grupos nao condicionados foram apresentados ao odor na caixa de
condicionamento, mas sem choque.

Para a avaliagcdo do condicionamento aversivo, todos os sujeitos foram
submetidos a caixa de odor em uma sessao denominada familiarizacéo 2 (Dia 3), 24
horas antes da reexposi¢cao ao odor. No dia do teste (Dia 4), o papel filtro com 100 pL
de acetato de amila foi inserido no local e foi usado como estimulo olfatério
condicionado. Durante todos os dias de experimentagao, os aparatos usados foram

limpos com solugao de etanol 10% e secos com papel toalha apds a retirada de cada

Salina I.P.
30 min
antes

animal.

5 min 10 min
5x (0,4; 0,6; 0,8 ou 1,0 mA/2s/40s)

Figura 3: Representagéo esquematica do protocolo do condicionamento aversivo olfatério utilizado
para definir a curva de intensidade usado para definir a intensidade necessaria para gerar as
respostas defensivas nas ratas. Adaptado de Souza & Carobrez (2016).
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2.6.2 EXPERIMENTO 2. Efeito da Idade na aquisicido do condicionamento

aversivo olfatério em ratas

No primeiro dia de protocolo, os animais foram divididos em 2 grupos de
acordo com a idade: grupo 1: 90 dias, grupo 2: 120 dias, e foram colocados na caixa
de condicionamento para exploragdo do ambiente, numa sessdo denominada
familiarizagdo 1, por 3 min (Dia 1). No dia seguinte (Dia 2), os animais receberam uma
injecao por via IP de salina 30 min antes da sesséo de condicionamento, os animais
foram reexpostos a caixa de condicionamento, apés 1 min de habituagdo foram
emitidos choques elétricos nas patas dos animais (5 ciclos de 0,4 ou 0,8 mA, 2 s de
estimulo e 40 s de intervalo) e pareados com um estimulo olfatorio neutro (acetato de
amila). A escolha das duas intensidades de choque usadas nesse protocolo, foi
baseado no que foi padronizado em ratos 0,4 mA no modelo de CAO (KROON e
CAROBREZ 2009) e a intensidade de 0,8 mA foi definida a partir dos resultados
obtidos no experimento 1 deste estudo.

O grupo nao-condicionado foi apresentado ao odor na caixa de
condicionamento, na auséncia do choque. Para a avaliagdo do comportamento
defensivo condicionado, todos foram submetidos a caixa de odor em uma sessao
denominada familiarizagao 2 (Dia 3). No dia do teste (Dia 4), um aparato contendo
papel filtro com 100 uL de acetato de amila foi usado como fonte do estimulo olfatério
condicionado. Os aparatos utilizados foram limpos com solucao de etanol 10% e secos

com papel toalha apds a retirada de cada animal.

Salina L.P. 30 min
90 ou 120 dias % antes

5 min

Sem choque ou 5x (0,4; ou 0,8
mA/2s/40s)

Figura 4: Representagado esquematica do protocolo do condicionamento aversivo olfatério para analise
para definir se a idade do animal é um fator preponderante para a aquisicao das respostas defensivas
nas ratas. Adaptado de Souza & Carobrez (2016).
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2.6.3 EXPERIMENTO 3. Efeito do midazolam sobre a aquisicdo do

condicionamento aversivo olfatério

Foram analisados os efeitos do (MDZ 1 mg/kg) sobre a aquisicdo da memoria
aversiva. Para isso foi administrada a droga ou veiculo por via IP 30 min antes da

sessdo de condicionamento (Figura 5).

SAL

MDZ
% I.P. 30 min antes

5 min
5x (0,4; ou 0,8 mA/2s/40s)

10 min

Figura 5: Representagdo esquematica do protocolo do Condicionamento Aversivo Olfatério com
Choque e avaliagdo dos efeitos de farmaco ansiolitico midazolam sobre a aquisicdo da memoria
aversiva durante os 4 dias de experimento. Adaptado de Souza & Carobrez (2016).

No dia 1 ocorreu a familiarizacéo 1, na caixa de condicionamento sem odor,
no dia 2, na sessao de condicionamento com choque (0,4 ou 0,8 mA) e odor, o dia 3
consistiu na sessao de familiarizacdo 2 na caixa de odor, e o dia 4 consistiu no teste.
A manipulacao farmacologica (MDZ 1 mg/kg) aconteceu no dia 2, sendo administrado
30 minutos antes da sessao de condicionamento. Tanto o grupo controle quanto os
tratados foram condicionados com choque de (0,4 ou 0,8 mA). O odor esteve presente
no segundo e quarto dia, durante toda a sessao experimental.

A escolha das duas intensidades de choque usadas nesse protocolo, foi
baseado no que foi padronizado em ratos 0,4 mA no modelo de CAO (KROON e
CAROBREZ 2009) e a intensidade de 0,8 mA foi definida a partir dos resultados

obtidos no experimento 1 deste estudo.
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2.6.4 EXPERIMENTO 4. Efeito do propranolol sobre a aquisicdo do

condicionamento aversivo olfatério

Foram analisados os efeitos do (PROP 5 ou 10 mg/kg) sobre a aquisi¢ao da
memoria aversiva. Para isso, foi administrada a droga ou veiculo por via IP 30 min

antes da sessé&o de condicionamento (Figura 6).

SAL

PROP
% I.P. 30 min antes

5 min
5x ( 0,8 mA/2s/40s)

10 min

Figura 6: Representacdo esquematica do protocolo do Condicionamento Aversivo Olfatério com
Choque e avaliagédo dos efeitos do farmaco PROP sobre a aquisicao da memoaria aversiva durante os
4 dias de experimento. Adaptado de Souza & Carobrez (2016).

No dia 1 ocorreu a familiarizacdo 1, na caixa de condicionamento sem odor,
no dia 2, na sessao de condicionamento com choque (0,8 mA) e odor, o dia 3 consistiu
na sessado de familiarizacdo 2 na caixa de odor, e o dia 4 consistiu no teste. A
manipulacdo farmacologica (PROP de 5 ou 10 mg/kg) aconteceu no dia 2, sendo
administrado 30 minutos antes da sessao de condicionamento. Tanto o grupo controle
quanto os tratados foram condicionados com choque de (0,8 mA). O odor esteve

presente no segundo e quarto dia, durante toda a sessao experimental.

2.6.5 Avaliagao comportamental
Os comportamentos analisados neste estudo, foram agrupamentos da
seguinte forma:

Grupo 1: comportamentos defensivos: composto por comportamentos de saltar, fugir

e congelar,

Grupo 2: comportamento de AR: composto por comportamentos de agachar-cheirar e
levantar e,



36

Grupo 3: comportamento ndo defensivo: composto por comportamentos de autolimpar

e explorar.

Para as sessdes de Familiarizagdo 2 e teste, também foram quantificados o

tempo de cabega para fora como comportamento de AR e contato, incluso como

comportamento ndo defensivo. Além disso, foi avaliado a porcentagem de tempo em

que o animal permaneceu em cada espaco da caixa: aberto, proximo a fonte de odor,

delimitado a 7 cm a partir da fonte de odor e espago fechado, o animal permanece

escondido e mais distante da fonte de odor, considerados como comportamentos de

defesa.

Quadro 1: Descricdo dos comportamentos analisados no

condicionamento e caixa de exposi¢ao ao EC.

protocolo de CAO,

na caixa de

Comportamento

Descrigao

Avaliagdo na
Caixa de
Condicionamento

Avaliagao na
Caixa de Odor

Explorar

Comportamento de exploragéo do animal.
Animal caminha pela caixa, cheirando o
ambiente. Apenas com movimentos das
vibrissas e cabeca

X

X

Levantar

Postura sustentada pelas duas patas
traseiras, sem que as patas dianteiras
toquem o chédo e podendo se apoiar nas
paredes. Comportamento exploratério
classico, acompanhado com movimentos de
vibrissas.

Autolimpar

Comportamento de limpeza, os ratos limpam
o pelo da cabega e do restante do corpo.

Congelar

O animal apresenta postura imével apenas
com movimentos de respiragao.

Agachar e cheirar

O animal assume postura imével com dorso
arqueado acompanhado de movimentos das
vibrissas e cabeca.

Fugir

O animal apresenta movimentos bruscos de
fuga, caracteristicos dos movimentos de
corridas, movimentos direcionados para tras
COMO um recuo na caixa

Saltar

O animal elevar-se do chao ou barras de acgo
da caixa por impulso das patas traseiras e
salta no ar.

Cabecga pra fora

No compartimento fechado o animal coloca a
cabeca no ambiente aberto e investiga o
ambiente. O tempo do comportamento
comega a ser contabilizado quando o focinho
passa da linha entre os espacos aberto e
fechado e deixa de ser contabilizado quando
as duas patas traseiras estiverem no espago
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aberto ou quando o focinho retorna ao
espaco fechado.

Contato

Quando o animal esta cheirando e/ou
interagindo préximo a 7 centimetros da fonte
de odor. Nesse caso, o animal pode estar
com as patas no aparato ou mordendo-o.

Tempo de espago
fechado

Tempo em que o animal permaneceu dentro
do compartimento fechado. A partir do
momento em que as quatro patas entravam
no compartimento até quando todas as
quatro patas saiam do compartimento.
Relacionada a esquiva, mantendo a maior
distancia possivel

Tempo de espago
aberto

Tempo em que o animal fica no espaco
intermediario o qual fica entre o
compartimento fechado e a zona de
aproximagao.

Tempo de espago
préximo ao EC

Tempo de permanéncia na zona delimitada
entre o odor e uma marcagao a 7
centimetros. Contabilizado a partir do
momento em que o animal cruzava a linha
com o focinho, e parado somente quando
todas as patas estiverem fora da area
delimitada.

2.7 PONTOS FINAIS HUMANITARIOS

A eutanasia dos animais foi realizada em conformidade com a Resolugao 25
do CONCEA (item 3.4).

2.8 ANALISE ESTATISTICA

Os parametros comportamentais observados no condicionamento aversivo

foram transformados em porcentagens de tempo e considerados como variaveis

dependentes.

Os dados comportamentais coletados durante a sessdao de

condicionamento, familiarizacéo 2 e teste, foram submetidos primeiramente ao teste

de normalidade Kolmogorov-Smirnov e ao teste de Levene para homocedasticidade.

Uma vez confirmado que os dados nao respeitam uma distribuicdo normal e

homocedastica, foi realizada a analise ndo paramétrica através do teste de Kruskal-

Wallis e teste post hoc Dunn test para analise dos parametros comportamentais. Ja
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para os parametros de preferéncia pelo espaco que tiveram uma distribuicdo normal,
foi feita analise através da ANOVA de uma via e teste post hoc Dunnett (curva
intensidade/resposta) ou Newman Keuls quando apropriado. Foram consideradas
diferencas significativas valores de p inferiores a 0,05. Para valores entre 0,05 e 0,099
foram consideradas tendéncias. Essas andlises foram realizadas no programa
Statistica® (versdo 13.0; StatSoft®, Tulsa, EUA) e os graficos construidos no

programa Prisma® (vers&o 8.0; GraphPad®, San Diego, EUA).
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3 RESULTADOS

3.1 EXPERIMENTO 1. Relacéo entre a intensidade de choque e a aquisi¢ao do

condicionamento aversivo olfatdorio em ratas

3.1.1 Efeito da intensidade de choque sobre o comportamento defensivo exibido

durante a sessao de condicionamento

A figura 7 mostra os dados da resposta defensiva exibida pelas ratas apds
receberem intensidades de choque nas patas, durante a sessao de condicionamento.
A figura 7a mostra as respostas defensivas agrupadas e a figura 7b cada resposta
defensiva, individualmente avaliada.

A anadlise estatistica com os dados exibidos na figura 7a detectou um efeito
geral da intensidade de choque [H(4,76)= 49,57; p=0,00001]. Em avaliagéo post hoc
aumentos na resposta defensiva foram revelados para as intensidades de 0,4 mA
(p=0,000004), 0,8 mA (p= 0,0000001) e 1,0 mA (p= 0,0003). Para o grupo de ratas
estimuladas na intensidade 0,6 mA foi detectada uma tendéncia (p=0,07) de aumento
na resposta defensiva.

A analise estatistica realizada nos dados exibidos na figura 7b mostrou um
efeito geral da intensidade sobre todos os comportamentos defensivos avaliados
individualmente. Assim, um aumento na resposta defensiva foi observado nos
comportamentos de salto [H(4,76)=43,6; p= 0,00001], de fuga [H(4,76)=44,37; p=
0,00001] e de congelar [H(4,76)=45,38; p= 0,00001].

Em avaliagdo post hoc foram reveladas as seguintes diferengas: 1. Saltar,
intensidades 0,6 mA (p=0,02), 0,8 mA (p=0,007) e 1,0 mA (p=0,0003); 2. Fugir,
intensidades 0,4 mA (p=0,000002), 0,6 mA (p=0,001), 0,8 mA (p=0,000009) e 1,0 mA
(p=0,000002); e 3. Congelar, intensidades 0,4 mA (p=0,00001), 0,8 mA
(p=0,0000001), e 1,0 mA (p=0,001).
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Figura 7: Efeito da intensidade de choque sobre o comportamento defensivo exibido durante a sessao
de condicionamento em um protocolo de condicionamento aversivo olfatério. a) Dados das
porcentagens de comportamentos defensivos agrupados exibidos em fungdo da intensidade de
choque. b) Dados das porcentagens dos comportamentos defensivos individualizados (salto, fuga e
congelamento) em fungao da intensidade de choque. As barras representam a mediana + intervalo
interquartil superior e inferior dos comportamentos defensivos. Os grupos experimentais foram divididos
em: Sem Choque (N=20); 0,4 mA (19); 0,6 mA (7); 0,8 mA (20); e 1,0mA (10). O teste estatistico
(Kruskal-Wallis = post hoc) revelou diferengas significantes (*p<0,05) ou tendéncia (p=0,07) entre os
grupos condicionados com choque e o grupo sem choque.
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Estes resultados indicam que a estimulagdo com diferentes intensidades de
choque produziu a expressao das respostas defensivas em ratas, com destaque para
as respostas de congelamento que, por apresentarem maior predominio no tempo de

analise, determinam a tendéncia dos dados agrupados.

3.1.2 Efeito da intensidade de choque sobre o comportamento de avaliagao de

risco exibido durante a sessao de condicionamento

A figura 8 mostra os dados da resposta de AR, exibida pelas ratas apés
receberem intensidades de choque nas patas, durante a sess&o de condicionamento.
A figura 8a mostra as respostas de AR agrupadas e a figura 2b resposta de AR
individualmente avaliada.

A anadlise estatistica com os dados exibidos na figura 8a detectou um efeito
geral da intensidade [H(4,76)= 40,97 p=0,00001]. Em avaliagado post hoc, aumentos
na resposta de AR foram revelados para as intensidades de 0,4 mA (p=0,0001), 0,6
mA (p=0,0000001), 0,8 mA (p=0,0001) e 1,0 mA (p=0,001).

A analise estatistica realizada nos dados exibidos na figura 8b mostrou um
efeito geral da intensidade sobre todos os comportamentos individuais que foram
agrupados como de AR. Assim, foi observado um aumento nos comportamentos de
agachar-cheirar [H(4,76)= 27,98; p=0,00001] e de levantar [H(4,76)=20,89; p =0,0003]
quando comparados ao grupo controle.

Em avaliacado post hoc foram reveladas as seguintes diferengas: 1. agachar-
cheirar, intensidades 0,4 mA (p=0,00002) e 0,6 mA (p=0,001); 2. levantar, intensidade

0,6 mA (p=0,02), quando comparados ao grupo controle.
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Figura 8: Efeito da intensidade de choque sobre o comportamento de avaliagédo de risco exibido durante
a sessao de condicionamento em um protocolo de condicionamento aversivo olfatério. a) Dados das
porcentagens de comportamentos de AR agrupados exibidos em fung¢éo da intensidade de choque. b)
Dados das porcentagens dos comportamentos de AR individualizados (agachar-cheirar e investigagao
vertical) em fungéo da intensidade de choque. As barras representam a mediana + intervalo interquartil
superior e inferior dos comportamentos de AR. Os grupos experimentais foram divididos em: Sem
Choque (N=20); 0,4 mA (19); 0,6 mA (7); 0,8 mA (20); e 1,0mA (10). O teste estatistico (Kruskal-Wallis
= post hoc) revelou diferencgas significantes (*p<0,05) entre os grupos condicionados com choque e o
grupo sem choque.
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Estes resultados indicam que as estimulagdes com diferentes intensidades de
choque modificaram a expressao das respostas de AR em ratas, com destaque para
as respostas de agachar-cheirar que, por apresentarem maior predominio no tempo

de analise, determinam a tendéncia dos dados agrupados.

3.1.3 Efeito da intensidade de choque sobre o comportamento nao defensivo

exibido durante a sessao de condicionamento

A figura 9 mostra os dados da resposta nao defensiva exibida pelas ratas apos
receberem intensidades de choque nas patas, durante a sessao de condicionamento.
A figura 9a mostra as respostas nao defensivas agrupadas e a figura 9b cada resposta
individualmente avaliada.

A analise estatistica com os dados exibidos na figura 9a detectou um efeito
geral da intensidade [H(4,76)= 51,8; p=0,00001]. Em avaliagao post hoc, redu¢des na
resposta ndo defensiva foram reveladas para as intensidades de 0,4 mA (p=0,001),
0,6 mA (p=0,01), 0,8 mA (p=0,0000001) e 1,0 mA (p=0,000008) em relagao ao grupo
controle.

A analise estatistica realizada nos dados exibidos na figura 9b mostrou um
efeito geral da intensidade sobre todos os comportamentos individuais agrupados
como nao defensivos. Assim, uma diminuicdo na resposta nao defensiva foi
observada nos comportamentos de autolimpar [H(4,76)= 40,52; p=0,00001] e, de
explorar [H(4,76)= 51,62; p=0,00001] em relagédo ao grupo controle.

Em avaliacdo post hoc, foram reveladas as seguintes diferencas: 1.
autolimpar, intensidades 0,4 mA (p=0,02), 0,6 mA (p=0,006), 0,8 mA (p=0,00002) e
1,0 mA (p=0,005) e; 2. explorar, intensidades 0,4 mA (p=0,0009), 0,6 mA (p=0,02), 0,8
mA (p=0,0000001) e, 1,0 mA (p=0,0000001) em relagéo ao grupo controle.
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Figura 9: Efeito da intensidade de choque sobre o comportamento n&do defensivo exibido durante a
sessdo de condicionamento em um protocolo de condicionamento aversivo olfatério. a) Dados das
porcentagens de comportamentos ndo defensivos agrupados exibidos em fungéo da intensidade de
choque. b) Dados das porcentagens dos comportamentos ndo defensivos individualizados (autolimpar
e explorar) em funcdo da intensidade de choque. As barras representam a mediana + intervalo
interquartil superior e inferior dos comportamentos nao defensivos. Os grupos experimentais foram
divididos em: Sem Choque (N=20); 0,4 mA (19); 0,6 mA (7); 0,8 mA (20); e 1,0mA (10). O teste
estatistico (Kruskal-Wallis = post hoc) revelou diferencas significantes (*p<0,05) entre os grupos
condicionados com choque e o grupo sem choque.
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Estes resultados indicaram que a estimulagdo com diferentes intensidades de
choque modificou a expressao das respostas nao defensivas em ratas, com destaque
para as respostas de explorar que, por apresentarem maior predominio no tempo de

analise, determinaram a tendéncia dos dados agrupados.

3.1.4 Efeito da intensidade de choque sobre o comportamento defensivo exibido

durante a sessao de familiarizagao e teste na caixa de odor

A figura 10 mostra os dados da resposta defensiva exibida pelas ratas em um
ambiente diferente, denominado caixa de odor, em uma sessao de familiarizacao (dia
3; sem o EC olfatdrio) e teste (dia 4; na presenga do EC olfatorio). A figura 10 mostra
as respostas defensivas agrupadas para cada intensidade de estimulo usada durante
o condicionamento. Em 10a estao representadas as respostas defensivas durante a
familiarizacao e, em 10b durante o teste. Em 10c estdo representadas a diferenca
entre os dados obtidos durante a sessao teste menos a de familiarizagéo (b-a).

A analise estatistica com os dados exibidos na figura 10a, detectou um efeito
geral da intensidade [H(4,76)=17,98; p=0,0012]. Entretanto, a avaliagao post hoc nao
revelou diferencas significativas ou tendéncias nas diferentes intensidades, quando
comparadas ao grupo sem choque.

A analise estatistica com os dados exibidos na figura 10b detectou um efeito
geral da intensidade [H(4, 76)= 39,71; p=0,00001]. Neste caso, a avaliagdo post hoc
revelou diferencgas significativas para ratas condicionadas nas intensidades 0,8 mA
(p=0,000004) e 1,0 mA (p=0,000006) em relagao ao grupo controle.

Finalmente, a andlise estatistica realizada nos dados exibidos na figura 10c
detectou um efeito geral da intensidade [H(4,76) = 14,53; p=0,005]. A avaliagado post
hoc revelou diferenga significativa somente para as ratas condicionadas na

intensidade 0,8 mA (p=0,0008) em relagao ao grupo controle.
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Figura 10: Efeito da intensidade de choque sobre o comportamento defensivo exibido durante a sessao
de familiarizacao, teste e diferenca entre o dia do teste e familiarizagdo. a) Dados das porcentagens de
comportamentos defensivos agrupados exibidos em funcdo da intensidade de choque no dia da
familiarizag&o. b) Dados das porcentagens dos comportamentos defensivos em fungéo da intensidade
de choque no dia do teste e, c) Dados da porcentagem da diferenca entre os valores obtidos no dia do
teste menos o dia da familiarizagdo(b-c). As barras representam a mediana + intervalo interquartil
superior e inferior dos comportamentos defensivos. Os grupos experimentais foram divididos em: Sem
Choque (N=20); 0,4 mA (19); 0,6 mA (7); 0,8 mA (20); e 1,0 mA (10). O teste estatistico (Kruskal-Wallis
= post hoc) revelou diferengas significantes (*p<0,05) entre os grupos condicionados com choque e o
grupo sem choque.
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Estes resultados indicaram que o condicionamento realizado previamente
com diferentes intensidades de choque modificou a expressdo das respostas
defensivas, AR e ndo defensivas em ratas, em um ambiente diferente da caixa de
condicionamento, durante uma sessao de familiarizagdo. Este fato determinou uma
analise adicional da diferenca entre os dados obtidos no dia do teste e da
familiarizagdo. Esta ultima analise (dados exibidos em 10c) revelou que somente a
intensidade de 0,8 mA foi capaz de manter uma resposta defensiva aumentada frente

ao EC e independente da exibida durante a familiarizagao.

3.1.5 Efeito da intensidade de choque sobre o comportamento de avaliagao de

risco exibido durante a sessao de familiarizagao e teste na caixa de odor

A figura 11 mostra os dados da resposta de AR exibida pelas ratas na caixa
de odor, em uma sessao de familiarizagéo (dia 3; sem o EC olfatério) e teste (dia 4;
na presencga do EC olfatério). A figura 11 mostra as respostas de AR agrupadas para
cada intensidade de estimulo usada durante o condicionamento. Em 11a estdo
representadas as respostas de AR durante a familiarizacdo, em 11b durante o teste e
em 11c estdo representadas a diferenca entre os dados obtidos durante a sessao
teste menos a familiarizacao (b-a).

A analise estatistica com os dados exibidos na figura 11a detectou um efeito
geral da intensidade [H(4,76)= 42,91; p=0,00001]. A avaliagdo post hoc revelou
diferengas nas intensidades quando comparadas ao grupo sem choque. 0,4 mA
(p=0,0007), 0,6 mA (p=0,0008), 0,8 mA (p=0,000003) e 1,0 (p=0,0000001).

A analise estatistica com os dados exibidos na figura 11b detectou um efeito
geral da intensidade [H(4,76)= 47,55; p=0,00001]. Neste caso, a avaliagdo post hoc
revelou diferengas significativas para ratas condicionadas nas intensidades 0,4 mA
(p=0,0006), 0,6 mA (p=0,0003), 0,8 mA (p=0,0008) e, 1,0 mA (p=0,0000001) em
relagdo ao grupo controle.

A analise estatistica realizada através do teste de Kruskal-Wallis, com os
dados exibidos na figura 11c detectou um efeito geral da intensidade [H(4,76) = 23,4,
p=0,005]. A avaliagao post hoc revelou diferenga significativa somente para as ratas
condicionadas na intensidade 0,8 mA (p=0,0001) em relagao ao grupo controle.
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Figura 11: Efeito da intensidade de choque sobre o comportamento de avaliagdo de risco exibido
durante a sessao de familiarizacao, teste e diferenca entre o dia do teste e familiarizagdo. a) Dados das
porcentagens de comportamentos de AR agrupados exibidos em funcdo da intensidade de choque
durante o dia da familiarizacdo. b) Dados das porcentagens dos comportamentos de AR em funcédo da
intensidade de choque no dia do teste e, ¢) Dados da porcentagem da diferenca entre os valores obtidos
no dia do teste menos o dia da familiarizagao(b-c). As barras representam a mediana + intervalo
interquartil superior e inferior dos comportamentos de AR. Os grupos experimentais foram divididos em:
Sem Choque (N=20); 0,4 mA (19); 0,6 mA (7); 0,8 mA (20); e 1,0 mA (10). O teste estatistico (Kruskal-
Wallis +post hoc) revelou diferengas significantes (*p<0,05) entre os grupos condicionados com choque

e 0 grupo sem choque.
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Estes resultados indicam que o condicionamento realizado previamente com
diferentes intensidades de choque, modificaram a expressao das respostas de AR em
ratas, em um ambiente diferente da caixa de condicionamento, durante uma sessao
de familiarizagédo e de teste. Assim, apesar do efeito significante observado durante
ambas as sessdes nha caixa de odor, os dados analisados na Fig 11c revelaram que
somente a intensidade de 0,8 mA foi capaz de manter uma resposta de AR aumentada

frente ao EC e independente da exibida durante a familiarizag&o.

3.1.6 Efeito da intensidade de choque sobre o comportamento nao defensivo

exibido durante a sessao de familiarizagao e teste na caixa de odor

A figura 12 mostra os dados da resposta nao defensiva exibida pelas ratas na
caixa de odor, em uma sessao de familiarizacéo (dia 3; sem o EC olfatério) e teste
(dia 4; na presencga do EC olfatério). A figura 12 mostra as respostas néo defensivas
agrupadas para cada intensidade de estimulo usada no dia 2 durante o
condicionamento. Em 12a estao representadas as respostas nao defensivas durante
a familiarizacao, em 12b durante o teste e em 12c estado representadas as diferengas
entre os dados obtidos durante a sessao teste menos a familiarizagéo (b-a).

A analise estatistica realizada através do teste de Kruskal-Wallis, com os
dados exibidos na figura 12a detectou um efeito geral da intensidade [H(4,76)= 49,48;
p=0,00001]. A avaliagdo post hoc revelou diferencas nas diferentes intensidades
quando comparadas ao grupo sem choque. 0,4 mA (p=0,0002) 0,6 mA (p=0,001), 0,8
mA (p=0,0000001) e 1,0 mA (p=0,0000001).

A analise estatistica realizada através do teste de Kruskal-Wallis, com os
dados exibidos na figura 12b detectou um efeito geral da intensidade [H(4,76)= 51,36;
p=0,00001]. Neste caso, a avaliagao post hoc revelou diferengas significativas para
ratas condicionadas nas intensidades 0,4 mA (p=0,00008), 0,6mA (p=0,0008), 0,8 mA
(p=0,00001) e 1,0mA (p=0,0000001) em relagédo ao grupo controle.

A analise estatistica realizada através do teste de Kruskal-Wallis, com os
dados exibidos na figura 12c detectou um efeito geral da intensidade [H(4,76) 13,95;
p=0,007]. A avaliagcdo post hoc revelou diferenga significativa para ratas

condicionadas na intensidade 0,8 mA (p=0,02) em relagado ao grupo controle.
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Figura 12: Efeito da intensidade de choque sobre o comportamento nao defensivo exibido durante a
sessdo de familiarizagcdo, teste e diferengca entre o dia do teste e familiarizagdo. a) Dados das
porcentagens de comportamentos ndo defensivos agrupados exibidos em fungéo da intensidade de
choque no dia da familiarizagdo. b) Dados das porcentagens dos comportamentos ndo defensivos em
funcdo da intensidade de choque no dia do teste e, ¢) Dados da porcentagem da diferenca entre os
valores obtidos no dia do teste menos o dia da familiarizagdo(b-c). As barras representam a mediana
+ intervalo interquartil superior e inferior dos comportamentos ndo defensivos. Os grupos experimentais
foram divididos em: Sem Choque (N=20); 0,4 mA (19); 0,6 mA (7); 0,8 mA (20); e 1,0 mA (10). O teste
estatistico (Kruskal-Wallis = post hoc) revelou diferengas significantes (*p<0,05) entre os grupos
condicionados com choque e o grupo sem choque.
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Estes resultados indicam que o condicionamento realizado previamente com
diferentes intensidades de choque modificou a expressdo das respostas néao
defensivas em ratas, em um ambiente diferente da caixa de condicionamento durante
uma sessao de familiarizag&do. Assim, apesar do efeito significante observado durante
a sessao teste realizou-se a analise comparando as respostas exibidas pela mesma
rata durante a familiarizag&o. Esta ultima analise (dados exibidos em 12C) revelou que
somente a intensidade de 0,8 mA foi capaz de manter a reducédo na resposta nao

defensiva frente ao EC e independente da exibida durante a familiarizagao.

3.1.7 Efeito da intensidade de choque sobre tempo de permanéncia no espago

fechado durante a sessao de familiarizagao e teste na caixa de odor

A figura 13 mostra os dados da permanéncia no espago das ratas na caixa de
odor, em uma sessao de familiarizagcéo (dia 3; sem o EC olfatorio) e teste (dia 4; na
presenca do EC olfatério). A figura 13 mostra o tempo de permanéncia no espago
fechado para cada intensidade de estimulo usada no dia 2 durante o condicionamento.
Em 13a estdo representados os resultados obtidos durante a familiarizagdao, em 13b
durante o teste e em 13c estdo representadas a diferenca entre os dados obtidos
durante a sessao teste menos a familiarizagao (b-a).

A analise estatistica, realizada através do teste ANOVA de uma via com os
dados exibidos na figura 13a ndo detectou um efeito geral da intensidade
[F(4,76)=0,72; p=0,5] em relagdo ao grupo controle.

A analise estatistica com os dados exibidos na figura 13b detectou um efeito
geral da intensidade [F(4,71)=3,40; p=0,01]. Neste caso, a avaliagdo post hoc revelou
diferenca significativa somente para as ratas condicionadas nas intensidades 1,0 mA
(p=0,001) em relagéo ao grupo controle.

A analise estatistica com os dados exibidos na figura 13c ndo detectou um
efeito geral da intensidade [F(4,71) = 1,73; p=0,15] em relagéo ao grupo controle.
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Figura 13: Efeito da intensidade de choque sobre a permanéncia no espago fechado durante a sessao
de familiarizagao e teste na caixa de odor. a) Dados das porcentagens de permanéncia no espago
fechado em funcédo da intensidade de choque no dia da familiarizag&o. b) Dados das porcentagens de
permanéncia no espaco fechado em fungéo da intensidade de choque no dia do teste e, ¢) Dados da
porcentagem da diferenga entre os valores obtidos no dia do teste menos o dia da familiarizagdo(b-c).
As barras representam a média + erro padrédo da média da porcentagem de tempo gasto em cada
espaco. Os grupos experimentais foram divididos em: Sem Choque (N=20); 0,4 mA (19); 0,6 mA (7);
0,8 mA (20); e 1,0 mA (10). O teste estatistico (ANOVA de uma via = post hoc) revelou diferencas
significantes (*p<0,05) entre os grupos condicionados com choque e o grupo sem choque.



53

Estes resultados indicam que o condicionamento realizado previamente com
diferentes intensidades de choque ndo modificou a preferéncia pelo espacgo fechado
na caixa de odor. Assim, apesar do efeito significante observado durante a sesséao
teste nas ratas do grupo 0,8mA, uma analise comparou as respostas exibidas pela
mesma rata durante a familiarizagdo. Esta ultima analise (dados exibidos em 13c)
revelou que nenhuma intensidade foi capaz de manter a preferéncia pelo espacgo

fechado aumentada frente ao EC e independente da exibida durante o dia do teste.

3.1.8 Efeito da intensidade de choque sobre a permanéncia no espac¢o aberto

durante a sessao de familiarizagao e teste na caixa de odor

A figura 14 mostra os dados do tempo de permanéncia no espaco aberto das
ratas, na caixa de odor, em uma sessao de familiarizacdo (dia 3) e teste (dia 4; na
presenga do EC olfatério). A figura 14 mostra o tempo de permanéncia no espago
aberto para cada intensidade de estimulo usada durante o condicionamento. Em 14a
estdo representados os resultados obtidos durante a familiarizagao, em 14b durante
o teste e em 14c estdo representadas a diferenca entre os dados obtidos durante a
sesséo teste menos a familiarizagao (b-a).

A analise estatistica com os dados exibidos na figura 14a detectou um efeito
geral da intensidade [F(4,71)=5,07; p=0,001]. O teste post hoc revelou redugdes
significativas nos grupos de ratas condicionadas com as intensidades de 0,4mA
(p=0,01) e, 1,0 mA (p=0,0006) em relagcéo ao grupo controle.

A analise estatistica com os dados exibidos na figura 14b detectou um efeito
geral da intensidade [F(4,71)=2,68; p=0,03]. Neste caso, a avaliagao post hoc revelou
reducdo significativa em ratas condicionadas na intensidade 1,0 mA (p=0,01) em
relagado ao grupo controle.

A anadlise estatistica com os dados exibidos na figura 14c detectou uma
tendéncia de um efeito da intensidade [F(4,71)=2,36; p=0,06] em relagdo ao grupo

controle.
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Figura 14: Efeito da intensidade de choque sobre a permanéncia no espago aberto durante a sessao
de familiarizagéo e teste na caixa de odor. a) Dados das porcentagens de permanéncia no espago
aberto em funcdo da intensidade de choque no dia da familiarizagdo. b) Dados das porcentagens de
permanéncia no espago aberto em fungao da intensidade de choque no dia do teste e, c) Dados da
porcentagem da diferenga entre os valores obtidos no dia do teste menos o dia da familiarizagéo(b-c).
As barras representam a média + erro padrdo da média da porcentagem de tempo gasto em cada
espaco. Os grupos experimentais foram divididos em: Sem Choque (N=20); 0,4 mA (19); 0,6 mA (7);
0,8 mA (20); e 1,0 mA (10). O teste estatistico (ANOVA de uma via = post hoc) revelou diferencas
significantes (*p<0,05) entre os grupos condicionados com choque e o grupo sem choque.



55

Estes resultados indicam que o condicionamento realizado previamente com
diferentes intensidades de choque ndo modificou a preferéncia pelo espago aberto na
caixa de odor. Uma vez que a ultima analise (dados exibidos em 14c) revelou que
nenhuma intensidade foi capaz de manter a preferéncia pelo espago aberto

aumentada frente ao EC e independente da exibida durante a familiarizagao e teste.

3.1.9 Efeito da intensidade de choque aplicada durante o condicionamento
sobre o tempo de permanéncia no espac¢o préximo EC, durante a sessao de

familiarizacao e teste na caixa de odor

A figura 15 mostra os dados da permanéncia no espacgo das ratas na caixa de
odor, em uma sessao de familiarizagcao (dia 3; sem o EC olfatério) e teste (dia 4; na
presenga do EC olfatério). A figura 15 mostra o tempo de permanéncia no espago
préximo a fonte de odor para cada intensidade de estimulo usada no dia 2 durante o
condicionamento. Em 15a estdo representados os resultados obtidos durante a
familiarizagao, em 15b durante o teste e em 15c estao representadas a diferenca entre
os dados obtidos durante a sessao teste menos a familiarizagéo (b-a).

A analise estatistica com os dados exibidos na figura 15a ndo detectou um
efeito geral da intensidade [F(4,71)= 0,8; p=0,4] em relagcédo ao grupo controle.

A analise estatistica realizada nos dados exibidos na figura 15b detectou um
efeito geral da intensidade [F(4,71)= 4,27 p=0,003]. Neste caso, a avaliagao post hoc
revelou redugdes significativas no tempo de permanéncia proximo do EC, para ratas
condicionadas nas intensidades 0,8 mA (p=0,002) e 1,0 mA (p=0,007) em relagao ao
grupo controle.

A analise estatistica realizada nos dados exibidos na figura 15¢ detectou um
efeito geral da intensidade [F(4,71)= 3,87; p=0,006]. A avaliacdo post hoc confirmou
as diferencas significativas para ratas condicionadas nas intensidades 0,8 mA
(p=0,01) e 1,0 mA (p=0,004) em relagao ao grupo controle.
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Figura 15: Efeito da intensidade de choque sobre a permanéncia no espago proximo ao EC, durante a
sessdo de familiarizagado e teste na caixa de odor. a) Dados das porcentagens de permanéncia no
espago proximo ao EC em fungao da intensidade de choque no dia da familiarizagao. b) Dados das
porcentagens de permanéncia no espago proximo ao EC em fung¢ao da intensidade de choque no dia
do teste e, ¢) Dados da porcentagem da diferenga entre os valores obtidos no dia do teste menos o dia
da familiarizagdo (b-c). As barras representam a média + erro padrdo da média da porcentagem de
tempo gasto em cada espaco. Os grupos experimentais foram divididos em: Sem Choque (N=20); 0,4
mA (19); 0,6 mA (7); 0,8 mA (20); e 1,0mA (10). O teste estatistico (ANOVA de uma via = post hoc)
revelou diferengas significantes (*p<0,05) entre os grupos condicionados com choque e o grupo sem
choque.
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Estes resultados indicam que durante o condicionamento realizado
previamente com diferentes intensidades de choque apenas os grupos que foram
condicionados com as intensidades 0,8 e 1,0 mA, apresentaram reducgdes
significativas no tempo de permanéncia no espacgo proximo da fonte de odor. Esses
dados confirmaram que as redugdes no tempo de permanéncia proximo do EC
ocorreram independente da resposta exibida durante a familiarizagao.

Experimentos realizados anteriormente no Laboratorio de Neurobiologia
Comportamental, utilizando o protocolo do labirinto de cruz elevado, em ratas de 90 e
120 dias, mostraram diferencgas significativas relacionadas a idade no desempenho
neste aparato experimental. Com base nos achados referentes ao experimento 1 e os
dados obtidos na tarefa do labirinto em cruz elevado, o proximo experimento foi
delineado para testar a influéncia da idade e da intensidade no desempenho de ratas

no protocolo de OAC.

3.2 EXPERIMENTO 2. Efeito da Idade na aquisicdo do condicionamento aversivo

olfatério em ratas

3.2.1. Efeito da idade de choque sobre o comportamento defensivo exibido

durante a sessao de condicionamento, familiarizagao e teste

A figura 16 mostra os dados da resposta defensiva exibida pelas ratas em
diferentes idades e intensidades de choque nas patas, durante a sessao de
condicionamento. A figura 16a mostra as respostas defensivas no dia do
condicionamento, a figura 16b a resposta defensiva avaliada no dia da familiarizagao
e teste, na figura 16¢ estdo representadas a diferenga entre os dados obtidos durante
a sessao teste menos a familiarizagao.

A anadlise estatistica realizada através do teste de Kruskal-Wallis, com os
dados exibidos na figura 16a detectou um efeito geral da idade de choque durante o
condicionamento [H(5,59)= 43,06 ; p=0,00001]. A avaliagédo post hoc, entretanto, néo
detectou diferencas significativas na resposta defensiva entre os grupos de 120 dias
quando comparados aos de 90 dias.

A analise estatistica realizada nos dados exibidos na figura 16b obtidos

durante o dia da familiarizagado na caixa de odor, detectou um efeito geral da idade
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[H(5,59)= 16,83 ; p=0,004]. Entretanto, a avaliagao post hoc nao detectou diferengas
significativas na resposta defensiva entre os grupos de 120 dias, quando comparados
aos controles de 90 dias.

Ainda referente a figura 16b para o dia do teste, a analise estatistica detectou
um efeito geral da idade [H(5,59)= 31,87 ; p=0,00001]. Novamente, o teste post hoc
nao detectou diferengas significativas na resposta entre os grupos de 120 dias,
quando comparados aos controles de 90 dias.

A andlise estatistica realizada com os dados exibidos na figura 16¢c nao
detectou um efeito geral da idade [H(5,59)= 13,43; p=0,1] entre os grupos de 120 dias

e seus respectivos controles de 90 dias.
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Figura 16: Efeito da idade de choque diferentes sobre o comportamento defensivo exibido durante a
sessao de condicionamento, familiarizacao, teste e diferenca entre o dia do teste e familiarizagao, teste
e diferenga entre o dia do teste e familiarizagdo. a) Dados das porcentagens de comportamentos
defensivos agrupados exibidos em fungéo da idade de choque no dia da familiarizagdo. b) Dados das
porcentagens de comportamentos defensivos agrupados exibidos em fungédo da idade de choque no
dia da familiarizagéo e dia do teste e, ¢c) Dados da porcentagem da diferenca entre os valores obtidos
no dia do teste menos o dia da familiarizagdo. As barras representam a mediana + intervalo interquartil
superior e inferior dos comportamentos nao defensivos. Os grupos experimentais foram divididos em:
As barras sdo organizadas na ordem, 1: Sem choque de 90 dias (N=10) e 120 dias (10), 2: 0,4 mA 90
dias (7) e 120 dias (12); 3: 0,8 mA 90 dias (10) e 120 dias (10). O teste estatistico (Kruskal-Wallis =
post hoc) revelou diferengas significantes (*p<0,05) entre os grupos condicionados com choque e o
grupo sem choque.
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Estes resultados indicam que o condicionamento realizado previamente nas
ratas com diferentes idades nao foi capaz de modificar o padrao comportamental das
respostas defensivas durante as diferentes sessées do CAO. Uma vez que a ultima
analise (dados exibidos em 16¢) confirmou que nao existe diferenga ao compararmos

os dados das ratas de 120 dias com seus respectivos controles de 90 dias.

3.2.2 Efeito da idade de choque sobre o comportamento de avaliagao de risco

exibido durante a sessao de condicionamento, familiarizagao e teste

A figura 17 mostra os dados da resposta de AR exibida pelas ratas em
diferentes idades e intensidades de choque nas patas durante a sessido de
condicionamento. A figura 17a mostra as respostas de AR no dia do condicionamento,
a figura 17b a resposta avaliada no dia da familiarizacao e teste e na figura 17c estéao
representadas a diferenca entre os dados obtidos durante a sessao teste menos a
familiarizacao.

A analise estatistica realizada através do teste de Kruskal-Wallis, com os
dados exibidos na figura 17a detectou um efeito geral da idade [H(5,59)= 31,86 ;
p=0,00001]. A avaliagcdo post hoc nao foi capaz de detectar diferengas significativas
na resposta de AR, durante o dia do condicionamento entre os grupos de 120 dias
quando comparados aos controles de 90 dias.

A analise estatistica realizada através do teste de Kruskal-Wallis, com os
dados exibidos na figura 17b para o dia da familiarizagdo detectou um efeito geral da
idade [H(5,59)= 38,28 ; p=0,00001]. Ainda referente aimagem 17b para o dia do teste,
a analise estatistica detectou um efeito geral da idade [H(5,59)= 31,07 ; p=0,00001].
Para os dias das sessdes de familiarizagao e teste, a avaliagao post hoc nao foi capaz
de detectar diferencas significativas na resposta entre os grupos de 120 dias quando
comparados aos controles de 90 dias.

A analise estatistica realizada com os dados exibidos na figura 17c¢ detectou
um efeito geral da idade [H(5,59)= 21,67; p=0,0006]. Nesta analise a avaliagdo post

hoc néo revelou diferenga significativa entre os grupos e seus controles.
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Figura 17: Efeito da idade de choque diferentes sobre o comportamento de avaliagéo de risco, exibido
durante a sessao de condicionamento, familiarizagéo, teste e diferenca entre o dia do teste e
familiarizagao, teste e diferenga entre o dia do teste e familiarizagdo. a) Dados das porcentagens de
comportamentos de AR agrupados exibidos em fungéo da idade de choque no dia da familiarizagéo. b)
Dados das porcentagens de comportamentos de AR agrupados exibidos em fungéo da idade de choque
no dia da familiarizagao e dia do teste e, ¢) Dados da porcentagem da diferenga entre os valores obtidos
no dia do teste menos o dia da familiarizagdo. As barras representam a mediana + intervalo interquartil
superior e inferior dos comportamentos nao defensivos. Os grupos experimentais foram divididos em:
As barras sdo organizadas na ordem, 1: Sem choque de 90 dias (N=10) e 120 dias (10), 2: 0,4mA 90
dias (7) e 120 dias (12); 3: 0,8mA 90 dias (10) e 120 dias (10). O teste estatistico (Kruskal-Wallis = post
hoc) revelou diferengas significantes (*p<0,05) entre os grupos condicionados com choque € o grupo
sem choque.
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Estes resultados indicam que o condicionamento realizado previamente nas
ratas com diferentes idades nao foi capaz de modificar o padrao comportamental de
AR durante as diferentes sessées do CAO. Uma vez que a ultima analise (dados
exibidos em 17c¢) confirmou que n&o existe diferenga ao compararmos os dados das

ratas de 120 dias com seus respectivos controles de 90 dias.

3.2.3 Efeito da idade de choque sobre o comportamento nao defensivo exibido

durante a sessao de condicionamento, familiarizagao e teste

A figura 18 mostra os dados da resposta n&o defensiva exibida pelas ratas em
diferentes idades e intensidades de choque nas patas, durante a sessdo de
condicionamento. A figura 18a mostra as respostas nao defensivas no dia do
condicionamento, a figura 18b a resposta avaliada no dia da familiarizacao e teste e,
na figura 18c estdo representadas a diferenga entre os dados obtidos durante a
sessdo teste menos a familiarizagao.

A analise estatistica realizada através do teste de Kruskal-Wallis, com os
dados exibidos na figura 18a detectou um efeito geral da idade [H(5,59)= 45,02 ;
p=0,00001]. A avaliacado post hoc nao foi capaz de detectar diferengas significativas
na resposta durante o dia do condicionamento entre os grupos de 120 dias quando
comparados aos controles de 90 dias.

A analise estatistica realizada através do teste de Kruskal-Wallis, com os
dados exibidos na figura 18b para o dia da familiarizagao detectou um efeito geral da
idade [H(5,59)= 43,24 ; p=0,00001]. Ainda referente a imagem 18b para o dia do teste
a analise estatistica detectou um efeito geral da idade [H(5,59)= 41,68; p=0,00001].
Para os dias das sessdes de familiarizagao e teste, a avaliagdo post hoc nao foi capaz
de detectar diferencas significativas na resposta entre os grupos de 120 dias quando
comparados aos controles de 90 dias.

A anadlise estatistica realizada com os dados exibidos na figura 18c nao
detectou um efeito geral da idade [H(5,59)= 13,01; p=0,2].
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Figura 18: Efeito da idade de choque diferentes sobre o comportamento ndo defensivo exibido durante
a sessao de condicionamento, familiarizagao, teste e diferencga entre o dia do teste e familiarizagéo. a)
Dados das porcentagens de comportamentos ndo defensivos agrupados exibidos em func¢ao da idade
de choque no dia da familiarizagdo. b) Dados das porcentagens de comportamentos ndo defensivos
agrupados exibidos em funcéo da idade de choque no dia da familiarizagéo e dia do teste e, c) Dados
da porcentagem da diferenca entre os valores obtidos no dia do teste menos o dia da familiarizag&o.
As barras representam a mediana + intervalo interquartil superior e inferior dos comportamentos nao
defensivos. Os grupos experimentais foram divididos em: As barras sao organizadas na ordem, 1: Sem
choque de 90 dias (N=10) e 120 dias (10), 2: 0,4 mA 90 dias (7) e 120 dias (12); 3: 0,8 mA 90 dias (10)
e 120 dias (10). O teste estatistico (Kruskal-Wallis = post hoc) revelou diferencas significantes (*p<0,05)
entre os grupos condicionados com choque e o grupo sem choque.
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Estes resultados indicam que o condicionamento realizado previamente nas
ratas com diferentes idades nao foi capaz de modificar o padrao comportamental das
respostas ndo defensivas durante as diferentes sessdes do CAO. Uma vez que a
ultima analise (dados exibidos em 18c) confirmou que n&o existe diferenga ao
compararmos os dados das ratas de 120 dias com seus respectivos controles de 90

dias.

3.2.4 Efeito da idade de choque sobre o tempo de permanéncia no espago

fechado durante a sessao de familiarizagao e teste

A figura 19 mostra os dados referentes ao tempo de permanéncia no espago
fechado pelas ratas na caixa de odor em uma sessao de familiarizagcao (dia 3; sem o
EC olfatério) e teste (dia 4; na presenga do EC olfatério). A figura 19 mostra o tempo
de permanéncia no espaco fechado para cada idade de estimulo usada no dia 2
durante o condicionamento. Em 19a estdo representados os resultados obtidos
durante a familiarizagdo, em 19b durante o teste e em 19c estdo representadas a
diferenga entre os dados obtidos durante a sessao teste menos a familiarizagao.

A analise estatistica realizada através do teste ANOVA de uma via, com os
dados exibidos na figura 19a detectou um efeito geral da idade [F(5,53)= 2,57; p=0,03].
A avaliacao post hoc revelou diferenca significativa entre o grupo choque 0,4mA de
120 dias (p=0,006), quando comparado ao grupo choque 0,4mA de 90 dias.

A analise estatistica realizada através do teste ANOVA, com os dados
exibidos na figura 19b detectou um efeito geral da idade [F(5,53)=2,50; p=0,04]. A
avaliacao post hoc revelou diferenga significativa entre o grupo choque 0,4mA de 120
dias (p=0,01), quando comparado ao grupo choque 0,4mA de 90 dias.

A anadlise estatistica realizada através do teste ANOVA, com os dados

exibidos na figura 19c nédo detectou um efeito geral da idade [F (5,53) = 1,60; p=0,1].
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Figura 19: Efeito da idade de choque sobre a permanéncia no espago fechado, durante a sesséo de
familiarizag&o e teste na caixa de odor. a) Dados das porcentagens de permanéncia no espaco fechado
em funcéo da idade de choque no dia da familiarizagdo. b) Dados das porcentagens de permanéncia
no espaco fechado em fungédo da idade de choque no dia do teste e, c) Dados da porcentagem da
diferencga entre os valores obtidos no dia do teste menos o dia da familiarizagao. As barras representam
a média + erro padrdo da média da porcentagem de tempo gasto em cada espago. Os grupos
experimentais foram divididos em As barras sao organizadas na ordem, 1: Sem choque de 90 dias
(N=10) e 120 dias (10), 2: 0,4 mA 90 dias (7) e 120 dias (12); 3: 0,8 mA 90 dias (10) e 120 dias (10). O
teste estatistico (ANOVA de uma via = post hoc) revelou diferengas significantes (*p<0,05) entre os
grupos condicionados com choque e o grupo sem choque.
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Estes resultados indicam que o condicionamento realizado previamente com
diferentes idades e intensidades de choque n&do modificaram a preferéncia pelo
espaco fechado na caixa de odor. Assim, apesar do efeito significante observado
durante a sessao de familiarizagdo e teste nas ratas do grupo 0,4mA, ao realizar-se
uma analise, onde comparou-se as respostas obtidas pela mesma rata durante o teste
menos a familiarizagdo. Esta ultima analise (dados exibidos em 19c) revelou que
nenhuma idade foi capaz de manter o aumento da permanéncia no espacgo fechado

frente ao EC e independente da exibida durante a familiarizacéo e teste.

3.2.5 Efeito da idade de choque sobre o tempo de permanéncia no espago aberto

durante a sessao de familiarizagao e teste

A figura 20 mostra os dados referentes ao tempo de permanéncia no espacgo
aberto pelas ratas na caixa de odor, em uma sessao de familiarizacao (dia 3; sem o
EC olfatério) e teste (dia 4; na presenga do EC olfatorio). A figura 20 mostra o tempo
de permanéncia no espacgo aberto para cada idade de estimulo usada no dia 2 durante
o condicionamento. Em 20a estdo representados os resultados obtidos durante a
familiarizagao, em 20b durante o teste e em 20c estao representadas a diferenca entre
os dados obtidos durante a sessao teste menos a familiarizagao.

A analise estatistica realizada através do teste ANOVA de uma via, com os
dados exibidos na figura 20a detectou um efeito geral da idade pela intensidade
[F(5,53)= 2,39; p=0,04]. A avaliagao post hoc revelou diferenga significativa entre o
grupo choque 0,4mA de 120 dias (p=0,01), quando comparado ao grupo choque
0,4mA de 90 dias.

A anadlise estatistica realizada através do teste ANOVA, com os dados
exibidos na figura 20b detectou um efeito geral da idade [F(5,53)=3,20; p=0,01]. A
avaliagao post hoc revelou diferenga significativa entre o grupo: 1 0,4mA de 120 dias
(p=0,01), quando comparado ao grupo 0,4mA de 90 dias e 2: 0,8mA de 120 dias
(p=0,03), quando comparado ao grupo 0,8mA de 90 dias.

A andlise estatistica realizada através do teste ANOVA, com os dados exibidos
na figura 20c nao detectou um efeito geral da idade [F (5,53) = 1,75; p=0,1] entre os

grupos de 120 dias e seus controles de 90 dias.
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Figura 20: Efeito da idade de choque sobre a permanéncia no espago aberto, durante a sessdo de
familiarizagéo e teste na caixa de odor. a) Dados das porcentagens de permanéncia no espago aberto
em funcgao da idade de choque no dia da familiarizagdo. b) Dados das porcentagens de permanéncia
no espacgo aberto em fungdo da idade de choque no dia do teste e, ¢) Dados da porcentagem da
diferenga entre os valores obtidos no dia do teste menos o dia da familiarizagdo. As barras representam
a média + erro padrdo da média da porcentagem de tempo gasto em cada espago. Os grupos
experimentais foram divididos em As barras sao organizadas na ordem, 1: Sem choque de 90 dias
(N=10) e 120 dias (10), 2: 0,4 mA 90 dias (7) e 120 dias (12); 3: 0,8 mA 90 dias (10) e 120 dias (10). O
teste estatistico (ANOVA de uma via = post hoc) revelou diferengas significantes (*p<0,05) entre os
grupos condicionados com choque e o grupo sem choque.
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Estes resultados indicam que o condicionamento realizado previamente com
diferentes idades e intensidades de choque ndo modificaram a preferéncia pelo
espaco aberto na caixa de odor. Assim, apesar do efeito significante observado
durante a sess&o de familiarizagéo e teste nas ratas do grupo 0,4mA e 0,8mA ao
realizar-se uma analise, onde comparou-se as respostas obtidas pela mesma rata
durante o teste menos a familiarizagao. Nesta ultima analise (dados exibidos em 20c)
revelou que nenhuma idade foi capaz de manter a reducido da permanéncia no espago

aberto frente ao EC e independente da exibida durante a familiarizagao e teste.

3.2.6 Efeito da idade de choque sobre o tempo de permanéncia no espago

proximo ao EC, durante a sessao de familiarizagao e teste

A figura 21 mostra os dados referentes ao tempo de permanéncia no espaco
préximo ao EC pelas ratas na caixa de odor em uma sessao de familiarizacao (dia 3;
sem o EC olfatorio) e teste (dia 4; na presenga do EC olfatorio). A figura 21 mostra o
tempo de permanéncia no espacgo proximo ao EC para cada idade de estimulo usada
no dia 2 durante o condicionamento. Em 21a estdo representados os resultados
obtidos durante a familiarizagdo, em 21b durante o teste e em 21c estao
representadas a diferenca entre os dados obtidos durante a sessao teste menos a
familiarizagao.

A andlise estatistica com os dados exibidos na figura 21a, ndo detectou um
efeito geral da idade [F(5,53)= 1,93; p=0,1] entre os grupos de 120 dias quando
comparados ao seus controles de 90 dias.

A analise estatistica realizada nos dados exibidos na figura 21b detectou um
efeito geral da idade [F(5,53)=3,22; p=0,01]. Entretanto, a avaliagdo post hoc nao
revelou diferenca significativa entre os grupos de 120 dias, quando comparados aos
grupos de 90 dias.

A analise estatistica realizada nos dados exibidos na figura 21c detectou um
efeito geral da idade [F (5,53) = 4,18; p=0,002]. A avaliagcéo post hoc revelou diferenca
significativa (p=0,03) entre os grupos que nao receberam choque durante o
condicionamento de 120 dias, quando comparado ao de 90 dias.
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Figura 21: Efeito da idade de choque sobre a permanéncia no espago proximo ao EC, durante a sessao
de familiarizagéo e teste na caixa de odor. a) Dados das porcentagens de permanéncia no espago
préximo ao EC em fungéo da idade de choque no dia da familiarizagao. b) Dados das porcentagens de
permanéncia no espago proximo ao EC em fungao da idade de choque no dia do teste e, ¢) Dados da
porcentagem da diferenga entre os valores obtidos no dia do teste menos o dia da familiarizagdo. As
barras representam a média + erro padrao da média da porcentagem de tempo gasto em cada espaco.
Os grupos experimentais foram divididos em As barras sdo organizadas na ordem, 1: Sem choque de
90 dias (N=10) e 120 dias (10), 2: 0,4 mA 90 dias (7) e 120 dias (12); 3: 0,8 mA 90 dias (10) e 120 dias
(10). O teste estatistico (ANOVA de uma via = post hoc) revelou diferengas significantes (*p<0,05) entre
os grupos condicionados com choque e o grupo sem choque.
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Estes resultados indicam que o condicionamento realizado previamente com
diferentes idades e intensidades de choque ndo modificaram o tempo de permanéncia
no espago proximo ao EC na caixa de odor. Esta ultima analise (dados exibidos em
21c) revelou que nenhuma das idades e intensidades testadas foi capaz de manter a
proximidade ao EC aumentada e independente da exibida durante a familiarizagao.
Entretanto, ratas néo estimuladas com choque aos 120 dias apresentaram aumento
no tempo de permanéncia no espago préximo ao EC quando comparadas ao grupo
de 90 dias. Esse ultimo resultado sugere que as ratas aos 120 dias tendem a se
aproximar mais do estimulo olfatério, que esteve presente anteriormente em outro
contexto.

Os resultados do experimento 2, visava analisar se a idade era um fator
preponderante para a expressao de comportamentos aversivos em ratas submetidas
ao condicionamento aversivo olfatorio, indicaram que n&o ha diferenga estatistica
significativa para o fator idade. Sendo assim, os demais experimentos sobre o efeito
farmacolégico do MDZ e PROP ndo consideram o fator idade como variavel

independente.

3.3 EXPERIMENTO 3. Efeito do midazolam sobre a aquisicdo do condicionamento

aversivo olfatério

3.3.1 Efeitos do tratamento com midazolam sobre o comportamento defensivo

durante o condicionamento, familiarizagao e teste

A figura 22 mostra os dados da resposta defensiva em ratas tratadas com
salina ou MDZ e condicionadas com duas intensidades de choque 0,4 ou 0,8 mA. A
figura 22a mostra as respostas defensivas no dia do condicionamento, a figura 22b, a
resposta defensiva avaliada no dia da familiarizagdo e teste e na figura 22c estéao
representadas a diferenca entre os dados obtidos durante a sessao teste menos a
familiarizagao.

A anadlise estatistica realizada através do teste de Kruskal-Wallis, com os
dados exibidos na figura 22a nao detectou um efeito geral do tratamento [H(3,40)=

4,11; p=0,2] em relagao aos respectivos controles.
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A analise estatistica nos dados exibidos na figura 22b para o dia da
familiarizagao, detectou uma tendéncia para o tratamento [H(3,40)= 7,47 ; p=0,05].
Para o dia do teste, a analise também revelou uma tendéncia do tratamento [H(3,40)=
6,98 ; p=0,07]. Em ambos os casos nenhuma diferenga significativa foi revelada pelo
teste post hoc.

A andlise estatistica realizada com os dados exibidos na figura 22c nao
detectou um efeito geral do tratamento [H(3,40)= 4,65; p=0,1] em relacdo aos

respectivos controles.
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Figura 22: Efeito do tratamento com midazolam em diferentes intensidades, sobre o comportamento
defensivo, exibido durante a sessdo de condicionamento, familiarizagdo, teste. a) Dados das
porcentagens de comportamentos defensivos agrupados exibidos em fun¢éo do tratamento com MDZ
no dia do condicionamento. b) Dados das porcentagens de comportamentos defensivos agrupados
exibidos em funcdo do tratamento com MDZ no dia da familiarizagcdo e dia do teste e, c) Dados da
porcentagem da diferenca entre os valores obtidos no dia do teste menos o dia da familiarizagdo. As
barras representam a mediana + intervalo interquartil superior e inferior dos comportamentos nao
defensivos. Os grupos experimentais foram divididos em: As barras sdo organizadas na ordem, 1: SAL
+ 0,4 mA (N=12) ou MDZ + 0,4 mA (10); 2: SAL + 0,8 mA (10) ou MDZ + 0,8 mA (8). O teste estatistico
(Kruskal-Wallis = post hoc) revelou diferengas significantes (*p<0,05) entre os grupos tratados ou nao.
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Estes resultados indicam que o tratamento com MDZ realizado previamente
antes da sessdo de condicionamento, nao interferiu na resposta defensiva exibida
durante nenhuma das sessées do CAO. E apds realizar-se uma ultima analise,
comparou-se as respostas defensivas exibidas pela mesma rata durante a
familiarizacao e teste. Nessa analise (dados exibidos em 22c¢) confirmou que nao ha
diferenga significativa para o comportamento defensivo entre o grupo tratado com

MDZ quando comparados aos seus respectivos controles.

3.3.2 Efeitos do tratamento com midazolam sobre o comportamento de

avaliacao de risco durante o condicionamento, familiarizagao e teste

A figura 23 mostra os dados da resposta de AR exibida pelas ratas apods
receberem salina ou MDZ em intensidades de 0,4 ou 0,8 mA nas patas, durante a
sessdo de condicionamento. A figura 23a mostra as respostas de AR no dia do
condicionamento, a figura 23b a resposta de AR avaliada no dia da familiarizagao e
teste e na figura 23c estao representadas a diferenga entre os dados obtidos durante
a sessao teste menos a familiarizagao.

A analise estatistica realizada através do teste de Kruskal-Wallis, com os
dados exibidos na figura 23a ndo detectou um efeito geral do tratamento [H(3,40)=
2,54 ; p=0,4] quando comparados aos seus respectivos controles.

A analise estatistica nos dados exibidos na figura 23b para o dia da
familiarizagao detectou um efeito geral do tratamento [H(3,40)= 17,10; p=0,0007]. O
teste post hoc detectou um aumento na AR para o grupo MDZ que foi condicionado
com choque de 0,8 mA (p=0,002), quando comparado ao grupo salina durante o dia
da familiarizagao.

Na figura 23b referente ao dia do teste, a analise detectou um efeito geral do
tratamento [H(3,40)=22,96; p=0,00001]. O teste post hoc revelou um aumento no
parametro de AR nos grupos tratados com MDZ e condicionados com choques de 0,4
mA (p=0,01) e 0,8 mA (p=0,001) quando comparados aos respectivos controles
tratados com salina.

A analise estatistica realizada com os dados exibidos na figura 23c detectou

um efeito geral do tratamento [H(3,40)= 13,36; p=0,003]. A avaliagdo post hoc revelou
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diferencga significativa entre o grupo que recebeu MDZ e choque de 0,8 mA (p=0,04),

quando comparado ao grupo salina.
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Figura 23: Efeito do tratamento com midazolam em diferentes intensidades, sobre o comportamento de
avaliacdo de risco, exibido durante a sessdo de condicionamento, familiarizacao, teste. a) Dados das
porcentagens de comportamentos de AR agrupados exibidos em fun¢éo do tratamento com MDZ no
dia do condicionamento. b) Dados das porcentagens de comportamentos de AR agrupados exibidos
em fungéo do tratamento com MDZ no dia da familiarizagao e dia do teste e, ¢c) Dados da porcentagem
da diferenga entre os valores obtidos no dia do teste menos o dia da familiarizagdo. As barras
representam a mediana + intervalo interquartil superior e inferior dos comportamentos ndo defensivos.
Os grupos experimentais foram divididos em: As barras sdo organizadas na ordem, 1: SAL + 0,4 mA
(N=12) ou MDZ + 0,4 mA (10); 2: SAL + 0,8 mA (10) ou MDZ + 0,8 mA (8). O teste estatistico (Kruskal-
Wallis = post hoc) revelou diferengas significantes (*p<0,05) entre os grupos tratados ou nao.
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Estes resultados indicam que o tratamento com MDZ realizado previamente
antes da sessao de condicionamento, nao interferiu na resposta de AR exibida durante
a sessdo de condicionamento. E, apesar do efeito aumento significante desse
comportamento nas ratas, que previamente tratados e condicionadas com choque 0,4
ou 0,8 mA observados durante a sesséao teste, realizou-se uma analise, comparando
as respostas de AR exibidas pela mesma rata durante a familiarizagcdo. Essa ultima
analise (dados exibidos em 23c) revelou que esse aumento de comportamento de AR
permaneceu apenas no grupo tratado com MDZ e condicionadas com choque 0,8 mA

quando comparado ao seu respectivo controle (SAL 0,8 mA).

3.3.3 Efeitos do tratamento com midazolam sobre o comportamento nao

defensivo durante o condicionamento, familiarizacao e teste

A figura 24 mostra os dados da resposta ndo defensiva exibida pelas ratas
apos receberem salina ou MDZ em intensidades de 0,4 ou 0,8 mA nas patas, durante
a sessao de condicionamento. A figura 24a mostra a resposta ndo defensiva no dia
do condicionamento, a figura 24b a resposta avaliada no dia da familiarizacao e teste
e a figura 24c estao representadas a diferenca entre os dados obtidos durante a
sessao teste menos a familiarizagao.

A analise estatistica realizada através do teste de Kruskal-Wallis, com os
dados exibidos na figura 24a detectou um efeito geral do tratamento [H(3,40)= 20,01;
p=0,0002]. Entretanto, a avaliacdo post hoc nao foi capaz de detectar diferencas
significativas na resposta durante o dia do condicionamento entre os grupos e seus
respectivos controles.

A analise estatistica realizada através do teste de Kruskal-Wallis, com os
dados exibidos na figura 24b para o dia da familiarizagao detectou um efeito geral do
tratamento [H(3,40)= 13,86; p=0,003]. Para esse dia o teste post hoc nao detectou
diferencgas significativas na resposta entre os grupos e seus respectivos controles.

Ainda na figura 24b durante o dia do teste, a analise estatistica detectou um
efeito geral do tratamento [H(3,40)= 16,51; p=0,0009]. Para este dia o teste post hoc
detectou que houve diferencas significativas na resposta para o grupo que recebeu

MDZ e choque de 0,4 mA (p=0,02) comparado ao seu grupo controle.
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A analise estatistica realizada, com os dados exibidos na figura 24c detectou
um efeito geral do tratamento [H(3,40)= 8,32; p=0,03]. A avaliagdo post hoc nao
revelou diferenga significativa entre o grupo que recebeu MDZ e seus respectivos

controles.
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Figura 24: Efeito do tratamento com midazolam em diferentes intensidades, sobre o comportamento
nao defensivo, exibido durante a sessdo de condicionamento, familiarizagcao, teste. a) Dados das
porcentagens de comportamentos nao defensivos agrupados exibidos em fungéo do tratamento com
MDZ no dia do condicionamento. b) Dados das porcentagens de comportamentos n&o defensivos
agrupados exibidos em fung¢ado do tratamento com MDZ no dia da familiarizagao e dia do teste e, c)
Dados da porcentagem da diferenga entre os valores obtidos no dia do teste menos o dia da
familiarizagdo. As barras representam a mediana + intervalo interquartil superior e inferior dos
comportamentos n&do defensivos. Os grupos experimentais foram divididos em: As barras sao
organizadas na ordem, 1: SAL + 0,4 mA (N=12) ou MDZ + 0,4 mA (10); 2: SAL + 0,8 mA (10) ou MDZ
+ 0,8 mA (8). O teste estatistico (Kruskal-Wallis = post hoc) revelou diferengas significantes (*p<0,05)
entre os grupos tratados ou néo.
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Estes resultados indicam que o tratamento com MDZ, realizado previamente
antes da sessao de condicionamento, nao interferiu na resposta nao defensiva exibida
durante a sessdo de condicionamento. E apesar da redugao significativa desse
comportamento nas ratas que previamente tratadas e condicionadas com choque 0,4
mA observados durante a sessao teste, realizamos uma analise comparando as
respostas nao defensivas exibidas pela mesma rata durante a familiarizagcéo. Essa
ultima analise (dados exibidos em 24c) revelou que esse grupo de ratas tratadas com
MDZ e condicionadas com choque 0,4 mA n&o conseguiu manter essa redugao de
comportamento ndo defensivo quando comparados ao seu respectivo controle (SAL
0,4 mA).

3.3.4 Efeitos do tratamento com midazolam no tempo de permanéncia no espaco

fechado durante a familiarizagao e teste

A figura 25 mostra os dados do tempo de permanéncia das ratas no espaco
fechado na caixa de odor em uma sesséao de familiarizagéo (dia 3; sem o EC olfatério)
e teste (dia 4; na presenca do EC olfatério). A figura 25 mostra o tempo de
permanéncia no espacgo fechado para cada grupo. Em 25a estao representados os
resultados obtidos durante a familiarizagdo, em 25b durante o teste e em 25c estao
representadas a diferenca entre os dados obtidos durante a sessao teste menos a
familiarizagao.

A analise estatistica realizada através do teste ANOVA de uma via para o dia
da familiarizagdo, com os dados exibidos na figura 25a detectou uma tendéncia de
efeito geral do tratamento [F(3,36)=2,61; p=0,06]. A avaliacdo post hoc revelou
diferengas significativas entre o grupo que recebeu MDZ e choque 0,8mA (p=0,02),
quando comparado ao seu controle (SAL + 0,8mA).

A anédlise estatistica realizada através do teste ANOVA, com os dados
exibidos na figura 25b ndo detectou um efeito geral do tratamento [F(3,36)=0,18;
p=0,9] quando comparados aos seus respectivos controles.

A anadlise estatistica realizada através do teste ANOVA, com os dados
exibidos na figura 25c ndo detectou um efeito geral do tratamento [F(3,36) = 1,57;

p=0,2] quando comparados aos seus respectivos controles.
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Figura 25: Efeito do tratamento com midazolam em diferentes intensidades de choque sobre a
permanéncia no espago fechado, durante a sessao de familiarizagéo e teste na caixa de odor. a) Dados
das porcentagens de permanéncia no espago fechado em fungao do tratamento com MDZ no dia da
familiarizagdo. b) Dados das porcentagens de permanéncia no espago fechado em fungédo do
tratamento com MDZ no dia do teste e, ¢c) Dados da porcentagem da diferenga entre os valores obtidos
no dia do teste menos o dia da familiarizagdo. As barras representam a média + erro padrdo da média
da porcentagem de tempo gasto em cada espago. Os grupos experimentais foram divididos em: As
barras s&o organizadas na ordem, 1: SAL + 0,4 mA (N 12) ou MDZ + 0,4 mA (10); 2: SAL + 0,8 mA (10)
ou MDZ + 0,8 mA (8). O teste estatistico (ANOVA de uma via = post hoc) revelou diferengas
significantes (*p<0,05) entre os grupos tratados ou néo.
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Estes resultados indicam que o tratamento com MDZ em ratas condicionadas
com choque 0,4 mA ou 0,8 mA ndo modificam o tempo de permanéncia no espacgo
fechado na caixa de odor. Uma vez, que na ultima analise (dados exibidos em 25c)
revelou que nenhuma das intensidades testadas foi capaz de reduzir o tempo de
permanéncia no espaco fechado e independente da exibida durante a familiarizagao

do grupo condicionada com choque 0,8 mA.

3.3.5 Efeitos do tratamento com midazolam no tempo de permanéncia no espago

aberto durante a familiarizagao e teste

A figura 26 mostra os dados do tempo de permanéncia das ratas no espaco
aberto na caixa de odor, em uma sessao de familiarizagéo (dia 3; sem o EC olfatorio)
e teste (dia 4; na presengca do EC olfatério). A figura 26 mostra o tempo de
permanéncia no espago aberto para cada grupo. Em 26a estdo representados os
resultados obtidos durante a familiarizacdo, em 26b durante o teste e em 26¢ estao
representadas a diferenca entre os dados obtidos durante a sessao teste menos a
familiarizacao.

A analise estatistica realizada através do teste ANOVA de uma via para o dia
da familiarizagdo, com os dados exibidos na figura 26a detectou uma tendéncia de
efeito geral do tratamento [F(3,36)=2,30; p=0,09]. A avaliagdo post hoc revelou
diferencgas significativas entre o grupo que recebeu MDZ e choque 0,8mA (p=0,04),
quando comparado ao seu controle (SAL + 0,8mA).

A anadlise estatistica realizada através do teste ANOVA, com os dados
exibidos na figura 26b ndo detectou um efeito geral do tratamento [F(3,36)=0,48;
p=0,6] quando comparados aos seus respectivos controles.

A andlise estatistica realizada através do teste ANOVA, com os dados
exibidos na figura 26¢c ndo detectou um efeito geral do tratamento [F(3,36) = 1,38;

p=0,2] quando comparados aos seus respectivos controles.
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Figura 26: Efeito do tratamento com midazolam em diferentes intensidades de choque sobre a
permanéncia no espaco aberto, durante a sessao de familiarizagao e teste na caixa de odor. a) Dados
das porcentagens de permanéncia no espaco aberto em fung¢do do tratamento com MDZ no dia da
familiarizag&o. b) Dados das porcentagens de permanéncia no espaco aberto em fungao do tratamento
com MDZ no dia do teste e, c) Dados da porcentagem da diferenga entre os valores obtidos no dia do
teste menos o dia da familiarizagdo. As barras representam a média + erro padrdo da média da
porcentagem de tempo gasto em cada espaco. Os grupos experimentais foram divididos em: As barras
sdo organizadas na ordem, 1: SAL + 0,4 mA (N=12) ou MDZ + 0,4 mA (10); 2: SAL + 0,8 mA (10) ou
MDZ + 0,8 mA (8). O teste estatistico (ANOVA de uma via = post hoc) revelou diferengas significantes
(*p<0,05) entre os grupos tratados ou nao.
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Estes resultados indicam que o tratamento com MDZ em ratas condicionadas
com choque 0,4mA ou 0,8 mA ndo modificam o tempo de permanéncia no espago
aberto na caixa de odor. Uma vez, que a ultima analise (dados exibidos em 26c¢)
revelou que nenhuma das intensidades testadas foi capaz de aumentar
significativamente o tempo de permanéncia no espacgo aberto e independente da

exibida durante a familiarizagdo do grupo condicionada com choque 0,8 mA.

3.3.6 Efeitos do tratamento com midazolam no tempo de permanéncia no espago

proximo ao EC durante a familiarizagao e teste

A figura 27 mostra os dados do tempo de permanéncia das ratas pelo espaco
préximo na caixa de odor, em uma sessao de familiarizagao (dia 3; sem o EC olfatério)
e teste (dia 4; na presenga do EC olfatorio). A figura 27 mostra o tempo de
permanéncia no espago proximo para cada grupo. Em 27a estdo representados os
resultados obtidos durante a familiarizagdo, em 27b durante o teste e em 27c estao
representadas a diferenca entre os dados obtidos durante a sessao teste menos a
familiarizagao.

A analise estatistica realizada através do teste ANOVA de uma via para o dia
da familiarizagdao, com os dados exibidos na figura 27a detectou um efeito geral do
tratamento [F(3,36)=2,99; p=0,04]. A avaliagcdo post hoc revelou diferencas
significativas entre o grupo que recebeu MDZ e choque 0,8mA (p=0,02) quando
comparado ao seu controle (SAL + 0,8mA).

A analise estatistica realizada através do teste ANOVA, com os dados
exibidos na figura 27b ndo detectou um efeito geral do tratamento [F(3,36)=1,72;
p=0,1] quando comparados aos seus respectivos controles.

A anadlise estatistica realizada através do teste ANOVA, com os dados
exibidos na figura 27c nédo detectou um efeito geral do tratamento [F(3,36) = 2,16;

p=0,1] quando comparados aos seus respectivos controles.
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Figura 27: Efeito do tratamento com midazolam em diferentes intensidades de choque sobre a
permanéncia no espaco proximo ao EC, durante a sessao de familiarizacao e teste na caixa de odor.
a) Dados das porcentagens de permanéncia no espago proximo ao EC em fungao do tratamento com
MDZ no dia da familiarizagéo. b) Dados das porcentagens de permanéncia no espago préximo ao EC
em fungao do tratamento com MDZ no dia do teste e, ¢) Dados da porcentagem da diferenca entre os
valores obtidos no dia do teste menos o dia da familiarizagdo. As barras representam a média + erro
padrao da média da porcentagem de tempo gasto em cada espago. Os grupos experimentais foram
divididos em: As barras s&o organizadas na ordem, 1: SAL + 0,4 mA (N=12) ou MDZ + 0,4 mA (10); 2:
SAL + 0,8 mA (10) ou MDZ + 0,8 mA (8). O teste estatistico (ANOVA de uma via = post hoc) revelou
diferencgas significantes (*p<0,05) entre os grupos tratados ou néo.
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Estes resultados indicam que o tratamento com MDZ em ratas condicionadas
com choque 0,4 mA ou 0,8 mA ndo modificam o tempo de permanéncia no espago
préximo ao EC na caixa de odor durante a sesséo de teste. Uma vez que a ultima
analise (dados exibidos em 27c) revelou que nenhuma das intensidades testadas foi
capaz de aumentar significativamente o tempo de permanéncia no espago proximo ao
EC independente da exibida durante a familiarizagdo do grupo condicionada com

choque 0,8 mA.

3.4 EXPERIMENTO 4. Efeito do propranolol sobre a aquisicdo do condicionamento

aversivo olfatorio

3.4.1 Efeitos do tratamento com propranolol sobre o comportamento defensivo

durante o condicionamento, familiarizagao e teste

A figura 28 mostra os dados da resposta defensiva em ratas tratadas com
salina ou PROP 5 10 mg/kg e condicionadas com intensidade de choque 0,8 mA. A
figura 28a mostra as respostas defensivas no dia do condicionamento, a figura 28b a
resposta defensiva avaliada no dia da familiarizagdo e teste e, na figura 28c estao
representadas a diferenca entre os dados obtidos durante a sessao teste menos a
familiarizacao.

A analise estatistica realizada através do teste de Kruskal-Wallis, com os
dados exibidos na figura 28a nao detectou um efeito geral do tratamento [H(2,30)=
0,97; p=0,6] quando comparados ao seu controle.

A analise estatistica realizada nos dados exibidos na figura 28b para o dia da
familiarizagao nao detectou um efeito geral do tratamento [H(2,30)=2,93; p=0,2]. Ainda
na figura 28b a andlise detectou um efeito geral do tratamento [H(2,30)= 18,72,
p=0,0001]. O teste post hoc revelou uma redugao na resposta defensiva no grupo que
recebeu PROP na dose de 5 mg (p=0,03), quando comparado ao controle salina.

Apesar da analise estatistica realizada com os dados exibidos na figura 28c
ter detectado um efeito geral do tratamento [H(2,30)= 10,46; p=0,005] a avaliagdo post
hoc néo revelou diferenga significativa entre os grupos quando comparados ao

controle.
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Figura 28: Efeito do tratamento com propranolol sobre o comportamento defensivo, exibido durante a
sessdo de condicionamento, familiarizagéo, teste. a) Dados das porcentagens de comportamentos
defensivos agrupados exibidos em fungao do tratamento com PROP no dia do condicionamento. b)
Dados das porcentagens de comportamentos defensivos agrupados exibidos em fungéo do tratamento
com PROP no dia da familiarizagéo e dia do teste e, ¢) Dados da porcentagem da diferenga entre os
valores obtidos no dia do teste menos o dia da familiarizagdo. As barras representam a mediana +
intervalo interquartil superior e inferior dos comportamentos ndo defensivos. As barras séo organizadas
na ordem, 1: SAL (N=10), 2: PROP 5(10) e 3: PROP 10 (10). O teste estatistico (Kruskal-Wallis = post
hoc) revelou diferengas significantes (*p<0,05) entre os grupos tratados ou nao.
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Estes resultados indicam que o tratamento com PROP nas doses utilizadas
nao interferiu com a resposta defensiva exibida durante a sessédo de condicionamento.
Feita a correlacdo do comportamento exibido durante a familiarizagao e teste na caixa
de odor em nenhuma das doses utilizadas, a expressdo de comportamentos
defensivos durante a sessdo de teste ndo ocorreu de maneira independente da

exibida durante a familiarizagao.

3.4.2 Efeitos do tratamento com propranolol sobre o comportamento de

avaliacao de risco durante o condicionamento, familiarizagao e teste

A figura 29 mostra os dados da resposta de AR exibida pelas ratas apés
receberem salina ou PROP pareado com choque 0,8mA no condicionamento. A figura
29a mostra as respostas de AR no dia do condicionamento, a figura 29b a resposta
avaliada no dia da familiarizacdo e teste e a figura 29c estao representadas a diferencga
entre os dados obtidos durante a sessao teste menos a familiarizagao.

A analise estatistica realizada através do teste de Kruskal-Wallis, com os
dados exibidos na figura 29a ndo detectou um efeito geral do tratamento [H(2,30)=
0,93; p=0,6] quando comparados ao seu controle.

A analise estatistica realizada através do teste de Kruskal-Wallis, com os
dados exibidos na figura 29b para o dia da familiarizagao nao detectou um efeito geral
do tratamento [H(2,30)=3,99; p=0,1]. Ainda na figura 29b no dia do teste, a analise
detectou um efeito geral de [H(2,30)= 18,76; p=0,0001]. Para o dia da sesséo de teste,
houve diferenga significativa na resposta defensiva no grupo que recebeu PROP na
dose de 5 mg (p=0,04) e PROP 10 mg (p=0,00004), quando comparados ao controle
salina.

A analise estatistica realizada, com os dados exibidos na figura 29c¢ detectou
um efeito geral do tratamento [H(2,30)=16,54; p=0,0003]. A avaliagao post hoc revelou
diferencga significativa entre o grupo PROP 10 mg (p=0,0001) quando comparado ao

controle salina.
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Figura 29: Efeito do tratamento com propranolol sobre o comportamento de avaliagao de risco, exibido
durante a sessdo de condicionamento, familiarizacdo, teste. a) Dados das porcentagens de
comportamentos de AR agrupados exibidos em funcdo do tratamento com PROP no dia do
condicionamento. b) Dados das porcentagens de comportamentos de AR agrupados exibidos em
funcdo do tratamento com PROP no dia da familiarizagao e dia do teste e, c) Dados da porcentagem
da diferenga entre os valores obtidos no dia do teste menos o dia da familiarizacdo. As barras
representam a mediana + intervalo interquartil superior e inferior dos comportamentos nao defensivos.
As barras sdo organizadas na ordem, 1: SAL (N=10), 2: PROP 5(10) e 3: PROP 10 (10). O teste
estatistico (Kruskal-Wallis = post hoc) revelou diferengas significantes (*p<0,05) entre os grupos
tratados ou néo.



88

Estes resultados indicam que o tratamento com PROP nas doses utilizadas
interferiu com a resposta de AR exibida durante a sessao de teste. Feita a correlagao
do comportamento exibido durante a familiarizagdo e teste na caixa de odor (figura
29c), apenas a dose de 10 mg de PROP foi capaz de manter esse aumento
significativo da expressdo de comportamentos de AR de maneira independente da

exibida durante a familiarizagao.

3.4.3 Efeitos do tratamento com propranolol sobre o comportamento nao

defensivo durante o condicionamento, familiarizagao e teste

A figura 30 mostra os dados da resposta de comportamento nao defensivo
exibida pelas ratas apés receberem salina ou PROP pareado com choque 0,8 mA no
condicionamento. A figura 30a mostra as respostas ndo defensivas no dia do
condicionamento, a figura 30b a resposta avaliada no dia da familiarizacéo e teste e,
na figura 30c estdo representadas a diferenca entre os dados obtidos durante a
sessao teste menos a familiarizagao.

A analise estatistica realizada através do teste de Kruskal-Wallis, com os
dados exibidos na figura 30a ndo detectou um efeito geral do tratamento [H(2,30)=
0,85; p=0,6] quando comparados ao seu controle.

A analise estatistica realizada através do teste de Kruskal-Wallis, com os
dados exibidos na figura 30b para o dia da familiarizagao detectou um efeito geral do
tratamento [H(2,30)=7,38; p=0,02]. Para esse dia houve diferengas significativas no
post hoc para o grupo PROP 5 mg (p=0,03), quando comparados ao controle salina
durante o dia da familiarizagéo.

Ainda na figura 30b no dia do teste a analise detectou um efeito geral do
tratamento [H(2,30)= 20,64; p=0,0001]. Para o dia da sessao de teste, houve diferenga
significativa na resposta defensiva no grupo que recebeu PROP na dose de 5 mg
(p=0,01) e PROP 10 mg (p=0,00002), quando comparados ao controle salina.

A analise estatistica realizada com os dados exibidos na figura 30c detectou
um efeito geral do tratamento [H(2,30)=14,97; p=0,0006]. A avaliagédo post hoc revelou
diferencga significativa entre o grupo PROP 10 mg (p=0,0006) quando comparado ao

controle salina.
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Figura 30: Efeito do tratamento com propranolol sobre o comportamento ndo defensivo, exibido durante
a sessao de condicionamento, familiarizagao, teste. a) Dados das porcentagens de comportamentos
nao defensivos agrupados exibidos em fungéo do tratamento com PROP no dia do condicionamento.
b) Dados das porcentagens de comportamentos ndo defensivos agrupados exibidos em fungéo do
tratamento com PROP no dia da familiarizagéo e dia do teste e, ¢c) Dados da porcentagem da diferencga
entre os valores obtidos no dia do teste menos o dia da familiarizagdo. As barras representam a
mediana + intervalo interquartil superior e inferior dos comportamentos nao defensivos. As barras sdo
organizadas na ordem, 1: SAL (N=10), 2: PROP 5(10) e 3: PROP 10 (10). O teste estatistico (Kruskal-
Wallis = post hoc) revelou diferengas significantes (*p<0,05) entre os grupos tratados ou nao.
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Estes resultados indicam que o condicionamento realizado previamente com
tratamento de diferentes doses foi capaz de reduzir a expressao de comportamentos
nao defensivos durante a sessdao de teste, independente da exibida durante a
familiarizacdo. E essa redugao de respostas de comportamentos nao defensivos se
mantem apds analisar a correlagdo desse comportamento entre o dia do teste e
familiarizagao (figura 30c) apenas a dose de 10 mg de PROP foi capaz de manter
essa reducao significativo da expressao de comportamento nao defensivo, de maneira

independente da exibida durante a familiarizagao.

3.4.4 Efeitos do tratamento com propranolol sobre o tempo de permanéncia no

espaco fechado durante as sessoes familiarizacao e teste

A figura 31 mostra os dados do tempo de permanéncia das ratas no espaco
fechado na caixa de odor, na sessao de familiarizagdo (dia 3; sem o EC olfatério) e
teste (dia 4; na presencga do EC olfatorio). A figura 31 mostra o tempo de permanéncia
das ratas no espaco fechado para cada grupo. Em 31a estdo representados os
resultados obtidos durante a familiarizagdo, em 31b durante o teste e em 31c estao
representadas a diferenga entre os dados obtidos durante a sessao teste menos a
familiarizacao.

A analise estatistica foi realizada através do teste ANOVA de uma via. Para o
dia da familiarizacdo, os dados estdo exibidos na figura 31a nesse o ANOVA nao
detectou um efeito geral do tratamento [F(2,27)=1,20; p=0,3] quando comparados ao
seu controle.

A anadlise estatistica realizada através do teste ANOVA, com os dados
exibidos na figura 31b ndo detectou um efeito geral do tratamento [F(2,27)=1,98;
p=0,1] quando comparados ao seu controle.

A anadlise estatistica realizada através do teste ANOVA, com os dados
exibidos na figura 31c detectou um efeito geral do tratamento entre os grupos de
[F(2,27) = 4,97; p=0,01]. A avaliagao post hoc revelou diferenga significativa entre os
grupos PROP 5 mg (p=0,01) e, PROP 10 mg (p=0,03), quando comparados ao grupo
controle (SAL + 0,8 mA).
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Figura 31: Efeito do tratamento com propranolol sobre a permanéncia no espacgo fechado, durante a
sessdo de familiarizagéo e teste na caixa de odor. a) Dados das porcentagens de permanéncia no
espago fechado em fungdo do tratamento com PROP no dia da familiarizagdo. b) Dados das
porcentagens de permanéncia no espago fechado em fungao do tratamento com PROP no dia do teste
e, ¢) Dados da porcentagem da diferenca entre os valores obtidos no dia do teste menos o dia da
familiarizagdo. As barras representam a média + erro padrdao da média da porcentagem de tempo
gasto em cada espaco. As barras sdo organizadas na ordem, 1: SAL (N=10), 2: PROP 5(10) e 3: PROP
10 (10). O teste estatistico (ANOVA de uma via = post hoc) revelou diferengas significantes (*p<0,05)

entre os grupos tratados ou néo.
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Estes resultados indicam que o tratamento com PROP em diferentes doses
antes da sessao de condicionamento modifica o tempo de permanéncia no espago
fechado na caixa de odor. Uma vez que a ultima analise (dados exibidos em 31c)
revelou ambas as doses testadas foram capazes de aumentar significativamente o
tempo de permanéncia no espacgo fechado, independente da resposta exibida pela

mesma rata durante a sessao de familiarizagao e teste.

3.4.5 Efeitos do tratamento com propranolol sobre o tempo de permanéncia no

espaco aberto durante as sessoes familiarizagao e teste

A figura 32 ilustra os dados do tempo de permanéncia das ratas no espago
aberto na caixa de odor, na sessao de familiarizagao (dia 3; sem o EC olfatério) e teste
(dia 4; na presenca do EC olfatério). A figura 32 mostra o tempo de permanéncia das
ratas no espacgo aberto para cada grupo. Em 32a estao representados os resultados
obtidos durante a familiarizacdo, em 32b durante o teste e em 32c estdo
representadas a diferenga entre os dados obtidos durante a sessao teste menos a
familiarizacao.

A analise estatistica foi realizada através do teste ANOVA de uma via. Para o
dia da familiarizagdo, os dados estao exibidos na figura 32a o ANOVA, ndo detectou
um efeito geral do tratamento entre os grupos de [F(2,27)=0,87; p=0,4] quando
comparados ao seu controle.

A andlise estatistica realizada através do teste ANOVA, com os dados
exibidos na figura 32b detectou um efeito geral do tratamento entre os grupos
[F(2,27)=4,47; p=0,01]. A avaliagao post hoc revelou diferenca significativa entre o
grupo PROP 5 mg (p=0,01), quando comparado ao seu controle (SAL + 0,8 mA).

A andlise estatistica realizada através do teste ANOVA, com os dados
exibidos na figura 32c detectou um efeito geral do tratamento entre os grupos de
[F(2,27)=4,87; p=0,01]. A avaliagéo post hoc revelou diferenga significativa entre os
grupos PROP 5 mg (p=0,008), quando comparado ao seu controle (SAL + 0,8 mA).
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Figura 32: Efeito do tratamento com propranolol sobre a permanéncia no espacgo aberto, durante a
sessao de familiarizagédo e teste na caixa de odor. a) Dados das porcentagens de permanéncia no
espagco aberto em funcdo do tratamento com PROP no dia da familiarizagdo. b) Dados das
porcentagens de permanéncia no espago aberto em fungéo do tratamento com PROP no dia do teste
e, ¢) Dados da porcentagem da diferenca entre os valores obtidos no dia do teste menos o dia da
familiarizagdo. As barras representam a média + erro padrdo da média da porcentagem de tempo
gasto em cada espaco. As barras sao organizadas na ordem, 1: SAL (N=10), 2: PROP 5 (10) e 3: PROP
10 (10). O teste estatistico (ANOVA de uma via = post hoc) revelou diferengas significantes (*p<0,05)
entre os grupos tratados ou n&o.
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Estes resultados indicam que o tratamento com PROP em dose de 5 mg/kg
antes da sessao de condicionamento modifica o tempo de permanéncia no espago
aberto na caixa de odor. Uma vez que a ultima analise (dados exibidos em 32c)
confirmou essa reducgéo significativamente no tempo de permanéncia no espago
aberto, independente da resposta exibida pelas mesmas ratas durante a sessao de

familiarizacao e teste.

3.4.6 Efeitos do tratamento com propranolol sobre o tempo de permanéncia no

espaco proximo ao EC, durante as sessoes familiarizagao e teste

A figura 33 ilustra os dados do tempo de permanéncia das ratas no espago
préximo ao EC na caixa de odor, na sessao de familiarizagao (dia 3; sem o EC
olfatério) e teste (dia 4; na presencga do EC olfatorio). A figura 33 mostra o tempo de
permanéncia das ratas no espago proximo ao EC para cada grupo. Em 33a estédo
representados os resultados obtidos durante a familiarizacdo, em 33b durante o teste
e em 33c estao representadas a diferenga entre os dados obtidos durante a sessao
teste menos a familiarizacao.

A analise estatistica foi realizada através do teste ANOVA de uma via. Para o
dia da familiarizagdo, os dados estao exibidos na figura 33a o ANOVA detectou uma
tendéncia de efeito geral do tratamento entre os grupos de [F(2,27)=2,92; p=0,07]. A
avaliacao post hoc nao revelou diferengas significativas entre os grupos tratados
quando comparados ao seu controle (SAL + 0,8 mA).

A andlise estatistica realizada através do teste ANOVA, com os dados
exibidos na figura 33b ndo detectou um efeito geral do tratamento entre os grupos
[F(2,27)=0,01; p=0,9] quando comparados ao seu controle.

A andlise estatistica realizada através do teste ANOVA, com os dados
exibidos na figura 33c detectou um efeito geral do tratamento entre os grupos de
[F(2,27)=3,96; p=0,03]. A avaliagdo post hoc nao revelou diferengas significativas
entre os grupos, quando comparados ao seu controle (SAL + 0,8 mA), porém houve
uma tendéncia de aumento de permanéncia no espaco préximo ao EC no grupo PROP
10 mg (p=0,06)
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Figura 33: Efeito do tratamento com propranolol sobre a permanéncia no espago préximo ao EC,
durante a sessdo de familiarizacdo e teste na caixa de odor. a) Dados das porcentagens de
permanéncia no espago proximo ao EC em fungéo do tratamento com PROP no dia da familiarizagéo.
b) Dados das porcentagens de permanéncia no espago préximo ao EC em fungao do tratamento com
PROP no dia do teste e, ¢) Dados da porcentagem da diferenga entre os valores obtidos no dia do teste
menos o dia da familiarizagdo. As barras representam a média + erro padrdao da média da porcentagem
de tempo gasto em cada espacgo. As barras sdo organizadas na ordem, 1: SAL (N=10), 2: PROP 5(10)
e 3: PROP 10 (10). O teste estatistico (ANOVA de uma via = post hoc) revelou diferengas significantes
(*p<0,05) entre os grupos tratados ou néo.
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Estes resultados indicam que o tratamento com PROP em diferentes doses
antes da sessdo de condicionamento ndo modifica o tempo de permanéncia no
espaco proximo ao EC na caixa de odor. Uma vez que a ultima analise (dados exibidos
em 33c) confirmou que ndo ha diferenga significativa entre os grupos tratados quando
comparados ao controle independente da resposta exibida pelas mesmas ratas
durante a sessao de familiarizagcao e teste. Entretanto, houve uma tendéncia de

reducao da permanéncia no espacgo préximo ao EC no grupo PROP 10 mg.

4 DISCUSSAO

No presente estudo, a hipotese a ser testada foi a de que as ratas, quando
expostas a um estimulo aversivo, exibiram respostas defensivas com caracteristicas
ativas. Em adicdo, farmacos como o MDZ e o PROP, aplicados antes do
condicionamento, interferiram no comportamento defensivo exibido tanto durante a
aplicagao dos choques quanto durante o teste realizado na presenca do estimulo
condicionado olfatério.

Para testar essas hipoteses, o Experimento 1 foi delineado para caracterizar
o comportamento defensivo apresentado pelas ratas, quando submetidas ao choque
nas patas em intensidades diferentes, funcionando como El, no protocolo de CAO. Os
resultados obtidos mostraram que, em resposta ao choque, as ratas exibiram
aumentos nos comportamentos defensivos e nos agrupados como AR, além de uma
reducao dos comportamentos nao defensivos, quando comparados ao grupo controle.
Desta maneira, em resposta ao choque, as ratas exibiram comportamentos defensivos
de saltar e fugir com predominéncia do comportamento de congelar. No mesmo
sentido, foi detectado um aumento no comportamento denominado de AR, que incluiu
os comportamentos individuais de levantar, e de maneira predominante o
comportamento de agachar-cheirar. Finalmente, foi observada uma redugédo nos
comportamentos agrupados como n&o defensivos que incluiram explorar e auto
limpar.

No que diz respeito ao comportamento defensivo, Monfils e Janes (2016),
descreveram, em ratos a resposta defensiva comum como sendo o congelamento,
uma resposta que pode ser desencadeada ao se parear um estimulo neutro (odor, luz

ou som) e outro estimulo aversivo (choque), Este paradigma justifica a utilizagdo das


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166223615002842?via%3Dihub#!
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camaras de condicionamento aversivo. A resposta de congelamento ¢é
preferencialmente quantificada como um desfecho experimental, onde se determina
que baixos niveis de congelamento indicam um baixo nivel de comportamentos
defensivos. Contudo, de acordo com Blanchard e colaboradores (1991), esses
paradigmas de condicionamento aversivo e as situagdes de perigo iminente também
podem desencadear respostas de fuga e busca de abrigo, e até mesmo a resposta de
luta em casos de proximidade de um predador natural. Nesse sentido, de acordo com
Blanchard e colaboradores (2011), o comportamento descrito como AR € um padrao
de atividade que estaria envolvido na detecgao e analise de estimulos de ameaca e
as situagcdes em que a ameaga € encontrada. Este escaneamento do ambiente pode
ser entendido como um processo central na escolha de defesa (p. ex: fuga,
congelamento, ameaga defensiva e ataque defensivo) e minimizam o perigo que ela
representa.

Além disto a AR ja foi estudada por Blanchard (1997), em situagcées que
permitiam rotas de fuga versus perigo iminente e inescapavel, a fim de explorar o
componente de analise desta atividade. Quando o animal é confrontado com pistas
de perigo ou perigos potenciais, cessam abruptamente seus comportamentos
continuos, desta forma, se orientam em direcdo a ameacga, utilizando todos os
sentidos relevantes para investigar este estimulo aversivo. Segundo Ellard e Eller
(2009), o animal ameagado precisa estar ciente da presencga, localizagdo da fonte da
ameaca e da sua prépria localizagéo, para buscar referéncia de rotas de fuga ou
esconderijos, desta forma, as informacgdes baseadas na AR podem moldar a diregao
da resposta defensiva a ser adotada.

O sistema olfatério possibilita que os ratos encontrem alimentos, parceiros
sexuais e detectem os predadores (SU, MENUZ et al., 2009). Desta forma, o olfato se
torna imprescindivel para o modelo deste estudo, sendo assim, as pistas olfativas
possuem grande relevancia na interagdo animal com o meio ambiente (SU, MENUZ
et al., 2009; BACK, 2012). Desta forma, o odor vem sendo utilizado como estimulo
neutro /condicionado no condicionamento classico (OTTO et al., 2000; KROON e
CAROBREZ, 2009).

Assim, foi realizada a sessao de teste com o objetivo de verificar se as ratas
adquiriram a capacidade de associar o estimulo olfatério, que foi previamente
condicionado (dia 2), em um ambiente diferente e na auséncia do evento aversivo

(choque). Para isso, duas sessbes foram realizadas, a familiarizagdo (dia 3) na
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auséncia do odor e, o teste (dia 4) na presenca do odor. O objetivo da sessao de teste
€ verificar se o estimulo condicionado se tornou biologicamente relevante para as
ratas, durante o dia do teste, sugestivo da presenga de perigo. Neste protocolo
experimental, a etapa em questdo € utilizada para indicar que houve a associagao
entre o estimulo olfatério e o El indicativo de que o condicionamento aconteceu e que
a memoéria ao evento aversivo foi gerada.

Os resultados deste experimento confirmaram que o estimulo olfatério,
apresentado na caixa de odor, foi capaz de desencadear respostas defensivas,
aumento de respostas de AR e reducao de respostas nao defensivas. O objetivo da
sessdo de familiarizagdo € controlar o protocolo para eventuais efeitos de
generalizagdo entre dois contextos de natureza diversa, garantindo que o estimulo
olfatério usado foi 0 Unico ou o principal estimulo sensorial condicionado. Desta forma,
para produzir uma melhor discriminagéo entre os efeitos comportamentais expressos
durante as sessoes de familiarizacéo e de teste, foi realizada uma analise, em que
se verificou a diferenga (delta) dos resultados obtidos no dia do teste (dia 4) menos os
resultados do dia da familiarizagéo (dia 3), o delta reduz as influéncias interindividuais
durante as sessodes de familiarizacao e teste.

Os resultados mostraram um aumento nas respostas defensivas e nas
respostas nado defensivas e uma reducdo na resposta de AR, para o grupo
condicionado com 0,8 mA, quando comparado ao grupo exposto ao odor sem choque.
Uma possivel explicagao para a redugao significativa de respostas de AR, apenas nas
ratas que foram previamente condicionadas com o choque de 0,8 mA, pode ter
ocorrido em decorréncia do confronto com a pista olfatéria, onde de acordo com
Blanchard e colaboradores (2011), os comportamentos de AR cessam abruptamente,
e o rato assume comportamentos continuos e se orientam em dire¢cdo a potencial
ameaga, utilizando todos os sentidos relevantes para investigar o estimulo.

Em algumas circunstancias, o rato pode até se aproximar da ameaca
potencial, utilizando um padrdao de exploragao, intercalado com periodos de
imobilidade que reduzem a probabilidade de ser detectado como AR, enquanto tenta
se aproximar e investigar o perigo potencial (BLANCHARD et al., 1990). Essa
mudanga no padrao comportamental também explicaria o aumento da resposta
defensiva, de baixa magnitude, que foi apresentada pelas ratas.

Sendo assim, os resultados do experimento 1 confirmaram que apesar das

ratas apresentarem respostas defensivas de congelar, saltar e fugir, esse padrao
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comportamental, ndo parece ser a resposta defensiva caracteristica em protocolos de
choque nas patas. Esses resultados ndo corroboram os encontrados por Gruene e
colaboradores (2015), que desvincularam as diferengcas de desempenho das
dificuldades de aprendizagem entre os sexos, caracterizando uma resposta ativa de
comportamento defensivo em ratas a que se referem como " darting" (dardejar), em
contraste com a resposta de congelamento.

De acordo com Gruene e colaboradores (2015), o dardejar se assemelha a
uma tentativa de fugir e € definido, como o nome sugere, por um movimento rapido
para a frente, nesse estudo os autores demonstram que, dardejar seria um tipo de
resposta condicionada em ratas, o que se assemelha ao achados deste presente
estudo, onde as ratas preferiram dardejar, quando reapresentadas ao estimulo
aversivo no lugar de congelar, pois durante a resposta defensiva apresentada pelas
ratas, ha uma redugdo de AR e consequentemente um aumento de respostas de
comportamento defensivo e ndo defensivo.

Essas respostas ocorrem apds as ratas serem apresentadas a um ambiente
diferente, tanto na presenca ou auséncia do EC. Tal fato ocorre independente da
intensidade usada, o que poderia ser caracterizado como generalizagdo da memoria
aversiva. E quando foi verificada a diferenca do resultado obtido pelas mesmas ratas
durante o teste, menos o dia da familiarizacao, foi identificado que houve uma reducéao
de AR, significativa em relacdo ao dia da familiarizagdo somente nas ratas que
receberam choque 0,8 mA. E ainda relacionado ao espaco, as ratas condicionadas
com choque 0,8 mA, apresentaram uma evitacdo do espago préoximo ao EC. Isso
indica que as ratas ao serem condicionadas com 0,8 mA ao serem reapresentadas ao
EC em um aparato diferente, parecem reconhecé-lo com um estimulo aversivo,
indicando que o condicionamento ocorreu.

O experimento seguinte foi delineado para verificar se a idade seria um fator
preponderante para o desempenho das ratas no modelo experimental de CAO. Para
isso, ratas de 90 ou 120 dias de idade foram condicionadas com choques de 0,4 mA
e 0,8 mA. Como controle experimental, ratas adultas aos 90 ou 120 dias de idade
foram submetidas ao mesmo protocolo, com exceg¢ao dos choques. A escolha das
idades foi delimitada com base na fase adulta das ratas e, além disso, em dados da
literatura e do préprio laboratério, mostrando diferencas no desempenho de ratas aos
90 dias e 120 dias no labirinto de cruz elevado (IMHOF et al., 1993). Neste estudo, foi
evidenciado que na tarefa espontédnea do labirinto de cruz elevado, aos 90 dias, ha
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um dimorfismo sexual no desempenho de ratas quando comparados aos ratos da
mesma idade, visto que as ratas exploram mais os bragos abertos que ratos da
mesma idade, as ratas aos 90 dias exibiram pouca esquiva aos bragos abertos ao
contrario de ratas aos 120 dias em que ha um aumento na esquiva a esses bracos
abertos. Sendo assim, o segundo experimento avaliou se este mesmo padrao iria se
repetir no protocolo do CAO.

Os resultados obtidos no segundo experimento mostraram que, apesar de
haver efeitos relacionados a intensidade de choque nas ratas, n&do foi possivel
identificar diferenga significativa nos comportamentos defensivos, de AR e nao
defensivos, ao comparar os grupos de acordo com a idade. Ratas com 120 dias se
comportaram de maneira muito semelhante as ratas com 90 dias neste protocolo. E
relacionado ao tempo de permanéncia nos espagos também ndo houve diferenca
significativa entre os grupos de 120 dias comparados aos seus respectivos controles.
Neste conjunto de resultados foi possivel identificar apenas que as ratas de 120 dias,
do grupo sem o choque, se aproximaram muito mais do EC, quando comparadas ao
controle de 90 dias sem choque, revelando um aumento na resposta exploratéria
inerente a idade.

Um fato que foi evidenciado neste trabalho, e que as ratas, independentes das
idades testadas, se comportam de maneira muito semelhante no modelo de CAO,
sendo possivel que nas questdes de tolerancia ao choque e aprendizado, ratas de 90
ou 120 dias respondam de maneira semelhante neste modelo experimental.

Na etapa seguinte deste estudo, testou-se a influéncia de farmacos da classe
dos benzodiazepinicos e dos antagonistas beta-adrenoceptores ndo seletivos,
aplicados antes do condicionamento aversivo olfatério. Avaliou-se os comportamentos
durante o dia do condicionamento (sob o efeito dos farmacos), dia da familiarizagéo e
dia do teste (reexposi¢cédo ao odor condicionado). Esses farmacos séo clinicamente
usados para o tratamento de sintomas de ansiedade.

Ao longo dos anos, inumeros estudos que utilizaram o condicionamento com
o proprio contexto de exposi¢ao ao El, odor de predador e odor de café (Do MONTE,
CANTERAS et al., 2008; KROON e CAROBREZ, 2009) revelaram que é possivel
reduzir as respostas defensivas usando benzodiazepinicos. Estes resultados reforgam
a participagao da transmissdo GABAérgica no processo de aprendizagem relacionada
a memoria traumatica e na expressao dos comportamentos defensivos. Para testar se

0s benzodiazepinicos interferiam na resposta defensiva das ratas, foi usado o farmaco
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MDZ, por ser um modulador alostérico dos receptores GABA-A. Para isso, a dose
escolhida foi a de 1 mg/kg, baseada em trabalhos anteriores realizados em ratos,
neste mesmo laboratorio (KROON e CAROBREZ, 2009) e as intensidades
empregadas neste experimento foram as de 0,4 mA e 0,8 mA.

Os resultados indicaram que o tratamento prévio com MDZ no dia do
condicionamento, ndo foi capaz de alterar a expressao do comportamento defensivo
e nao defensivo das ratas, em nenhuma das duas intensidades testadas, quando
comparadas aos seus respectivos controles. Durante a sesséao teste, o grupo MDZ
mostrou um aumento na AR em ratas condicionadas com o choque de 0,8 mA, quando
comparadas ao seu respectivo controle. Para o tempo de permanéncia nos espacos,
o tratamento com MDZ nao foi capaz de alterar significativamente o tempo gasto pelas
ratas em nenhum dos compartimentos avaliados. Os resultados obtidos neste
experimento corroboram em parte os resultados anteriores obtidos neste mesmo
laboratério, pois o MDZ usado como um padrdao ouro, foi capaz de diminuir a
expressao das respostas de defesa e prejudicou na formagéo da memoria em ratos
(KROON e CAROBREZ, 2009). O estudo de Franzen e colaboradores (2019) usando
o0 modelo de condicionamento aversivo contextual em ratas, mostraram que o MDZ
interrompeu a reconsolidagdo da memoria aversiva original e a consolidagéo da
memoria de extingdo quando administrado apds exposigéo curta e longa ao contexto
pareado, tais resultados ndo corroboram com os deste presente estudo.

A ultima etapa deste trabalho avaliou os efeitos de um antagonista nao-
seletivo dos receptores (3-adrenérgicos, o PROP, na aquisicao da memoria aversiva.
Nossos resultados revelaram que o tratamento com PROP ndo altera o
comportamento defensivo das ratas. Foi detectado um aumento na AR nas ratas
previamente tratadas com a dose de 10 mg/kg antes de condicionamento, quando
reapresentadas ao EC em um ambiente diferente, a caixa de odor. Neste caso, o
PROP ao contrario do esperado, aumentou o estado de alerta das ratas. Ja em relacao
ao comportamento nido defensivo, o tratamento com PROP desencadeou uma
reducdo na expressao deste comportamento em ratas previamente tratadas com a
dose de 10 mg/kg antes do condicionamento, quando reapresentadas ao EC na caixa
de odor. Ja relacionado aos resultados do tempo de permanéncia nos espacos, o
tratamento prévio com PROP em ambas as doses testadas aumentou o tempo de
permanéncia no compartimento fechado, e as ratas que foram previamente tratadas

com a dose de 5 mg/kg reduziram o tempo de permanéncia no espago aberto.



102

O que se tem descrito na literatura cientifica sdo evidéncias do envolvimento
dos receptores B-adrenérgicos na esquiva inibitéria em ratos (DALMAZ et al., 1993),
esse tipo de estratégia comportamental ndo corrobora com os resultados

evidenciados nas ratas deste experimento.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS E CONCLUSOES

O presente estudo caracterizou o padrao comportamental defensivo de ratas
submetidas ao CAO. Primeiramente, foram analisadas as respostas defensivas
observadas imediatamente apds a aplicacédo de estimulos aversivos incondicionados
na caixa de condicionamento. Os resultados mostraram que as ratas exibem
comportamentos defensivos e AR quando submetidas a intensidade moderada de
choque (0,8 mA, 2s). Também, foi analisado se a saliéncia do estimulo aversivo se
revela como um condicionamento na sessao teste, realizada 48h apds o dia do
condicionamento, na presenca apenas da pista olfatéria. Nesta, as respostas
defensivas e de AR foram observadas em resposta ao estimulo condicionado, apenas
no grupo que foi previamente condicionado com choque nas patas de 0,8 mA.
Sugerindo que houve o aprendizado da memdria associativa a pista olfatoria e que a
resposta de AR pode ser a variavel prevalente neste protocolo. Além disso, as ratas
neste protocolo experimental ndo demonstraram preferéncia pelo espaco fechado,
indicando que a estratégia de enfrentamento desenvolvida pelas ratas em situagdes
aversivas, inclui comportamentos mais exploratérios do que os observados em ratos.

Em relacdo ao tratamento com midazolam, nao foi identificada interferéncia
aguda na resposta defensiva ou de AR exibida durante o condicionamento. Contudo,
um aumento na resposta de AR foi detectado durante a sesséao teste. Sugerindo que
apesar da resposta defensiva ou de AR nao ter sido alterada pelo midazolam, o
farmaco pode ter causado uma alteragcao na percepcao olfativa ou no processamento
neural que foi revelada em etapa posterior. E por fim, o tratamento com propranolol
nao produziu agudamente qualquer alteragdo comportamental durante a sessao de
condicionamento. No entanto, na sessao de teste um aumento na AR e no tempo de
permanéncia no espaco fechado, revelam um forte comportamento de esquiva ao
estimulo olfatério, sugerindo que o propranolol produziu uma alteragao na percepgao
olfativa ou no processamento neural que foi revelada em etapa posterior.

Trabalhos futuros deverdo desenvolver o catalogo de respostas
comportamentais exibidos por ratas em situag¢des aversivas. Por outro lado, deverao
explorar possiveis interferéncias desses farmacos, injetados sistemicamente, sobre
0S mecanismos sensoriais olfativos ou a interferéncia nos sistemas de processamento

de informacéo de natureza aversiva.
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