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Dedico essa dissertacédo a todas as pessoas que
persistem no seu sonho e tentam chegar em um
lugar melhor.



O homem néo me define,
Minha casa ndo me define,
Minha carne ndo me define,

Eu sou o meu proprio lar.

Francisco, el hombre.
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1. Resumo

As bases neurobiolégicas de memodrias contextuais provém de paradigmas
envolvendo estimulo negativo, como um choque. Entretanto, memoérias de um
mesmo contexto podem representar experiéncias positivas, e ndo apenas
negativas. Com isso, se faz necessario entender como estimulos diferentes
com valéncias opostas funcionam nesse paradigma. Utilizamos o paradigma
adaptado do protocolo de condicionamento de aversao ou preferéncia ao lugar.
Como estimulos sociais foram usados o TMT e a urina de fémea no proestro,
derrota social e interacdo com a fémea. Todos sdo estimulos que estédo
envolvidos com a sobrevivéncia do animal e sdo equiparaveis. Também foram
analisados alguns comportamentos durante o condicionamento, como por
exemplo, o freezing no TMT, interacdo com a urina da fémea, perseguicao pelo
CD1 agressivo e interacdo com a fémea. Observamos que os estimulos
olfatérios foram capazes de induzir memoria contextual que persistiu por 7 dias
apos o condicionamento. O TMT foi capaz de induzir comportamentos do tipo
ansioso e de medo e a urina da fémea foi capaz de induzir uma maior
exploracdo do macho por esse estimulo. Contudo, os estimulos polimodais,
derrota social e interacdo com a fémea, ndo foram capazes de induzir a
formacdo da memdria contextual e ndo encontramos relagéo entre o indice de
escolha dos animais e os comportamentos durante o condicionamento. Assim,
concluimos com o0s nossos resultados que é possivel condicionar os animais e
induzir a formagdo de uma memoria contextual utilizando estimulos com
valéncias opostas e essa memoria se tornar de longa duracao.

Palavras-chave: valéncia, estimulos sociais, condicionamento ao lugar,

memaoria contextual, persisténcia.



2. Abstract

The neurobiological bases of contextual memories come from paradigms
involving negative stimuli, such as shock. However, memories of the same
context can represent positive experiences, not just negative experiences. So, it
is necessary to understand how different stimuli with opposite valences work in
this paradigm. We used the paradigm adapted from the protocol of aversion or
preference conditioning place. TMT and female urine in proestrus, social defeat
and interaction with female were used as social stimuli. All are stimuli that are
involved with the survival of the animal and are comparable. We also analyzed
some behaviors during conditioning, such as freezing in TMT, interaction with
female urine, aggressive CD1 chase and female interaction. We observed that
olfactory stimuli were able to induce contextual memory that persisted for 7
days after conditioning. TMT was able to induce anxious and fear-like
behaviors. Female urine was able to induce further male exploration by this
stimulus. However, the polymodal stimuli, social defeat and interaction with the
female, were not able to induce the formation of the contextual memory. We
did not find relationship between the index of choice of the animals and the
behaviors during the conditioning. We can conclude from our results that it is
possible to condition the animals and to induce the formation of a contextual
memory using stimuli with opposing valences and this memory becomes of long
duration.

Key-words: valence, social stimuli, conditioning to the place, contextual

memory, persistence



3. Introducéo

3.1 Membdria

7

A memodria é estudada por diversas areas do conhecimento, como a
psicologia, antropologia, biologia, entre outros. Cada area possui seu foco, mas
todas tém em comum o reconhecimento da importancia dessa propriedade
emergente do cérebro. Memodrias constituem a esséncia do que caracteriza um
individuo. Em outras palavras, os arquivos de memodria gerados por
experiéncias que vivemos durante a nossa vida moldam a nossa
personalidade, os nossos sentimentos e guiam as nossas decisbes (James,
1890). Segundo o dicionario Michaelis memdéria é a faculdade de lembrar e
conservar ideias, imagens, impressdes, conhecimentos e experiéncias. Para as
ciéncias sociais a memoria é coletiva, ou seja, a lembranca de um grupo que
vive acontecimentos em comum. Para a psicologia memoria pode ser definida
como o que nos permite a aprendizagem, como também é a funcao mental que
permite reter a informacdo. A capacidade de adquirir, armazenar e recuperar
informacgdes. Contudo, a definicho de memodria ndo € unanime, podendo ser

definida de diversas formas.

A formacdo de memorias pode ser separada em etapas, que diferem
entre si quanto ao aspecto celular e molecular: aquisicdo, consolidacéo,

evocacao e extincdo/esquecimento.

A aquisicdo ocorre principalmente pelos sistemas sensoriais. Apds 0
processamento primario, as informacdes do ambiente serdo armazenadas,
num processo denominado consolidagcdo. A ideia mais aceita para o
armazenamento é de que memorias sdo consolidadas sob a forma de
engramas. Para memdrias hipocampo-dependentes, esse engrama se forma
inicialmente pela interagdo hipocampo-entorrinal. Ja o armazenamento
duradouro, parece depender de regides do neocortex (KITAMURA et al., 2017).
Para que ocorra a consolidacdo de memodrias sdo necesséarias mudancas
moleculares e estruturais, ou seja, mudanca na formacdo de sinapses,
chamadas de plasticidade neural (HEBB, 1949). A evocacgao € o que podemos

chamar de “lembrar’, e € o momento onde um engrama consolidado é



reativado. Por fim temos a extingdo e o esquecimento que Sao processos que
modificam ou apagam as memoarias existentes, respectivamente. Na extincao
h& a formacdo de uma nova memdria, enquanto no esquecimento, acredita-se
gue ocorra um processo ativo que acarreta na eliminacdo de um determinado
traco de memoria (MYERS & DAVIS, 2007).

O aprendizado é a capacidade de retermos essas memorias, as
evocarmos e por meio desta lembranga influenciar tomada de decisbes e
comportamentos subsequentes. Aprendizados abrangem novas
representacbes neurais de (1) configuracdes espaciais do ambiente, (2)
informacdes sensoriais que incluem caracteristicas visuais, olfativas, gustativas
e tateis, (3) padrbes motores, como por exemplo, a sequéncia de movimentos
corporais envolvidas na manipulacdo de um novo alimento, e até mesmo (4) a

associacao entre estimulo e ambiente (DUKAS, 2008).
3.1.1. Memoria de medo condicionado versus medo inato

O paradigma comportamental mais utilizado para a investigacdo das
bases neurofisiolégicas da memoria € o condicionamento classico.
Brevemente, quando um camundongo, por exemplo, é exposto a um contexto e
um som indcuo é tocado (estimulo condicionado), seguido de um choque nas
patas (estimulo incondicionado), o animal exibe alteracbes fisioldgicas e
comportamentais de medo. Se num segundo momento esse mesmo animal for
re-exposto ao contexto (memaria de medo contextual) ou ao som (memoria de
medo auditiva) espera-se que ele exiba respostas comportamentais de medo,
caso ele lembre que o som ou contexto antecedem o choque. Usando esse
paradigma, varios grupos de pesquisa mostraram que 0 hipocampo e a
amigdala sdo areas do cérebro essenciais para o processamento desta
memoéria (CHAU et al., 2013; HEINRICHS et al., 2015; JIANG et al., 2017;
MISANE et al.,, 2013; VERMA et al., 2015). Além disso, vias de sinalizacdo
dependentes da ativacdo de receptores glutamatérgicos (SACHSER et al,
2016), bem como sintese de novas proteinas (MORRIS & FREY, 1997; LEAL,
et al, 2015), constituem alguns dos iniameros marcadores moleculares da

formacéo de memorias de medo de longo prazo.
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Tinha-se que a amigdala era o centro de integracdo de todas as
respostas ao medo, porém essa teoria vem sendo substituida, pois,
dependendo do estimulo aversivos, a integracdo das informagfes ao medo
ocorre em areas distintas. A amigdala é uma das regibes mais importantes
para a integracdo da informacdo sobre o medo, porém, essa regido € mais
importante para um estimulo aversivo como choque nas patas. Por exemplo,
em se tratando de um estimulo aversivo, como um co-especifico violento ou um
predador, a circuitaria muda, salientando-se o hipotalamo medial mais do que a
amigdala (SILVA et al, 2016).

A resposta ao estimulo aversivo do predador depende do sistema
defensivo do hipotdlamo medial. Esse sistema € composto pelo nucleo do
hipotalamo anterior, porcdo ventromedial do hipotalamo ventromedial e o
ndcleo dorsal pré-mamilar (CANTERAS, 2002). Essas regides recebem inputs
de 2 regides amigdalares, os nucleos mediais que possui conexdao com o 0rgao
vomeronasal, e 0s nucleos basomediais que recebe informacfes polimodais
sobre o predador, incluindo a amigdala basolateral (BLA), que recebe

informacdes dos cortices olfatorio, insular e pré-frontal (SILVA et al, 2016).
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Figura 4: Circuitos hipotéticos para a memorizagao do medo para diferentes tipos de ameaca.
Os circuitos do medo inato para as diferentes ameacas interagem com areas em comum, cOmo
a amigdala, hipocampo e cortex pré-frontal (linhas pretas). (A) a memorizacdo do medo ao
predador depende das informacdes sobre o predador (US inputs: linhas laranja) sejam
transmitidas ao hipotalamo, através da amigdala. O Sistema defensivo do hipotdlamo medial
(SDHM) recebe aferéncias do nlcleo parabranqueal (PB). O SDHM é composto pelo ndcleo
anterior (AH), a por¢do dorsomedial do hipotadlamo ventromedial (VMHdm) e o nucleo dorsal
pré-mamilar (PMD) que integram a informacéo sensorial e levam as respostas defensivas para
a porcdo dorsal da substancia cinzenta periaquedutal (PAGd). O SDHM e a PAGd mandam
projecdes para os nucleos talamicos da linha medial (MTN), que inclui o nlcleo talamico
anteromedial que manda projecdes para as estruturas corticais, tais quais, 0s cortices
cingulado anterior, retrosplenial, entorrinal e perirrinal. (B) a memorizacdo do coespecifico
violento ndo foi totalmente elucidada, essas vias sdo especulativas, a informacdo do
coespecifico violento (US inputs: linhas amarelas) convergem para o hipotdlamo através da
MeApd. Os nucleos hipotalamicos sdo formados pela area preoptica medial (MPO), por¢éo
ventrolateral do hipotadlamo ventromedial (VMHvI), nlcleo premamilar ventral (PMV), a porgao
dorsomedial do nucleo premamilar dorsal (PMDdm) e manda proje¢cbes para PAGd. A memoria
do coespecifico violento € formada de forma semelhante & do predador. (C) a informacao
contextual (CS) que possui seus inputs que passam pela regido cortico-talamico para a
amigdala basolateral (BLA) e hipocampo ventral (HIPv). A informac&o nociceptiva (US inputs:
linha azul), uma das possiveis formas que os inputs chegam no sistema de memorizagéo é
através de um trato espino-talamico que converge os inputs nociceptivos para a BLA e outras

regides corticais através dos nucleos talamicos intralaminar posterior (PIN).

Uma maneira muito utilizada para condicionar animais é o TMT (2,3,5-
trimetil-3-tiazolina), que é uma substancia sintetizada a partir da glandula anal
da raposa, que é um predador natural de roedores. Logo, o TMT é a ferramenta
ideal para o estudo do medo inato ao predador (CRUMP, 1980; VERNET-
MAURY, 1980). Odores de predadores que sao derivados de secrecdes
corporais (como por exemplo, urina e fezes) sdo chamados de kairomones.
Estas substancias acabam por oferecer uma vantagem as presas, ja que as
alerta sobre a presenca ou proximidade do predador (ROSEN et al, 2015). O
TMT € volatil, insolivel em agua e contem enxofre, que € um elemento
presente nas fezes de carnivoros, derivado da digestdo da carne (NOLTE et al,

1994).

Apesar da resposta comportamental ser a mesma — congelamento - o

processamento de estimulos aversivos, especialmente TMT e choque nas
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patas, parece recrutar a amigdala diferentemente. O papel da amigdala
basolateral no condicionamento, utilizando como estimulo incondicionado o
choque nas patas € bem conhecido (WAHLSTROM et al, 2018; BURGOS-
ROBLES et al, 2017; GRUENE et al, 2016). Porém, em se tratando de medo
inato, a amigdala cortical parece ser o alvo preferencial. Root e colaboradores
(2014); utilizando ferramentas modernas, dentre elas a optogenética,
demonstraram o papel da amigdala cortical no comportamento em resposta a
odores inatos, tanto aversivos quanto apetitivos. Em outras palavras, a inibicao
das projecOes do bulbo olfatério principal para a amigdala cortical preveniu a
expressao de comportamentos aversivos e apetitivos na presenca de TMT e 2-

feniletanol, respectivamente.
3.1.2. Memoria condicionada ao lugar

O condicionamento classico, como mencionado anteriormente, € 0
paradigma mais utilizado no estudo das bases neurobioldgicas da memodria.
Entretanto, o estabelecimento de uma memdria contextual estd condicionado
ao uso do choque como estimulo incondicionado. Alternativamente, memdérias
condicionadas ao contexto podem ser estabelecidas utilizando o paradigma
chamado de preferéncia (CPP, do inglés Condicioned Place Preference) ou

aversao (CPA, do inglés Condicioned Place Avoidance) condicionada ao lugar.

O primeiro estudo a utilizar o CPP foi realizado por Spragg, em 1940. O
protocolo consistia em expor chipanzés a dois compartimentos. Um deles era
branco e todas as vezes que o0 animal era colocado la recebia uma dose de
morfina. O outro compartimento era preto, onde escondiam uma banana. Apés
algumas sessfes de condicionamento 0s cientistas observaram que quando o
animal ja tinha recebido sua dose diaria de morfina ele escolhia o
compartimento com a banana. Entretanto, caso a administragdo de morfina ndo
tivesse ocorrido, o animal escolhia o compartimento branco. Utilizando desse
conhecimento, Beach (1957) observou que ratos viciados em morfina podiam
ser treinados para escolherem o brago branco no labirinto em Y, se este braco
era pareado com a droga por apenas algumas sessdes. Em 1976, Rossi & Reid
usaram um protocolo de CPP onde um compartimento era pareado com a

morfina e o outro com salina. Os autores expressaram o resultado como indice
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de preferéncia. Este indice consistia em dividr o tempo gasto no
compartimento antes do condicionamento pelo tempo gasto no mesmo
compartimento apos o condicionamento com morfina. Neste caso, o grupo de
animais controle, que somente recebiam salina, deveria apresentar um indice
de 0. Por outro lado, os animais condicionados com morfina, deveriam
apresentar valores maiores que zero. ApOs 0s autores demonstrarem o0s
resultados desta forma, muitos outros cientistas o utilizam, alguns com algumas

modificacdes.

Os detalhes na metodologia variam de acordo com o proposito do
experimento. Porém, um tipico CPP inclui dois ambientes (contextos) diferentes
onde ocorrera o condicionamento com o estimulo de interesse. O contexto
pode diferir em alguns aspectos, como por exemplo, tamanho ou forma dos

compartimentos, cor ou listras nas paredes, entre outros.

Partindo da mesma premissa que um animal preferird um contexto onde
recebeu algo apetitivo, se este contexto for pareado com algum estimulo
aversivo, espera-se que este animal evite este contexto quando ele tiver
chance de o fazé-lo (CPA). Algumas drogas, como a nicotina (KUTLU et al,
2016; RISINGER & OAKES, 1995), sao capazes de causar no animal tanto
CPP, quanto CPA, sendo que a resposta dependera da concentracdo da droga
e da linhagem do animal escolhida. Outros estimulos, como os dolorosos
(HOLAHAN & WHITE, 2004; WALLACE & ROSEN, 2000) ou odores
desagradaveis, como o TMT (ENDRES & FENDT, 2007; WALLACE & ROSEN,
2000) podem causar CPA. Desta forma, o paradigma de memoria condicionada
ao lugar pode ser utilizado para induzir uma memoria contextual aversiva ou
apetitiva, diferentemente do paradigma de condicionamento classico onde a
natureza do estimulo incondicionado é sempre aversiva. Como estimulos, para
realizacdo do condicionamento, retiramos a ideia de situagcbes reais que

acontecem com 0S animais nos seus habitats naturais.
3. 2. Relagbes ecoldgicas

Os animais nos seus ecossistemas estdo envolvidos em diversas

relacbes ecoldgicas. Relacdes ecologicas sao interacdes entre 0s seres Vivos
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de uma comunidade. As relagcdes ecoldgicas podem ocorrer entre individuos da
mesma espécie — intraespecificas, ou entre individuos de espécies diferentes —
interespecificas. Essas relacfes ecoldgicas ainda podem ser classificadas de
acordo com o beneficio ou ndo que elas trazem para os individuos envolvidos
(RICKLEFS, 2010).

A competicdo, realizada entre individuos da mesma espécie e a
predacdo, cujos individuos envolvidos sao de espécies diferentes sdo ambas
relacbes sem beneficio, ou seja, ha prejuizo pelo menos para uma das partes

envolvida.

Ainda é possivel identificar relacdes entre individuos da mesma espécie,
que apesar de ndo serem classificadas como ecoldgicas, sdo de suma
importancia para a sobrevivéncia da espécie. Esse é o0 caso da interacao
sexual, cuja consequéncia de sucesso sera a reproducao e a perpetuacdo da

espécie.
3.2.1. Predacéao

A predacdo € uma interacdo biolégica onde o predador alimenta-se da
sua presa. Um exemplo dessa interacdo é a que ocorre entre a raposa € 0
roedor. Como resultado da relagcdo entre a presa e o predador ocorrem
diversos comportamentos relacionados a fuga, ansiedade, dentre outros
(TAKAHASHI et al., 2005).

As bases etoldgicas da predacdo podem ser aplicadas em modelos
animais (camundongos ou ratos) de laboratério. Por exemplo, secrecoes,
imagens ou até mesmo 0s proprios predadores podem ser utilizados como
estimulos incondicionados, ou seja, como estimulos que desencadeiam
respostas de medo inato. Uma grande gama de estudos tem utilizado odores e
imagens relacionadas a felideos, especialmente gatos (AREDA et al., 2006;
BLANCHARD et al., 2001; HACQUEMAND et al., 2013; MUNOZ-ABELLAN et
al., 2009). Alternativamente, canideos e seus odores também tém sido
utilizados em laboratério. Uma das moléculas mais utilizadas em laboratério
como estimulo incondicionado € o TMT (2,4,5 — trimetil — 3 - triazolina) que é

sintetizado a partir da glandula anal da raposa. O TMT pode ser utilizado em

15



protocolos de condicionamento (ENDRES & FENDT, 2007, 2009; FORTES-
MARCO et al., 2015) e também para estudar as vias neurais ligadas ao medo
inato (JANITZKY et al., 2015; ROOT et al, 2014; SAITO et al, 2017; WANG et
al, 2013).

3.2.2. Competicao

A competicdo é um comportamento que existe em diversos grupos de
animais, desde as bactérias até os mamiferos, ja que é quase sempre

necessario competir para ter sucesso reprodutivo e para se alimentar.

Em ambiente laboratorial, é possivel estudar alguns aspectos da
competicdo a partir de parametros comportamentais que sao desencadeados
durante o confronto de dois animais adultos. Sao estes comportamentos
agueles ligados a agressividade e a hierarquia. De maneira interessante,
roedores compartilham com humanos e primatas diversos comportamentos
sociais subjacentes ao reconhecimento do status hierarquico (WANG et al,
2014), e até mesmo apresentam uma forma mais primitiva de empatia
(PANKSEPP & PANKSEPP, 2013). Além disso, roedores sdo capazes de
adaptar sua estrutura social frente a desafios do ambiente (SHEMESH et al,
2013).

3.2.3. Interacéo sexual

A interacdo sexual, com a consequente reproducdo, € de suma
importancia para a perpetuacao da espécie. De maneira geral, estas interacdes
sdo compostas de diferentes repertérios comportamentais, que diferem entre
machos e fémeas, e ocorrem de forma estereotipada (GUARRACI & BOLTON,
2013; SWIFT-GALLANT & MONKS, 2017).

Em roedores, a corte é realizada pelo macho e é caracterizada por
intensa exploragdo olfativa das areas genitais, vocalizacdo e tentativas de
monta (MATSUMOTO & OKANOYA, 2016). Quando a fémea aceita 0 macho,
esta exibe comportamento de lordose, permitindo que o macho monte e ocorra
a intromissao, seguida de ejaculacéo (YANG & SHAH, 2016).
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Em roedores, o reconhecimento de um parceiro sexual depende quase
que inteiramente de inputs olfatérios. De maneira semelhante, a deteccdo de
predadores ou de um competidor é feita principalmente por meio do sistema
olfatérios (HASHIKAWA et al., 2017).

3.3 Sistema olfatorio e processamento de odores

O sistema olfatdrio de roedores é dividido em dois “sub-sistemas” que se
complementam e interagem entre si: o Sistema Olfatdrio Principal (MOS, do
inglés “Main Olfactory System”) e o Sistema Olfatério Acessorio (AOS, do
inglés “Accessory Olfactory System?”).

O MOS é constituido pelo epitélio olfatério, que possui projecdes para o
bulbo olfatério principal através de neurdnios glutamatérgicos, as células
mitrais. Acredita-se que esse sistema seja responsavel pela captacdo de
odores volateis, sejam eles de origem social ou ndo. A codificacdo da
informacdo sensorial que passa pelo MOS segue em direcao as regides de
processamento primario, tais como o tubérculo olfatério e o nucleo olfatério
anterior, bem como regides dos coértices piriforme e entorrinal; e para a
amigdala lateral (RODOLFI & LODOVICHI, 2015; DULAC & TORELLO, 2003)
(Figura 1A).

O AOS é formado pelo 6rgdo vomeronasal, cujos neurdnios olfativos
projetam para o bulbo olfatério acessério. Odores néo volateis e peptideos sao
diluidos no lumen do epitélio acessoério e com o auxilio das bombas de muco
expressas nos neurdnios olfativos, que séo células ciliadas, sdo identificados.
ApOs esse primeiro processamento, a informacéo é enviada para duas regides
do encéfalo: (1) o hipotalamo, que comanda as respostas neuroenddcrinas
envolvidas nos comportamentos sociais e (2) a amigdala vomeronasal que
processara o aspecto emocional envolvido com o odor (DULAC & TORELLO,
2003).
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Figura 1: Sistema olfatério de roedores: Em A esta representado o sistema olfativo principal.
Os estimulos volateis sdo captados pelo epitélio olfativo principal (MOE), em seguida a
informacao é processada pelo bulbo olfatério principal (MOB). Posteriormente, sendo integrada
ao restante da via olfativa como nucleo olfatério anterior (AON), os cortices piriforme (PC) e
entorinal (EC), o tubérculo olfativo (OT) e a por¢éo lateral da amigdala cortical (LA). Em B est4
representado o sistema olfativo acessério. Os estimulos ndo-volateis sao captados pelo 6rgéo
vémeronasal e posteriormente sdo enviadas para o bulbo olfatério acessério (AOB) que projeta
para a amigdala vomeronasal (VA) e para o hipotalamo (H). Adaptado de Dulac e Torello
(2003).

O repertério de cheiros que o sistema olfativo é capaz de detectar é
virtualmente infinito. Entretanto, o destino das projecfes do bulbo olfatério pode
variar de acordo com a relevancia emocional e etolégica do odor que foi
detectado. O reconhecimento de co-especificos se da através de feroménios,
gue sdo moléculas liberadas pelos individuos para comunicar sobre o status
social e reprodutivo do animal que o liberou. Estes feromdnios séo capazes de
desencadear comportamentos sociais e reprodutivos inatos, como também
acarretar mudancgas neuroenddcrinas nos animais que entram em contanto
com essas moléculas (HALPERN, 1987). Os ferombnios sédo importantes para
diversos animais, porém para 0s animais territorialistas possuem uma

importancia maior, principalmente nos mamiferos (DULAC & TORELLO, 2003).
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Sinais quimicos de co-especifico, sejam para a formacédo de pares ou
simples reconhecimento s&do processados de maneira semelhante. A
informacao é detectada no MOS, cujas células mitrais possuem projecdes para
amigdala cortical posterolateral (COApl). Deste ultimo local, a informacao é
transmitida para amigdala medial (MeA), amigdala central (CeA), ndlcleo
acumbens (NAc), dentre outros. J& o AOS possui projecdes diretas para a MeA
e amigdala cortical posteromedial (COApm). A integracdo neuroendocrina
destes odores de co-especificos ocorre no hipotdlamo, sendo que a porcéo
ventrolateral do hipotalamo ventromedial (VMHvI) € mais importante para o
comportamento de agressividade e a area préoptica media (MPA) mais
importante para a formagcdo de pares. Por fim, as informagbes chegam a
substancia cinzenta periaquedutal (PAG) de onde partira 0 comando para 0s
comportamentos apropriados (HASHIKAWA et al., 2017) (Figura 2).

Odor processing Appetitive to motor action
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Figura 2: Circuitos neuronais que participam em diferentes fases dos comportamentos sexuais

——e Fight mainly
Mate mainly
——= Fight and mate

e agressivos em roedores. Linhas vermelhas, azuis e roxas indicam caminhos envolvidos
principalmente na luta, no acasalamento ou em ambos. AOBa: bulbo olfatério acessorio
anterior; AOBp: posterior AOB; BNSTpl / pm: nucleo do leito da estria terminal posterolateral /
posteromedial; CoA pl/pm: amigdala cortical posterolateral / posteromedial; CTF: campo
tegmental central; MDRN: nucleo reticular medular; MEA: amigdala medial; MOB: bulbo olfativo

principal; MPA: area predptica medial; NAc: nucleo accumbens; NRM: ndcleo da rafe magnus;
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NRP: nucleo da rafe pallidus; PAG: substancia cinzenta periaqueductal; PnC: tegumento
pontine caudal; Sl: substéncia inominada; VTA: area tegumentar ventral. Adaptada de
Hashikawa et al, 2016.

Além de odores sociais provenientes de co-especificos, a deteccdo e
processamento de odores de predadores, como o TMT, também fazem uso de
circuitos neurais que iniciam no MOB. A deteccdo do TMT é feita pelo ganglio
de Grueneberg que projeta para o bulbo olfatério principal dorsal. A figura
abaixo demonstra o caminho do processamento do TMT, que culmina com a
resposta comportamental de medo, denominada congelamento ou “freezing”
(Figura 43, C e D).

66 MOB |\ > )
OSN
; BNST
| TS
PAG
et CoA
e — MeA

TMT

Figura 3: Processamento do TMT induz comportamento de medo inato: freezing,
desencadeado pela ativagdo da PAG (substancia cinzenta periaquedutal). Adaptado de Rosen
et al, 2015.

7

O sistema olfatério € a principal fonte de informacfes para que
comportamentos sociais de formacéo de pares, agressividade, percepcao de
predadores, dentre outros, ocorra de forma eficiente. Entretanto, para que
futuros encontros sociais desencadeiem comportamentos apropriados, o

significado destes odores deve ser armazenado sob alguma forma de memoéria.
3.4. Valéncia de memoérias

Intuitivamente, sabemos que memorias podem ser positivas ou
negativas. Inclusive um mesmo ambiente pode causar memdrias de valéncias
opostas em pessoas diferentes. Mas no ambiente de laboratério, em estudos
cientificos, historicamente, memodrias sao estudadas pelo paradigma de

condicionamento classico. Nesse caso, como o0 estimulo incondicionado é o
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choque nas patas, a memdria resultante tera sempre valéncia negativa.

Entretanto, nem todas as nossas memorias sdo negativas.

Alguns estudos recentes tém sido realizados para compreender como o
cérebro diferencia memdrias positivas e negativas. Namburi et al. (2016)
demonstraram que a amigdala basolateral (BLA) é capaz de codificar ambos
estimulos negativo (como 0 gosto amargo do quinino) e positivo (como o gosto
de sacarose). Entretanto, a eferéncia da BLA para o nacleo accumbens (NAc) é
potenciada quando o animal é apresentado ao estimulo positivo, enquanto que
a eferéncia da BLA para o nucleo medial da amigdala central (CeM) medeia a
valéncia do estimulo negativo. Logo, a diferenciacdo na codificacdo de
estimulos positivos e negativos estaria relacionada a circuitos neurais distintos.
Além disso, uma memodria negativa pode adquirir uma valéncia positiva.
Redondo e colaboradores (2014) demonstraram que a valéncia da memdria
pode ser mutavel, ou seja, a associacao inicial para uma memdria negativa
pode ser revertida para uma associacdo de memoria positiva, se houver a

reativacao do engrama formado no giro denteado do hipocampo.

No presente estudo, nos propusemos a utilizar o CPA e CPP para

induzir memorias contextuais de valéncias opostas.

Todas as memorias de longa-duragdo passam inevitavelmente por
processos moleculares que irdo favorecer sua persisténcia ou 0 seu
esquecimento. De fato, estudos recentes tém demonstrado que ambos os
processos de persisténcia e esquecimento de memorias dependentes do
hipocampo envolvem mecanismos moleculares especificos (Bekinschtein et al.,
2007; Bekinschtein et al., 2010; Katche et al., 2013; Akers et al., 2014; Sachser
et al.,, 2016). Entretanto, €& desconhecido se a relacdo persisténcia/

esquecimento muda de acordo com a valéncia da memoria.

Sabendo que o cérebro processa informacfes com valéncias opostas,
possivelmente através de circuitos diferentes, testamos a hipdtese de que
memorias de valéncia negativa sdo estabelecidas mais facilmente, além de

persistirem por mais tempo em comparag¢do as memorias de valéncia positiva.
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4. Objetivos
4.1 Objetivo geral

Avaliar se a valéncia da memoria, positiva ou negativa, afeta a

persisténcia de memdrias contextuais.
4.2. Objetivos especificos

1. Estabelecer um protocolo de memodria contextual de valéncia
negativa, que tenha o sistema olfativo como principal entrada de
informacoes;

2. Estabelecer um protocolo de memoria contextual de valéncia
positiva, que tenha o sistema olfativo como principal entrada de
informacgoes;

3. Avaliar a persisténcia de memorias contextuais positivas e
negativas;

4. Verificar se as respostas comportamentais de medo, ocorridas
durante o condicionamento ao TMT, correlacionam-se a persisténcia
da memodria contextual de valéncia negativa;

5. Verificar se as respostas comportamentais apetitivas, ocorridas
durante o condicionamento a fémea, correlacionam-se a persisténcia

da memoria contextual de valéncia positiva.
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5. Justificativa

E sabido que os circuitos neurais subjacentes a formacdo de memorias
negativas e positivas ndo sao sobrepostos, ou seja, existe uma via para a
formacdo de memorias positivas e possivelmente outra para memorias
negativas. Apos a formacado dessas memorias com valéncias opostas, estas
ndo necessariamente irdo persistir igualmente. Neste cenario, estudos que
busquem a compreensdo da valéncia de memodrias sdo essenciais para o

avanco do conhecimento neste campo das neurociéncias.

A maioria dos paradigmas utilizados para induzir uma memodria
contextual utiliza o choque nas patas para estudar a formacdo de memodrias.
Porém esta memdéria contextual serd sempre negativa pois envolve o estimulo
aversivo do choque. Sendo assim, € dificil, sendo impossivel, comparar
valéncias de memodrias utilizando um mesmo paradigma, com ativacédo de vias
sensoriais de entrada semelhantes. No presente estudo nos propusemos a
desenvolver protocolos, utilizando um paradigma conhecido como
condicionamento ao lugar, para estudar memoérias de valéncias opostas,
geradas por estimulos sensoriais semelhantes. Acreditamos que o
estabelecimento e padronizagdo de ensaios comportamentais compreendem
0s primeiros passos para o estudo adequado das bases neurobiolégicas de

memorias.
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6. Materiais e métodos
6.1. Animais

Foram utilizados camundongos machos C57BL/6 (Biotério Central) com
idade minima de 8 semanas. Os animais foram alocados em grupos de 5
animais por gaiola ou isolados, dependendo do experimento. As gaiolas foram
mantidas em estante ventilada com temperatura ambiente de 22+1°C, umidade
entre 40- 70%, ciclo claro-escuro de 12/12 horas e livre acesso a ragéo e agua.
Todos os procedimentos foram aprovados pelo comité de ética animal através
do CEUA 212/2016.

6.2. Paradigma de condicionamento ao lugar

O teste foi realizado numa caixa contendo trés compartimentos de igual
tamanho (21cm largura x 42,5 cm de comprimento X 27 cm de altura), porém
foram usados apenas 2 compartimentos. Optamos por utilizar apenas dois
compartimentos apds inUmeras tentativas frustradas de condicionar os animais
utilizando os 3 compartimentos (dados ndo mostrados). Utilizamos entdo o
protocolo de CPP e CPA chamado de “escolha forgada” (forced choice) (Figura
5).

Unforced Choice Forced Choice
A B
A B ? 0 O
N
O - O Sta‘y or
” OR

Figura 5: Escolha néo for¢cada (do inglés Unforced Choice) versus escolha forgada (do inglés
Forced choice). No procedimento de escolha forcada, a &rea central ndo é utilizada. Ja na
escolha ndo forcada, existe o compartimento central que trata-se de uma area neutra.
Adaptado de Buccafusco, JJ, 2009.

Optamos por realizar o experimento comportamental no escuro, usando
apenas uma fonte de luz vermelha, apés identificarmos que os animais tém

dificuldade em condicionar na luz branca (dados ndo mostrados).
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Na sessao de habituacdo, o animal foi colocado em um dos dois
compartimentos, com as portas abertas e durante 20 minutos o animal explorou
livremente a caixa. Para excluir o viés de preferéncia ou aversdo inata a um
dos compartimentos, quantificamos o tempo de permanéncia em cada
compartimento durante a habituacdo. Para os animais condicionados aos
estimulos positivos, usamos o compartimento menos preferido pelos animais
como aquele que seria pareado com o estimulo. Ja para os animais
condicionados aos estimulos negativos, usamos 0 compartimento mais
preferido pelos animais como aquele que seria pareado com o estimulo
(CALCAGNETTI & SCHECHTER, 1994).

No dia seguinte a habituacao, iniciou-se o condicionamento. Os animais
foram expostos a 6 sessGes de 5 minutos diarias de condicionamento. Os dias
foram intercalados, sendo que num dia o animal ficou confinado ao contexto
com o estimulo condicionado e no outro dia confinado ao contexto com o
estimulo neutro. Na sessdo de teste, os animais foram colocados no
compartimento que foram condicionados e apds 30s a porta que dava acesso
ao outro compartimento foi aberta e durante 10 minutos o animal explorou
livremente a caixa. A memoria contextual foi testada 1 e 7 dias ap6s o término

do condicionamento.

Para todas as sessdes 0 aparato foi limpo com alcool 70% de um animal

para o outro. Todas as sessdes foram filmadas e os filmes analisados off-line.

Os resultados foram expressos como indice de preferéncia ou esquiva
(tempo no compartimento condicionado durante a habituacdo — tempo no
compartimento condicionado durante o teste). Também expressamos 0S
resultados em tempo bruto, ou seja, o tempo em segundos gastos no
compartimento condicionado antes (pré-teste) e apds o condicionamento
(teste).

6.2.1. TMT como estimulo incondicionado
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O TMT foi utilizado na concentracdo de 0,1% e o mesmo foi dissolvido
em PBST. 10 uL de TMT ou PBST eram pipetados em um papel filtro que foi
colocado dentro de uma placa de Petri. A placa contendo TMT era alocada no
compartimento da caixa onde seria 0 condicionamento. No dia seguinte o
mesmo era feito, porém, com o PBST colocado no compartimento oposto ao do
TMT. Animais controle recebiam PBST nos dois compartimentos. Sempre
comecavamos o protocolo com os animais controle. Usdvamos o TMT no
mesmo dia, para evitar contaminagcédo. Ao término do dia a caixa era lavada
com agua e sabdo e apos higienizada com alcool 70%. Entre as sessdes no

mesmo dia, a caixa era higienizada com alcool 70%.
6.2.2. Competicdo como estimulo incondicionado

Para simular uma competicdo utilizamos um protocolo de derrota social
(SD, do inglés Social Defeat) modificado. Utilizamos camundongos CD1, pois
eles possuem uma agressividade basal maior e sdo maiores que 0s animais
testes. Camundongos CD1 machos adultos foram previamente isolados por no
minimo 4 semanas para agucar a sua agressividade. Apés esse tempo, foi
realizada uma triagem que consistiu na introducdo de um camundongo adulto
macho na caixa do CD1 por 5 minutos, durante 3 dias consecutivos. Apenas
0s animais CD1 que agrediram o intruso por pelo menos 2 sessdes foram

utilizados no protocolo de condicionamento.

O condicionamento ocorreu pela colocacdo do animal experimental no
compartimento com o CD1 agressivo. Para cada um dos 3 dias de
condicionamento usamos CD1s diferentes para evitar que o animal
experimental habituasse ao CD1. No compartimento controle ndo era
apresentado qualquer estimulo. Animais controle ndo foram expostos ao CD1.

O aparato era higienizado com alcool 70% entre um animal e outro.
6.2.3. Interacdo sexual como estimulo incondicionado

Para a interacdo com a fémea utilizamos um protocolo modificado de
Ramirez e colaboradores (2015). Utilizamos fémeas adultas C57/BL6 virgens,

nesse estimulo ndo controlamos o ciclo das fémeas, pois utilizando o
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paradigma do Ramirez onde foi utilizado fémeas intactas e nédo foi observado o

ciclo das mesmas.

A fémea era apresentada ao animal experimentador dentro de um
cilindro com 60 orificios para evitar a copula. Para cada um dos 3 dias de
condicionamento usamos fémeas diferentes para evitar que o0 animal
experimental habituasse a fémea. No compartimento controle era apresentado
o cilindro vazio. Animais controle eram expostos apenas ao cilindro vazio nos
dois compartimentos. O aparato era higienizado com alcool 70% entre um

animal e outro.
6.2.4. Urina de fémeas como estimulo incondicionado

Optamos por testar a urina da fémea por considerar que equipar-se-ia
com o TMT, ja que ambos sdo estimulos olfativos puramente, embora com
valéncias opostas. Acompanhamos o ciclo estral de diferentes fémeas adultas
C57/BL6 pelo esfregago vaginal. Que consiste na retirada de uma amostra de
secrecdo da fémea por sua vagina utilizando salina e colocando uma gota

numa lamina para visualizacdo no microscopio.

A urina da fémea era retirada apenas nos dias em que se encontrava
em pro-estro, que é a sua fase receptiva com altos niveis de estradiol séricos.

ApOs a retirada da urina, essa era acondicionada em -20C até a sua utilizagédo.

3 uL de urina ou salina eram pipetados em um papel filtro que foi
colocado dentro de uma placa de Petri. A placa contendo a urina era alocada
no compartimento da caixa onde seria o condicionamento. No dia seguinte o
mesmo era feito, porém com salina colocada no compartimento oposto.

Animais controle recebiam salina nos dois compartimentos.
6.3 Comportamentos avaliados
6.3.1. Contexto negativo

6.3.1.1. Exposicao ao TMT
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Durante as sessfes de condicionamento ao TMT, quantificamos: a
porcentagem de congelamento (freezing), tempo de auto-limpeza (grooming) e

namero de eventos de exploracéo vertical (rearing).
6.3.1.2. Interacao com CD1

Durante as sessdes de condicionamento ao CD1, quantificamos
diferentes parametros de comportamentos agressivos, em nimero e tempo de

duracédo: ataque, mordidas, serpentear de cauda e perseguicéo.
6.3.2. Contexto positivo
6.3.2.1 Interacdo com a fémea

Durante as sessdes de condicionamento a presenca da fémea,
guantificamos o tempo de interacdo social entre o macho e a fémea.
Contabilizamos o tempo e o numero de vezes que 0 macho inseria seu focinho

ou vibrissas nos orificios do cilindro.
6.3.2.2. Urina da fémea

Durante as sessfes de condicionamento a presenga da urina,
guantificamos o tempo e a frequéncia que o animal permaneceu proximo a

placa de petri onde se encontrava o papel filtro com a urina da fémea.
6.4. Analise estatistica

Para o0s resultados expressos como tempo bruto em cada
compartimento, utilizamos ANOVA de 2 vias de medidas repetidas com post-
hoc de Bonferroni, sendo um fator a sessdo (pré-teste X teste) e o outro o

condicionamento (TMT X PBST; CD1 X nada; fémea X cilindro; urina X salina).

Os resultados expressos como indice (Atempo = tempo no teste — tempo

no pré-teste) foram analisados pelo t-test de amostras independentes.

Os comportamentos analisados durante o condicionamento foram
analisados por ANOVA de 1 via ou de 2 vias, ambas de medida repetida e com

post-hoc de Bonferroni. Quando os resultados foram somados entre as 3
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sessOes de condicionamento, comparamos as médias dos grupos por teste t de

amostras independentes.
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7. Resultados

7.1. Uso do TMT no paradigma de aversao condicionada ao lugar forma

memaria contextual de valéncia negativa

A memoria contextual de valéncia negativa, induzida pela averséo
condicionada ao lugar utilizando o TMT como estimulo incondicionado foi
testada 24h e 7 dias apds o condicionamento. No teste realizado 24h apds o
condicionamento, ndo observamos efeito na interagdo (F,28)=3.2; p=0.08)
entre os fatores. Também ndo detectamos efeito principal da sesséo
(Fa,28=0.81 p=0.37). Entretanto, observamos efeito principal do fator
condicionamento (F(1,28=10.7 p=0.002); havendo diferenca entre pré-teste e
teste apenas no grupo TMT (p<0.01) (Figura 6A). A analise do indice de
aversdo nao revelou diferenca estatistica entre 0os grupos (tus=1.77, p=0.09)
(Figura 6B).
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Figura 6: Memdria contextual de valéncia negativa induzida pelo TMT testada 24h apés o
condicionamento. (A) Tempo gasto no compartimento onde o condicionamento com PBS
(controle, n=8) ou TMT (n=8) foi realizado, antes (pré-teste) e apds condicionamento (teste).
(B) indice de aversdo calculado pelo A tempo (tempo teste - tempo no pré-teste). ** indica

diferenca entre pré-teste e teste (p<0.01).

Realizamos o teste de memodria contextual novamente, 7 dias apos o
condicionamento. Observamos uma interagdo entre os fatores (F1,28=5,

p=0.03), logo, avaliamos os fatores separadamente. O teste-t pareado revelou
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néo haver diferenca entre as sessdes no grupo controle (t7=0.27, p=0.78), no
entanto, houve diferenca no grupo TMT (t7=4.05, p=0.002) (Figura 7A). Além
disso, também detectamos diferenca entre os grupos quanto ao indice de
aversao (t14=2.34, p=0.03) (Figure 7B).
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Figura 7: Memoéria contextual de valéncia negativa induzida pelo TMT testada 7 dias apds o
condicionamento. (A) Tempo gasto no compartimento onde o condicionamento com PBS
(controle, n=8) ou TMT (n=8) foi realizado, antes (pré-teste) e apds condicionamento (teste).
(B) indice de aversdo calculado pelo A tempo (tempo teste-tempo no pré-teste). * indica

diferenca entre pré-teste e teste (p<0.05) ou diferenca entre 0s grupos.

Em conjunto, nossos resultados mostram que camundongos C57/BL6
machos condicionam ao TMT. Além disso, a memaria contextual formada por

este condicionamento persiste por até 7 dias.

7.2. Exposicao repetida ao TMT aumenta comportamentos relacionados a

ansiedade e medo.

Avaliamos trés comportamentos distintos durante o condicionamento ao
TMT, para verificar o efeito tempo-dependente deste estimulo aversivo.
Observamos que ao longo dos dias de condicionamento, 0s animais expostos
ao TMT diminuem progressivamente o comportamento de exploracéo vertical
ou rearing (Interacdo: F28=5.5, p=0.009; Sessdo: Fp2=21, p<0.001,

Condicionamento: F1,14=8.52, p=0.01) (Figura 8A). N&o observamos diferenca
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nos animais controle ao longo das sessfes. Entretanto, apesar da diminuicdo
progressiva ao longo do condicionamento, a frequéncia meédia deste
comportamento foi maior nos animais TMT (t14=2.9, p=0.01) (Figura 8B).

O comportamento de auto-limpeza, ou grooming, no grupo TMT, mas
nao no grupo controle, aumentou ao longo das sessdes de condicionamento
(Interacgéo: F(228=0.9, p=0.39; Sessdo: F(25=3.4, p=0.04; Condicionamento:
F(1,14=0.54, p=0.4) (Figura 8C). Porém, ndo observamos diferenga entre os
grupos quanto a média deste comportamento durante o condicionamento
(t14)=0.74, p=0.47) (Figura 8D).

Um dos comportamentos mais observados em situagdes de medo, como
€ 0 caso da exposicdo ao TMT, € o congelamento ou freezing. Indicando que
0s animais condicionados foram de fato expostos ao TMT, observamos um
aumento de freezing nos animais TMT ao longo do condicionamento, e em
comparagdo aos animais controle (Interacéo: F(25=9.2, p<0.0008; Sessao:
F(2,28=0.6, p=0.5; Condicionamento: F 14=6, p=0.02) (Figure 8E). Além disso,
0 grupo TMT apresentou uma meédia maior deste comportamento durante o

condicionamento (t14=2.43, p=0.02) (Figura 8F).
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Condicionamento ao TMT
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Figura 8. Comportamentos relacionados ao medo e ansiedade durante os trés dias alternados de
condicionamento ao TMT (D1, D3 e D5). (A) A frequéncia de rearing diminui ao longo do
condicionamento no grupo TMT (n=8) (****p<0.00001), mas é maior em compara¢do ao grupo
controle (n=8) no D1 (###p<0.001) e na (B) média dos 3 dias (*p<0.05). (C) O tempo de grooming
aumentou no grupo TMT ao longo do condicionamento (*p<0.05), (D) porém néo houve diferenca na
média entre os grupos. (E) O TMT aumentou a frequéncia de freezing no D5 em compara¢éo aos
demais dias (**p<0.01) e foi mais alto em comparacéo ao controle (#p<0.05; ##p<0.01). (F) O TMT
também aumentou a média de frequéncia de freezing no condicionamento, em comparacdo ao

grupo controle (*p<0.05).

7.3. Preferéncia condicionada ao lugar com urina de fémea em proestro

forma memaoria contextual de valéncia positiva
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Apos identificarmos que o TMT foi capaz de formar uma memoria
contextual negativa, buscamos estabelecer um paradigma que fosse capaz de
formar uma memodria contextual positiva, usando também um estimulo olfativo.
Optamos por utilizar urina de fémeas C57/BL6 em fase proestro, que se trata

da fase do ciclo estral onde a fémea esta receptiva sexualmente.

Vinte e quarto horas apés o término do condicionamento, observamos a
preferéncia dos machos pelo compartimento pareado com a presenca de urina
N&o houve interagdo entre os fatores (Fq,16=0.2, p=0.65). Também néo
detectamos efeito principal do condicionamento (F(1,16=2.34 p=0.14).
Entretanto, observamos efeito principal do fator sesséo (F(28=14.3 p=0.001);
havendo diferenca entre pré-teste e teste apenas no grupo exposto a urina de
fémea (p<0.05) (Figura 9A). Entretanto, a analise do delta tempo néo revelou

diferenca entre os grupos (t16=0.45, p=0.6) (Figura 9B).

Repetimos o teste de memoéria contextual 7 dias apdés o
condicionamento. Observamos, entdo, um efeito principal da sessao
(Fa,16=7.6, p=0.01) e do condicionamento (Fq16=7.4, p=0.01), havendo
diferenca entre pré-teste e teste apenas no grupo urina (p<0.01). Ndo houve
interagéo entre os fatores (F(,16=2.7, p=0.1) (Figura 10A). Na figura 10B,
podemos observar uma diferenca estatistica entre os grupos com relacdo ao
delta tempo (t15=2.7, p=0.01), ou seja, os animais condicionados com urina

mostraram preferéncia pelo contexto 7 dias pés-condicionamento.
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Figura 9: Memdria contextual de valéncia positiva induzida pela urina de fémea em proestro testada
24h apds o condicionamento. (A) Tempo gasto no compartimento onde o condicionamento com
salina (Controle, n=9) ou urina de fémea (Urina, n=9) foi realizado, antes (pré-teste) e apos
condicionamento (teste). (B) indice de preferéncia calculado pelo A tempo (tempo teste-tempo no

pré-teste). * indica diferenca entre pré-teste e teste (p<0.05).
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Figura 10: Memodria contextual de valéncia positiva induzida pela urina de fémea em proestro
testada 7 dias apdés o condicionamento. (A) Tempo gasto no compartimento onde o
condicionamento com salina (Controle, n=9) ou urina de fémea (Urina, n=9) foi realizado, antes
(pré-teste) e apds condicionamento (teste) ** indica diferenca entre pré-teste e teste (p<0.01). (B)
indice de preferéncia calculado pelo A tempo (tempo teste-tempo no pré-teste). *indica diferenca

entre grupos (p<0.05).

7.4. Machos alteram a intensidade com que exploram a urina de fémeas

em proestro durante as sessfes de condicionamento
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Vimos anteriormente que foi possivel estabelecer uma memoria
contextual positiva em camundongos C57BL6 machos, usando a urina de
fémea em proestro como estimulo incondicionado de valéncia positiva. Para
verificar se os animais de fato interagiram com a urina da fémea durante o
condicionamento, quantificamos a frequéncia e o tempo de exploracao.
Observamos que tanto para a frequéncia (F(e:134=46.7, p<0.0001) (Figura
11A), quanto para o tempo (F,9:155=6, p<0.05) (Figura 11B) houve uma

diminuicao da explorac&o ao longo das sessfes de condicionamento.

Interagdo com a urina de fémea em proestro
durante o condicionamento
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Figura 11: Frequéncia (A) e tempo (B) gasto pelo macho interagindo com o papel filtro contendo
amostra de urina de fémeas em proestro, durante as sessdes de condicionamento (D1, D3 e D5) ****
p<0.0001 e *p<0.05 indicam diferenca de D1.

7.5. Derrota social ndo induz memdéria contextual de valéncia negativa no

paradigma de aversdo condicionada ao lugar

Apoés verificarmos que odores de origem social positivos (urina de
fémea) e negativos (TMT) podem ser usados como estimulos incondicionados
para formar uma memoria contextual, decidimos avaliar se um evento social,
que se trata de uma condicdo mais complexa, polimodal, poderia ser utilizada

para induzir memorias contextuais de valéncias opostas.
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Inicialmente, usamos como condicdo negativa o encontro com um
animal macho adulto CD1 agressivo, denominado agressor. Esses encontros
foram sempre realizados no mesmo compartimento da caixa. O grupo controle
nao foi exposto a nenhum encontro social. Como é possivel observar na figura
12A, ndo houve diferenca entre as sessoes de pré-teste e teste em ambos 0s
grupos  (Interagdo: F(114=1.5, p=0.2; Sessdo: Fpu14=2.3, p=0.1;
Condicionamento: F1,14=1.7, p=0.2). Também n&o observamos diferenca

estatistica entre os grupos na comparacdo de delta tempo (tu4=1.5, p=0.1)

(Figura 12B).
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Figura 12: Memodria contextual de valéncia negativa induzida pela derrota social testada 24h apos o
condicionamento. (A) Tempo gasto no compartimento ausente de agressor (controle, n=8) ou contendo
0 agressor CD1 (Derrota social, n=8) foi realizado, antes (pré-teste) e apés condicionamento (teste).

(B) indice de aversao calculado pelo A tempo (tempo teste-tempo no pré-teste).

Repetimos o teste de memoéria contextual 7 dias apd6s o
condicionamento. N&o observamos interacdo entre os fatores (Interagéo:
F,14=1.1, p=0.3) ou efeito principal do condicionamento (F,14=2.6, p=0.1).
Detectamos efeito principal da sesséo (F(1,14=5.9, p=0.02), porém o pos-teste

foi ineficiente em detectar diferenca entre os grupos (Figura 13A). Novamente,
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néo observamos diferenga entre os grupos quanto ao indice de aversao (t14=1,
p=0.2) (Figura 13B).
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Figura 13: Memdria contextual de valéncia negativa induzida pela derrota social testada 7 dias apds o
condicionamento. (A) Tempo gasto no compartimento ausente de agressor (controle, n=8) ou contendo
o0 agressor CD1 (Derrota social, n=8) foi realizado, antes (pré-teste) e apés condicionamento (teste). (B)

indice de averséo calculado pelo A tempo (tempo teste-tempo no pré-teste).

7.6. Comportamentos relacionados a agressividade durante o

condicionamento pela derrota social

Nossos resultados mostraram que o uso da derrota social como um
estimulo incondicionado para induzir memoria contextual negativa foi
ineficiente. Entretanto, podemos observar uma variabilidade muito grande nos
dados, o0 que pode ter fragilizado a analise estatistica para esse tamanho de
amostra. Decidimos, entdo, quantificar comportamentos relacionados a
agressividade para verificar se de fato nossos animais experimentais passaram
pela derrota social. Como mostrado na figura 14, em praticamente todas as

sessfes de condicionamento houve agressividade por parte do agressor.
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Entretanto, esses comportamentos nao tiveram uma regularidade ao longo das
sessOes, sendo inclusive evidente, uma diminuicdo dos comportamentos ao
longo das sessoes.

Tanto a frequéncia (F(1,611,7=3.5, p=0.06) (Figura 14A), quanto o tempo
(Fa,511,1=1.6, p=0.6) (Figura 14B) de interagdo social ndo modificou-se
estatisticamente ao longo do condicionamento. Ja a frequéncia (F,9.13,3=4.9,
p=0.02) (Figura 14C) e o tempo (F@e11,3=5.9, p=0.02) (Figura 14D) de
perseguicdo diminuiram ao longo das sessbes, embora somente a variavel
frequéncia tenha atingido significancia no teste post-hoc. Outros
comportamentos como ataques (F182=2.8, p=0.1) (Figura 14E), mordidas
(Fa,486=2.3, p=0.1) (Figura 14E) e serpenteado de cauda (F(ss2=2, p=0.1)
(Figura 14F) ndo diferiram quanto a frequéncia de ocorréncia ao longo das

sessoes de condicionamento.
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Figura 14: Comportamentos relacionados a derrota social, ocorrida durante o condicionamento (D1,
D2, D3) ao agressor. Frequéncia (A) e tempo (B) de interagdo social. Frequéncia (A) e tempo (B) de

perseguicdo. (E) serpenteado de cauda e (F) ataques e mordidas.

7.7. Interacado social com fémea ndo induz memaria contextual de valéncia

positiva no paradigma de preferéncia condicionada ao lugar

Na busca por um estimulo social que fosse capaz de induzir memoria
contextual positiva, optamos por utilizar uma fémea. No teste de memdria
realizado 24h pés condicionamento, ndo observamos interacao entre os fatores
(F1,16=0.001, p=0.9), ou efeito principal da sesséo (F(,16=0.01, p=0.9) e do
condicionamento  (F(116=3, p=0.1) (Figura 15A). Também n&do detectamos
diferenca entre os grupos quanto ao indice de preferéncia (t(1=0.18, p=0.8)
(Figura 15B).

Repetimos o teste 7 dias ap0s o condicionamento, e novamente, nao foi
possivel detectar interagé@o entre os fatores (Interagéo: F(1,16=0.03, p=0.8) ou
efeito principal da sessdo (F(16=0.003, p=0.9) quanto ao tempo no
compartimento condicionado. Entretanto, observamos ume feito principal do
condicionamento (F(1,16=7.3, p=0.01), que néo foi confirmado pela analise pos-
hoc (Figura 16A). Nao observamos diferenca entre os grupos quanto ao indice

de preferéncia (t16=0.03, p=0.9).
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Figura 15: Memdria contextual de valéncia positiva induzida pela interacdo com a fémea testada 24h
apoés o condicionamento. (A) Tempo gasto no compartimento na auséncia da fémea (controle, n=8) ou
contendo a fémea (Interacdo com a fémea, n=8) foi realizado, antes (pré-teste) e apos
condicionamento (teste). (B) indice de aversdo calculado pelo A tempo (tempo teste-tempo no pré-

teste).
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Figura 16: Memoria contextual de valéncia positiva induzida pela interagdo com a fémea testada 7 dias
apos o condicionamento. (A) Tempo gasto no compartimento ausente da fémea (controle, n=8) ou
contendo a fémea (Interacdo com a fémea, n=8) foi realizado, antes (pré-teste) e apds condicionamento

(teste). (B) indice de averséo calculado pelo A tempo (tempo teste-tempo no pré-teste).

7.8. Comportamentos relacionados a interacdo com a fémea durante o

condicionamento.

Nossos resultados mostraram que o0 uso da interacdo com a fémea como um
estimulo incondicionado para induzir memdria contextual positiva foi ineficiente.
Entretanto, podemos observar uma diferenca no tempo de exploracdo entre 0s
animais teste e os controles. H4 uma diferenca entre os animais teste e controle em
todos os dias de condicionamento (Interacdo F,3,=1,56; p=0,32; Sesséo Fj 3,=55,22
p<0,0001; Condicionamento F;3,=5,39 p<0,01). Além disso, o grupo IF apresentou
uma média maior deste comportamento durante o condicionamento (t1=7,43
p<0,0001)
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Figura 17: Tempo (A) e média dos grupos (tempo) (B) gasto pelo macho interagindo com o cilindro

contendo uma fémea, durante as sessfes de condicionamento (D1, D2 e D3). ****p<0,0001 ***
p<0.001 e *p<0.05 indicam diferenca entre o grupo controle e IF.
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8. Discussao

Nossos resultados indicam que € possivel estabelecer memorias
contextuais cujos estimulos incondicionados sdo odores, de valéncia positiva
ou negativa. A estimulacdo monomodal olfativa, seja pelo odor de predador
(TMT), ou por odores de co-especifico (urina de fémea em proestro), foi
suficiente para induzir memaria contextual, que persistiu por pelo menos 7 dias.
Por outro lado, ndo foi possivel induzir memaria contextual, utilizando como
estimulo incondicionado a interacdo com a fémea ou com um macho CD1,
sugerindo que estimulos mais complexos, polimodais, podem significar uma

dificuldade maior de condicionar ao lugar.

Entender como os estimulos ambientais motivam e influenciam o
comportamento € um dos questionamentos fundamentais da neurociéncia do
comportamento. Essas perguntas podem ser respondidas através de diversos
protocolos, como por exemplo a esquiva inibitéria, a esquiva passiva, 0
condicionamento classico ao contexto, entre outros. Tendo essa premissa
utilizamos um paradigma de preferéncia/aversdo condicionada ao lugar. Esse
protocolo é muito estudado para entender os efeitos de drogas nos animais. No
entanto, como o estimulo incondicional nesse caso € uma droga os efeitos do
condicionamento e a formacdo da memdria contextual se sobrepdem levando a
uma dificuldade na interpretacdo dos resultados. Sendo assim, um protocolo
cujo um estimulo incondicionado € mais semelhante ao encontrado na natureza
auxiliaria na identificacdo dos mecanismos envolvidos na formagédo da memoria

associativa contextual.

Independentemente da sua valéncia os estimulos olfatorios séo
primordiais para os mamiferos, pois as pistas olfatorias estdo envolvidas com
diversos comportamentos, como por exemplo reconhecimento social que é de
grande importancia para os animais sociais (OETTL et al., 2017; SONG et al.,
2016). Quanto a utilizacdo do TMT como estimulo incondicionado tem sido
explorada na literatura sua utilizagdo no paradigma de aversao condicionada
ao lugar (ENDRES & FENDT, 2007; FORTES-MARCO et al., 2015; MYERS &
RINAMAN, 2005). Varios fatores podem influenciar na eficiéncia deste

composto em induzir memoéria contextual. Blanchard e colaboradores néo
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observaram condicionamento em doses de TMT menores que O0,1pl
(BLANCHARD et al., 2003). Ja Fortes-Marcos e colaboradores (2015) testaram
em fémeas CD1 diferentes concentracdoes de TMT e visualizaram uma
diferenca na quantidade de tempo que o animal evitava o local onde o odor se
encontrava, sugerindo que o efeito do TMT pode ser dose-dependente e
concentracdo-dependente. As dimensbes da caixa de condicionamento
também influenciam. Como apontado na revisdo escrita por Rosen e
colaboradores (2008), quanto maior o compartimento, menor a expressao de
medo (comportamento de freezing) em resposta ao TMT. Por fim, o nimero de
compartimentos também € um fator que pode alterar o condicionamento do
animal. Endres e colaboradores (2007) utilizaram ratos adultos e realizaram o
condicionamento ao TMT em um aparato com 1 ou 2 compartimentos. Seus
resultados mostraram que ratos ndo condicionam ao TMT num aparato com 1
compartimento. Nossos resultados estdo de acordo com aqueles que
mostraram haver condicionamento ao TMT num aparato com dois
compartimentos e utilizando camundongos machos C57/BL6. Além disso, até
onde sabemos, somos 0s primeiros a demonstrar que esta memoaria contextual

persiste por até 7 dias, fato esse nunca antes explorado.

Analisamos diferentes comportamentos durante o condicionamento ao
TMT para entendermos como o0 animal se comportou na presenca do estimulo
escolhido. O medo ao TMT parece ser inato, porém 0s comportamentos que o
TMT elicia ndo sao invariaveis, mudando de acordo com a necessidade que 0
ambiente demanda. Foi observado que na presenca do TMT o0s animais
condicionados tém a exploracéo vertical (rearing) aumentada em relacdo ao
grupo controle apenas no primeiro dia. Foi demonstrando que a exposicao de
ratos ao TMT elicia um comportamento de rearing menor quando comparados
a outros odores aversivos, como por exemplo o &cido butirico a exposicédo de
ratos ao TMT e outros odores aversivos, como por exemplo o acido butirico.
(WALLACE & ROSEN, 2000). Porém, Blachard e colaboradores (2003) ndo
observaram uma diferenca no comportamento de rearing nos ratos que foram
expostos a doses baixas de TMT durante o condicionamento. O rearing esta

relacionada a ansiedade e medo, uma vez que o rearing € a forma que o

animal recebe informacdes visuais, olfatérias, possivelmente auditivas e
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somatossensoriais para formar um mapa do ambiente (LEVER et al, 2006). No
caso do nosso paradigma o aumento do rearing no primeiro dia pode estar
relacionado com a procura de uma saida pelo animal para fugir da possivel

ameaca.

O segundo comportamento estudado foi 0 grooming, onde é visto uma
diferenca no grupo TMT entre o dial x dia5. O grooming é uma medida de
ansiedade do animal (BROWN, 2013). os dados encontrados na literatura
demonstram que 0s animais apresentam uma taxa pequena de grooming
guando expostos ao TMT (JANITZKY et al., 2009; WALLACE & ROSEN, 2000).
No nosso estudo observamos um aumento dessa taxa, porém nao
encontramos resultados na literatura que corroborem com 0s nossos, visto que
0 numero de artigos que utilizaram o TMT como estimulo incondicionado no

condicionamento que quantifiquem o comportamento de grooming € escasso.

Um outro comportamento em que foi observada diferenca entre os
grupos foi o freezing. Apesar de no primeiro dia ndo haver diferenca entre o
grupo TMT e controle observamos um aumento do 3 e 5 desse comportamento
no grupo TMT. Esse comportamento é bem demonstrado nos estudos
realizados com o TMT (AYERS et al.,, 2013; ENDRES & FENDT, 2007;
TAUGHER et al.,, 2015; WALLACE & ROSEN, 2000). O freezing é um
comportamento passivo e € analisado em diversos estudos que realizam o
condicionamento classico ao contexto e a pistas (ABRAHAM et al.,, 2017;
ALVES et al., 2016; FEAR-CONDITIONING et al., 2018; LEI et al., 2017) Os
dados vistos por WALLACE & ROSEN (2000) corroboram com 0s nossos, pois
nao é visto a habituacdo ao TMT do animal ao condicionamento, ou seja, uma

diminuicdo da quantidade de freezing durante o protocolo.

Observando os trés parametros vimos que no primeiro dia o animal
parece estar com uma resposta ativa de medo, com o aumento do rearing. Nos
outros dias parece haver uma troca para uma resposta passiva de medo com o
aumento do comportamento de grooming e de freezing. Portanto,
demonstramos que 0 nosso protocolo foi capaz de induzir a formacao de
memorias contextuais utilizando o TMT como estimulo incondicionado e

sabemos, intuitivamente, que as memarias negativas persistem por um tempo
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maior nos animais, pois geralmente sdo memorias que sao remetidas a
situacdes de riscos ou algo desagradavel. Nossos resultados demonstram que
apos a segunda sessdo de teste, 7 dias ap0s o condicionamento, 0s animais
continuam tendo aversédo ao contexto condicionado, mostrando assim que essa
memoria persiste por pelo menos 7 dias. Estudos comparando a persisténcia
de diferentes memdrias com valéncias opostas S80 escassos e nhéao
encontramos na literatura nenhum estudo que tenha utilizado o TMT para
estudar a persisténcia da memoria, tornando dificil a comparacdo do nosso
trabalho com outros previamente executados. Porém, se buscarmos por
trabalhos utilizando outros estimulos com valéncia negativa, como por exemplo
Qi e colaboradores (2018), que utilizaram a derrota social como estimulo
incondicionado, temos que o comportamento de freezing extingue na 42 sessao
de extingdo que ocorre 15 dias apds o condicionamento. De forma similar, no
nosso laboratério, foi demonstrando que a memoéria de medo contextual
persiste por mais de 7 dias (PEREIRA et al, dados n&o publicados). Wandell e
colaboradores (2004) realizaram o condicionamento ao medo utilizando como
pista um som e observaram diferencas apos 4 sessdes de extincdo entre duas
linhagens de camundongos, C57BI/6J e DBA/2J. Oliver e colaboradores (2018)
observaram diferencas entre 0s sexos apds 5 sessfes da extingdo da memoria
contextual de medo durante a administracdo aguda e cronica de nicotina. O
estimulo incondicionado mais empregado no estudo da extingdo da memoria €
0 choque nas patas (BOUTON & TODD, 2015). No caso do nosso estudo,
estamos lidando com um estimulo inato (odor do predador), que implica na
formacdo de uma memoria essencial para sobrevivéncia do individuo, porém
sdo necessarios mais estudos para entender porque essa memaoria persiste por
7 dias.

O segundo estimulo olfatério utilizado foi a urina de fémeas em proestro
como estimulo social positivo. O processamento da informacdo presente na
urina da fémea é estudado para entender como ocorre 0 processamento da
identificacdo de co-especificos (BEN-SHAUL et al.,, 2010; BERGAN et al,
2014). Porém a urina é utlizada também como um estimulo para o

condicionamento, Roberts e colaboradores (2012) utilizaram fémeas, o
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protocolo de CPP e como estimulo eles utilizaram a urina de machos. Eles

observaram que a memoria contextual dessas fémeas persiste por até 28 dias.

Foram quantificados os tempos que o animal teste e o controle
interagiam com o papel filme umidificado com a urina de fémea ou salina. Os
animais exploraram mais a urina em relacdo a salina. Como também ha uma
diferenca entre a média da frequéncia total de exploragéo entre os controles e
0s animais teste. Malkesman e colaboradores (2010) desenvolveram um
protocolo chamado de teste para cheirar a urina da fémea (do inglés FUST,
female urine sniffing test) e analisaram diferentes linhagens, compararam o
tempo de exploracdo da urina e agua, a vocalizagdo, a ativacdo da NAc e
chegaram a conclusdo que a urina da fémea pode ser utilizada como um
estimulo de recompensa em roedores. Porém, esse protocolo desenvolvido por
esse grupo ainda ndo € muito utilizado. Berger e colaboradores (2012)
utilizaram o protocolo do FUST para testar os camundongos TACR1-/-. Esses
receptores deplecionados influenciam na agressividade, depressao e
ansiedade. Foi demonstrado que eles também afetam o comportamento
sexual, pois 0s animais selvagens exploram mais a urina da fémea do que os
knockouts. A urina da fémea no protocolo de FUST foi utilizado por Malkesman
e colaboradores (2012) para analisar 0 comportamento tipo depressivo em
animais. Os animais depressivos exploram menos a urina de fémea, o que €
revertido com o tratamento de D-serina e ketamina. Demonstrando que utilizar
protocolos com urina de fémea pode ser um bom estimulo para analisar
comportamentos motivados e de recompensa em roedores. Contudo, néo
achamos trabalhos que analisem a quantidade de interacdo com odor urina de
fémea em trabalhos que envolvem o condicionamento do animal a uma
memo©ria contextual, sendo assim, 0 N0Sso protocolo parece ser promissor para

essa abordagem.

O nosso segundo resultado de estimulo social com valéncia negativa é a
derrota social. O estresse social induzido por esse protocolo é estudado de
diversas formas. Kinsey e colaboradores (2007) estudaram se a exposicao
cronica a derrota social eliciava nos animais comportamentos tipos depressivo
e ansioso. Keeney et al (2006) testou diferencas do estresse da derrota social
de forma aguda e cronica na liberagdo de horménios do eixo Hipotadlamo-
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Pituitaria-Adrenal e do papel da serotonina do hipocampo. Eles observaram
que maior liberacdo de corticosterona ocorre apos 12 derrotas sociais. Esse
efeito é duradouro, mesmo 9 dias apds a derrota 0os animais apresentam
fendtipo tipo depressivo no teste do nado forcado. Crestani e colaboradores
(2018) pesquisaram a diferenca entre interacdes agressivas € nao agressivas
em um contexto. Os animais que passaram pelo encontro agressivo realizaram
mais grooming na caixa que ele habita (do inglés, home cage) do que no
contexto onde teria ocorrido 0 encontro agressivo, sugerindo que 0s animais
evitaram o contexto onnde ocorreu a derrota social. Para estudar melhor a
derrota social Faturi e colaboradores (2013) tentaram mapear a circuitaria que
envolve a expressao do medo contextual a derrota social, eles analisaram
atividade exploratoria, risk assessment, freezing, grooming e rearing, eles
observaram que quando o contexto possuia a maravalha suja do animal que
era o dominante os ratos realizavam mais o risk assessment e freezing e
diminuiam o rearing e a exploragdo, eles também realizaram um cFos para
identificar as regifes que eram ativadas durante a reapresentacdo ao contexto
e eles observaram que a porcdo dorsolateral do nucleo dorsal premamilar
(PMDdm) possuia uma alta ativagdo e por ser uma regido importante para
comportamentos inatos eles bloguearam essa regido com muscimol e
obtiveram o resultado no qual é visto uma diminuicdo do freezing e risk
assessment e aumento da exploracdo em comparacdo ao salina, eles também
bloguearam a PAG, pois é uma regido importante para o output de respostas
ao medo, nos seus resultados eles demonstraram que o freezing é 0, hd uma
diminuicao do risk assessment e um aumento da taxa de exploracdo. Golden e
colaboradores (2011) publicaram um protocolo sobre a derrota social que
acarretava estresse nos animais, nesse protocolo eles utilizam os mesmos
animais que nos utilizamos, um C57BI/6 como animal teste e o CD1 como um
co-especifico violento, porém para esse protocolo funcionar os autores dizem
gue é necessario de 3-4 semanas de condicionamento, diferente do nosso que
durou 6 dias, talvez um dos porgqués do nosso protocolo nao ter funcionado. ou
seja, esse estimulo ndo foi suficiente para formar uma memaria contextual nos
animais teste. Se observarmos o resultado (Fig 6) atentamente verificamos que
alguns animais foram condicionados, porém, como grupo 0S animais nao

foram. Outros fatores vistos no protocolo de Golden e colaboradores (2011)
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foram que o screening realizados por eles foram de mais de 3 dias, os CD1 néo
tinham mais de 10 semanas, eles utilizaram um CD1 para cada encontro de
derrota social, dentre outros fatores. Comparando com outros estudos 0 n0sSso
protocolo € novo e diferente dos demais, pois tentamos realizar um protocolo
de derrota social num aparato de aversdo ao lugar, devemos levar em
consideracao que o protocolo para um residente habituar com o local demora

muitos dias e que os protocolos séao diversos para encontrar um que funcione.

Um outro motivo para o estimulo n&o ter funcionado foi o fato desse
estimulo ser polimodal, ou seja, sdo muitos estimulos sensoriais para o animal
processar e conseguir formar um engrama daquele ambiente. Um estimulo
polimodal é aquele que integra mais de uma via sensorial, no nosso protocolo
envolvia as vidas do olfato, somatossensorial e visual. Pourtois e colaboradores
(2012) na sua revisdo demonstram 0s mecanismos neurais que influenciam a
percepcdo e consequentemente a formacdo da memoria que depende do
estimulo, mas também do seu processamento. Eles atribuem 4 variaveis para
essa percepcao: fatores exdégenos (estimulos), endégenos (motivacdo), forma
que o individuo teste se encontra (do inglés, object-based) (agrupados) e
emocionais que interagem entre si e resulta na percepcéo. Alguns dessas
variaveis pode ndo ter sido estimulada suficientemente para formar um

engrama e néo ter ocorrido a formacao da memdria contextual.

Assim como realizado nos estudos com TMT, também analisamos
alguns comportamentos durante o condicionamento da derrota social. Os
comportamentos foram escolhidos devido a sua importancia para o
comportamento de agressividade dos animais, e observamos apenas uma
diferenca no comportamento de perseguicdo e apenas para a frequéncia.
Esses resultados ndo nos ajudam a explicar porque n&o ocorreu 0
condicionamento  pelos animais, porém, quando observamos 0s
comportamentos agonisticos (mordida, ataque e serpentear de cauda) notamos
que no segundo dia na presenca do coespecifico violento ndo houve nenhum
desses comportamentos, um motivo por que 0s animais ndo condicionaram

devido a falta de estimulo aversivo nesse dia.
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Por fim, temos o ultimo estimulo social que é a interacdo com uma
fémea intacta. No caso da IF foi visto que o estimulo ndo é capaz de formar
uma memoria contextual. Alguns grupos utilizaram a interacdo com a fémea
nos seus experimentos, como por exemplo, Ramirez e colaboradores (2015)
utilizaram a interacdo com a fémea como estimulo para formar uma memoaria
positiva seria evocada utilizando optogenética posteriormente. Redondo e
colaboradores (2014) utilizaram o paradigma de preferéncia condicionada ao
lugar e como estimulo positivo utilizaram a fémea. Bell e colaboradores (2010)
utilizaram a recompensa sexual, eles utilizaram o comportamento sexual e a
secrecdo vaginal como os estimulos no protocolo de CPP e conseguiram
condicionar o macho a uma preferéncia pelo compartimento onde a fémea
estava. Eles utilizaram hamsters machos e fémeas ovarectomizadas e tratadas
com estradiol e progesterona, 6 sessdes, sendo 3 com o estimulo e 3 sem o
estimulo por 30 min cada. O encontro com a fémea pode ser um estimulo para
medir comportamentos motivacionais e comportamentos de recompensa, Ago
e colaboradores (2015) utilizaram o encontro com a fémea como estimulo para
validar um modelo de comportamento de recompensa e motivacional em
camundongos, eles realizaram os testes em 5 linhagens diferentes, o protocolo
consistia num aparato com 3 compartimentos onde o animal teste permanecia
Nno meio € nos outros 2 compartimentos eram colocados um macho e uma
fémea e o0 animal teste interagia com ambos e era mensurado a quantidade de
tempo dessa interagcdo. A maioria das linhagens preferem a interagdo com a

fémea em relagéo a interacdo com o macho.

Uma explicacdo para a ndo persisténcia da memoria contextual pode ser
a mesma para a derrota social, pois temos um estimulo polimodal que tenha
atrapalhado na hora do condicionamento. Outro fator pode ser o ciclo estral da
fémea, pois sabemos que as fémeas ficam receptivas no final do proestro.
Porém, Ago e colaboradores (2015) refuta essa ideia, pois, para dar mais
suporte ao seu novo modelo testaram em animais CD1 a preferéncia entre
machos e fémeas em diferentes fases do seu ciclo, eles observaram que em
todas as fases os machos preferiram sempre o compartimento com a fémea,
porém quando a fémea foi castrada nédo a diferenca entre a preferéncia da

zona onde 0 macho ou a fémea se encontram, outro fator analisados por esse
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grupo foi a idade do animal teste, quando os animais possuem 3, 5 ou 40
semanas nao existe diferenca na preferéncia entre a zona com o macho ou a
fémea, todas as outras idades analisadas o animal teste prefere a zona com a

fémea.

Para perspectivas futuras e a continuacdo do trabalho pode ser
investigado alguns fatores, tais quais, manipular como ocorre 0 processamento
dos estimulos escolhidos e descobrir se estdo envolvidos com a formacgéo da
memoria, uma das formas de entender a formacao da memdria é estudando a
razdo dos receptores AMPA/NMDA para relacionar com 0S processos
moleculares que ocorrem na LTP. Foi observado estudos que demonstram
diferenga entre linhagens, com isso se faz necessario procurar se ha diferenca

entre as mesmas nos protocolos empregados.

O estimulo sensorial mais importante para os roedores € o olfato e os
nossos dados corroboram com essa observagéo. A informacdo, dependendo
do estimulo, tem seu input pelo sistema olfatorio principal ou acessorio, ou
ambos, porém, para todos os estimulos sociais estudados possuem sua
projecdo para a amigdala cortical (HASHIKAWA et al., 2017; ROOT &DENNY,
2014), e a partir dessa regido é observada projecdes para o BNST (anterior,
posterolateral e nucleo transverso), MeA (posterodoral e anterior), CeA, ventral
subiculum (SUBV), parte ventral do septum lateral (LSv), substancia innominate
(SI), nucleus accumbens (NAc) e a area infralimbica (CANTERAS et al, 1992) ,
sendo essa regido uma importante area para estudar como o processamento

da informacao dos estimulos podem afetar a formag¢édo da memoria.

Uma outra perspectiva de um futuro projeto é analisar as diferencas em
diferentes protocolos com diferentes linhagens, pois alguns autores
observaram diferengas entre as linhagens e o tempo de exposicdo do TMT,
Rosen e colaboradores (2006) realizaram testes com 3 linhagens diferentes de
ratos e chegaram ao resultado que todos os animais percebem e evitam o
TMT, porém a linhagem Wistar possui uma resposta menor a esse estimulo.
Como discutido diferentes protocolos eliciam comportamentos diferentes, e a
premissa do estudo do comportamento € entender como o ambiente influencia

o animal teste, sendo assim se faz necessario entender como uma exposicao
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mais longa, por mais dias, influenciaria no comportamento do animal. Sendo
necessario a verificagdo se ocorre um comportamento semelhante com
protocolos diferentes em linhagens de camundongos que estao disponiveis
para realizar pesquisas € de suma importancia para validar o protocolo e o

estimulo.

Empiricamente, o humor dos individuos interfere na persisténcia de
memorias, sendo que em geral, estados de animo negativos, tendem a
favorecer a persisténcia de memarias negativas (Curci et al, 2013; Careaga et
al, 2016). Uma das maneiras de induzir um estado de animo negativo em
roedores se da através do isolamento social (Guarnieri et al., dados nao
publicados de nosso laboratério). De fato, sabe-se que o isolamento social
altera o armazenamento de memdrias (Gusmao et al., 2012; Monteiro et al.,
2014), induz comportamentos depressivos e de ansiedade (Guarnieri et al.,
dados ndo publicados de nosso laboratério), além de exacerbar a
agressividade (Oliveira et al, dados nao publicados de nosso
laboratorio). Temos como exemplo a mudanca do estado interoceptivo
influenciado na memdria social e no reconhecimento de objeto. Lander e
colaboradores (2017) estudaram o isolamento social em diferentes idades,
animais na adolescéncia (38 dias de vida) e na fase adulta (60 dias de vida)
foram isolados por 3 semanas e passaram pelos protocolos de reconhecimento
de objeto e preferéncia social, em ambos 0s testes apenas 0s animais na
adolescéncia exploraram mais 0 objeto novo e possuiam uma preferéncia
social pelo macho no cilindro do que o cilindro vazio, ja os animais adultos ndo
foi visto diferenca significativa nos 2 testes para o0s protocolos de
reconhecimento de objeto e preferéncia social. Com isso, acreditamos que
esse estado interoceptivo também pode influenciar no tempo de extingdo da
memoria contextual pareada com os estimulos sociais utilizados no nosso
paradigma. Sendo os estimulos com valéncia negativa mais dificeis de serem

extinguidos.

Por fim, estudar a valéncia dos estimulos se faz necessario para
entender como ocorre 0 processamento dos estimulos, porque quando temos
uma patologia esse processamento se da de maneira errbnea, sendo assim
como trabalhamos com modelos animais poderia ser util entender como ocorre
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a valéncia do processamento de estimulos sociais referentes ao nosso modelo.
Se sabe que algumas regides processam ambas os estimulos, como por
exemplo a amigdala cortical, contudo ndo se sabe que subpopulagcbes sao
necessarias para processar diferentes estimulos, sendo assim, necessario
elucidar esses mecanismos para entender como ocorre a percepcdo de um

predador, possivel parceiro sexual ou apenas a interacéo social entre ele.
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9.Conclusao

Podemos concluir que o nosso protocolo funciona, onde utilizamos um
aparato com dois compartimentos na luz vermelha, estimulos sociais positivos
e negativos (TMT, IU, DS e IF) em um condicionamento com um dia de
habituacdo, 6 dias de condicionamento e o teste. Foi visto que estimulos
olfatérios pareados ao contexto sdo capazes de induzir a formag¢do de uma
mem©éria contextual, porém, quando os estimulos sdo polimodais nao

observamos essa memoria.

Esse protocolo serve como perspectiva para utilizacdo desse paradigma
no conhecimento sobre a valéncia de estimulos sociais e sua utilizacdo como
estimulos incondicionados na formacdo de memdrias contextuais. A partir
desse paradigma pode-se fazer util o uso de ferramentas farmacoldgicas e
genéticas para manipulacdo das vias ativadas nesses estimulos, como por
exemplo o sistema defensivo do hipotalamo ventromedial e da amigdala

cortical, areas importantes para o processamento dos estimulos estudados.

Esses achados podem ser empregados no futuro para o conhecimento
de como os modelos animais podem ajudar cada vez mais a entender doencas
como estresse poés-traumatico, depresséo, bipolaridade, entre outras. Doencas

onde a formacéo de determinadas memorias ocorre de forma desordenada.

E entender o processamento desses estimulos sociais pode ajudar a elucidar
melhores modelos animais para que os modelos sejam mais semelhantes as

experiencias vividas pelo homem.
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