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RESUMO

Experiéncias sensoriais no inicio da vida podem afetar o desenvolvimento neural e o
comportamento de um animal adulto. Tanto a manipulacdo quanto a separacao
neonatal sao utilizadas como modelo para avaliar de que forma mudangas no
ambiente neonatal podem influenciar a vida adulta do animal. A manipulacéo
neonatal em ratos consiste na separagao dos filhotes por alguns minutos nas
primeiras duas semanas de vida, os filhotes sendo afastados da mae durante 10
minutos por dia, do 1° ao 10° dia e colocados em uma estufa a 32°C, enquanto a
méde permanece sozinha na caixa moradia, préxima a este equipamento. Na
separacdo neonatal em ratos, os filhotes também sdo afastados das maes, do 1° ao
10° dia de vida, porém por um periodo mais longo (3 h/dia a 32°C). Sabe-se que tais
procedimentos podem alterar a resposta ao estresse na vida adulta. O estresse
mostra-se como um importante regulador dos processos de memoéria. O objetivo
geral deste trabalho foi verificar se a manipulacéo e a separacao materna no periodo
neonatal alteram a persisténcia da extincdo de uma memoria aversiva, comparada
com uma memoria ndo-aversiva. Trés meses apos a realizacdo das intervencdes
neonatais foram realizados os testes comportamentais para observacdo da memoéria
dos animais, utilizando teste de medo condicionado ao contexto, como tarefa
utilizando estimulo aversivo, e transferéncia social de preferéncia alimentar, como
tarefa utilizando estimulo apetitivo. Conseguimos observar a partir das tarefas
realizadas que o grupo controle demonstrou 0 comportamento esperado nos dois
tipos de tarefa. Evidenciamos aprendizado significativo nas duas tarefas, eficiéncia
na extingcdo, e recuperacdo espontanea da memdria aversiva. Embora esta ultima
etapa ndo tenha sido significativa na tarefa apetitiva, em média ha um aumento
visivel no consumo no teste 2, mostrando de certa forma uma recuperacao
espontanea. O grupo manipulado apresentou aprendizado nos dois tipos de tarefa, e
extingcdo satisfatoria. Tanto na tarefa aversiva como na apetitiva, ndo houve
recuperacdo espontanea da memoria neste grupo. O grupo separado também
demonstrou aprendizado nas duas tarefas, sendo que na tarefa aversiva se
comportou de forma semelhante ao grupo controle, aprendendo a tarefa, extinguindo
com eficiéncia e apresentando recuperacdo espontanea. Ja na tarefa apetitiva o
mesmo demonstrou deficiéncia no processo de extincdo. Animais manipulados e
separados apresentam comportamentos diferenciados tanto na tarefa apetitiva
guanto na tarefa aversiva quanto a persisténcia dessas memorias, sendo que a
memoria mais robusta foi observada na tarefa apetitiva do grupo separado, dentro
dos parametros aqui estudados.

Palavras-chave: Estresse. Memodria. Manipulacdo neonatal. Separacdo neonatal.
Estimulo aversivo



ABSTRACT

Sensory experiences early in life can affect neural development and behavior of an
adult animal. Both, neonatal handling and separation are used as a model to assess
how changes in the neonatal environment can influence adult life of the animal.
Neonatal handling in rats is the separation of the pups for a few minutes in the first
two weeks of life, where the chicks are removed from the mother for 10 minutes per
day, from day 1 to day 10, being placed in an oven at 32 ° C while the mother
remains alone in the box next to housing this equipment. In neonatal separation in
rats, the pups are also away from mothers, from day 1 to day 10, but for a longer
period (3 h/day at 32 ° C). It is known that such procedures may alter the stress
response in adulthood. The aim of this study was to checks whether the handling and
maternal separation in the neonatal period alters the persistence of extinction of an
aversive compared with a non-aversive memory. Three months after the neonatal
intervention, behavioral tests were performed to observe the memory in rats, using
the task of contextual fear conditioning, as task using aversive stimulus, and social
transmission of food preference, as task using appetitive stimulus. We observe from
the tasks performed that the control group showed a similar and an expected
behavior in both types of task. We evidenced significant learning on both tasks,
efficient extinction, and spontaneous recovery of aversive memory. Although this last
step was not significant in appetitive task, on average there is a noticeable increase
in feed intake with cumin in test 2, indicating a spontaneous recovery. The
manipulated group expressed learning in both tasks, and efficient extinction, as there
was no spontaneous recovery in both, the aversive and the appetitive tasks. The
separate group show learning in both tasks, whereas the aversive task behaved
similarly to the control group, the learning tasks, extinguishing efficiently and
presenting spontaneous recovery. Animals handling and separated have different
behaviors in both appetitive task in the task as aversive as the persistence of these
memories, and memory stronger was observed in the separate group in appetitive
task within, the parameters studied here.

Keywords: Stress. Memory. Neonatal handling. Neonatal separation. Aversive
stimulus
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1 INTRODUCAO

Periodos criticos sé@o fases especificas durante o desenvolvimento, quando
processos dependentes da genética e de condicdes ambientais interagem para
estabelecer caracteristicas funcionais (CREWS & HODGE, 2007). Dessa forma, o
desenvolvimento e a gravidade de diversas condicdes comportamentais ou
patoldgicas na vida adulta dependem da vulnerabilidade genética do individuo, da
exposicdo a fatores ambientais adversos, do periodo de ocorréncia do insulto
(CHARMANDARI et al., 2003) e da sua frequéncia.

No momento do nascimento dos mamiferos, estes n&o estdo com o sistema
nervoso plenamente desenvolvido. Em funcdo desta condicdo, neste momento o
sistema nervoso se mostra sensivel a alteracdes ambientais. O desenvolvimento de
respostas adaptativas ao estresse pode ser modificado por eventos ocorridos neste
periodo (MEANEY et al., 1993).

Durante o periodo neonatal ocorrem adaptacdes do recém-nascido a vida
extrauterina e este periodo € determinante para o sistema nervoso central e sobre
seus aspectos cognitivos. Intervencdes realizadas neste periodo podem causar
modificacdes no seu desenvolvimento que poderdo ser observadas quando adulto.
Dessa forma, a privacdo da figura materna no periodo neonatal pode afetar
definitivamente o comportamento deste individuo na vida adulta (MEERLO, et al.,
2000).

Um ambiente neonatal adequado tem se mostrado cada vez mais importante
para um desenvolvimento saudavel do individuo, pois em fung¢édo da vulnerabilidade
encontrada no periodo neonatal, intervencdes realizadas neste momento na relacéo
da mde com os filhotes podem afetar o desenvolvimento do sistema nervoso do
filhote e modificar a resposta materna, ja que a mae pode assumir comportamentos
gue afetem seu relacionamento. Experiéncias negativas no inicio da vida podem
perturbar respostas adaptativas normais durante a vida adulta (MEERLO, et al.,
1999). A plasticidade cerebral perinatal aumenta a vulnerabilidade a diversos tipos
de experiéncias precoces, levando a um desenvolvimento e comportamento fora dos
padrdes tidos como normais (ANAND & SCALZO, 2000).

O periodo neonatal corresponde ao periodo onde as primeiras ligacdes

sociais do animal sao formadas (SCOTT, 1962), através do contato com 0s irmaos e
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principalmente com a figura materna. Neste momento o animal é totalmente
dependente dos cuidados da méae, seja quanto a alimentagdo, calor ou qualquer
outra forma de cuidado. A privacéo da figura materna neste momento pode tornar-se
um insulto gravissimo para o desenvolvimento deste recém-nascido, visto que sua
principal fonte de protecdo foi banida e a percepcdo do abandono é inevitavel
(KUHN, et al., 1978; 1979; SCHAMBERG, et al., 1984).

Embora uma série de investigacbes epidemiolégicas tenham associado
complicagbes peri e neonatais com um comportamento adulto modificado, o
entendimento dos mecanismos subjacentes permanecem rudimentares (ANAND &
SCALZO, 2000). A vulnerabilidade na vida adulta pode ter como seu maior
contribuinte a qualidade do ambiente familiar durante o desenvolvimento,
principalmente na infancia (FRANCIS et al., 1999). Vitimas de abusos fisico ou
sexuais tém maiores riscos de desenvolver algum tipo de doenca mental quando
adultos. Negligéncia emocional persistente ou condicdes adversas precoces levam a
um aumento no risco de desenvolver depressdo ou transtornos de ansiedade em um
nivel bem préximo ao observado em um individuo que foi abusado (FRANCIS et al.,
1999). Assim, estimulos ambientais durante o inicio da vida pode influenciar de
forma permanente o desenvolvimento de um organismo, causando modificacdes

robustas no comportamento e na fisiologia na idade adulta (MEERLO et al., 1999).

1.1 Estresse

O entendimento para o termo estresse estd baseado em experimentos de
Hans Selye, datados do inicio do século 20. Pesquisando os efeitos de um extrato
guimico, observou o desenvolvimento de Ulceras gastrointestinais, atrofia do sistema
imunitario e aumento das glandulas adrenais em ratos. Contudo, ndo apenas 0s
animais injetados com o0 extrato apresentaram estas injdrias: os ratos do grupo
controle, que haviam recebido injecdo de solucdo salina, apresentaram alteracbes
semelhantes. Selye entdo concluiu que tais alteragbes estavam relacionadas a
aplicacdo das repetidas injecOes. Este obteve os mesmos resultados expondo
animais ao frio, a patdgenos, a toxinas ou ao barulho (SELYE, 1936; SAPOLSKY,
1990), sugerindo que as préprias condigbes estavam levando a estas mudancas.
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Com base nestes resultados, Selye descreveu a Sindrome Geral da Adaptacéo, que
representava uma reacgdo geral e inespecifica do organismo a estimulos aversivos
ou a situacdes desconhecidas, cuja finalidade seria a manutencdo da homeostasia e
adaptacdo do organismo a nova condicdo (SELEY, 1936). Apls estes estudos
propds o termo estresse (apud TANNO & MARCONDES, 2002).

O estresse representa a resposta do organismo, enquanto que o0 seu agente
causador € definido como estimulo estressante ou estressor (PICKERING, 1981).

O termo estresse refere-se ao estado gerado pela percepcdo de estimulos
gue provocam excitagdo emocional e, ao perturbarem a homeostasia, disparam um
processo de adaptacdo, caracterizado por diversas manifestacdes sistémicas, com
disturbios fisiologicos e psicologicos. O termo estressor por sua vez seria definido
como um desafio ao individuo, que ao perturbar sua homeostase, gera uma resposta
fisiologica. Pode também ser apenas uma interpretacéo errada de uma situacao, tida
como ameacadora, que resultard numa resposta comportamental e/ou hormonal
para adaptativa (MCEWEN, 2002).

Esta resposta ao estressor compreende aspectos cognitivos,
comportamentais e fisiologicos, visando propiciar uma melhor percepcao da situacao
e de suas demandas, assim como um processamento mais rapido da informacéao
disponivel, possibilitando uma busca de solucdes, selecionando condutas
adequadas e preparando o organismo para agir de maneira rapida e vigorosa
(LABRADOR & CRESPO, 1994).

O organismo responde de diversas formas ao estresse, com respostas
neurovegetativas, imunologicas e através da ativacdo do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal (HPA). Uma das principais respostas ao estresse ocorre pela ativacao do
eixo HPA. Este eixo compreende um sistema que contribui para a manutencéo do
balanco energético e € uma parte fundamental da resposta enddcrina do organismo
ao estresse. Ele é formado por trés elementos arranjados de forma serial,
conectados através da vascularizacdo, onde a ativacdo de um elemento é
dependente de outro, de forma sequencial, através de sinalizacdo quimica.

Sinais neurais reconhecidos como estresse séo levados para o hipotdlamo,
onde ocorre entdo a sintese e secrecdo do hormonio liberador de corticotropina
(CRH) e outros peptideos como a vasopressina pelas células parvocelulares do
nacleo paraventricular. Esses peptideos sdo entdo passados do hipotalamo para a

hipofise anterior, onde o CRH comeca a estimular a sintese e liberacdo do horménio
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adrenocorticotrépico (ACTH) na circulacdo sistémica. O ACTH presente na
circulagéo sistémica estimula entéo a liberagéo de corticoides pela glandula adrenal.
O glicocorticoide no rato € a corticosterona, que produz lipdlise, glicogendlise e o
catabolismo de proteinas, mantendo altos os niveis de substratos energéticos na
corrente sanguinea, suprimindo também a resposta imunolégica do organismo
(MEANEY et al., 1993). Este sistema de resposta ao estresse é demonstrado de

forma simplificada na Figura 1.

Figura 1 — Sistemas de resposta ao estresse

Estimulo estressor

}

Sistema Limbico

<\

Hipotalamo Sistema Nervoso Simpatico

CRH l

Medula Supra-renal

ACTH l

Supra-renal NOREPINEFRINA
EPINEFRINA

«

<

«I

| GLICOCORTICOIDES |

Fonte: Tanno e Marcondes, 2002.

O controle da liberacao de glicocorticoides pela medula da adrenal é realizado
a partir de uma retroalimentacdo negativa, através do qual este sistema é inibido
(DALMANN, 2000). Os glicocorticoides regulam a liberagcdo do ACTH, agindo
também em outras regides cerebrais para regular também a liberagdo de CRH. O
hipotalamo, a hipofise e hipocampo estdo envolvidos na retroalimentacdo negativa
(FRANCIS et al., 1996).
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A atuacdo dos glicocorticoides no encéfalo de ratos ocorre através de dois
tipos de receptores. Um destes receptores, os receptores mineralocorticoides
(MR’s), sdo sensiveis aos niveis basais de glicocorticoides e ocorrem em maior
guantidade no hipocampo. Os outros receptores, 0s receptores glicocorticoides
(GR’s) sao mais sensiveis a alteragbes da concentracdo de glicocorticoides como
ocorre no estresse, agindo assim na retroalimentagéo negativa (SAPOLSKY, 2007).

A ativacdo aguda desses sistemas se mostra adaptativa, com aumento da
disponibilidade de energia e do fluxo sanguineo em érgaos-alvo (TSIGOS et al.,
2002). Assim, os glicocorticoides possuem efeitos diversos no organismo, como 0
aumento da disponibilidade de substrato energético em diferentes partes do corpo e
a adaptacdo as modificacbes do ambiente (LUPIEN et al.,, 2005). No entanto, a
exposicdo cronica a altos niveis de glicocorticoides mostra-se prejudiciais ao
organismo (DALMANN et al., 2004; MILLER & O’'CALLAGHAN., 2002).

O eixo HPA possui uma regulacdo suscetivel no periodo pré e pos-natal
imediato, apresentando alta plasticidade (FRANCIS, et al., 1999). Diferencas nos
niveis normais de secrecdo de glicocorticoides neste periodo podem alterar
definitivamente a resposta do organismo ao estresse (LEVINE et al., 1967).

No rato, durante as primeiras semanas de vida, o eixo HPA apresenta uma
menor responsividade, a glandula adrenal é menos sensivel ao horménio
adrenocorticotropico (ACTH), e as concentracfes, tanto basais como induzidas por
estressse, de corticosterona, ACTH e hormbénios secretados pelo hipotalamo,
mostram-se diminuidas. O processo ativo evidenciado e a imaturidade estrutural do
sistema nervoso parecem ser subjacentes a essa hiporresponsividade geral
(ROSENFELD et al., 1992). A concentracdo plasmatica destes hormoénios cresce
paulatinamente até a puberdade (WALKER et al., 1986).

No caso de animais experimentais como 0s ratos, intervencdes realizadas na
infancia influenciam a interacdo da mae com os filhotes, pois a mae pode
desenvolver determinados comportamentos que afetam o desenvolvimento do
sistema nervoso dos seus filhotes. Esse processo modula o desenvolvimento do eixo
HPA e esta associado a modificages futuras na vida destes animais (LEVINE et al.,
1967).
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1.2 Manipulacéo e Separacao materna no periodo neonatal

Experiéncias sensoriais no inicio da vida podem afetar o desenvolvimento
neural e o comportamento de um animal adulto. Um exemplo dessas experiéncias
séo os estimulos estressantes do ambiente, que podem modificar o desenvolvimento
neural (GONZALES et al., 1990). A ocorréncia de eventos precoces estressantes
durante o periodo hiporresponsivo ao estresse podem influenciar tanto no
comportamento emocional quanto na maturacdao do eixo HPA do rato (LUCION,
1997). Os efeitos das intervengdes neonatais constituem a base da vulnerabilidade
do individuo a doencas decorrentes do estresse (KAUFMAN et al., 2000).

Levine (1957; 1959) evidenciou desde seus primeiros experimentos que a
capacidade dos ratos para lidar com o estresse € modulada por experiéncias
precoces. Assim, ratos separados diariamente de suas maes por breves periodos (3
minutos; manipulacdo neonatal) durante as primeiras trés semanas de vida mostram
uma reducédo de peso da glandula adrenal, 24 horas ap0s uma injecdo Unica de
glicose (LEVINE, 2001). Denenberg et al. j& haviam proposto que estes efeitos
poderiam estar sendo mediados por alteracdes no comportamento maternal induzido
pela prépria manipulacdo neonatal (DENENBERG et al., 1969). Porém, sé ha alguns
anos tal hipotese foi confirmada experimentalmente (LIU et al., 1997). A
manipulacdo neonatal foi encontrada entdo como forma de estimulacdo do cuidado
materno, e apresentou aumento espontaneo dos niveis de cuidado materno, que
estd associado com a reducdo comportamental e enddcrina quanto a resposta ao
estresse na vida adulta destes filhotes (FRANCIS et al.,, 1999; LIU et al., 1997).
Essas mudancas quanto a reatividade do eixo HPA parecem depender de alteracdes
na metilacdo do ADN e na estrutura da cromatina, induzidas através das mudancas
ambientais representadas pelo cuidado materno (WEAVER et al., 2004). Ratos
adultos que passaram pela manipulacdo precoce apresentam maior densidade de
receptores para glicocorticoides no hipocampo e reagem ao estresse agudo de
forma diferenciada, com pico de glicocorticoides semelhantes a animais n&o-
manipulados, mas um retorno mais rapido dos hormdnios aos niveis basais
(MEANEY et al, 1989).

Entretanto, longos periodos de separacdo materna (3 — 6 h) produzem

resultados menos consistentes. Neste tipo de intervengcdo, alguns resultados
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demonstram um aumento comportamental e enddcrino de resposta ao estresse
nesses individuos (BIAGINI et al., 1998; McCORMICK et al.,, 2002; PLOTSKY &
MEANEY, 1993), e outros resultados demonstram n&o haver efeito significativo
(CALDJI et al., 2000; HILAKIVI-CLARKE, 1991; LIU et al., 2000). Embora esses
diversos resultados sejam contrastantes, a separacdo materna priva os filhotes do
cuidado materno, induzindo um aumento nos niveis de resposta ao medo e ao
estresse na prole adulta (MEANEY, 2001).

Dessa forma, a manipulagdo neonatal em ratos consiste no afastamento dos
filhotes da mée por alguns minutos (menos de 30 minutos) nas primeiras duas
semanas de vida, enquanto a separacao consiste da separacao dos filhotes da mae,
permanecendo longe durante periodos mais longos (mais de 30 minutos
normalmente de 3 a 6 horas, ou até 24 horas, sendo neste caso considerado
Privacdo materna; LIU et al., 1997). A manipulacdo faz com que na vida adulta o
individuo apresente uma série de alteracbes comportamentais e enddcrinas,
incluindo uma diminuicdo do medo a novos ambientes. Estes animais também
apresentam na vida adulta uma resposta menos acentuada da secrecdo de
glicocorticoides pela adrenal quando expostos a estimulos estressores (LEVINE,
1993; MEANEY et al., 1993). A separacao ou privacdo materna — durante 3 horas ou
mais — mostra efeito distinto, podendo entdo aumentar a ansiedade e a reatividade
neuroendocrina frente a um estressor na idade adulta (KALINICHEV et al., 2002;
OGAWA et al., 1994).

Em condi¢cdes naturais, o desenvolvimento neural em um rato tipicamente
ocorre em ambiente escuro e tranquilo, em que a maior fonte de estimulacédo provém
da mée e dos seus companheiros de ninho (CALDJI et al., 1998). Dessa forma,
gualquer modificacdo nesse ambiente pode interferir no seu desenvolvimento neural.
Diversos estudos mostram que a manipulacdo neonatal ou qualquer outra
intervencdo do animal nesse periodo alteram o comportamento da mae com seus
filhotes, formando um conceito de que os efeitos dessas intervencdes podem ser
mediados pelas mudancas na interacdo mae-filhote, afetando o desenvolvimento
neural dos Uultimos. Podem ser observados na vida adulta, como efeito da
manipulacdo neonatal, um aumento no consumo de alimento palatavel doce e
salgado (SILVEIRA et al., 2004) e uma diminuicdo dos parametros relacionados a
ansiedade (LEVINE et al., 1967; SILVEIRA et al.,, 2005). Porém, o aumento de

consumo desse tipo de alimento ndo esta relacionado com a ansiedade, pois
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quando utilizado benzodiazepinico para tratamento, esta condicdo ndo se modifica
(SILVEIRA et al., 2005).

J& na separacdo materna, os filhotes ficam privados de diversos tipos de
estimulos, como tatil, olfatério, térmico, nutricional e auditivo, fatores importantes
para a regulagédo da sua fisiologia e de seu comportamento, levando aos efeitos
comportamentais vistos na idade adulta (MARMENDAL, 2005; KUHN &
SCHANBERG, 1998; HOFER, 1994). Os ratos que passaram por separagao
materna respondem mais intensamente a um estimulo estressor na vida adulta
(PLOTSKY & MEANEY, 1992). Wigger e Neumann confirmam estes resultados,
através de ratos adultos (4 a 5 meses) que sofreram separacdo materna de 3 horas
por dia nas duas primeiras semanas de vida. Ao realizar o teste do Labirinto em cruz
elevada, tanto os machos como as fémeas mostraram menor atividade exploratoria
neste aparato quando comparado ao grupo controle, permanecendo menos tempo
nos bracos abertos do labirinto, resultado este interpretado como demonstrativo de
maior comportamento ansioso no animal exposto ao teste. Quando adultos, os
animais privados do contato maternal no periodo neonatal mostram aumento da
expressdo de comportamentos associados a ansiedade, como ficou evidenciado no
teste do labirinto (WIGGER & NEUMANN, 1999). Em outro experimento (BIAGINI et
al., 1998), ratos separados 5 horas por dia do 2° ao 6° dia pos-parto apresentaram,
na vida adulta, maior secrecdo de corticosterona apos um teste de estresse por
exposicdo a novidade. Estes mesmos ratos também apresentaram uma menor
imunorreatividade para receptores de glicocorticoides ativados na area CAl no
hipocampo apds exposicdo ao estresse. Desta forma, a separacdo no periodo
neonatal pode diminuir a eficacia do controle adrenocortical do eixo HPA na vida
adulta destes animais.

A privacdo materna nos primeiros dias de vida também prejudica o
comportamento sexual do animal adulto. Ratos machos adultos separados da mae
por 6 horas diarias neste periodo apresentaram comportamento sexual reduzido,
uma laténcia maior em montar na fémea receptiva (RHESS et al., 2001).

Estudos indicam que a separacdo no periodo neonatal faz com que o
individuo adulto demonstre maior medo em um ambiente novo, como o0 campo
aberto ou labirinto em cruz elevado (WIGGER & NEUMANN, 1999; OGAWA et al.,

1994), enquanto animais manipulados apresentam o comportamento oposto.
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A sensibilidade as drogas psicoativas também aparece como um dos efeitos
da separacao neonatal. Em um estudo de 2002, Meaney et al observaram a
atividade locomotora dos animais separados, usando o teste do campo aberto, ap6s
a administracdo de anfetamina. Os ratos separados apresentaram um aumento
significativo na sua locomocdo. Esta condicdo pode estar relacionada com o
aumento de glicocorticoides circulantes que induz um aumento da liberacdo de
dopamina no nucleo accumbens, ja que secretam mais corticosterona em ambientes
estressantes (MEANEY et al., 2002).

Estes dados refletem a preocupacdo quanto a participacdo materna do
desenvolvimento do individuo, visto que nenhuma das duas condi¢des (maior ou
menor reatividade ao estresse) se apresenta como ideal para a sobrevivéncia e
permanéncia desse animal na natureza. E necessario que exista um equilibrio
fisiologico através da percepcédo correta dos fatores ambientais para que ocorra um
desenvolvimento estavel e apropriado, de forma a minimizar os riscos da ocorréncia
de patologias na idade adulta. Dessa forma percebemos a importancia do cuidado

materno adequado para o desenvolvimento saudavel de um individuo.

1.3 Meméria e estresse

Memoéria é a aquisicdo, a formacdo, a conservacdo e a evocacao de
informacfes (IZQUIERDO, 1999). A aquisicdo da memoria é representada pelo
aprendizado; ja a formacdo e a conservagao sdo processos complexos e dependem
do tipo de memodria envolvida; e a evocacéo € o processo de lembranca do que foi
aprendido (IZQUIERDO, 2002a; SQUIRE & KANDEL, 2003).

Conforme a importancia da informacdo e o grau de emocdo e atencao
envolvidos no momento da aquisicdo de determinada memodria, tanto a intensidade
guanto a duracdo desta memoria pode variar. A memoria pode ser classificada

conforme sua duracdo e quanto ao conteudo da informacao, conforme quadro | e Il:
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QUADRO | — CLASSIFICACAO DA MEMORIA QUANTO A DURAGCAO:

TIPO

DURACAO

CARACTERISTICAS

Memobria de Trabalho

De segundos a poucos

minutos

Ndo produz “arquivos”
duradouros. Mantém a
informacdo atravées da

atividade de neurdnios do
cortex pré-frontal enquanto
estamos executando uma

tarefa especifica.

Curta duracao

Até cerca de 6 horas apos
0 aprendizado

Mantém a informacéo
enquanto a memoria de

longa duragéo esta sendo

formada. Nao requer
sintese de novas
proteinas.

Longa duracéo Dias, anos outodaavida |Garante o registro do
passado autobiografico,

conhecimento e

habilidades do individuo.

Fonte: De Oliveira Alvares, L. Participacdo do sistema canabindide enddgeno

hipocampal na consolidacéo, reconsolidacdo e extincdo da memdéria de ratos. 2010.

Autorizado pelo autor.
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QUADRO Il — CLASSIFICACAO DA MEMORIA QUANTO A NATUREZA DO SEU
CONTEUDO:

Tipo Caracteristicas Principais estruturas

encefélicas envolvidas

Declarativa ou Explicita Podem ser subdivididas |Hipocampo, amigdala,
em episodicas, quando |diencéfalo e neocortex.

referem-se a  eventos
autobiogréficos, e
semanticas, guando

referem-se a fatos e

conceitos.
N&ao-declarativa ou|Habitos ou habilidades|Nucleos da base e
Implicita motoras. cerebelo.

Fonte: De Oliveira Alvares, L. Participacdo do sistema canabindide enddgeno
hipocampal na consolidacéo, reconsolidacéo e extincdo da memoaria de ratos. 2010.

Autorizado pelo autor.

As memorias sdo formadas a partir de mudancas da transmissao sinaptica
entre neurbnios, que ocorrem como resultado da atividade neural prévia (SQUIRE &
KANDEL, 2003), porém algumas dessas mudancas podem inibir a formacdo e
evocacao da memoaria, prejudicando esse processo (IZQUIERDO, 2002b).

E interessante ressaltar que as memoérias sdo moduladas pelas emocdes,
pelo nivel de alerta e pelo estado de animo do individuo, sendo dificil adquirir
memaorias sem um estado minimo de alerta (IZQUIERDO, 2002b e 2004a). Dessa
forma, o estresse mostra-se como um importante regulador dos processos de
memoria, possuindo acdes diferentes na atuacdo aguda e crénica (SANDI, 2011).
Sapolsky et al., durante a década de 80, propuseram que os glicocorticoides,
guando encontrados em altas concentracdes e por um longo periodo, poderiam agir
de maneira téxica no sistema nervoso, provocando uma redugdo do volume
hipocampal e/ou piorando les@es ja existentes nesta area (SAPOLSKY et al., 1985).
Lupien et al. observaram uma reducgéo de 14% no volume hipocampal de pacientes
expostos a altas doses de glicocorticoides por periodos prolongados, porém,
mesmo de forma aguda ou por um curto periodo, altas doses de glicocorticoides
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podem também atuar de maneira neurotdxica (LUPIEN et al., 2005). Magarifios et
al.,, em um experimento realizado com roedores, demonstraram que existe uma
correlacdo entre situagdes estressantes repetidas e atrofia nos neurénios piramidais
CAZ3, localizados no hipocampo (MAGARINOS et al., 1996). Gould et al. verificaram
uma reducdo no numero de novas células granulares produzidas no hipocampo trés
horas apds a administracdo de glicocorticoides em macacos adultos; neste caso,
porém, foi possivel reverter estas alteracbes (GOULD et al., 1998). Starkman et al.
realizaram um estudo com 24 pacientes portadores da sindrome de Cushing,
caracterizada pela producéo excessiva de glicocorticoides no organismo. Quando os
individuos tiveram as concentragdes de glicocorticoides normalizadas em funcao de
tratamentos prévios, observou-se um aumento no volume hipocampal destes
pacientes, caracterizando uma recuperacéo da estrutura (STARKMAN et al., 1992).
Este fato sugere que déficits de memoria, atencdo e aprendizado, entre outros
fatores, podem ser dependentes de um periodo de vida de maior exposicdo a
estressores.

A formacdo da memoria depende de uma longa sequéncia de eventos
bioquimicos, os quais sédo susceptiveis a elementos estressores, as emocgdes, aos
niveis de consciéncia e ao estado de animo do individuo (IZQUIERDO, 1999). A
conservacao ou o armazenamento da informacdo ocorre por meio de modificacbes
permanentes ou muito duradouras da forma e funcdo das sinapses das redes
neurais de cada memoria (IZQUIERDO 2002a). A evocacdo de uma informacao
ocorre por meio da reativacdo destas redes para cada conteudo armazenado
(IZQUIERDO & MEDINA, 1997a; IZQUIERDO & MEDINA, 1997b, BAUDRY, 1998).

A plasticidade dos circuitos do hipocampo, necessaria para as funcdes de
aprendizado e memodria, pode aumentar a sua vulnerabilidade a diversos tipos de
agressoes impostas pelo ambiente, incluindo o estresse (AISA et al.,, 2006). A
exposicdo a niveis elevados de corticosterona durante o periodo neonatal
(demonstrado em crias pelos niveis significativamente mais elevados de
corticosterona comparando com animais controle durante o periodo de separacéo
maternal) pode afetar o desenvolvimento do hipocampo (HUOT et al., 2002).

Os corticosteroides afetam as propriedades do hipocampo de forma lenta,
porém persistente. A natureza destes efeitos, no entanto, ird depender da
participagdo relativa de receptores mineralocorticoides- RM e de receptores

7

glicocorticoides — RG, j& que a retroalimentacdo negativa € regulada por estes
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receptores. Os receptores mineralocorticoides possuem maior afinidade pelos
corticosteroides, enquanto que o0s receptores glicocorticoides apresentam uma
menor afinidade. Esses dois tipos de receptores estdo expressos abundantemente
na formag&o hipocampal (JOELS & KARST, 2007).

A memoria para eventos com componente emocional € melhor do que a para
eventos neutros, em funcdo do nivel de atencdo envolvido. Essa explicacdo é
claramente adaptativa, visto que estimulos emocionais, sejam prazerosos ou
aversivos, se mostram geralmente mais importantes para a sobrevivéncia das
espécies, em funcdo da ativacdo do sistema limbico (LUPIEN & MAHEU, 2007,
WOLF, 2007). Animais que passaram por manipulagdo ou separacdo neonatal
respondem de forma diferente ao estresse na vida adulta, desta forma é possivel
gue ocorram diferencas em situacbes adaptativas que garantam a sobrevivéncia
deste individuo no meio em que vive. Neste aspecto, considerando a memadria para
consolidacéo destes eventos, a extincdo de uma situacédo ou sua permanéncia, seja
prazerosa ou aversiva, estaria diretamente relacionada com o grau de importancia
gue o individuo atribui a situacéo para sua permanéncia em determinado ambiente.

As memorias criadas envolvendo fatores emocionais estabelecem-se através
da amigdala e sdo mais resistentes a extincdo e ao esquecimento. As respostas
emocionais influenciam a memdria, pelo menos em parte, através da amigdala,
modulando o armazenamento da memoria de longa duracdo (BIANCHIN et al.,
1999). Durante e imediatamente apds eventos estressantes ou de intenso conteudo
emocional, varios sistemas sdo ativados no organismo, incluindo a liberacdo de
varios horménios (ROOZENDAL et al., 1999). Existem evidéncias robustas de que a
amigdala esta envolvida na modulacdo da memdria emocional de longa duracdo em
estudos utilizando animais e humanos (McGAUGH, 2000). A amigdala regula os
mecanismos de plasticidade sinaptica, como demostrado em alguns estudos, e esta
envolvida na modulacdo da formacdo da memoria em outras areas cerebrais, como
0 hipocampo e o coértex entorrinal (McGAUGH, 2000). Estudos mostram que a
ativacdo da amigdala basolateral (Figura 2-B) aparece como pré-requisito para a
modulacdo dos efeitos dos glicocorticoides em regiées do encéfalo como o
hipocampo, pois lesdes na amigdala basolateral interfeririam nesta modulag&o
(WOLF, 2007).
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Figura 2 — Localizagdo da Amigdala basolateral (BLA) no cérebro.

/ o
Locus Coeruleus !
Nucleus of the Sofitary Tract

(A) Localizacédo da amigdala no cérebro do rato.

(B) Localizacédo da amigdala basolateral no cérebro do rato (BLA).

Fonte: A — ANDRADE-FANDRE et al., 2010

B - DERRICK L. HASSERT, retirado de http://faculty.virginia.edu/behvr-neuro-
lab/hassert.html.

Uma facilitacdo dos processos de memoria € observada quando os niveis de
glicocorticoides se mostram moderados e convergem no tempo com o processo de
aquisicdo de informacdes. Efeitos prejudiciais, porém, sdo encontrados quando 0s
niveis de glicocorticoides estdo altos ou muito altos, ocorrendo numa janela de
tempo anterior ao desafio cognitivo. Estudos pioneiros mostram que glicocorticoides
administrados 30 minutos antes de tarefas cognitivas prejudicam a evocacao de
memoria de informacdes espaciais adquiridas (SANDI, 2011). Também é revelado
um importante resultado utilizando o modelo da esquiva discriminativa no labirinto
em cruz elevado, utilizado para observar a interacdo da ansiedade com a memodria.
Este experimento demonstra que existe um nivel 6timo de ansiedade para que
ocorra 0 aprendizado, considerando que tanto manipulagbes farmacologicas
ansioliticas (diminuem a ansiedade) quanto ansiogénicas (aumentam a ansiedade)
trazem perdas quanto a retencdo da memoria. A administracdo de ambas demonstra

um resultado nulo.
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1.4 Evocacdao, extin¢ao e recuperacao da memoria

O estagio de evocacdo da memoria € fundamental para garantir a adaptacao
e sobrevivéncia do individuo ao meio, enquanto a extingdo consiste na inibigéo ativa
da evocacdo de uma memodria, sendo importante para atribuir um novo significado a
um ambiente sempre em mudanca e para inibir a expressdo de memoérias que
deixam de ser relevantes para um determinado ambiente (IZQUIERDO &
CAMMARQOTA, 2004).

A extincdo da memdria ndo representa a sua perda. Trabalhos mostram que a
extingdo parece se comportar como um novo aprendizado, dependendo de
receptores NMDA e de estruturas como amigdala basolateral, hipocampo e cortex
pré-frontal medial (CAMMAROTA et al., 2005). A esquiva inibitéria, tarefa em que um
animal aprende a inibir uma determinada resposta (descer de uma plataforma, sair
de um compartimento) para evitar um estimulo aversivo (McGAUGH, 2000) é
particularmente facil de extinguir, porque a realizacdo de tal resposta significa o
comeco de uma extincdo (VIANNA et al, 2001; SZAPIRO et al., 2002;
CAMMAROTA et al., 2004).

As memorias traumaticas, que envolvem emocfes muito intensas, e se
estabelecem através da amigdala, mostram-se mais resistentes a extincdo e ao
esquecimento (COSTANZI et al., 2011). A intensidade da perturbacdo causada pelo
estressor juntamente com a situacdo emocional em que se encontrava o individuo
estressado influencia o grau em que tal estressor influenciara a memaria. Outro
horménio liberado durante o estresse, a adrenalina (neuromoduladora), também
influencia os mecanismos basicos de processamento da memoria .

A evocacdo da memodria pode desencadear dois tipos de processos: quando a
informacédo é importante, ela serd reconsolidada e mantida, caso contrario, sera
extinta. Estes processos mostram que a evocacdo da memdria ndo € um processo
passivo, ela define o rumo da informacdo adquirida, recrutando diversas cascatas
bioguimicas em seu curso. O sentido biolégico da reconsolidagcdo da memoria é
acrescentar a essas memorias antigas novas informag¢des ou manter as mesmas,
enquanto a extincdo se preocupa em formar uma nova memoria, com significado

diferente da memodria original.
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A extincdo de uma resposta condicionada classicamente ocorre quando o
estimulo condicionado € apresentado na auséncia do estimulo incondicionado. A
magnitude da resposta condicionada determinada pelo estimulo condicionado tende
a desaparecer gradualmente conforme o estimulo condicionado vai sendo
apresentando na auséncia do estimulo incondicionado. Ap6s a extin¢do, pode-se
ainda observar uma eventual ocorréncia da resposta condicionada frente ao
estimulo condicionado através do processo chamado de recuperacdo espontanea. A
extingdo de memorias aversivas, como a tarefa do medo condicionado ao contexto,
geralmente nao persiste, devido a recuperacdo espontanea dessa memobria. O
contexto temporal no qual a extincdo foi implementada assume controle sobre os
efeitos desse procedimento. Na recuperacdo espontanea, o comportamento extinto
em um determinado contexto reaparece nesse mesmo contexto apos um periodo de
tempo (CATANIA, 1998/1999). A recuperacdo espontanea determina a intensidade

da memoria adquirida para aquele individuo.
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2 HIPOTESE

Animais submetidos & manipulacdo neonatal apresentam comportamento de
resposta ao estresse reduzido na vida adulta. J& animais submetidos a separacéo
neonatal podem apresentar um comportamento de resposta ao estresse
intensificado na vida adulta. Como o nivel do estresse é modulador dos processos
de memodria, sendo necessario para a aquisicdo e a consolidacdo do aprendizado, e
eventos com componente emocional demostram melhor consolidagcdo quando
comparados a eventos neutros, acredita-se que animais separados quando
avaliados em tarefas de memoria aversiva possuam uma persisténcia da extingdo
desta memaoria menos robusta quando comparados a persisténcia da extingcado dessa

memaria em animais controle ou manipulados.
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3 OBJETIVOS

7

O objetivo do presente trabalho € estudar a persisténcia da extingdo de
memorias aversivas e apetitivas em ratos machos adultos submetidos a diferentes
intervencBes no periodo neonatal. Segue abaixo a descricdo dos objetivos geral e
especificos deste trabalho.

3.10Dbjetivo Geral:

Verificar se a manipulagcdo e a separacdo materna no periodo neonatal
alteram a persisténcia da extincdo de memoaria aversiva quando avaliada em relagéo

a memoria apetitiva.

3.2 Objetivos especificos:

- Verificar a persisténcia da extincdo de memaria aversiva em ratos machos
adultos submetidos a manipulacao e a separacao neonatal.

- Verificar a persisténcia da extincdo de memoria apetitiva em ratos machos
adultos submetidos a manipulacéo e a separacao neonatal.

- Analisar as diferencas entre a persisténcia da extincdo da memoria aversiva
e memoria apetitiva entre grupos de ratos machos controle, manipulados e

separados.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais experimentais

Para o desenvolvimento deste estudo foram primeiramente utilizadas ratas
Wistar prenhes provenientes do CREAL (Instituto de Biociéncias da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul), randomicamente selecionadas. As ratas
permaneceram, individualmente, em caixas-moradia, confeccionadas em Plexiglas
medindo 65 x 25 x 15 cm, com assoalho recoberto de maravalha, e foram mantidas
em um ambiente controlado: ciclo normal claro/escuro de 12 horas (luzes acesas
entre 7 e 19h), temperatura de 22 + 2°C, limpeza das caixas uma vez por semana,
agua e racao padrao ad libitum. As mesmas permaneceram nas caixas-moradia com
seus filhotes até o desmame. Cada caixa continha apenas uma ninhada com a mae,

padronizada em oito filhotes.

4.2 Grupos experimentais

No dia do parto (dia zero), cada mae, juntamente com seus oito filhotes, foi
separada em um grupo distinto, conforme ordem de nascimento. Este experimento

utilizou trés grupos de estudo, conforme descrito abaixo:

-Grupo Controle: permaneceram sem qualquer tipo de intervencdo até o
desmame (21° dia). A limpeza das caixas foi realizada duas vezes por semana por
um pesquisador do experimento, afim de remover parte da maravalha suja da caixa
e substituir por limpa, tomando o cuidado para ndo tocar nos filhotes nem na mae

presente na caixa.

-Grupo Manipulado no Periodo Neonatal: os filhotes passaram por um breve
afastamento de suas maes por 10 min por dia dos dias 1 a 10 de vida. A mae foi
gentilmente afastada da ninhada, e em seguida todos os filhotes foram retirados da
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caixa ao mesmo tempo, sendo imediatamente colocados em uma incubadora com
temperatura ambiente de 32° C. A mae permaneceu na caixa moradia ao lado da

incubadora.

-Grupo Separado no Periodo Neonatal: os animais passaram por um
afastamento da mée, com o mesmo procedimento citado no grupo manipulado,
porém este tempo de afastamento foi maior, separando-os de sua mae por 3 horas

por dia dos dias 1 a 10 de vida.

Aos vinte e um dias de vida, os animais forma desmamados e foi realizada
sexagem dos grupos, onde foram usados para este experimento apenas 0s ratos
machos. Estes ratos foram acondicionados em grupos de 4 ou 5 por caixa, utilizando
no maximo 2 filhotes de cada mae para evitar o “efeito ninhada”. Estes também
foram mantidos em caixas-moradia com assoalho recoberto de maravalha, em um
ambiente controlado: ciclo normal claro/escuro de 12 horas, temperatura de 22 +
2°C, limpeza das caixas duas vezes por semana, agua e racao padrdo ad libitum.

Os testes comportamentais iniciaram na idade adulta, entre 4 e 5 meses de idade.

4.3 Experimentos comportamentais

Para avaliacdo comportamental do presente estudo, foram determinados dois
tipos de tarefas: aversiva e apetitiva. Como tarefa aversiva foi utilizado medo
condicionado ao contexto e como tarefa apetitiva, transmisséao social da preferéncia
alimentar. Abaixo segue a descricdo de cada tipo de tarefa, da forma como foram

conduzidas neste trabalho.
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4.3.1 Tarefa aversiva — Medo Condicionado ao Contexto

Nesta tarefa, os animais foram expostos a um aparato adaptado a partir de
uma caixa de esquiva inibitéria (Figura 3), um espaco de aproximadamente 20 cm X

30 cm x 30 cm, contendo uma lampada acesa de 60 W na parte lateral desta caixa.

Figura 3 — Aparato adaptado para Tarefa aversiva.

Fonte: Registrada pela autora, 2013.

No primeiro dia da tarefa, o rato passou por uma sesséao de treino, quando foi
colocado nas grades metélicas que cobrem o chéo deste aparato. ApGs fechar a
caixa, 4 minutos foram contados (tempo de realizac&o). Ao final de 3 minutos, o rato
recebeu 2 choques de 0,7 mA por 3 segundos; e no tempo de 3 minutos e 30
segundos, mais 2 choques de mesmo tempo e intensidade. Aos 4 minutos o animal
foi retirado da caixa e colocado de volta na caixa-moradia.

No dia seguinte, o animal foi novamente exposto a este contexto (T1), porém
sem a presenca do choque, e o tempo de imobilidade (medida de medo
condicionado ao contexto - freezing) foi observado. Este tempo foi medido em

intervalos de 4 minutos num tempo total de 44 minutos, tempo necessario para a
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extingdo desta memoria. Apos 24h, o animal foi novamente exposto ao contexto sem
o choque, por 4 minutos, para verificar a permanéncia da extingdo induzida no dia
anterior.

ApoOs 14 dias ao dia do T1, foi realizado o teste 2 (T2), quando o animal foi
reexposto ao contexto sem o choque, por 4 minutos e o tempo de congelamento
(freezing) foi medido, a fim de verificar a recuperagdo espontanea da memodria
referente a tarefa aversiva. O esquema experimental desta tarefa esta representado
na figura 4. Todos os dados foram registrados manualmente em planilha de
acompanhamento pelo experimentador, utilizando o cronémetro para contagem do

tempo. Na tarefa aversiva somente o tempo de freezing foi observado.

Figura 4 — Esquema experimental da Tarefa aversiva — Medo

condicionado ao contexto.

\ 2 choques em 3 min. (0,7 mA)
x 2 choquesem 3 min. 30 s
\’:\:‘? 'v

L S
D>1' Dia 2 Dia 3 Dia 17

2 semanas

Extingdo Testel
44 minutos 4 minutos
Obs: freezing

Treino
4 minutos

Teste 2
4 minutos

Fonte: Elaborado pela autora, 2013.

4.3.2 Tarefa apetitiva — Transmisséao social da preferéncia alimentar

Para realizacdo desta tarefa, os animais de interesse no estudo (controle,
manipulados e separados) foram denominados OBSERVADORES, e um novo grupo
de animais (ratos machos adultos, de 3 a 4 meses de idade) sem nenhuma

intervencéo) foi apresentado com a denominacdo DEMONSTRADORES, com a
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Unica funcdo de apresentar ao grupo de observadores um determinado alimento
(cominho), interagindo socialmente com os grupos de interesse. Cada observador
possuia o seu demonstrador, sendo que este foi utilizado apenas uma vez para o
contato social entre 0s grupos.

Os alimentos estabelecidos para este procedimento eram alimentos com dois
tipos de tempero: cominho e tomilho. Os animais naturalmente preferem o cominho
ao tomilho. Em um experimento controle, Lesburguéres et al. (2011) demonstrou que
guando o observador interage com um demonstrador que apenas comeu a ragao
padréo, ao invés de racdo com cominho, no dia seguinte durante o teste a média de
consumo do cominho é de 20%. Este foi 0 parametro que utilizamos para avaliar a
memoria destes animais.

Para a realizacdo da tarefa, tanto os ratos demonstradores quanto 0s
observadores passaram por restricdo alimentar antes e durante o experimento.

O animais DEMONSTRADORES foram habituados, durante 3 dias (sesséo de
30 minutos) para comer racdo em poé misturada com cominho (0,5%). A racao
encontrava-se armazenada em um recipiente acessivel ao animal em uma caixa-
moradia. Da mesma forma, os animais OBSERVADORES também foram habituados
durante 3 dias (sessdes de 30 minutos) para comer racdo padrdao em po (sem a
presenca do cominho), disposta em 2 recipientes iguais em uma caixas-moradia.
Cada animal era exposto individualmente ao alimento na mesma caixa durante os 3
dias.

Apés a habituacdo, no 4° dia, os DEMONSTRADORES passaram por mais
uma sessao de 30 minutos expostos a racdo padrdao com cominho em um recipiente
na caixa-moradia, sem acesso a agua. Apos a sessao, este animal foi removido para

outra caixa, a qual era separada do meio por uma grade (Figura 5).
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Figura 5 — Caixa de interagéo social separada com grade.

Fonte: Registrado pela autora, 2013.

Apés o DEMONSTRADOR ser colocado na caixa separada por uma grade,
no lado oposto ao que este se encontrava foi colocado o animal OBSERVADOR. A
sessdo de interacdo social com a presenca da grade foi de 15 minutos (Figura 6).
Passado este tempo, a grade foi retirada e os animais interagiram por mais 15
minutos, sendo que o cheiro do cominho seria sentido pelo animal observador na
boca do animal demonstrador. Ao final deste periodo, os animais foram retirados da

caixa e devolvido as respectivas caixas-moradia.
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Figura 6 — Interag&o social de observadores e demonstradores

Fonte: Registrado pela autora, 2013.

Ap6s 24h da sessdao de 30 minutos de interacdo social, 0s animais
OBSERVADORES séo expostos a dois recipientes em uma caixa, um contendo
racdo padrdao com cominho (0,5%), alimento reconhecido como familiar, ja que foi
sentido no co-especifico, e outro contendo racdo padrdo com tomilho (0,75% -
preferéncia inata), alimento novo. A posi¢cdo do alimento familiar e do alimento novo
(direita ou esquerda) dentro da caixa variou de forma aleatéria dentro dos diferentes
grupos. Apdés 20 minutos os recipientes foram removidos e pesados, para
determinacao da quantidade de racéo familiar e racdo nova ingeridas pelos animais.

Para extingdo desta memdria, continuamos realizando sessfes de 20 minutos
de exposi¢cao aos dois tipos de racdo, pesando os recipientes apds cada sessdo. No
momento em que o consumo das racdes se tornou semelhante (50% = 5), foi
considerado ndo haver mais preferéncia alimentar. Realizamos 3 sessbes de 20
minutos para extinguir a preferéncia.

Apds 24 horas foi realizado o Teste 1, onde a sessdo de 20 minutos foi
repetida e os recipientes com ragdo pesados ao final. Foi verificado se a extingdo do

dia anterior estava presente.
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Apés 14 dias, a mesma sessdo de 20 minutos foi repetida para cada rato
OBSERVADOR, expondo estes aos dois recipientes novamente, com racao padrao
com cominho e racao padrdao com tomilho. Nesta sesséo (teste 2) foi verificado se
houve recuperacdo espontanea desta memoria. A figura 7 representa um esquema
da realizacao da tarefa apetitiva.

Todos o0s dados foram registrados manualmente em planilhas de
acompanhamento pelo experimentador, utilizando o cronémetro para contagem do

tempo e a balanca analitica para a pesagem das racdes.

Figura 7 — Esquema experimental da Tarefa apetitiva: transmissao social

da preferéncia alimentar.

Grupo Grupo
Observadores Demonstradores

9 f;;../ '4*’-’5

Dia 4
Habituagdao 30 minutos
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Habituagao
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. Extinggo . Teste 1 Teste 2
3 periodos — 20 minutos s -
Extingdo Extingdo
20 minutos 20 minutos

Treino
Interagdo social
30 minutos

Fonte: Elaborado pela autora, 2013.
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O desenho experimental geral do presente estudo, incluindo as fases de

intervencdo neonatal e a realizagcdo das tarefas aversiva e apetitiva, esta

demonstrado na figura 8.

Figura 8 — Desenho experimental do estudo
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4-5
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10 min ou
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Tarefa Aversiva
Medo Condicionado ao

Tarefa apetitiva
Transmissdo social da

Controle |Manipulado | Separado

contexto preferéncia alimentar
Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo

Controle |Manipulado| Separado

Dia 1 = Treino 4 min. — choque
0,7 mA

Dia_ 2 = Extincdo 44 min.
Freezing

Dia 3 = Teste 1 - 4 min.
Extingdo

Dia 17 = Teste 2 — 4 min.
Recuperacdo espontanea da
memoria

Dia 1 - 3 = Habituagdo — 30
min. Ragdo padrdo ou ragao
com cominho.

Dia 4 = 30 min. Interagido
Social — Demonstradores e
Observadores

Dia 5 = Extingdo em 3 periodos
de 20 min.

Dia 6 = Teste 1 — 20 min.
Extingdo

Dia 20 = Teste 2 — 20 min.
Recuperagao espontanea da
memoria

Fonte: Elaborado pela autora, 2013.
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4.5 Consideracdes Eticas

Os procedimentos executados neste projeto sdo de uso habitual por autores
que trabalham e publicam na area e obedecem as normas propostas pelos
Principios Internacionais Orientadores para a Pesquisa Biomédica Envolvendo
Animais (Council for International Organizations of Medical Sciences — CIOMS;
GOLDIM & RAYMUNDO, 1997). Conforme a classificagdo do grau de severidade de
cada procedimento, publicada na pagina da Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) de nossa Universidade, os procedimentos constantes neste estudo
enquadram-se na categoria procedimento de severidade moderada (medo
condicionado ao contexto) e de severidade leve (manipulacdo dos animais no
periodo neonatal, colocando-os numa incubadora; exposicdo a estimulos nocivos
associados brevemente com desconforto leve, que dure pouco tempo). O presente
trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais através do parecer
n°21388.

4.6 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada por ANOVA Simples (One way ANOVA) e
ANOVA de medidas repetidas, seguidas de post-hoc de Tukey, tanto para os
resultados do medo condicionado ao contexto quanto para transferéncia social da

preferéncia alimentar.
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5 RESULTADOS

Os resultados deste trabalho foram avaliados individualmente conforme a
tarefa comportamental realizada, sendo apresentados como Tarefa aversiva e
Tarefa Apetitiva. Os mesmos dados de cada experimento estdo dispostos de duas
formas: uma em que € realcada a comparacdo entre os grupos (controle,
manipulacdo, separacdo) em cada sessao, e outra que facilita a comparacéo entre
as sessoes (Extincdo, Teste 1, Teste 2) em cada grupo.

5.1 Tarefa Aversiva — Medo Condicionado ao contexto

Os animais foram reexpostos ao contexto da tarefa aversiva durante 44
minutos para induzir a extincdo da memoria, durante a qual a resposta de medo
(freezing) e, portanto, a expressado da memoria, foi avaliada em blocos de 4 minutos.
No dia seguinte (teste 1) e 15 dias apos (teste 2) os animais foram novamente
reexpostos ao contexto (4 minutos) para avaliar a persisténcia dessa extincdo. No
grafico 1 observamos os resultados da comparacdo entre 0os grupos, em cada

Sessao.
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Grafico 1 — Desempenho geral dos grupos experimentais na tarefa Medo
condicionado ao contexto.
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i Controle

Freezing %

M Manipulagao

u Separagao

Extingao Testel Teste?2

Fonte: Elaborado pela autora, 2013. ANOVA de medidas repetidas (Grupo: p > 0,05; Sesséo: p <
0,001; Grupo x Sessao: p < 0,001) seguida por post-hoc de Tukey (ndo significativo).

Conforme demonstrado no Grafico 1, no que se refere ao desempenho geral
dos grupos experimentais na tarefa aversiva, houve interacdo significativa entre
grupo x sessado (P < 0,001). O grupo controle e o grupo separado comportaram-se
de maneira similar nas sessbes, porém o grupo manipulado apresentou maior
freezing nos primeiros 4 minutos da sessdo de extingdo. O grupo manipulado
apresentou um comportamento diferente dos demais, pois o % de freezing nos

altimos 4 minutos de extingdo, embora tenha diminuido, sua média ainda se mostra

maior que 0s demais grupos.
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Os resultados deste congelamento nas sessfes do grupo manipulado sdao muito

similares, demonstrando talvez uma dificuldade de aprendizado.

O grafico 2 mostra o desempenho de cada grupo em cada sessdo e a
significancia entre o desempenho entre as sessoes.

Grafico 2 — Desempenho dentro de cada grupo experimental na tarefa de Medo
condicionado ao contexto.

100 -
* %k %
1
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Fonte: Elaborado pela autora, 2013. ANOVA de medidas repetidas (Grupo: p > 0,05, Sesséo: p <
0,001; Grupo x Sessdo: p < 0,001) seguida por post-hoc de Tukey (***p < 0,001; n.s = ndo
significativo).

No Gréfico 2 pode-se verificar uma alta porcentagem de freezing nos grupos
controle, manipulados e separados nos primeiros 4 minutos (24h apdés o
condicionamento) e aos 44 minutos, nesta mesma sessdo de extingdo, demonstra
uma diminui¢do significativa no freezing, monstrando a eficacia na extincdo desta

memoria (p<0,001 para os trés grupos) em todos o0s grupos. Apos 24h (testel) essa
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extincdo se manteve, pois o freezing foi estatisticamente semelhante ao encontrado
aos 44 minutos (p>0,05) nos trés grupos avaliados. Apds 15 dias (teste 2), tanto o
grupo controle quanto o grupo separado demonstraram recuperagdo espontanea da
memoria aversiva (p<0,001 Teste 2 x Teste 1). J& o grupo manipulado apresentou
um comportamento semelhante ao teste 1, indicando que n&o houve recuperacao
espontanea desta memdria e que a extingdo ainda se mantém.

No Grafico 3 é mostrado a média geral de freezing durante toda a sesséo de
extincdo da tarefa aversiva, dentro de cada grupo experimental. Neste gréfico
podemos observar que a média de resposta de medo na extin¢cao foi maior no grupo
de animais separados. Este mostrou uma diferenca significativa (p<0,01) em relagéo
ao grupo controle e também em relacdo ao grupo manipulado (p<0,05). Nao houve
diferenca estatistica significativa entre os grupos controle e manipulados.

Grafico 3 — Média geral de freezing por grupo durante a extincao
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Fonte: Elaborado pela autora, 2013. ANOVA de uma via (p < 0,01) seguida por post-hoc de Tukey. **
p <0,01; * p<0,05.
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5.2 Tarefa Apetitiva — Transmissao social de preferéncia alimentar

Para a tarefa apetitiva, a extincdo foi realizada 24h apdés a sessédo de
interacdo social dos observadores com os demonstradores, quando estes aprendem
uma preferéncia pela ragdo com cominho através do cheiro deste alimento na boca
do demonstrador.

Para a extingdo desta memdria foram realizadas 3 sess6es de 20 minutos
cada com disponibilizacdo dos 2 tipos de alimentos para cada animal observador
(racdo padréo+cominho / racdo padréo+tomilho), em dois recipientes distintos. Apos
cada sessao, foi medido através de pesagem o consumo bruto (*) e o relativo de

cada tipo de alimento. Isto foi determinado através da férmula abaixo:

Consumo relativo (%) =

consumo da racdo com cominho

consumo da ragcao com cominho + consumo da ragdo com tomilho

(*) Consumo (Mg) = peso pré sessao - peso pos sessao

Foi utilizado como parametro de aprendizado o consumo basal da racédo de
cominho (20%) apresentado por animais controle (observadores ndo expostos ao
cheiro de cominho na sessao de interacdo) conforme Lesburgueres et al. (2011). O
Grafico 4 mostra o consumo de racdo padrdo com cominho, enfatizando a
comparacao entre 0s grupos em cada sessao.
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Grafico 4 — Consumo de racdo padrdao com cominho nos diferentes grupos durante o

experimento.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2013. ANOVA de medidas repetidas (Grupo: p < 0,05, Sesséo: p <
0,05; Grupo x Sessao: p < 0,05) seguida por post-hoc de Tukey (ndo significativo).

Como podemos observar no grafico 4, no que se refere ao desempenho geral
dos grupos experimentais na tarefa apetitiva, houve interacdo significativa entre
grupo x sessao (P < 0,05). O grupo controle apresentou aprendizado, extinguiu esta
memoria e obteve recuperacdo espontanea. Embora o desempenho dos grupos néao
tenha se mostrado estatisticamente significativo, os grupos manipulado e separado
comportarem-se diferentemente do grupo controle ao longo das sessdes, como se

comentara no gréfico 5.
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Grafico 5 - Consumo de ragdo padrdo com cominho dentro dos grupos durante o

experimento.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2013. ANOVA de medidas repetidas (Grupo: p < 0,05, Sesséo: p <
0,05; Grupo x Sesséao: p < 0,05) seguida por post-hoc de Tukey (*p < 0,05); e t-test (#p < 0,05; ## p <
0,01 em relagao a linha basal).

Pode-se observar que o grupo controle mostra uma diferenca significativa
entre a primeira sessdo de extincdo e a terceira, e que desta forma mostra que,
houve extingdo efetiva da memoria apetitiva. Da terceira sessédo de extingdo para o
teste 1, ndo houve diferenca significativa, mostrando que a extingdo se manteve. Do
teste 1 para o teste 2 (15 dias ap0s), estatisticamente ndo houve diferenga (p>0,05),
porém demonstra aumento em média maior que do teste 1, demonstrando uma leve
recuperagdo espontdnea da memoria. Os grupos manipulados e separados néo
apresentaram diferencas significativas entre nenhuma das sessfes (dentro do
préprio grupo). Houve aprendizado tanto no grupo manipulado como no separado,
porém a extingdo no grupo manipulado se mostra fraca, ja que a média do consumo

inicial do grupo também se mostra menor em comparacao aos grupos separado e
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controle. Nao existe diferenca estatistica entre os grupos controle e manipulado
entre suas sessoes de extingdo e teste 1, mostrando uma eficiéncia na extingéo
desta memoria. O grupo separado aumentou o0 consumo durante as sessfes de
extingdo e a diferenca para seu Teste 1 ndo se mostra significativa, indicando
deficiéncia na extincdo, mantendo um resultado similar no teste 2.

Em relacdo ao consumo basal de 20%, o grupo controle demonstra
aprendizado na primeira sessao de extingdo (p < 0,01), que ocorre 24h apés a
sessao de interacdo, e na extingdo 3 jA ndo ha mais expressado de preferéncia. No
teste 1 ocorre diferenca, p=0,046, mostrando uma leve recuperacao da preferéncia e
15 dias ap0s, no teste2, ocorre recuperacao da preferéncia alimentar significativa (p
< 0,01). No grupo manipulacdo também foi observado aprendizado na sesséo 1 da
extingdo (p < 0,01), e na extingdo 3 ndo ha expressao significativa da preferéncia.
No teste 1 também nédo apresenta diferenca, mostrando ainda néo haver expressao
de preferéncia e igualmente observado no teste 2, sem expressao de preferéncia,
nao havendo recuperacao espontanea. O grupo separacdo demonstra aprendizado
na primeira sessao de extin¢do, pois apresentou resultado estatistico significativo (p
< 0,01), e na extingdo 3 esse aprendizado se manteve (p < 0,01), ja que houve um
aumento do consumo. No teste 1 0 grupo ndo expressou mais preferéncia alimentar
(p = 0,08), da mesma forma que no teste 2 (p > 0,05), porém € importante ressaltar
gue nao houve extincao efetiva da memoria e essa se mantém.

Considerando o consumo bruto total de alimento (cominho e tomilho) dos
grupos em cada sessao (Grafico 6) observamos o seguinte: Na extincdo 1 nao
houve diferenca entre 0s grupos; na extincdo 3 0 grupo separacdo consumiu
significativamente mais do que o0s grupos controle e manipulacéo (p < 0,01); no teste
1 o grupo separacdo também consumiu mais do que e o grupo manipulado (p <
0,01), mas néao teve diferenca significativa com o grupo controle (p = 0,069) e no

teste 2 ndo houveram diferencas.
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Gréfico 6 — Comparacgdo com a preferéncia basal
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Fonte: Elaborado pela autora, 2013. ANOVA simples (p < 0,05) seguida por post-hoc de Tukey (**p <
0,01).
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6 DISCUSSAO

Experiéncias precoces podem alterar a relagdo mée-filhote e modificar o
comportamento de ambos no periodo neonatal. Como ja exposto, neste trabalho
utilizamos a manipulacéo e a separa¢io materna como intervengdes neonatais. E de
conhecimento que a separacdo da mae por periodos curtos (manipulacdo) leva a
uma diminuicdo da resposta ao estresse na vida adulta dos filhotes, enquanto a
separacdo por periodos longos (separacédo) pode levar a uma resposta exagerada
ao estresse neste mesmo periodo. Os presentes resultados demonstram aspectos
comportamentais de animais controle, manipulados e separados quando expostos a
situacOes aversivas ou apetitivas na vida adulta. Essas tarefas séo tdo dependentes
do nivel de perturbagdo ambiental como da memoaria. Os resultados serdo discutidos
de forma individual, finalizando com uma discussdo geral quanto a atuacdo dos

diferentes grupos nas etapas semelhantes de cada tarefa.

6.1 Tarefa aversiva — Medo condicionado ao contexto

Os resultados demonstram que a apresentacdo de um estimulo condicionado
ao contexto, juntamente com um componente aversivo, neste caso o choque, produz
uma memdaria aversiva associativa de longa duracdo, em um processo denominado
condicionamento aversivo. O tempo utilizado para a extingdo dessa memdria no
presente trabalho foi de 44 minutos, superior a outros trabalhos que trazem 25-30
minutos como tempo necessario para esta extincdo (DE OLIVEIRA ALVARES, L. et
al. 2008; 2012). Essa dificuldade relacionada a extincao pode estar relacionada com
o perfil dos animais experimentais utilizados e as condicfes as quais eles sao
expostos. O processo de extingdo, porém, foi obtido com sucesso apos esse periodo
0, nos trés grupos experimentais, como verificado pelo Teste 1.

Durante o processo de extingdo, observamos que o0 grupo manipulado se
comportou de forma semelhante ao grupo controle, porém o grupo separado
apresentou uma média na resposta ao medo maior, ja que observando sua curva de

extingdo, demonstrou freezing maior que 0s outros grupos nos blocos de 4 minutos,
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embora também tenha obtido extingdo em 44 minutos. Esse resultado pode estar
vinculado a proépria resposta ao estresse aumentada na vida adulta dos animais
separados, e desta forma intensificaram a reagédo frente ao choque exposto 24h
antes.

Houve recuperacdo espontanea da memaria aversiva no grupo controle, bem
como todas as outras fases da tarefa se mostraram como o esperado. O grupo
separado apresentou uma resposta semelhante ao grupo controle, também
apresentando recuperacdo espontanea 15 dias ap6s o Teste 1. Estes resultados
indicam que o grupo separado possui uma forte percepcdo de eventos aversivos,
fazendo com que a extingdo desta memoria ndo permaneca quando 0s animais Sao
expostos, mesmo apO0s um espaco de tempo, a uma situacdo potencialmente
ameacadora, mostrando uma melhor preparacdo adaptativa para eventos aversivos
gue possam comprometer sua sobrevivéncia na natureza. Existe uma aparente
concordancia de que ratos machos que passaram por separacdo materna no
periodo neonatal apresentam um aumento do comportamento do tipo ansioso,
comparado a ratos manipulados, em uma série de tarefas comportamentais, como
campo aberto, labirinto em cruz elevado, condicionamento de sobressalto, teste de
supressdo alimentar induzida por novidade (MCINTOSH et al.,, 1999; WIGGER e
NEWMANN, 1999; CALDJI et al.,, 2000), demonstrando maior susceptibilidade a
eventos negativos e neste caso, maior facilidade na consolidac&o destes eventos.

Quando a transicao entre a aquisicdo e a consolidacdo assume seu lugar no
processo, 0s glicocorticoides auxiliam na estabilizacdo da informacdo adquirida,
promovendo mudancas funcionais e estruturais extremamente duradouras. Foi
demonstrado também que a frequéncia de disparo neuronal no hipocampo é
suprimida pelos glicocorticoides, fortalecendo a consolidacdo através da prevencao
da entrada de novos estimulos (PFAFF, et al., 1971). Os glicocorticoides parecem
nao influenciar o desempenho na evocacdo de memdrias em situacdes sem carga
emocional, sugerindo uma acdo coordenada entre 0s eixos simpato-adrenal e HPA,
reforcando a interacdo entre estes dois sistemas e 0 papel do estresse no

gerenciamento das memodrias aversivas (KUHLMANN e WOLF, 2006).
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6.2 Tarefa apetitiva - Transmissé&o social de preferéncia alimentar

Os resultados do presente trabalho demonstram que a tarefa foi replicada
conforme o esperado, pois todos 0s animais apresentaram um consumo preferencial
pela ragcdo com cominho, acima do esperado pelo acaso, apés a interagdo com o
demonstrador durante o treino.

O protocolo de extingdo aqui testado atendeu aos requisitos basicos para
demonstracdo desse fendmeno e parece ser eficiente, conforme indicado pelo
comportamento do grupo Controle. O grupo controle mostrou supressao significativa
da preferéncia alimentar durante a ultima sessdo de extincao, e ja ndo demonstrava
nenhuma preferéncia significativa nesse periodo e no Teste 1 esse padrdo se
manteve. No teste 2 , apesar de nao existir diferenca significativa em relacédo ao
teste 1, os animais voltaram a expressar uma preferéncia acima do acaso que nao
estava presente nem na ultima sessao de extingdo nem no teste 1, indicando entéao
uma recuperacao espontanea da memdria. Houve uma leve diferenca entre a ultima
sessdo de extingao e o teste 1 (p=0,046), indicando jA uma recuperacao iminente.
Talvez, se a extincdo tivesse sido mais extensiva (maior nimero de sessdes e/ou
dias), a supressao da memoaria tivesse sido mais robusta e a sua expressao no teste
1 teria sido menor, o que favoreceria uma diferenca significativa em relacdo ao teste
2. No entanto, essa ndo foi a op¢cdo de escolha porque, como a tarefa envolve
comportamento apetitivo, os animais poderiam se saciar rapidamente caso o numero
de sessdes no mesmo dia fosse muito grande. Aumentar o nimero de dias também
nao seria uma boa opcédo, porque os animais ja ficam muito tempo seguido em
restricdo alimentar (6 dias), o que poderia ser estressante. Além do mais, para
avaliacio da memoria e possiveis intervencbes farmacolégicas e/ou
comportamentais no futuro, é ideal restringir a tarefa temporalmente de modo a
permitir manipulagfes pontuais mais confiaveis. Adicionalmente, um protocolo que
nao seja nem fraco nem forte demais possibilita a observacdo de efeitos tanto
facilitadores quando amnésicos do processo. De forma geral, entdo, acreditamos
gue a tarefa e o protocolo de extingdo foram satisfatoriamente padronizados e
podem ser utilizados em pesquisas futuras.

Infelizmente, porém, o desvio padrdo dos grupos foi muito grande, dificultando

a interpretacdo dos resultados. Para testes futuros, cogitamos a realizagcdo de
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alguns ajustes na técnica, como fixar os potes, restringir a mistura de maravalha com
a racao, delimitar um local experimental isento de som, ajustes esses que se fazem
necessarios para facilitacao e melhoria do experimento.

Uma das causas do alto desvio pode ter sido justamente em funcado do
barulho durante o experimento, ja que a sala de experimentacdo era dividida com
outros experimentadores e era maior do que a sala onde foi realizada a tarefa
aversiva. Outro fator que pode ter contribuido para a dificuldade dos resultados
obtidos, bem como da sua interpretacao, € que, no artigo no qual nos baseamos, 0s
animais eram treinados na prépria caixa-moradia, pois naquele laboratdrio os
animais eram condicionados isoladamente em cada caixa, porém no nNOSSO
laboratério os animais permaneciam em grupos de 4-5 animais por caixa, s6 sendo
isolados no momento da habituacédo e testes, e isola-los para realizacdo da tarefa
causaria um nivel de estresse maior, 0 que também poderia interferir nos resultados
j& que estes animais ja passaram por intervencdes neonatais. Assim sendo, 0sS
animais nao apresentavam igual habituacdo ao ambiente de treinamento quanto os
animais do artigo utilizado como referéncia.

Observamos, contudo, um padrdo de comportamento nos grupos, mostrando
gue hé interacdo. O grupo manipulado demonstrou aprendizado significativo da
tarefa, mas aparentemente em menor escala do que o grupo controle. Como o
aprendizado ja ndo era robusto inicialmente, ndo houve muita diferenca em relacéo
a Ultima sessao de extincdo, mascarando uma possivel comparacao significativa da
resposta alimentar. Adicionalmente, os animais ndo mais demonstram preferéncia
significativa na Ultima sessdo de extincdo, no teste 1 e no teste 2. Esse padrao
sugere que a memaria nesse grupo possa ter sido prejudicada desde o aprendizado
inicial, ja que ndo demonstrou um consumo robusto. Estes resultados podem ter se
apresentado desta forma devido ao baixo nivel de resposta ao estresse deste
animais na vida adulta, o que dificulta o grau de atencéo, por isso um aprendizado
em menor escala do que o grupo controle e consequentemente, maior facilidade na
extin¢cao, ja que o aprendizado, mesmo sendo observado, ndo se mostrou forte.

Outra possibilidade em relacdo ao fato de que o grupo manipulado
apresentou um aprendizado em menor escala do que o grupo controle poderia
envolver reduzida interacdo social investigativa entre os animais, uma observacao

relatada anteriormente na literatura (TODESCHIN et al., 2009). Assim, € possivel
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gue 0s animais apresentem menor interacdo social com o demonstrador, o que
levaria a um menor aprendizado dessa tarefa.

O grupo dos separados demonstrou aprendizado significativo, mas
aparentemente também em menor escala do que o grupo controle. Esses animais
foram expostos a um outro animal para o aprendizado, animal esse com o qual
nunca haviam tido contato, ou seja, essa situacdo foi apresentada como um
ambiente novo, com a presenca de um animal n&do familiar, o que pode ter alterado o
nivel de estresse e desviado a atencdo do aprendizado quanto ao alimento, devido
ao componente emocional da interacdo social. A memdria nesse grupo, porém, se
mostrou resistente, pois 0s animais continuaram a expressar preferéncia significativa
pelo cominho na ultima sesséo de extingédo, indicando que a memoria nao foi extinta.
No entanto, essa preferéncia deixa de ser expressa no Teste 1 e no Teste 2, e ndo
ha diferenca entre as sessdes. Podemos interpretar esses resultados de duas
formas diferentes. Primeiro, € possivel que exista sim uma preferéncia, mas a
memoria ndo foi detectada devido a variabilidade grande do grupo. Nesse caso, a
memaria seria mais resistente a extingdo. Alternativamente, € possivel que haja a
supressao da resposta, mas como o aprendizado ndo havia sido muito robusto, nao
haveria diferenca significativa. No entanto, levando-se em conta os resultados da
tarefa aversiva, onde os animais ndo demonstraram maior eficiéncia na extingéo do
gue os controles, é possivel que a primeira explicacdo seja a mais provavel. Na
tarefa apetitiva, o protocolo foi mais ameno, possibilitando como comentamos
anteriormente, tanto resultados acima ou abaixo do nivel do controle. Apesar disso,
€ sabido que intervencbes durante o desenvolvimento afetam diferentemente
distintos tipos de memodria, e € prematuro tirarmos conclusfes gerais em relacdo a

extincdo desses dois tipos de memoria.

6.3 Tarefa aversiva x Tarefa apetitiva

A tarefa aversiva utilizada neste estudo, medo condicionado ao contexto, &
uma tarefa jA bem estabelecida e muito utilizada na literatura, com resultados de
facil visualizacdo. No entanto, a tarefa apetitiva aqui utilizada, transferéncia social de

preferéncia alimentar, € uma experimento ainda pouco divulgado e a parte referente
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a extingdo foi protocolada pelos pesquisadores envolvidos no presente estudo.
Desta forma, enquanto em uma das tarefas os resultados sdo claros e de
interpretagéo direta (aversiva), na tarefa apetitiva os resultados mostraram-se menos
regulares e de interpretacdo mais complexa, visto que devera passar por ajustes
para experimentos futuros.

Conseguimos observar a partir das tarefas realizadas neste trabalho que o
grupo controle demonstrou um comportamento semelhante e esperado nos dois
tipos de tarefa. Evidenciamos aprendizado significativo nas duas tarefas, eficiéncia
na extingdo, conforme teste 1 e recuperacdo espontanea da memodria aversiva.
Embora esta ultima etapa néo tenha sido significativa na tarefa apetitiva, ha um
aumento visivel no consumo da racdo com cominho no teste 2, mostrando uma
recuperacao espontanea.

O grupo manipulado apresentou aprendizado nos dois tipos de tarefa, e
extingcdo satisfatoria. Tanto na tarefa aversiva como na apetitiva, ndo houve
recuperacdo espontanea da memoria. Ja que na vida adulta estes animais
apresentam um comportamento do tipo ansioso menor, percebemos que estes
demostram tanto um medo menos intenso a situacfes aversivas quanto uma
menor importancia a situacdes apetitivas. Adaptativamente este resultado é
preocupante, podendo estes animais terem sua sobrevivéncia comprometida devido
ao baixo grau de atencao destinado tanto a presenca de situacdes predadoras como
em situacfes que envolvam condi¢des para preservacao da vida (alimento, convivio
social, etc), j& que sua memdria ndo se mantém em nenhum dos casos.

O grupo separado também demonstrou aprendizado nas duas tarefas, sendo
gue na tarefa aversiva se comportou de forma semelhante ao grupo controle,
aprendendo a tarefa, extinguindo com eficiéncia e apresentando recuperacéo
espontanea. Ja na tarefa apetitiva esse grupo demonstrou deficiéncia no processo
de extincdo, porém nao por deficiéncia de aprendizado, mas sim em esquecer o que
foi aprendido, mantendo essa memodria ao longo do tempo (recuperacao
espontanea), pois ndo chegou a extingui-la. Desta forma observamos que o grupo
separado, por ter dificuldade com a extingao da tarefa apetitiva, confere uma maior
importancia ao consumo alimentar que é seguro para sua sobrevivéncia (ou seja, foi
seguramente consumida por um co-especifico) , sendo esta informacado relevante

demais para ser extinta neste grupo.



54

7 CONCLUSAO

Concluimos através deste trabalho que ratos machos adultos que foram
manipulados no periodo neonatal possuem um aprendizado satisfatério na tarefa
aversiva e um aprendizado fraco na tarefa apetitiva, ndo havendo recuperacéo
espontanea em nenhuma das duas tarefas. J& os ratos machos adultos que foram
separados no periodo neonatal apresentaram uma aprendizagem consistente na
tarefa aversiva e uma eficiéncia relativa no processo de aprendizado na tarefa
apetitiva, ja que essa se mostrou persistente ao longo do tempo avaliado. Ratos
machos manipulados e separados no periodo neonatal apresentam comportamentos
diferenciados tanto na tarefa apetitiva quanto na tarefa aversiva quanto a
persisténcia dessas memorias, sendo que a memaoria mais robusta foi observada na

tarefa apetitiva do grupo separado, dentro dos parametros aqui estudados.
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